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Wybrane aspekty ochrony wlasnosci
intelektualnej w hodowli roslin 1 biotechnologii

Some aspects of protection of intellectual property in plant breeding and
biotechnology

W artykule odniesiono si¢ do wybranych zagadnien dotyczacych ochrony wtasnosci intelektualnej
w hodowli roélin i w biotechnologii. Z uwagi na fakt, ze odmiany ro$lin stanowia swoisty typ
wynalazkow, do ich ochrony prawnej stosuje si¢ unikatowy system ochrony wtasnosci intelektualnej
przedstawiony w Konwencji UPOV ( Miedzynarodowy Zwiazek ds. Ochrony Nowych Odmian
Roslin). Zgodnie z tym migdzynarodowo przyjetym systemem prawnym, hodowcom odmian roslin,
przyznawane jest wyltaczne prawo do wytworzonych przez nich odmian. Nowe odkrycia w obszarze
biotechnologii sg chronione przez patenty, podobnie jak w przypadku wynalazkoéw przemystowych.
Problematyka ochrony wlasnosci intelektualnej w obszarach zachowania i wykorzystania zasobow
genowych i ochrony bior6znorodnosci jest szeroko dyskutowana. Na poziomie migdzynarodowym,
zagadnienia ochrony prawnej sa regulowane m.in. w Konwencji o Biordznorodnosci (CBD) i
Miegdzynarodowym Traktacie ds. Zasobéw Genetycznych dla Wyzywienia i Rolnictwa (FAO,
ITPGRFA). W artykule przedstawiono tez wybrane aspekty koegzystencji pomi¢dzy ochrong prawng
w wymienionych obszarach i wynikajacymi stad komplikacjami komercyjnymi.

Stowa kluczowe: hodowla roslin, biotechnologia, ochrona wtasnosci intelektualnej

This article addresses some of the issues connected with the protection of intellectual property in
plant breeding and biotechnology. Due to the fact that plant varieties constitute a special type of
innovations, they require a unique legal protection, which is provided by the Convention of UPOV
(International Union for the Protection of New Varieties of Plants). New biotechnological innovations
are protected by utility patents, similarly to the industrial discoveries. Intellectual property issues in the
areas of genetic resources conservation and exploitation, as well as in biodiversity, are widely discussed
and regulated at international level by the Convention on Biodiversity (CBD) and by International
Treaty on Plant Genetic Resources for Food and Agriculture (FAO ITPGRFA). Some of the issues of
coexistence between different types of intellectual property protection used in plant breeding,
biotechnology and biodiversity exploitation, as well as commercial implications arising from that
coexistence, are also discussed in the article.

Key words: plant breeding, biotechnology, intellectual property rights
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1. WPROWADZENIE

Systemy ochrony wtasnos$ci intelektualnej w hodowli roslin i w biotechnologii majg
specyficzny i ztozony charakter. Regulacje prawne w tych obszarach wymagaja usta-
wicznej aktualizacji i harmonizacji, z uwagi na ustawiczny rozwoj hodowli i nauk
biologicznych. Dotyczg one migdzy innymi zagadnien ochrony prawnej nowych odmian
roslin; ochrony patentowej wynalazkow biotechnologicznych oraz prawnych aspektow
zachowania i stosowania roznorodnosci biologicznej.

W skali migdzynarodowej, doskonaleniem i harmonizacjg regulacji prawnych w wy-
mienionych obszarach zajmujg si¢ m.in.: WIPO (Migedzynarodowa Organizacja Ochrony
Wiasnosci Intelektualnej); WTO (Swiatowa Organizacja Handlu); UPOV (Migdzy-
narodowy Zwiazek Ochrony Nowych Odmian Roslin); FAO (Organizacja Wyzywienia i
Rolnictwa przy ONZ); Konwencja CBD (Konwencja o Réznorodnosci Biologicznej);
Konwencja UPOV; Porozumienie TRIPs (Handlowe Aspekty Ochrony Wtasnosci
Intelektualnej w ramach WTO) oraz ITPGRFA (Mig¢dzynarodowy Traktat ds. Zasobow
Genetycznych dla Wyzywienia 1 Rolnictwa) funkcjonujacy pod auspicjami FAO (1, 2, 3,
Agreement on Trade-Related.., 1994; International Treaty on Plant Genetic Resources...,
2004).

Celem niniejszej publikacji jest prezentacja systemowa ochrony wlasnosci intelektualnej
w hodowli ros$lin, biotechnologii i w dziataniach zwigzanych z zachowaniem i
wykorzystaniem réznorodnosci biologicznej. Omoéwiono tez problematyke koegzystencji
pomigdzy systemami prawnymi funkcjonujacymi w wymienionych obszarach.

2. SYSTEMY OCHRONY WELASNOSCI INTELEKTUALNEJ W HODOWLI ROSLIN,
BIOTECHNOLOGII ORAZ ASPEKTY PRAWNE ZACHOWANIA BIOROZNORODNOSCI

2.1. System ,,sui generis” UPOV

Najpowszechniejszym sposobem ochrony wiasnos$ci intelektualnej w hodowli roslin
jest tzw. prawo hodowcow do odmian ro$lin uregulowane w Konwencji UPOV
(International Convention..., 1961, 1972, 1991). Konwencja UPOV (Akty z 1961, 1972,
19781 1991) jest migdzynarodowo wynegocjowanym systemem prawnym przygotowanym
wylacznie do ochrony wiasnosci intelektualnej w hodowli roslin i w nasiennictwie.
Konwencja ta, zwana tez systemem ,,sui generis” UPOV, dostosowanym do ochrony
odmian roslin, usuwajacym niedociagnigcia systemu patentowego dla ochrony odmian
roslin. Na koniec 2008 roku, system ochrony prawnej typu UPOV obowigzywat w 67
krajach.

Polska jest cztonkiem UPOV od 1989 roku, a najnowszy Akt Konwencji z 1991 r. jest
implementowany w Krajowej Ustawie o ochronie prawnej odmian (Ustawa o ochronie
prawnej odmian.. ., 2003).

W praktyce, przedmiotem ochrony prawnej w hodowli ro$lin i nasiennictwie sa
wszelkie akty komercyjnego wykorzystania materialu siewnego, materiatu ze zbioru i
produktéow uzyskanych bezposrednio z odmian konwencjonalnych; mieszancowych;
odmian nie rézniacych si¢ wyraznie (nieodrebnych) od odmian chronionych i odmian
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pochodnych od odmian chronionych (Directive 2004/48/EC ..., 2004; Ustawa o ochronie
prawnej odmian..., 2003).

2.2. System wspoélnotowego prawa do odmian roslin

Od 1995 roku, na obszarze UE, obok krajowych systemoéw ochrony prawnej odmian
obowigzuje Wspolnotowy System Ochrony Prawnej Odmian (CPVR), oparty na
Konwencji UPOV z 1991 roku i administrowany przez Wspolnotowy Urzad Odmian
Roslin (CPVO) z siedzibg w Angers, Francja), (Council Regulation (EC), No. 2100/94...,
2004; Directive 2004/48/EC..., 2004).

Zaleznie od woli hodowcy dana odmiana moze by¢ chroniona w jednym Iub kilku
krajach cztonkowskich krajowym wylacznym prawem albo wspolnotowym wytacznym
prawem przyznanym przez CPVO, ktére obowigzuje rownocze$nie na obszarze calej
wspolnoty.

Prawo wspoélnotowe przyznane hodowcy do okreslonej odmiany ma charakter
nadrzedny w stosunku do przyznanego wczesniej prawa do tej odmiany w systemie
krajowym na poziomie kraju cztonkowskiego. Innymi stowy, prawo wspolnotowe i prawo
krajowe dla tej samej odmiany majg charakter wykluczajacy si¢, na korzy$¢ prawa
wspolnotowego.

2.3. Ochrona prawna odmian zgodnie z Porozumieniem TRIPs

W 1995 roku, w zwiazku z powstaniem Swiatowej Organizacji Handlu (WTO),
ustanowiona zostala migdzynarodowa regulacja prawna dotyczaca zabezpieczenia
wlasnosci intelektualnej podczas wymiany towarow, ustug i1 kapitalu pomiedzy
sygnatariuszami WTO, a mianowicie: tzw. Porozumienie TRIPs (ang. Trade — Related
Aspects of Intellectual Property Rights) (Handlowe Aspekty Praw Wtlasnosci
Intelektualnej), (Agreement on Trade-Related..., 1994). Zgodnie z tym porozumieniem,
kraje cztonkowskie WTO, w tym Polska sg zobowiazane do implementacji ochrony
wlasnosci intelektualnej w handlu towarami i uslugami we wszystkich obszarach
gospodarki (Ustawa — prawo wlasnosci przemystowej z dnia 30 czerwca 2000).

Artykul 27.1. Porozumienia TRIPs wprowadza obowigzek stosowania w krajach
cztonkowskich efektywnej ochrony wilasnosci intelektualnej wynalazkow i procesow we
wszystkich obszarach technologii, literatury i sztuki, a takze ochrony odmian roslin.
Jednakze w Art. 27.1., pkt 3, lit. b, tego Aktu odnoszacym si¢ do odmian ro$lin pozostawia
si¢ panstwom cztonkowskim do wyboru, badz wdrozenie systemu ,,sui generis UPOV”,
badZz systemu patentowego, badz wreszcie kombinacji obu wymienionych systemow.
Pomimo mozliwosci zamiennego stosowania systemow ,,sui generis” i ochrony patentowej
do ochrony prawnej odmian roslin, panstwa czlonkowskie WTO, w zdecydowanej
wigkszosci wybraty system UPOV. Wynika to stad, ze odmiany roslin z uwagi na swoja
natur¢, w mniejszym stopniu nadajg si¢ do ochrony prawnej poprzez tradycyjne systemy
patentowe, niz ma to miejsce w przypadku wynalazkow i odkry¢ technicznych. W Europie
zmodyfikowany model ochrony patentowej odmian ro$lin wybraty nieliczne kraje, tj.
Wegry, Butgaria i Rumunia.

W USA obowiazuje skomplikowany system posredni, tj. patentdw, patentéw roslinnych
i system UPOV.
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2.4. Ochrona prawna wynalazkow biotechnologicznych

Odkrycia w biotechnologii chronione sg gldwnie poprzez patenty. Podstawami
prawnymi patentowania w obszarze biotechnologii sa:

Europejska Konwencja Patentowa (EPC) (European Patent Convention (EPC), 1973,
Munich),

— Dyrektywa 98/44/EC w sprawie ochrony odkry¢ w biotechnologii (Directive 98/44

of the European Parliament..., 1998),

— ustawodawstwa patentowe krajow cztonkowskich,
— prawo wlasnoséci przemystowej (PWP) w Polsce (Ustawa — prawo wlasnosci

przemystowej z dnia 30 czerwca 2000 r.).

Zgodnie z EPC (Art. 53b) oraz PWP w Polsce (Art. 29, ust. 1, pkt 2), patentowaniu
podlegaja wynalazki biotechnologiczne, za wyjatkiem odmian ro$lin i ras zwierzat.

Najpowszechniej patentowanymi produktami biotechnologii sa:

— oligonukleotydy (gen i/lub jego fragmenty),

— sondy,

— wektory zawierajace geny,

— komorki, z introduktowanymi genami (tzw. komérki GM),

— ro$liny uzyskane w drodze regeneracji komorek GM (rosliny GM).

Nie z kazdej rosliny GM powstaje odmiana GMO, w tym takze nie kazda odmiana
GMO jest odmiang pochodna w rozumieniu Konwencji UPOV.

O kategorii odmiany GMO w konteks$cie prawnym decyduje sposob jej wytworzenia.
Wprowadzenie pojedynczego genu (transgenu) do odmiany chronionej skutkuje tym, ze
staje si¢ ona odmiang pochodng. Rejestracja i komercyjna eksploatacja takich odmian
wymaga autoryzacji ze strony witasciciela wyjsciowej odmiany chronione;.

Patentowane sa tez procesy, za pomoca ktérych jest wytwarzany, przetwarzany i
wykorzystany materiat biologiczny, zwtaszcza w procesach mikrobiologicznych.

2.5. Ochrona bior6znorodnos$ci w kontekscie ochrony wlasnosci intelektualnej

Miedzynarodowe i krajowe regulacje prawne w zakresie wilasno$ci intelektualnej
hodowli roslin i biotechnologii (Convention on Biodiversity (CBD), 1992; International
Treaty on Plant Genetic Resources..., 2004), a w szczegolnosci:

— zasad ochrony bioréznorodnosci,
— zachowania bioroznorodnosci (,,in situ” i/lub ,,ex situ”),
— dostep do réznorodnosci biologicznej 1 wystepujacej na jej temat wiedzy ,,lokalnej”

i podzialu korzys$ci materialnych wynikajacych z ich stosowania w biotechnologii

1 hodowli nowych odmian roslin (Wielostronny System Dostepu i Podziatu Korzysci

tzw. MLS) i Standardowe Porozumienie Transferu Materialow (SMTA) w ramach

ITPGRFA (International Treaty on Plant Genetic Resources..., 2004),

— zasady transferu technologii do réznych krajow, w kontekscie stosowanych form
wlasnosci intelektualnej w krajach rozwinigtych,

— ewolucji migdzynarodowych i krajowych przepiséw prawnych w zakresie wlasnos$ci
intelektualnej w obszarach bior6znorodnosci (Convention on Biodiversity (CBD),

1992).
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Podstawowymi regulacjami prawnymi w tych obszarach s3 Konwencja o
Réznorodnosci Biologicznej (CBD) (Convention on Biodiversity (CBD), 1992) i
Migdzynarodowy Traktat ds. Zasobdéw Genetycznych dla Wyzywienia i Rolnictwa
(ITPGRFA) (Agreement on Trade-Related. .., 1994) oraz stosowne ustawodawstwa panstw
cztonkowskich.

3. ODSTEPSTWA OD WYLACZNEGO PRAWA DO ODMIAN

Konwencja UPOV i wywodzace si¢ z niej wspdlnotowe i krajowe przepisy prawne
przewiduja odstepstwa w korzystaniu z odmian chronionych, bez potrzeby autoryzacji ze
strony ich wiascicieli (International Convention..., 1961, 1972, 1991; Council Regulation
(EC)..., 2004, Directive 2004/48/EC..., 2004). Sa to tzw. odstgpstwa obligatoryjne i
fakultatywne. Do odstepstw obligatoryjnych zaliczamy:

— wlasne, niezarobkowe potrzeby,
— cele badawcze/doswiadczalne,
— hodowla nowych odmian roélin (tzw. breeder’s exemption), z wyjatkiem:

— odmian pochodnych,

— odmian nie r6znigcych si¢ wyraznie (nieodrebnych) od odmian chronionych,

— sktadnikow odmian mieszancowych.

Odstepstwem fakultatywnym jest tzw. przywilej rolnika (farmer’s privilege). Przywilej
rolnika odnosi si¢ do kilkunastu najwazniejszych gospodarczo gatunkéw roslin rolniczych
i nie dotyczy producentow roslin ogrodniczych. Daje rolnikom prawo do uzywania w
ograniczonych prawem ilosciach tzw. materialu ze zbioru jako materialu siewnego,
wylacznie we wlasnym gospodarstwie. Jednakze rolnicy majg obowigzek odprowadzania
odplatnosci za stosowanie materiatu ze zbioru na rzecz hodowcy, ktora zwykle jest nizsza
od oplaty licencyjnej (Council Regulation (EC)... , 2004, 8, Ustawa o ochronie prawnej
odmian..., 2003).

Mimo istniejgcych instrumentow prawnych dotyczacych ochrony wylacznego prawa
hodowcow do odmian roslin, okazuje si¢, ze nadal musza oni broni¢ swojej wlasnosci
intelektualnej. Nieprzestrzeganie prawa hodowcow jest zjawiskiem powszechnym o
rozmiarze mi¢dzynarodowym. Egzekwowane prawa do odmian lezy w gestii hodowcow.
Hodowcy maja do dyspozycji ré6zne instrumenty prawne, co zapewnia im prawodawstwo
wspolnotowe, jak i przepisy krajowe panstw czlonkowskich (Directive 2004/48/EC...,
2004, Ustawa o ochronie prawnej odmian..., 2003).

4. ODSTEPSTWA OD OCHRONY PATENTOWE]

Zgodnie z prawodawstwem UE, w tym takze poszczegdlnych krajow cztonkowskich
istnieje mozliwo$¢ stosowania opatentowanych odkry¢ biotechnologicznych do celow
badawczych. Odkrycia takie zgodnie z postulatem Migdzynarodowej Federacji Nasienngj
(ISF) powinny by¢ rowniez stosowane w pracach hodowlanych. W praktyce, tylko niektore
kraje (Francja, Niemcy) wprowadzily stosowne =zapisy w prawie patentowym.
Powszechnie uznaje si¢, ze odstgpstwo od ochrony patentowej powinno by¢ ograniczone
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do etapu prac hodowlanych, a nie do komercyjnej eksploatacji odmian, zawierajacych
opatentowane elementy.

W USA wystepuja dwa typy patentdéw w odniesieniu do materialdow roslinnych, a
mianowicie:

— patenty uzytkowe (utility patents), regulowane ustawg o patentach uzytkowych (Utility

Patent Act),

— patenty roslinne (plant patents) regulowane ustawg o patentach roslinnych (Plant Patent

Act).

Zdaniem Swiatowej Federacji Nasiennej odmiany z opatentowanymi elementami
genetycznymi powinny by¢ dostepne do dalszej hodowli roslin w ramach tzw. przywileju
hodowcy (breeder's privilage), znanego z Konwencji UPOV. Jednakze komercjalizacja
odmian wyhodowanych z uzyciem wynalazkéw biotechnologicznych wymaga autoryzacji
(na zasadach licencji) ze strony wlascicieli opatentowanych elementéw genetycznych. W
praktyce oznacza to, ze ochrona patentowa odkrycia biotechnologicznego nie wygasa,
jezeli wynalazek ten zostanie wprowadzony do innej nowej odmiany bez autoryzacji
wlasciciela patentu.

Niestety wiekszos$¢ systemow prawnych ochrony patentowej w $wiecie, wyklucza lub
znacznie ogranicza przywilej hodowcy, co moze mie¢ powazne reperkusje dla dalszego
rozwoju hodowli ro$lin.

Najbardziej restrykcyjnym w tym wzgledzie, wydaje si¢ by¢ system patentowy USA,
w ktorym nie przewiduje si¢ zadnych odstgpstw, typu:

— mozliwos$ci korzystania z wynalazkow do dziatalno$ci badawczej i do§wiadczalnej,
— do whasnych, niezarobkowych potrzeb,
— patenty roslinne, nie przewiduja:

— wyjatku hodowcy (breeder’s exemption),

— przywileju rolnika (farmer’s privilege).

W Europie prawo patentowe jest mniej restrykcyjne i przewiduje odstepstwa w zakresie
ochrony patentowej, a mianowicie:

— zgodnie z Art. 27 Europejskiej Konwencji Patentowej, a takze Dyrektywy Biotechno-
logicznej (EC 98/44), istnieje mozliwosé:

— korzystania z wynalazkow biotechnologicznych chronionych patentami do wtasnych

i niezarobkowych celow,

— stosowania opatentowanych innowacji do celow badawczych i do§wiadczalnych.

Reasumujac, jezeli komercyjnie dostgpna odmiana ma opatentowane elementy
genetyczne, to zdaniem organizacji nasiennych, powinno by¢ dostgpne do dalszej hodowli,
zgodnie z przywilejem hodowcy (Konwencja UPOV, stanowisko ISF).

5. KOEGZYSTENCJA POMIEDZY PRAWEM HODOWCOW DO ODMIAN I
OPATENTOWANYMI ODKRYCIAMI BIOTECHNOLOGICZNYMI

Problem wzajemnych zaleznoSci prawnych i1 skutkéw komercyjnych pomigdzy
wylacznym prawem hodowcow do odmian a odkryciami w biotechnologii, rozwiazuje
Konwencja UPOV z 1991, wprowadzajac kategori¢ odmian pochodnych. Odmiany
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pochodne wywodza si¢ od odmian macierzystych. Tworzone sa za pomocg rozmaitych
technik hodowlanych, w tym takze na drodze inzynierii genetycznej i innych metod
biotechnologicznych. Odmiany pochodne r6znig si¢ od odmian macierzystych (wyjscio-
wych), zazwyczaj pojedynczymi cechami i jednocze$nie zachowujg pozostate wlasciwosci
odmian macierzystych (International Convention..., 1961, 1972, 1991; Ustawa o ochronie
prawnej odmian..., 2003).

Wprowadzenie koncepcji odmian pochodnych ma kluczowe znaczenie dla rozwoju
hodowli roslin, produkcji rolniczej i w konsekwencji dobrobytu spoteczenstw. Wprowa-
dzenie tej koncepcji pozwala na zachowanie tzw. ,prawa hodowcy” w programach
hodowlanych. W praktyce oznacza to mozliwos¢ stosowania w programach krzyzowan
odmian chronionych wylacznym prawem, lub mozliwo$¢ stosowania odmian z opat ento-
wanymi elementami genetycznymi (International Convention..., 1961, 1972, 1991;
Ustawa o ochronie prawnej odmian..., 2003).

Hodowca nowo wytworzonej odmiany pochodnej zawierajacej opatentowany wyna-
lazek biotechnologiczny, przed komercyjnym jej wykorzystaniem, wymaga autoryzacji
(licencji) ze strony posiadacza patentu na ten wynalazek (Council Regulation (EC)..., 2004;
Directive 2004/48/EC ..., 1998).

W dobie postepujacego rozwoju biotechnologii i rozszerzajacej sie praktyki patento-
wania rozmaitych odkry¢ biotechnologicznych szczegdlnego znaczenia nabieraja
wzajemne relacje pomigdzy hodowcami odmian konwencjonalnych i posiadaczami
patentéw na produkty i procesy biotechnologiczne. Obecnie w rdznych gremiach, gtéwnie
na forum Swiatowej Federacji Nasiennej trwa ozywiona dyskusja nad poszukiwaniem
optymalnych rozwigzan w zakresie relacji prawnych pomiedzy hodowcami odmian
konwencjonalnych i wtascicielami patentow na procesy i produkty biotechnologii.

W praktyce, problem ten jest najczesciej rozwigzywany poprzez zawieranie stosownych
umow licencyjnych, badz przymusowych uméw licencyjnych przez hodowcoéw odmian
konwencjonalnych i posiadaczy opatentowanych elementéw genetycznych (Council
Regulation (EC)..., 2004; Directive 2004/48/EC..., 1998; Ustawa o ochronie prawnej
odmian..., 2003; Ustawa — prawo wlasnos$ci przemystowej z dnia 30 czerwca 2000 r.).

W przypadku odmian pochodnych, prawo jej hodowcy koegzystuje z prawem hodowcy
odmiany wyj$ciowej i/lub posiadaczem patentu na odkrycie biotechnologiczne. W celu
komercyjnego wykorzystania takiej odmiany niezbedne jest zawarcie stosownych uméw
licencyjnych pomig¢dzy zainteresowanymi stronami.

W przypadku braku porozumienia pomi¢dzy stronami, prawodawstwo UE i poszcze-
gblnych panstw czlonkowskich przewiduje mozliwos¢ zawierania licencji przymusowych
na eksploatacje odmian pochodnych i/lub wynalazkéw biotechnologicznych majacych
znaczenie dla gospodarki i rozwoju spoteczenstw (Council Regulation (EC)..., 2004;
Directive 2004/48/EC..., 1998; Ustawa o ochronie prawnej odmian..., 2003).

Licencje przymusowe przyznaje si¢, jezeli zainteresowane strony nie sg w stanie
zawrze¢ umow licencyjnych, a mianowicie:

— jezeli hodowca nie moze wykona¢ posiadanego prawa do odmiany (krajowego,
wspolnotowego) bez naruszenia prawa patentowanego,
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— jezeli posiadacz patentu na odkrycie biotechnologiczne nie moze wykona¢ swojego
prawa bez naruszenia prawa hodowcy do odmiany.

Zainteresowana strona moze wystgpic¢ z wnioskiem do urzgdu patentowego i/lub urzedu
przyznajacego wylaczne prawo do odmiany o przyznanie licencji przymusowe;j,
odpowiednio na niewylaczne stosowanie opatentowanego odkrycia, badz na niewylaczne
stosowanie odmiany chronionej wytgcznym prawem.

W obu przypadkach, wnioskujacy o przyznanie licencji przymusowych musza przed-
stawi¢ dowody na brak mozliwosci zawarcia umowy licencyjnej i jednoczes$nie podaé
informacje, ze okre§lony patent lub odmiana chroniona wnosza istotny postep
technologiczny i maja duze znaczenie ekonomiczne.

6. ZAMIERZENIA NA PRZYSZELOSC

Na forum mi¢dzynarodowym trwa obecnie dyskusja nad udoskonaleniem koncepcji
odmian pochodnych i odmian nie rdznigcych si¢ wyraznie od odmian chronionych, w
konteksécie tzw. progéw ,minimalnych dystansow” w ramach badan wlasciwosci
morfologicznych i molekularnych wymienionych kategorii odmian. W rezultacie ma to
przyczyni¢ si¢ do poprawy efektywnosci ochrony prawnej odmian i dalszego rozwoju
metod hodowli ro$lin, w tym wykorzystania wynalazkow biotechnologicznych. Zagad-
nienie to ma takze zastosowanie w konteks$cie zabezpieczenia materiatow dowodowych w
przypadkach sporow w trakcie ewentualnego naruszania prawa do odmian roslin i prawa
patentowego.

Do wspomnianych celow powinny by¢ stosowane urzedowe metody badawcze,
wystarczajaco precyzyjne i wiarygodne. W ramach UPOV funkcjonuje Grupa Robocza ds.
Technik Biochemicznych i Molekularnych oraz Profilowania DNA (Grupa BMT), ktora
ocenia stan rozwoju i mozliwosci zastosowania technik biochemicznych i molekularnych,
w tym analiz DNA w dziataniach urzgdowych jednostek rejestrowych i inspekcji
kontrolnych w obszarze rejestracji i ochrony prawnej odmian. Dotychczas, najbardziej
popularnymi, uzupeliajagcymi technikami laboratoryjnymi, stosowanymi do badan
odmian s3 metoda elektroforezy biatek zapasowych, przydatna do wstepnych analiz
identyczno$ci odmian, gtdéwnie roslin zbozowych oraz metoda elektroforezy izoenzyméow
w badaniach tozsamo$ci odmian kukurydzy. Obecnie trwaja intensywne badania nad
mozliwoscia szerszego wprowadzenia wiarygodnych metod analiz DNA do dziatan
urzedowych w obszarze badan i identyfikacji odmian.

W organizacjach i instytucjach sektora nasiennego prowadzona jest debata nad mozli-
woscia dalszego usprawnienia dotychczasowych regulacji cywilnych, karnych, celnych,
administracyjno-prawnych oraz sankcji administracyjnych w obszarze ochrony wlasnosci
intelektualne;j.

Waznym dziataniem dla poprawy skutecznosci egzekwowania wylacznego prawa do
odmian roélin jest zwigkszenie $§wiadomo$ci zardwno wsrdod hodowcoéw roslin, jak i
szeroko rozumianych uzytkownikoéw odmian o istniejagcych systemach ochrony prawnej
odmian i potrzebie ich przestrzegania.
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Poglady polskich hodowcdw na perspektywy
rozwoju hodowli 1 nasiennictwa w Polsce

The views of Polish breeders on perspectives for development of plant breeding
and seed production in Poland

Na podstawie badan ankietowych przeprowadzonych w okresie marzec-czerwiec 2008 przedsta-
wiono poglady kadry menedzerskiej i gtownych hodowcow roslin spétek, bedacych jednoosobowymi
spotkami ANR i IHAR w kwestii oceny wybranych systemoéw organizacyjnych i funkcji wystepujacych
w spotkach hodowlano-nasiennych. Przedstawiono oceng polskiej nauki pracujacej na rzecz hodowli
ro$lin oraz oceng instytucji nadzoru nasiennego w Polsce. Z analizy uzyskanych danych wynika, ze
wystepuje konieczno$¢ indywidualnego podejscia w zakresie nowych wyzwan zwigzanych ze
strategicznym rozwojem krajowej hodowli roslin, a takze potrzeba poprawy w spotkach hodowlano-
nasiennych efektywnosci tancucha wartoéci. Ponadto w celu wsparcia naukowego krajowego
przemystu hodowlano-nasiennego niezb¢dne jest wypracowanie nowego modelu wsparcia,
zwigkszajacego udziat nauki jako nos$nika wiedzy i pozwalajacego na rozszerzenie wspotpracy migdzy
nauka a przedsigbiorstwami hodowli roslin. Jednoczes$nie pod wzglgdem prawnym, na nowo powinna
zosta¢ okreslona rola i miejsce jaka ma spetnia¢ Panstwowa Inspekcja Ochrony Roslin i Nasiennictwa.

Stowa kluczowe: hodowca, hodowla roslin, innowacyjno$¢, jednostka naukowa, instytucje nadzoru
nasiennego

The surveys conducted in the period March-June 2008 were used to present the views of managers
and principal plant breeders working for the ANR and IHAR single-owner entities on some aspects of
organizational systems and functions met at breeding and seed companies. More, the role of Polish
science in plant breeding and that of seed inspection institutes in Poland, are characterized. Analysis of
the data shows that there is need for an individual approach to the new challenges related to the strategic
development of national plant breeding and the need for improvement of value chain efficiency in
breeding and seed companies. Furthermore, in order to give scientific support to national plant breeding
and seed industry, it is necessary to develop a new model of support, increasing the share of science as
a carrier of knowledge and allowing the extension of cooperation between science and plant breeding
companies. At the same time, as a matter of law, the role and place of the Plant Health And Seed
Inspection should be referred again.

Key words: breeder, plant breeding, innovation, scientific unit, seed inspection institutes
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WSTEP

W Polsce od kilku lat toczy si¢ dyskusja nad problemem przysztosci krajowej hodowli
roslin i nasiennictwa, ktory od 2007 roku, w wyniku usilnych dziatan Polskiej Izby
Nasiennej, jest w coraz wickszym stopniu dostrzegany nie tylko przez glownych
uczestnikoOw sektorow hodowli roslin i nasiennictwa, ale réwniez przez polska nauke
pracujaca na rzecz krajowej hodowli roslin oraz wtadze rzgdowe.

Spowodowane jest to z jednej strony kryzysowa sytuacja w tej dziedzinie, natomiast z
drugiej globalnymi zmianami w §wiatowym przemysle nasiennym i wynikajacymi stad
konsekwencjami dla Polski (Podlaski, 2005).

W warunkach postepujacej globalizacji duze firmy hodowlane traca narodowy
charakter, jak rowniez znika izolacja narodowych rynkow nasiennych. Odmiany hoduje si¢
tam, gdzie warunki zapewniajg najwigcksza efektywno$¢ tego procesu, nasiona sg
wytwarzane w krajach o najlepszych warunkach agroekologicznych, natomiast
sprzedawane na rynkach gwarantujacych najwigksze zyski firmie hodowlanej. W
konsekwencji polski rynek nasienny zaczyna by¢ stopniowo opanowywany przez firmy
zagraniczne, poniewaz nabiera on coraz bardziej charakteru globalnego. Dodatkowo
wspolnotowy katalog odmian umozliwia zagranicznym firmom nasiennym dostarczanie
nasion bezposrednio do odbiorcow, co wymyka si¢ oficjalnym statystykom. W zwiazku z
tym sytuacja na rynku nasiennym jest w rzeczywistosci gorsza niz wynika to z oficjalnych
danych (Podlaski, 2008).

Potwierdzeniem powyzszego stwierdzenia jest migdzy innymi sytuacja jaka zaistniata
w 2008 roku na rynku nasion zbdz, kiedy to krajowi hodowcy konkurowali z 23
hodowcami zagranicznymi, a udzial krajowych odmian, mierzony powierzchnia
reprodukcji nasion, wynosit 61,1% (Marciniak, 2008). Dodatkowo nalezy zauwazy¢, ze
udziat polskich odmian w krajowym rejestrze zmniejszyt si¢ i wynosi obecnie 51%, za$
zagranicznych 49%,; sprzedaz kwalifikowanego materiatu siewnego odmian krajowych
sigga tylko 52,5%, a zagranicznych 47,5%; jednak znaczna czg$¢ kwalifikowanego
materialu siewnego nalezy do odmian zagranicznych, zarejestrowanych we wspolnotowym
katalogu odmian (Duczmal, 2008).

Najstabszym elementem polskiego przemystu nasiennego jest rynek, ktorego cecha
charakterystyczng jest chaos. Chaos wynika z przyczyn subiektywnych i obiektywnych.
Czynnikiem subiektywnym jest brak tradycji wlasciwego funkcjonowania firm
hodowlanych i nasiennych. Czynniki obiektywne zalezne sg migdzy innymi od funkcjo-
nowania firm hodowlano-nasiennych (Podlaski, 2005). W Polsce programy hodowlane
umieszczono w duzych przedsigbiorstwach produkcyjnych, ktére kierujg si¢ w swych
decyzjach rynkowych bardziej dorazng potrzeba sprzedazy duzych ilosci wyproduko-
wanych przez siebie nasion, niz zapewnieniem przychodéw z oplat licencyjnych na
pokrycie kosztow hodowli (Marciniak, 2005). U podstaw tworzenia firm hodowlano-
nasiennych lezalo przeswiadczenie, ze koszty hodowli mozna bedzie pokrywac z zysku
innych dziatow (Marciniak, 2008), tymczasem hodowla roslin w tych firmach zaczeta
konkurowa¢ ze zwykla produkcja rolnicza, a jedynym czynnikiem otoczenia ekonomicz-
nego, majacym wiodacy wptyw o potencjalnej duzej sile oddzialywania pozytywnego na
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funkcjonowanie przedsigbiorstw hodowlano-nasiennych, stat si¢ wzrost poziomu doptat
bezposrednich do produkcji rolnej (Gotebiowski, 2006).

Problem przysztosci krajowego przemyshu hodowlano-nasiennego coraz czesciej
zaczyna gosci¢ jako blok tematyczny na roznych konferencjach naukowych organizo-
wanych przez polska nauke. Gléwne tematy badawcze przedstawiane w blokach
tematycznych zwigzanych z przemystem hodowlano-nasiennym dotycza miedzy innymi
takich zagadnien jak: efektywno$¢ hodowli roslin, konkurencyjnos¢ krajowej hodowli
roslin, finansowanie dziatalnosci hodowlanej, otoczenie firm hodowlano-nasiennych,
funkcjonalno$¢ struktury organizacyjnej tych firm, oceny nauki pracujgcej na rzecz
hodowli roslin oraz luk prawnych. Praktycznie wszystkie ww. zagadnienia sg opracowy-
wane w kontek$cie reorganizacji krajowego sektora hodowli roslin oraz jego prywatyzacji.

Celem badawczym niniejszego artykutu bylo poznanie pogladow polskich hodowcow
w kwestii oceny wybranych systemow organizacyjnych i funkcji wystepujacych w
spotkach hodowlano-nasiennych, oceny polskiej nauki pracujacej na rzecz hodowli roslin
oraz oceny instytucji nadzoru nasiennego w Polsce, ktore to poglady powinny stanowi¢
punkt wyjscia do szerszej dyskusji uwzgledniajacej rozne punkty widzenia.

MATERIAL I METODY

Material badawczy wykorzystany w niniejszej pracy zostal zgromadzony poprzez
zastosowanie metody ankietowej, ktorej celem bylo poznanie pogladow kadry
menedzerskiej i gtownych hodowcow roslin, zarzadzajacych i pracujacych w spotkach,
bedacych jednoosobowymi spotkami Agencji Nieruchomosci Rolnych (ANR) i Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin (IHAR). Ze wzgledu na wiascicieli spotek, kadra
zarzadzajaca i glowni hodowcy ro$lin, w niniejszym artykule (zarowno w tytule, jak i w
tresci) zostali okresleni pod jednym mianownikiem to jest jako polscy hodowcy.

Poniewaz tematyka badawcza dotyczy perspektyw krajowego przemystu hodowlano-
nasiennego, w zwigzku z tym, w tworzeniu proby badawczej zastosowano indywidualny
dobor celowy. Do badan zaproszono prezesow i gtéwnych hodowcow 15 Spotek hodowli
ro$lin, gdzie jednoosobowym wtascicielem jest ANR i 3 Spoiki, gdzie jednoosobowym
wlascicielem jest IHAR. W badaniach wzigty udzial 22 osoby. Ze wzgledu na reprezentacje
sektora i zajmowane stanowiska utworzono i poddano analizie trzy grupy badawcze.
Pierwsza grupe, oznaczona jako HRR Zarzady, stanowi 7 o0sob bedacych
przedstawicielami kadry zarzadzajacej z sektora hodowli roslin rolniczych. Drugg grupe,
oznaczong jako HRR Hodowcy, reprezentowang rowniez przez 7 osob, stanowig gtowni
hodowcy z sektora hodowli roslin rolniczych. Trzecia grupe, oznaczong jako HRO Zarzady
i Hodowcy, stanowig 4 osoby z kadry zarzadzajacej i 4 gtownych hodowcow z sektora
hodowli ro$lin ogrodniczo-warzywnych. W sektorze hodowli ros$lin ogrodniczo-
warzywnych podstawa nie wyodrebnienia w analizie badan wypowiedzi kadry
zarzadzajacej i gldéwnych hodowcoéw byla zbyt mata liczba respondentdw zajmujaca
okreslone stanowiska w swoich spotkach oraz fakt, ze odpowiedzi kadry zarzadzajacej byty
w wigkszos$ci przypadkow zbiezne z odpowiedziami gtownych hodowcow.
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W ankiecie zastosowano pytania zamknig¢te typu dysjunktywnego oraz typu alterna-
tywnego obejmujace takie zagadnienia jak: nadzoér wlascicielski, struktura organizacyjna,
innowacyjnos¢ krajowej hodowli roslin oraz polskiej nauki pracujgcej na rzecz hodowli
ro$lin, efektywnos¢ marketingu, a takze ocena instytucji nadzoru nasiennego. Badania
przeprowadzono w okresie marzec-czerwiec 2008 roku.

WYNIKI I DYSKUSJA

ANR jak rowniez IHAR przyjmujac na siebie obowigzek wiascicielski w spotkach
prawa handlowego, ktorych przedmiotem dziatalnosci jest migdzy innymi hodowla roslin
1 nasiennictwo przyjety na siebie rowniez funkcje ochrony potencjatu tworczego polskiej
hodowli roslin. W toczacej si¢ dyskusji na temat dalszego funkcjonowania sektora
hodowlano-nasiennego nie mozna pomina¢ oceny zarzadéw i hodowcow roslin w kwestii
wypelnienia przyjetej przez nadzor wiascicielski funkcji ochronne;.

Korzystnie (dobrze) nadzor wiascicielski w zakresie ochrony potencjalu krajowej
hodowli ro$lin ocenia grupa stanowigca okoto 71% hodowcoéw z sektora hodowli roslin
rolniczych (rys. 1). Natomiast w odniesieniu do zarzaddéw spotek z sektora hodowli roslin
rolniczych, jedynie okoto 43% respondentdw ocenia w stopniu dobrym wypelnienie
funkcji ochronnej przez nadzor wiascicielski. Negatywnie ochron¢ nadzoru wtasciciel-
skiego nad potencjatem tworczym hodowli roslin rolniczych ocenia grupa stanowigca
okoto 28,5% zarzadoéw i okoto 14% hodowcow.

80%
70% ODobry Good
60%
50% —
40% [ B Dostateczny
30% | Sufficient
20% -
10% —
ONiedostateczny
0% ! ; — Insufficient
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Hodowcy

Rys. 1. Ocena nadzoru wlascicielskiego (ANR i IHAR) w zakresie 15-letniej ochrony polskiej hodowli
roslin
Fig. 1. Evaluation of corporate governance (ANR and IHAR) over a 15-year period of protection
of Polish plant breeding

W sektorze hodowli roslin ogrodniczo-warzywnych, wypetianie funkcji ochronne;j
hodowli ro$lin przez nadzor wlascicielski zostato przez zarzady oraz hodowcow
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praktycznie mocno skrytykowane. W badanej grupie respondentow, az 75% ocenito nadzor
wlascicielski negatywnie lub bardzo Zle.

Podkresli¢ nalezy fakt, ze nikt z badanej grupy respondentéw nie wystawit dla nadzoru
wlascicielskiego (w zakresie badanej funkcji) oceny bardzo dobrej. Mozna zatem ostroznie
wnioskowa¢, ze koniecznym staje si¢ przeprowadzenie przez wlascicieli analizowanych
Spotek badan w zakresie wyltonienia przyczyn tak krytycznych ocen.

Jedng z przyczyn ogoélnie stabej oceny nadzoru wiascicielskiego jest brak indywi-
dualnego podejscia do nadzorowanych spotek w zakresie strategicznego rozwoju
prowadzonego dziatu hodowli roslin. Sugestie t¢ potwierdza fakt, ze az 54,5% z ogdlnej
liczby badanych respondentéw twierdzi, iz gospodarowanie dziatem hodowli roslin w
firmie o charakterze hodowlano-produkcyjnej byto niewtasciwe. Zdaniem 77% respon-
dentow prowadzenie w kolejnych latach dziatalno$ci gospodarczej zwigzanej z hodowla
ro$lin w strukturze firmy produkcyjno-handlowej spowoduje utrwalenie ubezwlasno-
wolnienia hodowli roslin. W opinii respondentow, trwanie w obecnej strukturze moze w
przysztosci doprowadzi¢ do tak zwanej przecigtnosci (rys. 2) i jeszcze wigkszej utraty
udziatu krajowych odmian zaréwno w produkcji jak i sprzedazy kwalifikowanego
materialu siewnego.
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Rys. 2. Poziom na jakim moze funkcjonowaé w przyszlosci polska hodowla roslin przy zachowaniu
struktury firmy hodowlano-produkcyjnej
Fig. 2. The level at which the plant breeding in Poland may operate in the future, while maintaining the
structure of breeding-productive company

Konieczno$¢ zmian w najblizszych latach w strukturze organizacyjnej Spotek
hodowlano-nasiennych dostrzega 68% ogo6hu badanych, natomiast 23% badanej grupy nie
ma w tej kwestii jeszcze wypracowanego wlasnego zdania. Zwolennicy reform sugeruja,
ze w obecnym stanie organizacyjnym wystepuje zbyt duze rozproszenie finansowych
srodkow inwestycyjnych na réznego rodzaju prowadzone dziatalno$ci, natomiast zbyt
malo §rodkdéw przeznacza si¢ na inwestowanie w dziat hodowli 1 nasiennictwa.
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Z analizy uzyskanych wynikow badan wynika, ze kluczem do sukcesu w przysztosci
powinno by¢ pobudzenie proceséw innowacyjnych, a w szczegdlnosci w zakresie
innowacyjnosci rynkowej, gdyz posiadana wlasnos¢ intelektualna w obecnym otoczeniu
rynkowym to za malo aby odnies¢ sukces.

Oceniajagc innowacyjno$¢ rynkowa polskiej hodowli roslin grupa stanowigca 71%
respondentéw z sektora hodowli roslin rolniczych uwaza, ze poziom ten w krajowej
hodowli ros$lin rolniczych jest przecietny (rys. 3). Natomiast okoto 63% respondentow z
sektora hodowli roslin ogrodniczo-warzywnych uwaza, ze poziom innowacyjnosci
rynkowej w ich sektorze jest niski.
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Rys. 3. Poziom innowacyjnosci krajowej hodowli roslin w opinii polskich hodowcow
Fig. 3. The level of innovation in national plant breeding in the opinion of Polish breeders

Jedna z przyczyn przecigtnego czy tez niskiego poziomu innowacyjnosci jest zdaniem
respondentéw rowniez przecigtny (a zadaniem 36% ogdlnej liczby respondentdéw niski)
poziom innowacyjnosci polskiej nauki pracujgcej na rzecz hodowli roélin (rys. 4). Grupa
stanowigca okoto 64% ogohu respondentéw podkresla, ze polska nauka pracujaca na rzecz
hodowli roslin jest zle zorganizowana. W uwagach respondenci podkreslaja, ze jest zbyt
mata dostepnos¢ do wiedzy pozyskiwanej w badaniach naukowych (brak przetozenia
wiedzy z czasopism naukowych do czasopism popularnych, zbyt mata ilos¢ konferencji
typu nauka — praktyce) oraz fakt, ze wiedza zdobyta w trakcie badan naukowych czgsto
dofinansowywanych z budzetu panstwa w formie grantdow jest pozniej przez jednostki
naukowe wykorzystywana do konkurowania na rynku z przedsigbiorstwami hodowlanymi.

Do rozwazenia przez decydentow ksztattujacych polityke w zakresie funkcjonowania
sektora polskiej hodowli roslin jest fakt, ze 50% ogolnej liczby badanych (poziom ten
praktycznie dotyczy kazdej badanej grupy) twierdzi, ze nie ma dobrego dostgpu do
wynikow prac badawczych oraz do materialow wyjsciowych i kolekcyjnych.
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Rys. 4. Poziom innowacyjnosci polskiej nauki pracujacej na rzecz hodowli roslin w opinii polskich
hodowcow
Fig. 4. The level of innovation in Polish science intended to support plant breeding in the opinion
of Polish breeders

Przy podejmowaniu decyzji co do ,,jutra” polskiej hodowli ro$lin, nie bez znaczenia jest
rowniez fakt, ze grupa stanowigca okoto 73% ogolnej liczby badanych twierdzi, Ze nie jest
wstanie wyegzekwowac rzetelnej realizacji projektow badawczych. Sugeruja oni
konieczno$¢ zmiany sposobu rozliczenia realizacji projektow badawczych oraz
zwigkszenia nadzoru nad kosztami. Nalezy takze podkresli¢, ze zdecydowana wigkszos¢
kadry zarzadzajacej z sektora hodowli roslin rolniczych oraz kadry zarzadzajacej i
hodowcow z sektora hodowli roslin ogrodniczo-warzywnych jest zdania, ze liczba
programéw hodowlanych w stosunku do potrzeb gospodarki narodowej jest zbyt duza (rys.
5). Natomiast grupa hodowcow z sektora hodowli roslin rolniczych stanowiaca 75%
badanej grupy stwierdza, ze liczba programéw hodowlanych w stosunku do potrzeb
gospodarki narodowe;j jest odpowiednia. Z analizy uzyskanych odpowiedzi z sektora roslin
rolniczych, dotyczacych problemu liczebnosci programéw hodowlanych w stosunku do
potrzeb gospodarki narodowej, wyraznie zarysowuje si¢ odmienno$¢ zdan pomiedzy kadra
zarzadzajaca a hodowcami. Mozna zatem ostroznie wnioskowac, ze aby stworzy¢ model
biznesowy przysztego stanu polskiej hodowli nalezy oprocz analizy otoczenia rowniez
doglebnie zdiagnozowaé potencjat strategiczny obecnych spoétek hodowlano-nasiennych
bedacych w nadzorze wiascicielskim ANR 1 IHAR. Jednak nalezy podkresli¢, ze nie bez
znaczenia jest fakt, ze ponad 59% ogolnej liczby respondentow twierdzi, ze liczba
programow hodowlanych jest zbyt duza. Mozna si¢ spiera¢ o ile, ale nie zmienia to faktu,
ze w przysztosci tematyka programoéw hodowlanych musi uwzglednia¢ zapotrzebowanie
rynku.
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Rys. 5. Opinie kadry zarzadzajacej i hodowcow w odniesieniu do nieprzydatnej gospodarczo liczby
programéw hodowlanych w stosunku do potrzeb gospodarki narodowej
Fig. 5. The managers’ and breeders’ opinions on the number of economically unsuitable breeding
programs in relation to the needs of the national economy

Niepokojacym zjawiskiem jest bardzo niska ocena systemu wsparcia komercyjnej
hodowli roslin przez jednostki naukowo-badawcze i naukowe w zakresie badan podsta-
wowych i tworzenia materiatow wyjsciowych. Kadra zarzadzajaca oraz hodowcy z sektora
hodowli roslin rolniczych, w tym przypadku sa zgodni. Grupa stanowiaca 71%
respondentéw z obu badanych grup w sektorze hodowli roslin rolniczych ocenia system
jako staby lub bardzo staby. Podobnego zdania jest grupa badawcza utworzona z kadry
zarzadzajacej i hodowcow z sektora hodowli roslin ogrodniczo-warzywnych. W grupie tej
37,5% respondentdw uwaza, ze system wsparcia hodowli roslin jest staby, natomiast grupa
stanowigca 37,5% respondentoOw uwaza, ze system wsparcia w ogole ich nie zadawala.

Nalezy jednak podkresli¢, ze w oparciu o polska my$l badawcza i hodowlana,
skonstruowano i zrealizowano program wspierania hodowli przez nauke¢. Miedzy innymi
dzigki temu programowi znaczaca liczba polskich naukowcéw i hodowcow ma ciggle
szans¢ na wniesienie swojego pomystu i umiejetnosci w tworzenie produktu o czystym
polskim rodowodzie (Arseniuk, 2008).

Z analizy udzielanych odpowiedzi wynika, Ze respondenci nie tylko krytycznie ocenili
polska nauke pracujaca na rzecz hodowli roslin, ale takze wytkneli braki w odpowiednim
wykorzystaniu wtlasnego potencjalu strategicznego. Szczegdlnie dotyczy to funkcji
pomocniczej jaka jest marketing (rys. 6).

Z ogolnej liczby badanych praktycznie tylko w jednej spolce prezes i gtowny hodowca
stwierdzili, ze stosowane strategie marketingowe sg efektywne w stopniu dobrym. Grupa
stanowigca 59% ogolnej liczby badanych ocenita efektywnos¢ strategii marketingowych
na poziomie dostatecznym. Nalezy uznaé, ze ocena dostateczna odnosnie efektywnosci
marketingu jest oceng niezadowalajacg zaréwno kadre kierownicza jak i hodowcow.
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Szczegodlny przypadek w zakresie oceny efektywnosci strategii marketingowych wystapit
w spotkach z sektora hodowli roslin ogrodniczo-warzywnych. Kadra zarzadzajaca tymi
spotkami w 100% efektywno$¢ stosowanych przez siebie strategii marketingowych ocenita
w stopniu dostatecznym, natomiast hodowcy z tych spotek w 100% ocenili efektywno$¢
strategii marketingowych stosowanych przez kadre zarzadzajaca w stopniu
niedostatecznym.
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Rys. 6. Ocena stopnia efektywnosci strategii marketingowych w spotkach hodowli roslin
Fig. 6. Evaluation of the effectiveness of marketing strategies in plant breeding companies

Prawidlowe funkcjonowanie rynku nasiennego wiaze si¢ rowniez z prawidlowym
funkcjonowaniem instytucji nadzoru nasiennego. Wszyscy respondenci (100%) wyrazili
poglad, ze dziatania przepisane ustawowo Centralnemu Osrodkowi Badania Odmian
Roslin Uprawnych, obejmujace w szczegoélnosci badania odrebnosci, wyrownania i
trwatosci lub badania warto$ci gospodarczej odmiany, sporzgdzanie opisu odmiany,
prowadzenie krajowego rejestru odmian, powinny pozosta¢ w Centralnym Osrodku.
Jednoczesnie badana grupa jednoglosnie stwierdzita, ze Centralny Os$rodek Badania
Odmian Roslin Uprawnych ze swoich zdan ustawowych wywigzuje si¢ w sposob nalezyty
i jako polska instytucja powinna dalej istnie¢ mimo, ze na rynku moga rowniez
funkcjonowa¢ odmiany ze wspolnotowego katalogu nie zarejestrowane w krajowym
rejestrze odmian.

Panstwowa Inspekcja Ochrony Roslin i Nasiennictwa jako druga instytucja nadzoru
nasiennego nie jest przez respondentow postrzegana w takich superlatywach jak Centralny
Osrodek. Glowny zarzut dotyczy funkcji kontrolnej w zakresie obrotu i wykorzystania
materiatu siewnego. Poglad, ze Wojewodzki Inspektor Ochrony Ro$lin i Nasiennictwa
(WIORIN) nie stoi na strazy prawa w zakresie obrotu i wykorzystania materialu siewnego
wyrazita grupa stanowigca 86% ogolu respondentow. Pozostate 14% respondentow nie
mialo w tym wzgledzie wlasnego zdania. Wielu respondentow w uwagach zaznaczato, ze
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Wojewodzki Inspektor dokonuje jedynie kontroli obrotu materialem siewnym wylgcznie
w przedsiebiorstwach prowadzacych legalny obrot, natomiast nie jest on prowadzony tam,
gdzie powstaje tak zwana szara strefa. Z tego tytulu kadra zarzadzajgca i hodowcy
obarczajg rowniez wing Wojewodzkiego Inspektora za katastrofalnie niski poziom udziatu
kwalifikowanego materialu siewnego w produkcji towarowej. Mozna zatem wnioskowac,
ze powyzsze opinie wyrazone w stosunku do Wojewoddzkiego Inspektora spowodowaly, ze
kadra zarzadzajaca z sektora hodowli ro$lin rolniczych oraz badana grupa z sektora
hodowli ro$lin ogrodniczo-warzywnych w zdecydowanej wigkszo$ci jest za zniesieniem
oficjalnej kwalifikacji nasion przez WIORIN i zastgpieniem jej deklaracjami jakosci
sprzedajacego.

Nalezy jednak zwroci¢ uwage na fakt, ze kadra zarzadzajaca i hodowcy z sektora
hodowli roslin rolniczych w 100% oraz badana grupa z sektora hodowli ro$lin ogrodniczo-
warzywnych w 75% opowiedziata si¢ za pozostawieniem wykonywania oceny wartosci
nasion przy Wojewodzkim Inspektorze Ochrony Roslin i Nasiennictwa.

WNIOSKI

1. W spoétkach bedgcych jednoosobowymi spotkami ANR i IHAR wystepuje koniecznosé
indywidualnego podejscia w zakresie nowych wezwan zwigzanych ze strategicznym
rozwojem hodowli roslin w tych spotkach, a takze indywidualnym podej$ciem co do
sposobOw reorganizacji struktury organizacyjnej 1 ewentualnych sposobow
prywatyzacji. Zréznicowanie wypowiedzi kadry zarzadczej i gtdéwnych hodowcow
$wiadczy o tym, Zze nie mozna stworzy¢ jednego idealnego modelu organizacji i
funkcjonowania firmy hodowlane;j.

2. Konieczna do przeprowadzenia jest gleboka analiza diagnostyczna w nauce dziatajace;j
na rzecz krajowej hodowli roslin, celem ktorej byloby wypracowanie modelu wsparcia,
zwigkszajgcego udziat nauki (jako nosnika wiedzy) w procesie tworzenia rozwigzan na
rzecz postepu biologicznego, a jednoczesnie pozwalajacego na rozszerzenie
wspotpracy migdzy sferg B+R a przedsigbiorstwami hodowli roslin, w wyniku ktore;j
polska hodowla ro$lin powinna sta¢ si¢ rowniez hodowla innowacyjna.

3. W przedsigbiorstwach hodowlano-nasiennych (w jednoosobowych spdétkach ANR i
IHAR) ksztattujacych krajowy przemyst hodowlano-nasienny powinna zostac
przeprowadzona doglgbna analiza potencjatu strategicznego. Ze wzgledu na ich
charakter organizacyjny w analizie tej powinna zosta¢ wykorzystana metoda analizy
lancucha wartosci, ktora pozwolitaby na dokonanie poprawy efektywnosci catego
lancucha wartosci miedzy innymi poprzez optymalizacje poszczegoélnych funkcji
podstawowych i pomocniczych. Moze si¢ okazac, ze najwiekszy przyrost efektywnosci
mozna uzyskac¢ koncentrujac si¢ na sprzedazy i strategii marketingowe;j.

4. Decydenci po zaciagnigciu opinii $rodowiska (Polskiej Izby Nasiennej, jednostek
naukowych, kadry zarzadzajacej) powinni na nowo okresli¢ miejsce i role jaka w
przemysle hodowlano-nasiennym ma spetnia¢ Panstwowa Inspekcja Ochrony Roslin
i Nasiennictwa.
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Wstepna ocena skutecznosci wybranych metod
zaprawiania nasion do stosowania w rolnictwie
ekologicznym
Komunikat

Preliminary assessment of the effectiveness of some methods of seed treatment
in organic farming
Short communication

Celem badan byla ocena wplywu réznych sposobow zaprawiania nasion na warto$¢ siewnag
ekologicznego materiatu siewnego. Materialem do§wiadczalnym byty nasiona pszenicy, jgczmienia,
owsa i gryki pochodzace z uprawy w warunkach ekologicznych. Zastosowano nastgpujace metody
zaprawiania nasion: moczenie w roztworze preparatu Biochikol 020 PC, moczenie w roztworze
preparatu Biojodis, ptukanie w goracej wodzie oraz zaprawianie wapnem hydratyzowanym. Oceniano
zdolnos¢ kietkowania, $redni czas kietkowania i indeks kietkowania nasion. Poza tym oceniano wigor
nasion w oparciu o test wzrostowy siewki i suchg mase siewki oraz wschody polowe. Po zastosowaniu
badanych sposobow zaprawiania nasion, zdolno$¢ kielkowania, jak i inne parametry dotyczace
kietkowania nie ulegly znacznemu polepszeniu. Nasiona zaprawiane niezaleznie od metody nie
wykazaly wigkszego wigoru mierzonego dtugoscia siewki oraz suchg masa siewki. Zaprawianie nasion
nie spowodowato zwigkszenia wschodow polowych roslin.

Stowa kluczowe: ekologiczny materiat siewny, wigor, zaprawianie nasion, zdolnos¢ kietkowania

The aim of the study was to compare the effects of different methods of treatment on seed value in
ecological agriculture. Seeds of wheat, barley, oats and buckwheat were soaked in a solution of
Biochikol 020 PC or of Biojodis, rinsed in hot water or treated with lime. Germination capacity, mean
germination time and germination index were determined. Moreover, vigour of seeds, as manifested by
the length of shoots and roots and by the weight of dry matter, as well as seedling field emergence,
were evaluated. The treatments applied did not result in significant increase in the germination capacity
and other attributes. The vigour of the treated seeds did not differ from that of the untreated seeds,
irrespective of the treatment method used. No effects of the treatments upon the field emergence of
plants were found.

Key words: germination capacity, organic seed, vigour, seed treatment
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WSTEP

W krajach Unii Europejskiej obserwuje si¢ wzrost zainteresowania ekologiczng uprawa
ros§lin, gtéwnie na obszarach o gorszych warunkach przyrodniczo-srodowiskowych
(Jaczewska-Kalicka, 2008). Rowniez w Polsce w ostatnich latach zauwaza si¢ wicksze
zainteresowanie rolnictwem ekologicznym. Rosngcy popyt na produkty ekologiczne
prawdopodobnie zwigkszy znaczenie tej galezi rolnictwa. Liczba gospodarstw
ekologicznych wzrosta z 7182 w roku 2005 do 11887 w roku 2007 (Skornicki i in., 2008).
Glownym czynnikiem wplywajgcym na rozwoj produkcji ekologicznej jest bezposrednie
wsparcie finansowe dla producentow zdecydowanych przejs¢ na ten system uprawy
(Pawlewicz, 2007; Szmidt, 2008). Gospodarowanie metodami ekologicznymi napotyka
jednak trudnos$ci migdzy innymi z powodu rezygnacji z wielu konwencjonalnych srodkow
do produkcji rolnej, w tym z wigkszosci srodkow ochrony roslin. Problem ochrony upraw
ekologicznych jest bardzo ztozony. Instytut Ochrony Roslin dzialajac z upowaznienia
Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi zakwalifikowal do stosowania w rolnictwie
ekologicznym 32 $rodki, co jednak nie zabezpiecza ochrony upraw w ekologicznym
systemie gospodarowania (Matyjaszczyk, 2008). Dlatego istnieje stala potrzeba
poszukiwania dalszych §rodkdéw ochrony ro$lin, w tym zapraw oraz metod, ktore polepsza
kietkowanie nasion i wschody roslin w polu.

Celem badan byta ocena wplywu czterech réznych sposobdw zaprawiania nasion
na kietkowanie, wigor i wschody polowe r6znych gatunkéw roslin pochodzacych z uprawy
w warunkach ekologicznych. Badania mialy charakter wstepny (jednoroczny), w celu
rozpoznania metod, ktore z pozytywnym skutkiem mozna by stosowa¢ do zaprawiania
nasion w warunkach rolnictwa ekologicznego.

MATERIAL I METODY

Materialem doswiadczalnym byly nasiona gryki odmiany Panda, pszenicy Torka,
jeczmienia Rataj i owsa Polar, pochodzace z uprawy w warunkach ekologicznych
w roku 2007.

Zastosowano nastepujace metody zaprawiania nasion: moczenie w 2,5% roztworze
preparatu Biochikol 020 PC (zgodnie z zaleceniami producenta), moczenie w roztworze
preparatu Biojodis (zgodnie z zaleceniami producenta), ptukanie w wodzie o temperaturze
50°C przez 30 minut. Po zabiegu nasiona byty powietrznie suszone. Czwarta metoda byto
zaprawianie wapnem hydratyzowanym w proporcji 0,2 g na 10 g nasion. Badanie kontrolne
stanowily nasiona niezaprawiane.

Oceniano zdolno$¢ kietkowania wg Przepisow ISTA (2008), sredni czas kietkowania
i indeks kietkowania stosujac wzory polecane przez Alvarado i wsp. (za Ruan i in., 2002).
Poza tym oceniano wigor nasion w oparciu o test wzrostowy siewki i suchg mase siewki
zgodnie z metodyka wg Hamptona i TeKrony (1995). W tym samym czasie wysiano
takze nasiona w polu (3 x 50) w celu oceny wschodow polowych.

Obliczenia statystyczne wykonano w programie SAS, a grupy jednorodne dla kazdego
ocenianego parametru w danym gatunku wyznaczono za pomocg testu Tukeya.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Nasiona kontrole gryki kietkowaly na poziomie 81% (tab. 1). Zastosowanie zaprawiania
wapnem lub preparatem Biojodis nieznacznie polepszyto warto$¢ tego parametru, jednak
byty to rdznice nieistotne. Natomiast gorgca woda spowodowata istotng obnizke zdolno$ci
kietkowania (59%) i wydtuzenie Sredniego czasu kietkowania do 4 dni. Warto$§¢ indeksu
kietkowania, ktory jest sumg ilorazu liczby nasion skietkowanych po okre$lonym czasie do
liczby dni (Ruan i in., 2002) byta najwyzsza dla nasion gryki zaprawianych Biochikolem.
U pszenicy stwierdzono tendencje do nieco wyzszej zdolnosci kietkowania nasion
zaprawianych Biochikolem, Biojodisem lub wapnem, poza moczeniem w gorgcej wodzie,
ktore istotnie obnizylo kietkowanie i wydtuzylo $redni czas kietkowania do 3 dni. Podobne
wyniki dla pszenicy jarej uzyskata Kolasinska (2008 b), chociaz w literaturze sg spotykane
prace na temat dezynfekcyjnego wpltywu goracej wody na nasiona szczegdlnie warzyw
(Groot i in., 2004). Juz w roku 1883 Jensen zastosowal goraca wode do usuwania zakazen
grzybowych z nasion.

Tabela 1
Wskazniki kietkowania w zalezno$ci od gatunku rosliny i stosowanej zaprawy
Indices of germination depending on plant species and treatment

Gatunek Zaprawa ZK (%) Sredni czas kietkowania Indeks kietkowania

Species Treatment Germination Mean germin. time Germination index
kontrola — control 81 A 2,5 AB 19,6 B
Grvk wapno — lime 83 A 2,1B 20,4B
VX4 Biojodis 84 A 3,0 AB 164 B

Buckwheat Lo
Biochikol 71 A 1,8B 27,0 A
gorgca woda — hot water 59B 4,1 A 1,6 C
kontrola — control 81 A 2,7B 179B
Pszenica wapno — lime 83 A 22C 21,7 A
Wheat Biojodis 84 A 2,5B 17,2B
Biochikol 86 A 22C 21,2 A
gorgca woda — hot water 59B 3,1 A 119C
kontrola — control 63 A 2,1B 18,7 AB

J ., wapno — lime 72 A 2,0 BC 18,0 B
‘g;ﬁ:"“ Biojodis 65 A 2,1B 18,0 B
Y Biochikol 63 A 1.8C 229A
gorgca woda — hot water 54 A 42 A 6,4 C
kontrola — control 55A 2,0B 13,7A
Owies wapno — lime 44 A 2,0B 154 A
Oats Biojodis 50 A 2,1B 13,7A
Biochikol 55A 19B 16,5 A
gorgca woda — hot water 48 A 5.6A 19B

Wyniki oznaczone tymi samymi literami dla jednego gatunku i cechy nie r6znig si¢ istotnie (p = 0,05)
Values designated with the same letter (for one species and parameter) are not significantly different (p = 0.05)

Metode polegajaca na zastosowaniu do obrobki nasion goracej wody, a nastepnie szybkim
ich schtodzeniu do temperatury otoczenia nazwano termoterapia (Domoradzki, Dzieniecki,
2008). Autorzy ci badali odporno$¢ termiczng nasion buraka ¢wiklowego, pomidora,
marchwi, pietruszki i kopru iwykazali mozliwo$¢ stosowania na wickszg skale
termicznego odkazania nasion. Warunkiem rozwoju termoterapii muszg by¢ jednak dalsze
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badania mikrobiologiczne w celu wyznaczenia parametréow likwidujacych patogeny
zasiedlajace nasiona. Andruszczak iSzymona (2008) badali wpltyw nieco innych
preparatow pochodzenia biologicznego, jak Bioczos i Ogrodnicze Mydto Potasowe na
zdolnos¢ kietkowania pszenicy jarej 1 takze nie osiagng¢li poprawy warto$ci tego parametru.
Wapno hydratyzowane polecane w ekologicznej uprawie roslin (www.irene.sggw.pl) w
opisanym do$wiadczeniu nie wykazato wptywu na zdolno$¢ kietkowania pszenicy, jednak
korzystnie oddziatywato na inne wskazniki. W badaniach wilasnych $redni czas
kietkowania pszenicy po zastosowaniu wapna lub Biochikolu byt najkroétszy (2,2 dnia), a
indeks kietkowania uzyskany dla obu metod zaprawiania osiggnal najwyzsze wartosci
odpowiednio 21,71 21,2.

U jeczmienia zdolnos¢ kietkowania wahata si¢ od 54% do 72%, jednak r6znice nie byty
istotne statystycznie. Inaczej przedstawiat si¢ $redni czas kietkowania, ktory byt najkrotszy
po zastosowaniu Biochikolu lub wapna. Takze warto$¢ indeksu kietkowania byta
najwyzsza u nasion traktowanych Biochikolem oraz u nasion kontrolnych. Uzyskane
wyniki pokazujg, ze ocena zdolnosci kielkowania poszerzona o inne wskazniki
kietkowania moze da¢ bardziej miarodajng oceng wplywu zaprawy na przebieg kietkowa-
nia nasion. Zastosowanie preparatu Biochikol nie obnizylo zdolnosci kietkowania
jeczmienia jarego, co takze stwierdzili w swoich badaniach Panasiewicz i wsp. (2007).
Autorzy ci stwierdzili ponadto, ze zastosowanie Biochikolu obnizyto zdolno$¢ kietkowania
kukurydzy, jeczmienia ozimego i Zyta.

Sposrod badanych gatunkow owies mial najnizsza zdolnos$¢ kietkowania, a wartos§¢
tej cechy nie roznita sie¢ istotnie w zaleznosci od zaprawy. Przyczyna tak niskiego
kietkowania byto prawdopodobnie nicoplewione ziarno odmiany Polar; odmiana ta nalezy
do stabiej kietkujacych. Plukanie nasion owsa goraca woda istotnie wydtuzalo czas
kietkowania i wyraznie obnizato indeks kietkowania.

Wigor nasion gryki mierzony dlugoscig siewki i $rednig suchg masg siewki byt
najwyzszy u nasion kontrolnych, ale r6znit si¢ istotnie tylko od wigoru nasion moczonych
w gorgcej wodzie (tab. 2). Zastosowane sposoby zaprawiania nie polepszyty wigoru nasion
gryki. U jeczmienia nie stwierdzono istotnych réznic wigoru mierzonego dtugoscia czesci
pedowe;j i korzeniowej siewki pomigedzy nasionami kontrolnymi i zaprawianymi réznymi
sposobami. Jedynie sucha masa siewki byta nizsza u nasion zaprawianych Biochikolem
lub traktowanych goraca woda w pordwnaniu z obiektem kontrolnym.

Dhugos¢ czesci pedowej siewki owsa byta wyzsza u nasion zaprawianych wapnem w
stosunku do innych sposobow zaprawiania, natomiast od kontroli nie r6znita si¢ istotnie.
Analiza dlugosci czesci korzeniowej, jak i $redniej suchej masy siewki nie wykazata
istotnych roznic w zalezno$ci od zastosowanego sposobu zaprawiania. U pszenicy
zastosowanie goracej wody spowodowato istotne obnizenie wigoru mierzonego dlugoscia
czgsci pedowej i korzeniowej siewki, jaki$redniej suchej masy siewki. Natomiast
zastosowanie zaprawiania Biochikolem 020 PC nieznacznie zwiekszylo dtugos¢ czesci
pedowej i korzeniowej siewki w stosunku do kontroli, jednak nie byta to r6znica istotna
statystycznie. Badania dotyczace przechowywania materialu zaprawianego zaprawami
biologicznymi wykazaty obnizanie si¢ wigoru zardwno mierzonego testem wzrostowym,
jak i testem szybko$ci wzrostu siewki, czyli srednig suchg masg siewki (Panasiewicz i in.,
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2008). Dotyczyly one miedzy innymi nasion zaprawianych Biochikolem. Biochikol
020 PC zawierajacy substancje¢ aktywna chitozan jest biostymulatorem zakwalifikowanym
do stosowania w rolnictwie ekologicznym, w tym do zaprawiania nasion (Pruszynski,
2008). Jednakze w prezentowanych badaniach spowodowal polepszenie tylko niektorych
cech i tylko u niektorych gatunkow. Sulewska i Koziara (2006) oceniali warto$¢ siewna
oraz potencjat trzech frakcji kukurydzy zaprawianych Biochikolem 020 PC. Stwierdzili,
ze zastosowanie Biochikolu 020 PC nie prowadzito do istotnych zmian w rozwoju
i zdrowotnosci roslin kukurydzy, ale powodowato obnizenie plonu ziarna oraz tendencje
zmniejszania dtugosci korzeni roslin w fazie 4-5 lisci przy niewielkim wzroscie Swiezej i
suchej masy czesci podziemnej jak i nadziemnej siewki.

Tabela 2
Wyniki testu wzrostowego i suchej masy siewki w zaleznosci od gatunku rosliny i zaprawy

Seedling growth rate and dry matter depending on plant species and treatment

Gryka — Buckwheat

1 |

2

3

cata siewka
whole seedling (mm)

sucha masa siewki
seedling dry matter (g)

kontrola — control 317 A
wapno — lime 295 A

Biojodis 282 A

Biochikol 266 A

gorgca woda — hot water 196 B

kontrola — control 0,159 A
wapno — lime 0,155 A

Biojodis 0,141 A

Biochikol 0,119 A

gorgca woda — hot water 0,016 B

Jeczmien — Barley

dhugos¢ czgsci pedowej
shoot length (mm)

dhugos¢ czgscei korzeniowej
root length (mm)

sucha masa siewki
seedling dry matter (g)

kontrola — control 102 A
wapno — lime 109 A

Biojodis 103 A

Biochikol 112 A

gorgca woda — hot water 93 A

kontrola — control 180 A
wapno 173 A

Biojodis 179 A

Biochikol 182 A

gorgca woda — hot water 171 A

kontrola — control 0,291 A
wapno — lime 0,270 AB
Biojodis 0,234 AB

Biochikol 0,185 B

gorgca woda B — hot water 0,176

Owies — Oats

dhugos¢ czgsci pedowej
shoot length (mm)

dhugos¢ czgsci korzeniowej
root length (mm)

sucha masa siewki
seedling dry matter (g)

kontrola — control 187 AB
wapno — lime 203 A

Biojodis 169 B

Biochikol 161 B

gorgca woda — hot water 169 B

kontrola — control 158 A
wapno — lime 163 A

Biojodis 138 A

Biochikol 150 A

gorgca woda — hot water 147 A

kontrola — control 0,128 A
wapno — lime 0,145 A

Biojodis 0,152 A

Biochikol 0,139 A

gorgca woda — hot water 0,102 A

Pszenica — Wheat

dhugos¢ czgsci pedowej
shoot length (mm)

dhugos¢ czgsci korzeniowej
root length (mm)

sucha masa siewki
seedling dry matter (g)

kontrola — control 126 A
wapno — lime 119 A

Biojodis 124 A

Biochikol 131 A

gorgca woda — hot water 90 B

kontrola — control 166 A
wapno — lime 173 A

Biojodis 166 A

Biochikol 177 A

gorgca woda — hot water 111 B

kontrola — control 0,276 A
wapno — lime 0,311 A

Biojodis 0,319 A

Biochikol 0,278 A

gorgca woda — hot water 0,064 B

Wyniki oznaczone tymi samymi literami dla jednego gatunku i cechy nie r6znig si¢ istotnie (p = 0,05).
Values designated with the same letter (for one species and parameter) are not significantly different (p = 0.05).

W niniejszych badaniach wschody polowe roslin z nasion potraktowanych réznymi
zaprawami byly podobne do wschodow na obiekcie kontrolnym (rys. 1). U pszenicy
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obserwowano zwickszenie wschodow polowych po zastosowaniu Biojodisu i wapna.
Wyniki miescity si¢ rowniez w granicach btgdu. Podobnie u gryki na wschody polowe nie
miat wptywu rodzaj zastosowanej zaprawy, przy czym szczegolnie niekorzystnie wptyngto
zastosowanie gorgcej wody. Najwyzsze wschody jeczmienia uzyskano po zaprawianiu
nasion wapnem i moczeniu nasion w Biochikolu, a najnizsze po moczeniu w goracej
wodzie. Natomiast u owsa najwyzsze wschody mialy rosliny z nasion kontrolnych, a
najnizsze z nasion moczonych w goracej wodzie. Ujemny wptyw goracej wody na wschody
polowe zbdz jarych potwierdzita Kolasinska (2008 a), ktora badata takze inne sposoby
naturalnego zaprawiania i nie uzyskata poprawy wartosci siewne;j.

Groot i wsp. (2004) twierdza, ze w ekologicznej produkcji nasiennej nalezy liczy¢ si¢
z nizszymi wschodami roslin z powodu braku chemicznej ochrony wynikajacej z dzialania
zapraw nasiennych. Autorzy widzg pilng potrzebe¢ prowadzenia badan metodycznych
nad opracowaniem sposobow zaprawiania nasion dla produkcji ekologiczne;j. Pigta (2006)
analizowata rosliny soi wyroste z nasion zaprawianych biopreparatami, mi¢dzy innymi
Biochikolem 020 PC oraz preparatami chemicznymi, ktore dodatkowo opryskano w
okresie kwitnienia tymi samymi preparatami. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzila, ze stosowanie biopreparatow do zaprawiania nasion oraz oprysku dalo
podobne rezultaty jak preparaty chemiczne.
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Rys. 1. Wschody roslin w zaleznoS$ci od gatunku ro§lin i sposobu zaprawiania nasion
Fig. 1. Field emergence depending on plant species and seed treatment
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PODSUMOWANIE

Zaréwno zdolnos$¢ kietkowania, jak i inne parametry dotyczace kietkowania nie ulegly
znacznemu polepszeniu po zastosowaniu badanych sposobow zaprawiania nasion. Nasiona
zaprawiane nie wykazaly wigkszego wigoru mierzonego dlugoscia siewki oraz suchg masa
siewki. Wschody polowe z kontroli byly podobne lub wyzsze niz z nasion zaprawianych.
Poréwnywane w doswiadczeniu cztery gatunki roslin roznity si¢ reakcja na zaprawy.
Zastosowane sposoby zaprawiania nasion nie wptynety na wzrost zdolnosci kietkowania
i polowych wschodow.
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Analiza podobienstwa genetycznego odmian
orkiszu (Triticum aestivum ssp. spelta L.)
za pomocg markerow RAPD

Assessment of genetic similarity of spelt (Triticum aestivum ssp. spelta L.) cultivars
based on RAPD markers

W pracy przedstawiono analiz¢ podobienstwa genetycznego 8 odmian pszenicy orkisz (Triticum
aestivum ssp. spelta L.) za pomocg markerow RAPD. Dla 17 wyselekcjonowanych starterow uzyskano
175 produktow, z ktorych 80 bylo polimorficznych, zas 7 specyficznych dla pojedynczych obiektow.
Srednie podobienstwo genetyczne okreslone pomiedzy parami wszystkich badanych form wyniosto
0,868. Na podstawie matryc indekséw podobiefistwa genetycznego wykonano analiz¢ skupien metoda
Srednich potaczen UPGMA. Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze analizowane
odmiany orkiszu charakteryzowaty si¢ wysokim podobienstwem genetycznym.

Stowa kluczowe: podobienstwo genetyczne, RAPD, Triticum aestivum ssp. spelta L.

The paper contains an analysis of genetic similarity of 8 Triticum aestivum ssp. spelta cultivars
done using RAPD markers. Seventeen selected primers produced 175 fragments, out of which 80 were
polymorphic and 7 were genotype-specific. RAPD-based genetic similarity was estimated to be
between 8.851 and 0.913. The mean genetic similarity was calculated at 0.868. Genetic similarity
matrix was applied for cluster analysis through UPGMA method. The data obtained indicate that the
analyzed spelt cultivars are characterized by high similarity.

Key words: genetic similarity, RAPD, Triticum aestivum ssp. spelta L.

WSTEP

Triticum aestivum ssp. spelta L. jest podgatunkiem pszenicy zwyczajnej, nalezy do
grupy pszenic heksaploidalnych (2n =42) oplewionych o famliwej osadce ktosowe;j. Orkisz
jest gatunkiem odpornym na choroby i inne niekorzystne czynniki siedliska. Ziarno orkiszu
W poréwnaniu z pszenicg ozimg zawiera na ogédt wigcej biatka, jest bogate w cynk, miedz
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i selen (Baumagirtel-Blaschke, 1991). W skladzie kwasow tluszczowych przewaza kwas
linolowy. Ponadto zawiera witaminy z grupy A, E i D (Grela i in., 1993).

W ostatnich latach markery molekularne znalazty szerokie zastosowanie w hodowli
roslin. Sg one wykorzystywane w ocenie podobienstwa genetycznego, ale takze w selekcji
i identyfikacji pozadanych form, ocenie czystoSci materialu siewnego oraz w
potwierdzeniu skutecznosci krzyzowan (Sztuba-Solinska, 2005; Virk i in., 1995).
Podobienstwo genetyczne oceniane jest przede wszystkim na podstawie markeréw
molekularnych, ktore umozliwiaja szybka identyfikacje polimorfizmu DNA (Achleitner i
in., 2008; Cheng i Huang, 2009; Ikegami, 2009). Jedng z metod bardzo cz¢sto wykorzy-
stywang do analiz genomoéw roslin jest RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(Williams i in., 1990). Technika ta jest prosta i efektywna metoda, pozwalajaca na szybkie
oszacowanie podobienstwa genetycznego wielu gatunkéw roslin (Marillia i Scoles, 1996;
Drossou i in., 2004; Kochieva i in., 2004; Vinod i in., 2007).

Celem prezentowanej pracy byla analiza podobienstwa genetycznego 8 odmian orkiszu
(Triticum aestivum ssp. spelta L.) w oparciu o markery RAPD.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byto 8 odmian pszenicy orkisz (Triticum aestivum ssp. spelta):
Frankenckorn, Badengold, Schwanenspelz, Oberkulmer, Ostro, Ceralio, Schwaberncorn
Dinkel, Spelt ILN.Z. Odmiany te r6znig si¢ miedzy sobg morfologicznie i zostaty wybrane
do analiz molekularnych na postawie wstgpnych obserwacji prowadzonych w Katedrze
Ekologii Rolniczej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. DNA z badanych odmian
wyizolowano z kilkudniowych siewek zgodnie z metodg CTAB (Doyle i Doyle, 1987).
Reakcje PCR prowadzono zmodyfikowang metoda Williamsa i wsp. (1990). W sktad
mieszaniny reakcyjnej o objetosci 15ul wehodzity: 1 x bufor do PCR (10 mM Tris pH 8,8,
50 mM KCl, 0,08% Nonidet P40) (Fermentas, Litwa), 160 uM kazdego dNTP, 5,3 pM
startera, ImM MgCl,, 60 ng genomowego DNA, 0,4 U Tag DNA Polymerase (Fermentas,
Litwa). Reakcje amplifikacji przeprowadzano na termocyklerze Thermalcycler T1
Biometra dla dwoch préob DNA z kazdej odmiany, jednocze$nie prowadzac reakcje
kontrolng bez matrycy DNA. Zastosowano nastgpujacy profil termiczny: wstepna
denaturacja przez 3 min. w 94°C, 44 cykle: 94°C — 45 s, 37°C — 455, 72°C — 45 s,z
koncowg inkubacja 7 min. w 72°C. Produkty reakcji rozdzielano na 1,5% zelu
agarozowym, zawierajacym bromek etydyny. Zele pod$wietlano na transiluminatorze i
fotografowano wykorzystujac systemem dokumentacji zeli Poly Doc.

W analizie polimorfizmu obecno$¢ lub brak prazka traktowano jako pojedyncza ceche
i przypisywano jej odpowiednio wartos¢ 1 lub 0. Podobienstwo genetyczne (SI —
similarity index) pomigdzy parami wszystkich badanych form oszacowano zgodnie z
formulg Dice’a (Neii Li, 1979). W oparciu o matryce¢ SI wykonano analiz¢ skupien metoda
srednich potaczen UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic average)
stosujac program NTSYS-pc 2.10q (Rohlf, 2001).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Sposrod przeanalizowanych 40 starterow RAPD do analiz wybrano 17 generujacych
stabilne i polimorficzne wzory prazkow (rys. 1). Przeprowadzono reakcje z tymi starterami
dla badanych odmian orkiszu. Catkowita liczba uzyskanych fragmentow wynosita 175.
Liczba fragmentdw generowanych przy uzyciu jednego startera wahata si¢ od 7 dla
starterow A16, G10, i JO5 do 16 dla startera F14. Srednio na jeden starter przypadato 10,3
amplifikowanych odcinkow DNA, za§ na jedng odmiang 21,9 amplikonéw. Liczba
prazkow polimorficznych uzyskanych w wyniku reakcji PCR wyniosta 80. Sun i wsp.
(1998) za pomocg marker6w RAPD analizowali 46 genotypow pszenicy, wsrod ktorych
zalazly si¢ zardOwno odmiany pszenicy zwyczajnej, jak i genotypy pszenicy orkisz. Autorzy
wykorzystali 26 starterow, ktore inicjowaty amplifikacje¢ 279 prazkow, z ktorych 182 byto
polimorficznych. Na pojedynczy starter przypadato od 2 do 20 takich produktéw. Srednio
na starter autorzy uzyskali 7 polimorficznych produktéw. W badaniach wiasnych
pojedynczy starter inicjowal amplifikacje od 2 (A16 i W02) do 12 (F14) produktow
polimorficznych. Srednio na pojedynczy starter przypadato 4,7 polimorficznych
fragmentow, za$ na pojedynczy genotyp 10. Frekwencja prazkow polimorficznych wahata
sic¢ od 22,2% dla startera W02 do 73,3% dla startera F14. Rozmiary prazkow
polimorficznych wahaty si¢ od 190 do 2000 par zasad. Du i wsp. (2002) do analizy
zmiennosci genetycznej orkiszu wykorzystali markery ISSR. Autorzy analizowali 47
genotypow pszenicy, w tym 10 form orkiszu. Wyselekcjonowali oni 33 startery ISSR, ktore
generowaly 238 prazkoéw, wsrdd ktorych 207 byto polimorficznych.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 K M

Oznaczenia: M — marker wielko$ci, K — kontrola negatywna, 1 — Frankenckorn, 2 — Badengold, 3 — Schwanenspelz,
4 — Oberkulmer, 5 — Ostro, 6 — Ceralio, 7 — Schwaberncorn Dinkel, 8 — Spelt I.N.Z., kazdy genotyp w dwoch
powtorzeniach.207 byto polimorficznych
Rys. 1. Rozdzial produktéw RAPD ze starterem A05
Descriptions: M— size marker, K — negative control, 1 — Frankenckorn, 2 — Badengold, 3 — Schwanenspelz, 4
— Oberkulmer, 5 — Ostro, 6 — Ceralio, 7 — Schwaberncorn Dinkel, 8 — Spelt LN.Z., each genotype in two replications
Fig. 1. Resolution of RAPD products obtained with A0S primers
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Liczba wszystkich profili prazkow, czyli liczba réznych kombinacji fragmentow DNA
uzyskanych dla poszczegoélnych odmian przy udziale badanych starterow wyniosta 93.
Startery generowaty od 3 do 7 profili, $rednio 5,5 na starter i 11,6 na genotyp. Zaden z
analizowanych starterow nie generowat profili specyficznych dla wszystkich badanych
odmian (tab. 1).

Tabela 1
Charakterystyka starter6w RAPD
Characteristics of RAPD primers
Liczba prazkow Frekwencja Zakres
Number of bands prazkow Liczba profili . .
. . i wielkosci
Starter Sekwencja startera . polimorficznych prazkow s
. . . polimorficz- : prazkow (pz)
Primer Primer sequence catkowita Polymorphic Number of
nych Range of band
total . | bands frequency | band profiles :
polymorphic %) size (bp)
A05 AGGGGTCTTG 8 5 62,5 7 580-1600
A07 GAAAAGGGTG 12 5 41,6 7 500-1300
A08 GTGACGTAGG 10 4 40 6 250-1600
Al2 TCGGCGATAG 9 3 333 5 530-1800
Al6 AGCCAGCGAA 7 2 28,6 3 320-1200
Al7 GACCGCTTGT 10 4 40 6 600-1900
Al19 CAAACGTCGG 10 5 50 7 190-1100
F14 TGCTGCAGGT 16 12 73,3 7 250-1900
G4 GGAGTACTGG 13 9 69,2 7 300-2000
G10 CCGATATCCC 7 4 57,1 5 600-1800
H20 GGGAGACATC 12 4 333 5 200-1600
JO5 CTCCATGGGG 7 4 57,1 3 850-1700
J10 AAGCCCGAGG 14 5 35,7 7 290-1600
T2B CTACACAGGC 9 3 333 5 200-2000
U250 CGACAGTCCC 10 3 30 3 380-1500
U295 CGCGTTCCTG 12 6 50 7 300-1500
W2 ACCCCGCCAA 9 2 22,2 3 400-1300
Suma 175 80 45,7 93
Sum
Srednio / §taner 10.29 4770 547
Mean / primer
Srednio/genotyp
Mean / genotype 21,87 10 11,62
Tabela 2
Produkty specyficzne dla poszczegolnych odmian
Genotype - specific RAPD products
Odmiana Produkty specyficzne
Cultivar Specific products
Frankenckorn A16(4), U295(4), G4(8), G4(13)
Schwanenspelz A08(8), F14(5),

Schwaberncorn Dinkel

G4(12)

Sposrod 8 analizowanych w prezentowanej pracy odmian orkiszu trzy odmiany moga
by¢ zidentyfikowane przez obecnos¢ unikalnych markeréw RAPD. Lacznie uzyskano 7
specyficznych produktow generowanych przez 5 starterow RAPD. Liczba specyficznych
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produktow wahata sie od 1 do 3 dla pojedynczego startera. Srednio na starter przypadato
0,4 produktow specyficznych, za$ na genotyp 0,9. Odmiana Frankenckorn moze by¢
zidentyfikowana przez obecno$¢ 4 specyficznych markerow RAPD. Odmiang Schwa-
nenspelz mozna zidentyfikowa¢ za pomocg dwoch specyficznych markerow, odmiang
Schwaberncorn Dinkel za pomocg jednego takiego produktu (tab. 2).

Wyniki badan polimorfizmu markeréw RAPD odmian orkiszu stanowity podstawe do
utworzenia matrycy indeksow podobienstwa genetycznego Dice’a (tab. 3).

Tabela 3
Matryca indekséw podobienstwa odmian orkiszu okreslonych na podstawie polimorfizmu markeréow
RAPD
The matrix of similarity indices for spelt cultivars determined based on RAPD markers polymorphism
Odmiana Franken- Schwa- . Schwabern-
Cultivar ckomn Badengold nenspelz Oberkulmer|  Ostro Ceralio com Dinkel Spelt LN.Z.
Frankenckom
Badengold 0,905
Schwanenspelz 0,851 0,851
Oberkulmer 0,851 0,851 0,866
Ostro 0,851 0,851 0,866 0,925
Ceralio 0,851 0,851 0,903 0,866 0,866
Schwaberncorn Dinkel 0,851 0,851 0,866 0,889 0,889 0,866
Spelt ILN.Z. 0,851 0,851 0,866 0,889 0,889 0,866 0,923
eralio
Oberkulmer
Ostro
Spelt_ IN.Z

T T T LI I B e B B I B S S S B 5 DAL LN B B B B S B S S py S ey |
0540 0351 0362 0573 0534 0396 0507 0818 0939 0540
Coefficient

Rys. 2. Dendrogram odmian orkiszu uzyskany metoda UPGMA w oparciu 0 markery RAPD
Fig. 2. UPGMA dendrogram for spelt cultivars obtained based on RAPD markers
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Wartos¢ indekséw podobienstwa wahata si¢ od 0,851 do 0,913, a srednio wynosita 0,868.
Najwigksze podobienstwo do wszystkich pozostalych odmian wykazaly odmiany
Oberkulmer, Ostro, Schwaberncorn Dinkel i Spelt I.N.Z., najmniejsze za$ odmiany
Frankenckorn i Badengold. W oparciu o matryce SI wykonano analiz¢ skupien metoda
UPGMA (rys. 2). Na uzyskanym dendrogramie wyr6ézni¢ mozna trzy grupy skupien.
Pierwsza obejmuje odmiany Frankenckorn i Badengold, druga Schwanenspelz i Ceralio.
W trzeciej grupie skupien wspolnej klasteryzacji ulegly odmiany Oberkulmer, Ostro,
Schwaberncorn Dinkel i Spelt [LN.Z. Odmiany znajdujace si¢ w tej grupie skupien mozna
podzieli¢c na dwie podgrupy, pierwszg tworzg odmiany Oberkulmer i Ostro, druga
Schwaberncorn Dinkel i Spelt LN.Z. Sun i wsp. (1998) stwierdzili, ze analizowane przez
nich genotypy orkiszu charakteryzowaty si¢ wigkszym zréznicowaniem genetycznym,
anizeli genotypy pszenicy zwyczajnej. Autorzy stwierdzili podobnie jak Du i wsp. (2002),
ze na uzyskanym dendrogramie badane linie orkiszu tworzyly odrgbng grupe skupien.
Oceng zrdéznicowania genetycznego orkiszu przeprowadzono réwniez stosujac markery
SSR. Yang i wsp. (2005) analizowali za pomoca markero6w mikrosatelitarnych genotypy
pszenicy heksaploidalnej. Autorzy analizujac 20 odmian 7. aestivum, 13 form T. spelta i
11 genotypow T.compactum. wykazali, ze pszenica orkisz charakteryzowala si¢
najwigkszym sposrod badanych obiektow zroznicowaniem genetycznym.

WNIOSKI

1. Badane odmiany orkiszu charakteryzowaty si¢ wysokim podobienstwem genetycz-
nym.

2. Za pomoca wybranych starterow mozliwa byla identyfikacja 6 sposréd 8 badanych
odmian orkiszu.

3. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze najwigksze podobienstwo do
wszystkich pozostatych odmian wykazaly odmiany Oberkulmer, Ostro, Schwabern-
corn Dinkel i Spelt .LN.Z., najmniejsze za§ odmiany Frankenckorn i Badengold.
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Zmienno$¢ 1 wspoltzaleznos¢ niektorych cech
w mieszancach Aegilops kotschyi Boiss.
X Triticum aestivum L. cv. Rusalka

Variability and interrelationship of some traits in Aegilops kotschyi Boiss. x Triticum
aestivum L. cv. Rusalka hybrids

Celem badan byla ocena zmienno$ci i wspotzaleznosci niektorych cech ilosciowych w ziarnie
mieszancow Fo—Fs Aegilops kotschyi Boiss. x Triticum aestivum L. cv. Rusalka. Mieszance F2—Fs
poréwnano z pszenica odmiany Rusatka. Analizowano nastgpujace cechy: liczbe pedéw produk-
cyjnych, dlugos¢ pedu glownego, srednicg 2-go od dotu migdzywezla, dlugos¢ osadki ktosowe;j, liczbe
kloskow w klosie glownym, zbito$¢ klosa gtownego, liczbe ziarniakow w klosie gldownym, mase
ziarniakow z klosa gtdwnego, ptodnos¢ ktosa glownego (liczba ziarniakoéw przypadajacych na 1 ktosek)
i masg tysigca ziarniakow oraz zawarto$¢ biatka ogodtem. Mieszance F2 Aegilops kotschyi Boiss. x
Triticum aestivum L. cv. Rusatka charakteryzowaly si¢ niska ptodnosciag oraz niektorymi cechami
koziencow, np. cienkimi zdzbtami, tamliwymi osadkami kltosowymi, twardymi plewami. W kolejnych
pokoleniach fenotypy mieszancow przypominaty coraz bardziej pszenicg. Wynikalo to by¢ moze ze
stopniowej eliminacji chromosoméw Aegilops kotschyi Boiss. przez chromosomy pszenicy. Wartos¢
wspotczynnika zmiennosci (CV%) analizowanych cech ilosciowych mieszancow Fo—Fs byla
zréznicowana i wahata si¢ od 13,87% do 243,58%, a u pszenicy Rusatka od 5,74% do 35,33%. Klosy
mieszancow roznily si¢ zbitoscia, oscistoscia, ksztaltem i dlugoscia osadki ktosowej. Niektore z nich
wyrdznialy si¢ bardzo dhugimi (1,75 dem) lub rozdwojonymi osadkami klosowymi. W mieszancach
odnotowano istotne dodatnie korelacje pomigdzy dtugoscia osadki ktosowej a liczba kloskow z klosa
glownego, liczba i masa ziarniakow w klosie gtéwnym, ptodnoscia i masg tysigca ziarniakow (MTZ)
oraz ujemna korelacj¢ pomiedzy dlugoscia osadki klosowej a zbitoscig klosa. Mieszance Aegilops
kotschyi Boiss. x Triticum aestivum L. cv. Rusalka charakteryzowatly si¢ znacznie wyzsza zawartoscia
biatka ogolem w ziarnie (18,3-24,3%) od pszenicy odmiany Rusatka (14,2-15,7%).

Stowa kluczowe: Aegilops kotschyi Boiss., cechy ilosciowe, Triticum aestivum L., zawarto$¢ biatka,
zmienno$¢, wspolzaleznosé

The investigations was undertaken to analyze the variability and interrelationship of some
quantitative traits and total protein content in kernels of Aegilops kotschyi Boiss. X Triticum aestivum
L. cv. Rusatka F>—Fs hybrids. The Fo—Fs hybrids were compared with Rusatka cultivar. The following
characters were analyzed: productive shoots number, length of main shoot, diameter of the 2" bottom
internode, length of spike rachis, number of spikelets in main spike, main spike density, kernel number
and weight per main spike, fertility (number of kernels per 1 spikelet) of main spike and weight of 1000
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kernels. The Aegilops kotschyi Boiss. x Triticum aestivum L. cv. Rusatka F2 hybrids were characterized
by low fertility and some Aegilops characters, such as thin shoots, brittle spike rachis and indurate
glumes. Proceeding advantage of wheat phenotypes in successive generations of Aegilops kotschyi
Boiss. x Triticum aestivum L. cv. Rusatka hybrids was noted. Aegilops kotschyi Boiss. chromosomes
were probably eliminated by wheat chromosomes in hybrid genome. In Aegilops kotschyi Boiss. x
Triticum aestivum L. cv. Rusatka hybrids the values of variability coefficients (CV%) for the
quantitative traits analyzed were differentiated and ranged from 13.87% to 243.58%, and in wheat cv.
Rusatka from 5.74% to 35.33%. The spikes of Aegilops kotschyi Boiss. x Triticum aestivum L. cv.
Rusatka hybrids differed in density, awning, shape and length of spike rachis. Some of them were
distinctive for very long (1.75 dem) or forked spike rachis. In Aegilops kotschyi Boiss. x Triticum
aestivum L. cv. Rusalka hybrids significant positive correlations were found between the length of spike
rachis in main spike and the number of spikelets, the number of kernels per main spike, the weight of
kernels per main spike, the fertility, the weight of 1000 kernels as well as significant negative
correlation between the length of spike rachis and the spike density. Aegilops kotschyi Boiss. x Triticum
aestivum L. cv. Rusatka hybrids were characterized by much higher total protein content in kernels
(18.3-24.3%) than Rusatka cultivar (14.2-15.7%).

Key words: Adegilops kotschyi Boiss., protein content, quantitative traits, Triticum aestivum L.,
variability, interrelationship

WSTEP

Obecnie najpowazniejszym zagrozeniem §wiatowego systemu zywnosciowego 1 pa-
szowego jest erozja genetyczna (Arseniuk, 2005). W ostatnich dekadach szczegdlnemu
zubozeniu ulegta bior6znorodnos¢ odmian pszenicy uprawnej (Chetkowski i in., 2004). Do
zwigkszenia biordéznorodnosci odmian pszenicy uprawnej mozna wykorzysta¢ gatunki
oddalone, np. z rodzaju Aegilops L. (kozieniec) (Barloy i in., 2000; Harjit-Singh i in., 2000;
Hsam i in., 2001, 2003; Huguet-Robert i in., 2001; Gatford i in., 2002; Kozub i in., 2003;
Martin-Sanchez i in., 2003; Montes i in., 2003; Chhuneja i in., 2006; Rawat i in., 2009).
Najbardziej znanym przyktadem przeniesienia korzystnych cech z kozienca do pszenicy
uprawnej jest translokacja z Ae. ventricosa Tausch. wprowadzona we Francji do linii
pszenicy ozimej VPM1 dajaca odpornos¢ — dzigki genom Pchl i Pch2 — na tamliwo$¢
podstawy zdzbta (Pseudocercosporella herpotrichoides (Fron) Deighton) (Doussinault i
in., 1983). Na jej bazie Brytyjczycy wytworzyli odmiang Rendezvous, ktdra znajduje si¢
w rodowodach wielu brytyjskich, francuskich, niemieckich i szwajcarskich pszenic
ozimych oraz pszenicach australijskich i potnocnoamerykanskich. Okazato si¢, ze oprocz
odpornosci na (Pseudocercosporella herpotrichoides (Fron) Deighton) u wymienionych
odmian wystepuje translokacja z Ae. ventricosa na chromosomie 2B, ktora zawiera grupe
trzech genow odpornosci na rdze: geny Lr 37, Yr 17 1 Sr 38 (Chetkowski 1 in., 2004).
Krzyzowania oddalone wykorzystuje si¢ rowniez do otrzymania linii pszenicy ozimej o
poprawionych parametrach plonotworczych, wskaznikach jakosciowych oraz o
zwigkszonej tolerancji na stresy abiotyczne (Stefanowska i in., 1995; Pilch, 1997, 2002;
Pilch i Glowacz, 1997; Tyrka i Stefanowska, 2001; Prazak, 2001, 2003, 2007 a).

Celem przeprowadzonych badan byta ocena zmiennos$ci i wspotzalezno$ci niektorych
cech ilosciowych oraz analiza zawartosci biatka ogdétem w ziarnie mieszancow Fr—Fs
Aegilops kotschyi Boiss. x Triticum aestivum L. cv. Rusatka.
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MATERIAL I METODY

Obiektem badan byly mieszance F»—Fs pszenicy ozimej odmiany Rusatka (genomy
AABBDD) z dzikim gatunkiem trawy z rodzaju Aegilops L. — Ae. kotschyi Boiss. (genomy
UUSS). Sktad genomowy krzyzowanych gatunkoéw podano za Kimber i Feldman (1987).

Do krzyzowania z koziencem Aegilops kotschyi Boiss. (genomy UUSS) wybrano
pszenice odmiany Rusatka ze wzgledu na jej dobrg zdolno$¢ krzyzowania z zytem.
Stefanowska (1986) na podstawie zdolnosci krzyzowania z zytem zakwalifikowala te
odmiane do grupy Krl Krl kr2 kr2 (21,55% zawigzywania ziarniakow). Mieszanca F;
Aegilops kotschyi Boiss. X Triticum aestivum L. cv. Rusatka (rys. 3) otrzymano
wykorzystujac metod¢ hodowli niedojrzatych zarodkow in vitro (Prazak, 1997 b). Kolejne
pokolenia mieszancoéw uzyskano w wyniku samozapylenia.

W latach 2000-2004 mieszance i pszenice wysiewano recznie, okoto 20 wrzeénia, na
polu doswiadczalnym Wydzialu Nauk Rolniczych w Zamo$ciu, Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie, na glebie brunatnej wytworzonej z pylow wodnego
pochodzenia, dobrego kompleksu pszennego. Rosliny rosty na oddzielnych poletkach
dtugosci 2,0 m i szerokosci 1,0 m, w rozstawie 20 x 10 cm. Wykonano podstawowe zabiegi
agrotechniczne, nawozenie NPK = 60-90-110 kg/ha. Pomiary cech ilosciowych
przeprowadzono na réznej liczbie pojedynkow mieszancow F,—Fs Aegilops kotschyi Boiss.
x Triticum aestivum L. cv. Rusatka (liczba pojedynkéw w kolejnych pokoleniach — 11, 12,
31, 68) oraz na 20 pojedynkach formy rodzicielskiej odmiany Rusatka. Corocznie na
wybranych roslinach, zebranych w fazie dojrzatosci pelnej, analizowano liczbe pgdow
produkcyjnych, dlugos¢ pedu gltdéwnego, srednice 2-go od dotu migdzywezla, dlugosé
osadki ktosowej, liczbg kloskow w kiosie gtownym, zbitos¢ klosa glownego (liczba
ktoskow przypadajacych na 1 decm osadki klosowe;j), liczbg ziarniakéw w klosie gtownym,
mas¢ ziarniakow z klosa gldownego, plodno$é klosa gltownego (liczba ziarniakoéw
przypadajacych na 1 klosek) i mase tysigca ziarniakow (MTZ). Pomiaréw dokonano
wedlug metodyki stosowanej przy analizie laboratoryjnej pojedynkow (Tarkowski, 1994).
Wyniki badan opracowano statystycznie i przedstawiono w tabelach 1-2 oraz na rysunkach
1-8. Wyliczono $rednie arytmetyczne oraz wspotczynniki zmiennosci (CV%) i korelacji
fenotypowych. W celu wykazania réznic pomigdzy poszczegolnymi cechami, wykonano
analiz¢ wariancji dla badanych cech, metoda klasyfikacji pojedynczej. Zastosowano
wielokrotne przedziaty Tukeya (Ansari i Bradley, 1960) dla stwierdzenia statystycznie
istotnych ro6znic pomigdzy mieszancami a pszenicg Rusatka.

Zawarto$¢ biatka ogdtem w ziarniakach mieszancéw oraz pszenicy oznaczono w
Centralnym Laboratorium Analitycznym Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie metoda
Kjeldahla stosujgc przelicznik biatkowy 5,7 (PN-75/A-04018). Wyniki analizy biatka
przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 1. Plodnosé¢ klosa gléwnego (liczba ziarniakéw przypadajacych na 1 klosek) mieszancéow F—Fs KR
(Aegilops kotschyi Boiss. x Triticum aestivum L. cv. Rusalka) i Triticum aestivum L. cv. Rusatka w latach
2001-2004
Fig. 1. Main spike fertility (number of kernels per 1 spikelet) of F2—Fs KR (4egilops kotschyi Boiss. x
Triticum aestivum L. cv. Rusalka) hybrids and Triticum aestivum L. from 2001 to 2004
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Rys. 2. Zawarto$¢ bialka ogétem w ziarnie mieszancéw F—Fs KR (4degilops kotschyi Boiss. % Triticum
aestivum L. cv. Rusalka) i Triticum aestivum L. cv. Rusalka w latach 2001-2004
Fig. 2. Total protein contents in grain of F2—Fs KR (4egilops kotschyi Boiss. x Triticum aestivum L.
cv. Rusalka) hybrids and Triticum aestivum L. from 2001 to 2004
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WYNIKI I DYSKUSJA

Kimber i Feldman (1987) podkreslajg wysokg odporno$¢ na susze, wysokie temperatury
i zasolenie kozienca Ae. kotschyi Boiss. Wedtug Thiele i wsp. (2002) jest to gatunek, ktory
moze stanowi¢ mnowe zrodlo odpornosci na lamliwos¢ podstawy zdzbla
(Pseudocercosporella herpotrichoides (Fron) Deighton). Pasquini (1980) oraz Frauenstein
i Hammer (1985) stwierdzili u Ae. kotschyi Boiss. odporno$¢ polowa na mgczniaka
prawdziwego. W badaniach przeprowadzonych przez autora Ae. kotschyi Boiss. wykazal
si¢ odpornoscig polowa na rdze brunatng i maczniaka prawdziwego (Prazak, 1997 a, 2007
b), stabag podatnosciag na fuzariozg ktosow (Kiecana i Prazak, 1995) oraz zawieral duzo
biatka w ziarniakach (Prazak, 2004). Chhuneja i wsp. (2006) oraz Rawat i wsp. (2009)
stwierdzili w ziarnie i li§ciach Ae. kotschyi Boiss. 3—4 razy wigksza zawarto$¢ zelaza i
cynku w poréwnaniu do odmian pszenic Triticum durum Desf. 1 Triticum aestivum L.
Wysoka istotna pozytywna korelacja pomigdzy zawarto$cig tych mikroelementow w
lisciach i ziarnie pozwolita autorom na szybkie wyselekcjonowanie ptodnych mieszancow
Ae. kotschyi Boiss. x Triticum o znacznie podwyzszonej zawartosci zelaza i cynku w
ziarnie.

Gatunki z rodzaju Aegilops L. charakteryzujg si¢ silnym krzewieniem (Prazak, 1992).
W pokoleniach F>—F4liczba pedow produkcyjnych, czyli pgdow zakonczonych normalnie
rozwinigtym ktosem, mieszancoéw Ae. kotschyi Boiss. X T. aestivum L. cv. Rusatka byta
istotnie mniejsza od liczby pedow produkcyjnych pszenicy Rusatka (tab. 1).

W pokoleniu Fs nie odnotowano juz istotnej r6znicy w liczbie pedéw produkcyjnych
pomigdzy roslinami mieszancowymi a pszenicg Rusatka (tab. 1). W ciggu 4 lat badan
warto$¢ wspotczynnika zmiennosci krzewienia produkcyjnego wahata si¢ u mieszancow
Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusatka od 80,57% do 243,58%, a u pszenicy
Rusatka od 26,90% do 34,70% (tab. 1). Krzewienie produkcyjne mieszancow byto istotnie
dodatnio skorelowane z dlugoscig pedu, a ujemnie ze zbitoscig ktosa gtownego (tab. 2).
Wedlug Stefanowskiej (1995) silniejsze krzewienie pszenicy ozimej jest korzystne, gdyz
przy matym zageszczeniu badz duzych stratach ro$lin w okresie zimowym intensywne
krzewienie wypetnia powstale luki w obsadzie roslin, co w pewnym stopniu zmniejsza
straty w plonach. Araki i wsp. (1999) zlokalizowali w chromosomie 44S pszenicy QTL-e
(loci warunkujace cechy ilosciowe) sprzgzone z liczbg zdzbet z rosliny. Liczba zdzbet i
liczba ktosow z rosliny charakteryzuje si¢ duzg zmiennoscig (Nawracata, 2004). Dlatego
tez, jako cecha ksztaltowana w duzej mierze przez Srodowisko, warunkowana jest
prawdopodobnie w wigkszej czgsci przez nieaddytywne dzialanie genow (Wegrzyn i in.,
1979).

W pokoleniu F, odnotowano bardzo duze zréznicowanie w dlugosci pedow mieszancow
Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusalka (tab. 1). Warto$¢ wspolczynnika
zmienno$ci diugosci pedu mieszancow byla blisko 4 razy wigksza (CV = 26,07%) od
wspotczynnika zmiennosci pszenicy Rusatka (CV = 6,32%) (tab. 1).
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Tabela 1
WartoSci Srednie i wspétczynnik zmiennosci (CV %) niektoérych cech iloSciowych mieszancow F2—Fs
KR (Aegilops kotschyi Boiss. x Triticum aestivum L. cv. Rusalka) i Triticum aestivum L. cv. Rusalka
Mean values and variability coefficients (CV%) of some quantitative traits of F2-——Fs KR (Aegilops
kotschyi Boiss. x Triticum aestivum L. cv. Rusalka) hybrids and Triticum aestivum L. cv. Rusalka

Srednica Masa
Dlugosé | 2-go od Dtugos¢ | Liczba .. .| Liczba | ziaren +| Masa
Kirze- pedu dotu . .| Zbitos¢ . Ptodnosé¢ .
wienie | glow- | miedzy- osadki . kloskoyv Klosa ziaren | z klosa Klosa tysiaca
klosowej | w klosie w klosie | glowne- ziaren

produk- | nego wezla gtowne- gtowne-

cyjne (cm) (mm) (dem) | glownym glownym| go (g) (2)

Formy Lata o! o?
Length | No. of g No. of | Weight & Weight

Forms Years

Prqduc- Lengt.h Diameter of spike | spikelets M?un kernels of M?un of 1000

tive of main | of 2nd . b - spike . spike
[ rachis | in main . 1 | per main| kernels ... o | kernels

tillering | shoot | bottom . density . .| fertility

(cm) |internode (decm) spike spike per main (2)
(mm) spike (g)
KR 2001 891" 66,69 2,71° 0,79 12,82"  16,38" 2,09 0,06" 0,14 18,46
? (91,38)  (26,07) (28,78) (29,11) (40,33) (26,56) (75,69) (83,33) (64,29) (39,92)
E.KR 2002 7,50 68,46 3,38 0,81" 16,08 20,51 3,58" 0,11° 0,17* 8,51
} (243,58) (19,56) (15,09) (22,22) (23,22) (22,18) (209,50) (218,18) (205,88) (152,17)
FLKR 2003 581" 68,50 3,63" 0,89 16,90"  18,67" 6,19" 0,17" 0,38"  18,54"
¢ (103,02) (24,64) (18,46) (27,48) (19,10) (23,09) (112,96) (124,50) (117,08) (67,44)
KR 2004 15,07 89,96 4,43 1,08 18,16 16,13"  17,94° 0,62 0,97 26,61°
5

(80,57) (18,86) (1574) (16,56) (13.87) (17.67) (76,76) (87.47) (76,58) (35,94)
1600 7993 501 098 19,65 19,07 3945 2,15 2,03 3530
(3238)  (632) (1148) (11,75 (830) (558) (13.97) (1583) (1649) (1033)
1550 7730 469 096 1935 1929 39,50 226 205 36,08
(26,90) (1493) (17.80) (1141) (7.36) (574) (1028) (1030) (10,23) (1649)
13,70 7348 439 086 1890 21,15 3725 186 197 41,36
(3333) (14,05 (18,73) (1825 (9,54) (1021) (19.65) (22,73) (16,18) (21,98)
12,65 77,50 451 088 19,08 2095 3810 2,10 2,02 41,58
(34,70) (1145 (1537) (17,04) (8,77) (11,89) (25,72) (3533) (28.20) (30,39)

Rusatka 2001

Rusatka 2002

Rusatka 2003

Rusatka 2004

2001 5,32 11,31 0,54 0,11 1,95 2,20 13,46 0,49 0,58 4,87
NIRgos 2002 7,56 8,04 0,52 0,10 1,88 r.n. 10,44 0,51 0,99 7,08
LSDges 2003 3,49 r.n. 0,48 r.n. 1,76 2,14 9,09 0,37 0,43 7,42
2004 r.n. 9,77 r.n. 0,10 r.n. 1,92 8,30 0,40 0,43 6,20

!'Liczba ktoskéw na 1 dem osadki klosowej; Number of spikelets per 1 dem of the spike rachis

2 Liczba ziarniakéw na 1 ktosek; Number of kernels per 1 spikelet

r.n. — Roéznica nieistotna; Difference not significant

*Wynik istotnie rézny od pszenicy Rusatka przy p = 0,05;Result significantly different from that for wheat cv. Rusatka at p
=0.05

Knezevic i wsp. (2000) analizujac 50 odmian pszenicy pochodzacych z réznych
rejonow $wiata, oszacowali dla cechy dtugosci pedu bardzo niski wspotczynnik zmiennosci
fenotypowej (CV = 7,4%) i bardzo wysoki wspolczynnik odziedziczalno$ci wynoszacy
(0,96). Wedlug Wegrzyna i in. (2002) odziedziczalno$¢ tej cechy byta srednio wysoka i
wysoka (0,49 i 0,89). Srednia dlugos¢ pedu roslin mieszancowych Ae. kotschyi Boiss. x T.
aestivum L. cv. Rusatka zwigkszyla si¢ z 66,69 cm w pokoleniu F» do 89,96 cm w
pokoleniu Fs (tab. 1). Dlugo$¢ pedu roslin mieszancowych byla istotnie dodatnio
skorelowana z wieloma innymi cechami ilosciowymi — ze $rednica 2-go od dotu
migdzywezla, dlugoscig osadki ktosowej, liczba ktoskow w klosie gtdéwnym, liczbg i masg
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ziarniakow w klosie glownym, plodnoscia i MTZ oraz ujemnie — ze zbito$cig klosa
gtownego (tab. 2). Wedlug Tarkowskiego (1995) krotkostome odmiany pszenicy sg
odporniejsze na wyleganie. Tyrka 1 Stefanowska (2001) odnotowali znaczne
zroéznicowanie dtugosci pedow glownych wsrod mieszancow pszenicy z Ae. ventricosa
Tausch. (69,8—112,5 cm) i Ae. juvenalis (Thell.) Eig. (65,4-118,8 cm). Na wysokos$¢ roslin
wplywa duza liczba gendw. W roslinach pszenicy o normalnej wysokosci (bez genow Rht)
Ahmed i wsp. (2000) znalezli w chromosomach 14, 1D, 2B, 2D i 4B siedem QTL-i i
markeréw RFLP zwigzanych z wysokoscig ro$lin.

Tabela 2

WartoSci istotnych wspélczynnikéw korelacji liniowej dla badanych cech iloSciowych mieszancéw F2-Fs

KR (Aegilops kotschyi Boiss. x Triticum aestivum L. cv. Rusalka) i Triticum aestivum L. cv. Rusalka z lat
2001-2004

Significant values of correlation coefficients of the investigated quantitative traits of F2-Fs KR (Aegilops

kotschyi Boiss. x Triticum aestivum L. cv. Rusalka) hybrids and Triticum aestivum L. from 2001 to 2004

X2 X3 X4 X5 X6 X7 Xg X9 X10
Srednica Masa
Dlugosé 2-go Dlugos¢ | Liczba Liczba | ziaren z Masa
pedu migdzy- | osadki | kloskow | Zbito$¢ | ziarenw | klosa | Plodnos¢ | tysiaca
glownego| wezla | klosowej | w klosie | klosa klosie |gtéwnego| klosa ziaren

Cechy Formy (cm) (mm) (dem) | gtéwnym | gtdownego' | gtownym (g) glownego? (g)

Traits Forms Length of | Diameter | Length of| No. of Main No. of |Weight of| Fertility |Weight of
main of 2nd spike | spikelets | spike |kernelsin| kernels | of main 1000
shoot bottom rachis | per main | density ' main | per main | spike’ | kernels
(cm) |internode | (dcm) spike spike spike (2)

| (mm) _ (g)
X KR 0’267** - - - _0’210** - o o
Rusatka 0,515 0,556 0,637 0,551 -0,532 0,355 0,273 -0,471
X KR 0,393 0,499™ 0,418 -0239" 0470 0472 0444 0,395
2 Rusatka 0,537 0,653 0,586 -0,519" 0,221" 0,202 0,479
X KR 0,382 0,498" 0,503 0,471  0,474" 0,360
} Rusatka 0,501 0,357 -0,502"" 0,209 0,251 -0,255"
X KR 0,541 -0,548™ 0,354™ 0,351 0,315 0,353"
4 Rusalka 0,857  -0,834" 0,331™  0,339" -0,591™
Xs KR 0,282: 0,408*: 0,367*: 0,293 0,356*:*
Rusalka -0,466 0,235 0,201 -0,537
X KR -0,204"  -0,178"
6 Rusatka -0,326™  -0,338" 0,482"
x KR 0,966™ 0,972 0,514
! Rusatka 0,838 0,751
Xs KR 0,940: 0,486™
Rusatka 0,614
%o KR 0,517*:
Rusatka 0,213

x;— Krzewienie produkcyjne; productive tillering
'liczba ktoskow na 1 dem osadki ktosowej; number of spikelets per 1dcm of the spike rachis
2liczba ziarniakéw na 1 ktosek, * p<0,05, ™ p<0,01; number of kernels per 1 spikelet, " p<0.05 ,” p<0.01

Wedtug Dolinskiego (1986) odmiany pszenicy heksaploidalnej odporne na wyleganie
wyrozniaja si¢ wigksza Srednicg 2-go od dotu miedzywezla. Gatunek Ae. kotschyi Boiss.
wytwarza ciensze zdzbta od pszenicy (Prazak, 1992). W pokoleniach F>—Fs odnotowano
zwigkszenie $rednicy 2-go od dolu migdzywezla u mieszancow Ae. kotschyi Boiss. x T.
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aestivum L. cv. Rusatka z 2,71 mm do 4,43 mm (tab. 1). W pokoleniu F, wartos¢
wspotczynnika zmienno$ci tej cechy mieszancow byla wyzsza, a w pokoleniach F3—Fs
zblizona do pszenicy Rusatka (tab. 1). Poza tym, §rednica 2-go od dolu mi¢dzywezla
mieszancow byta dodatnio skorelowana z wigkszos$cia analizowanych cech (tab. 2).
Srednica 2-go od dotu miedzywezla czterech odmian pszenicy badanych przez Dolinskiego
(1995) wahata si¢ od 3,04 mm do 4,07 mm. Keller i wsp. (1999) wykazali obecno$é
dziewigciu loci odpornosci na wyleganie w chromosomach 1BS, 248, 2D, 34S, 4AS, 5AL,
SBL, 6BL, 7BL pszenicy. Wedlug Luthry (1987) do$¢ wysoka odziedziczalnos¢ (0,56) dla
srednicy drugiego od dotu migdzywezla wskazuje, ze ta cecha powinna by¢ brana pod
uwage w czasie selekcji.

Rys. 3. Klosy (od lewej): forma mateczna — Ae. kotschyi Boiss., mieszaniec F1 — Ae. kotschyi Boiss. x
T. aestivum L. cv. Rusalka, forma ojcowska - T. aestivum L. cv. Rusalka
Fig. 3. Spikes (from the left): female form — Ae. kotschyi Boiss., F1 hybrid — Ae. kotschyi Boiss. x T.
aestivum L. cv. Rusalka, male form - 7. aestivum L. cv. Rusalka

Morfologia ktosa (dtugosc osadki klosowej, liczba ktoskow w klosie glownym, zbito§¢
ktosa) wptywa na liczbe i wypelienie ziarniakow. Formy zbitoktose majg na ogdt mniejsze
i drobniejsze nasiona. Sg one jednak odporniejsze na osypywanie si¢ od form o ktosach
luznych (Stefanowska, 1995). W badaniach wlasnych mieszance miaty ktosy luzniejsze od
pszenicy. Srednia dtugos¢ osadek ktosowych mieszancow Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum
L. cv. Rusatka zwigkszyta si¢ w ciggu czterech lat badan z 0,79 dcm w pokoleniu F, do
1,08 dem w pokoleniu Fs (tab. 1). W tym czasie zmienno$¢ tej cechy ulegta obnizeniu z
29,11% do 16,56% (tab. 1). W pokoleniach F»—F; $rednia dlugos¢ osadki ktosowej
mieszancow byla istotnie mniejsza od dlugosci osadki klosowej pszenicy, w pokoleniu F,4
nie roznila si¢ istotnie od pszenicy, natomiast w pokoleniu Fs okazata si¢ istotnie wicksza.
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Dhugos¢ osadek klosowych roslin mieszancowych wahata si¢ od 0,60 dem do 1,75 dem
(rys. 5, 6).

Rys. 4. Klosy mieszancéw Fz Ae. kotschyi Boiss. X T. aestivum L. cv. Rusalka
Fig. 4. Spikes of F2 Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusalka hybrids

Rys. 5. Klosy (od lewej): 1-10 mieszance Fs — Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L.
cv. Rusalka, T. aestivum L. cv. Rusalka
Fig. 5. Spikes (from the left): 1-10 Fs hybrids — Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L.
cv. Rusalka, T. aestivum L. cv. Rusalka
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Dhugos¢ osadki ktosowej mieszancow Fo—Fs Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv.
Rusalka byta istotnie dodatnio skorelowana z liczbg kloskow z ktosa gtdéwnego, liczbg i
masg ziarniakow w klosie gldéwnym, ptodnoscig i MTZ oraz ujemnie — ze zbito$cig klosa
(tab. 2). Niektore rosliny mieszancowe mialy rozdwojone osadki ktosowe (rys. 5). Ta cecha
umozliwia uzyskanie wigkszej liczby ziarniakow na 1 m?. Jednak jak dotychczas mieszance
o rozgatezionych ktosach wytwarzaty bardzo drobne, pomarszczone ziarniaki (Rajaram,
2001).

W przypadku mieszancéw odnotowano bardzo duza zmienno$¢ nie tylko dtugosci
ktosa, ale jego ksztaltu, oscistosci i zbitoSci (rys. 4-6). Friebe i wsp. (1995 a, b, 1996)
rowniez odnotowali duzg zmienno$¢ fenotypowa klosow mieszancow oddalonych T.
aestivum L. x Ae. umbellulata Zhuk., T. aestivum L. X Ae. searsii M. Feldman & M. Kislev
i T. aestivum L. x Ae. variabilis Eig. Wedlug Muramatsu (1986) na ksztalt ktosa maja
wplyw geny Q i C. Dominujacy allel O odpowiada za wyksztatcenie cylindrycznego,
wymilacalnego klosa, o nietamliwej osadce klosowej i wptywa plejotropowo na jego
dlugos¢. Natomiast recesywny allel ¢ determinuje dtugi, speltoidalny (piramidalny) ksztatt
ktosa z famliwa osadka ktosowg i oplewionym ziarnem. Allel Q nie dominuje w petni nad
allelem ¢, poniewaz heterozygota Qg ma ksztatt posredni pomigdzy cylindrycznym a
piramidalnym. Gen C warunkuje ktos zbity (maczugowaty). Geny Q i C sa zlokalizowane
odpowiednio na chromosomach 5A i 2D (Sears, 1947; Rao, 1972). Faris i Gill (2002)
zlokalizowali gen O na dlugim ramieniu chromosomu 54. Pilch i Glowacz (1997) donosza
o wyselekcjonowaniu mieszancow pszenicy z Ae. speltoides Tausch. i Ae. triumvidis L.
charakteryzujacych si¢ bardzo dhlugimi klosami. Dlugos¢ osadki ktosowej decyduje o
dhugosci catego ktosa. Te ceche warunkuje wiele genow, z ktorych najwigkszy wptyw maja
geny polozone na chromosomach genoméw A4 i B, tj. 1AL, I BS, 4 AL, 7 AL i 7 BL.
Wystepuje sprzezenie z genami wysokiej liczby kloskow w klosie znajdujacymi si¢ w
chromosomie 7 AL (Li i in., 2002). Zanetti i wsp. (2000), analizujac potomstwo z
kombinacji krzyzowkowych pomiedzy T. aestivum L. i T. spelta L., znalezli trzy QTL-¢
zwiazane z dlugoscia klosa, z ktorych jeden o najwigkszym wplywie na dlugos¢ ktosa
znajdowat si¢ w chromosomie SA4L, w regionie lokalizacji allelu g.

Pokolenia F>—F4 Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusalka zawieraly istotnie
mniej ktoskow w klosie od pszenicy Rusatka (tab. 1). W pokoleniu Fs mieszancow liczba
ktoskéw z klosa nie réznita si¢ juz istotnie od pszenicy, a zmienno$¢ tej cechy ulegta
zmniejszeniu z 40,33% (pokolenie F») do 13,87% (pokolenie Fs) (tab. 1). Liczba ktoskow
w klosie gldéwnym mieszancow F,—Fs byla dodatnio skorelowana ze zbitoScig klosa
glownego, liczbg i masg ziarniakow z ktosa gtownego, ptodnoscig i MTZ (tab. 2). Pilch
(1997) odnotowat u mieszancow pszenicy z Ae. speltoides Tausch. 28 ktoskow w klosie.
Liczba ktoskow w ktosie jest dodatnio skorelowana z dtugoscig ktosa. Duza liczba ktoskow
w klosie zwigzana jest z chromosomami 2DS i 7DL z dominujacym efektem genu Ppd-D1
niewrazliwosci fotoperiodycznej znajdujacymi si¢ rowniez w chromosomie 2DS (Li i in.,
2002). Odziedziczalno$¢ liczby ktoskow w klosie glownym w szerokim sensie jest wysoka,
powyzej 80% (Nawracata, 2004).
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Rys. 6. Klosy (od lewej): 1-10 mieszance Fs — Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusalka, 7.
aestivum L. cv. Rusalka
Fig. 6. Spikes (from the left): 1-10 Fs hybrids — Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusalka, T.
aestivum L. cv. Rusalka

U pszenicy istnieje ujemna korelacja migdzy zbitoscig klosa a masg ziarniakow.
Odmiany o zbitym klosie maja cz¢sto drobne ziarniaki i odwrotnie o klosie luznym —
grube, dorodne (Tarkowski, 1995). W pokoleniach F»—Fs zbito$¢ ktosow mieszancow Ae.
kotschyi Boiss. X T. aestivum L. cv. Rusatka charakteryzowala si¢ duza zmiennoscia
(tab. 1). Jednak najczgsciej klosy mieszancow byly istotnie luzniejsze od klosow pszenicy
Rusatka. Zbito$¢ ktosa mieszancow byta ujemnie skorelowana z ptodnoscia i MTZ (tab. 2).
Zbitos¢ klosa jest uwarunkowana klasycznym epistatycznym dziataniem genow.
Dziedziczenie cechy luznosci, zbitosci i maczugowatego ksztattu okreslono u pszenicy
Triticum dicoccum L. juz kilkadziesiat lat temu. W pokoleniu F, Triticum dicoccum L.
otrzymano roé$liny o ktosach luznych, maczugowatych i zbitych w stosunku 12:3:1.
Epistatycznym jest gen warunkujgcy luznos¢ ktosa (Nawracata, 2004).

Ziarniaki mieszancow Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusatka we wczesniej-
szych pokoleniach byly posrednie w stosunku do form rodzicielskich, czgsto
pomarszczone, pozniej coraz bardziej przypominaty ziarniaki pszenicy (rys. 7, 8). Mimo,
ze $rednia ich liczba z klosa glownego w pokoleniach Fo—Fs mieszancow zwigkszyta si¢ z
2,09 do 17,94, to jednak pozostala istotnie mniejsza od pszenicy Rusatka (37,25-39,45)
(tab. 1). Zmienno$¢ tej cechy wsrod pojedynkow Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv.
Rusatka byta bardzo wysoka i wahata si¢ od 75,69% do 209,50% (tab. 1). Odnotowano
istotng dodatnig korelacj¢ pomiedzy liczba ziarniakow w klosie gtdéwnym mieszancow a
masg ziarniakow z klosa glownego, ptodnoscia i MTZ (tab. 2). W badaniach
przeprowadzonych przez Dolinskiego (1995) liczba ziarniakow w klosach glownych
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analizowanych odmian pszenicy i ich mieszancéw wahata si¢ od 37,0 do 60,2, przy czym
w przypadku mieszancow bylo ich mniej niz u pszenic. Wedtug Pilcha (1997), liczba i
masa ziarniakow z klosa niektorych form mieszancowych pszenic z gatunkami Aegilops,
znacznie przewyzszala wartosSci tych cech charakterystyczne dla pszenic, np. liczba
ziarniakow z klosa dochodzita do 135, a ich masa siggata 4,6 g. Duze ziarniaki miaty
mieszance z Ae. speltoides Tausch., natomiast znacznie mniejsze — mieszance z Ae.
squarrosa L. Liczba ziaren z klosa charakteryzuje si¢ stosunkowo wysoka
odziedziczalno$ciag w szerokim sensie (0,87 i 0,71), podobnie jak odziedziczalno$¢ masy
ziarniakow z ktosa (0,86 1 0,72) (Nawracata, 2004)

.

Rys. 7. Ziarniaki (od lewej): gorny rzad — Ae. kotschyi Boiss., mieszaniec F1 — Ae. kotschyi Boiss. x T.
aestivum L. cv. Rusalka, T. aestivum L. cv. Rusalka, dolny rzad — mieszance F2 Ae. kotschyi Boiss. x T.
aestivum L. cv. Rusaltka (1-9)

Fig. 7. Kernels (from the left): upper row —Ae. kotschyi Boiss., F1 hybrid — Ae. kotschyi Boiss. x T.
aestivum L. cv. Rusalka, T. aestivum L. cv. Rusalka, lower row — F2 hybrids of Ae. kotschyi Boiss. x T.
aestivum L. cv. Rusalka (1-9)

W pokoleniach F>—Fs $rednia masa ziarniakéw z klosa gldéwnego mieszancow Ae.
kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusatka zwigkszyta si¢ z 0,06 g do 0,62 g (tab. 1).
Wspotczynnik zmiennosci tej cechy w przypadku mieszancow byt bardzo wysoki i wahat
si¢ od 83,33% do 218,18% (tab. 1). Rusatka charakteryzowata si¢ istotnie wigckszg srednig
masg ziarniakow z klosa gtownego (1,86-2,26 g) i znacznie nizszg zmiennoscig tej cechy
(CV = 10,30-35,33%) od mieszancow (tab. 1). Odnotowano istotna dodatnig korelacjg
pomigdzy masg ziarniakow z ktosa glownego mieszancow a ich ptodnoscia i MTZ (tab. 2).

Mieszance F»—Fs Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusatka mialy istotnie nizszg
ptodnos¢ (0,14-0,97) od pszenicy Rusatka (1,97-2,05) (tab. 1, rys. 1). Wspotczynnik
zmiennoS$ci tej cechy mieszancéw byl bardzo wysoki (CV = 64,29-205,88%) (tab. 1).
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Gruszecka (1998) odnotowata duza zmiennos$¢ ptodnosci roslin mieszancowych generacji
By/Fi1 Fa de. crassa 4x Boiss. 1 Ae. juvenalis (Thell.) Eig. z X Triticosecale Wittmack.
Rosliny mieszancowe pszenzyta z Ae. juvenalis (Thell.) Eig. charakteryzowaly si¢ wicksza
zmienno$cig ptodnosci, a mieszance z Ae. crassa 4x Boiss. — mniejszg. Odziedziczalno$¢
liczby ziaren przypadajacych na jeden ktosek jest wysoka, ponad 80% (Goldringer i in.,
1997).

Rys. 8. Ziarniaki (od lewej): gorny rzad — 1-5 mieszance Fs Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv.
Rusalka, dolny rzad 1-4 mieszance Fs Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusalka, T. aestivum L.
cv. Rusatka
Fig. 8. Kernels (from the left): upper row — 1-5 Fs hybrids of Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv.
Rusalka, lower row 1-4 Fshybrids of Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusalka, T. aestivum L. cv.
Rusalka

Masa tysigca ziarniakow nalezy u zb6z do cech najbardziej skorelowanych z plonem
ziarna i jest w wysokim stopniu odziedziczalna (Dolinski, 1995). Wedlug Wegrzyna i in.
(2002) MTZ nalezy, podobnie jak dlugos$¢ pedu gtéwnego, do cech o odziedziczalnosci od
srednio wysokiej do wysokiej (0,47-0,93). Otrzymywana dla MTZ, w wynikach wielu
doswiadczen, wysoka odziedziczalno$¢ $wiadczy o silnej genetycznej determinacji tej
cechy (Nawracata, 2004). W wyniku prowadzonej selekcji srednia masa tysigca ziarniakow
mieszancow Ae. kotschyi Boiss. X T. aestivum L. cv. Rusatka zwigkszyla si¢ z 18,46 g w
pokoleniu F» do 26,61 g w pokoleniu Fs. Byla ona jednak nadal istotnie nizsza od MTZ
pszenicy Rusatka. Wspodtczynnik zmiennosci MTZ mieszancow, ktory w pokoleniu F;3
osiagatl 152,17%, w pokoleniu Fs obnizyt si¢ do 35,94% (tab. 1).

Gatunki Aegilops L. charakteryzuja si¢ wysoka zawarto$cig biatka ogétem w ziarnie
(Bliithner i Schumann, 1988; Holubec i in., 1992; Prazak, 2004), np. $rednia zawarto$¢
biatka w ziarniakach Ae. kotschyi Boiss. wynosita 25,74% (Prazak, 2004). Ziarniaki
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mieszancow Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusatka zawieraly istotnie wiecej
biatka ogélem od pszenicy odmiany Rusatka. W pokoleniach F>—Fs $rednia zawartosé
biatka w ziarniakach mieszancow wyniosta odpowiednio — 24,3%, 21,2%, 18,3%121,7%.
Zawarto$¢ biatka w ziarnie pszenicy Rusatka wahata si¢ od 14,2% do 15,7% (rys. 2).

WNIOSKI

1. Mieszance Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusatka mogg by¢ wykorzystane
do poprawienia niektoérych cech w pszenicy, np. do zwickszenia dlugosci osadek
ktosowych, skrocenia zdzbel, czy zwigkszenia zawartos$ci biatka w ziarnie.

2. Z mieszancoéw Ae. kotschyi Boiss. x T. aestivum L. cv. Rusatka o ktosach oscistych
mozna wyhodowa¢ odmiany polecane do uprawy w rejonach zagrozonych przez
zwierzeta lesne.

3. Gatunek Ade. kotschyi Boiss. ze wzgledu na swojag wysoka odporno$¢ na choroby
istresy abiotyczne mozna wykorzystywa¢ do tworzenia linii mieszancowych,
a nastgpnie odmian przydatnych dla gospodarstw ekologicznych.
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Celem pracy byta analiza zmiennoSci allelicznej w locus Xgwm 261 w 45 odmianach pszenicy
zwyczajnej zarejestrowanych w Polsce w latach 1978-2006. Wyizolowany DNA poddano amplifikacji
z parg specyficznych starteréw Wms261. Produkty rozdzielano na zelu poliakrylamidowym. Na
podstawie przeprowadzonych badan wykazano duza zmienno$¢ alleliczna w locus Xgwm261 w
badanych odmianach. Najczesciej obserwowano fragment DNA o wielkos$ci 174pz. Zaobserwowano
réwniez fragmenty o wielkosci 165 i 198 pz. Fragment o wielkosci 192 pz sprzezony z genem Rht8
stwierdzono w 7 badanych odmianach pszenicy zwyczajnej: Almari, Begra, Gama, Griwa, Monsun,
Rada i Saga.

Stowa kluczowe: pszenica zwyczajna, SSR, zmienno$¢ alleliczna, gen karlowato$ci Rht8

The aim of this study was an analysis of allelic variation in Xgwm 261 locus, in 45 wheat cultivars
registered in Poland in the years 1978-2006. After isolation, DNA was amplified with two WMS261
primers. DNA fragments were separated on polyacrylamide gel. The analysis showed a high allelic
variation in Xgwm 261 locus in these cultivars. A 174 bp DNA fragment was observed most frequently
165bp and 198bp DNA fragments were also observed. A 192 bp fragment linked with RA¢8 dwarfing
gene was observed in seven cultivars: Almari, Begra, Gama, Griwa, Monsun, Rada and Saga.

Key words: common wheat, SSR, allelic variation, Rht8 dwarfing gene
WSTEP

Jednym z gléwnych czynnikow ograniczajacych plonowanie pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum L.) jest wyleganie, dlatego w hodowli poswigca si¢ duzo uwagi na
wyselekcjonowanie form krotkostomych, a jednoczesnie o wysokim potencjale plono-
wania. Jednym ze sposobdw uzyskania roslin odpornych na wyleganie jest wprowadzanie
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genow karlowatosci (Gale 1 Youssefian, 1985; Worland i in., 1990; Kowalczyk, 1997). W
celu skrocenia zdzbta w pszenicy zwyczajnej najcze$ciej wykorzystuje si¢ trzy geny
kartowato$ci: RAt-B1b, Rht-DI1b i Rht8. Geny Rht-Blb, Rht-D1b pochodzg od odmiany
Norin 10. Geny te wptywajg na zwigkszenie plonu roslin przy jednoczesnym skrdceniu
zdzbta o okoto 20% (Gale i Youssefian, 1985; Worland, 1987; Borner i in., 1993;
Kowalczyk 1 in., 1997). Sa one niewrazliwe na egzogenny kwas giberelinowy, dzigki
czemu genotypy zawierajace te geny sg tatwe do zidentyfikowania (Gale i Gregory, 1977,
Gale i Youssefian, 1985). Gen RAt8 pochodzi od japonskiej odmiany Akakomugi i
zlokalizowany jest na krotkim ramieniu chromosomu 2D (Korzun i in., 1998). Powoduje
on skrocenie zdzbta o okoto 10% (Jost i1 Jost, 1989; Worland i in., 1990). Gen ten jest
wrazliwy na egzogenny kwas giberelinowy i nie mozna go zidentyfikowac¢ za pomocg GAs.

Korzun i in. (1998) zidentyfikowali mikrosatelitarny marker WMS261 co-segregujacy
z genem RAt8. Autorzy wykazali obecno$¢ fragmentu DNA o wielko$ci 192 pz w liniach
zawierajagcych gen RAt8. Ponadto autorzy stwierdzili w locus Xgwm261 produkty o
wielkosci 174 pz, ktérych obecno$¢ nie byla powigzana z redukcjg wysokosci roslin oraz
produkty o wielko$ci 165 pz, ktorych obecnos¢ skorelowana byta ze wzrostem wysokosci
0 3—4 cm. Dalsze badania zmiennosci allelicznej w locus Xgwm 261 wykonane w roznych
osrodkach na $wiecie wykazaly obecno$¢ szeregu polimorficznych produktow
o zroznicowanej wielkosci, (Worland i in., 2001; Ahmad i Sorrells, 2002; Schmidt i in.,
2004; Liu i in., 2005).

W hodowli pszenicy zwyczajnej coraz czg¢sciej wykorzystuje si¢ markery DNA do
selekcji roslin. Identyfikacja genu RAt8 za pomoca markerow mikrosatelitarnych moze w
znacznym stopniu utatwi¢ hodowcom wybor pozadanych form wyj$ciowych do krzyzo-
wan.

Celem pracy byla analiza zmiennos$ci allelicznej w locus Xgwm 261 w odmianach
pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) zarejestrowanych w Polsce w latach 1978—
2006.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byto 45 odmian pszenicy zwyczajnej, w ktorych do tej pory nie
okreslono zmiennos$ci allelicznej w locus Xgwm 261 (tab. 1). DNA badanych odmian
wyizolowano z lisci dziesigciodniowych siewek metoda CTAB (Doyle i Doyle, 1987).
Stezenie wyizolowanego DNA okreSlono za pomocg elektroforezy w 1,5% zelu
agarozowym przez poréwnanie z molekularnym wzorcem masy MassRuler™ DNA
(Fermentas, Litwa). Nast¢pnie probki rozcienczono do st¢zenia DNA 20 ng/pl.

Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerze T1 Biometra w 20ul mieszaniny o
nastepujacym sktadzie: 1 x PCR bufor (75 mM Tris-HCI, pH 8,8; 20 mM (NH,4).SOs,
0,01% Tween 20); 1,5 mM MgCly; 200 uM kazdego dNTP; 250 nM kazdego startera, 60 ng
genomowego DNA, 1U Taq Polymerase (Fermentas, Litwa). Zastosowano startery SSR
(Simple Sequence Repeat) WMS 261 5’- CTCCCTGTACGCCTAAGGC-3” i 5’-
CTCGCGCTACTAGCCATTG-3’ (Korzun i in., 1998). Amplifikacja DNA przebiegala
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wedtug nastgpujacego profilu termicznego: wstgpna denaturacja 1 min w 90°C, 45 cykli: 1
min -90°C, 1 min -55°C, 2 min -72°C z koncowg inkubacjg przez 10 min w 72°C.
Rozdziat produktéw prowadzono na denaturujacym 6% zelu poliakrylamidowym w
buforze TBE. Probki denaturowano w 95°C, a nastgpnie rozdzielano przez 1-2 godziny
przy 50 W. Zastosowano marker wielkosci GeneRuler 50bp DNA Ladder (Fermentas).
Przed barwieniem zele utrwalano w 10% kwasie octowym, ptukano w wodzie
destylowanej, wysycano roztworem azotanu srebra z formaldehydem, wywotywano w
roztworze weglanu sodu z formaldehydem i tiosiarczanem sodu oraz ponownie utrwalano
w 10% kwasie octowym (Chalhoub i in., 1997). Po wysuszeniu otrzymane wzory prazkowe
analizowano na pods$wietlaczu i fotografowano aparatem cyfrowym w systemie PoyDoc.

WYNIKI I DYSKUSJA

Sposrod 45 analizowanych odmian pszenicy zwyczajnej najczgsciej obserwowano
produkt o wielko$ci 174 pz. Produkt ten stwierdzono w 27 badanych odmianach. Ponadto
zaobserwowano obecnos¢ fragmentow DNA o wielkosci 165 pz w 6 odmianach, a o
wielko$ci 198 pz w 5 analizowanych odmianach. Produkt wielkosci 192pz wskazujacy na
obecno$¢ genu kartowatoSci Rht8 zaobserwowano w 7 zrejonizowanych w Polsce
odmianach pszenicy zwyczajnej (tab. 1). Analizy pochodzenia tych odmian wykazaty
obecno$¢ francuskiej odmiany Etoile de Chiosy w rodowodach odmian Almari, Begra,
Gama, Rada i Saga. Jednakze jako bezposredni rodzi¢ odmiana ta wystepuje jedynie w
rodowodzie odmiany Saga. Rodowody odmian Griwa i Monsun sg nieznane (tab. 2).
Jednym z komponentéw rodzicielskich Etoile de Chiosy byla odmiana Ardito, ktora
zawiera gen RAt8 wprowadzony od Akakomugi. Na podstawie analizy rodowodow
stwierdzono, ze gen RAt§ zawarty w odmianach Almari, Begra, Gama, Rada i Saga
pochodzi od japonskiej odmiany Akakomugi.

Tabela 1
Zmiennos$¢ alleliczna w locus Xgwm 261 odmian pszenicy zwyczajnej
Allelic variation in Xgwm 261 locus in common wheat cultivars
Odmiana Dhugos¢ fragmentu DNA (pary _zasad) Charakter rozwoju Rok rejestracji
Cultivar DNA fragment size (base pairs) Growth habit Registration year
165 | 174 | 192 | 198 £ Y

Saga X (0] 1978
Gama X (¢} 1979
Kamila X (¢} 1979
Modra X (¢} 1979
Zeta X (¢} 1979
Asta X ¢} 1982
Begra X (0] 1982
Beta X (¢} 1982
Emika X ¢} 1982
Liwilla X ¢} 1982
Panda X O 1982
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c.d.

Tabela 1

Dtugo$¢ fragmentu DNA (pary zasad)

DA fmen e s pir)
165 | 174 | 192 | 198 & Y

Rota X (¢} 1982
Salwa X (0] 1982
Polanka X (¢} 1984
Weneda X (¢} 1984
Lanca X (0] 1985
Alba X (¢} 1986
Niwa X (¢} 1987
Parada X (0] 1987
Oda X (¢} 1988
Rada X (¢} 1988
Almari X (¢} 1989
Nika X (¢} 1989
Arda X (¢} 1990
Lama X (0] 1990
Rosa X (0] 1990
Kaja X (¢} 1997
Wanda X (0] 1997
Mobela X (¢} 1998
Rysa X (0] 1998
Griwa X J 2001
Zebra X J 2001
Flair X (¢} 2002
Triso X J 2002
Bryza X J 2003
Rapsodia X (¢} 2003
Rubens X (0] 2003
Slade X (¢} 2003
Trend X (¢} 2003
Dorota X (0] 2004
Monsun X J 2004
Alcazar X (¢} 2006
Anthus X (0] 2006
Boomer X (0] 2006
Ludwig X 0 2006
X — Oznacza obecnos¢ fragmentu DNA

X — DNA fragment is present

Tabela 2

Rodowody odmian pszenicy zwyczajnej zawierajacych gen kartowatosci Rht8

Pedigree of common wheat cultivars with RAt8 dwarfing gene

Odmiana Rodowody
Cultivar Pedigree
Almari Maris Huntsman x Alcedo
Begra Grana x Bezostaya-1
Gama Mironovskaya-808 x Luna
Griwa Rodowdd nieznany / Pedigree unknown
Monsun Rodowdd nieznany / Pedigree unknown
Rada Kranich x C 568/70) x (Luna x Mironowskaja 808)] x Maris Huntsman
Saga Etoile de Choisy X Mironowskaja 808) x Perdix
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Ahmad 1 Sorrells (2002) wykorzystali startery WMS 261 do analizy zmienno$ci
allelicznej 71 odmian pszenicy pochodzacych z 13 krajow. Na podstawie przeprowa-
dzonych badan autorzy wykazali, ze wsréd badanych odmian najczesciej wystepowaly
fragmenty wielkosci 165 1 174 pz. Czgsto$¢ wystepowania produktu 192 pz sprzezonego z
genem RAt8 wynosita 6%. Ponadto autorzy stwierdzili cztery nowe allele w locus
Xgwm261 obecne w odmianach pochodzacych ze Standow Zjednoczonych i Nowej
Zelandii. Worland i wsp. (2001) analizowali za pomocg metody SSR zmienno$¢ alleliczng
w locus Xgwm261 w 800 odmianach pszenicy zwyczajnej pochodzacych z 20 krajow.
Autorzy stwierdzili, ze wérdd badanych odmian najczesciej wystepowaly allele o wielko$ci
165 pz i 174 pz. Fragment DNA o wielkosci 192 pz sprz¢zony z genem kartowato$ci Rht8
wystepowal w odmianach pochodzacych z Europy poludniowej. Chebotar i wsp. (2001)
analizowali zmienno$¢ alleliczna w locus Xgwm261 w 23 ukrainskich odmianach pszenicy
zwyczajnej. Uzyskane wyniki wykazaty, ze w wigkszosci badanych odmian obecny byt
allel o wielkosci 192pz. Autorzy obserwowali rowniez fragmenty wielko$ci 174, 165,1206
pz. Liu 1 wsp. (2005) badali 408 chifiskich odmian pszenicy zwyczajnej. Zidentyfikowali
oni 13 roéznych alleli wystepujacych w locus Xgwm261. Allel o wielkosci 192pz
skorelowany z genem karlowato$ci RAt8 wystepowal w wielu chinskich odmianach.
Marker WMS261 zostal rowniez wykorzystany do analizy zmienno$ci allelicznej polskich
odmian pszenicy zwyczajnej. Kowalczyk (2006) analizowat odmiany pszenicy
zarejestrowane w Polsce do roku 1975. Autor stwierdzit duza zmienno$¢ alleliczng w locus
Xgwm 261 1 zidentyfikowal szereg polimorficznych produktéw. Fragment o wielkosci
192pz sprzezony z genem karlowatosci Rht8 zidentyfikowat tylko w trzech badanych
odmianach pszenicy: Aria, Grana i Luna.

WNIOSKI

1. Na podstawie przeprowadzonych analiz SSR wykazano duzg zmiennos$¢ alleliczng
w locus Xgwm261 w 45 odmianach pszenicy zwyczajnej zarejestrowanych w Polsce w
latach 1978-2006.

2. W analizowanych odmianach w locus Xgwm261 stwierdzono obecnos¢ produktow
PCR wielkosci 165, 174, 192 1 198pz.

3. Produkty PCR wielkos$ci 192pz sprzezone z genem kartowato$ci RAt8 stwierdzono
w odmianach: Almari, Begra, Gama, Griwa, Monsun, Rada, Saga.
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Tolerancyjnos¢ wybranych linii Triticum durum
Desf. na toksyczne dzialanie jonow glinu
Komunikat

The tolerance of selected Triticum durum Desft. lines to toxic effects of aluminum ions
Short communication

Material do badan stanowito 12 linii 7. durum oraz jedna odmiana pszenicy zwyczajnej —
Parabola. Wzorcem byta brazylijska odmiana BH 1146. Testowanie laboratoryjne przeprowadzono
metoda stresu glinowego w kulturze wodnej. Czterodniowe siewki poddano dziataniu glinu o
stezeniach 148, 296 i 444 uM przez 24 h w pozywce standardowej o pH = 4,0 i temperaturze 25°C.
Stwierdzono istotne zréznicowanie badanych linii ze wzgledu na dlugo$¢ odrostu jak i mas¢ korzeni.
Wszystkie linie 7. durum wykazaly istotnie nizsza tolerancje na glin w poréwnaniu z odmiang Parabola.
Tolerancyjno$¢ BH 1146 na wszystkie stgzenia wynosita 100%. Stgzenie glinu 148 pM byto progiem
tolerancji dla czterech linii pszenicy twardej. Dwie linie wykazaly tolerancyjnos$¢ na stezenie glinu
wynoszace 444 pM.

Stowa kluczowe: toksyczno$¢ glinu, tolerancyjnos$¢, Triticum durum

The study material consisted of 12 Triticum durum lines and one common wheat cultivar Parabola.
Brazilian cultivar BH 1146 was used as a standard. In laboratory tests the aluminum stress method in
water cultures was applied. Four-day seedlings were exposed to the influence of aluminum in standard
medium of pH 4.0 at concentrations of 148, 296, and 444 uM for 24 hrs at 25°C. The examined T.
durum lines significantly differed in the length of offshoots and the weight of roots. All the lines showed
considerably lower tolerance towards aluminum as compared to cv. Parabola. A level of tolerance of
BH 1146 to all aluminum concentrations applied reached 100%. The concentration of 148 uM was
found to be tolerance threshold for four durum wheat lines. Two lines manifested the tolerance to
aluminum at concentration as high as 444 uM.

Key words: aluminum toxicity, tolerance, Triticum durum
WSTEP

Glin uwazany jest obecnie za glowny czynnik limitujacy plonowanie ro$lin na
kwasnych glebach mineralnych. W wyniku przyrodniczych i antropogenicznych przyczyn
zakwaszenia ponad 60% gleb Polski wykazuje odczyn kwasny lub silnie kwasny (Filipek
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i Dechnik, 1995). Proces zakwaszania gleb w Polsce ma charakter postepujacy i niejedno-
krotnie dotyczy gl¢bszych warstw gleby. Poprawienie wlasciwosci gleb silnie zakwa-
szonych mozna osiggna¢ stosujac odpowiednie zabiegi majgce na celu podniesienie pH np.
wapnowanie lub stosowanie odpowiednich form nawozow mineralnych. Z uwagi na
minimalizacj¢ kosztow uzdatniania gleb stresotworczych uwaza sig, ze tansze i latwiejsze
powinno by¢ przystosowanie roslin do gleby niz odwrotnie. Prowadzone od szeregu lat
badania nad wptywem glinu na rosliny, pozwolily do$¢ szczegdtowo okresli¢c zmiany
anatomiczne, morfologiczne i fizjologiczne zachodzace przede wszystkim w korzeniach, a
wplywajace posrednio na wzrost i rozwoj calej rosliny (Szatanik-Kloc, 2002). Konieczne
sg badania dotyczace sposobu dziedziczenia tolerancji na glin, jak rowniez opracowywanie
programow hodowlanych odmian o podwyzszonej tolerancyjnosci.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie poziomu tolerancji na glin kilkunastu linii jarej
pszenicy twarde;.

MATERIAL I METODY

Badaniom poddano 12 linii pszenicy twardej (7. durum) oraz jedng odmiang pszenicy
zwyczajnej — Parabola. Wzorcem byta brazylijska odmiana pszenicy jarej — BH 1146
o wysokiej tolerancyjnosci na toksyczne dziatanie glinu, powszechnie uzywana w bada-
niach genetycznych, jak réwniez w hodowli (Riede i Anderson, 1996; De Sousa, 1998).
Testowanie laboratoryjne przeprowadzono metodg stresu glinowego w kulturze wodne;j
opracowang przez Aniota (1981). Polega ona na pomiarze odrostu korzeni glownych po 24
godzinnym stresie glinowym i wybarwieniu korzeni 0,1% roztworem Eriochromu cyjaniny
R przez 10 minut. Barwnik ten tworzy z glinem potaczenie o barwie fioletowo-bragzowej i
nie powoduje uszkodzenia siewek. Glin dodawano do pozywki w formie chlorku glinu w
stezeniach 148, 296 1 444 uM.

Podstawa do oceny tolerancyjnosci siewek (3 powtdrzenia po 100 siewek) na dane
stezenie byt odrost korzeni poza strefe absorpcji glinu (reakcja barwna). W czasie trwania
testu utrzymywano pH pozywki na poziomie 4,0 i stalg temperatur¢ wynoszaca 2°C.

Okreslono procent siewek o korzeniach odrastajacych, zmierzono diugo$¢ odrostu
korzeni gtownych oraz oznaczono mase¢ korzeni. Wykonano analiz¢ wariancji i obliczono
istotno$¢ rdznic na poziomie p = 0,05.

WYNIKI

Niekorzystny wplyw glinu na ro§liny przejawia si¢ przede wszystkim w zmianach
morfologii systemu korzeniowego. Znieksztalcenia korzeni objawiajg si¢ skrgcaniem,
zgrubieniem a wzrost elongacyjny jest spowolniony Iub calkowicie zahamowany. Przy
dlugotrwatym stresie glinowym wierzchotki wzrostu korzeni brunatniejg, a z czasem
zamierajg (Foy i in., 1978; Carver i Ownby,1995; Czembor i Aniol, 2004).

Przedstawione w tabeli 1 wyniki wskazujg na istotne zréznicowanie badanych linii ze
wzgledu na dhugos¢ odrostu korzeni glownych. Sredni odrost przy stezeniu glinu
wynoszacym 148 uM wabhat si¢ od 3,2 mm do 10,7 mm. Wszystkie linie pszenicy twardej
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mialy istotnie nizszy odrost w porownaniu do wzorca tolerancyjnosci BH 1146. Dwie linie
LGR 896/23 i LGR 900/3a odznaczaly si¢ odrostem na poziomie odmiany Parabola. W
stezeniu glinu 296 uM $redni odrost korzeni badanych linii wahat si¢ od 1,8 mm do 5,6
mm i byt istotnie nizszy zarowno od odmiany Parabola jak i wzorca BH 1146. U czterech
linii nie zaobserwowano w ogole odrostow korzeni. W stezeniu glinu wynoszacym 444 uM
odrost korzeni gtownych stwierdzono tylko u siewek linii LGR 896/23 i LGR 900/3a. W
badaniach Wiewidry (1999) dotyczacych tolerancji polskich odmian i rodow jarej pszenicy
zwyczajnej odrost korzeni glownych przy stgzeniu 296 uM wahat si¢ od 0 do 12,8 mm, za$
przy stezeniu 444 uM od 3,0 mm do 4,1 mm Stezenie 444 uM wytrzymaly tylko 2 rody na
28 badanych obicktow.

Srednia masa korzeni (tab. 1) réwniez istotnie réznicowata badane linie przy czym masa
korzeni siewek pszenicy twardej byta istotnie nizsza od masy korzeni odmiany Parabola i
BH 1146 w obu st¢zeniach glinu. Wyjatek stanowi linia LGR 626b/99/4 przy stgzeni glinu
296 uM, majaca przy istotnie nizszym odroscie korzeni w poréwnaniu z odmiang Parabola,
wyzsza (wprawdzie nieistotng) mas¢ korzeni. Nie stwierdzono prostej zalezno$ci migdzy
wielkoscig odrostu korzeni gtdéwnych a masg korzeni.

Tabela 1
Odrost i masa korzeni gléownych w stezeniach glinu 148, 296 i 444 pM
Regrowth and weight of primary roots at 148, 296 and 444 pnM aluminum concentrations

.. . Odrost korzeni gtéwnych (mm) Masa korzeni (g)
Linia, odmiana . .
Line. cultivar Primary roots regrowth (mm) Root weight (g)

’ 148 | 296 | 444 148 | 296 | 444
LGR 896/64a 7.8 54 0,0 2,13 1,20 —
LGR 896/23 10,7 5,6 4,0 2,17 1,23 0,90
LGR 896/62a 7.4 4,8 0,0 2,40 0,97 —
LGR 1359/8 7,5 4,9 0,0 2,07 0,93 —
LGR 1359/33 7,3 0,0 0,0 2,27 0,83 —
LGR 900/3a 9,7 5,0 2,8 1,67 1,07 0,60
LGR 626b/99/1 4,2 2,2 0,0 1,80 0,90 —
LGR 626b/99/4 5.4 23 0,0 2,40 2,03 —
LGR 626b/99/3 43 0,0 0,0 2,27 1,00 —
LGR 520/99/4 4,6 0,0 0,0 2,80 1,13 —
LGR 635/99/10 4,4 1,8 0,0 2,33 0,87 —
LGR 631/99/4 32 0,0 0,0 3,00 1,17 —
Parabola 10,8 7,0 5,1 3,50 1,93 1,37
BH 1146 12,4 8.4 8,0 4,17 3,60 3,26
NIR 0,05
LSD s 1,4 1,1 0,29 0,26

Sredni procent siewek tolerancyjnych przy stezeniu glinu wynoszacym 148 pM wahat
si¢ od 8,0% dla linii LGR626b/99/3 do 55,4% dla linii LGR 896/23. Nieco nizszy procent
siewek tolerancyjnych w tym stezeniu stwierdzono dla linii LGR 900/3a i LGR 896/64a —
odpowiednio 50,1% 1 49,8% (tab. 2). Wszystkie linie T.durum wykazaly istotnie nizsza
tolerancj¢ w poréwnaniu z odmiang Parabola. Zgodnie z przewidywaniami tolerancja BH
1146 na w/w stezenie jak rowniez 2 i 3-krotnie wyzsze wynosita 100%. Stgzenie 148 uM
byto progiem tolerancji dla czterech badanych linii pszenicy twarde;.
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Tabela 2
Procentowy udzial siewek tolerancyjnych na toksyczne dzialanie glinu
Proportion of seedlings showing tolerance to aluminum

Stezenie jonow glinu

Linia, odmiana e .
g Aluminium concentration pM

Line, cultivar

148 | 296 | 444
LGR 896/64a 49,8 438 0,0
LGR 896/23 55,4 45,4 2,9
LGR 896/62a 21,3 17,2 0,0
LGR 1359/8 15,7 7.8 0,0
LGR 1359/33 9,8 0,0 0,0
LGR 900/3a 50,1 39,6 18
LGR 626b/99/1 17,8 2,0 0,0
LGR 626b/99/4 25,6 1,6 0,0
LGR 626b/99/3 8,0 0,0 0,0
LGR 520/99/4 11,7 0,0 0,0
LGR 635/99/10 18,0 1,9 0,0
LGR 631/99/4 14,3 0,0 0,0
Parabola 67,5 51,3 3,6
BH 1146 100,0 100,0 100,0
NIR o5
LSD s 5,1 1.4

Dla testu w stgzeniu 296 uM $redni procent siewek tolerancyjnych ocenianych linii
wahat si¢ od 1,6% do 45,4%, jednakze wartosci te byly istotnie nizsze w poréwnaniu do
pszenicy zwyczajnej. Z testowanych przez Wiewiore (1999) odmian i rodéw pszenicy jarej,
25% obiektow wykazato tolerancje na stezenie glinu wynoszace 296 uM.

Pszenica jak wskazuja badania innych autoréw a w szczego6lno$ci pszenica twarda jest
gatunkiem o duzej wrazliwo$ci na dzialanie jonéw glinu (Slootmaker, 1974; Aniot, 1989;
Slaski, 1993; Bona i in., 1994). Interesujace wydaja sie by¢ linie LGR 896/23 i LGR
900/3a, ktorych tolerancyjnos¢ w stezeniu glinu 444 uM wynosita odpowiednio 2,9% i
1,8% przy 3,6% dla odmiany Parabola. Wymienione linie odznaczaja si¢ ponadto
stosunkowo wysokim plonem ziarna, jak i odpowiednimi wtasciwosciami jakosciowymi
(praca w druku). Wyodrebnienie form tolerancyjnych na warunki stresowe daje mozliwo$é
wykorzystania ich jako komponenty do krzyzowan w hodowli odmian przystosowanych
do uprawy w siedliskach stresotwodrczych.

WNIOSKI

1. Oceniane linie Triticum durum wykazaly niskg tolerancyjnos¢ na toksyczne dziatanie
jondéw glinu.

2. Linie LGR 896/23 i LGR 900/3a charakteryzujace si¢ stosunkowo wysokg tolerancja
mogg stanowi¢ bardzo dobry material do dalszych prac genetyczno-hodowlanych.
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Efektywnos¢ uzyskiwania haploidow pszenicy
metodg kultur pylnikowych oraz krzyzowania
z kukurydza

Production efficiency of wheat haploids by anther culture and wheat x maize crosses

Celem pracy bylo porownanie efektywnos$ci uzyskiwania haploidéw pszenicy metoda kultur
pylnikowych oraz poprzez krzyzowanie z kukurydza. Materialem badawczym byty mieszance Fi
pszenicy ozimej z 48 kombinacji krzyzowkowych. Oceniano efektywnos¢ uzyskiwania zielonych
ro$lin w odniesieniu do liczby wytozonych pylnikow oraz liczby zapylonych kwiatkow. Stwierdzono
wyrazne roznice w efektywnosci otrzymywania ro$lin w zaleznosci od zastosowanej metody i
genotypu. Wspotcezynnik korelacji miedzy efektywnoscig otrzymywania form haploidanych dwiema
zastosowanymi metodami byl nieistotny (r = -0,036). Wykorzystanie réwnolegle dwoch metod
haploidyzacji pozwolito otrzyma¢ rosliny z 89,6% badanych genotypow.

Stowa kluczowe: androgeneza, krzyzowanie oddalone, otrzymywanie haploidow, pszenica ozima

Two methods of wheat haploid production - anther culture and wheat X maize crosses were
compared. Material for the study covered Fi hybrids of winter wheat from 48 cross combinations.
Efficiency of green plant regeneration was assessed in relation to anthers plated and florets pollinated.
Significant differences in efficiency of wheat plant production depending on the method and plant
genotype used were found. The coefficient of correlation between the effectiveness of applied methods
was very low and not significant (r = -0.036). The parallel application of the two methods for haploid
production made possible to obtain plants from 89.6% of the genotypes studied.

Key words: androgenesis, haploid production, wheat x maize crosses, winter wheat
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WSTEP

Techniki haploidyzacji roslin sa juz od przeszto 30 lat z powodzeniem wykorzystywane
zarowno w badaniach podstawowych, jak i pracach hodowlanych. Otrzymanie form
haploidalnych, a nastgpnie podwojenie liczby chromosoméw u haploidow pozwala
uzyskac w ciggu jednego pokolenia formy catkowicie homozygotyczne (linie podwojonych
haploidow). Haploidy pszenicy na skale¢ komercyjng otrzymuje si¢ poprzez eliminacje
chromosomow zachodzaca po skrzyzowaniu pszenicy z kukurydza (Barclay, 1975; Laurie
i Bennett, 1988, 1989; Wedzony i in.1996; Krystkowiak i in., 2004) lub poprzez
androgeneze (Ponitka i Slusarkiewicz-Jarzina, 1996; Barnabas i in., 2001; Xynias i in.,
2001; Redha i Talaat, 2008).

W wyniku zapylenia pszenicy pylkiem kukurydzy uzyskuje si¢ zarodek mieszancowy,
jednak podczas kolejnych podziatéw mitotycznych komorek eliminowany jest selektywnie
genom kukurydzy, co w konsekwencji prowadzi do powstania formy haploidalnej
pszenicy. Ze wzgledu na postepujaca degeneracje bielma, konieczne jest wyizolowanie
zarodka w okresie 14—18 dni po zapyleniu i przeniesienie go na pozywke celem uzyskania
w warunkach in vitro ukorzenionej rosliny. Wszystkie otrzymane ta metoda ro$liny sa
zielone, nie ma zmiennosci w liczbie chromosomow wynikajacej z zastosowania kultury
in vitro. Ponadto nie wystepuja tzw. genotypy oporne, z ktorych nie mozna uzyskaé¢ form
haploidalnych (co czesto ma miejsce w metodzie kultur pylnikowych). Na efektywnosé
uzyskiwania ro§lin haploidalnych ta technika istotny wpltyw maja zar6wno czynniki
abiotyczne (pozywka, warunki wzrostu roslin donorowych, technika kastrowania itp.) jak
i genotyp roslin (Suenaga, 1994, Lei i in., 1996; Krystkowiak i in., 2004).

W procesie androgenezy nastepuje zahamowanie normalnego rozwoju mikrospor, ktore
w kulturach in vitro zostaja pobudzone do rozwoju w struktury wielokomorkowe
(embrioidy) i poprzez androgeniczne zarodki lub kalus réznicujg si¢ rosliny haploidalne
lub spontanicznie podwojone haploidy. Do indukcji androgenezy wykorzystuje si¢ kultury
pylnikowe lub kultury izolowanych mikrospor, ktore stwarzaja mozliwo$¢ regeneracji
duzej liczby haploidalnych roélin z jednego pylnika. Uzyskiwanie haploidéw jest procesem
ztozonym, uzaleznionym od wielu czynnikow, miedzy innymi stanu fizjologicznego
rosliny, z ktorej pobierane sg pylniki, sposobu traktowania klosow, stadium rozwojowego
pyltku, komponentow pozywek indukcyjnych 1 regeneracyjnych (roézniacych sie
zawartoscig 1 stezeniem mikro- i makroelementéw, substancji wzrostowych, witamin i
cukréw), warunkow fizycznych hodowli pylnikéw jak temperatura, dtugosé¢ fotoperiodu i
intensywnos$¢ o$wietlenia (Ghaemi i in., 1993; Karsai i in., 1994; Kang i in., 2003).

Celem badan bylo poréwnanie efektywno$ci otrzymywania form haploidalnych
pszenicy ozimej z wybranych mieszancow F; metodg krzyzowania z kukurydza oraz
metoda kultur pylnikowych. Dokonano takze ich oceny pod wzgledem parametrow
zwigzanych z efektywnoscig uzyskiwania roslin.
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MATERIAL I METODY

Materiatlem do badan byly mieszance pokolenia F; pszenicy ozimej (Triticum aestivum
L.) uzyskane w wyniku krzyzowan prostych i ztozonych odmian oraz zaawansowanych
rodoéw (tacznie 48 kombinacji krzyzowkowych). Mieszance pochodzity z HR DANKO sp.
z 0.0. (CHD), HR Strzelce sp. z 0.0. (STH), HR Smolice sp. z 0.0. (SM), MHR Polanowice
sp. z 0.0. (P), Poznanskiej Hodowli Ros$lin Oddz. Antoniny (AND), HRR Nasiona
Kobierzyc sp. z 0.0. (K). Przeznaczone do badan rosliny jarowizowano w okresie zimowym
w warunkach polowych. Wiosng rosliny przesadzano do doniczek w szklarni. W
prowadzonych pracach nad uzyskaniem form homozygotycznych poprzez krzyzowanie
pszenicy z kukurydzag i metoda kultur pylnikowych, korzystano z roslin donorowych
wyprowadzanych w tych samych warunkach srodowiskowych.

Metoda krzyzowania pszenicy z kukurydza

Materiat do badan stanowily mieszance F; z 35 kombinacji krzyzéwkowych. Stosowano
standardowg procedurg¢ otrzymywania form haploidalnych pszenicy drogg krzyzowan z
kukurydza (Laurie i Bennett, 1988). Pytkiem kukurydzy odmiany Waza zapylano od 40 do
60 ktosow z kazdej kombinacji krzyzéwkowej. Ktosy po zapyleniu traktowano roztworem
2,4-D zgodnie z procedurg opisang w pracy Krystkowiak i wsp. (2004). Zarodki izolowano
na pozywke B5 (Gamborg i in., 1968) po 1518 dniach od zapylenia.

Metoda kultur pylnikowych

Z ro$lin pokolenia F; z 33 kombinacji krzyzowkowych rosnacych w szklarni §cinano
pedy z klosami zawierajacymi pylniki w stadium jednojadrowych ziaren pytku. Klosy
umieszczano przez 7 dni w roztworze inkubacyjnym zawierajgcym mikro- i makro-
elementy wg pozywki N6 (Chu i in., 1975) z dodatkiem 2 mg 1! 2,4-D, w temperaturze
4°C. W sterylnych warunkach izolowano po okoto 1500 pylnikéw z kazdego genotypu i
wyktadano na pozywke PII (Chuang i in., 1978) indukujacg proces androgenezy (po okoto
200 pylnikéw na szalke o $rednicy 6 cm). Kultury pylnikowe inkubowano w termostacie,
w temperaturze 28°C. Po miesiagcu androgeniczne struktury przenoszono na pozywke
regeneracyjng 190-2 (Zhuang i Xu, 1983) zawierajacg 0,5 mg 1" KIN + 0,5 mg 1" NAA.
Dalsza hodowle prowadzono w temperaturze 22°C, przy oswietleniu 4000 Lx, przez 12
godzin na dobg¢ w celu zaindukowania organogenezy. Zielone, ukorzenione w warunkach
in vitro ro$linki wysadzano do ziemi i aklimatyzowano do naturalnych warunkow.

Efektywnos¢ uzyskiwania roslin z wykorzystaniem kultur pylnikowych i krzyzowania
z kukurydza porownano dla 20 wybranych mieszancow, ktore stanowity wspolny dla obu
metod material badawczy. W metodzie krzyzowania pszenicy z kukurydza oceniano
stosunek zarodkéw oraz ro$lin haploidalnych do liczby zapylonych kwiatkow, natomiast
w metodzie kultur pylnikowych stosunek androgenicznych struktur i zielonych roslin do
liczby wylozonych pylnikow.

WYNIKI I DYSKUSJA

W tabeli 1 podano liczbe kwiatkow zapylonych pytkiem kukurydzy oraz liczbe zarodkow i
roslin haploidalnych uzyskanych z kazdej kombinacji krzyzowkowej. Z zapylonych 59221
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kwiatkéow otrzymano 38000 rozrosnigtych zalgzni, z ktérych wyizolowano ponad 5800
zarodkow. Rosliny uzyskano z kazdej kombinacji krzyzowkowej, tacznie 1121 haploidow.

Tabela 1
Rezultaty krzyzowania badanych mieszancow pszenicy z kukurydza
Effects in crosses between wheat hybrids and maize
Liczba Liczba roslin Liczba roslin
zapylonych Liczba Liczba otrzymanych | haploidalnych /100 haploidalnych /100
Genotyp . . s - . P
Genotype kw12.1tkow zarodkow ro$lin haplmdalnych zaro@kow lleatkow
Pollinated  |Embryos (no.)| Haploid plants (no.) Haploids/100 Haploids/ 100 florets
florets embryos pollinated
CHD 4047 680 38 16 42,1 2,3
CHD 4070 1062 89 12 13,5 1,1
CHD 4103 754 69 12 17,4 1,6
CHD 4143 1676 126 20 15,9 1,3
CHD 4172 845 92 4 4,3 0,5
CHD 4173 606 21 9 42,9 1,5
CHD 4265 886 120 5 4,2 0,6
CHD 4310 716 36 2 5,6 0,3
AND 34 2776 129 72 55,8 2,6
AND 170 2416 184 65 35,3 2,7
AND 79 2372 149 57 38,3 24
K317 3715 558 103 18,5 2,8
K 267 2217 251 69 27,5 3,1
K96 2838 479 104 21,7 3,7
SM 14 3807 444 86 19,4 2,3
SM 15 4192 348 70 20,1 1,7
SM 16 3942 337 66 19,6 1,7
STH 268 4126 413 24 58 0,6
STH 506 2267 218 22 10,1 1,0
STH 206 356 14 3 21,4 0,8
STH 208 386 43 9 20,9 2,3
STH 21 246 11 2 18,2 0,8
STH 232 622 64 18 28,1 29
STH 25 516 48 15 31,2 2,9
STH 265 384 44 6 13,6 1,6
STH 35 890 115 50 43,5 5,6
STH 358 576 100 27 27,0 4,7
STH 73 670 43 13 30,2 1,9
STH 98 412 74 20 27,0 4,8
STH 1364] 768 65 1 1,5 0,1
STH 1374] 381 58 5 8,6 1,3
STH 1420J 493 32 2 6,2 0,4
P 25566 3429 322 45 13,4 1,3
P 25579 3690 352 52 14,8 1,4
P 25590 3509 343 35 10,2 1,0
Suma — Total 59221 5829 1121 - -
Srednia — Mean __ 1692,0 166,5 32,0 21,0 1,9

Czcionka pogrubiona — genotypy, dla ktorych zastosowano obie metody
Bold characters — genotypes examined using both methods

Procent otrzymanych roslin w stosunku do izolowanych zarodkéw, w zalezno$ci od

badanych form, wahat si¢ od 1,5 (STH1364) do 55,8 (AND34). Srednia efektywnos¢
uzyskiwania haploidow, mierzona liczbg roslin na 100 zapylonych kwiatkéw, wynosila
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1,9. Wystapity znaczne réznice w efektywnosci, w zaleznosci od genotypu badanych form
od 0,1 (STH1364J) do 5,6% (STH35).

Tabela 2
Efektywnos$¢ uzyskiwania androgenicznych struktur i roslin z 33 mieszancéw pszenicy ozimej
Frequencies of embryo-like structures and plants obtained from anther culture of 33 winter wheat hybrids

. . Androgeniczne struktury Zielone roSliny
Liczba wytozonych .
Genotyp pylnikéw Embryo-like structures Green plants
Genotype Number of anthers plated liczba % liczba %
number number

CHD 4047 1555 237 15,2 4 0,3
CHD 4070 1711 389 22,7 138 8,1
CHD 4103 1435 82 5,7 9 0,6
CHD 4143 1599 174 10,9 10 0,6
CHD 4172 1604 104 6,5 15 0,9
CHD 4173 1600 19 1,2 0 0
CHD 4265 1506 166 11,0 8 0,5
CHD 4310 1490 51 34 8 0,5
AND 34 1500 476 31,7 86 5,7
AND 170 1541 109 7,1 41 2,7
AND 79 1869 70 3,7 13 0,7
K 317 1588 20 1,3 0 0
K 109 1856 184 9,9 71 3.8
K234 1710 72 4,2 0 0
K 297 1603 41 2,6 0 0
SM 14 1740 48 2,8 33 1,9
SM 15 1656 68 4,1 41 2,5
SM 16 1522 85 5,6 11 0,7
STH 268 1515 639 42,2 14 0,9
STH 506 1535 630 41,0 164 10,7
STH 10 1607 26 1,6 13 0,8
STH 60 1523 70 4,6 116 7,6
STH 63 1505 35 23 17 1,1
STH 121 1500 0 0 0 0
STH 130 1400 0 0 0 0
STH 207 1478 23 1,6 46 3,1
STH 226 1501 301 20,1 3 0,2
STH 231 1532 128 8,4 13 0,8
STH 315 1500 16 1,1 12 0,8
STH 517 1498 186 12,4 6 0,4
P 25566 1303 82 6,3 13 1,0
P 25579 1666 929 59 15 0,9
P 25590 1607 133 8,3 36 2,2
Suma
Total 51755 4763 — 956 —
Srednia 1568,3 1443 9,2 29,0 1,8
Mean

Czcionka pogrubiona — genotypy, dla ktorych zastosowano obie metody
Bold characters — genotypes examined using both methods

Badania prowadzono na mieszancach pokolenia F; uzyskanych z 5 firm hodowlanych.
Obserwujac efektywnos$¢ uzyskiwania form haploidalnych z kombinacji krzyzoéwkowych
pochodzacych z tej samej stacji najwiecej roslin na 100 zapylonych kwiatkow uzyskano z
mieszancéw wytworzonych w HR Nasiona Kobierzyc, HR Strzelce oraz Poznanskiej Hodowli
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Roslin Oddziat Antoniny (od 2,6 do 3,2 roslin/100 zapylonych kwiatkéw). Nalezy zwrocié
uwage, ze roSliny donorowe pochodzilty z do$wiadczen =zaktadanych w rdéznych
miejscowosciach, a pobieranie ro$lin z pola nie nastgpowato w tym samym terminie
(decydowaly o tym warunki pogodowe). Réznice w efektywnosci uzyskiwania roslin miedzy
materialami pochodzgcymi z poszczegolnych stacji moga mie¢ podloze zarowno genetyczne,
jak 1 by¢ wynikiem wystepowania interakcji genotypowo-srodowiskowe;.

Z trzydziestu trzech mieszancéw pszenicy ozimej wytozono 51755 pylnikéw na
pozywke indukcyjna, z ktérych po miesigcu uzyskano 4763 androgenicznych struktur
($rednio 9,2%). Obserwowano duze zroznicowanie w indukcji androgenezy, w zaleznosci
od genotypu otrzymano od 1,1 do 42,2% androgenicznych struktur. Po 3—4 tygodniach
kultury tych struktur na pozywce regeneracyjnej uzyskano 956 zielonych roslin ($rednio
1,9% w stosunku do wylozonych pylnikow). Rosliny otrzymano z 27mieszancow, przy
czym efektywnos¢ wahata si¢ od 0,2 do 10,7% w zaleznosci od genotypu. Wysoka
czestotliwos¢ (powyzej 5,5%) uzyskiwania zielonych roslin w stosunku do wytozonych
pylnikow stwierdzono dla 5 genotypow: STH 506 (10,7%), C 4070/07 (8,1%), STH 60
(7,6), C 4143/07 (6,0%) 1 AND 34/07 (5,7%). Efektywno$¢ powyzej 2% zanotowano dla
kolejnych 5 genotypéw, natomiast najwickszg grupe (23 genotypy) stanowily formy, z
ktérych otrzymano od 0,2 do 2,0% zielonych roélin (tab. 2).

Porownanie efektywnos$ci uzyskiwania roslin obiema metodami przedstawiono na
rysunku 1. Obserwowana zmiennos¢ w liczbie uzyskanych roslin metodg kultur pylniko-
wych byla znaczne wigksza, niz metoda wykorzystujaca zjawisko eliminacji chromo-
somow (tab. 3). Swiadcza o tym uzyskane wartosci wspotczynnikéw zmiennosci
(odpowiednio 137,8 i 51,2%) oraz uzyskane warto$ci minimalne i maksymalne
(odpowiednio 0-10,7% oraz 0,3-2,8). Nie stwierdzono zaleznosci w efektywnosci
otrzymywania roslin miedzy stosowanymi technikami. Wspolczynnik korelacji wynosit -
0,03 i byt nieistotny. Obserwowano genotypy, z ktorych otrzymano rosliny z wysoka
efektywnoscig tylko jedng z metod: w kulturach pylnikowych — CHD 4070 i STH 506,
metoda krzyzowania z kukurydzag — CHD 4047, CHD 4173, AND 79 i K 317. Z kilku
genotypow otrzymano rosliny ze zblizong, w poréwnaniu do $redniej dla kazdej techniki
efektywnoscig (AND 170, SM 141 SM 15).

W pracach nad uzyskiwaniem linii homozygotycznych pszenicy na skale komercyjna
wydaje si¢ uzasadnione stosowanie obu technik réwnoczesnie. Metoda krzyzowania
pszenicy z kukurydza otrzymuje si¢ rosliny z kazdego genotypu, podczas gdy metoda
kultur pylnikowych nie jest to mozliwe. Metoda ta jednak w poréownaniu z kulturami
pylnikowymi jest bardziej pracochtonna. Natomiast poprzez androgeneze mozna uzyskaé
wyzsza wydajnos¢ regeneracji roslin z jednego ktosa, poniewaz w kazdym wylozonym na
pozywke pylniku mozliwe jest zaindukowanie duzej liczby jednojadrowych ziaren pytku
do rozwoju w androgeniczne struktury. Ponadto u pszenicy, podobnie jak u innych zboz,
czg$¢ uzyskanych ta technika roslin stanowia spontanicznie podwojone haploidy (Ponitka
i Slusarkiewicz-Jarzina, 1996; Slusarkiewicz-Jarzina i Ponitka, 2003; Soriano i in., 2007).
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o- plants/100 anthers m- plants/100 florets pollinated
Rys. 1. Poréwnanie efektywnosci uzyskiwania roslin metoda kultur pylnikowych oraz metoda
krzyzowania z kukurydza u wybranych mieszancoéw pszenicy ozimej
Fig. 1. Efficiency of wheat plant regeneration by means of anther culture and wheat x maize crosses for
selected wheat hybrids

Tabela 3
Zmiennos$¢ efektywnosci uzyskiwania roslin pszenicy metoda krzyzowania z kukurydza oraz kultur
pylnikowych dla 20 wybranych mieszancow Fi
Variability in production efficiency of wheat plants by wheat x maize crosses and anther culture for 20
selected F1 hybrids

| ol Waleommi
Metoda Cecha Srednia + SE Cocfficient of Zakres korelacji
Method Trait Mean + SE variabili Range Correlation
%) ty coefficient
0
Liczba roslin/100
Krzyzowanie z kukurydza  zapylonych kwiatkow
Wheat x maize crosses Plants/100 pollinated 1,52+0.17 °1,20 0,28-2,77
florets -0,036
. Liczba ro$lin/100
iﬁgferrycll’l{:;‘r‘i‘owe pylnikéw 2,07 0,64 137,80 0,00-10,70
Plants/100 anthers

79



Tadeusz Adamski ...

WNIOSKI

1. Zakres zmiennosci efektywnos$ci uzyskiwania roslin metoda kultur pylnikowych jest
znacznie szerszy w porOéwnaniu z metoda wykorzystujaca zjawisko eliminacji
chromosomow.

2. Stwierdzono brak korelacji migdzy efektywnoscig uzyskiwania roslin metoda kultur
pylnikowych i metodg krzyzowania z kukurydza.

3. W pracach nad uzyskiwaniem form homozygotycznych pszenicy na skal¢ komercyjna
wydaje si¢ uzasadnione rownoczesne stosowanie krzyzowania z kukurydza oraz kultur
pylnikowych.
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Wplyw terminu 1 gestosci siewu na wielkos¢
1 strukture plonu pszenicy ozimej*

The effects of sowing term and density on size and structure of yield of winter wheat

Celem pracy byta analiza wptywu gestosci i terminu siewu na plon ziarna i jego sktadowych szesciu
odmian pszenicy ozimej w warunkach uprawy bezptuznej. Do§wiadczenie przeprowadzono w latach
2005-2007 na glebach zaliczanych do kompleksu zytniego dobrego. Analizowano nastgpujace
czynniki doswiadczenia: Czynnik I — Terminy siewu pszenicy ozimej a) 14-16 wrzesnia (siew
wczesny); b) 1-3 pazdziernika (siew w optymalnym terminie); c) 15-17 pazdziernika (siew
op6zniony); Czynnik Il — dwie gestosci siewu: 11— 300 ziaren na 1 m? 1o — 450 ziaren na 1 m?,
Czynnik III — odmiany pszenicy ozimej: Finezja, Rywalka, Kobiera, Satyna, Bogatka i Zawisza.
Siewy wczesne w porownaniu do optymalnego terminu nie wplynely na obnizenie plonow odmian
pszenicy Natomiast w warunkach siewu opdznionego o dwa tygodnie odmiany reagowaly znacznym
spadkiem plonow. Niezaleznie od terminu siewu, istotnie wyzszym plonowaniem w poréwnaniu do
innych odmian wyrézniata si¢ Satyna. Odmiany Satyna i Zawisza wykazywaly nawet tendencj¢ do
wyzszych plonow w warunkach siewow weczesnych niz w optymalnym terminie. Wyzsze plony
odmiany Satyna w uprawie uproszczonej w porownaniu do pozostatych odmian uwarunkowane byty
zwigkszong masg i liczba ziaren z ktosa oraz liczba klosow z jednostki powierzchni. Finezja, Rywalka
i Kobiera wykazywaly poréwnywalne plony niezaleznie od gestosci siewu, natomiast pozostate
odmiany odznaczaly si¢ wyzszym plonowaniem przy zwickszonej gestosci siewu.

Stowa kluczowe: gestos¢ siewu, odmiany, pszenica ozima, termin siewu

The aim of this research was to analyze the influence of sowing date and density on yield size and
components in six cultivars of winter wheat in conditions of ploughless soil tillage. The experiments
were carried out in the years 2005-2007 at the Agricultural Experimental Station of the Institute of Soil
Science and Plant Cultivation in Jelcz-Laskowice on good rye complex soil. The effects of the
following factors were evaluated: [ — term of sowing: a) 14—-16 September, b) 1-3 October, c¢) 15-17
October; I — two seeding densities: a) 300 grains'm?, b) 450 grains-m; III — six winter wheat
cultivars: Finezja, Rywalka, Kobiera, Satyna, Bogatka and Zawisza. As compared to the optimum term
of sowing, the early term did not result in reducing the grain yield, whereas comparatively lower yield
was obtained when the sowing date was delayed by 2 weeks. Cultivar Satyna produced significantly
higher yield than the other cultivars, irrespective of the date of sowing. This resulted from the increased
number of ears per unit of surface area and from the increased weight and number of grains per ear.

* Opracowanie wykonane w ramach zadania 2.4 w programie wieloletnim IUNG-PIB
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Cultivars Finezja, Rywalka and Kobiera yielded comparably at the sowing densities of 300 and 450
grains-m, whereas the three other cultivars gave higher yield at the sowing density of 450 grains-m™.

Key words: cultivars, seeding rate sowing term, winter wheat
WSTEP

Pszenica ozima nalezy do ro$lin o wysokich wymaganiach glebowych. Zadawalajace
plony mozna rowniez uzyska¢ na glebach zaliczanych do kompleksu zytniego bardzo
dobrego lub dobrego przy wysokiej kulturze gospodarowania i odpowiednim nawozeniu
organiczno-mineralnym. Intensywna, konwencjonalna uprawa roli prowadzi jednak do
silnego zaggszczenia nie tylko warstwy ornej, lecz takze podglebia (Akker i in., 2003).
Ugniatanie gleby przez cig¢zkie maszyny rolnicze niszczy struktur¢ porow glebowych
i powoduje zaklocenia w gospodarce wodno-powietrznej (Lipiec i Hakansson, 2000).
Uprawa ptuzna zwigksza rdwniez niebezpieczenstwo erozji wietrznej i wodnej, ktéra moze
by¢ w duzym stopniu ograniczona poprzez bezptuzne systemy uprawy roli.

Stosowanie systemOéw bezpluznych, w znacznym stopniu ograniczajacych koszty
produkcji, nie musi przyczynia¢ si¢ do znacznych spadkow plonu pszenicy (Camara i in.,
2003). Badania wykazaty, ze wieloletnia uprawa bezptuzna wplywa na stabilno$¢ i
zwigkszenie plonow roslin w poréwnaniu do efektu uzyskanego w pierwszych latach jej
stosowania (Mc Vay i in., 2006). Wprawdzie w trakcie trwania okresu przejsciowego (45
lat) obserwuje si¢ wzrost gestosci 1 zwigztosci gleby (Blecharczyk i in., 2007), jednak po
kilku latach nastgpuje poprawa struktury gleby w wyniku zwickszonej zawarto$ci
substancji organicznej w jej wierzchnich warstwach (Wilkins, 2003). Uprawa bezptuzna
przyczynia si¢ rowniez do lepszego zaopatrywania ro$lin w wode w okresie wegetacji
(Lopez-Bellido i in., 2007). Termin siewu, szczegdlnie w warunkach uproszczonych
systemow uprawy, jest podstawowym czynnikiem plonotwdrczym w uprawie pszenicy
(Dobers i in., 2004; Oleksiak, Mankowski, 2007).

Badania wykazaty, ze odmiany pszenicy r6znig si¢ znacznie pod wzgledem wrazliwos$ci
zarOwno na op6znienie terminu siewu (Podolska i in., 2002), jak réwniez na systemy
uprawy roli (Mittler, 2000). Obecnie poszukuje si¢ form pszenicy odznaczajacych si¢
dobrym przystosowaniem do bezptuznych systemoéw uprawy i duzg tolerancjg na termin
siewu (Arun i in., 2007). Zmiany warunkéw klimatycznych Polski i Europy w ostatnich 10
latach wskazuja, ze nalezy powtornie przeanalizowac zalecenia dotyczace terminu siewu
zboz (Oleksiak 1 Mankowski, 2007; Sorteninformation, 2004). Odmiany wykazuja
zroznicowang reakcje na zmiany warunkow $rodowiskowych. Badania z Europy
Zachodniej podkreslaja, ze przyspieszone terminy siewu przy zredukowanej gestosci moga
przyczyni¢ si¢ do wyzszych plonéw niektorych odmian pszenicy (Sainit i in., 2006;
Theobald i in., 2006). Plon ziarna jest cecha ztozona, uwarunkowang liczbg ktosow z
jednostki powierzchni, liczba ziaren z ktosa i masg ziarniaka (MTZ). Sktadowe te podlegaja
istotnym zmianom w zalezno$ci od odmiany i warunkoéw glebowo-klimatycznych.

Celem pracy byla analiza plonu i jego sktadowych dla sze$ciu odmian pszenicy ozimej
pod wplywem zréznicowanych termindéw i ggstosci siewu w bezptuznej uprawie roli.
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MATERIAL I METODY BADAN

Badania przeprowadzono w trzech sezonach wegetacyjnych (2004/2005, 2005/2006
12006/2007) w Rolniczym Zakladzie Doswiadczalnym Instytutu Uprawy Nawozenia
i Gleboznawstwa w Jelczu — Laskowicach na glebie kompleksu zytniego dobrego.
Doswiadczenia polowe zalozono w uktadzie split — split — plot w 4 powtorzeniach, na
glebie ptowej — piasku gliniastym mocnym zalegajacym na glinie lekkiej. W ramach
trzech termindéw siewu rozlosowano podbloki pierwszego rzedu — gestosci siewu.
W obrebie kazdej gestosci rozlosowano podbloki drugiego rzedu — odmiany pszenicy
ozimej. Na polu wykonano w ramach bezptuznej uprawy roli nastgpujace zabiegi :

— uprawe pozniwng — gruber na gtebokos¢ 15 cm + wat strunowy,
— uprawe przedsiewng — agregat uprawowy (kultywator + wat strunowy).

Nawozenie mineralne oraz chemiczng ochron¢ plantacji przeprowadzono zgodnie
z zasadami opartymi na zaleceniach agrotechnicznych programu NAW-2, opracowanego
przez IUNG.

Badano nastepujace czynniki doswiadczenia:

— Czynnik I — Terminy siewu pszenicy ozimej:

— a) 14-16 wrzesnia (siew wczesny),

— b) 1-3 pazdziernika (siew w optymalnym terminie),

— ¢) 15-17 pazdziernika (siew op6zniony).

— Czynnik IT — dwie gestosci siewu: 11— 300 ziaren na 1 m?; 1,— 450 ziaren na 1 m?.
— Czynnik [II — odmiany pszenicy ozimej (dobér odmian losowy): Finezja, Rywalka,

Kobiera, Satyna, Bogatka i Zawisza.

Powierzchnia poletka wynosita 30 m?. Z kazdego poletka zbierano losowo po 35
ktosow. W analizach statystycznych danych dla plonu i jego sktadowych zastosowano
model staty analizy wariancji adekwatnie odzwierciedlajacy charakter trzech badanych
czynnikow. Obliczenia statystyczne przeprowadzono przy pomocy programu AWAR
opracowanego przez Zaktad Zastosowan Matematyki i Informatyki w [UNG Putawy.

WYNIKI BADAN

Siew w 2004 roku w terminach optymalnym i op6znionym wykonywano w warunkach
suszy glebowej, ktora spowodowata stabsze rozkrzewienie roslin w poréwnaniu do terminu
przyspieszonego o dwa tygodnie. Lagodna zima pozwolila na osiggniecie istotnie
wyzszych plonow odmian wysianych w polowie wrzesnia w porownaniu do pozniejszych
terminow siewu. Rowniez warunki atmosferyczne w zimie na przelomie roku 2004/2005
nie stwarzaly zagrozen dla odmian pszenicy ozimej. Natomiast pdzna i chtodna wiosna
oraz niekorzystny rozktad opadéw w trakcie wegetacji pszenicy spowodowaty znaczne
zroznicowanie plonéw szczegolnie na poletkach z opéznionym terminem siewu. Deficyt
wody w maju w 2005 roku wptynat na redukcj¢ masy tysigca ziaren odmian wysianych
zardbwno w optymalnym, jak rowniez w op6znionym terminie. Zima na przetomie roku
2005/2006 oznaczala si¢ znacznymi opadami lecz susza pod koniec wegetacji roslin
spowodowala takze ograniczenie plonowania odmian pszenicy ozimej nie zaleznie od
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terminu siewu. Pomimo bez$nieznej i cieplej zimy 2006/2007 zanotowano podczas
wegetacji pszenicy mniejsze niedobory opadéw w poréwnaniu do roku poprzedniego
i uzyskano wyzsze plony w stosunku do roku 2006.

Laczna analiza wariancji plonéw odmian pszenicy ozimej z trzech lat badan (tab. 1),
umozliwita weryfikacje nastepujacych hipotez:
— o réwnosci wszystkich efektow gldwnych dla lat,
— o réwnosci wszystkich efektow gtéwnych dla gestoscei siewu,
— o réwnosci wszystkich efektow gldéwnych dla terminow siewu,
— o réwnosci wszystkich efektow gldwnych dla odmian,
— o braku interakcji odmian z latami,
— o braku wspoldziatania odmian z ggsto§ciami siewu,
— o braku interakcji odmian ze terminami siewu,
— o braku interakcji gestosci i termindw siewu.

Wszystkie hipotezy o réwnosci efektow gtownych dla lat, gestosci siewu, terminu siewu
i odmian oraz o braku interakcji dwuczynnikowych i tréjczynnikowych zostaty odrzucone
na poziomie istotnosci o = 0,05.

Tabela 1
Zmienno$¢ plonu odmian pszenicy ozimej w zalezno$ci od terminu i gestosci siewu
Yield variability of winter wheat cultivars depending on density and term of sowing

Zro6dia zmiennosci Stopnie swobody Sredni kwadrat
Sources of variation Degrees of freedom Mean square
Lata — Years (L) 2 18,30%**
Terminy siewu — Term of seeding (A) 2 2,54**
LxA 4 25,91%*
Blad 18 035
Error
Ggstosci siewu — Density of seeding (B) 1 11,88%*
LxB 2 0,31
AxB 2 7,92%%*
LxAXxB 4 2,43%*
Blad 27 0.39
Error
Odmiany — Cultivars (C) 5 3,81%*
LxC 10 3,97**
AxC 10 0,97**
LxAxC 20 0,79**
BxC 5 1,50%*
LxBxC 10 0,01
AxBxC 10 0,42%*
LxAxBxC 20 0,47**
Blad 270 0,21
Error

Laczna analiza wariancji wykazata znaczny wplyw wszystkich czynnikow
doswiadczenia na plony pszenicy ozimej. Istotne interakcje odmian z gestosciami i termi-
nami siewu wskazujg na odmienne reakcje poszczegélnych odmian (pod wzgledem
plondéw) na zréznicowane czynniki agrotechniczne (rys. 11 2).

84



Ryszard Weber ...

5,2 +
. §
4,8
|_ E termin wczesny
4,6 ] :
B termin optymalny
4,4 — .
O termin opéznony
42 + —
4 1 I I
3 ,8 T T
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Rys. 1. Zmiennos$¢ plonu odmian pszenicy ozimej w zaleznoS$ci od terminu siewu
Fig.1 Yield variability of winter wheat cultivars depending on term of sowing
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Finezja Rywalka Kobiera Satyna Zawisza Bogatka

Rys. 2 Zmienno$¢ plonu odmian pszenicy ozimej w zaleznosci od gestoSci siewu
Fig. 2 Yield variability of winter wheat cultivars depending on seeding rates

Réwniez wysoka interakcja gestosci i termindw siewu odzwierciedla istotny wplyw obsady
roslin na plony pszenicy w zaleznosci od termindéw siewu. Wykonano takze analizy
wariancji dla poszczegdlnych sktadowych plonu badanych odmian, ktére réwniez
wykazaly istotnos¢ roznic wszystkich analizowanych czynnikow doswiadczenia i ich
interakcji. Na podstawie tabeli 2 mozna stwierdzi¢, ze odmiana Finezja, Rywalka i Kobiera
wykazywaly porownywalne plony zardwno przy zwigkszonej, jak rowniez przy
zmnigjszonej gestosci siewu (tab. 2). Natomiast pozostate odmiany charakteryzowaty sig¢
wyzszymi plonami przy zwigkszonej obsadzie ro$lin na jednostce powierzchni.
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Tabela 2
Skladowe plonu odmian pszenicy ozimej w zaleznosci od gestosci siewu (Srednie dla lat i terminow
siewu 2005-2007)
Yield structure of winter wheat cultivars depending on density of seeding (means for years and seeding term

2005-2007)
Odmiana P'lon ‘ LK. ‘ LZK. rMZK. rMTZ.
Cultivar GS Yield LK Srednie | LZK | Sredniec | MZK | Srednie | MTZ | Srednie
(t'ha!) Means Means Means Means
Finezja 300 4,55 4,61 218,7 2255 34,4 33,2 1,40 42,7 42,2
450 4,67 2323 32,2 1,28 1,34 41,6
Rywalka 300 4,40 4,36 185,9 188,2 37,4 36,0 1,57 442 44,1
450 4,32 190.,6 354 1,49 1,53 44,0
Kobiera 300 4,43 4,53 196,4 197,3 38,8 36,7 1,54 42,2 42,0
450 4,63 198.3 35,5 1,38 1,47 41,9
Satyna 300 4,57 4,80 180,0 211,2 38,3 38,1 1,66 1,64 44,8 44,7
450 5,02 242.4 37,4 1,63 44,5
Zawisza 300 4,54 4,65 198.,6 216,1 38,0 35,5 1,56 1,45 42,5 423
450 4,77 233,6 33,5 1,33 42,1
Bogatka 300 4,26 4,46 173.9 187,2 36,0 35,4 1,71 1,68 47,8 48,0
450 4,67 2004 33,9 1,65 48,2
Eg) 0,21 0,15 32,08 25,01 4,27 2,42 0,33 0,21 3,62 1,46
Srednia 300 4,46 4,57 192,3 204,3 37,2 35,8 1,58 1,52 44,0 43,9
Mean 450 4,68 216,3 34,6 1,46 43,7
I;H:R(’),I(SED 0,08 r.n. 1,27 r.n. r.n.

WR — Wysokos¢ roélin (cm); Plant height

LK — Liczba ktoséw na 0,5 m? Number of heads per 0.5 m?
LZK — Liczba ziaren z ktosa; Number of grains per head
MZK — Masa ziaren z ktosa (g); Weight of grains per head
MTZ — Masa 1000 ziaren (g); weight of 1000 grains

r.n. — Rodznica nieistotna; Not significant difference

Wysokie plony odmiany Satyna uzaleznione byly w znacznym stopniu od liczby ktoséw
na 1 m?, jak rowniez od masy i liczby ziaren z ktosa. Najwicksza masg tysigca ziaren i masa
ziarna z klosa odznaczata si¢ odmiana Bogatka, lecz zmniejszona liczba klosow na
jednostce powierzchni (w poroéwnaniu do innych odmian) zadecydowata o nizszych
plonach tego genotypu. Odmiana Satyna cechowatla si¢ najwyzszym plonem sposrod
badanych odmian niezaleznie od terminu siewu (tab. 3). Natomiast Rywalka plonowata
znacznie nizej w porownaniu do pozostalych odmian. Na uwage zastuguja odmiany
Zawisza i Finezja, ktore w warunkach op6znionego siewu o dwa tygodnie odznaczaty si¢
tendencja do wyzszych plonéw niz w optymalnym terminie. Prawdopodobnie nizsze
porazenie tych odmian grzybami wywotujacymi kompleks choréb podstawy zdzbta w
terminie opdznionym siewu przyczynito si¢ do wyzszych plonow tych genotypow. Siew w
potowie wrzesnia nie powodowat obnizenia plonow pszenicy ozimej. Odmiany Satyna i
Zawisza wykazywaly nawet tendencj¢ do wyzszych plonéw w warunkach siewow
wczesnych niz w optymalnym terminie. Analizujgc komponenty plonu w poszczegélnych
terminach siewu nie stwierdzono znaczacych ujemnych zaleznosci pomigdzy liczbg ktosow
na 1 m? a liczbg lub masg ziaren z ktosa. Prawdopodobnie masa i liczba ziaren z klosa u
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niektorych odmian byty w wigkszym stopniu cechami uwarunkowanymi genetycznie i nie
ulegaty zmianom przy zmniejszeniu liczby klosow z jednostki powierzchni.

Tabela 3
Skladowe plonu odmian pszenicy ozimej w zalezno$ci od terminu siewu (Srednie dla lat i gestosci siewu
2005-2007)
Yield structure of winter wheat cultivars depending on sowing term (means for years and density
of seeding 2005-2007)

Termin siewu — Sowing term

Odmiana wczesny — early optymalny — optimum opdzniony — delayed
Cultivar | plon |y 1y 71 | mzk | M1z | PO | Lk | Lz [MzK | MTZ | P" | Lk | Lzk |MzK | MTZ
yield yield yield
Finezja 4,59 204,6 33,9 1,38 43,0 4,51 213,5 31,2 1,25 42,1 472 2583 344 139 414
Rywalka 4,43 197,1 343 147 444 444 1669 34,6 1,51 447 420 2008 392 1,63 432
Kobiera 4,55 194,7 36,0 145 429 4,72 1939 364 144 418 432 2035 379 1,51 414
Satyna 4,95 212,0 36,1 1,58 454 476 2242 379 1,65 44,6 4,68 1974 404 1,71 440
Zawisza 4,75 237,0 33,7 1,34 42,7 4,55 203,1 344 142 418 4,66 2083 383 1,59 424
Bogatka 4,56 198,1 33,5 1,63 489 4,60 1855 33,6 1,60 479 424 1779 392 181 47,1
i/}zgg‘a 464 2073 346 147 445 460 1979 347 147 438 447 2077 382 160 432
I;ISE)’I(SS;D 022 224 rtn. 021 318 021 292 37 025 222 023 438 42 034 225
WR — Wysokos¢ roslin (cm); Plant height

LK — Liczba ktoséw na 0,5 m? Number of heads per 0.5 m?

LZK — Liczba ziaren z ktosa; Number of grains per head

MZK — Masa ziaren z klosa (g); Weight of grains per head

MTZ — Masa 1000 ziaren (g); weight of 1000 grains

r.n. — Roéznica nieistotna; Not significant difference

NIR — (plony) termin siewu X odmiany; LSD — (yields) sowing term X cultivars = 0,25

Tabela 4
Skladowe plonu pszenicy ozimej w zalezno$ci od terminu i gestosci siewu (Srednie dla lat i odmian
2005-2007)
Winter wheat yield structure depending on the term and density of seeding (means for years and cultivars
2005-2007)
L, Termin siewu
Gestosé Sowi
. owing term
siewu 3 P
Density wczesny — early optymalny — optimum opdzniony — late
ofseeding | PI% | Lk | LzK | MzK | MTZ | P | 1K |LzK |MzK [MTZ | PM | Lk |LzK | MzZK | MTZ
yield yield yield

300 4,71 202,0 34,7 148 44,6 440 1814 359 1,53 44,1 427 1934 409 1,72 433

450 4,57 212,55 344 147 444 480 2143 335 142 43,5 4,67 2220 356 149 432
i;zg;“a; 4,64 2073 34,6 147 445 460 1979 347 147 438 447 2077 382 1,60 432
NIR;LSD
a=0,05
Oznaczenia patrz tabela 2 i 3; For explantations see Table 2 and Table 3
NIR termin siewu x gestos¢ siewu (plon); LSD sowing term x density of seeding (yield) = 0,264
r.n. — Rodznica nieistotna; Not significant difference

r.n. r.n. r.n. rn. 0,196 274 rn. r.n. rn. 0252 262 283 0,19 rn.

Rowniez masa 1000 ziaren szczegdlnie odmiany Bogatka charakteryzowala si¢ matym
zréznicowaniem, niezaleznie od gestosci i terminu siewu. W warunkach siewow przy-
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$pieszonych o 2 tygodnie odmiany odznaczaty si¢ porownywalnym plonowaniem w obu
gestosciach siewu (tab. 4).

Natomiast w terminie optymalnym i op6znionym siewu pszenica ozima plonowata
generalnie istotnie wyzej przy zwigkszonej liczbie roslin na jednostce powierzchni.
Zmniejszone plony pszenicy byly gltownie spowodowane mniejsza liczbg klosow na
jednostce powierzchni. Nizsza liczba kloséw z 1 m? spowodowala zwigkszenie liczby i
masy ziaren z ktosa jedynie na poletkach wysianych w potowie pazdziernika. Reasumujac,
plony odmian przy obnizonej gestosci siewu w terminie przyspieszonym nie roznity sie
istotnie od wynikoéw uzyskanych w optymalnym terminie siewu.

DYSKUSJA WYNIKOW

Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze przyspieszony termin siewu oraz obnizona
liczba ziaren na 1 m? nie muszg powodowa¢ zmniejszenia plondw pszenicy ozimej. Analiza
doswiadczen polowych z potnocnej Dakoty potwierdzilta takze brak istotnej zalezno$ci
plondéw pszenicy ozimej i jej komponentéw od gestosci siewu lub systemu uprawy (Carr i
in., 2003). Rowniez badania na obszarze Grecji w warunkach zréznicowanych sposobow
uprawy wykazaty porownywalne wielko$ci plonéw pszenicy zarOwno w zmniejszonej jak
rowniez zwigkszonej gestosci siewu (Lithourgidis i in., 2006). Wysokos$¢ plonowania przy
wczesnym terminie siewu i obnizonej gegstosci uzalezniona jest wigc w gtdwnej mierze od
genotypu odmiany. Liczba kloséw na 1 m? decydowala o wysokosci plonowania badanych
odmian. Sktadowa ta odegrata réwniez decydujaca rol¢ w ksztaltowaniu plonu w innych
badaniach (Bavec i in., 2002, Lithourgidis i in., 2006). Analiza zmienno$ci masy tysigca
ziaren odmiany Bogatka wskazuje, ze sktadowa ta w mniejszym stopniu podlega wptywom
srodowiska i uzalezniona jest w duzej mierze od genotypu rosliny. Badania Noworolnika
(2007) potwierdzaja, ze liczba ziaren z klosa i masa tysigca ziaren sg stabiej skorelowane
z plonem. Natomiast Neuman (2005) analizujac sktadowe plonu trzech odmian pszenicy
ozimej w warunkach uprawy bezpluznej 1 siewow rzadkich stwierdza, ze plony niektorych
odmian uzaleznione sg od liczby ktoséw na 1 m?, liczby ziaren w klosie i masy tysigca
ziaren. Liczba klos6w na jednostce powierzchni byta w matym stopniu uzalezniona od
terminu 1 gestosci siewu. Nie stwierdzono rowniez znaczacych wspodtzaleznosci miedzy
liczbg kloséw z jednostki powierzchni a liczbg ziaren i masg ziarna z klosa. Natomiast
badania Dubisa i Budzynskiego (2006) wykazaly, ze przyspieszenie siewu o 14 dni wptywa
na zwigkszenie zwartosci ktosow w tanie, liczby ziaren w klosie i obniZzenie masy tysigca
ziaren. Odmienne rezultaty moga wynika¢ ze réznicowanego porazenia do§wiadczen
kompleksem choréb podstawy zdzbta i ktosa. Gtoéwnym czynnikiem obnizajacym mase
tysigca nasion, w badaniach Dubisa i Budzynskiego (2006), byt grzyb Septoria nodorum.
Natomiast w badaniach wtasnych nie stwierdzono znaczgcego porazenia odmian pszenicy
ozimej grzybami wywotujacymi choroby ktosa i lisci.
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WNIOSKI

1. Siewy wczesne w porownaniu do optymalnego terminu nie spowodowaty obnizenia
plonéw odmian pszenicy ozimej, natomiast w warunkach siewu opdznionego o dwa
tygodnie odmiany reagowaly znacznym spadkiem plondéw, chociaz ilosciowo
niejednakowym.

2. Niezaleznie od terminu siewu, istotnie wyzszym plonowaniem wyrozniata si¢ Satyna.
Odmiany Satyna i Zawisza wykazywaly nawet tendencj¢ do wyzszych plonéw w
warunkach siewow wczesnych niz w optymalnym terminie. Wyzsze plony odmiany
Satyna w uprawie uproszczonej w porownaniu do pozostalych odmian uwarunkowane
byty zwickszong masa i liczbg ziaren z klosa oraz liczbg klosow z jednostki
powierzchni.

3. Odmiany Zawisza i Finezja w warunkach opodznionego siewu o dwa tygodnie
odznaczaty si¢ tendencja do wyzszych plonéw niz w optymalnym terminie. Op6znienie
siewu o dwa tygodnie spowodowalo zmniejszenie plonowania odmian Kobiera i
Bogatka, natomiast Satyna wykazywatla zwigkszong tolerancje na pézne siewy.

4. Finezja, Rywalka i Kobiera wykazywaly poréwnywalne plony zaréwno przy
zwigkszonej jak roéwniez przy zmniejszonej gestosci siewu, natomiast pozostate
odmiany charakteryzowatly si¢ wyzszymi plonami przy zwigkszonej obsadzie ro$lin na
jednostce powierzchni.
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Wielocechowa analiza r6znorodnosci
fenotypowe]
w kolekcji roboczej pszenicy jarej

Multivariate analysis of phenotypic diversity in Polish spring wheat collection

Sukces programow hodowlanych roslin jest uzalezniony miedzy innymi od wiedzy o zmienno$ci
fenotypowej i genetycznej posiadanych kolekcji zasobéw genowych oraz stopnia jej wykorzystania.
Zastosowanie wielocechowych metod statystycznych jest waznym sktadnikiem oceny réznorodnosci
oraz klasyfikacji i typologii obiektow w obrebie zgromadzonych kolekcji zasobéw genowych danego
gatunku ro$lin lub materiatdw hodowlanych w kolekcjach roboczych. Celem tej pracy jest ocena
r6znorodnosci fenotypowej 149 obiektow pszenicy jarej pod wzgledem 12 cech ilosciowych. Obiekty
te zostaly zgromadzone w kolekcji roboczej Zaktadu Oceny Jakosci i Metod Hodowli Zbdz Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Krakowie. Niekompletna seri¢ wieloletnig doswiadczen polowych
przeprowadzono w miejscowosci Konczewice w wojewodztwie Kujawsko-Pomorskim w latach 1996—
1998. Niekompletno$¢ serii i danych sklasyfikowanych dwukierunkowo wynikata stad, Zze niektore
obiekty badano nie we wszystkich latach. W pracy wykorzystano analiz¢ skupien Warda i analizg
sktadowych glownych, ktore pozwalaja na komplementarne wnioski. Pierwsze cztery sktadowe gtéwne
wyjasnity 67% ogolnej zmiennosci wielocechowej miedzy badanymi obiektami. Pierwsza sktadowa
wyjasniajaca 24% zmiennosci wielocechowej, byta ona skorelowana glownie z plonem ziarna z poletka
oraz masg ziarna z klosa. Badane obiekty podzielono na 9 grup jednorodnych wielocechowo.
Przedstawiono charakterystyke wielocechowa obiektow w wydzielonych grupach oraz oceng
wielocechowego podobienstwa tych grup.

Stowa kluczowe: analiza sktadowych gltéwnych, analiza skupien, BLUP, cechy rolnicze, kolekcja
robocza, pszenica jara, roznorodnos¢ fenotypowa

The success of crop improvement programs depends among others on the knowledge of both
phenotypic and genetic diversity within the maintained plant genetic resources and from the degree of
their utilization. The use of multivariate statistical methods is an important strategy for assessment of
within- collection diversity, classification and typology of accessions. The purpose of the paper was to
evaluate phenotypic diversity for selected quantitative agronomic traits in a spring wheat collection (so-
called “working” collection) maintained by the Department Unit of Cereal Breeding and Quality
Evaluation of the Plant Breeding and Acclimatization Institute in Krakow. A field trial including 149
accessions (released cultivars and advanced breeding lines) was conducted across three seasons (1996—
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1999) in Konczewice, Kujawy-Pomerania province. In each year 12 agronomic quantitative traits were
evaluated. The data were put into incomplete two-way accession x year classification for each trait.
Two complementary multivariate methods including cluster analysis and principal component analysis
were used. The first four principal components captured 67% of the total multivariate variability among
the accessions. The first principal component accounted for 24% of the total variability and it was
mostly correlated with grain yield and weight of grain per ear as the traits with the largest contribution
to the multivariate variability among the accessions. The accessions were grouped into nine clusters
based on Ward’s clustering method. The clusters (groups) were then characterized with regard to all
the studied traits, and multivariate similarities among the groups were described using the biplot in
principal component analysis.

Key words:  agronomic traits, BLUP, cluster analysis, genetic resources, phenotypic diversity,
principal component analysis, spring wheat

WSTEP

Waznym czynnikiem rozwoju programow hodowlanych ro$lin jest stopien
wykorzystania roznorodno$ci biologicznej (genetycznej 1 fenotypowej) w kolekcjach
dotychczas zgromadzonych zasobdéw genowych. Jednym z waznych elementow strategii
wykorzystania obiektow w tych kolekcjach jest ocena genetyczna i fenotypowa ich
réznorodnosci. W wielu przypadkach zadanie to jest ograniczone tylko do pozyskania
danych paszportowych dla obiektow w kolekcjach. Kompleksowa, tzn. genetyczna i
fenotypowa ocena réznorodnosci kolekcji roslinnych zasobow genowych wymaga
wspotpracy specjalistow z wielu dziedzin, tj. genetykéw, hodowcow, biochemikow,
fitopatologow, fizjologéw roslin, biometrykow i innych (Mazurkiewicz i Strus, 1997;
Brown-Guedira i in., 2000; Mohammadi i Prasanna, 2003; Madry, 2007; Sorrells, 2007;
Damania, 2008). Wkiad biometrii do tej wspolpracy polega na opracowywaniu,
doskonaleniu i zastosowaniu efektywnych metod statystycznych (Mohammadi i Prasanna
2003, Crossa i Franco, 2004; Martinez-Calvo i in., 2007; Madry, 2007).

W ramach systematycznych i zintegrowanych prac nad gromadzeniem, przechowy-
waniem, oceng oraz wykorzystaniem pozyskanych lub wytworzonych dotychczas
obiektow pszenicy w Polsce, utworzono w 1970 roku kolekcje roboczg przy Zakladzie
Roslin Zbozowych IHAR. Do tego czasu polskie osrodki hodowli prowadzily wiasne
kolekcje (Mazurkiewicz i1 Strus, 1997). Kolekcja robocza jest to zbior warto$ciowych
obiektéw genetycznie utrwalonych, ktore moga by¢ zrodlem materiatow wyjsciowych do
hodowli nowych odmian (Mohammadi i Prasanna, 2003; Damania, 2008). W sktad takiej
kolekcji wchodza zaré6wno odmiany zarejestrowane w kraju, odmiany pochodzace z
zagranicznych osrodkéw hodowli oraz wartosciowe linie zdeponowane przez hodowcow.
Zgromadzone obiekty sa badane pod wzgledem wielu rolniczych cech ilosciowych w
okresie kilku lat w jednej miejscowosci (Kubicka i in., 2004; Hartung i Piepho, 2005;
Madry, 2007). W kolejnych latach badan obserwuje si¢ obiekty na pojedynczych
poletkach. Dane z takiej serii lat stanowig niekompletng klasyfikacje dwukierunkowa
krzyzowa z jedna obserwacja w podklasie w niepustych podklasach. Niekompletnos¢
danych wynika z tego, ze w poszczegodlnych latach nie sa badane wszystkie obiekty.

Wielocechowa analiza statystyczna danych z obserwacji fenotypowych cech obiektow
w kolekcji, wykonywana przy uzyciu metod wielowymiarowych, jest bardzo wartoscio-
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wym podejsciem do oceny roznorodnosci, pozwalajacym na poglebiong i wyczerpujaca
oceng kolekcji zasobow genowych roslin uprawnych (Mohammadi i Prasanna, 2003;
Crossa i Franco, 2004; Martinez-Calvo i in., 2007; Madry, 2007). Umozliwia ona
klasyfikacje obiektéw zgromadzonych w kolekcji na grupy jednorodne pod wzgledem
wielu cech jednoczes$nie oraz ich charakterystyke, zwang tez typologia, ktore ulatwiaja
jasne opisanie podobienstwa pomig¢dzy obiektami. Za pomocg metod wieclowymiarowych
mozna okresli¢ takze zwigzki pomigdzy cechami, wzgledng moc dyskryminacyjna
(rozr6zniajaca obiekty) badanych cech i charakter podobienstwa pomigdzy obiektami pod
wzgledem najwazniejszych cech, czyli tych o najwigkszej mocy dyskryminacyjne;j.

Wielowymiarowe metody statystyczne z sukcesem zostaty zastosowane do klasyfikacji
i charakterystyki zmiennosci fenotypowej kolekcji wielu gatunkéw roslin, miedzy innymi
pszenicy (DeLacy i in., 2000; Hailu i in., 2006), jeczmienia (Zékové 1 Benkova, 2006; Ruiz
i in., 1997; Manjunatha i in., 2007), zyta (Kubicka, 2004), czy amarantusa (Mapes i in.,
1996).

Celem tej pracy jest ocena roznorodnosci fenotypowej pod wzgledem 12 rolniczych
cech ilosciowych obiektow w kolekcji roboczej pszenicy jarej, zgromadzonej w Instytucie
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, za pomoca wielowymiarowych metod statystycznych, tj.
analizy skupien i analizy sktadowych gtéwnych.

MATERIAL I METODY

Material badawczy i doswiadczenia polowe

Materiat badawczy obejmowal 149 obiekty kolekcji roboczej pszenicy jarej (tab. 3),
zgromadzonej i1 ocenianej w Zaktadzie Oceny Jakosci i Metod Hodowli Zboz Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Krakowie. Doswiadczenia polowe przeprowadzono w
latach 1996-1998 w Konczewicach, w wojewodztwie kujawsko-pomorskim. Ziarniaki z
kazdego obiektu wysiano na pojedynczych poletkach o powierzchni 10 m?,

W trakcie doswiadczenia na poletkach obserwowano 12 nastepujacych rolniczych cech
ilo§ciowych: liczb¢ dni od 1.IV. do ktoszenia i dojrzatosci oraz wysoko$¢ roslin w tanie w
centymetrach. Pomiary te dokonywano na podstawie obserwacji 50 roslin losowo
wybranych z poletka. W czasie wegetacji roslin okre$lono porazenie chorobami liSci oraz
porazenie chorobami ktosa w 9-stopniowej skali bonitacyjnej, w ktorej 1 — oznacza
najwigksze porazenie chorobg, a 9 — najmniejsze porazenie. Po zbiorze okreslono plon
ziarna w dt/ha i jego sktadowe — liczbe ziaren z ktosa, mas¢ ziarna z klosa w g 1 masg
1000 ziaren w g. Oceniano takze cechy technologiczne ziarna, takie jak procentowa
zawarto§¢ biatka w ziarnie — oznaczona metodg bliskiej podczerwieni NIR, liczba
opadania — oznaczona metodg Hagberga-Pertena, liczba sedymentacji — oznaczona
metodg Axforda z wykorzystaniem siarczanu dodecylosodowego SDS.

Analiza statystyczna danych

Jednocechowa analiza zmiennosci kolekcji

Obserwacje fenotypowe badanych cech u 149 obiektow byly analizowane na podstawie
modelu mieszanego analizy wariancji dla niekompletnej klasyfikacji podwdjnej z jedna
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obserwacja w podklasie o postaci obiekty x lata. Model ten ma nastepujaca posta¢ (Jahufer
iin., 1997; Piepho i Mohring 2005; Littell i in., 2006):
Yi=m+tgitrte;

gdzie:

yijjest obserwacja danej cechy u i-tego obiektu (i = 1,...,a) w j-tymroku (j = 1,...,b), m
jest srednig ogdlna, g; jest losowym efektem gtdéwnym i-fego obiektu, 7; jest statym efektem
glownym j-tego roku, e; jest sktadnikiem losowym, obejmujacym efekt interakcji i-tego
obiektu (i = 1,...,a) w j-tym roku oraz btad doswiadczalny.

Analiz¢ wariancji wedlug przyjetego powyzej modelu mieszanego wykonano za
pomocg pakietu statystycznego SAS 9.1, wykorzystujac procedure GLM (SAS Institute
Inc. 2004, Littell i in. 2006).

Losowe efekty glowne dla obiektow g; dla kazdej cechy, ze wzgledu na niekompletnos¢
danych, zostaly oszacowane za pomocg najlepszego nieobcigzonego liniowego predyktora,
oznaczanego w skrocie BLUP (ang. the Best Linear Unbiased Predictor) (Robinson 1991,
Jahufer i in. 1997, Hartung i Piepho 2005, Hartung i in. 2006). Do wyznaczenie
estymatorow BLUP zastosowano metode najwigkszej wiarygodnosci z restrykcja REML
(ang. Restricted Maximum Likelihood). Estymatory BLUP dla efektow losowych,
dotyczacych poziomdéw danego czynnika, posiadajg mniejszy standardowy btad
oszacowania, niz najlepsze nieobcigzone liniowe estymatory typu BLUE (ang. the Best
Linear Unbiased Estimators), stosowane dla efektéw statych, dotyczacych pozioméw tego
samego czynnika (Robinson, 1991; Hartung i Piepho, 2005). Obliczenia numeryczne
wykonano za pomocg pakietu statystycznego SAS 9.1, wykorzystujac procedur¢ MIXED,
pozwalajaca wyznaczy¢ estymatory typu BLUP dla efektow losowych badanych obiektow
(Littell 1 in., 2006; SAS Institute Inc., 2004).

Dla potrzeb jednocechowej i wielocechowej analizy zmienno$ci fenotypowej obiektow
zgromadzonych w kolekcji pszenicy jarej wyznaczono oceny $rednich genotypowych,
postugujac si¢ estymatorem:

m,=n+g,

gdzie:

; jest oceng nieobcigzong Sredniej genotypowej dla danej cechy (oceng sredniej cechy
w populacji lat) dotyczacej i-tego obiektu, i jest oceng $redniej ogdlnej, g; jest oceng
BLUP losowego efektu gtownego dotyczacego i-tego obiektu.

Oceny érednich genotypowych 7i; dla obiektéw postuzyly do okreslenia podstawo-
wych charakterystyk ($rednia, wariancja, wspotczynnik zmienno$ci CV, minimalna
i maksymalna warto$¢) obserwowanych cech w obrebie zbioru badanych obiektow.
Srednie genotypowe M; beda wykorzystywane takze w wielocechowej analizie zmien-
nosci rozpatrywanej kolekcji.

Wielocechowa analiza réznorodnosci kolekcji

Analiza skupien

Badane obiekty podzielono na grupy (skupienia) o matej wielocehowej r6znorodnosci
genotypowej, postugujac si¢ metodg Warda analizy skupien (Jahufer i in., 1997; Casler i
van Santen, 2000; Mohammadi i Prasanna, 2003; Crossa i Franco, 2004; Madry, 2007). W
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tej hierarchicznej metodzie analizy skupien w czasie aglomeracji wykorzystywane jest
podejscie analizy wariancji, oparte na minimalizacji sumy kwadratow odchylen wewnatrz
grup (ang. within-group error sum of squares). W kazdym kroku aglomeracji nastepuje
polaczenie takich dwoch grup, dla ktorych suma kwadratow odchylen jest najmniejsza
sposrod wszystkich mozliwych do utworzenia grup (Johnson i Wichern, 2002). Ta metoda
charakteryzuje si¢ podziatem obiektow na grupy o podobnej i matej liczbie relatywnie
wyrownanych (jednorodnych) obiektow. Z tego powodu jest ona uznana za bardzo
efektywna przy podziale obiektow na grupy jednorodne i najczesciej stosowana w ocenie
zaréwno genotypowej, jak i fenotypowej zmienno$ci kolekcji roslinnych zasobow
genowych (Mohammadi i Prasanna, 2003; Crossa i Franco, 2004; Madry, 2007). Jako
miar¢ podobienstwa pomigdzy obiektami zastosowano kwadrat odlegtosci euklidesowe;j,
wyznaczonej na podstawie standaryzowanych ocen $rednich genotypowych, dotyczacych

rozpatrywanych cech (Mohammadi i Prasanna, 2003; Crossa i Franco, 2004; Madry, 2007).

Waznym problemem w analizie skupien jest wyznaczenie wlasciwej (rozsadnej

merytorycznie i uzasadnionej statystycznie) liczby grup, czgsto okreslanym jako miejsce

przecigcia dendrogramu. W celu wyznaczenia uzasadnionej statystycznie liczby skupien,
zastosowano w pracy kryterium oparte na statystyce pseudo F i pseudo t2. Kryteria te nie
pozwolily jednak jednoznacznie podjac¢ decyzje o liczbie skupien. Zastosowano drugie
kryterium zaproponowane przez Caslera i van Santena (2000) oraz Upadhyaya i wsp.

(2003). Jest ono oparte na relacji migdzygrupowej sumy kwadratow odchylen do

catkowitej sumy kwadratoéw odchylen dla wszystkich badanych cech. Przyjmuje si¢

zwykle, ze obiekty moga by¢ podzielone na taka liczbe skupien, aby wewnatrzgrupowa
suma kwadratow wyjasnita znaczacg czg$¢ catkowitej sumy kwadratéw odchylen, zwykle

okoto 75%.

Analiza sktadowych glownych
Ta metoda jest stosowana do:

— syntetycznej oceny zwigzkdw pomig¢dzy badanymi cechami ilo§ciowymi, polegajacej
na wykryciu tzw. czynnikéw — sktadowych gltéwnych, rozumianych jako zespoty cech
wzajemnie skorelowanych,

— okresdlenia wzglednej mocy dyskryminacyjnej (rozrézniajacej obiekty) kazdej z
badanych cech, prowadzacej do wykrycia cech o najwigkszym znaczeniu w
wielocechowej zmiennos$ci migdzy obiektami,

— charakterystyki podobienstwa pomiedzy obiektami pod wzgledem najwazniejszych
cech, czyli tych o najwigkszej mocy dyskryminacyjnej za pomoca narzedzi graficznych,
tj. wykresu rozmieszczenia obiektoéw w uktadzie dwoch lub trzech sktadowych
gtéwnych (Ruiz 1 in., 1997; Assafa i in., 2001, 2003; Johnson i Wichern, 2002;
Mohammadi i Prasanna, 2003; Kubicka i in., 2004; Madry, 2007).

Analiza skltadowych gléwnych zostata przeprowadzona za pomoca procedury

PRINCOMP pakietu statystycznego SAS 9.1 (SAS Institute Inc., 2004).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Analiza wariancji i parametry zmiennosci cech

Wyniki analizy wariancji dla 12 rozpatrywanych cech, opartej na modelu mieszanym,
przedstawiono w tabeli 1. Stwierdzono istotng zmienno$¢ genotypowa obiektow dla kazde;j
z rozpatrywanych cech.

Tabela 1
Analiza wariancji dla 12 cech rolniczych badanych obiektéw w kolekcji roboczej pszenicy jarej
Analysis of variance for 12 agronomic traits of studied accessions in a spring wheat collection

Zrodla Srednie kwadraty

zmien- Mean squares

nosci | D.F.
Sources of] X, X, Xs3 X4 Xs Xs X7 Xs Xo Xio | X | Xi2
variation
85}::1::}’ 148 21193* 588132* 16511* 1569* 22,09* 19196* 443,69* 3253* 216* 36291* 180* 135*
%{zt;rs 2 17,78*% 26179,82* 11224,65* 352945% 238328* 8649,51* 104,59* 386,55* 0,080* 3196* 62,09* 429*
Resztowa
Residual 148 056 178730 6464 284 3,16 5341 1464 991 003 551 1,02 061

* Istotne przy a = 0,01; Significant at a = 0.01
D.F. — Stopnie swobody; Degrees of freedom

Tabela 2
Charakterystyka zmiennos$ci kolekcji roboczej pszenicy jarej pod wzgledem 12 cech rolniczych
Variability characterization for 12 agronomic traits in a spring wheat collection

Cecha Srednia Wariancja | Wspotczynnik zmiennosci (%) Min. Maks.
Trait Mean Variance Coefficient of variability (%) Min Max
Zawartos¢ bialka w ziarnie 12,96 0,25 3,87 11,73 15,04
Grain protein content
Liczba opadania 20545 128549 12,14 17453 351,00
Falling number
Test sedymentacji 4537 28,10 11,68 28,66 61,75
Sedimentation test
Dni do dojrzatosei 102,31 5,18 2,23 97,55 107,65
Days to maturity
Dni do kioszc?nla 48,19 7,66 5,74 41,92 54,80
Days to heading
Plon ziama 72,64 47,56 9.49 46,65 87,09
Grain yield
Wysokos¢ rosliny
Plant height 95,40 37,09 6,38 70,42 110,97
Liczba ziaren w klosie 41,52 7,36 6,53 33,98 49,78
Grain number per ear
Masa ziaren w klosie 1,84 0,02 723 1,34 2,20
Grain weight per ear
Masa 1000 ziaren
Weight of 1000 grains 44,47 10,14 7,16 37,27 53,74
Porazenie chorobami lisci
Resistance to leaf diseases 3,57 0,18 7,69 427 6,71
Porazenie chorobami ktosa 621 0.20 7.13 4775 724

Resistance to ear diseases
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Na podstawie ocen odchylen standardowych i wspotczynnikéw zmiennosci dla §rednich
genotypowych, otrzymanych za pomocag BLUP-6w (tab. 2) mozemy wnioskowaé, ze
najwigksza zmiennos$cig charakteryzowata si¢ liczba opadania, (wspotczynnik zmiennosci
byt rowny 12%), liczba sedymentacji, (wspotczynnik zmiennosci byt réwny 11,7%), a
takze plon ziarna z poletka, (wspotczynnik zmienno$ci byt rowny 9,5%). Najmniejsza
zmienno$cig charakteryzowaly si¢ nastepujace cechy: liczba dni do kloszenia,
(wspotczynnik zmiennosci byt rowny 5,7%), zawarto$¢ biatka w ziarnie, (wspdtczynnik
zmiennos$ci ksztaltowal si¢ na poziomie 3,9%) oraz liczba dni do dojrzalosci peinej,
(wspotczynnik zmienno$ci byt rowny 2,2%).

Grupowanie obiektéw wielocechowo jednorodnych

Na rysunku 1 przedstawiono dendrogram, obrazujacy proces grupowania ocenianych
obiektow za pomocg metody Warda, wraz z miejscem przecigcia jego gatezi na poziomie
71% catkowitej sumy kwadratow odchylen cech (zmiennosci calkowitej), wyjasnionej
przez skupienia. Podobny poziom wyjasnionej zmienno$ci przez skupienia stanowit
kryterium do wydzielania skupien w pracach Caslera i van Santena (2000) oraz Upadhyaya
1 wsp. (2003). Zatem 149 obiektow podzielono na 9 grup jednorodnych pod wzgledem
wszystkich 12 ocenianych cech.

Obiekty — Accessions

T
10 0.9 08 07 06 05 04 03 02 04 0.0

Udziat migdzygrupowej zmiennosci cechy w catkowitej zmiennos$ci obiektow
The proportion of variance accounted for by the clusters
Rys. 1. Dendrogram uzyskany za pomoca metody Warda analizy skupien dla 149 obiektow pszenicy
jarej (linia pionowa obrazuje przeciecie galezi na poziomie 71% zmiennoSci calkowitej wyjasnionej
przez skupienia)
Fig. 1. Dendrogram generated by Ward cluster analysis for 149 accessions of spring wheat (vertical line
shows a cutting point at the level of 71% variability explained by clusters)
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W tabeli 3 zaprezentowano sktad obiektow w poszczegodlnych grupach jednorodnych,
w ktorych znalazly si¢ obiekty pochodzace z rdéznych zrodet. Liczebno$é wydzielonych
grup wahata si¢ od 35 obiektow w grupie 1, do 3 obiektow w grupie 9. W kazdej grupie
znajdowaty si¢ zarowno linie hodowlane, wytworzone w r6znych osrodkach hodowlanych
oraz odmiany zarejestrowane w kraju i zagranicg. Oznacza to, ze hodowcy w roéznych
osrodkach hodowlanych korzystali z tej samej lub spokrewnionej bazy genetycznej
pszenicy. Do stwierdzenia faktycznego spokrewnienia niektorych obiektow w tej kolekcji
konieczne jest badanie ich podobienstwa genetycznego za pomocg markerow molekular-
nych (Brown-Guedira i in., 2000; Mohammadi i Prasanna, 2003; Madry, 2007; Damania,
2008) lub przesledzenie rodowodow zgromadzonych obiektow.

Tabela 3
Grupy jednorodne obiektéw pszenicy jarej wydzielone na podstawie 12 cech rolniczych za pomoca
metody Warda analizy skupien
Homogeneous groups of spring wheat accessions revealed on the basis of 12 agronomic traits using the
Ward clustering method

Grupa Nazwa obiektu
Group Name of accession

CSW92, ETA, Frisal, HEC 1341/90, HEC 2527/91, HEC 347/90, Henika, Ibwsn 383/81, Jasna, KOC 1887/84,
KOC 1997/92,KOC 279, KOC 3612/88, KOC 3708/94, KOC 4162/90, KOH 1749, KOH 1809, KOH 1813,
KOH 1831, KOH 2365, KOH 393, LONA, Munk, NAD 196, NAD 297, Nemares, Omega, Planet, SOA
2896/87, Thasos, Tinos, Turbo, VDH 3022/89, WYS. z KEN.LEOP., Zena

ALSN 11, ALSN 26, ANDUSIL, Cadenza, Contesa, CSW 91/B, IBWSN 144/79, KOC 1660/93, KOC 2083/90,
2 KOH 2242, KOH 2254, KOH 263/15/89, KOH 272/11/83, KOH 391/16/82, RAH 15393, RAH 3794, RAH
63593, RAH 66493, Sigma, SOA 2531/85, SOA 280/R/91, Sunnan, Troy, Waller

Alkora, Erwin, HEC 425/93, HEC 493, HEC 587/87, IGNA, KOC 2391/89, KOC 2612/88, KOC 2775/87,KOC
2823/92, KOC 3024/90, KOC 3317/89, KOH 1671, KOH 2182, KOH 253/13/88, KOH 60/13/88, KOH 800

6/b40, AL SN-11, ALBIS, COMBIL FAVORIT, HEC 1941/92, HEC 1945/91, HEC 2530/91, HENA, Hermes,
4 IBWSN 260/81, JOAN DOLLAR, KOC 2892, KOC 3277/92, KOC 3395, KOH 1094, KOH 696, KRJ 7/95, M
104/77, M 159/75, LANDU

2/B/19, Atrtis, Attis, Devon, Dragon, Hanno, HEC 1396/80, HEC 393, HEC 594, HEC 961/88, Hezja, Klaros,
5 KOC 1177/92, KOC 2815/89, KOC 4798/90, KOH 1373, KOH 1895, Quatro, Ralle, Remia, Santa, Torka,
VDH 83/2014/1/3

Banti, Ismena, Kenya Tembo, KOC 3516/86, Naxos, S-55

Helia, KOC 4479/90, KOH 1766, KOH 1767, KOH 1962, KOH 1995, KOH 2384, KOH 2391, KOH 495 /
Nawra, KOH 596, KOH 742, KOH 797,M 151/76, M 279/74, Rubino

Arkada, IBWSN 390/81, M 203/78, M 70/78, Remus

o} o) BEEN B fo

ALSN 25, KRJ 4/95,KRJ 9/95

Analiza skladowych gléwnych

Wyniki analizy sktadowych gltéwnych na podstawie standaryzowanych wartosci
BLUP-6w dla $rednich genotypowych, dotyczacych badanych cech, przedstawiono w
tabeli 4. Do dalszej analizy wybrano cztery pierwsze sktadowe gtowne, poniewaz dla nich
warto$ci wlasne byly wigksze od 1 (Assefa i in., 2003; Mohammadi i Prasanna, 2003;
Kubicka i in., 2004; Okpul i in., 2004; Madry, 2007).

Cztery pierwsze sktadowe gtowne wyjasnily 67% ogodlnej zmienno$ci migdzyobiekto-
wej dla wszystkich rozpatrywanych cech. Pierwsza z tych sktadowych wyjasnita 24%
lacznej zmiennosci BLUP-6w dla efektéw genotypowych, natomiast dwie pierwsze
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wyjasnity lgcznie 44% tej zmiennosci. Trzy pierwsze skladowe wyjasnity tacznie 56%
0golnej zmiennosci obiektow.

Tabela 4
Wspélezynniki korelacji miedzy cechami a kazda z czterech pierwszych skladowych gléownych (PC)
oraz wartos$ci wlasne i procent wyjasnionej zmiennosci przez te skladowe glowne
Correlation coefficients between traits and each of the first four principal components (PC),
eigenvalues and parts of multivariate variability explained by these components

Cechy — Traits [ pc1 ] pc2 | pPc3 | pPc4
Zawarto$¢ biatka w ziarnie — Grain protein content -0,30 0,25 0,35 -0,05
Liczba opadania — Falling number 0,32 -0,01 -0,40 0,29
Test sedymentacji — Sedimentation test -0,25 -0,02 0,07 0,21
Dni do dojrzatosci — Days to maturity 0,26 0,49 0,06 0,00
Dni do kloszenia — Days to heading 0,31 0,45 -0,06 0,18
Plon ziarna — Grain yield 0,41 -0,15 -0,06 0,20
Wysokos¢ rosliny — Plant height 0,13 0,20 0,61 -0,03
Liczba ziaren w kltosie — Grain number per ear 0,30 -0,05 -0,10 -0,69
Masa ziaren w ktosie — Grain weight per ear 0,37 -0,32 0,28 -0,34
Masa 1000 ziaren — Weight of 1000 grains 0,15 -0,37 0,46 0,34
Porazenie chorobami lisSci — Resistance to leaf diseases 0,32 0,31 0,14 0,13
Porazenie chorobami ktosa — Resistance to ear diseases 0,24 -0,31 0,05 0,27
Wartos¢ wilasna 203 242 139 130

Eigenvalues

Wyjasniona czg¢$¢ zmiennosci wielocechowej obiektow
Explained part of multivariate variability of accessions
Skumulowana cz¢$¢ zmiennosci wielocechowej
Cumulative part of multivariate variability

0,24 0,20 0,12 0,11

0,24 0,45 0,56 0,67

Pierwsza skladowa glowna byta stosunkowo silnie skorelowana dodatnio z plonem
ziarna (r = 0,41), masg ziarna z klos (r = 0,37), liczbg opadania (r = 0,32), a takze
porazeniem przez choroby lisci ( r=0,32). Wskazuje to, ze wymienione cztery cechy byly
wzajemnie do$¢ silnie skorelowane dodatnio. Sa one oznaka istnienia czynnika
genetycznego (takze w czgsci srodowiskowego), ktory w znacznym stopniu warunkuje
jednoczesnie wszystkie te cztery cechy. Ten czynnik moze obejmowac poligeny sprzezone
lub/oraz dziatajace plejotropowo. Cechy najsilniej skorelowane z pierwsza sktadowa
glowna mialy najwickszy udzial w wielocechowym zréznicowaniu obiektow (tab. 5, rys. 2
i 3). Stosunkowo duze wartos$ci pierwszej sktadowej gtownej dla rozpatrywanych obiektow
oznaczaja dos¢ czesto duze wartosci dodatnio skorelowanych z nig cech, za$ male wartosci
ujemnie skorelowanych z nig cech. Natomiast mate wartosci pierwszej sktadowej gtowne;j
dla obiektow, wskazuja dos¢ czesto na mate wartosci dodatnio skorelowanych z nig cech,
za$ duze warto$ci ujemnie skorelowanych z nig cech.

Dla drugiej sktadowej gtownej stwierdzono dodatnig korelacj¢ z liczbg dni do dojrza-
losci (r = 0,49) oraz liczba dni do ktoszenia (r = 0,45), natomiast ujemng korelacje
(r=-0,37) dlamasy 1000 ziaren. Wskazuje to na ujemne korelacje migdzy dtugoscig kazde;j
z dwoch faz rozwojowych a masg 1000 ziaren. Stwierdzony zwigzek odmienny w stosunku
do wielu badan, potwierdzajacych korelacje dodatnie migdzy dtugoscia faz rozwojowych
a masg 1000 ziaren u zb6z (DeLacy i in., 2000; Hailu i in., 2006). Zatem obiekty o
relatywnie duzych wartosciach drugiej sktadowej gtownej wyrozniaty si¢ czgsto relatywnie
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dlugim okresem wegetacji oraz charakteryzowaty si¢ niskg masg 1000 ziaren (grupa 2), i
odwrotnie (grupa 7), co dobrze obrazuje tabela 5.
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Rys. 2. Rozmieszczenie 9 grup obiektow pszenicy jarej w ukladzie dwdch pierwszych skladowych
gléwnych
Fig. 2. Scatter plot for 9 groups of spring wheat in axes of the first two principal components
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Rys. 3. Rozmieszczenie 9 grup obiektow pszenicy jarej w ukladzie trzech pierwszych skladowych
gléwnych
Fig. 3. Scatter plot for 9 groups of spring wheat in axes of the first three principal components
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Tabela 5

Charakterystyka wielocechowa wydzielonych grup obiektow pszenicy jarej
Characteristics of separated accession groups for 12 agronomic traits in a spring wheat collection

Grupy
Cechy Groups
Traits - - I — - - Il — - . il —
$rednia wariancja $rednia wariancja $rednia wariancja
mean variance mean variance mean variance
1 2 3 4 5 6 7
X 12,83 0,15 12,87 0,11 12,60 0,13
X, 312,64 317,29 308,85 797,63 303,69 133421
X; 45,06 15,65 40,39 30,86 43,38 26,40
Xy 101,68 1,73 104,58 1,97 101,41 1,65
Xs 48,13 4,32 51,17 3,25 47,13 5,70
Xe 74,81 16,20 71,73 34,90 79,34 10,72
X5 93,09 23,44 95,44 36,71 98,01 18,49
Xy 42,34 2,94 42,05 3,31 44,90 3,51
Xo 1,83 0,00 1,80 0,01 2,04 0,01
Xio 42,93 3,22 42,48 9,35 46,08 6,32
X 5,45 0,08 5,84 0,08 5,71 0,11
X2 6,31 0,21 6,01 0,12 6,40 0,11
v \ VI
X 13,41 0,10 12,95 0,29 12,94 0,27
X, 282,37 1076,95 298,23 445,50 220,63 897,81
X; 48,98 17,34 48,16 13,71 41,56 7,19
X, 104,36 4,11 103,06 2,84 99,65 2,46
Xs 49,02 2,57 49,36 2,90 43,80 3,85
X 69,85 38,08 73,70 19,99 70,51 89,74
X7 98,58 25,56 97,67 16,43 96,43 19,71
Xs 42,67 6,87 38,46 2,51 39,87 1,68
Xo 1,87 0,01 1,73 0,01 1,79 0,00
Xio 44,04 4,67 45,05 6,74 45,21 2,69
X 5,70 0,05 5,84 0,11 5,44 0,18
X2 5,97 0,09 6,26 0,14 6,33 0,13
13,41 0,10 12,95 0,29 12,94 0,27
VIl VIII X
X 12,89 0,07 12,99 0,34 14,51 0,40
X, 295,79 703,82 266,64 1991,35 207,20 2726,18
X; 46,91 19,04 46,39 5,71 51,75 75,33
Xy 100,03 0,86 98,75 0,34 99,13 0,61
Xs 45,94 3,44 43,32 1,13 44,34 0,64
X 72,74 26,64 61,44 36,30 50,50 41,05
X7 91,55 25,02 82,97 58,15 105,65 23,87
Xy 40,35 2,26 38,52 1,02 38,35 20,42
Xo 1,95 0,01 1,73 0,00 1,61 0,06
Xio 49,54 7,39 44,87 6,79 40,62 10,41
X 5,14 0,22 4,73 0,13 4,75 0,01
X 6,66 0,04 5,80 0,03 5,09 0,17

Trzecia sktadowa gtowna byta dodatnio skorelowana z wysokoscig roslin (r = 0,61),
ujemnie za$ z liczbg opadania (r =-0,40). To Swiadczy, ze obiekty o relatywnie wysokich
zdzbtach, posiadaty czesto relatywnie niskg warto$¢ liczby opadania. Natomiast czwarta
sktadowa glowna byta dos¢ silnie skorelowana ujemnie z liczbg ziaren w klosie (r =-0,69).
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Brak silnych korelacji pomiedzy sktadowymi glownymi a cechami, §wiadczg o tym, Ze nie
ma wsérod badanych cech takich, ktore majg stosunkowo duzy udziat w wielocechowym
zrdznicowaniu obiektow. Zadna z badanych cech nie posiadata dominujacego udzialu w
0golnej zmiennosci obiektow.

Z rysunkow 2 i 3 wynika, ze wigkszo$¢ obiektow zlokalizowana jest w okolicach
wartosci $rednich dla trzech pierwszych sktadowych glownych, zwlaszcza pierwsza,
czwarta 1 pigta grupa obiektow. Obiekty w tych grupach odznaczaly si¢ S$rednimi
warto$ciami dla cech znaczaco skorelowanych z pierwsza i druga sktadowsa glowna.

Grupa 2 obiektow charakteryzowata si¢ duzymi dodatnimi warto§ciami pierwszej i
drugiej sktadowej glownej, stwierdzono u nich relatywnie duze wartosci dla liczby
opadania, liczby dni do kloszenia i dojrzalosci, plonu ziarna, masy ziarna z klosa i
porazenia chorobami lisci (male porazenie), a takze ponizej $redniej ogdlnej wartosci dla
masy 1000 ziaren. Potwierdzaja to Srednie grupowe tych cech, podane w tabeli 5. Te relacje
wartosci cech obiektow w grupie 2 wynikaja z sity i znaku korelacji z pierwszymi dwiema
sktadowymi glownymi (tab. 4). Obiekty w grupie 9 (najbardziej odstajace od pozostatych)
miaty najnizsze (ujemne) wartosci pierwszej sktadowej glownej i jedne z najwyzszych
warto$ci drugiej sktadowej gltownej. Wyrodznialy sie one relatywnie dtugim okresem do
ktoszenia i dojrzatosci i niska masg 1000 ziaren oraz relatywnie duza wysokoscia ro$lin,
co przedstawia tabela 5. Grupa 3 zawierata przede wszystkim obiekty o duzej liczbie
opadania i plonie ziarna, ktore posiadaja najwyzsze wartosci dla pierwszej sktadowej
gtéwnej (cechy stosunkowo silnie skorelowane z ta sktadowa gléwna), a takze krotkim
okresem wegetacji (niskie warto$ci dla drugiej sktadowej glownej). Niskimi roslinami byly
przede wszystkim obickty nalezace do grupy 1 oraz 8, obiekty te posiadaty niskie wartosci
dla cech ujemnie skorelowanych z trzecia sktadowa glowna.

Wisréd 149 ocenianych obiektow w kolekcji roboczej wystepuja takie, ktore znacznie
odbiegaja od s$rednich wartosci zarowno dla pierwszej, drugiej jak i trzeciej sktadowe;j
gtéwne;j. Analizujac rysunki 2 i 3 mozemy takie obiekty wytoni¢. Nalezaly one przewaznie
do grupy 3, 81 9. Obiekty z tych grup r6znig sie najbardziej od innych badanych obiektow
w kolekcji, odznaczajac si¢ kontrastowymi poziomami cech najsilniej skorelowanych z
dwiema pierwszymi sktadowymi glownymi, tzn. cech o relatywnie najwiekszej mocy
dyskryminacyjnej (tj. plon ziarna, masa ziaren z ktosa, masa 1000 ziaren, liczba opadania,
liczba dni do ktoszenia i dojrzalosci, a takze oporno$¢ na porazenie przez choroby lici).
Moga one zosta¢ wykorzystane jako komponenty rodzicielskie w trakcie hodowli nowych
odmian pszenicy jarej. Przede wszystkim sg to nastgpujace obiekty Alkora, Erwin, HEC
425/93, HEC 493, HEC 587/87, KRJ 4/95,KRJ 9/95, M 203/78, M 70/78, Remus.

WNIOSKI

Wykorzystanie najlepszych liniowych nieobcigzonych predyktorow (estymatorow
BLUP) dla $rednich genotypowych badanych cech na podstawie danych niekompletnych
w tablicy dwukierunkowej o postaci obiekty X lata, pozwala efektywnie i poprawnie pod
wzgledem statystycznym, zastosowa¢ wielocechowe metody oceny fenotypowej

102



Marcin Studnicki ...

roéznorodnosci obiektow, zgromadzonych w kolekcjach zasobow genowych lub kolekcjach
roboczych.

Obydwie metody wielocechowe (analiza skupien i analiza sktadowych gléwnych),
uzupelniaja si¢ wzajemnie (sg3 komplementarne) w efektywnej ocenie réznorodno$ci
fenotypowej obiektow, zgromadzonych w kolekcjach zasobow genowych. Taka ocena
dostarcza informacji, ktore moga by¢ wykorzystane do lepszego zarzadzania kolekcja
zasobow genowych lub kolekcja roboczg, a takze utatwia wykorzystanie obiektow z takich
kolekcji w hodowli ro$lin do wyboru form rodzicielskich.

Badana kolekcja robocza pszenicy jarej odznaczata si¢ duza zmiennoscig fenotypowa
obiektéw dla rozpatrywanych cech rolniczych - zastosowanie analizy skupien i analizy
sktadowych gtownych pozwalaja na wyrdznienie grup obiektow interesujacych pod
wzgledem cech plonotworczych 1 odpornosciowych.

Cennymi obiektami, ktore z mogg przyczyni¢ si¢ do postgpu hodowlanego pszenicy
jarej sa Alkora, Erwin, HEC 425/93, HEC 493, HEC 587/87, KRJ 4/95,KRJ 9/95, M
203/78, M 70/78, Remus. Cechy takie jak plon ziarna, masa ziarna z klosa, liczba opadania
1 stopien porazenia przez choroby liscia posiadaty najwigkszy udzial w wielocechowe;j
zmienno$ci zgromadzonych w kolekcji roboczej pszenicy jarej obiektow.
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Porownanie efektywnosci metod statystycznych
tworzenia kolekcji podstawowej na przyktadzie
pszenicy jarej

Comparison of statistical methods to development of a core collection for a spring
wheat collection

Kolekcje podstawowe powstajg z ograniczonej liczby obiektow zgromadzonych dotychczas w
kolekcji zasobow genowych, wybranych tak aby reprezentowaly zmienno$¢ catej kolekcji. Celem
tworzenia kolekcji podstawowych jest efektywniejsze wykorzystanie aktualnie zgromadzonych
zasobow genowych w programach hodowlanych roslin. Celem pracy bylo zaprezentowanie, a takze
ocena efektywnosci réznych metod wyboru obiektow, metod grupowania i wielkosci kolekcji
podstawowych. W pracy, kolekcje podstawowe, powstaty w oparciu o kolekcje robocza pszenicy jarej,
zgromadzong w Zaktadzie Roslin Zbozowych Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Krakowie.
196 obiektow pszenicy jarej byto ocenionych pod wzgledem 10 cech fenotypowych w latach 1996—
2001. Kolekcja podstawowa pszenicy jarej powstala w wyniku trzyetapowego podejscia. W pierwszej
kolejnosci przeprowadzono grupowanie 196 obiektow. Oceniono dwie metody analizy skupien —
metod¢ Warda i metode UPMGA ($redniej odleglosci migdzy obiektami w skupieniach). W drugim
kroku wyznaczono liczb¢ obiektow wchodzacych do kolekcji podstawowej z wezesniej wyznaczonych
grup. W pracy zastosowano dwa podej$cia metodg proporcjonalng i metod¢ logarytmiczna. W ostatnim
etapie wybrano obiekty z kolekcji wyjsciowej do tworzonej kolekcji podstawowej. Wielkosé
utworzonych kolekcji podstawowych wynosita 10%, 15%, 20%, 25% i 30% kolekcji wyjSciowej.
Procent istotnie zréznicowanych $rednich oraz procent istotnie zréznicowanych wariancji, zostaty
wykorzystane do wskazania najbardziej efektywnej metody wyboru obiektow, techniki grupowania i
wielkosci utworzonych kolekcji podstawowych.

Stowa kluczowe: analiza skupien, kolekcje podstawowe, pszenica jara, zasoby genowe roslin
uprawnych

A core collection consists of a limited number of the accessions gathered in an existing collection,
chosen to represent the genetic variability within the whole collection of plant genetic resources. The
purpose of creating core collections is to improve the utilization of genetic resources in crop
improvement programs. The aim of this work was both to present and evaluate different procedures of
sampling and clustering and to assess the size of core collections. This paper describes the development
of a core subset of the spring wheat germplasm collection maintained at the Department of Cereal
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Breeding and Quality Evaluation of the Plant Breeding and Acclimatization Institute in Krakow. 196
accessions of spring wheat were evaluated for 10 phenotypic traits in the seasons 1996-2001. The
spring wheat core collection was established in tree steps. In the first step a total of 196 accessions were
stratified into homogenous groups. Two methods of cluster analysis: Ward’s method and UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) were comparatively used. In the second step,
a number of entries per group was determined. Two strategies: proportional and logarithmic were used.
In the final step of establishing core collections the actual entries were chosen. Five core collections
contained 10%, 15%, 20%, 25% and 30% of objects from the whole collection. The mean percentage
difference (MD%) and the variance difference percentage (VD%) were applied for screening optimal
sampling strategy, cluster methods and size of core collections.

Key words: cluster analysis, core collections, plant genetic resources, spring wheat
WSTEP

Kolekcje roslinnych zasobow genowych, zwane tez bankami genéw, zaktadane sa na
catym $wiecie, zabezpieczajg istniejgcg zmiennos¢ biologiczng roslin uprawnych i roslin
spokrewnionych z nimi oraz innych waznych ro$lin, w celu jej dlugoterminowego
zabezpieczenia, oceny oraz przekazania dla potrzeb hodowcow i1 innych badaczy. Od ponad
30 lat obserwujemy rozwoj dziatalnosci na rzecz zasobéw genowych, ktora polega przede
wszystkim na systematycznym wigczaniu nowych obiektow do kolekcji. W wyniku tych
dziatan wiele kolekcji ro§linnych zasobow genowych staje przed problemami zwigzanymi
z duza liczbg zgromadzonych obiektow, polegajacymi na trudnosciach w realizacji
podstawowych celow, dla jakich zostaly one stworzone (Brown 1989; Frankel, 1984;
Frankel i Brown, 1984; van Hintum 1 in., 2000). Utrzymanie duzych kolekcji przyczynia
si¢ do powstawania trudno$ci w zachowaniu na odpowiednim poziomie Zywotnosci
zgromadzonych obiektow, utrudnione jest takze pelne 1 wlasciwe wykorzystanie
zgromadzonej tam zmiennos$ci przez hodowcow 1 badaczy. Prowadzenie bardzo licznych
kolekcji jest czesto nieuzasadnione ekonomicznie i trudne organizacyjnie (Frankel, 1984;
Frankel i Brown, 1984).

W celu rozwigzania probleméw zwiazanych z duzg liczbg obiektow w kolekcjach
zasobOéw genowych roslin uprawnych, proponuje si¢ tworzenie kolekcji podstawowych
(ang. core collection). Kolekcja podstawowa powstaje z okreslonego wyboru pewnej liczby
obiektow sposrod znajdujacych sie w kolekeji wyjsciowej zasobow genowych (kolekcji
aktualnie zgromadzonej), zwanej tez kolekcja catkowita (Frankel i Brown, 1984). Wybor
obiektéw powinien by¢ tak przeprowadzony, aby reprezentowaly one dobrze zmiennos¢
fenotypowa 1 genotypowa kolekcji wyjsciowej, zawarta w stosunkowo matlej liczbie
obiektow. Kolekcje podstawowe tworzy si¢ metodami proby warstwowej (Brown, 1989;
Frankel i Brown, 1984; van Hintum i in., 2000).

Opracowano wiele technik shuizacych do tworzenia kolekcji podstawowych,
wykorzystuja one rézne kryteria oceny zmiennosci zgromadzonych obiektow. Stosowana
jest ocena rdéznorodno$ci fenotypowej, ocena zmiennosci genotypowej w oparciu o
markery molekularne, a takze ocena zmiennosci na podstawie danych ekologiczno—
geograficznych (Balakrishnan i in., 2000; Crossa i in., 2005; Ghamkhar i in., 2008; Hu i
in., 2000; Upadhyaya i in., 2007; van Hintum i in., 2000; Xu i in., 2006).
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Celem pracy bylo badanie efektywnosci 8 technik statystycznych proponowanych do
tworzenia kolekcji podstawowej, na podstawie obserwacji cech fenotypowych hodowlanej
kolekcji roboczej pszenicy jarej. Kazdg technike stosowano dla pigciu wielkosci kolekcji
podstawowej, tj. 10, 15, 20, 25 i 30% kolekcji wyjsciowe;.

MATERIAL I METODY

Opis kolekcji wyjsciowej

Materiatem zrodtowym, stanowigcym kolekcje wyjsciowa do tworzenia kolekcji
podstawowych za pomocg badanych technik statystycznych, byla kolekcja robocza
pszenicy jarej, zgromadzona i prowadzona dla celow hodowlanych w Zaktadzie Roslin
Zbozowych Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Krakowie. Kolekcja wyjsciowa
zawierata 196 obiektow, ktore byly zarowno liniami hodowlanymi przekazanymi przez
hodowcow z roznych osrodkdéw, odmianami zarejestrowanymi w Polsce i zagranica, jak i
obiektami uzyskanymi z r6znych bankow genow. Doswiadczenia polowe z tymi obiektami
przeprowadzono w latach 1996-2001 w miejscowosci Konczewice, potozonej w
wojewddztwie kujawsko-pomorskim, w powiecie torunskim w gminie Chetmza, na terenie
oddziatu Spotki Hodowla Roslin Strzelce Sp. z 0.0. nalezacej do Grupy IHAR. Materiat
siewny z kazdego obiektu wysiano na pojedynczych (jednopowtorzeniowych) poletkach o
powierzchni 10 m?. Poszczegdlne obiekty byty badane przez rozng liczbe lat, od 2 do 6.
Zatem, jednostki doswiadczalne (poletka) w calym doswiadczeniu stanowily nickompletng
klasyfikacje podwoéjna o postaci obiekty x lata, z co najwyzej jedng obserwacja w
podklasie.

W trakcie doswiadczenia obserwowano 10 iloSciowych cech rolniczych. Na polu
oceniano liczbg¢ dni od 1.V. do terminu ktoszenia i dojrzatosci oraz wysoko$¢ roslin.
Pomiary te dokonywano na podstawie obserwacji 50 roslin losowo wybranych z poletka.
W czasie wegetacji roslin okreslono porazenie chorobami lisci i porazenie chorobami
ktosa, wedtlug 9-stopniowej skali bonitacyjnej (porzadkowej). W czasie zbioru okreslono
plon ziarna z poletka i jego sktadowe — liczbe ziaren z klosa, mase¢ ziaren z ktosa i mas¢
1000 ziaren. Oceniano takze ceche technologiczng ziarna, tj. procentowa zawarto$¢ biatka
w ziarnie, oznaczong metodg bliskiej podczerwieni NIR.

Metody statystyczne do tworzenia kolekeji podstawowych

Ocena $rednich i parametréw zmiennosci badanych cech w kolekcji wyj$ciowej

Obserwacje badanych cech 196 obiektow w nickompletnej klasyfikacji podwojnej o
postaci obiekty X lata z co najwyzej jedng obserwacjg w podklasie, byly analizowane na
podstawie nastgpujacego modelu mieszanego analizy wariancji (Hartung i Piepho, 2005;
Littell 1 in., 2006; Piepho i Mohring, 2005):

Yi=m+tgitrte;

gdzie:

i — jest obserwacja danej cechy u i-tego obiektu (i = 1,...,a) w j-tym roku (j = 1,...,b),
m — jest $rednig ogolna,

g — jest losowym efektem glownym i-tego obiektu,

r; — jest statym efektem glownym j-tego roku,
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ejj— jest sktadnikiem losowym, obejmujacym efekty interakcji obiekt x rok oraz btad
doswiadczalny,

Ze wzgledu na nickompletnos¢ sklasyfikowanych danych, losowe efekty gltdéwne dla
obiektow g;, dotyczace kazdej cechy, zostaly oszacowane za pomoca najlepszych nie-
obcigzonych liniowych predyktoréow, nazywanych BLUP (ang. the best linear unbiased
predictor) (Hartung i Piepho, 2005; Piepho i Mohring, 2005). W celu wyznaczenia
estymatoréow BLUP zastosowano metode najwigkszej wiarygodnosci z restrykcja REML
(ang. Restricted Maximum Likelihood). Oceny typu BLUP dla efektow obiektowych g;
kazdej cechy postuzyly do wyznaczenia ocen $rednich genotypowych, wedlug wzoru:

m=m+g,

gdzie:

m; jest nicobcigzong oceng sredniej genotypowej dla danej cechy (ocena Sredniej cechy
w populacji lat) dotyczacej i-tego obiektu, 7 jest oceng $redniej ogolnej, §; jest oceng
BLUP losowego efektu gtownego, dotyczacego i-fego obiektu.

Tak wyznaczone $rednie genotypowe, 7;, dla kazdej cechy zostaly wykorzystane do
oceny $rednich i zmiennosci cech w kolekcji roboczej, stanowigcej kolekcje wyjéciowa
oraz do dalszych prac nad utworzeniem kolekcji podstawowych.

Opis technik statystycznych do tworzenia kolekeji podstawowych

Techniki te byly kombinacjami metod lub kryteriéw, stosowanych w kazdym z trzech
etapow tworzenia kolekcji podstawowej. Dla pierwszego etapu, polegajacego na
grupowaniu obiektow jednorodnych (tworzenie warstw w probie reprezentatywnej)
zastosujemy dwie metody hierarchicznej analizy skupien, tj. metode UPGMA - $rednigj
odlegtosci miedzy obiektami w skupieniach (ang. unweighted pair group method with
arithmetic mean) oraz metod¢ Warda. Metoda UPGMA byta efektywnie stosowana migdzy
innymi przez Ghamkhar i wsp. (2008), Hu i wsp. (2000), Xu i wsp. (2006) i Li i wsp.
(2004). Metoda Warda jest oparta na statystycznym Kkryterium minimalizacji sumy
kwadratéw odchylen wewnatrz grup (ang. error sum of squares — ESS). Stosowana byta
do tworzenia kolekcji podstawowych w wielu pracach (van Hintum i in., 2000; Crossa i
Franco, 2004; Crossa i in., 2005; Hu i in., 2000; Xu i in., 2006; Li i in., 2004; Balakrishnan
1in., 2000; Mahalakshmi i in., 2007; Padilla i in., 2007). W obu metodach analizy skupien
oparto si¢ na macierzy kwadratow odleglosci euklidesowej (Crossa i Franco, 2004).
Natomiast, przecigcie dendrogramu nastgpowato w miejscu, ktore odpowiadato liczbie
grup (skupien), wyjasniajacej dominujacg cze$¢ (okoto 70%) catkowitej sumy kwadratow
odchylen migdzy obiektami (Casler i van Santen, 2000; Mahalakshmi i in., 2007).

Drugi etap polega na wyznaczaniu liczby obiektow z kazdej grupy (warstwy),
wchodzacych w sktad kolekcji podstawowej. Zastosujemy w nim dwa kryteria, tj.
kryterium proporcjonalnosci (P) i logarytmicznej proporcjonalnosci (L), ktére zapropo-
nowal Brown (1989). Wedlug kryterium proporcjonalnosci z poszczegoélnych grup bierze
si¢ liczbe obiektow wchodzacych do kolekcji podstawowych, ktora jest taka samg frakcja
(czescia) liczby obiektow w grupie, jak frakcja obiektow z catej kolekcji wyjsciowej,
przechodzacej do kolekcji podstawowej. Zatem, im wigksza jest grupa jednorodna, tym
wigcej obiektow z niej przejdzie do tworzonej kolekcji podstawowej. Wedlug kryterium
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logarytmicznej proporcjonalnosci liczba obiektow z kazdej grupy, przeznaczonych do
kolekcji podstawowej jest taka samg frakcjg logarytmu liczby obiektdow w grupie, jak
frakcja obicktow z catej kolekcji wyjsciowej. Zatem, przy uzyciu kryterium logarytmiczne;j
proporcjonalno$ci grupy mniej liczne sg liczniej reprezentowane w kolekcji podstawowe;,
niz przy uzyciu kryterium proporcjonalnosci (Brown, 1989; van Hintum i in., 2000).

W trzecim etapie przeprowadzony jest wybdr obiektow z poszczegdlnych grup, o
wyznaczonej liczebno$ci (w drugim etapie), do tworzonej kolekcji podstawowej. W tej
pracy stosowano dwie metody wyboru obiektow z grup (ang. sampling strategies), tj.
metodg¢ catkowicie losowego wyboru (van Hintum i in., 2000) oraz metod¢ preferowanego
wyboru obiektow, w ktorej badacz tworzacy kolekcj¢ podstawowa subiektywnie decyduje
jakie obiekty w grupach majg by¢ wybrane. W klasycznym podejsciu do metody
preferowanego wyboru istnieje kilka kryteriow, pozwalajacych podja¢ decyzje, ktory
obiekt zostanie przekazany do kolekcji podstawowej, np.: wybierane sg takie obiekty, ktore
posiadaja wartos$ci skrajne (maksymalne lub minimalne) dla jednej lub kilku ocenianych
cech (Li i in., 2004; van Hintum 1 in., 2000; Xu i in., 2006). Aby zobiektywizowac ten
sposob wyboru obiektow do kolekcji podstawowej, zaproponowaliSmy jako kryterium
wyboru warto$¢ pierwszej zmiennej kanonicznej obliczong dla obiektéw w kolekcji
wyjsciowej. Analiza zmiennych kanonicznych pozwala zidentyfikowaé cechy o duzym
znaczeniu w wielocechowym zroznicowaniu grup (Krzanowski, 1993). Do kolekcji
podstawowe]j wiaczono obiekty o skrajnych (maksymalnych i minimalnych) warto$ciach
pierwszej zmiennej kanoniczne;.

W wyniku skojarzenia kazdej z dwoch metod lub kryteriow, stosowanych w poszcze-
gblnych etapach tworzenia kolekcji podstawowej, uzyskano 8 technik statystycznych,
ktorych efektywnos$¢ badano dla kazdej z pigciu wielkosci kolekcji podstawowej, tj. 20
obiektow (frakcja 10,2% kolekeji wyjsciowej), 30 obiektow (frakcja 15,3% kolekceji
wyjsciowej), 40 obiektow (frakcja 20,4% kolekcji wyjsciowej), 50 obicktow (frakcja
25,51% kolekcji wyjéciowej) oraz 60 obiektow (frakcja 30,61% kolekcji wyjsciowe;).
Zatem, zastosowano 40 postgpowan (procedur) przy tworzeniu kolekcji podstawowych,
powstatych jako kombinacje 5 wymienionych wielkosci kolekcji podstawowych, dwoch
metod wielocechowej analizy skupien (metoda UPMGA, metoda Warda), dwdch kryteriow
wyznaczenie liczby obiektow z poszczegdlnych grup, wchodzacych w sktad kolekcji
podstawowej  (kryterium  proporcjonalnosci — P, kryterium logarytmicznej
proporcjonalnosci — L), a takze dwoch metod wyboru obiektow z kazdej grupy (wyboru
losowego, wyboru preferowanego opartego na pierwszej zmiennej kanonicznej). Za
pomoca kazdej procedury utworzono jedng kolekcje podstawowa.

Ocena efektywnosci 40 procedur przy tworzeniu kolekcji podstawowych

Oceng efektywnosci 1 skutecznosci badanych 40 procedur do tworzenia kolekcji
podstawowych oparto na 2 kryteriach, stosowanych w wielu pracach (Hu i in., 2000; Li i
in., 2004; Xu i in., 2006). Pierwszym z nich byl procent istotnie zréznicowanych srednich
— MD%. Kryterium to opisuje procent liczby cech dla ktérych stwierdzono istotnie
zréznicowanie Srednich pomiedzy kolekcja wyjsciowa a kolekcja podstawowa. Kolekcja
podstawowa lepiej przenosi zmienno$¢ kolekeji wyjsciowej, gdy warto$¢ tego parametru
jest blizsza zeru. Kryterium nie powinno przekracza¢ 20% cech istotnie zréznicowanych,
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aby uzna¢ kolekcje podstawowa za dobrze reprezentujacag wielocechowa zmiennos$é
aktualnie zgromadzonych obiektow (Hu 1 in., 2000). W celu zbadania istotno$ci rdéznicy
srednich pomiedzy kolekcja wyjSciowa a kolekcja podstawowa, zastosowano test t-
Studenta (Hu i in., 2000; Li i in., 2004; Xu i in., 2006), w przypadku nie stwierdzenia
istotnego zréznicowania wariancji dla cech w kolekcji wyj$ciowej i kolekcji podstawowe;j
(spetnienia jednego z warunkéw do stosowania testu t-Studenta). W przeciwnym przy-
padku, zastosowano test t-Studenta z aproksymacjg Cochrana i Coxa (SAS Institute Inc.
2004).

Drugim zastosowanym kryterium do oceny efektywnosci proponowanych procedur
tworzenia kolekcji podstawowej, byt procent istotnie zroznicowanych wariancji — VD%,
opisujacy procent liczby badanych cech dla ktérych stwierdzono istotnie zréznicowane
wariancje pomig¢dzy kolekcja wyjsciowa a wyznaczong kolekcja podstawowa. Im nizsza
jest wartos$¢ tego kryterium (blizsza zeru), tym kolekcja podstawowa lepiej reprezentuje
wielocechowa zmienno$¢ aktualnie zgromadzona kolekcje zasobdéw genowych roélin
uprawnych. Istotno$¢ rdznicy wariancji pomig¢dzy kolekcja podstawowg a wyjsciowa,
zbadano za pomocg testu F (Hu i in. 2000, Li i in. 2004, SAS Institute Inc. 2004, Xu i in.
2006).

Aby obiektywnie wskazaé, ktora z metod tworzenia kolekcji podstawowych, stosowa-
nych w réznych etapach, istotnie roéznicuje skutecznos$¢ (reprezentatywnos$¢ kolekeji)
zastosowano czteroczynnikowg analiz¢ wariancji. Badanymi czynnikami byly trzy metody
(lub kryteria) statystyczne oraz wielko$¢ kolekeji podstawowej, za§ zmiennymi zaleznymi
byty dwa stosowane kryteria efektywnos$ci procedur, tj. MD% i VD%.

Wszystkie obliczenia numeryczne wykonano za pomocg pakietu statystycznego
SAS 9.1 (Littell i in., 2006; SAS Institute Inc., 2004). Wykorzystano nastepujace procedury
statystyczne: MIXED — do estymacji efektow obiektowych g;typu BLUP; CLUSTER —
do przeprowadzenia analizy skupien metoda Warda i UPGMA; CANDISC — do
wyznaczenia pierwszej zmiennej kanonicznej; TTEST — do wyznaczenia MD% oraz
VD%, jako kryterium oceny efektywnosci procedur do tworzenia kolekcji podstawowe;.

WYNIKI I DYSKUSJA

W tabeli 1 zaprezentowano charakterystyke zmiennosci kolekcji roboczej pszenicy jarej
(kolekcja wyjsciowa) pod wzgledem 10 ocenianych cech, na podstawie ocen srednich
genotypowych otrzymanych za pomocag estymatorow typu BLUP dla wszystkich 196
obiektow. Najwigckszg zmienno$cig obiektowa charakteryzowata si¢ liczba dni do
ktoszenia (wspotczynnik zmiennosci CV byt rowny 20,14%) oraz plon ziarna (wspot-
czynnik zmienno$ci CV byl rowny 8,08%). Najmniejsza zmiennos$cig charakteryzowaty
si¢ nastgpujgce cechy: liczba dni do dojrzatosci (wspotczynnik zmiennosci CV byt rowny
1,81%), zawarto$¢ biatka w ziarnie (wspotczynnik zmiennosci CV byl rowny 3,56%).
Wartos¢ $rednig plonu ziarna z poletka oszacowano na poziomie 67,1 dt/ha, natomiast
ksztaltowal si¢ on w zakresie od 44,10 dt/ha do 79,16 dt/ha. Srednia wysoko$¢ 196
obiektow pszenicy jarej wynosita 95,54 cm, minimalng zaobserwowana wartos¢ to 70,35
cm, natomiast maksymalng warto$¢ to 111,53 cm. Kolekcja robocza pszenicy jarej
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charakteryzowala si¢ duza zmiennoscig badanych cech, moze si¢ okaza¢ doskonalym
zroédtem komponentow rodzicielskich w trakcie hodowli nowych odmian. Zwtaszcza dla
takich cech jak dlugos¢ okresu wegetacji i plon ziarna z poletka. Przyczyniajac sie
jednoczesnie do postgpu biologicznego i hodowlanego w obrgbie tego gatunku.

Tabela 1
Charakterystyka zmiennos$ci kolekcji roboczej pszenicy jarej pod wzgledem 10 cech
Characteristics of variability of 10 traits in a spring wheat collection
Cechy Srednia | Odchylenie standardowe | Wspotczynnik Zmiennosci Mi M
Traits Mean Standard deviation Coefficient of variability n &
Zawarto§¢ bialko w ziamie 3 39 0,48 3,56 12,09 15,44
Protein content in grain
Liczba dni do dojrzatosci
Number of days to maturity 107,05 1,94 1,81 102,56 111,14
Liczba dni do kloszenia
Number of days to heading 13,38 2,69 20,14 6,94 19,93
Plon ziarna z poletka 67,1 5,42 8,08 44,10 79,16
Grain yield
Wysokos¢ rosliny
Plant height 95,54 6,43 6,73 70,35 111,53
Liczba ziaren w klosic 39,46 2,82 7,15 32,02 47,25
Number of grains per spike
Masa ziaren w klosie
Weight of grains per spike 1,64 0,12 719 120 1,97
Masa 1000 ziaren
1000 grain weight 41,57 3,14 7,55 34,55 49,56
Poré}zenle chorobaml lisci 5.02 0.39 7,69 3.82 6.01
Resistance to leaf diseases
Porazenie chorobami klosa 6.1 0.44 7.18 462 6.94

Resistance to spike diseases

W wyniku pierwszego etapu tworzenia kolekcji podstawowej, analizy skupien metoda
UPGMA, 196 obiektow kolekcji wyjsciowej zostato podzielonych na 9 grup jednorodnych.
Przy takiej liczbie grup jednorodnych sumy kwadratow odchylen pomigdzy grupami
wyjasnity 70% calkowitej sumy kwadratow odchylen. Na rysunku 1 przedstawiono
dendrogram podziatu 196 obiektow pszenicy jarej, wraz z miejscem jego przeciecia,
wykorzystujac metode UPGMA. Liczebno$¢ wyznaczonych grup ksztaltowala si¢ w
zakresie od 117 obiektow w grupie pierwszej, do 1 obiektu w grupie dziewiate;.

Natomiast analiza skupien metoda Warda pozwolita wyznaczy¢ w kolekcji wyjsciowej
pszenicy jarej 8 grup jednorodnych. Podzial na takg liczbe grup pozwolita migdzygrupowej
sumie kwadratow odchylen dla wszystkich oceniany cech wyjasni¢ 71% calkowitej sumy
kwadratow odchylen. Proces aglomeracji z wykorzystaniem tej metody 196 obiektéw
pszenicy jarej zostal zaprezentowany w postaci dendrogramu na rysunku 2. Najwicksza
liczba obiektéw zostato zgromadzonych w grupie pierwszej — 73, najmniejsza liczbg
obiektoéw stwierdzono w grupie 6smej — 3 obiekty pszenicy jare;.
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Rys. 1. Dendrogram uzyskany za pomoca metody UPMGA analizy skupien dla 196 obiektow pszenicy jarej
Fig. 1. Dendrogram generated using UPMGA cluster analysis for 196 accessions

Rys. 2. Dendrogram uzyskany za pomoca metody Warda analizy skupien dla 196 obiektéw pszenicy jarej
Fig. 2. Dendrogram generated using Ward’s cluster analysis for 196 accessions
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W tabeli 2 zaprezentowano wyniki analizy wariancji dla wspolczynnika istotnie
zroznicowanych $rednich MD%. Stwierdzono istotny wptyw wspotdziatania pomigdzy
rodzajem wykorzystywanej analizy skupien a sposobem wyboru obiektow ze skupien. Dla
metody UPGMA lepsza (posiadata mniejsza wartos¢ dla tego kryterium) okazata si¢
metoda perforowanego wyboru obiektow do kolekcji podstawowej — $rednia warto$¢
badanego parametru wynosita 2%. Natomiast dla metody Warda analizy skupien bardziej
efektywng okazata si¢ metoda losowego doboru obiektow ze skupien — $rednia warto$¢
badanego parametru 2%. Na podstawie tego parametru oceny efektywnosci technik
stuzacych do tworzenia kolekcji podstawowych, nie udato si¢ stwierdzi¢ innych zaleznosci.
Dla wszystkich utworzonych kolekcji podstawowych pszenicy jarej, procent istotnie
zroéznicowanych $rednich ksztattowat si¢ w zakresie od 0 do 20%. Speliajac warunek
opisany przez Hu i wsp. (2000) $wiadczacy o duzej efektywnos$ci utworzonych kolekcji
podstawowej i dobrze zachowujace zmiennos$¢ biologiczng obiektow zgromadzonych w
kolekcji wyjsciowej. W dwudziestu czterech z posrod czterdziestu powstatych kolekcjach
podstawowych nie stwierdzono istotnie roznych $rednich, wspotczynnik MD% byt rowny
zero. Parametr MD% w malym stopni réznicowat metody do tworzenia kolekcji
podstawowych. Okazal si¢ mato przydatny w badaniu efektywno$ci technik statystycznych
wykorzystywanych w trakcie naszych badan.

Tabela 2
Analiza wariancji dla procentu istotnie zréznicowanych s§rednich MD%
Analysis of variance for the mean percentage difference MD %
Zrodio zmiennosci Liczba stopni swobody Srednie kwadraty Feem
Source of variation Degrees of freedom Mean squares P
Analiza skupien — A
Cluster analysis — A ! 40 L1
Liczba obiektow z grup — B
Number of entries per group — B ! %0 247
Sposob wyboru z grup — C | 40 11
Sampling strategy — C ’
Wlelkosc kolekcji podstawowej —D 4 18,75 0.51
Size of core collection — D
AxB 1 10 0,27
AxC 1 360 9,87*
BxC 1 10 0,27
AXD 4 33,75 0,93
BxD 4 46,25 1,27
CxD 4 58,75 1,61
Btad — Error 17 36,47

*Istotne przy o= 0,01; Significant at 0. = 0.01

W wyniku przeprowadzonej analizy wariancji dla wspodtczynnika istotnie zréznico-
wanych wariancji VD% (tab. 3), stwierdzono istotny wplyw sposobu wybory liczby
obiektoéw z liczby obiektow ze skupien. Bardziej efektywnym postepowaniem okazata si¢
metoda proporcjonalna do wyznaczania liczby obiektow z grup, $rednia wartos$¢ dla
parametru VD% wynosita 10,5% cech. Dla metody logarytmicznej, kryterium to
oszacowano na poziomie 29%.
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Tabela 3
Analiza wariancji dla procentu istotnie zré6znicowanych wariancji VD%
Analysis of variance for the variance difference percentage VD%

Zrodio zmiennosci Liczba stopni swobody Srednie kwadraty Feem

Source of variation Degrees of freedom Mean squares P
Analiza skupien — A
Cluster analysis — A ! 25 0,02
Liczba obiektow z grup — B %
Number of entries per group - B ! 3422,5 26,98
Sposob wyboru z grup — C 1 38025 29,97+
Sampling strategy — C
Wlelkosc kolekcji podstawowe_] —D 4 108.75 0.86
Size of core collection — D
AxB 1 4225 3,33
AxC 1 62,5 0,49
BxC 1 2722,5 21,46*
AxD 4 158,75 1,25
BxD 4 566,25 4,46%*
CxD 4 8,75 0,07
AxBxC 1 62,5 0,49
Btad — Error 16 126,875

*Istotne przy o= 0,01; Significant at 0. = 0.01

W tabeli 4 zaprezentowano porownanie pomi¢dzy tymi dwiema zastosowanymi
metodami wyznaczenia liczebnosci obiektow z poszczegdlnych grup. W kolekcjach
podstawowych tworzonych z wykorzystaniem metody logarytmicznej, wigksze znaczenie
(wigcej obiektow z takiej grup zostalo wiaczonych to kolekcji podstawowej) odgrywatly
obiekty pochodzgce z grup mniej licznych. Obiekty w grupach o matej liczebnosci
charakteryzuja si¢ bardzo duzg jednorodnoscig (sa wiclocechowo bardzo podobne do
siebie). Takie postgpowanie wptywa na zubozenie zmiennosci w powstalej kolekcji
podstawowej. Do kolekcji podstawowej wigczane sg obiekty podobne, nie wnoszace nowej
zmiennos$ci. Powstale kolekcje podstawowe, w ktorych do wyznaczania liczby obiektow z
grup wykorzystano metod¢ logarytmiczng stabo reprezentujg kolekcje wyjsciowa, o czym
$wiadczy wysoka warto$¢ parametru VD%.

Tabela 4

Przyklad wyznaczenia liczby obiektow z grup do kolekcji podstawowej z zastosowaniem metody
proporcjonalnej i logarytmiczno-proporcjonalnej, jesli nalezy wybraé 60 z 196 obiektéw kolekcji
roboczej pszenicy jarej. (analiza skupien — metoda Warda)

Allocation of entries from groups to a core collection according to the proportional and logarithmic
method, if 60 entries are to be selected from 196 accessions (cluster analysis — Ward’s method)

Grupa Liczebno$¢ Metoda proporcjonalna Metoda logarytmiczna
Group No. of accessions Proportional method Logarithmic method
1 73 22 12

2 39 12 10

3 27 8 9

4 20 6 8

5 15 5 7

6 14 4 7

7 5 2 4

8 3 1 3

114



Marcin Studnicki ...

Istotny wplyw na zrdéznicowanie kryterium VD% posiadat rowniez sposobu wyboru
obiektéw z grup. Lepsza, bardziej efektywna byta metoda losowego doboru obiektow do
kolekcji podstawowej (wartos¢ wspotczynnika VD% — 10%), od metody preferowanego
doboru obiektow do kolekcji (wartos¢ wspolczynnika VD% — 29,5%). Metoda
preferowanego wyboru okazata si¢ mniej efektywna, gorzej reprezentowata zmienno$c¢
fenotypowa kolekcji wyjsciowej, podobnie jak w pracach Li i wsp. (2004), Xu i wsp.
(2006). Zastosowanie obiektywnego kryterium, jakim byta warto$¢ dla pierwszej zmiennej
kanonicznej, nie poprawilo efektywnosci rozpatrywanej techniki do tworzenia kolekcji
podstawowe;.

Stwierdzono réwniez istotng interakcje pomigdzy sposobem wyznaczenia liczby
obiektéw z poszczegélnych skupien i metodami wyboru obiektow do kolekcji
podstawowej. Losowy wybodr obiektow okazal si¢ korzystniejszy zarowno dla proporcjo-
nalnego podejscia do wyznaczenia liczby obiektow z grup ($rednia warto$¢ wspotczynnika
VD% — 9%) oraz metody logarytmicznej (Srednia warto$¢ wspotczynnika VD% — 11%).
Istotny wplyw na ksztaltowanie si¢ wartosci VD% stwierdzono dla wspodtdziatania
pomigdzy sposobem wyznaczania liczby obiektow z poszczegodlnych skupien a wielko$cia
kolekcji podstawowej. Najkorzystniejszg wielkoScig kolekcji  podstawowej dla
logarytmicznego podej$cia do wyznaczenia liczby obiektéw ze skupien okazata sig liczba
obiektow stanowigcej 10% kolekcji wyjsciowej. Natomiast podejscia proporcjonalnego
optymalng wielkosci byta kolekcja podstawowe stanowigca 50 obiektow z kolekcji
wyjsciowej (25% aktualnie zgromadzonej kolekcji wyjsciowej).

Warto$ci $rednie wspolczynnika VD% dla obydwu zastosowanych metod analizy
skupien nie roznity si¢ istotnie. Na efektywno$¢ technik do tworzenia kolekcji
podstawowej nie miata wptywu zastosowana metoda analizy skupien. Metoda Warda w
porownaniu z metoda UPGMA tworzy grupy o zblizonej do siebie oraz o stosunkowo matej
liczebno$ci. A dzigki zastosowaniu w trakcie procesu aglomeracji kryterium
statystycznego opartego na minimalizacji sumy kwadratow odchylen wewnatrz grup,
powstale grupy sa bardziej jednorodne. Z tych ze wzgledow jest to metoda bardziej
optymalna do zastosowania w trakcie tworzenia kolekcji podstawowych roslin uprawnych
(Crossa i Franco, 2004; Crossa i in., 2000; Li i in., 2004). Powszechnie i czgsto stosowang
metoda analizy skupien jest metoda UPGMA, uznana przez Xu i wsp. (2006) za najbardziej
efektywna w trakcie tworzenia kolekcji podstawowej. W celu pogrupowania obiektow w
kolekcji wyjsciowej (aktualnie zgromadzonej) oprocz metod analizy skupien wykorzystuje
si¢ rowniez podzial formalny obiektow (van Hintum i in., 2000). Najczesciej obiekty
grupowane sg ze wzgledu na rejon wystepowania czy pochodzenie botaniczne. Moga by¢
takze klasyfikowane na podstawie cech jakoSciowy badanych roslin np.: barwy owocow,
kwiatow czy ksztattu lisci.

Wielko$¢ tworzonych kolekcji podstawowych nie miata wpltywu na stopien
reprezentatywnosci kolekcji wyjsciowej. Najmniejsze kolekcje podstawowe liczace 20
obiektow (10% kolekcji wyjsciowej) w byly tak samo efektywne jak duze kolekcje liczace
60 obiektow (30% kolekcji wyjsciowej). Duza redukcja liczebnosci (o 90%) kolekcji
wyj§ciowej pszenicy jarej, w malym stopniu wplywala na zubozenie zmienno$¢
fenotypowej zgromadzonych dotychczas zasobow genowych pszenicy jarej. Decyzja o
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wielkosci tworzonych kolekcji podstawowych jest uzalezniona od liczebnosci kolekcji
wyjsciowej 1 celu dla jakiego one powstajg. Brown (1989) proponuje aby kolekcje
podstawowe stanowily okoto 10% dotychczas zgromadzonych zasobow genowych.
Wigkszos¢ tworzonych kolekcji podstawowych stanowito od 5% do 25% kolekcji
wyjsciowej, dla przyktadu migdzynarodowa kolekcja podstawowa jeczmienia (The
International Barley Core Collection) stanowi 0,3% zgromadzonych na $wiecie zasobodw
tego gatunku (van Hintum i in., 2000).

WNIOSKI

1. Zachowanie (reprezentatywnos¢) roznorodnosci fenotypowej w kolekcji podstawowe;j
pszenicy jarej bylo niezalezne od jej wielkosci, juz najmniejsze kolekcje podstawowe
(okoto 10% kolekcji wyjsciowej) dobrze reprezentowaly zmiennos¢ fenotypows catej
kolekcji pszenicy jarej.

2. Zmienno$¢ fenotypowa kolekcji wyjsciowej najlepiej reprezentowaly kolekcje

podstawowe, w ktorych liczbe obiektow ze skupien wyznaczano zgodnie z zasadg

proporcjonalnosci.

Lepszym sposobem wyboru obiektow ze skupien okazala si¢ metoda losowa.

4. Przeprowadzone badania nie uzasadniajg zalecania jednej konkretnej procedury,
spo$rod badanych, wiele z nich ma podobna efektywnos¢.
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Analiza porownawcza cech dzikich gatunkow
rodzaju Secale L. w celu poszerzenia zmiennosci
genetycznej przydatnej w hodowli

Comparative analysis of the features of wild species within the genus Secale
for widening genetic variability to be utilized in breeding

Przedmiotem badan byto 12 dzikich gatunkow i podgatunkéw zyta. Gatunkiem kontrolnym byt
gatunek Secale cereale ssp. cereale odmiana Walet. Obserwacje i analizy miaty na celu probe
charakterystyki biologii kwitnienia, cech struktury plonu badanych roélin oraz rozpoznania terminéw
kwitnienia w aspekcie przydatnosci do krzyzowania w rodzaju Secale L. W tym celu przeprowadzono
obserwacje i pomiary siedmiu cech fenotypowych: liczby ktoséw na roslinie, liczby zdZzbet na ro$linie,
liczby ktoskéw w klosie, liczby ziaren w klosie, dtugosci ktosow, zbitosci klosow, oraz zywotnosci
ziaren pytku. Prowadzono rowniez obserwacje terminu i dlugosci kloszenia oraz kwitnienia. Zaleznosci
miedzy cechami fenotypowymi, a markerami molekularnymi charakteryzowano przy wykorzystaniu
analizy regresji. Ocena polimorfizmu DNA pozwolita na ustalenie podobienstwa genetycznego.
Cechami, ktore istotnie roznity gatunek uprawny od gatunkow i podgatunkow dzikich byly: liczba
ktoskow w klosie i liczba ziaren w klosie. W roku prowadzenia obserwacji poczatek kwitnienia
gatunkow w rodzaju Secale L. wahat si¢ tak, ze najwczesniejszy gatunek rozpoczynat kwitnienie 18.05
(S. c. ssp. ancestrale), a najpoézniejszy 16.06 (S. strictum ssp. kuprijanovii). Badane gatunki utworzyty
trzy grupy podobiefistwa genetycznego. Podobiefistwo genetyczne w grupie I wahato si¢ od 57%
(miedzy S. c. ssp. cereale, a S. s. ssp. ciliatoglume) do 68% (migdzy S. c. ssp. cereale, a S. sylvestre),
w grupie II wyniosto 55% (miedzy S. c. ssp. dighoricum 17785, a S. c. ssp. segetale) a w grupie 111
wahalo si¢ od 43% (miedzy S. c. ssp. dighoricum 5687, a S. c. ssp. ancestrale) do 82% migdzy
gatunkami (S. vavilovii, a S. c. ssp. dighoricum 5687).

Stowa kluczowe: biologia kwitnienia, RAPD, Secale sp.

The aim of the research was to analyze some characteristics of flowering biology of 12 wild species
and subspecies of rye as potential candidates to be used in crossing programmes for species of the genus
Secale. Time and length of the flowering and heading periods were determined. Moreover, the
following seven yield components were characterized: number of spikes per plant, number of stalks per
plant, number of spikelets per spike, number of grains per spike, spike density, spike length and viability
of pollen grains. Secale cereale ssp. cereale cv. Walet was used as a reference species. Variability of
phenotypic features was assessed using RAPD molecular markers. Evaluation of the DNA
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polymorphism made possible to measure genetic similarity. The wild Secale species and subspecies
under study began flowering at different dates, between May 18th (S. c. ssp. ancestrale) and June 16th
(8. strictum ssp. kuprijanovii). The wild species greatly differed from the cultivar Walet in the number
of spikelets per spike and in the number of grains per spike. Based on the rates of genetic similarity,
the species and subspecies were classified into three groups: I. range from 57% (similarity between S.
c. ssp. cereale and S. s. ssp. ciliatoglume) to 68% (S. c. ssp. cereale and S. sylvestre), I1. 55% (S. c. ssp.
dighoricum 17785 and S. c. ssp segetale), I11. range from 43% (S. c. ssp. dighoricum 5687 and S. c. ssp.
ancestrale) to 82% (S. vavilovii and S. c. ssp. dighoricum 5687).

Key words: flowering biology, RAPD, Secale sp.

WSTEP

Dzikie gatunki i podgatunki zyta sg doskonalym materialem wyjSciowym do prac
majacych na celu poszerzenie zmienno$ci rekombinacyjnej w gatunku Secale cereale L.
Wprowadzajac do prac hodowlanych cenne geny cech uzytkowych, ktérych wystepowanie
obserwuje si¢ u dzikich gatunkow zyta, przyczyniamy si¢ do poszerzenia zmiennosci
genetycznej, ktora nastgpnie mozemy wykorzysta¢ w hodowli.

Wazne cechy uzytkowe, ktorych wystgpowanie zaobserwowano u dzikich gatunkow
zyta, to migdzy innymi: odporno$¢ na choroby takie, jak rdza brunatna (Kobylansky, 1987)
i maczniak rzekomy (Rzepka, 1988), odpornos¢ na porastanie (Rzepka, 1993), wyleganie
(Rzepka, 1993) czy meska sterylnos¢ (Lapinski, 1977).

Analizy z wykorzystaniem markeréw molekularnych sg powszechnie stosowane do
badania podobienstwa genetycznego a tym samym do ustalenia przydatnosci badanych
obiektow do wzajemnego krzyzowania (Broda, 2004; Sztuba-Solinska, 2005). W celu
przeprowadzenia takich analiz powszechnie stosuje si¢ markery typu RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) (Williams i in., 1990) i AFLP (Amplification Fragment
Lenght Polymorphism). Dla potrzeb ustalenia podobienstwa genetycznego, ze wzgledu na
niskie koszty przeprowadzenia analizy, niewielka czasochtonno$¢ i pracochtonnosc,
badacze czgsciej decydujg si¢ na wykorzystanie metody z uzyciem markerow RAPD, niz
markeréw AFLP.

Dzikie gatunki zyta nie naleza do szeroko opisywanych w literaturze, dlatego autorzy
pracy zdecydowali si¢ na przeprowadzenie wstepnych obserwacji biologii kwitnienia i
cech struktury plonu przed wykonaniem krzyzowan z gatunkiem uprawnym.

Celem pracy bylo poréwnanie wybranych elementow biologii kwitnienia i cech
struktury plonu 12 dzikich gatunkéw i podgatunkow zyta oraz gatunku uprawnego Secale
cereale ssp. cereale odmiany Walet. Podjeto réwniez probe okreslenia zaleznosci migdzy
cechami fenotypowymi a markerami molekularnymi za pomocg analizy regresji.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie zostalo zalozone we wrzesniu 2006 roku na polu doswiadczalnym
nalezacym do Katedry Genetyki i Hodowli Roslin Akademii Rolniczej im. A. Cieszkow-
skiego (obecnie Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu). Do$wiadczenie zatlozono w
uktadzie blokow losowanych kompletnych w trzech powtdrzeniach. Rozstawa, w jakiej
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wysiane zostaly rosliny wynosita 15 x 20 cm. Doswiadczenie polowe zatlozone bylo na
glebie lekkiej klasy IVb odpowiedniej do uprawy zyta. Warunki pogodowe w czasie
ktoszenia, kwitnienia roslin, zapylania i nalewania ziarniakdw byty nastgpujace: Srednia
temperatura w kwietniu wynosita 10,9°C, w maju 15,1°C, w czerwcu 19,2°C, w lipcu
18,5°C. Srednia suma opadéw w kwietniu wynosita 7,4 mm, w maju — 82,2 mm,
w czerwcu — 44,3 mm oraz w lipcu — 39,6 mm.

Gatunkami i podgatunkami z rodzaju Secale L. wykorzystanymi do badan byly: S. c.
ssp. cereale, odmiana Walet, S. c. ssp. afghanicum, S. c. ssp. ancestrale, S. c. ssp.
dighoricum 5687, S. c. ssp. dighoricum 17785, S. c. ssp. segetale, S. strictum , S. s. ssp.
africanum, S. s. ssp. anatolicum, S. s. ssp. ciliatoglume, S. s. ssp. kuprijanovii, S. vavilovii,
S. Sylvester. Wzorcem w prowadzonych badaniach byt gatunek Secale cereale ssp. cereale
odmiana uprawna Walet. Kazdy gatunek i podgatunek reprezentowato 60 roslin. Dzikie
gatunki zyta bedace obiektem badan pochodzity z terenéw Europy Srodkowej i Wschodniej
oraz Azji. Materiaty roslinne pochodzity z kolekcji prowadzonej w Ogrodzie Botanicznym
— Centrum Zachowania Roéznorodnosci Biologicznej PAN w Warszawie. Odmiana
uprawna Walet wykorzystana jako wzorzec, jest polska odmiang wytworzong przez
Hodowlg Ro$lin DANKO w 1999 roku.

Na polu doswiadczalnym prowadzono obserwacje wybranych cech struktury plonu
takich, jak: liczba kloséw na roSlinie, liczba zdzbet na roslinie, liczba kloskéw w klosie,
liczba ziaren w klosie. Badano rowniez iloSciowe parametry ktosa (dtugos$¢ klosow bez
ostek, zbito$¢ ktosdw), oraz pobierano materiat do zbadania zywotnosci ziaren pytku. Na
polu doswiadczalnym prowadzono réwniez obserwacj¢ terminu i dlugos¢ kloszenia oraz
kwitnienia ro$lin w aspekcie synchronizacji tych terminéw u réznych gatunkéw i pod-
gatunkow zyta. Liczbe ktoséw na ro§linie i liczbe Zdzbet na roslinie badano na 10 roslinach
w kazdym gatunku i podgatunku. Liczbe ktoskéw w klosie, ziaren w klosie i dlugosc¢
ktoséw bez ostek mierzono na 50 klosach (po 5 ktosow na 10 roslinach).

Zbitos¢ ktoséw okreslona zostata ze wzoru (Dubas, 1997):

D= (n-1) x 100/1,

gdzie: D oznacza zbito$¢ klosa, n — liczbe kloskéw w klosie, | — dlugos¢ osadki
ktosowej mierzonej w mm.

Do ustalenia r6znic migdzy gatunkami zastosowano skale opisang przez Dubasa (1997),
w ktorej zbitos¢ <34 charakteryzowata ktosy luzne, 34-37 ktosy $rednio zbite, a >37, klosy
zbite. Do okre$lenia terminu i dtugo$ci kloszenia oraz kwitnienia roslin zastosowano skale
Zadoksa (Zadoks i in., 1974). Jest to skala 100-stopniowa, w ktorej ktoszenie opisywane
jest miedzy 50. (widoczny wierzcholek klosa), a 59. stopniem (caty ktos widoczny).
Kwitnienie natomiast opisywane jest migdzy 60. (ukazanie si¢ pierwszych pylnikow w
srodkowej czeSci najwczesniej zakwitajacych kloséw) i1 70. stopniem (rozpoznanie
pierwszych zaschnietych pylnikow u roslin najpdzniej zakwitajacych).

Zywotnos¢ ziaren pytku okreslano, barwiac je na szkietku mikroskopowym ptynem
Bellinga, a nastgpnie liczac przy uzyciu mikroskopu $wietlnego ziarna zywotne i niezy-
wotne w 10 polach widzenia. Do badan uzyto mieszaniny ziaren pytku pobranego losowo
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z 5 ro$lin. Dla kazdej cechy obliczono srednie arytmetyczne (X) i wspotczynniki zmien-
nosci ze wzoru:
V(%) = (j—c) x 100,

gdzie: V% oznacza wspotczynnik zmiennosci, s — odchylenie standardowe, X —
warto$¢ $rednig. Do oceny rdznic migdzy $rednimi wartoSciami poszczegolnych cech
wykorzystano test Duncana.

Celem okreslenia wspotzalezno$ci obserwowanych cech przeprowadzono analize
korelacji na warto$ciach $rednich dla obiektow. Wyniki tej analizy przedstawiono w po-
staci macierzy wspotczynnikow korelacji (rxy).

W celu przeprowadzenia analizy markeréw molekularnych RAPD, genomowy DNA z
gatunkow i podgatunkéw nalezacych do rodzaju Secale L. izolowano zmodyfikowang
metoda Thompsona i Henry’ego (1995). Reakcje tancuchowej polimerazy (PCR)
przeprowadzano w objetosci 12,5 ul mieszaniny o nastgpujagcym sktadzie: woda
dejonizowana; 1M Tris HCl o pH 8,3; 25 mM MgCl,; BSA; 2mM dNTP; starter-Spmoli/pl;
Taq polimeraza-5U/pl, ekstrakt DNA o stgzeniu — 25 ng/pl w ilosci 0,5 pl. Elektroforeze
przeprowadzono w 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem 1 pl bromku etydyny. Sposréd 40
testowanych starterow do dalszych analiz wykorzystano 18. Startery wymieniono i
scharakteryzowano w tabeli 1.

Tabela 1
Startery i ich sekwencje nukleotydowe tworzace polimorfizm pomi¢dzy gatunkami i podgatunkami zyta
Primers and their nucleotide sequences creating polymorphism between rye species and subspecies

Starter Sekwencja nukleotydowa 5° — 3’
Primer Nucleotide sequence 5° — 3’
OPA 01 CAGGCCCTTC
OPA 02 TGCCGAGCTG
OPA 07 GAAACGGGTG
OPA 09 GGGTAACGCC
OPA 10 GTGATCGCAG
OPA 12 TCGGCGATAG
OPA 15 TTCCGACCC

OPA 20 GTTGCGATCC

OPB 10 CTGCTGGGAC
OPB 11 GTAGACCGT

OPB 17 AGGGAACGAG
OPC 18 TGAGTGGGTG
OPD 16 AGGGCGTAAG
OPG 19 GTCAGGCAA

OPH 13 GACGCCACAC

OPI1 02 GGAGGAGAGG
OPJ 12 GTCCCGTGGT

OPJ 20 AAGCGGCCTC

W celu oszacowania podobienstwa genetycznego (GS) badanych obiektow wyliczono
wspotczynniki podobienstwa wedlug wzoru: GS;= 2Na/(N+Nj), gdzie N,y oznacza
liczbe alleli obecnych zaréwno u obiektu a, jak i u obiektu b, N, — liczbg alleli obecnych
u obiektu a, N, — liczbe alleli obecnych u obiektu b (Nei i Li, 1979). Wspotczynniki te
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postuzyty do hierarchicznego grupowania linii metodg S$rednich potgczen. Wyniki
przeprowadzonego grupowania przedstawiono w formie dendrogramu.

Okreslenie wptywu obserwacji markeré6w molekularnych na poszczegdlne cechy
przeprowadzono z zastosowaniem analizy regresji (Hastie i Tibshirani, 1990). Obserwacje
markeré6w molekularnych byly traktowane jako zmienne niezalezne i rozpatrywane
indywidualnie w modelach. Wszystkie hipotezy testowano na poziomie istotnosci
o =0,05. Wszystkie obliczenia wykonano korzystajac z pakietu statystycznego GenStat v.
7.1 (Payne i in., 2003).

WYNIKI

Charakterystyka kloszenia i kwitnienia oraz zywotnoSci ziaren pylku

Poczatek fazy kloszenia roslin badanych gatunkéw miescit si¢ w czasie od 21.04
u gatunku S. c. ssp. ancestrale do 27.06, kiedy ktoszenie rozpoczynaty rosliny gatunku S. s.
ssp. kuprijanovii (tab. 2). Rosliny gatunku Secale cereale ssp. cereale rozpoczynaty fazg
ktoszenia juz 30.04, a wigc 27 dni wczesniej od roslin gatunku ktoszacego si¢ jako ostatni.
Dhlugos$¢ fazy ktoszenia wahata si¢ od 12 (dla roslin gatunku S. vavilovii), do 22 dni u roslin
gatunkow S. strictum i S. s. ssp. ciliatoglume. Srednia dtugos¢ fazy kloszenia roslin
gatunkow 1 podgatunkéw dzikich wyniosta 18 dni. W przypadku roélin gatunku
wzorcowego ktoszenie trwato 15 dni, bylo wigc o trzy dni krotsze niz $rednia dlugosc¢ etapu
kloszenia roslin gatunkow i podgatunkéw dzikich. Roznica pomiedzy dtugoscig ktoszenia
roslin gatunku Secale cereale ssp. cereale, a roslin podgatunku S. c. ssp. afghanicum byta
istotna statystycznie (tab. 2).

Najwcze$niej faz¢ kwitnienia rozpoczynaty ktosy roslin gatunku S. c. ssp. ancestrale
(18.05), a najpozniej ktosy roslin gatunku S. s. ssp. kuprijanovii (16.06) (tab. 2). Dhugos¢
okresu kwitnienia wahata si¢ od 11 dni u roslin gatunku S. s. ssp. anatolicum do 20 dni u
ro$lin gatunku S. vavilovii 1 podgatunku S. c. ssp. segetale. Ro$liny gatunku uprawnego
rozpoczynaty kwitnienie 20.05, a wigc tylko dwa dni pozniej niz ro$liny gatunku
zakwitajacego najwczesniej. Srednio u roslin gatunkéw i podgatunkéw dzikich faza
kwitnienia trwata krocej niz 16 dni. Ro$liny gatunku wzorcowego kwitty 17 dni (tab. 2).

Roéznice migdzy diugosciag etapu kwitnienia roslin gatunku S. c. ssp. cereale, a roslin
podgatunkow S. c. ssp. ancestrale 1 S. c. ssp. segetale byly istotne statystycznie. Rosliny
gatunku wzorcowego kwitly istotnie dtuzej niz rosliny gatunku S. strictum i dwoch jego
podgatunkoéw (S. s. ssp. anatolicum 1 S. s. ssp. kuprijanovii) oraz istotnie krocej niz rosliny
gatunku S. vavilovii (tab. 2).

Zywotnos¢ ziaren pytku u badanych gatunkéw wahata sie od 64% u roélin gatunku S.
c. ssp. dighoricum 5687 do 96% u roslin gatunku S. c. ssp. ancestrale (tab. 3). Srednia
zywotnos¢ ziaren pytku dla gatunku S. c. ssp. cereale wynosita 86%. Istotne statystycznie
roéznice w zywotnosci ziaren pytku wystgpity miedzy gatunkiem wzorcowym a gatunkami
i podgatunkami S. c. ssp. afghanicum, S. c. ssp. ancestrale, S. c. ssp. dighoricum 5687, S.
strictum, S. s. ssp. anatolicum, S. vavilovii.
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Tabela 2
Terminy i dlugo$¢ okresu kloszenia i kwitnienia gatunkéw oraz podgatunkéw w rodzaju Secale
Dates and length of heading and flowering periods in the analyzed species and subspecies
of the genus Secale

Ktloszenie — Heading Kwitnienie — Flowering
G dhugos¢ okresu dhugos¢ kwitnienia
atunek . . . . . T .
Species termin kioszc?nla ktoszenia (dm) termin kw1tnle_n1a (dni) )
date of heading length of heading | date of flowering | length of flowering
period (days) period (days)

8. cereale ssp. cereale (odm. 30.04-14.05 15d 20.05-6.06 17be

— cv. Walet)

S. c. ssp. afghanicum 26.04-16.05 21ab 22.05-8.06 18b

S. c. ssp. ancestrale 21.04-7.05 17¢c 18.05-31.05 14e

S. c. ssp. dighoricum 5687 1.05-17.05 17¢c 25.05-10.06 17bc

S. c. ssp. dighoricum 17785 3.05-19.05 17¢ 27.05-12.06 17bc

S. c. ssp. segetale 1.05-15.05 15d 20.05-8.06 20a

S. strictum 21.05-11.06 22a 15.06-26.06 12f

S. 5. ssp. africanum 17.05-6.06 20b 10.06-24.06 15de

S. s. ssp. anatolicum 22.05-11.06 21ab 15.06-25.06 11f

S. s. ssp. ciliatoglume 6.05-27.05 22a 3.06-17.06 15de

S. s. ssp. kuprijanovii 27.05-13.06 18¢c 16.06-28.06 12f

S. vavilovii 19.05-30.05 12¢ 3.06-22.06 20a

S. sylvestre 29.04-15.05 18¢c 19.05-3.06 16cd

Srednia

Mean 18 15,7
NIR() 05— LSD0_05: 1,6 NIRO 05 — LSD0,05: 1,6

Srednie warto$ci oznaczone ta samag litera nie r6znig si¢ istotnie na poziomie a=0,05 (wg testu Duncana)
Mean values marked with the same letter do not differ significantly at a=0.05 (acc. to Duncan’s test)

Tabela 3
Zywotno$¢ ziaren pyltku
Vitality of pollen grains

Gatunck Zywqtnos'é ziaren pyi'ku
. Vitality of pollen grains
Species - -
x min—max

S. cereale ssp. cereale (odm. — cv. Walet) 86de 76-99
S. c. ssp. afghanicum 93ab 87-99
S. c. ssp. ancestrale 96a 91-100
S. c. ssp. dighoricum 5687 64g 52-77
S. c. ssp. dighoricum 17785 90bcd 81-99
S. c. ssp. segetale 92abc 87-99
S. strictum 78f 80-98
S. s. ssp. africanum 87cde 80-93
S. 5. ssp. anatolicum 96a 81-99
S. s. ssp. ciliatoglume 82ef 76-99
S. s. ssp. kuprijanovii 9labced 86-98
S. vavilovii 95ab 89-99
S. sylvestre 90bced 82-99
NIR g5 —LSDys 5,2

Srednie warto$ci oznaczone ta sama litera nie r6znig si¢ istotnie na poziomie o = 0,05 (wg testu Duncana)
Mean values marked with the same letter do not differ significantly at . = 0.05 (acc. to Duncan’s test)
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Cechy klosa

Dhugos¢ klosa u poszczegolnych gatunkoéw wahata si¢ od 6 cm dla roslin gatunku S.
sylvestre do 12,9 cm dla roélin gatunku S. strictum. Srednia dtugo$é klosa roélin gatunku
S. c. ssp. cereale wynosita 9,6 cm i byla wyzsza od sredniej dtugosci ktosow u roslin trzech
gatunkow (S. c¢. ssp. segetale, S. s. ssp. ciliatoglume, S. sylvestre) (tab. 4). Sposrod
badanych roslin podgatunkoéw gatunku S. cereale, tylko podgatunek S. c. ssp. dighoricum
17785 miat istotnie r6zng od gatunku uprawnego, dtugo$¢ klosa. Srednia zbitosé¢ ktosow u
ro$lin badanych gatunkow wahata si¢ od 18,8 dla gatunku S. sylvestre, do 40,4 dla gatunku
S. c. ssp. dighoricum 5687 (tab. 4). Wynika z tego, ze w rodzaju Secale L. mozna stwierdzié¢
wystepowanie wszystkich trzech rodzajow kltosow — luznych, $rednio zbitych i zbitych.
O duzym wyrownaniu zbitosci klosow $wiadczyl niewielki wspodtczynnik zmienno$ci
obliczony dla badanych gatunkéw i podgatunkow.

Tabela 4
Ilo$ciowe cechy klosa
Quantitative traits of the spike
Dlugo$¢ ktosa Zbitos¢ ktosa
Gatunek : . !
Species _ Spll.(e length _ Splke density
P x | min—max | V% x | min—max | V%

S. c. ssp. cereale (odm.— cv. Walet) 9,6def 7-11,3 17,8 32,6e 29,3-34 18,6
S. c. ssp. afghanicum 10,4bcd 7,5-16 16,3 33,4de 29,3-35,1 18,0
S. c. ssp. ancestrale 10cde 6,8-12 17,0 36bcd 30,1-37,2 16,7
S. c. ssp. dighoricum 5687 10,6bc 9,5-13 16,0 40,4a 33,5-42.8 14,9
S. c. ssp. dighoricum 17785 11b 7-13 15,5 29,1f 26,1-34,2 20,6
S. c. ssp. segetale 9,2ef 7,5-14 18,5 28,8f 27,1-32,7 20,8
S. strictum 12,9a 11,5-15 13,2 37,1abc 32,5-35,6 16,2
S. 5. ssp. africanum 12,3a 8-17,5 13,8 36,2bcd 30,9-41,3 16,6
S. 5. ssp. anatolicum 11,3b 8,5-14,5 15,0 32, 4ef 26,7-36,4 18,5
S. 5. ssp. ciliatoglume 8,7f 6-10,5 19,5 35,4cde 30-38,4 16,9
S. 5. ssp. kuprijanovii 10,6bc 7,5-12,8 16,0 39,1ab 32,1-41,8 15,3
S. vavilovii 10,4bcd 7-12 16,3 24,5¢ 23,6-30,2 24,5
S. sylvestre 6g 5,7-8,2 28,3 18,8h 16,5214 31,9
NIRg s — LSDg 05 0,9 3,3

Srednie warto$ci oznaczone ta sama litera nie r6znig sig istotnie na poziomie a=0,05 (wg testu Duncana)
Mean values marked with the same letter do not differ significantly at a=0.05 (acc. to Duncan’s test)

Cechy struktury plonu ziarna

Liczba zdzbel na roslinie wahata si¢ §rednio od 6 dla S. c. ssp. dighoricum 5687, do 23,8
dla gatunku S. s. ssp. africanum (tab. 5). Gatunki i podgatunki nalezace do S. cereale
charakteryzowaly si¢ mniejszg liczbg zdzbel na ro$linie niz podgatunki nalezgce do
gatunku S. strictum. Wysoki wspdlczynnik zmiennosci wskazywat na mate wyréwnanie
pod wzgledem tej cechy u badanych gatunkow. Warto podkresli¢, ze gatunek kontrolny
charakteryzowat si¢ najwickszym wyrownaniem liczby zdzbet na ro$linie.

Srednia liczba ktosow na ro$linie wahata sie od 5 (dla S. c. ssp. ancestrale) do 22 (dla
S. strictum) (tab. 5). Istotne réznice $redniej liczby kloséw na roslinie wystapity miedzy S.
c. ssp. cereale, a gatunkami i podgatunkami: S. c¢. ssp. ancestrale S. c. ssp. dighoricum,
5687 S. strictum, S. s. ssp. africanum, S. s. ssp. anatolicum. Podobnie jak w przypadku

125



Anna Cwiklifska ...

sredniej liczby zdzbet na ros$linie zmiennos$¢ dla gatunku S. c. ssp. cereale byla mniejsza
niz u pozostalych badanych gatunkéw i podgatunkow (tab. 5).

Tabela 5
Charakterystyka cech struktury plonu
Characteristics of the crop structure features

Liczba M.O?OW Liczba ,Zqz.be% Liczba ktoskow w klosie| Liczba ziaren w ktosie
na roslinie na roslinie Number of spikelets per | Number of grains per
Gatunek Number of spikes per | Number of stalks per 5P p & p
. spike spike
Species plant plant
My, £ [min e, £ min iy, £ min iy,
max max max max

S. cereale ssp.

9.8de 8-15 28,1 9.8cd 8-15 31,1  28,6ef 22-34 19,3  42f 3648 19,8
cereale (Walet)

S. c. ssp. lled 7-16 342 108c 7-16 47,8 306cde 22-38 18,0 48de 39-52 17,3
afghanicum

S. c. ssp. ancestrale  5f 3210 344 113c  3-10 50,6 268f 1242 20,6 44ef 4049 189
S. c. ssp.

dichonieum 5687 13¢ 7-30 603 58  7-30 60 36b 1854 153 59a 5262 14,1
S. c. ssp.

dighoricum 17785 79ef 59 356 154b 59 37 354b 1844 156  S56ab 51-60 14,8

S. c. ssp. segetale 9de 2-10 51,9 8,1de 2-10 39,2 30,2de 14-38 183 37g 3046 224
S. strictum 22a 7-40 54,5 1490  7-40 56,7 33,6bc 22-42 16,4 53bc 4759 157
S. s. ssp. africanum__16,5b 634 48,6 2382 634 48 32,2cd 20-52 17,2 46def 42-54 18,0

S. 5. ssp. 176 1028 36,5 17b  10-28 492 334bc 1846 16,5 42f 3850 19,8
anatolicum

S. 5. ssp. 11,4cd 421 435 173b 421 424 236g 1628 234  46def 42-49 18,0
ciliatoglume

S.s.ssp. 10.7ed 4 17 536 118c  4-17 378 268f 1440 20,6 S0cd 4354 16,6
kuprijanovii S

S. vavilovii IZ’ZCd 720 41,1 llc 720 402  40,6a 3456 13,6 59a  51-66 14,1
S. sylvestre 57f 3-10 404 10,6cd 3-10 453 20h 2048 27.6 3lh 2639 268
NIRgos— LSDgos 2.9  — — 26 — 30 — 45 —

Srednie warto$ci oznaczone ta sama litera nie r6znig si¢ istotnie na poziomie o = 0,05 (wg testu Duncana)
Mean values marked with the same letter do not differ significantly at . = 0.05 (acc. to Duncan’s test)

Dla analizowanych gatunkow $rednia liczba ktoskéw w klosie wahata si¢ od 20 u roslin
S. sylvestre do 40,6 dla roslin gatunku S. vavilovii. Badane gatunki charakteryzowaty si¢
duzym wyréwnaniem wartosci tej cechy, na co wskazywaly niskie wspotczynniki
zmiennoSci (tab. 5). Istotnych réznic w $redniej liczbie ktoskéw w klosie nie zanotowano
pomigdzy roslinami gatunku uprawnego, a S. c. ssp. afghanicum, S. c. ssp. ancestrale, S. c.
ssp. segetale oraz S. s. ssp. kuprijanovii. Srednia liczba ziaren w klosie u ro$lin badanych
gatunkow wahata si¢ od 31 dla gatunku S. sylvestre do 59 dla gatunku S. vavilovii i
podgatunku S. s. ssp. dighoricum 5687. Tylko u roélin gatunku S. sylvestre i podgatunku S.
c. ssp. segetale stwierdzono istotnie nizsza niz u gatunku uprawnego liczbe ziaren w klosie.

Analiza korelacji

Wyniki przeprowadzonej analizy korelacji pomigdzy wszystkimi charakteryzowanymi
cechami wskazuja na bardzo silne dodatnie skorelowanie liczby zdZbetl na roslinie z liczba
ktosow na roslinie, dlugosci kwitnienia z liczbg ktoséw na roélinie, dtugosci kwitnienia z
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liczba zdzbet na roslinie oraz dtugosci kwitnienia z dtugoscig ktosa. Obserwowano ponadto
istotng wspodtzaleznos$¢ dtugosci ktosa z: liczbg ktosow na roslinie, liczbg Zdzbet na roslinie
i liczbg ktosow w ktosie, dtugosci ktoszenia z liczbg zdZbet na roslinie, liczby ktoskow w
ktosie z liczbg ziaren w klosie (na poziomie istotnosci o = 0,01) oraz dlugosci klosa z:
liczba ziaren w klosie i zbitoscig klosow (na poziomie istotnosci o = 0,05) (tab. 6).
Wszystkie istotne statystycznie wspotczynniki korelacji mialy wartosci dodatnie. Diugosé
ktosa byta skorelowana z wszystkimi cechami struktury plonu i struktury klosa. Nie
stwierdzono natomiast zadnych wspotzalezno$ci miedzy zywotno$cig ziaren pytku, a
pozostatymi badanymi cechami (tab. 6).

Tabela 6
Wspélezynniki korelacji pomiedzy badanymi cechami
Correlation coefficients between the examined traits
Cecl}a cl c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 c9
Trait

cl liczba kloséw na roslinie 1
number of spike per plant

liczba zdZbet na roslinie ok
c2 number of stalks per plant 0,965 !

3 liczba ziaren w klosie . 0407 0304 |
number of grains per spike

o4 liczba k{osko_w w klosie 0401 0405  0763%* 1
number of spikelets per spike

c5 ZDitost Kosow 0,523 0468 0423 0134 1
spike density

dhugos¢ klosa

spike length
zywotnos$¢ ziaren pytku

c6 0,729%* 0,733** 0,623* 0,69** 0,626% 1

7 VO . 0474 0382 0394 -0,132 -048 0,155 1
vitality of pollen grains

og dlugosé okresu kloszenia 0,677% 0,685* 0258 0208 0242 0486 -0343 1
length of heading period

oo dhugosé kwitnienia 0,845%%* 0.82%* (0353 0306 0,583  0831%* 0,156 0522 1

length of flowering period
* Istotne na poziomie a = 0,05; Significant at o = 0.05
** Istotne na poziomie o = 0,01; Significant at 0. = 0.01
*** Jstotne na poziomie o= 0,001; Significant at o = 0.001

Analiza podobienstwa genetycznego

Dziewigtnascie starterow wykorzystanych do badan (sekwencje starterow podano w
tabeli 1.) generowato tgcznie 92 prazki polimorficzne. Jeden starter generowat srednio 4,8
polimorficznych produktow amplifikacji. Najwigcej polimorficznych produktow
amplifikacji (15 prazkoéw) generowat starter OPB 11.

Zaleznosci migdzy badanymi gatunkami przedstawiono za pomoca dendrogramu
wykreslonego na podstawie indeksu podobienstwa (rys. 1). Wspdtczynniki podobienstwa
genetycznego miedzy wszystkimi analizowanymi obiektami przedstawiono w tabeli 7.
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Rys. 1 Dendrogram podobienstwa genetycznego dzikich gatunkow i podgatunkéw zyta
Fig. 1. Dendrogram of genetic similarity between wild species and subspecies of rye

Tabela 7

Wspélezynniki podobienstwa genetycznego miedzy gatunkami i podgatunkami zyta
Genetic similarity coefficients between species and subspecies of rye

Gatunek 1203456789 1w0]n|12]i13
Species

1- 8. cereale ssp. cereale (Walet) 1,00

2- 8. c. ssp. afghanicum 0,32 1,00

3— 8. c. ssp. ancestrale 0,46 0,55 1,00

4— 8. c. ssp. dighoricum 5687 0,52 044 047 1,00

5- 8. c. ssp. dighoricum 17785 0,51 0,38 0,34 0,51 1,00

6—S. c. ssp. segetale 0,44 046 035 0,51 0,55 1,00

7—S. strictum 0,47 045 035 0,60 0,52 041 1,00

8—S. s. ssp. africanum 043 0,63 0,63 051 051 045 0,54 1,00

9— 8. s. ssp. anatolicum 0,48 0,52 036 0,68 0,58 045 0,69 0,58 1,00

10— S. s. ssp. ciliatoglume 0,58 0,52 0,61 049 044 046 033 041 039 1,00

11— 8. 5. ssp. kuprijanovii 049 043 0,57 054 047 038 0,69 0,58 0,59 0,38 1,00

12— 8. vavilovii 0,49 048 048 081 0,52 037 0,64 055 0,74 040 0,58 1,00

13— 8. sylvestre 0,68 037 042 053 039 037 039 039 042 061 0,53 0,50 1,00

Badane gatunki i podgatunki utworzyty trzy grupy podobienstwa. W grupie I znalazty
si¢ dwa gatunki: S. c. ssp. cereale, S. sylvestre podobne do siebie w 68% oraz jeden
podgatunek S. s. ssp. ciliatoglume podobny do dwoch pozostatych w 60% (tab. 7). Grupe
druga stanowity dwa podgatunki (S. c. ssp. dighoricum 177851 S. c. ssp. segetale) nalezace
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do gatunku S. cereale. Podobienstwo genetyczne miedzy tymi gatunkami wyniosto 58%
(tab. 7) Trzecig najbardziej réznorodng grupe podobienstwa utworzyly pozostate gatunki i
podgatunki. Znalazty si¢ w niej trzy podgrupy: podgrupa 1 —S. s. ssp. anatolicum, S. s. ssp.
dighoricum 5687, S. vavilovii, podgrupa 2: S. strictum i S. s. ssp. kuprijanovii, podgrupa 3:
S. c. ssp. afghanicum, S. c. ssp. ancestrale i S. s. ssp. africanum. Podobienstwo w tej grupie
wahato si¢ od 62% miedzy S. c. ssp. ancestrale i S. s. ssp. africanum do 81% migdzy S. s.
ssp. dighoricum 5687 1 S. vavilovii (tab. 7).

Wszystkie trzy wydzielone na podstawie analiz markerowych grupy podobne byty do
siebie w okoto 45% (tab. 7).

Sposrod wszystkich badanych gatunkow najmniej podobne okazaty si¢ gatunki S. c. ssp.
cerealei§. c. ssp. afghanicum. Gatunki te byty podobne do siebie tylko w 32%. Najwyzsze
sposrod wszystkich badanych gatunkéw podobienstwo wykazaty S. s. dighoricum 5687 i
S. vavilovii. Wynosito ono okoto 81% (tab. 7).

Wstepna molekularna charakterystyka zalezno$ci polimorfizmu DNA z cechami

biologii i struktury plonu

Ze wszystkich rozwazanych w pracy markerow 11 istotnie statystycznie charakteryzo-
wato liczbg ktoséw na roslinie (tab. 8). Wspotczynnik determinacji wynosit od 25,4% (dla
OPA12 ~995 i OPAI12 ~1100) do 47% (dla OPAQ9 ~398). Obecnos¢ prazkow dla
wszystkich markerow zwigzana byta ze wzrostem liczby ktosow na roslinie. Liczbg zdZbet
na ro$linie charakteryzowato 9 markerow (tab. 8). Wyjatek stanowit marker OPA09 ~700,
ktory wskazywal na obnizenie warto$ci tej cechy. Wartosci R* wynosity od 25,1% (dla
OPI02 ~515) do 52,8% (dla OPAQ9 ~398). Zmiennos¢ wartosci liczby ziaren w klosie
charakteryzowana bylta przez osiem produktow amplifikacji (tab. 8). Procent zmiennosci
cechy objasnianej przez poszczegoélne markery wynosit od 24,9% (dla OPA15 ~400 i
OPI02 ~515) do 38,1% (dla OPI02 ~360). Cztery markery zwigzane byly z obnizeniem
warto$ci cechy i cztery ze wzrostem liczby ziaren w klosie. Markery zamieszczone w tabeli
8 istotnie charakteryzowaly wspolczynnikiem regresji liczbe kloskéw w klosie. Z
osiemnastu starterow siedem wskazywato na redukcje warto$ci cechy. Wartosci R?
wynosily od 25,6% (dla OPI02 ~515) do 62,6% (dla OPA12 ~1300).

Zbito$¢ klosow charakteryzowana byla przez trzy markery (tab. 9), a kazdy z nich
wyjasnial zmienno$¢ wartosci zbitosci ktosow w 42,2%. Tylko marker OPD16 ~506
wskazywat na wzrost wartosci obserwowanej cechy. Najwigcej markerow istotnych
(dziewigtnascie) charakteryzujacych ceche fenotypows uzyskano rozwazajgc dtugosé
ktoséw bez ostek (tab. 9). Dziesie¢ z nich zwigzanych jest z obnizeniem wartos$ci
obserwowanej cechy. Zmiennosci dlugosci ktosa charakteryzowanej przez poszczegdlne
markery wahala si¢ od 25,7% (dla OPI02 ~515) do 51,7% (dla OPC18 ~498). Procent
zmienno$ci zywotnosci ziaren pytku scharakteryzowanej przez poszczegodlne markery
ksztattowat si¢ od 25,2% (dla OPB11 ~396) do 60,7% (dla OPD16 ~344 i OPG19 ~396)
(tab. 9). Dlugos$¢ kloszenia charakteryzowana byta przez siedem markeréw (tab. 9), przy
czym jedynie OPA12 ~344 zwigzany byl z obnizeniem wartosci cechy. Na szczegolng
uwage zasluguje marker scharakteryzowany symbolem OPA17 ~1100, ktéry w az 98,7%
wyjasnial zmienno$¢ dtugosci ktoszenia.
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Tabela 8

Markery molekularne zwiagzane z cechami struktury plonu
Molecular markers associated with the features characterizing the yield

Symbol markera Marker symbol

Ocena wspotczynnika regres;ji
Estimates of regression coefficients

Procent wyjasnianej zmiennos$ci
Percentage of variation accounted

Markery molekularne zwigzane z liczbg ktoskow w ktosie
Molecular markers associated with number of spikelets per spike

OPA12 ~1300 8,84 %% 62,6
OPA20~700 —7,92%%* 51,4
OPB11 ~390, OPB11 ~490 -9,27%* 50,1
OPA12 ~510 8,45%* 49,8
OPA12 ~420 8** 49,5
OPC18 ~496 10,4%* 45,5
OPA12 ~396 8,49* 40,5
OPB11 ~700 -8,49% 40,5
OPB17 ~506, OPJ20 ~370 7,66* 39,3
OPG19 ~750 6,93* 30,6
OPB10 ~680 6,25% 28,6
OPA20 ~600 -8,51* 27,4
OPD16 ~506 11,48% 27,2
OPA09 ~2036, OPJ12 ~940 -11,48* 27,2
OPI02 ~515 7,11* 25,6
Markery molekularne zwigzane z liczba ziaren w klosie

Molecular markers associated with number of grains per spike
OPI02 ~360 10,55% 38,1
OPB10 ~680 9,57* 29,7
OPA09 ~2036, OPJ12 ~940 -17,5% 28
OPD16 ~506 17,5* 28
OPB11 ~1636 -12,59* 26,1
OPA15 ~400 -8,95% 24,9
OPI02 ~515 10,6* 24,9

Markery molekularne zwiagzane z liczba zdzbet na ro$linie

Molecular markers associated with number of stalks per plant
OPA12~1636 7,44%* 53,2
OPA09 ~398 9,48** 52,8
OPA02 ~370 9,19%* 49
OPA07 ~1100 11,4* 39,7
OPD16 ~1018 6,75* 33,6
OPB17 ~506, OPJ20 ~370 5,88* 29,9
OPA09 ~700 -5,43% 27,8
OPI02 ~515 6,04* 25,1

Markery molekularne zwigzane z liczbg ktoséw na roslinie

Molecular markers associated with number of spikes per plant
OPA09 ~398 10,32%** 47
OPA12~1636 7,99%* 45,9
OPA02 ~370 10,15%* 45,1
OPA07 ~1100 12,98* 39,3
OPB17 ~506, OPJ20 ~370 7,16* 35,1
OPD16 ~1018 7,35% 29,6
OPA09 ~850, OPB10 ~900 6,18* 27,5
OPA12~995, OPA12~1100 6* 25,4

Istotny statystycznie zwigzek z dlugoscig kloszenia wykazywato 11 markerow (tab. 9).
Wydluzenie czasu ktoszenia charakteryzowato wspotczynnikiem regresji osiem markerow.
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Procent zmiennos$ci obserwowanej cechy przez poszczegolne markery wynosit od 24,9%
do 59,5% (tab. 9).

Tabela 9
Markery molekularne zwiazane z biologia kwitnienia
Molecular markers associated with flowering biology

Symbol markera Ocena wspotczynnika regresji Procent wyjasnianej zmiennos$ci
Marker symbol Estimates of regression coefficients Percentage of variation accounted
Markery molekularne zwiazane ze zbito$cig ktosow
Molecular markers associated with spike density
OPD16 ~506 14,95* 42,2
OPA09 ~2036, OPJ12 ~940 -14,95* 42,2
Markery molekularne zwiazane z dtugoscia ktosa
Molecular markers associated with spike length

OPC18 ~496 3,405%* 51,7
OPD16 ~506 4,58%* 51

OPA09 ~2036, OPJ12 ~940 -4,58%* 51

OPA12 ~396 2,77%* 45,7
OPBI11 ~700 -2,77%* 45,7
OPD16 ~720 2,255% 41,8
OPA12 ~510 2,392%* 40

OPA09 ~700 -2,258% 39,5
OPBI11 ~1636 -2,87* 34,2
OPA02 ~370 2,8% 32

OPBI11 ~396 -2,175% 31,5
OPA12 ~1636 2,158%* 30,9
OPA12 ~1300 2,033* 30,3
OPB11 ~390, OPB11 ~490 -2,337* 29,9
OPA09 ~506 -1,955% 29,1
OPB11 ~900 -2,031* 26,3
OPI02 ~515 2,207* 25,7

Markery molekularne zwiazane z zywotnoscia ziaren pytku.
Molecular markers associated with viability of pollen grains

OPD16 ~344, OPG19 ~396 -25,67%* 60,7
OPB11 ~1400 -10,57* 32,3
OPBI11 ~396 -10,39* 25,2

Markery molekularne zwiazane z dtugo$cia okresu kloszenia
Molecular markers associated with length of heading period

OPA(7 ~1100 14,25%** 98,7
OPA09 ~398, OPA07 ~760, OPA15 ~370,
OPBI11 ~506 72T 424
OPA12 ~344 -7,27%* 42,4
OPA02 ~370 6,68%* 34,4
Markery molekularne zwigzane z dlugoscia okresu kwitnienia
Molecular markers associated with length of flowering period
OPA02 ~370 2%* 59,5
OPA09 ~700 -1,45%* 56,4
OPA09 ~506 -1,286%** 45
OPA12 ~1636 1,361%* 42,9
OPD16 ~720 1,19% 373
OPH13 ~800, OPH13 ~900 1,125% 30,4
OPA09 ~398, OPA07 ~760, OPA15 ~370 1,409* 24,9
OPA12 ~344 -1,409* 24,9
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Startery OPA12, OPA9 i OPA11 charakteryzowaly si¢ najwigksza liczbg uzyskanych z
nich markerow, ktdre istotnie wptywaty na zmienno$¢ dziewigciu rozwazanych w pracy
cech fenotypowych (liczby ktoséw na roslinie, liczby zdzbet na roslinie, liczby ktoskow w
ktosie, liczby ziaren w klosie, dlugosci ktosow, zbitosci ktosow, zywotnos$ci ziaren pytku
dlugosci ktoszenia oraz dtugos$¢ kwitnienia). Startery te generowaly odpowiednio 15, 14 1
13 markerow.

DYSKUSJA

Wspdlczesna hodowla zbdz zmierza w kierunku otrzymywania nowych jeszcze lepiej
niz dotychczas plonujacych odmian, charakteryzujacych si¢ duza odpornoscig na choroby,
patogeny i niekorzystne warunki abiotyczne. Problem z osiagnigciem tych celow w
hodowli zyta jest $cisle powiazany z matg zmiennosciag w gatunku Secale cereale. O
problemie niewielkiej zmiennosci genetycznej w rodzaju Secale pisali juz Ruebenbauer
(1975), Koczowska (1977), czy Wolski (1983). Lapinski (1977), Kobylansky (1987),
Wegrzyn (1988) i Rzepka-Plevnes (1995) stwierdzili, ze dzikie gatunki Zyta moga stanowi¢
cenne zrodlo gendw cech uzytkowych przydatnych w hodowli, a wykorzystanie ich jako
materiatu wyjsciowego do krzyzowan mogloby znacznie poszerzy¢ pule genowa gatunku
S. c. ssp. cereale. Krzyzowania prowadzone mi¢dzy gatunkami dzikimi i uprawnymi czgsto
nie byly uwienczone sukcesem. Wigzato si¢ to z dwoma zasadniczymi problemami:
obnizong plodnoscig mieszancow (poprzez zaburzenia w podziatach komoérkowych)
(Ruebenbauer, 1971) oraz stabg jakos$cig otrzymanego plonu (Wegrzyn, 1988). Rzepka-
Plevnes (1995) zwracala rowniez uwage na bardzo niskg odziedziczalno$¢ cech o duzym
znaczeniu dla hodowli zyta. W celu uniknigcia wyzej opisanych problemow warto jak
najlepiej scharakteryzowa¢ dzikie gatunki i podgatunki zyta przed przeprowadzeniem
krzyzowan w obregbie rodzaju Secale. Przydatne wydaje si¢ dobre scharakteryzowanie
zarowno termindw kwitnienia i ktoszenia, ilo§ciowych parametrow klosa takich jak
dhugosc i zbitos¢ klosa, ale takze zywotnos$ci ziaren pytku.

Dhlugos¢ ktoséw zyta uprawnego waha si¢ od 5 do 15 cm (Jasinska i Kotecki, 1999).
Duza zmiennos¢ tej cechy mozna stwierdzi¢ zapoznajac si¢ z pracami Mackiewicz i Brody
(2004), Galek (2003) czy Kubickiej (2006). Dtugosci ktosa uzyskane w niniejszej pracy
mieszcza si¢ w zakresie dlugosci podanym przez cytowanych wyzej autoréw Warto
podkresli¢, ze gatunki i podgatunki dzikie charakteryzowaty sie ktosami dtuzszymi niz
gatunek uprawny. Zbitos$¢ klosa jest cechg czesto okreslang w badaniach majacych na celu
charakterystyke zboz. Badania podaja, ze zbitos¢ kltosow u zyta waha si¢ od 28,2 (Galek,
2003) do 68,6 (Mackiewicz i Broda, 2004). Wyniki uzyskane w badaniach wiasnych
wskazuja, ze rodzaj Secale L. charakteryzuje si¢ klosami zarowno luznymi, $rednio
zbitymi, jak i zbitymi. Zarowno ktosy luzne, jak i silnie zbite nie sg pozadane w praktyce
rolniczej. Klosy luzne ulegaja czesciej osypywaniu sie, natomiast klosy zbyt zbite sa
bardziej podatne na porastanie a ziarniaki rozwijajace si¢ w tego typu ktosach sg mniej
dorodne (Jasinska i Kotecki; 1999). W swietle tych informacji mozna sadzi¢, ze badane w
tej pracy gatunki i podgatunki dzikie moga by¢ materialem do dalszych prac,
charakteryzujacym si¢ pozadana zbito$cig ktosa. Wyjatkiem moze by¢ jedynie gatunki S.
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sylvestre 1 S. vavilovii, ktorych luzne klosy moga okaza¢ si¢ przeszkoda w uzyskaniu
cennego materiatu do hodowli.

Termin poczatku ktoszenia i kwitnienia zalezy od warunkow pogodowych i temperatury
powietrza (Plarre iin., 1979). W kazdym roku data rozpoczecia ktoszenia i kwitnienia moze
by¢ inna. W pracy Mackiewicz i Brody (2004) ktoszenie rozpoczynalo si¢ juz 4.05 i trwato
3 do 9 dni. W roku prowadzenia badan gatunki i podgatunki dzikie ktosity si¢ nawet 14 dni
wczesniej 1 ten etap rozwoju generatywnego trwat nawet do 22 dni. Literatura podaje, ze
bez wzgledu na date rozpoczecia kloszenia, kwitnienie rozpoczyna si¢ 7-15 dni po
wykloszeniu jak podajg Jasinska i Kotecki (1999), lub wedtug Dubasa (1997) 10-14 dni po
wykloszeniu. Kwitnienie w warunkach polowych, w zalezno$ci od pogody i temperatury
trwa za$ od 5-10 dni (Ruebenbauer, 1971). Wyniki otrzymane w niniejszej pracy wskazuja
na wydtuzenie dlugosci kloszenia u gatunkow i podgatunkow dzikich nawet do 20 dni.
Znaczne zwigkszenie dtugos$ci trwania kwitnienia moze by¢ niewatpliwie zaletg 1 pozwolié
na lepsza organizacj¢ prac hodowlanych majacych na celu przeprowadzenie krzyzowan
miedzygatunkowych w rodzaju Secale L. W praktyce ze wzgledu na pdzny termin
kwitnienia podgatunkow nalezacych do gatunku S. strictum otrzymanie mieszancow
tychze podgatunkow moze okazac si¢ trudne ze wzgledu na synchronizacje termindéw
kwitnienia. Jednak nie jest niemozliwe. Pomocna moze okaza¢ si¢ tutaj wiedza dotyczaca
przyspieszania lub opdzniania wegetacji zyta poprzez wczesniejszy lub opdzniony siew
ziarna jesienig (Tarkowski, 1983).

Produkcja duzej ilo$ci wysoce zywotnego pytku daje gwarancj¢ wysokiej efektywnosci
zawigzywania ziarniakow w trakcie krzyzowan. Zywotno$¢ ziaren pytku dzikich gatunkow
i podgatunkow zyta opisywana powyzej jest wyzsza niz zywotno$¢ ziaren pytku tychze
gatunkoOw opisana, przez Mackiewicz-Karolczak i Brode (2002). W badaniach
Mackiewicz-Karolczak i Brody (2002) zywotno$¢ ziaren pyltku dzikich gatunkow i
podgatunkow wahata si¢ od 81% do 89%, byta wigc srednio o 8%-10% nizsza niz ta, ktorg
otrzymano w trakcie prowadzenia badan wlasnych. Roznice w zywotnosci ziaren pytku
mogly by¢ wywotane warunkami prowadzenia doswiadczenia. Badania Mackiewicz-
Karolczak i Brody (2002) prowadzone byly w warunkach szklarniowych, a wigc
niekorzystnych ze wzgledu na podwyzszong temperature.

Che¢ uzyskania z jednej rosliny duzej liczby ziarniakéw dobrej jakos$ci o wysokiej
zdolnosci do kietkowania uzasadnia koniecznos$¢ scharakteryzowania badanego materialu
ros§linnego pod katem wybranych elementow struktury plonu takich, jak: liczba ktosow i
zdzbel na roslinie oraz liczba ktoskow i ziaren w klosie. O tym jak duze moze by¢ znaczenie
warto$ci wazniejszych cech plonotworczych przy doborze komponentéw do krzyzowania
wspominata Chrzastek (2006), w swojej pracy nad owsem.

Dane literaturowe wskazuja, ze w zaleznos$ci od gestosci siewu zyto uprawne wytwarza
od trzech do nawet kilkudziesieciu pedow bocznych u jednej ro$liny (Kubicka, 2004), a w
warunkach polowych wytwarza najcze$ciej srednio cztery pedy boczne (Dubas, 1997).
Przy rozstawie zastosowanej w do§wiadczeniu (15 x 20 cm) uzyskiwano $rednio od 4,9 do
23,8 zdzbel. Gatunek uprawny tworzyt $rednio prawie jedenascie zdzbel, tym samym
wynik ten byl w niniejszych badaniach prawie dwukrotnie wyzszy od wynikow
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uzyskanych przez badaczy wspomnianych wyzej. Wyniki otrzymane w warunkach
doswiadczalnych sg wyzsze od tych otrzymywanych w warunkach polowych ze wzgledu
na wigkszg rozstawe rzedow zastosowang w doswiadczeniach niz tg, ktdérg powszechnie
stosuje si¢ w rolnictwie (12-15 cm) (Jasinska 1 Kotecki, 1999). Analizujac wyniki uzyskane
w trakcie badania liczby klosow na roslinie stwierdzono, ze sg one zblizone do omawiangj
wczesniej liczby zdzbetl na roslinie. Na istniejgce miedzy tymi dwoma cechami zaleznosci
wskazuje miedzy innymi wysoki wspotczynnik korelacji (istotny na poziomie 0,001).
Liczba ktoskéw w klosie uzyskana w opisanym do$wiadczeniu wahata si¢ w od 20 do 40
ktoskow w jednym klosie. Gatunek uprawny charakteryzowal si¢ srednio liczbg 28,6
ktoskow w klosie. Prace innych autorow wskazujg na podobne wartosci tej cechy u zyta
uprawnego: 26,9-30,6 (Kociuba, 2004), 31,3 (Mackiewicz i Broda, 2004). Na tle tych
danych znaczna liczba gatunkéw i podgatunkow dzikich charakteryzuje si¢ wyzsza
warto$cia tej cechy. Obecno$¢ istotnych korelacji miedzy liczbg ktoskéw i ziaren w klosie
wykazywali migdzy innymi Szwed-Urba$ i Segit (2004) i Dopka (2004). Podobne
zalezno$ci wykazano rowniez w przeprowadzonych badaniach.

Nowoczesna hodowla roslin prowadzi selekcje przy pomocy narzedzi biotechnolo-
gicznych wykorzystujacych miedzy innymi markery molekularne. O ich duzym znaczeniu
w badaniu podobienstwa genetycznego oraz okreslaniu przydatnosci poszczegodlnych
gatunkow do prac hodowlanych ze wzglgdu na ich cenne wlasciwosci pisali miedzy innymi
Masoj¢ (2002), Broda (2004) oraz Sztuba-Solinska (2005). Czgsto autorzy wskazuja na
niemozno$¢ otrzymania ptodnych mieszancéw w krzyzowkach miedzygatunkowych.
Wiagze si¢ to niejednokrotnie z dystansem genetycznym migdzy gatunkami
uniemozliwiajacym zawigzywanie si¢ ziarniakow. Przeprowadzenie prostych i
skutecznych analiz molekularnych pozwoli na ustalenie podobiefistwa pomiedzy
gatunkami a tym samym wstepne ustalenie, ktore z krzyzowan moga okazaé sig
niewykonalne.

Podobienstwo genetyczne migdzy gatunkami zyta ustalone na podstawie markerow
RAPD wskazuje na to, ze odmiany w obrebie gatunku uprawnego s3a do siebie bardzo
podobne. Podobienstwo to waha si¢ w roznych pracach od 72%-83% (Matos i in., 2001)
czy od 39,4 % az do 92% miedzy gatunkami pochodzacymi z Europy Azji i Ameryki
Potnocnej. Tak duza rozpieto$¢ podobienstwa miedzy gatunkami potwierdza teori¢ o
silnym réznicowaniu si¢ wspolnej puli gendéw i ewolucji gatunkéw zyta. Badanie
podobienstwa genetycznego dzikich gatunkow w rodzaju Secale L. nie jest powszechne i
szeroko opisywane w literaturze. Probg ustalenia podobienstwa genetycznego z uzyciem
markeréw innych niz RAPD podjeli Chikmawati i wsp. (2005) i Shang (2006). W tym celu
wykorzystano rzadziej uzywane do okreslenia podobienstwa markerow AFLP i
mikrosatelitarnych. W pracy Shang (2006) podobienstwo genetyczne migdzy gatunkami i
podgatunkami dzikimi zyta wahato si¢ od 20% do 55%. W pracy, w ktorej uzyto markerow
AFLP (Chikmawati i in., 2005) podobienstwo wahato si¢ od 16% miedzy S. c. ssp. cereale,
a S. c. ssp. ancestrale do 99% pomiedzy S. c. ssp. anatolicum, a S. s. ssp. kuprijanovii.
Otrzymane wyniki wskazuja na istnienie silnych zalezno$ci filogenetycznych miedzy
badanymi gatunkami i podgatunkami. Wyniki analizy podobienstwa genetycznego
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wskazywalyby na to, ze krzyzowanie gatunkéw i podgatunkéw w rodzaju Secale, ze
wzgledu na ich znaczne podobienstwo powinno by¢ mozliwe i da¢ pozadane efekty.

Warto zwréci¢ uwage na rézng liczbe starterow uzytych w analizach. Wahata si¢ ona
od 4 w pracy Matos i wsp. (2001) do 80 starterow w badaniach Ma i wsp. (2004). W
zwigzku z tym spora byla tez rozpigtos¢ liczby prazkow polimorficznych generowanych
przez jeden starter w tych badaniach. Wahata si¢ ona od 2 produktéw amplifikacji
generowanych przez jeden starter (Shang, 2006) do 43 produktow (Matos i in., 2001). Liu
(1994) wskazuje, ze aby wyniki analizy podobienstwa genetycznego uznac¢ za wiarygodne
nalezy zastosowa¢ 10-15 starteréw generujgcych tacznie przynajmniej 60-100 produktow
amplifikacji. Na tle tych danych wyniki opisywane w niniejszej pracy wydajg si¢ by¢
wiarygodne, a zatozenia metodyczne poprawne.

Nie tylko metoda, ale takze rozna liczba stosowanych starterow i tym samym
generowanych produktow amplifikacji, oraz inna niz u pozostatych autoréw liczba
badanych gatunkow i podgatunkéw mogta mie¢ wptyw na tak rézne wyniki podobienstwa
genetycznego mi¢dzy tymi samymi gatunkami, podgatunkami czy odmianami uzyskanymi
przez roznych autorow.

W celu wstgpnego scharakteryzowania zalezno$ci istniejacych miedzy cechami
fenotypowymi warunkowanymi wielogenowo a markerami molekularnymi stosuje sig¢
analizg regresji. Mimo pewnych niedoskonatosci tej metody (Gupta, 2002) analiza regresji
jest narzedziem wspomagajacym mapowanie cech iloSciowych warunkowanych
wielogenowo (Roy, 2006). Tego typu analizy sa powszechne w badaniach
fitopatologicznych (Irzykowska i Bocianowski, 2008; Miano, 2008) czy badaniach nad
zwierzetami (Korwin-Kossakowska, 2006) i od dawna w badaniach nad roslinami (Gupta,
2002). Badania z wykorzystaniem markerow molekularnych 1 dodatkowym
wykorzystaniem analizy regresji prowadzono migdzy innymi u gatunkéw zbozowych
(Sari-Gorla, 1996; Roy, 2006). Analiza regresji wydaje si¢ by¢ przydatnym narzedziem do
wstepnej charakterystyki genomu dzikich gatunkow i podgatunkow, szczegodlnie do analizy
cech ilo§ciowych. Dodatnie warto$ci wspotczynnikdw regresji Swiadcza, ze wystepowanie
produktu amplifikacji zwigzane jest ze wzrostem wartosci danej cechy ilosciowe;j.
Konsekwentnie, ujemna warto$¢ wspolczynnika regresji, to mniejsza srednia wartos$¢ dla
obiektoéw, ktére charakteryzuja sie wystepowaniem produktu amplifikacji danego markera.
Uzyskane warto$ci determinacji R? wynosilty od 24,9% do 98,7%. Biorac pod uwage fakt,
iz rozwazane w naszych badaniach cech determinowane sg w rzeczywisto$ci przez wiele
genow oraz, ze liczba badanych obiektow nie jest zbyt duza wyjasnianie zmiennosci danej
cechy w co najmniej 25% przez jeden marker molekularny nalezy uzna¢ za duzy sukces,
w pelni wiarogodny i1 akceptowalny w badaniach rolniczych.

Calosciowa charakterystyka wybranych cech iloSciowych rosliny, ze szczegdlnym
uwzglednieniem klosow, biologii kwitnienia, oraz analiza podobienstwa genetycznego
wskazywataby na wysokg przydatno$¢ badanych gatunkow i podgatunkow dzikich do
przeprowadzenia krzyzowan z gatunkiem Secale cereale ssp. cereale.
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WNIOSKI

1. Na podstawie otrzymanych wynikoéw, analizy zroznicowania fenotypowego i analizy
molekularnej mozna stwierdzi¢, ze mozliwe jest poszerzenie zmienno$ci genetycznej
poprzez wprowadzenie korzystnych gendéw na drodze rekombinacji z gatunkow
dzikich. Istotne wydaje si¢ wprowadzenie z gatunkoéw dzikich do gatunkéw uprawnych
takich cech jak dtugo$¢ ktosa i liczba ktoséw na roslinie (z gatunku S. strictum), oraz
liczba ziaren w klosie (z gatunku S. c. ssp. dighoricum 5687).

2. Dzikie gatunki i podgatunki zyta badane markerami RAPD, wykazywaty duze
podobienstwo genetyczne w stosunku do gatunku uprawnego Secale cereale ssp.
cereale, mimo ich zr6znicowania fenotypowego.

LITERATURA

Broda Z. 2004. Przyszto$¢ hodowli roélin w diagnostyce molekularnej. Hod. Ro$l. Nasien. 2: 16 —18.

Chikmawati T., Skowmand B., Gustafson J. P. 2005. Phylogenetic relationships among Secale species revealed
by amplified fragment length polymorphisms. Genome 48: 792 — 801.

Chrzastek M. 2006. Ocena zréznicowania genetycznego polskich odmian owsa (4vena sativa L.) Acta
Agrophysica 8 (2): 319 — 326.

Dopka D. 2004. Ocena zréznicowanej uprawy przedsiewnej na przykladzie pszenzyta ozimego a plonowanie i
zmiany sktadowych plonu. Annales UMCS Sec. E 59 (4): 2015 — 2022.

Dubas A. 1997. Szczegdtowa uprawa roslin rolniczych. Wydawnictwo AR Poznan.

Galek R. 2003. Analiza zmiennosci cech struktury plonu w kolekcji Zyta jarego. Biul. IHAR 226/227/2: 79 —
84.

Gupta P. K. 2002. Molecular markers and QTL analysis in crop plants. Current Science 83, 2, 25: 113 — 114.

Hastie T. J., Tibshirani R. J. 1990. Generalized Additive Models. Chapman and Hall, London.

Irzykowska L., Bocianowski J. 2008. Genetic variation pathogenicity and mycelial growth rate differentiation
between Gaeumannomyces graminis var. tritici isolates derived from winter and spring wheat. Ann. Appl.
Biol. 152: 369 — 375.

Jasinska Z., Kotecki A. 1999. Szczegodtowa uprawa roslin. Tom 1: 131 — 153.

Liu Z. W. 1994. Genetic relationships and variation among ecotypes of seashore paspalum (Paspalum
vaginatum) determined by random amplified polymorphic DNA markers. Genome 37: 1011 — 1017.
Kobylansky V. D. 1987. Studies of rye and their relations to aspects of breeding. Vestn. Selsch. Nauki 111: 35

—41.

Kociuba W., Kramek A. 2004. Analiza niektorych wlasciwosci biologii kwitnienia pszenzyta przydatnych dla
hodowli i reprodukcji odmian. Annales UMCS Sec. E, 59, 1: 115 — 122.

Koczowska 1. 1977. Badania nad otrzymaniem materiatdéw wyjsciowych zyta ozimego do hodowli odmian
plennych, odpornych na wyleganie i plesn $niegowa. 1. Zmienno$¢ i odziedziczalno$¢ wazniejszych cech
mieszancow zyta ozimego. Zesz. Nauk. ART Olsztyn 19: 3 —43.

Korwin-Kossakowska A. 2006. Badanie polimorfizmu wybranych gendéw i poszukiwanie ich powigzan z
cechami reprodukcyjnymi loch. Medycyna Wet. 62(4): 468 — 470.

Kubicka H. 2004. Zarys genetyki zboz. Tom 1, IGR PAN: 331 — 423.

Kubicka H. 2006. Gromadzenie i ocena zasobow genowych zyta. Biul. IHAR 240/241: 141 — 149.

Lapinski M. 1977. Wstepne wyniki badan nad krzyzoéwkami oddalonymi z rodzaju Secale. Pr. Zesp. Hod. Zyta
w 1975 r. IHAR Radzikow: 89 — 95.

Ma R., Yli-Matila T., Pulli S. 2004. Phylogenetic relationships among genotypes of worldwide collection of
spring and winter ryes (Secale cereale L.) determined by RAPD-PCR markers. Hereditas 140: 210 — 221.

Mackiewicz-Karolczak D., Broda Z. 2002. Ocena efektywnoS$ci krzyzowan miedzygatunkowych w rodzaju
Secale. Biul. [HAR 221: 73 — 82.

136



Anna Cwiklifska ...

Mackiewicz D., Broda Z. 2004. Ocena przydatnosci hodowlanej mieszancow zyta uprawnego Secale cereale
L. z dzikimi gatunkami z rodzaju Secale” Biul. IHAR 231: 265 — 277.

Masoj¢ P. 2002. The application of molecular markers in the process of selection. Cell. Mol. Biol. Lett. 7, 499
— 509.

Matos M., Pinoto Carnide O., Benito C. 2001. Phylogenetic relationships among Portuguese rye based on
izoenzyme, RAPD and ISSR markers. Hereditas 134: 299 — 236.

Miano D. W. 2008. Identification of molecular markers associated with sweet potato resistance to sweet potato
virus disease in Kenya. Euphytica 160: 15 — 24.

Mudra K. 1979. Szczegotowa hodowla roslin. PWRIL, Warszawa.

Nei M., Li W. 1979. Mathematical model for studying genetic variation in terms of restriction endonucleases.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 5256 — 5273.

Payne R., Murrey D., Harding S., Baird D., Soutou D., Lane P. 2003. GenStat for Windows (7% edition) —
Introduction. VSN International, Oxford, England.

Plarre W. 1979. Szczegotowa hodowla roslin. PWRIL, Warszawa: 254 — 264.

Roy J. K. 2006. Association analysis of agronomical important traits using SSR, SAMPL and AFLP markers
in bread wheat. Current Science, 90, 5, 10: 683 — 689.

Ruebenbauer T. 1975. Podstawowe problemy genetyki zb6z. Post. Nauk Rol. 2: 3 — 4.

Ruebenbauer T. 1971. Szczegotowa hodowla roslin. PWRIL, Warszawa: 65 — 75.

Rzepka D. 1988. Przydatno$¢ migdzygatunkowych mieszancoéw zyta (Secale sp.) w hodowli odmian odpornych
na maczniaka (Erysiphe graminis DC. f. sp. secalis Marchal). Hod. Rosl. Aklim 3/ 4: 39 — 48.

Rzepka D. 1993. Badania nad mieszancami S. cereale % S. vavilovii Gross. w aspekcie ich przydatnosci do
hodowli odmian odpornych na porastanie. Czg$¢ I: Ocena odpornosci na porastanie mieszancow
miedzygatunkowych zyta. Hod. Ro$l. Aklim. 37 (6/5): 69 — 79.

Rzepka-Plevnes D. 1995. Mozliwo$¢ wykorzystania mieszancéw mi¢dzygatunkowych zyta w hodowli odmian
plennych i odpornych na maczniaka prawdziwego (Erysiphe graminis DC. f. sp. secalis Marchal). Hod.
Rosl. Aklim. 39 (6): 68 — 80

Sari-Gorla M. 1996. Identification of genetic factors for alachlor tolerance in maize by molecular markers
analysis. Mol. Gen. Genet. 251: 551 — 555.

Shang H. Y. 2006. Genetic diversity and polygenetic relationship in the rye genus Secale L. (rye) based on
Secale cereale microsatellite markers. Gen. Mol. Biol. 29, 4: 685 — 691.

Sztuba-Solinska J. 2005. Systemy markeréw molekularnych i ich zastosowanie w hodowli roslin. Kosmos -
Problemy Nauk Biologicznych 54: 227 — 239.

Szwed-Urbas K, Segit Z. 2004. Charakterystyka wybranych cech ilosciowych u mieszancow pszenicy twarde;j.
Annales UMCS Sec. E, 59, 1: 101 — 113.

Tarkowski C. 1983. Biologia zyta. PWN, Warszawa.

Thompson D., Henry R. 1995. Single step protocol for preparation of plant tissue for analysis by PCR.
Biotechniques 19: 394 — 400.

Wegrzyn S. 1988. Synteza i wyodrgbnianie materialdow wyjsciowych dla hodowli zb6z. Zesz. Probl. IHAR
Radzikow: 33 — 40.

Williams J. G., Kubelik A. R. Livak K. J., Rafalski J. A., Tingey S. V. 1990. Lival K DNA polymorphisms
amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids Res. 18: 6531 — 6535.

Wolski T. 1983. Kierunki hodowli oraz metody oceny zyta. Biologia zyta. Tarkowski Cz. (red) PWN Warszaw:
153 — 185.

Zadoks J. C., Chang T. T., Konzak C. F. 1974. Decimal code for growth stages of cereals. Weed. Res. 14: 415
—431.

137






DOI: 10.37317/biul-2009-0062

NR 252 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN 2009

MONIKA KOCIUBA

STEFAN STOJALOWSKI

Katedra Genetyki i Hodowli Roslin

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

Efektywnos¢ markerow molekularnych SCAR
z chromosomu 4RL w selekcji genotypodw
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cechami morfologicznymi
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Efficiency of the SCAR markers from 4RL chromosome in selection of male fertile
genotypes and their relation to some morphological traits in rye (Secale cereale L.)

Celem prezentowanych badan bylo sprawdzenie efektywnosci znanych weze$niej z literatury oraz
nowo opracowanych markerow SCAR z chromosomu 4RL przy selekcjonowaniu megskoptodnych
genotypodw posiadajacych cytoplazme Pampa. Material badawczy stanowila populacja F2 mieszanca
pomigdzy meskosterylng linia wsobna 541P, a pojedyncza, losowo wybrana rosling z populacji
prymitywnego zyta iranskiego — IRAN IX. W pracy oceniono tez zwigzek pomiedzy ptodnoscia roslin,
a kilkoma cechami morfologicznymi mieszanca: liczba kloskow w klosie, dlugosciag klosa oraz
wysokoscig roslin, ale nie wykryto pomiedzy nimi silnych zaleznosci. Z czternastu testowanych
markeréw zmapowanych na dhugim ramieniu chromosomu 4R jedynie cztery ujawnily polimorfizm w
badanym materiale i utworzyly grupe sprzg¢zen. Skonstruowana w oparciu o segregacje tych markerow
mapa genetyczna obejmuje obszar 24cM, a wszystkie markery nalezace do tej grupy wykazuja
statystycznie istotny zwiazek z plodnoscig roslin badanego mieszanca. Najefektywniejszy przy
ewentualnym selekcjonowaniu genotypoéw meskoptodnych okazat si¢ marker SCP16M58. Srednio, w
badanej populacji rosliny posiadajace prazek markerowy zawigzywaty czterokrotnie wigcej ziaren pod
izolatorami w poréwnaniu do osobnikow bez prazka. Marker ten wykazywal rownoczesnie istotny
statystycznie zwigzek z Jocus kontrolujacym dlugo$¢ zdzbla, pomimo ze wspodiczynnik korelacji
miedzy ptodnoscia roslin, a ich wysokoscia nie osiagat w badanej populacji wysokich wartosci.

Stowa kluczowe: cytoplazmatyczna meska sterylnosc¢, cytoplazma Pampa, markery molekularne, zyto

The study aimed at a verification if previously published as well as newly developed SCAR markers
located on the 4RL chromosome can be efficient in selecting male fertile genotypes with the Pampa
cytoplasm. Research material constituted a F2 population developed after crossing the male sterile
inbred line 541 with a single randomly chosen plant from the IRAN IX population of primitive rye.
Correlations between male fertility and some morphological traits of plants i.e.: number of spikelets
per ear, length of ear and plant height were also examined but no strong dependences were detected.
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Only 4 out of 14 tested markers mapped on the long arm of 4R chromosome revealed polymorphism
between parental genotypes of the studied hybrid. These four SCAR markers formed one linkage group.
The constructed genetic map covered the distance of 24cM and all markers belonging to this linkage
group showed a statistically significant relation to male fertility of the studied individuals. The most
effective tool for selection of male fertile genotypes proved to be the SCP16M58 marker. On average,
in the analyzed population, seed set under bags was four times higher on plants with the marker band
vs. individuals without the band. This marker showed as well a significant relation to the locus
controlling plant height, although the correlation coefficient between male fertility of plants and their
height was rather low.

Key words: cytoplasmic male sterility, Pampa cytoplasm, molecular markers, rye
WSTEP

Znaczacy postep hodowlany, jaki zostal dokonany w europejskiej hodowli zyta na
przestrzeni ostatniego ¢wieréwiecza jest w duzym stopniu rezultatem wprowadzenia do
uprawy odmian mieszancowych (Geiger, 2007). Pierwsze odmiany mieszancowe zyta
zostaly zarejestrowane w Niemczech w potowie lat 80. XX wieku, a glowng zalety
decydujaca o ich wcigz rosngcej popularnosci jest wysoki potencjat plonotworczy
wynikajacy z wykorzystania efektu heterozji w stopniu pelniejszym niz to byto mozliwe w
tradycyjnych odmianach populacyjnych.

Od chwili zarejestrowania pierwszych odmian mieszancowych zyta ich produkcja
nasienna bazuje glownie na odkrytej przez Geigera i Schnella (1970) cytoplazmie
sterylizujacej typu Pampa (CMS-P). Utrzymanie meskiej sterylnosci u roslin z ta
cytoplazmg nie nastr¢cza wigkszych trudno$ci, a genotypy dopehniajace wystepuja
powszechnie we wszystkich europejskich populacjach hodowlanych (Geiger i Miedaner,
1996). Powaznym problemem w hodowli mieszancéw zyta z cytoplazma Pampa jest
natomiast skuteczne przywracanie plodnosci. Allele ptodno$ci wprowadzane sg do
genotypu mieszanca przez komponenty ojcowskie. Trudno$ci w znajdowaniu form
ojcowskich, ktore gwarantowatyby potomstwu wysoki efekt heterozji i jednoczesnie petna
zdolno$¢ do produkcji pytku, spowodowaly, iz wigkszo$¢ zarejestrowanych aktualnie
mieszancow pyli wyraznie stabiej niz odmiany populacyjne. Wedtug Geigera i Miedanera
(1996) czesciowa plodnos¢ odmian mieszancowych zyta otrzymywanych przy
wykorzystaniu cytoplazmy Pampa, przewaznie nie wplywa negatywnie na zawiazywanie
ziaren w klosie, ale niebezpiecznie zwigksza poziom porazenia przez sporysz (Claviceps
purpurea). Rozwiazanie tego problemu wymagato znalezienia zroédet gendow efektywnie
przywracajacych plodnos¢ pytku u roslin z CMS-Pampa. Zrodta takie zidentyfikowano
wsrod prymitywnych populacji zyta uprawnego pochodzacych z Ameryki Potudniowe;j i
Iranu (Geiger i Miedaner, 1996). Przeniesienie pojedynczych genéw pochodzacych z
populacji nieprzystosowanych do uprawy w warunkach intensywnej gospodarki rolnej do
elitarnych materiatéw hodowlanych jest procesem dtugotrwatym. Jego powodzenie zalezy
w duzym stopniu od skutecznego oddzielenia interesujacych nas loci od sprzezonych z
nimi gendéw determinujacych niekorzystne z agronomicznego punktu widzenia cechy.
Wedlug Miedanera i wsp. (2000) efektywne allele ptodnosci pochodzace z
poludniowoamerykanskiej populacji Pico Gentario zlokalizowane sg na dtugim ramieniu
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chromosomu 4R w bliskim sgsiedztwie genu warunkujacego wysoko$¢ roslin. W tym

samym obszarze genomu zyta zmapowany zostal rownie efektywny w przywracaniu

ptodnosci gen pochodzacy z iranskiej populacji o nazwie IRAN IX (Miedaner i in., 2000).

W celu usprawnienia procesu przenoszenia alleli ptodnosci pochodzacych z prymitywnych

form zyta do linii wsobnych wykorzystywanych przy tworzeniu odmian mieszancowych

opracowane zostaty markery molekularne SCAR sprzezone z tymi genami (Stracke i in.,

2003; Hackauf i in., 2009). Zestaw znanych markerow molekularnych niezbgdnych do

prowadzenia precyzyjnej hodowli z ich wykorzystaniem (ang. Marker Assisted Breeding)

mozna rozszerzy¢ siegajac po kolejne markery zlokalizowane na dlugim ramieniu
chromosomu 4R, ktorych zwigzek z genami kontrolujgcymi ptodno$é w systemie CMS-P
nie byl dotad badany.

Celem niniejszej pracy byla ocena meskiej ptodnosci oraz kilku majacych znaczenie
agronomiczne cech morfologicznych w populacji F> mieszanca mi¢edzy meskosterylng linig
wsobng z cytoplazma Pampa, a prymitywnym zytem IRAN IX bedacym zrodtem
efektywnych genow przywracajacych ptodnos¢ precikowia w systemie CMS-P. W oparciu
o dane fenotypowe oraz wyniki analiz PCR-SCAR podj¢to probe:

— zweryfikowania, ktore z opisanych wczeSniej markerow sprzezonych z locus
ptodnosci/sterylnosci (Stracke i in., 2003) mogg by¢ najbardziej przydatne w hodowli
mieszancow z cytoplazma Pampa,

— sprawdzenia czy zlokalizowane na dlugim ramieniu chromosomu 4R markery
(Stojatowski, 2007), ktorych wczes$niej nie wykorzystywano do badan nad zytem z
cytoplazmg P, moga zosta¢ uzyte do selekcjonowania genotypéw meskoptodnych.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowita populacja F, mieszanca otrzymanego po recznym
zapyleniu posiadajacej cytoplazme¢ Pampa meskosterylnej linii wsobnej 541P (Bi7)
pylkiem zebranym z losowo wybranej rosliny (oznaczonej numerem 269-4) pochodzacej z
populacji IRAN IX. Linia 541P jest meskosterylnym analogiem linii wsobnej 541, ktora
zostala wytworzona w macierzystej jednostce autoréw niniejszej pracy przez prof. M.
Lapinskiego i1 posiada zlozony rodowod (Lapinski i Stojatowski, 1996). Populacja
prymitywnego zyta iranskiego IRAN IX, bedaca zrodlem genow efektywnie
przywracajacych meska ptodnos¢ u roslin z cytoplazmg Pampa (Geiger i Miedaner, 1996)
zostata udostgpniona do badan przez prof. H.H. Geigera z Uniwersytetu Hohenheim
(Stuttgart, Niemcy). Sktadajace si¢ z 33 osobnikow pokolenie mieszanca F; rozszczepiato
si¢ na rosliny meskoplodne 1 meskosterylne. Nasiona populacji F2 uzyskano z 16 losowo
wybranych, zaizolowanych przed kwitnieniem ktoséw zebranych z ptodnych roslin F;.

Badana populacja F» liczagca 276 osobnikow zostata wysiana punktowo w rozstawie
20x20cm na terenie Hali Wegetacyjnej Akademii Rolniczej w Szczecinie w sezonie
2005/06. Z milodych roslin pobrane zostaly probki lisci do izolacji DNA. Przed
kwitnieniem na trzy ktosy kazdej sposrod 251 dobrze rozwinigtych roslin zostaty zatozone
izolatory z tomofanu. W czasie zniw zbierano tylko zaizolowane ktosy, a osadzanie ziaren
pod izolatorami bylo w do§wiadczeniu traktowane jako wskaznik ptodnosci roslin. Druga
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metoda oceny ptodnosci byly kilkukrotne obserwacje wzrokowe kwitnienia kazdego z
pojedynkow wykonane przy zastosowaniu 9-stopniowej skali bonitacyjnej Geigera i
Morgensterna (1975). Przed zbiorem dokonano pomiaréw wysokosci roslin, a po zbiorach
oceniono dlugos¢ klosow, liczbe ktoskow w klosie i liczbe ziaren w klosie. Osadzanie
ziaren okre$lano jako procentowy stosunek liczby zawigzanych ziarniakéw do liczby
kwiatkow w klosie. Ro$liny nie zawigzujagce w ogoéle ziaren w izolowanych ktosach
klasyfikowano jako meskosterylne, te ktore osadzaty ziarno na poziomie do 50% okreslano
jako czesciowo ptodne. Przy co najmniej 50% osadzaniu ziarna, ro$liny zaliczano do
kategorii m¢skoptodnych.

Ziarna uzyskane z cze$ciowo 1 w pelni ptodnych roslin pokolenia F, wysiano na
jednorzadkowych poletkach w sezonie 2007/08, a ptodnos¢ kazdego liczacego minimum
15 roslin potomstwa F3 oceniano wzrokowo w czasie kwitnienia i zaliczano do dwoch
kategorii: meskoptodnych (gdy wszystkie oceniane rosliny wykazywaty przynajmniej
czgsciowe objawy ptodnosci) oraz segregujacych (gdy w pokoleniu F3 obok roslin w petni
lub czegsciowo ptodnych pojawiaty si¢ rowniez ro$liny meskosterylne).

Ekstrakcje DNA z roslin badanej populacji wykonano przy zastosowaniu jedno-
etapowej metody wg Thomson 1 Henry’ego (1995). Warunki analiz PCR-SCAR zostaly
opisane w pracy Stojalowskiego i wsp. (2005), a jedyna modyfikacja dotyczyta sktadu
mieszaniny reakcyjnej 1 wynikata z uproszczonej metody izolacji DNA: zastosowano
zredukowang do poziomu 2—4 ng ilos¢ DNA i zmniejszong 5-krotnie ilo§¢ buforu PCR.
Przetestowano czternascie markerow SCAR zmapowanych na dlugim ramieniu
chromosomu 4R (Stracke i in., 2003; Stojatowski, 2007), sposrod ktorych tylko cztery
wykrywaly polimorfizm miedzy formami rodzicielskimi i segregowaty w pokoleniu F,
badanej populacji. Dwa sposrod nich: SCP16M58 i SCY09d znane byty jako markery
sprzgzone z genami kontrolujgcymi ptodnos¢ w CMS-Pampa (Stracke i in., 2003), dwa
pozostate (SCSz334L700 i SCSz1139L856) zostaty opracowane w Katedrze Genetyki i
Hodowli Ro$lin Akademii Rolniczej w Szczecinie (Stojatowski, Milczarski, dane nie-
publikowane) i nie byly dotad uzywane do badan nad zytem z tym typem cytoplazmy
sterylizujacej.

Dla danych z oceny fenotypowej roslin F» wyliczano $rednie arytmetyczne, odchylenia
standardowe oraz wspotczynniki korelacji pomigdzy badanymi cechami. Zgodnosé
obserwowanych segregacji ptodnosci/sterylnosci roslin oraz obecno$ci/braku prazkow
markerowych z zakladanymi modelami dziedziczenia sprawdzano testem Chi’. Mape
sprzezen markeréw molekularnych utworzono w programie JoinMap 3,0 (Van Ooijen i
Voorrips, 2001) przy LOD = 4,0. Identyfikacj¢ loci kontrolujacych oceniane cechy
fenotypowe (QTL-¢) przeprowadzono za pomocg programu MapQTL v.5,0 (Van Ooijen,
2004). Wartos¢ krytyczng dla krzywej LOD przy mapowaniu interwatowym (interval
mapping) dla kazdej z cech okreslono przy pomocy testu permutacji przy 1000
permutacjach. Dodatkowo przy mapowaniu QTL-i zastosowano nieparametryczny test
rangowy Kruskala-Wallisa pozwalajacy na okre$lenie zwigzku migdzy markerem
molekularnym i locus kontrolujacym dang ceche ilo§ciowa.
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WYNIKI

W obrebie badanej populacji F» obserwowano peten zakres zmiennosci pod wzgledem
fenotypowych objawow meskiej ptodnosci/sterylnosci. Liczebno$¢ roslin zaliczonych
wzrokowo do kategorii meskosterylnych (oceny od 1 do 3 w skali Geigera i Morgensterna)
1 w pelni meskoptodnych (od 7 do 9 w skali) byty bardzo zblizone (tab. 1).

Tabela 1
Wyniki oceny meskiej plodnosci/sterylnosci u pojedynczych roslin pokolenia F2 oraz potomstw
pokolenia F3 mieszanca 541P x IRAN IX 269-4
Results of male fertility/sterility assessment among individuals of the F2 population and F3 progenies
of the cross 541P x IRAN IX 269-4

. Zgodno$¢ z dwugenowym
1 Odchylenie LS 70
Metoda oceny . Fenotypy , . modelem dziedziczenia
Pokolenie Srednia |standardowe . .
Assessment . Phenotypes Conformity with the two-gene
Generation Mean | Standard . : 2)
method deviation inheritance model
MS | cp | MP Chi? | P
F, 98 53 100 5,14 2,70 2,26 0,20-0,10
Wzrokowa
Visual F segr. MP segr. MP segr. MP
; — — 30 3 79 17 2,52 0,20-0,10
Osadzanie ziaren  p 90 96 65 26,1 28,2 6,35 0,025-0,01

Seed set
D MS — mgskosterylne, male sterile; CP — czgsciowo ptodne; partially fertile; MP — mesko ptodne; male fertile;
segr. — rozszczepiajace sig; segregating

2 Objasnienia w tekscie. Details in the text

Roslin ocenionych jako cze$ciowo ptodne byto prawie o potowe mniej. Bimodalny rozktad
cechy z maksymalnymi liczebno$ciami roslin reprezentujacych skrajne kategorie
fenotypowe wskazuje na oligogeniczny charakter dziedziczenia meskiej sterylno$ci w
badanej populacji. Przy probie sformutowania hipotezy genetycznej tlumaczacej
dziedziczng kontrole ptodnosci roslin w badanej populacji wyrdzniano dwie gtdéwne klasy
fenotypowe, zaliczajac do form meskoptodnych rosliny w petni megskoptodne i czgsciowo
ptodne. Obserwowane stosunki rozszczepien zarowno w pokoleniu F,, jak i w F3 wskazuja,
ze przywracanie ptodnosci precikowia determinowane bylo przez geny z co najmnigj
dwodch niezaleznych Joci. Zadowalajacg zgodno$¢ obserwowanych —stosunkow
rozszczepien z teoretycznie oczekiwanymi uzyskano przyjmujac hipoteze, ze badana cecha
kontrolowana jest przez dwie pary niezaleznych, dominujgcych, komplementarnie
wspotdziatajacych genow, a rosliny meskoplodne posiadajg przynajmniej po jednym
dominujacym allelu w obu postulowanych /loci. Przy takich zatozeniach rozszczepienie na
formy meskoplodne i meskosterylne w pokoleniu F» powinno by¢ zgodne ze stosunkiem
9:7, a rozszczepienie na potomstwa meskoptodne 1 segregujace w pokoleniu Fs
(otrzymanym wylgcznie z megskoptodnych pojedynkow F») zgodne z proporcja 1:8. Dane
z wzrokowej oceny pylenia roslin z obu pokolen badanego mieszafca wykazujg zgodno$¢
z tymi zalozeniami (tab. 1). Rozszczepienia pod wzgledem ptodnosci uzyskane przy ocenie
osadzania ziaren pod izolatorami rdznig si¢ nieco od rezultatdw oceny wzrokowej i
wykazujg statystycznie istotne odchylenia od oczekiwan dla hipotezy o dwugenowe;j
kontroli przywracania plodnosci (tab. 1). Z drugiej strony korelacja pomiedzy obiema
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metodami oceny jest bardzo wysoka (tab. 3), a zakwalifikowanie ro$lin zawigzujacych
sladowe ilosci ziaren (ponizej 1%) do kategorii roslin meskosterylnych zamiast
meskoptodnych powoduje, Zze obserwowane odchylenia od oczekiwanego stosunku
rozszczepien 9:7 przestaja by¢ statystycznie istotne (szczegotowe dane nie zostaty ukazane
W pracy).

Szeroki zakres zmienno$ci zaobserwowano w obrgbie cech morfologicznych
ocenianych w pokoleniu F, mieszanca mi¢dzy linig 541P, a rosling z populacji IRAN IX
(tab. 2). Uzyskane rozktady wykazywaty zasadniczo zgodnos¢ z rozkladem normalnym
wskazujac na poligeniczny charakter dziedziczenia tych cech. Najsilniej skorelowanymi ze
sobg cechami, poza plodnoscig oceniang wzrokowo i osadzaniem ziarna, byta dtugosé
ktosa i liczba ktoskow w klosie (tab. 3). Obie cechy morfologiczne ktosa byty nieco stabiej,
ale wcigz istotnie, skorelowane z wysoko$cig ro$lin. Nie stwierdzono natomiast
znaczacych zalezno$ci miedzy cechami morfologicznymi, a ptodnoscia ro$lin.

Tabela 2
Cechy morfologiczne oceniane w populacji F2 mieszanca 541P x IRAN IX 269-4
Morphological characters evaluated among F2 population of the cross 541P x IRAN IX 269-4

Cecha Zg:f;égﬁizﬁozm Srednia Odchylenie standardowe
Trait - £ Mean Standard deviation
min. | max.
Llc'zba kloskow w ktosie 20,0 49.0 33.82 5.39
Spikelets number per ear
Dlugo$¢ klosa (cm)
Ear length (cm) 4,7 15,6 10,14 1,82
Wysokos¢ roslin (cm)
Plant height (cm) 97,0 198,0 1433 18,81
Tabela 3

Wspélezynniki korelacji pomiedzy cechami badanymi w populacji F2 mieszanca S41P xXIRAN IX 269-4
Correlation coefficients between characters evaluated among F2 population of the cross
541P x IRAN IX 269-4

Ocena wzrokowa
Cecha ptodnosci Osadzanie ziaren Wysokos¢ roslin Dtugos¢ klosa
Trait Visual scoring of Seed set Plant height Ear length
fertility

Liczba ktoskow w ktosie

Spikelets number per ear 0,15 0,13 0,50 0,73
gﬁ?‘??ﬁgéfosa 0,04 0,01 0,52

R

g;:giz?le ziaren 0.5

Wszystkie cztery segregujace w badanej populacji F» markery SCAR wykazywaty
dominujacy charakter dziedziczenia, ale rozszczepienia tylko jednego sposrod nich byty
zgodne z oczekiwang proporcja 3:1 (tab. 4). Marker ten oznaczony jako SCP16M58 byt
produktem amplifikacji fragmentu DNA wprowadzonego do mieszanca przez genotyp
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ros§liny ojcowskiej. Pozostale trzy markery bedace produktami charakterystycznymi dla
genotypu linii matecznej 541P segregowaly w badanej populacji w proporcjach
niezgodnych z oczekiwanymi dla cech dziedziczonych monogenicznie.

Tabela 4
Segregacje markeré6w SCAR oraz ich lokalizacja na mapie sprzezen populacji F2 mieszanca
541P x IRAN IX 269-4
Segregation data of SCAR markers and their localization on the linkage map of the F2 population
541P x IRAN IX 269-4

Pochodzenie produktu Stosunck 1 Prawdo- Pozycja na mapie
Marker amplifikacji . (oczekiwane . sprzezen
L . rozszczepien . podobienstwo o
Marker Origin of amplified Seorevation ratio | 0ZS7cZepienie 3:1) Probabilit Position on the
products greg (3:1 expected ratio) Y linkage map

SCP16M58 IRAN IX 269-4 179:74 24 0,1-0,3 0cM
SCSz334L700  541P 184:90 9,0 <0,01 13 cM
SCY09d 541P 187:89 7,7 <0,01 18 cM
SCSz1139L856 541P 180:95 134 <0,01 24 cM

Mapa sprzgzen utworzona przez cztery uzyte w pracy markery SCAR posiada catkowitg
dlugos¢ 24 cM i stanowi fragment dlugiego ramienia chromosomu 4R (tab. 4). W
bezposrednim sgsiedztwie markera SCP16MS58 zidentyfikowano na skonstruowanej mapie
genetycznej locus kontrolujacy przywracanie ptodnosci u roslin badanej populacji.
Niezaleznie od zastosowanej metody oceniania plodnos$ci/sterylnosci roslin (ocena
wzrokowa 1 osadzanie ziaren pod izolatorami) krzywa LOD otrzymana w trakcie
mapowania interwalowego wyraznie przekraczata w poblizu SCP16M58 poziom
statystycznej istotnosci (tab. 5).

Tabela 5
Wyniki mapowania loci kontrolujacych badane cechy fenotypowe
Interval mapping of analyzed phenotypic traits

Cecha Poziom istotnosci LOD VE ? Pozycja na mapie sprzezen®)

Trait Significance threshold max (%) Position on the linkage map?®)
Ocena wzrokowa plodnosci
Visual scoring of fertility 3,7 30,88 83,6 2 M
Osadzanie ziaren 6.5 10,10 204 0 cM
Seed set
ngzba ktoskow w ktosie 29 0.26 0.6 24cM
Spikelets number per ear
Dlugo$¢ klosa (cm)
Ear length (cm) 2,5 0,71 2,8 24 cM
Wysokos¢ roslin (cm) 33 255 6.4 0 cM

Plant height (cm)
Y Poziom istotnosci dla krzywej LOD okre$lony na podstawie testu permutacji; Significance threshold of LOD value
determined by permutation test

2 Wariancja tlumaczona efektem QTL; Variance explained by the QTL

3 Pozycja, w ktorej krzywa LOD osiaga warto$¢ maksymalng (LOD,ny); Position for the maximum level of the LOD curve
(LODumax)

Stosunkowo wysoka warto$¢ parametru LOD zaobserwowano w tym samym regionie
chromosomu 4RL przy analizowaniu danych dla wysokosci roslin, ale poziom
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statystycznej istotno$ci wyznaczony na podstawie testu permutacji nie zostat tu
przekroczony. W objetym mapowaniem interwalowym obszarze genomu zyta nie
stwierdzono obecnosci gendéw kontrolujacych pozostate dwie badane w do$wiadczeniu
cechy morfologiczne (tab. 5). Wyniki testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa
zasadniczo potwierdzaja rezultaty uzyskane w trakcie mapowania interwatowego. Marker
SCP16M58 wykazuje najsilniejszy zwigzek z ptodnos$cia/sterylnoscia i sposrod uzytych w
pracy markerow wydaje si¢ by¢ najbardziej przydatny do ewentualnych prac selekcyjnych.
Pozostate trzy markery sg slabiej zwigzane z cecha, ale nadal jest to zwigzek statystycznie
istotny, niezaleznie od zastosowanej metody oceny plodnosci roslin (tab. 6).

Tabela 6
Ocena sprzezen markerow molekularnych z loci badanych cech iloSciowych przy zastosowaniu
nieparametrycznego testu rangowego Kruskala-Wallisa
Assessment of linkage between the molecular markers and the analyzed quantitative trait /oci using the
nonparametric rank sum test of Kruskal-Wallis

Marker "

Cecha Marker "
Trait SCP16M58 SCSz334L.700 SCY09d SCSz1139L856
MOIEO] P [MOIFOT P [MOIFOT[ P [MOIFO] P

Ocena wzrokowa plodnosci
Visual scoring of fertility
Osadzanie ziaren (%)

Seed set (%)

Liczba ktoskow w ktosie
Spikelets number per ear
Dlugo$¢ klosa (cm)

Ear length (cm)

Wysokos¢ roslin (cm)
Plant height (cm)

D M — Srednia warto$é cechy u osobnikéw posiadajacych allel markera pochodzacy od linii matecznej (541P); Value of
the trait average across individuals representing allele of a given marker originating from the maternal line (541P)

F — Srednia warto$¢ cechy u osobnikéw posiadajacych allel markera pochodzacy od rosliny ojcowskiej (IRAN IX 269-4);
Value of the trait average across individuals representing allele of a given marker originating from the paternal plant (IRAN
IX 269-4)

(+) — Prazek markerowy obecny; Marker band present

(-) — Brak prazka markerowego; Marker band absent

P — Istotno$¢ roznic (prawdopodobienstwo); Significance of differences (probability)

2 ns — Réznice nieistotne statystycznie; Differences not significant

3,03 599 0,0001 496 563 005 495 565 005 491 567 0,05

8,12 33,73 0,0001 24,32 31,56 0,05 2427 31,26 0,05 23,66 32,01 0,05

33,78 33,75 ns? 34,00 33,35 ns? 3392 3342 ns? 3401 3330 ns?

10,40 10,28 ns? 10,55 991 =ns? 10,51 996 ns? 10,54 994 ns?

136,6 1452 0,005 143,1 1426 ns? 1430 142,6 ns? 1430 1426 ns?

Wyniki testu Kruskala-Wallisa wskazuja réwniez na statystycznie istotne sprz¢zenie
pomigedzy markerem SCP16MS58 i locus warunkujacym wysokos¢ roslin. Gen
zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 4R pochodzacy z prymitywnego zyta
iranskiego zwickszal wysoko$¢ roslin badanej populacji srednio o okoto 9cm (tab. 6).

DYSKUSJA

Na temat dziedzicznego podtoza przywracania ptodnosci u zyta z cytoplazmg Pampa,
ktore ma niewagtpliwie ztozony charakter, formutowano hipotezy zakltadajgce dziatanie
dwoch (Madej, 1976), trzech (Scoles i Evans, 1979) lub nawet czterech (Ruebenbauer i in.,
1984) niezaleznych par genow. Rozszczepienia na formy meskosterylne i ptodne
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obserwowane w pokoleniach F; i F3 mieszanca mi¢dzy linig 541P, a rosling IRAN IX 269-
4 sg zasadniczo zgodne z zatozeniem o dzialaniu gendw z dwoch niezaleznych loci, ale nie
mozna wykluczy¢, ze dziedziczne uwarunkowanie przywracania meskiej ptodnosci w
analizowanym materiale jest bardziej skomplikowane. Dotychczas przeprowadzone
badania z wykorzystaniem map genetycznych doprowadzity do zlokalizowania genow
przywracajacych meska ptodnosé w systemie CMS-P na pigciu chromosomach zyta, wsrod
ktorych najwieksze znaczenie miaty loci z chromosoméw 1RS i 4RL (Geiger i Miedaner,
1996; Miedaner i in., 2000). Ta ostatnia lokalizacja znalazta potwierdzenie w rezultatach
badan uzytego w niniejszej pracy mieszanca, dla ktorego zrodlem alleli ptodnosci byta
ojcowska forma IRAN IX 269-4. Mapowanie interwatowe, ktore wykonano w celu
okreslenia przypuszczalnej lokalizacji genu kontrolujacego ptodno$¢ w badanym materiale
dato zgodne rezultaty zardwno przy analizie danych z oceny wzrokowej jak i osadzania
ziaren pod izolatorami. Obie metody oceny daly zreszta wyniki wysoce istotnie
skorelowane ze sobg, a zaobserwowane niewielkie odstepstwa pomigdzy nimi wynikaly
prawdopodobnie z mniejszej doktadno$ci obserwacji wzrokowych oraz przypuszczalnej
aktywnosci alleli samoniezgodnos$ci pochodzacych z populacji IRAN IX, ktore mogty
uniemozliwia¢ zawigzywanie ziaren na drodze samozapylenia u niektorych roslin
wizualnie okreslonych jako pylace.

Zgodnie z zalozeniami sformutowanymi przez Geigera (1985) nowo tworzone kompo-
nenty ojcowskie dla odmian mieszancowych zyta powinny posiada¢ cytoplazme
sterylizujaca. Dzigki temu juz na wczesnych etapach hodowli mozliwe jest wstepne
okreslenie, jaka przyszle linie ojcowskie posiadaja zdolno$¢ do przywracania ptodnosci.
Niestety obfite pylenie homozygotycznych komponentow ojcowskich posiadajacych
sterylizujaca cytoplazme typu Pampa nie zawsze stanowi gwarancje skutecznego przy-
wracania ptodnosci u otrzymywanych z ich udziatem heterozygotycznych mieszancow.
Stopien przywrocenia ptodnosci w bardzo duzej mierze zalezy bowiem od alleli sterylno$ci
wprowadzanych przez komponent mateczny uzyty w czasie krzyzowania (Geiger i
Miedaner, 1996; Kolasinska, 2001). Trudno$ci w =znalezieniu wsrdd europejskich
materialow hodowlanych zyta genotypow o zadowalajacej efektywnosci w przywracaniu
ptodnosci u roélin z cytoplazma Pampa staty si¢ impulsem do poszukiwan tego rodzaju
form w obrebie populacji egzotycznych, pochodzacych z Ameryki Poludniowej i Bliskiego
Wschodu (Geiger i Miedaner, 1996). Zidentyfikowane w tych populacjach geny
przywracajace ptodnos¢ charakteryzuja si¢ duza efektywnos$cia, wyraznie lepszg od genow
pochodzacych ze zrodet o europejskich rodowodach, dotychczas stosowanych w hodowli
zyta. Plodno$¢ mieszancow otrzymywanych przy wykorzystaniu restorerow o
egzotycznym pochodzeniu w mniejszym stopniu zalezy od genotypu linii matecznej i
podlega mniejszym modyfikacjom pod wplywem dziatania czynnikéw srodowiskowych
(Geiger 1 Miedaner, 1996). Niestety jednak, przynajmniej w przypadku gendow
pochodzacych z poludniowoamerykanskiej populacji Pico Gentario, zaobserwowano
niekorzystne sprzezenie migdzy efektywnymi genami przywracajacymi ptodnos¢ pytku, a
genami wplywajacymi na zwiekszenie wysokosci roslin (Miedaner i in., 2000). Podobny
zwigzek miedzy genami warunkujagcymi wydluzenie zdzbta, a loci kontrolujacymi
ptodnos¢ precikowia wydaje si¢ wystgpowaé w obrgbie badanej w niniejszej pracy

147



Monika Kociuba ...

populacji IRAN IX. Bliskie sgsiedztwo gendéw pozadanych w hodowli oraz /loci
warunkujacych cechy niekorzystne z gospodarczego punktu widzenia stanowi dodatkowy
argument za poszukiwaniem markerow molekularnych pozwalajacych na jak
najprecyzyjniejszg selekcje pozadanych rekombinantow (Hackauf i in., 2009). Z drugiej
strony za korzystne zjawisko nalezy uzna¢ fakt, iz w obszarze dlugiego ramienia
chromosomu 4R, poza genami wptywajacymi na krzewienie (Borner i in., 2000) i pocho-
dzacymi z prymitywnych form zyta genami warunkujacymi wysoko$¢ roslin (Miedaner i
in., 2000), zasadniczo nie wykrywano dotad innych /oci dla waznych gospodarczo cech
(Borner i in., 2000; Milczarski i Masoj¢, 2003). Wydaje si¢ jednak, ze ewentualna obecnosé
w tym obszarze genomu zyta QTL-i o istotnym znaczeniu uzytkowym zalezy od
genotypoéw wybranych do krzyzowania i powinna by¢ kazdorazowo przedmiotem oceny,
szczegllnie przy wykorzystywaniu w hodowli materiatéw stabo zaadoptowanych do
warunkow wspotczesnego rolnictwa.

WNIOSKI

1. Na dlugim ramieniu chromosomu 4R zmapowano pochodzacy z ro$liny IRAN IX 269-4
locus silnego genu przywracajacego ptodnos¢ u roslin z cytoplazmg Pampa.

2. Wykazano znaczacg efektywnos$¢ markera SCP16M58 przy selekcjonowaniu genoty-
poéw meskoplodnych (czterokrotnie wyzsze zawigzywanie ziaren pod izolatorami), ale
marker ten wykazywatl jednoczesnie niekorzystne sprzezenie z locus zwigkszajacym
wysokos$¢ roslin u badanego mieszanca.
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The occurrence of Fusarium spp. on winter rye (Secale cereale 1..) and susceptibility
of different genotypes to infection with F. avenaceum (Fr.) Sacc. and F. culmorum
(W.G.Sm.) Sacc.

Badania przeprowadzono w latach 2001-2005 na 10 polach uprawnych zyta ozimego w
wojewodztwie lubelskim. W kazdym sezonie wegetacji po przezimowaniu oceniano udziat ro§lin z
objawami nekrozy korzeni i pochew lisciowych. Odsetek takich roslin wynosit od 3,5 w 2002 do 45 w
2004 roku. Natomiast warto$ci wskaznikéw chorobowych wynosity od 0,7 w 2002 do 22,0 w 2001
roku i réznity si¢ istotnie. Gldwnym patogenem zyta okazal si¢ F. avenaceum (33,5% wszystkich
Fusarium ssp.). W znacznych ilosciach wyosabniano takze F. culmorum (18,8%) oraz F. poae (8,7%).
Badania fitotronowe dotyczace podatnosci siewek 10 odmian zyta na porazenie przez F. avenaceum nr
24 i F. culmorum nr 33 wykazaly, ze najbardziej podatne na te patogeny byly odmiany Kier oraz
Dankowskie Ztote, dla ktorych wartosci wskaznikow chorobowych wynosity odpowiednio 58,0 i 64,25
w przypadku infekcji podtoza przez F. avenaceum oraz 88,25 dla odmiany Kier i 70,5 w przypadku
odmiany Dankowskie Ztote w kombinacji doswiadczenia z F. culmorum. Najmniej podatng na
porazenie siewek przez F. avenaceum i F. culmorum okazala si¢ odmiana Gradan F1, dla ktorej
wskazniki chorobowe wynosity odpowiednio 25,5 i 41,25.

Stlowa kluczowe: doswiadczenie fitotronowe, nekroza korzeni i pochew liSciowych, podatno$é
odmian, siewki

The investigations were carried out in 2001-2005 at 10 winter rye cultivation plots in the Lublin
Province. The participation of plants with root and leaf sheaths necrosis was evaluated after winter in
each vegetation season. The percentage of diseased plants ranged from 3.5 in 2002, to 45.0 in 2004.
Mean values of the disease index ranged from 0.7 in 2002 to 22.0 in 2001 and differed significantly.
The main pathogen of rye plants turned out to be the species F. avenaceum (33.5% of all Fusarium
spp.). Considerable amounts of F. culmorum (18,8%) and F. poae (8.7%) were also detected.
Investigation carried out in growth chamber on susceptibility of seedlings of 10 rye cultivars to infection
with strains F. avenaceum 24 and F. culmorum 33 showed that the most susceptible genotypes to both
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these pathogens were cv. Kier and Dankowskie Ztote, for which values of the disease index amounted
58.0 and 64.25, respectively in the case of ground inoculation with F. avenaceum and 88.25 for cv. Kier
and 70,5 for cv. Dankowskie Zlote in the experimental combination with F. culmorum. The least
susceptible for seedlings infection with F. avenaceum and F. culmorum was cv. Gradan Fi, for which
values of the disease index amounted 25.5 and 41.25, respectively.

Key words: growth chamber, roots and leaf sheaths necrosis, seedlings, susceptibility of cultivars

WSTEP

Zyto (Secale cereale L.) jest gatunkiem o stosunkowo matych wymaganiach glebowych
i wodnych, a takze odznacza si¢ matg wrazliwoscia na przedplon, co powoduje, ze zboze
to zajmuje nadal znaczny areat uprawy (Blecharczyk, Matecka, 2001).

Zyto ma stymulujacy wplyw na rozwoj antagonistycznych mikroorganizméw ryzo-
sferowych, a szczegoélnie bakterii fluoryzujacych Pseudomonas spp. oraz gramdodatnich
Arthrobacter, a takze grzybow z rodzaju Trichoderma, ktére migdzy innymi ograniczajg
wzrost Fusarium spp. (Kurek, Jaroszuk-Scisel, 2003; Gtazewska-Maniewska i in., 2004;
Khan i in., 2006). Pomimo obecno$ci w wydzielinach korzeniowych zyta kwaséw
hydroksamowych, decydujacych o zwickszonej odpornosci tej rosliny na porazenie przez
patogeny odglebowe, zboze to infekowane jest przez gatunki z rodzaju Fusarium (Bravo,
Lazo, 1993; Wilkes i in., 1999; Kurowski, Majchrzak, 2000; Patys i in., 2004). W r6znych
warunkach uprawy za najbardziej szkodliwe dla zyta uznaje si¢: F. culmorum, F.
avenaceum oraz Microdochium nivale (Mikotajska 1 in., 1996; Burgiet, Klima, 1999;
Chongo i in., 2001; Palys i in., 2004).

Celem pracy byto okreslenie udziatu grzybow z rodzaju Fusarium w porazaniu zyta w
warunkach Lubelszczyzny oraz sprawdzenie chorobotwoérczosci najczeéciej wystepu-
jacych gatunkow F. avenaceum i F. culmorum dla siewek wybranych odmian tego zboza
w warunkach fitotronowych.

MATERIAL I METODY

Badania zdrowotnosci ro$lin zyta ozimego w fazie krzewienia przeprowadzono w latach
2001-2005, na 10 plantacjach produkcyjnych woj. lubelskiego. Wykaz plantacji i odmian
podano w tabeli nr 1. W kazdym roku badan, wiosng, po ruszeniu wegetacji
(I dekada kwietnia) z kazdej plantacji pobierano losowo cztery proby po 50 roslin, w sumie
dla jednej plantacji analizowano po 200 roslin wzrastajacych w réznych miejscach pola.

W laboratorium oceniano procentowy udziat roslin z objawami nekrozy korzeni oraz
pochew lisciowych. Stopien porazenia okreslano wg 5° skali:

— 1° do 10% porazonej powierzchni korzeni i pochwy lisciowe;j,

— 2°0d 11% do 25% porazonej powierzchni korzeni i pochwy lisciowej,
— 3°0d 26% do 50% porazonej powierzchni korzeni i pochwy lisciowe;,
— 4° 0d 51% do 75% porazonej powierzchni korzeni i pochwy lisciowe;,
— 5°0d 76% do 100% porazonej powierzchni korzeni i pochwy lisciowe;.
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Nastepnie obliczano wskazniki chorobowe wykorzystujac wzor McKinneya (Lacicowa,
1969), a uzyskane wyniki opracowano statystycznie z wykorzystaniem potprzedzialow
ufnosci T-Tukeya (Zuk, 1989).

W laboratorium przeprowadzono analiz¢ mikologiczng chorych roslin. W kazdym roku
badan dla kazdej plantacji zyta analizowano po 50 fragmentow przygotowanych z korzeni
i 50 z pochew lisciowych porazonych roslin. Do wyosabniania grzybow wykorzystano
pozywke mineralng (Lacicowa, 1970).

Badania podatnosci siewek 10 odmian zyta (Amilo, Dankowskie Nowe, Dankowskie
Ztote, Gradan F;, Kier, Motto, Nawid F;, Skat, Walet, Warko) na porazenie przez Fusarium
avenaceum nr 24 1 Fusarium culmorum nr 33 przeprowadzono w fitotronie, w temperaturze
23-24°C i przy wilgotnosci wzglednej powietrza 85%. W badaniach wykorzystano te
szczepy, ktorych patogenicznos¢ zostata wczesniej sprawdzona w laboratorium metoda
Mishry i Behra (1976). Inokulum grzybow stanowity 14 dniowe kultury F. avenaceum i F.
culmorum wzrastajace na pozywce PDA w szalkach Petriego w temperaturze 22°C.

Do doswiadczenia uzyto doniczek plastikowych o $rednicy 10 cm napetionych
glebowym podlozem uniwersalnym z dodatkiem piasku w stosunku 2:1, o pH 6.5,
uprzednio wysterylizowanym dwukrotnie w autoklawie przez dwie godziny w
temperaturze 121°C, pod ci$nieniem 1,21 atm. (0,12 MPa).

Do badan podatnosci wybrano ziarniaki analizowanych odmian zyta, ktorych kietki
osiggnety dlugo$¢ 10 mm i byly normalnie wyksztatcone. Wyselekcjonowany materiat
umieszczano na plastrach pozywki z analizowanym gatunkiem grzyba, a nast¢pnie
przykryto podlozem (Manka, 1989). Kontrole stanowity doniczki, w ktorych
podkietkowane ziarniaki umieszczano na plastrach pozywki bez grzyba. Doswiadczenie
zatozono 8 lutego 2006 roku, kazda kombinacj¢ do$wiadczenia przeprowadzono w
czterech powtdrzeniach po 25 roslin w kazdym. Rosliny wzrastaty przez 24 dni, po czym
ustalono stopien porazenia siewek wg 4° skali:

— 1° siewki z nekrozg na 1-3 korzeni,

— 2° siewki z nekroza u wiecej niz 3 korzeni,

— 3° siewki o catkowicie znekrotyzowanych korzeniach i z plamistoéciag na pochwach
lisciowych,

— 4° siewki catkowicie znekrotyzowane

— oraz obliczono wskazniki chorobowe, tak jak w przypadku roslin wzrastajacych

w warunkach polowych. Wyniki opracowano statystycznie z wykorzystaniem

potprzedziatéw ufnosci T-Tukeya (Zuk, 1989).

Po dziesie¢ siewek z objawami chorobowymi, z kazdej kombinacji doswiadczenia
fitotronowego przeznaczono do analizy mikologicznej. Analizowano po 50 fragmentow z
korzeni i pochew lisciowych chorych siewek kazdej odmiany.

Do oznaczania grzyboéw wyizolowanych z porazonych ro$lin wzrastajacych zarowno w
warunkach polowych, jak i doswiadczenia fitotronowego wykorzystano opracowania
Domscha i Gamsa (1970), Bootha (1971), Ellisa (1971), Skirgietto i wsp. (1979), Ramireza
(1982), Nelsona i wsp. (1983) oraz Burgessa i wsp. (1988).
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WYNIKI

Obserwacje wiosenne ujawnily wystepowanie roslin zyta z nekrozg korzeni i pochew
lisSciowych w kazdym sezonie wegetacji. Odsetek takich roslin wahat si¢ od 3,5 w 2002 do
45 w 2004 roku (rys. 1). Natomiast wartosci wskaznikow chorobowych wynosity od 0,7 w
2002 do 22,0 w 2001 r. i roznily si¢ istotnie (tab. 1).

% roslin porazonych - % of diseased plants
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82002
52003
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®2005
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40
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| Il n v \ Vi Vil Vil IX X

plantacje - plantations

Rys. 1. Wystepowanie roslin z objawami nekrozy korzeni i pochew liSciowych na plantacjach zyta
uprawianego w woj. lubelskim w latach 2001-2005
Fig. 1. The occurrence of plants with root and leaf sheaths necrosis on plantations of rye cultivated in
the Lublin region in the years 2001-2005

W wyniku analizy mikologicznej roslin wykazujacych objawy chorobowe w ciggu
wszystkich lat badan uzyskano lgcznie 2455 izolatow grzybow. W kazdym sezonie
wegetacji, zarowno z korzeni, jak i z pochew lisciowych uzyskiwano kolonie Fusarium
spp. Izolaty tych grzybéw w latach 2001-2005 stanowily odpowiednio: 27,2% (123
izolaty); 31,0% (126 izolatow); 16,6% (88 izolatow); 35,7% (151 izolatow) i 35,2% (183
izolaty) ogo6tu wyosobnien (tab. 2). Lacznie po 5 latach badan izolaty grzybow z rodzaju
Fusarium stanowity 27,4% wszystkich uzyskanych kolonii grzybéw (tab. 2). Sktad
gatunkowy Fusarium spp. réznit si¢ w analizowanych sezonach wegetacji, przy czym w
latach 2003 i 2004 gatunkiem dominujagcym okazat si¢ F. avenaceum, ktorego izolaty
stanowity odpowiednio 79,5% (70 izolatow) oraz 42,5% (64 izolaty) wszystkich Fusarium
spp. Natomiast w 2001 roku w najwigkszych ilosciach uzyskiwano F. oxysporum 68,3%
(84 izolaty) wszystkich izolatow Fusarium spp., w 2002 roku dominowat gatunek F.
culmorum, ktorego kolonie stanowity 34,9% (44 izolaty) ogotu Fusarium spp., za§ w 2005
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roku F. equiseti 34% (63 izolaty) wszystkich Fusarium spp. (tab. 2). Ponadto w latach
2001, 2002 1 2005 z chorych ro$lin wyosabniano gatunek F. sporotrichioides, izolaty tego
grzyba stanowity odpowiednio 5,6% (7 izolatow), 11,9% (15 izolatow) i 1,6% (3 izolaty)
(tab. 2). Natomiast w latach 2001 i 2004 wyizolowywano takze F. crookwellense
odpowiednio 0,8% (1 izolat) i 7,3% (11 izolatow) (tab. 2). Biorac pod uwage ogolna liczbe
izolatow grzybow z rodzaju Fusarium uzyskanych z chorych roslin zyta w ciagu 5 lat
badan, gatunkiem dominujacym byt F. avenaceum, ktorego izolaty stanowity 33,5% (225
izolatow) wszystkich Fusarium spp. W znacznych ilo$ciach wyosabniano takze F.
culmorum 18,8% (126 izolatéw) ogdtu Fusarium spp. oraz F. poae 8,7% (55 izolatow)
(tab. 2).

Tabele 1
Wartosci wskaznikéw chorobowych dla roslin Zyta uprawianego w woj. lubelskim, w latach 2001-2005
Values of the disease index for rye plants cultivated in Lublin Province in the years 2001-2005

Numer plantacji Lata badaﬁ.
Number of plantation Years of studies

um P 2001 [ 2002 [ 2003 [ 2004 [ 2005
I Dankowskie Ztote 22,00e 8,50c 4,95a 3,80a 8,50cd
1T Dankowskie Ztote 15,70d 4,20b 5,50ab 8,20b 6,80abc
IIT Dankowskie Ztote 7,34ab 14,70d 5,25ab 8,20b 15,73¢
IV Dankowskie Ztote 13,00cd 8,90c 5,75ab 4,60a 10,50d
V Dankowskie Ztote 11,20bc 0,70a 5,75ab 9,80b 5,47ab
VI Dankowskie Ztote 12,70¢c 1,00a 9,00d 8,20b 6,70abc
VII Dankowskie Ztote 7,00ab 8,80c 6,50bc 8,20b 4,78a
VIII Dankowskie Ztote 4,80a 8,00c 7,75¢ 10,00b 19,25
IX Esprit 8,80b 8,60c 8,25¢cd 13,15¢ 7,10bc
X Esprit 6,90ab 6,30bc 10,00d 10,00b 20,72f
Srednia 10,94 6,97 6,87 8,45 10,55
Mean

Srednie oznaczone ta samg litera nie réznig sig istotnie przy (P<0,05)

Mean values followed by the same letter do not differ significantly at (P<0.05)

Analizowane plantacje byly zlokalizowane w: I, II, IIl — Wolka Zabtocka; IV, V — Brzostéwka; VI, VII, VIII — Kol. Wola
Sernicka; IX — Glebokie, X — Krasne

Analyzed plantations were localized in: I, II, III — Woélka Zabtocka; IV,V — Brzostowka; VI, VI, VIII — Kol. Wola
Sernicka; IX — Glebokie, X — Krasne

Badania fitotronowe wykazaty, ze zarowno w kombinacji doswiadczenia z zakazaniem
podtoza przez F. avenaceum, jak i przez F. culmorum wyst¢gpowaly siewki zyta z objawami
nekrozy korzeni i pochew lisciowych. W obydwu kombinacjach do§wiadczenia notowano
takze rosliny catkowicie znekrotyzowane, a w niektorych przypadkach kietki zamieraty
jeszcze przed wydostaniem si¢ nad powierzchni¢ podtoza.

Siewki kontrolne zyta posiadaty zwykle 3 liscie bez objawdw chorobowych, a takze
zdrowy system korzeniowy. Jednak w niektorych powtdrzeniach kombinacji kontrolne;j
analizowanych genotypow notowano siewki z niewielkimi nekrotycznymi plamami na
pochwach lisciowych. Warto$ci indeksow porazenia dla siewek kontrolnych wynosilty od
2,75 (Dankowskie Ztote) do 30,00 (Dankowskie Nowe; tab. 3). Sztuczne zakazanie
podtoza przez F. avenaceum wptynelo istotnie na zdrowotnos¢ siewek zyta w porownaniu
do kontroli, w przypadku wszystkich analizowanych odmian, na co wskazuja wyniki

155



Irena Kiecana ...

analizy statystycznej wskaznikow chorobowych. Istotng roznic¢ w wielko$ci wskaznikow
chorobowych zanotowano takze pomigdzy badanymi genotypami zyta (tab. 3).

Tabela 2
Grzyby wyosobnione z siewek zyta w latach 2001-2005
Fungi isolated from rye seedlings in the years 20012005
Liczba izolatow w poszczegdlnych latach badan Ogodlna
Number of isolates in each year of studies liczba
Gatunek grzyba 2001 2002 2003 2004 2005 izolatow
Fungi species Total
k | pl |[ktpl| k | pl |k+pl| k | pl |k+pl| k | pl |k+pl| k | pl |k+pl{number of
isolates
Bipolaris sorokiniana 9 1 10 — — _ 1 3 4 _ 1 1 15

(Sacc.) Shoem.
Fusarium avenaceum

3 14 17 5 25 30 42 28 70 18 46 64 22 22 44 225

(Fr.) Sacc.

Fusarium crookwellense

Burgess, Nelson, — 1 !l - - - - - — 8 3 11 — —  — 12
Toussoun

Fusarium culmorum

(W.G.Sm.) Sace. 7 5 12 18 26 4 — — — 12 35 47 6 17 23 126
Fusarium equiseti

(Corda) Sacc. - - - - - = — — — 17 — 7 32 31 63 70
Fusarium graminearum

Schwabe - 22— - - - - - - — — 2
FPusarium oxysporum ¢ 19 g4 15 3 1§ 14 4 18 12 8 20 16 — 16 156
Schlecht.

Fusarium poae (Peck.) 13 6 19 — _ . _ 5 2 12 2 34 55
Wollenw.

Fusarium

sporotrichioides Sherb. 3 4 T -5 === - - - ! 2 3 %
Rhizoctonia solani o 1 1 1 4 s _ o9 9 14 8 » _ . _ 37

Kiihn

Inne kolonie

Other colonies
Razem

Total

k — Korzenie, Roots
pl — Pochwy lisciowe, Leaf sheaths

182 269 451 122 143 265 140 294 434 90 156 246 141 195 336 1732

262 313 575 198 208 406 196 335 531 162 261 423 230 290 520 2455

Na podstawie opracowania statystycznego do najmniej podatnych na infekcj¢ siewek przez
F. avenaceum zaliczono odmiany: Gradan F, i Walet, dla ktorych warto$ci wskaznikow
chorobowych wynosity odpowiednio 25,50 i 27,50. Najwigksza podatno$¢ na zakazenie
przez tego patogena zanotowano w przypadku odmian: Kier oraz Dankowskie Ztote, w
przypadku ktorych wskazniki chorobowe wynosity 58,00 oraz 64,25 (tab. 3). W kombinacji
doswiadczenia z zakazaniem ziarna przez F. culmorum zanotowano roéwniez istotng
roéznicg w porazaniu siewek w poréwnaniu z kontrolg u wszystkich badanych odmian zyta
(tab. 3). Analiza statystyczna wskaznikow chorobowych wykazata, Zze do najbardzie;
podatnych odmian zyta na porazenie siewek przez F. culmorum w warunkach
kontrolowanej temperatury i wilgotnos$ci naleza: odmiana Kier, dla ktérej wskaznik
chorobowy wynosit 88,25 oraz odmiana Dankowskie Ztote, dla ktérej wskaznik
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chorobowy wynosit 70,5. Najmniej podatnymi okazaty si¢ odmiany: Gradan F;, Nawid F,
Skat, Warko i Motto, dla ktorych wskazniki chorobowe wynosity odpowiednio: 41,25,
42,00, 44,00, 44,25, 46,50 (tab. 3).

Tabela 3
Srednie wskazniki chorobowe dla siewek odmian zyta uzyskanych w warunkach fitotronowych ze
sztucznym zakazaniem podloza przez F. avenaceum i F. culmorum
Mean values of the disease index for seedlings of rye cultivars obtained in growth chamber conditions
with artificial infection of ground with F. avenaceum and F. culmorum

Odmiany X ) Kontrola

Cultivars Fusarium avenaceum Fusarium culmorum Control
Amilo 41,5¢cd* 58,25b* 15,00
Dankowskie Nowe 45,25de* 56,00b* 30,00
Dankowskie Ztote 64,25g* 70,50c* 2,75
Gradan F1 25,50a* 41,25a* 12,00
Kier 58,00f* 88,25d* 23,25
Motto 38,25bc* 46,50a* 6,70
Nawid F1 49,50e* 42,00a* 6,50
Skat 50,00e* 44,00a* 5,00
Walet 27,50a* 55,00b* 9,20
Warko 34,25b* 44,25a* 8,00

* Srednie r6znig sie istotnie w poréwnaniu do kontroli, przy P < 0,05; Mean values differ significantly compared to the
control at P <0.05

Srednie warto$ci w kolumnach oznaczone ta samg literg nie roznia sig istotnie przy P < 0,05; Mean values in columns
followed by the same letter do not differ significantly at P<0.05

Analiza mikologiczna porazonych siewek zyta upowaznita do uznania badanych
szczepow F. avenaceum i F. culmorum za przyczyng uszkodzen (tab. 4).

Tabela 4
Grzyby wyosobnione z siewek zyta wyrostych w doswiadczeniu fitotronowym ze sztucznym zakazaniem
podloza przez F. avenaceum i F. culmorum oraz w kombinacji kontrolnej
Fungi isolated from rye seedlings grown in the growth chamber experiment with artificial infection of
ground with F. avenaceum and F. culmorum and in the control

Kombinacje doswiadczenia Ogolna liczba
Gatunek grzyba Combinations of the experiment izolatow
Fungi species kontrola Total number of
F. avenaceum F. culmorum .
control isolates

Alternaria alternata (Fr.) Keissler 17 8 11 36
Aureobasidium pullulans de (Bary) Arnaud 1 2 7 10
Epicoccum nigrum Link ex Link 13 — — 13
Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. 252 — 3 255
Fusarium culmorum (W. G.Sm.) Sacc. — 271 6 277
Mucor hiemalis Wehmer 3 — — 3
Penicillium verrucosum Dierckx var. 5 1 5 3
cyclopium (Westling) Samson, Stolk et al.
Formy niezarodnikujace

. 3 2 1 6
Non-sporulating forms
Razem
Total 291 284 33 608
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DYSKUSJA

Przeprowadzone obserwacje polowe w rejonie Lubelszczyzny ujawnity wystepowanie
ro$lin zyta z objawami nekrozy korzeni oraz pochew lisciowych w wigkszym procencie,
anizeli w przypadku zyta uprawianego w rejonie pétnocno-wschodniej Polski (Mikotajska
iin., 1996).

Przyczyng uszkodzenia ro$lin Zyta po przezimowaniu okazat si¢ gatunek F. avenaceum.
Szkodliwos¢ tego grzyba dla siewek zyta potwierdzity badania fitotronowe. Fusarium
avenaceum wyrdzniat si¢ znaczna chorobotworczoscig dla siewek innych gatunkow zboz
w badaniach Manki (1989) oraz Lacicowej i Kiecany (1987). Gatunek ten ma znaczny
udziat w powodowaniu chordb podsuszkowych réznych zboz, w tym zyta uprawianego na
Lubelszczyznie oraz w rejonie podinocno-wschodniej Polski (Lacicowa i in., 1985;
Mikotajska i in., 1996; Kiecana, Mielniczuk, 2001; Kiecana i in., 2003; Patys i in., 2004;
Majchrzak i in., 2008).

Przeprowadzone badania polowe oraz fitotronowe, a takze wczesniejsze informacje z
literatury wskazuja, na znaczny udziat F. culmorum w uszkadzaniu roslin zyta (Mikotajska
i in., 1996; Palys i in., 2004). Szkodliwo$¢ tego grzyba dla zboz jest wigksza w
podwyzszonej temperaturze (Lacicowa, Pigta, 1998; Kiecana i in., 2003). W badaniach
szklarniowych Strasbaugh i wsp. (2004) F. culmorum okazat si¢ najbardziej patogeniczny
dla siewek jeczmienia i pszenicy w poroéwnaniu z F. equiseti, F. reticulatum i
F. acuminatum. Ponadto szkodliwo$¢ F. culmorum i F. avenaceum w stosunku do zbdz ma
scisty zwiazek z wytwarzaniem przez te gatunki mikotoksyn, a szczeg6lnie
deoksyniwalenolu i jego pochodnych, w przypadku pierwszego patogena i moniliforminy
w przypadku F. avenaceum. Wyzej wymienione toksyny moga hamowac¢ wzrost mtodych
roslin oraz powodowac szereg zmian w procesach metabolizmu komoérki, migdzy innymi
zaburzenia w podziatach komodrkowych oraz w przepuszczalnoéci bton cytoplazma-
tycznych (Wojciechowski i in., 1995; Packa, 1997; Dahleen, McCormick, 2001;
Srobarova, Pavlova, 2001 ).

Do gatunkéw czgsto izolowanych z porazonych korzeni i pochew lisSciowych zyta
nalezal F. equiseti. Grzyb ten w badaniach Majchrzak i wsp. (2008) okazat si¢ gtéwnym
sprawca porazenia korzeni pszenicy oraz miat znaczny udziat w uszkadzaniu podstawy
zdzbta tej rosliny uprawianej w warunkach pétnocno-wschodnich rejonow Polski.

Przedstawione wyniki wskazuja na udzial w porazaniu zyta takze gatunku F. poae.
O szkodliwosci tego grzyba w stosunku do siewek zb6z donosza Lacicowa (1963),
Kiecana, Kocytak (1999) oraz Fernandez i Chen (2005).

W warunkach Lubelszczyzny z porazonych ro§lin zyta izolowano takze gatunki
F. crookwellense 1 F. sporotrichioides. Fusarium crookwellense jest znanym patogenem
zb6z (Rossi 1 in., 1995; Kiecana, Mielniczuk, 2001; Kiecana i in., 2003; Strausbaugh i in.,
2004, 2005; Mielniczuk, 2008).

Natomiast, Fusarium sporotrichioides jest stabym patogenem zbo6z, czgsto
rozwijajacym si¢ na resztkach pozbiorowych (Marasas, wg Mills, 1989; Kiecana, Kocytak,
1999).
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Gatunkiem izolowanym w kazdym roku badan okazat si¢ F. oxysporum, ktory nie jest
uznawany za patogena roslin zbozowych (Truszkowska i in., 1983).

Do okreslania podatnosci genotypdw roslin na patogeny stosuje si¢ rézne metody, a ich
wybor zalezy od ilo$ci testowanego materiatu ro§linnego i warunkow w jakich badania sg
przeprowadzane (Lacicowa i in., 1979; Lacicowa, Pigta, 1998; Kiecana, Kocytak, 1999;
Mielniczuk, 2008).

W badaniach szkodliwos$ci F. avenaceum i F. culmorum dla siewek zyta w warunkach
doswiadczenia fitotronowego zastosowano inokulum 14-dniowych kultur testowych
analizowanych szczepow F. avenaceum nr 24 1 F. culmorum nr 33, wyrostych na podtozu
glukozowo-ziemniaczanym wzorujgc si¢ na badaniach Manki (1989). Wyboér inokulum w
postaci kultury grzyba wyrostej na pozywce PDA, oparto na wynikach Takegami i Sasaij
(1970, wg Manki, 1989). Jest to tatwy sposob uzyskiwania duzych ilo$ci materiatu
infekcyjnego. W badanych warunkach metoda ta okazata si¢ skuteczna poniewaz zarowno
w kombinacji do§wiadczenia z F. avenaceum, jak i z F. culmorum wystgpowaty siewki z
objawami zgorzeli przed i powschodowej u badanych odmian zyta.

Uzyskane wyniki w do$wiadczeniu fitotronowym potwierdzity duza szkodliwosé F.
avenaceum 1 F. culmorum dla siewek zyta, ktdrg mozna zmniejszy¢ wprowadzajac do
uprawy odmiany mniej podatne. Takg wlasciwosciag wyrozniala si¢ odmiana Gradan F;.
Natomiast duza szkodliwo$¢ tych patogendow dla odmiany Kier sugeruje unikanie jej
uprawy w warunkach Lubelszczyzny.

W badaniach laboratoryjnych zaprawianie ziarna jeczmienia i pszenicy chitozanem oraz
materiatem mikrobiologicznym szczepow Pseudomonas fluorescens MKB 100 i
Pseudomonas sp. MKB 158 1 249 ograniczato zgorzel siewek tych zbdz powodowang przez
F. culmorum (Khan i in., 2006).

WNIOSKI

Gatunek F. avenaceum stanowi zagrozenie dla zyta uprawianego w woj. lubelskim.
Ze wzgledu na duza szkodliwos$¢ F. avenaceum nalezy uwzgledni¢ tego patogena
w hodowli nowych odmian zyta

3. Odmiana Gradan F; wydaje si¢ najbardziej przydatna do uprawy w warunkach
zagrozenia przez Fusarium spp.

N —
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Otrzymywanie nasion mieszancowych pszenzyta
ozimego w siewie pasowym linii cms i restorera
oraz w mieszaninach tych form

Production of hybrid seeds of winter triticale from cms and restoring lines in strip
and bulk sowing

Zbadano pylenie formy ojcowskiej oraz osadzenie i plon nasion mieszancowych w siewie pasowym
linii meskosterylnej i restorera oraz w trzech mieszaninach tych form z dodatkiem do nasion linii 5%,
10% 1 20% nasion restorera. Stwierdzono wigksza ilo§¢ pylku i wigksze osadzenie nasion
mieszancowych w siewie pasowym. Plon nasion mieszancowych w przeliczeniu na jednostke
powierzchni byt wigkszy przy udziale 10% i 20% restorera w mieszaninie w poréwnaniu do plonu w
siewie pasowym i w mieszaninie z udzialem 5% restorera. Mieszance otrzymane w mieszaninach i w
siewie pasowym nie ro6znily si¢ istotnie plonem ziarna. Otrzymane wyniki wskazuja na mozliwos¢
produkcji nasion mieszancowych pszenzyta w siewie mieszanym linii meskosterylnej i restorera
zamiast w kosztownym siewie pasowym. Zalecang proporcja mieszaniny moze by¢ 90% nasion linii
cms 1 10% nasion restorera.

Stowa kluczowe: pszenzyto, nasiona mieszancowe, siew pasowy, mieszaniny

Pollen shedding of male patent, seed set on cms line and hybrid seed yield were studied in strip
sowing of cms and restoring lines (1 : 1) and in bulk sowing with 5, 10 and 20 percent proportion of
the males. A larger amount of shed pollen and a larger hybrid seed set was found in strip design. The
hybrid seed yield per unit area was larger in bulk sowing with 10 and 20 percent of males compared to
the yield in strip sowing and bulk sowing with 5 percent of males. The yield of hybrids did not differ
significantly. The results indicate that hybrid seed of triticale may be obtained in mixtures of cms and
restoring lines instead of costly strip sowing. A mixture of 90% of cms line seeds with 10% of pollinator
may be recommended.

Key words: triticale, hybrid seed, strip sowing, bulk sowing
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WSTEP

Hodowla odmian mieszancowych wymaga zidentyfikowania form matecznych i
ojcowskich wykazujacych dobra ogolng i swoista warto$¢ kombinacyjng oraz dajacych
efekt heterozji u mieszancow Fi. Formy ojcowskie muszg charakteryzowaé si¢ dobrym
pyleniem i powinny kwitng¢ w podobnym czasie jak linie mateczne, aby zapewnié
dostateczne osadzenie nasion mieszancowych i tym samym ekonomiczng optacalno$é ich
produkcji. W hodowli odmian heterozyjnych pszenzyta do produkcji nasion
mieszancowych poleca si¢ 1 wykorzystuje cytoplazmatyczno-genowa meska sterylnosé
opartg o cytoplazme T. timopheevi (Nalepa, 1990, 2003; Goral, 2002, 2004; Ammar i in.,
2006). Dotychczasowe badania wskazuja, ze polskie odmiany pszenzyta wytwarzajg i
uwalniajg dostateczng ilo$¢ pytku w czasie kwitnienia i moga by¢ dobrymi zapylaczami
linii meskosterylnych. Osadzenie i1 plon nasion mieszancowych w siewie pasowym linii
cms 1 restorera zaleza od zgodnosci termindw kwitnienia i genotypu rodzicow, ich
proporcji w siewie pasowym i szerokosci pasow (Goral 2002, 2004). Otrzymywanie nasion
mieszancowych w siewie pasowym jest kosztowne, poniewaz zbiera si¢ je tylko z czesci
pola. Produkcja takich nasion w mieszaninie linii m¢skosterylnych i przywracajacych
ptodno$¢ mogtaby by¢ bardziej ekonomiczna, jezeli nie wptynetoby to na wielkos¢ efektu
heterozji i wyrownanie odmiany mieszancowej. W dostepnej obecnie literaturze jest brak
danych na temat mozliwo$ci otrzymywania nasion mieszancowych pszenzyta w
mieszaninie linia cms — restorer i wysokosci plonu w ten sposéb otrzymanych
mieszancow.

Celem pracy bylo zbadanie osadzenia i plonu nasion mieszancowych pszenzyta
ozimego otrzymanych w siewie pasowym matecznej linii meskosterylnej i form
ojcowskich przywracajacych ptodnos¢ oraz w roznych proporcjach siewu form
rodzicielskich w mieszaninie, a takze ocena plonu otrzymanych mieszancow.

MATERIAL I METODY

Badania prowadzono w latach 2005-2007 w Stacji Do$wiadczalnej w Prusach nalezacej
do Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie oraz w DANKO Hodowla Roslin sp. z o.0.
Materiat do badan stanowity: meskosterylna linia cms Purdy 5/3 wyhodowana w Katedrze
Hodowli Roslin 1 Nasiennictwa UR w Krakowie oraz rod LAD 965/98 1 odmiana Pronto,
wyhodowane w DANKO i charakteryzujace si¢ zblizonym terminem kwitnienia do linii
matecznej oraz dobrym pyleniem i restoracja. W dwodch kolejnych latach zatozono
doswiadczenia z linig cms Purdy 5/3 oraz rodem LAD 965/98 (2005) i odmiang Pronto
(2006) stosujac wysiew mieszanin linia — restorer w 3 proporcjach (95%, 90% 1 80% linii
cms i odpowiednio 5%, 10% i 20% formy ojcowskiej), na poletkach o powierzchni 6 m2.
W 2006 roku lini¢ meskosterylng wysiano dodatkowo w siewie pasowym w proporcji 1 :
1, stosujac szeroko$¢ pasa matecznej linii cms i formy ojcowskiej, wynoszacg 1 m i odstep
migdzy nimi 0,6 m. Poletka izolowano parawanem z agrowldkniny o wysokosci 2,5 m. W
czasie kwitnienia, codziennie w godzinach 8-11 w $rodku poletek mieszanin oraz na
poletku linii matecznej w siewie pasowym wykladano na wysokosci ktosow putapki
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pylkowe, tj. szkietka podstawowe pokryte wazeling, w 2—3 powtorzeniach. Ziarna pytku
liczono pod mikroskopem projekcyjnym w 30 losowo wybranych polach widzenia, tj. na
powierzchni 13,6 mm? i przedstawiono jako sume ziaren pylku z okresu kwitnienia.
Osadzenie ziaren w ktosach linii mg¢skosterylnej liczono w 40 kwiatach, na probie 5 klosow
losowo oznaczonych w czasie kwitnienia i pobranych z 3 miejsc poletka kazdej proporcji
mieszanin oraz z linii cms w siewie pasowym. Po zbiorze policzono wszystkie klosy i
oceniono plon nasion mieszancowych z 1 m2. Plon ziarna mieszancéw badano w latach
2006 1 2007 w doswiadczeniach $cistych, zatozonych w Laskach i w Choryni, w dwdch
powtdrzeniach, na poletkach 5 m?. Do obiektow badanych w 2006 roku dotaczono
mieszanca otrzymanego w siewie pasowym w odrgbnym doswiadczeniu.

WYNIKI I DYSKUSJA

Sposob produkcji nasion mieszancowych pszenzyta w mieszaninie linia-restorer
moglby by¢ zdecydowanie bardziej ekonomiczny niz produkcja w siewie pasowym,
poniewaz plon zbiera si¢ z calej powierzchni pola, a nie tylko z linii matecznej. W mie-
szaninie otrzymuje si¢ nasiona handlowe mieszancoéw trojkomponentowych zyta (Geiger i
in., 1995), a wyniki Jakubca i Wrobel (1981) zachecaty takze do otrzymywania nasion
mieszancOw pojedynczych pszenicy w mieszaninie linia cms — restorer. Autorzy
informujg o 70-80% osadzeniu nasion mieszancowych pszenicy, zardwno przy siewie
pasowym linia cms — zapylacz w proporcji 1:1, jak i w mieszaninach z udziatem 15% i
30% nasion formy ojcowskie;j.

W niniejszych badaniach stwierdzono, ze w mieszaninie linii cms i rodu LAD 965/98
osadzenie ziaren w klosach linii cms Purdy 5/3 i plon nasion mieszancowych zalezaty
wprost proporcjonalnie od udziatu formy ojcowskiej w mieszaninie (tab. 1).

Tabela 1
Liczba ziaren pylku na pulapke, osadzenie ziaren i plon nasion mieszancowych w mieszaninach linii
cms Purdy 5/3 i rodu LAD 965/98, Prusy, 2005
Number of pollen grains per pollen trap, seed setting and hybrid grain yield in mixtures of cms Purdy
5/3 and LAD 965/98, Prusy, 2005

Udziat formy ojcowskiej (%) | Liczba ziaren pytku na putapke Osadzenie ziaren (%) Plon (kg/m?)
Proportion of male parent (%) | Number of pollen grains per trap Seed setting (%) Yield (kg/m?)
5 16,5 15,3 0,37
10 15,5 25,0 0,61
20 30,0 42,8 0,84
NRI— LSD (05, NI 9.8 —

NI — Roznice nieistotne, Not significant

Dwudziestoprocentowy udziat formy ojcowskiej w mieszaninie byl najkorzystniejszy.
W podobnym doswiadczeniu z odmiang Pronto, przeprowadzonym w nastgpnym roku, nie
obserwowano jednak takiej zaleznosci (tab. 2). Ponadto najwickszg ilo$¢ pytku i najlepsze
osadzenie ziaren w ktosach roslin me¢skosterylnych stwierdzono przy zastosowanym w tym
doswiadczeniu siewie pasowym. Plon nasion mieszancowych uzyskany z linii
meskosterylnej w siewie pasowym byl wigkszy od plonu otrzymanego we wszystkich
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proporcjach mieszanin i wynosit 0,5 kg/m?, ale po uwzglednieniu powierzchni zajmowane;
przez odmiang Pronto i odstgpu migdzy poletkami linii matecznej i formy ojcowskiej
wynosit tylko 0,19 kg/m?. Byt wiec rowny plonowi nasion z mieszaniny z udzialem 5%
formy ojcowskiej 1 znacznie mniejszy od plonu z mieszanin z udziatem 10 1 20% odmiany
Pronto.

Tabela 2
Liczba ziaren pylku na pulapke, osadzenie ziaren i plon nasion mieszancowych w siewie pasowym
i w mieszaninach linii cms Purdy i odmiany Pronto, Prusy, 2006
Number of pollen grains per pollen trap, seed setting and hybrid grain yield in strip sowing
and in mixtures of cms Purdy 5/3 and cv. Pronto, Prusy, 2006

Udziat formy ojcowskiej Liczba ziaren pytku na putapke | Osadzenie ziaren (%) Plon (kg/m?)

Proportion of male parent Number of pollen grains per trap Seed setting (%) Yield (kg/m?)
Siew pasowy — Strip sowing 99,0 64,4 0,19
Mieszanina — Mixture — 5% 353 28,5 0,19
Mieszanina — Mixture — 10% 33,0 37,5 0,35
Mieszanina — Mixture — 20% 30,3 32,4 0,37
NRI— LSD (g5 25,2 13,9 —

Mieszance linii cms Purdy x LAD 965/98 wytworzone w siewie pasowym i w miesza-
ninach z r6znym udziatem linii matecznej ro6znity sig¢ istotnie plonem tylko w Choryni (tab.
3).

Tabela 3
Plon ziarna mieszancow (dt/ha) otrzymanych w siewie pasowym i w mieszaninach linii cms Purdy 5/3
i rodu LAD 965/98, 2006
Yield of hybrids (dt/ha) obtained in strip sowing and in mixtures of cms Purdy 5/3 line
and LAD 965/98, 2006
Udziat formy ojcowskiej . . Srednia
Proportion 0¥mjale parerft Laski Choryh Average
Siew pasowy — Strip sowing 88,7 57,8 73,2
Mieszanina — Mixture — 5% 79,7 49,7 64,7
Mieszanina — Mixture — 10% 85,4 63,8 74,6
Mieszanina — Mixture — 20% 82,2 61,3 71,3
NRI— LSD (905 12,7 8,8 10,7
Srednia wzorcow — Mean of checks' 96,5 68,5 82,6

! Moderato, Woltario, Sorento i Grenado

Plon ziarna mieszancéw otrzymanych w mieszaninie z udzialem 10% i 20% rodu
ojcowskiego byl istotnie wigkszy niz w mieszaninie z 5% udziatem formy ojcowskiej i
podobny do plonu mieszanca otrzymanego w siewie pasowym. Mieszance linii cms Purdy
5/3 1 odmiany Pronto otrzymane w siewie pasowym i w mieszaninach nie réznily sig¢
istotnie plonem ziarna (tab. 4). W obu doswiadczeniach plon ziarna mieszancow
otrzymanych w mieszaninie z 10% udziatem formy ojcowskiej byt zblizony do plonu
mieszancow otrzymanych w siewie pasowym i wigkszy, cho¢ nieistotnie, niz plon
mieszancow wytworzonych z 5% 1 20% udziatem zapylacza. Uzyskane wyniki sg zgodne
z wynikami badan Wosia i wsp. (2007), ktorzy wykazali brak istotnych rdznic w
plonowaniu mieszancdéw otrzymanych w siewie pasowym i w mieszaninach z 5% i 10%
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udziatem restorera. Wskazuja na mozliwos¢ towarowej produkcji nasion mieszancowych
pszenzyta w siewie mieszanym linii meskosterylnej 1 restorera zamiast w kosztownym
siewie pasowym. Zalecang proporcja mieszaniny moze by¢ 90% nasion linii cms i 10%
nasion restorera. Wigkszy udziat nasion linii w mieszaninie moze wptyna¢ na zmniejszenie
plonu ziarna u mieszancow.

Tabela 4
Plon ziarna mieszancéw (dt/ha) otrzymanych w siewie pasowym i w mieszaninach meskosterylnej linii
cms Purdy 5/3 i odmiany Pronto, 2007
Yield of hybrid (dt/ha) obtained in strip sowing and in mixtures of cms Purdy 5/3 line
and cv. Pronto, 2007

Udziat formy ojcowskiej . , Srednia

Proportion o%lmjale pareri]t Laski Chory# Average
Siew pasowy — Strip sowing 83,1 82,6 82,8
Mieszanina — Mixture — 5% 78,6 77,8 78,2
Mieszanina — Mixture — 10% 81,2 86,8 84,0
Mieszanina — Mixture — 20% 74,1 71,5 75,8
NRI— LSD (05 8,5 12,7 6,9
Srednia wzorcoéw — Mean of checks' 87,1 82,1 84,6

! Moderato, Woltario

WNIOSKI

1. Nie wykazano wyraznego zwigzku migdzy osadzeniem ziaren w klosach mgsko-
sterylnej linii matecznej i plonem nasion mieszancowych a udziatem formy ojcowskiej
w mieszanie. Proporcjonalna zalezno$¢ wystapita tylko w jednym z do§wiadczen.

2. Osadzenie ziaren w siewie pasowym byto wigksze niz w mieszaninach.

3. Plon nasion mieszancowych w przeliczeniu na jednostk¢ powierzchni byt wickszy przy
udziale 10% 1 20% restorera w mieszaninie w poréwnaniu do plonu w siewie pasowym
i w mieszaninie z udzialem 5% restorera.

4. Mieszance otrzymane w mieszaninach i w siewie pasowym nie roznity si¢ istotnie
plonem ziarna.

LITERATURA

Ammar K., Crossa J., Pfeiffer W. H. 2006. Developing a hybrid seed production system and evaluation of
heterosis levels in hybrids from CIMMYT’s spring triticale germplasm. Abstracts of 6™ Int. Triticale
Symp. Stellenbosch, South Africa, 3—7 September 2006: 27 — 28.

Geiger H. H., Yuan Y., Miedaner T., Wilde P. 1995. Environmental sensitivity of cytoplasmic gene male
sterility (CMS) in Secale cereale L. In: Genetic mechanisms for hybrid breeding. Ed. U. Kiick, G. Wricke.
Adv. Plant Breed. 18: 7—17.

Goral H. 2002. Production of triticale (X Triticosecale Wittm.) hybrid seeds using the sterilizing cytoplasm of
Triticum timopheevi. Cereal Res. Com. 30: 31 — 38.

Goral H. 2004. Wptyw odleglosci zrodta pytku na efektywnos¢ zapylania linii meskosterylnych pszenzyta
ozimego. Biul. IHAR 231: 157 — 164.

Jakubiec J., Wrobel A. 1981. Stan i perspektywy heterozyjnej hodowli pszenicy. Biul. [HAR 144: 101 — 107.

Nalepa S. 1990. Hybrid triticale: present and future. Proc. of the Second Intern. Triticale Symp. Passo Fundo,
Rio Grande do Sul, Brasil, 1-5 October 1990, CIMMYT, Mexico: 402 — 407.

167



Halina Goéral ...

Nalepa S. 2003. Perspektywy hodowli pszenzyta w Resource Seeds Inc. w USA. Biul. IHAR 230: 143 — 146.

Wo$ H., Wos J., Waga J., Budzianowski G. 2007. Hodowla mieszanicowa pszenzyta ozimego. Konferencja
Naukowa ,,Nauka dla hodowli roslin uprawnych”, Zakopane, 29.01 — 02.02.2007, streszczenia —
suplement, 1.

168



DOI: 10.37317/biul-2009-0065

NR 252 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN 2009

BOGUSLAWA JASKIEWICZ
Zaktad Uprawy Roslin Zbozowych
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy w Putawach

Wplyw gestosci siewu 1 sposobu nawozenia
azotem na plonowanie 1 cechy morfologiczne
pszenzyta ozimego odmiany Woltario

The influence of sowing density and nitrogen application method on yielding
and morphological characters of winter triticale cv. Woltario

Badania polowe przeprowadzono w latach 2000-2003 w SD IUNG-PIB w Grabowie. Celem badan
byto okreslenie wptywu zréznicowanej ggstosci siewu i sposobu nawozenia azotem na liczbg pedow i
lisci roslin pszenzyta ozimego odmiany Woltario. Do$wiadczenie zlokalizowane bylo na glebie
kompleksu pszennego dobrego. Zastosowano gestosci siewu 100, 200, 300, 400 ziaren/m? i 3 sposoby
nawozenia azotem (dawki 120 kg N/ha). Optymalna liczbe pedow (4,4 szt.) i liSci zielonych (12 szt.) z
rosliny stwierdzono w fazie dojrzatosci mlecznej przy gestosci siewu 200 ziaren na m?, poniewaz w
takich warunkach uzyskano najwyzszy plon ziarna pszenzyta odmiany Woltario. Zaleznosci regresyjne
miedzy plonem ziarna a liczba pedow i liSci wskazuje, ze poprzez badane czynniki mozemy ksztattowaé
plon ziarna z jednostki powierzchni.

Stowa kluczowe: gestos¢ siewu, liczba lisci, liczba pedow, sposdb nawozenia azotem

Field experiments with triticale cv. Woltario were conducted in the years 2000-2003 at the
Experiment Station Grabéw belonging to the Institute of Soil Science and Plant Cultivation — State
Research Institute. The aim of this research was to define influence of the nitrogen application method
and sowing density on changes in the number of shoots and green leaves per plant of winter triticale
cv. Woltario. Plots were located on a good wheat soil. Sowing densities: 100, 200, 300, 400 grain/ m?
and 3 nitrogen application methods (dose 120 kg N/ha) were applied. Optimal shoot number (4.4) and
green leaves number (12) per plant at milky stage were stated under sowing density 200 grain per 1m?.
Under such conditions the highest grain yield of the triticale Woltario variety was harvested. Regression
relations between grain yield as well as shoots and leaves number per plant show that we can form grain
yield basing on the studied factors.

Key words: nitrogen application method, number of leaves, number of shoots, sowing density
WSTEP

Azot aplikowany na rosliny zbozowe w okresie wegetacji wptywa na ksztaltowanie si¢
ich cech plonotworczych. Zastosowany w okresie krzewienia decyduje o obsadzie ktosow,
wnoszony na poczatku strzelania w zdzbto o liczbie ziaren w klosie i wyksztalceniu ziarna,
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a stosowany w fazie kloszenia glownie o zawarto$ci biatka w ziarnie. Istotne znaczenie dla
efektywnosci nawozenia azotem ma mi¢dzy innymi zdolnos¢ odmiany do produktywnego
wykorzystania azotu. Krzewienie roslin zalezy w duzym stopniu od obsady roslin na
jednostce powierzchni, a takze od wlasciwosci odmianowych. Glownym organem
asymilujacym ro$lin pszenzyta sg liscie. Ich liczba i powierzchnia oraz czas trwania
aktywnos$ci asymilacyjnej w duzej mierze decydujg o wielko$ci plonu biologicznego
(Byszewski, 1977; Nalborczyk i in., 1995). Szybko$¢ wyrastania kolejnych lisci z
merystemu wierzchotkowego, ich ksztalt i rozmiar oraz zamieranie sg wprawdzie
uwarunkowane genetycznie, jednak w duzym stopniu zalezg takze od warunkéw Srodo-
wiska i agrotechniki (Byszewski, 1977; Grabinski, 1994; Jaskiewicz, 1995; Nalborczyk i
in., 1995). Wedtug Franka i Bauera (1995) liczba wytworzonych lisci na zdzble w mniej-
szym stopniu zaleza od zmiennosci srodowiska, a gtéwnie zmodyfikowane sg genetycznie.
Pewne rdéznice migdzy odmianami w tempie rozwoju liSci stwierdzit Cutforth i wsp.
(1992). Wedtug Byszewskiego (1995) ksztattowanie si¢ liczby peddéw na roélinie i liczby
lisci zdolnych do asymilacji ma bowiem zwigzek z koncowym plonem ziarna.

Celem niniejszej pracy jest okre§lenie wptywu zroznicowanej gestosci siewu 1 sposob
nawozenia azotem na liczbg pedow 1 lisci asymilujacych na ro$linie w poszczegoélnych
fazach rozwojowych.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono w latach 2000-2003 w SD IUNG-PIB Grabow (51°25° N;
21°58 E) na glebie pseudobielicowej wytworzonej z piasku gliniastego lekkiego na glebie
lekkiej. Gleba charakteryzowata si¢ lekko kwasnym odczynem, wysokg zawartos$cia
fosforu i potasu oraz niskg zawarto$cig magnezu we wszystkich latach badan.

Czynnikami do$wiadczenia byty cztery gestosci siewu: 100, 200, 300, 400 nasion/m?
(czynnik I) oraz 3 sposoby stosowania podzielonej dawki N (dawka ogolna 120 kg N/ha)
(czynnik II) w fazach rozwojowych (tab. 1).

Tabela 1
Sposoby stosowania podzielonej dawki azotu w fazach rozwojowych
Nitrogen application methods in growth stages
Fazy rozwojowe — Growth stages
Sposoby stosowania . poczatek . .
. . . ruszenie . L . petnia strzelania
podzielonej dawki azotu i’ koniec krzewienia|  strzelania w 1. .
: o wegetacji S . w zdzbto ktoszenie
Nitrogen application o end of tillering zdzbto ) .
beginning of L full shooting heading (51%)
method veeetation (29%) beginning of (32%)
g shooting (30%*)
I 60 — 60 — —
11 40 — 60 — 20
11 20 40 — 60 —

* — skala Zadoksa i wsp. (1974); Acc.to Zadoks et al. (1974)

Doswiadczenie przeprowadzono metodg paséw prostopadtych (split-blok) w 4 powtdrze-
niach na glebie kompleksu pszennego dobrego. Powierzchnia poletka do siewu wynosita
36 m? natomiast do zbioru 28,3 m?. Nawozy fosforowo-potasowe zastosowano w ilo$ci
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53 kg/ha P»Os, 80 kg/ha K»O, 7,0 kg/ha MgO, natomiast w ostatnim roku badan wysiano
72 kg/ha P,Os w formie superfosfatu i 100 kg/ha K»O w formie soli potasowej. Nawozenie
azotem zastosowano w formie saletry amonowej (34% N). We wszystkich latach badan nie
wystapito wyleganie ro§lin. Kompleksowa ochrona doswiadczen byta prowadzona wedlug
zalecen IOR.

Rosliny pobierano na kazdym poletku z powierzchni 0,5 m? w fazie krzewienia (29%)
strzelania w zdzbto (32%), ktoszenia (51%*) i dojrzato$ci mlecznej (71* skala wg Zadoksa).
Okreslono liczbe roslin z badanej powierzchni oraz policzono pedy, ktore mialy wigcej niz
dwa liscie i wszystkie w pelni wyksztatcone liScie asymilujgce na pojedynczej roslinie.
Wyniki do$§wiadczen opracowano statystycznie metodg analizy wariancji. Wartosci
polprzedziatéw ufnosci wyliczono stosujac test Tukeya na poziomie istotnosci o = 0,05.
Okreslono zalezno$¢ regresyjng miedzy plonem ziarna a liczbg ro$lin z m? oraz liczbg
pedow i lisci asymilujacych na roslinie. W wyznaczonym zadaniu badawczym kierunek
zmian badanych cech w okresie wegetacji byt podobny, dlatego podano usrednione wyniki
z trzech lat badan.

Charakterystyke warunkéw pogodowych przedstawiono w innym opracowaniu autorki
(2008).

WYNIKI I DYSKUSJA

Nie stwierdzono wspoétdziatania migdzy gestoscig siewu a sposobem nawozenia azotem
w liczbie ro$lin z m? oraz pedow i lisci z rosliny, dlatego podano tylko efekty gtowne.

Wypadanie roslin wystepowato w calym okresie wegetacji i zalezato od gestosci siewu
(tab. 2). W fazie krzewienia wiosennego stwierdzono o 3%—5% mniejsza obsade roslin w
stosunku do liczby roslin wzesztych, natomiast w fazie dojrzatosci mlecznej wypadto 6%—
8% roslin. Liczba roslin malata w kolejnych fazach rozwoju, co wskazuje na to, ze proces
samoregulacji w tanie dokonuje si¢ w catym okresie wegetacji. Podobne spostrzezenia
poczynili Jaskiewicz (1995) i Grabinski (1994).

W fazie dojrzato$ci mlecznej przy gestosci 300 i 400 szt. na m? wypadto po 8% ro$lin
na kazdej gestosci siewu w stosunku do wysianych. Stwierdzono, ze im wigksza byta liczba
roslin po wschodach, tym wigcej roslin obumierato w poszczegdlnych fazach wzrostu, a
nasilenie wypadania roslin wystagpilo w okresie zimowania i w fazie krzewienia.
Zwigkszanie obsady roslin po wschodach, pomimo, ze wplywa na ograniczenie
przezywalnosci w okresie wegetacji, jest podstawowym elementem zapewnienia
odpowiednio wysokiej liczby roslin i ktoséw w okresie zbioru. W fazie krzewienia liczba
ro$lin na obiektach z r6znymi sposobami stosowania azotu byta podobna. Przy drugim i
trzecim sposobie stosowania azotu stwierdzono podobng liczbg roslin w fazach strzelanie
w zdzbto, kloszenie i dojrzalo$¢ mleczna. Natomiast istotnie nizsza obsada roslin w tych
fazach byla przy pierwszym sposobie nawozenia (60 kg N/ha w fazie ruszenie wegetacji
+60 kg N/ha w fazie strzelanie w zdzbto). W fazie krzewienia przy drugim sposobie
nawozenia wypadto — 3% roslin, przy trzecim — 4%, a przy pierwszym — 6%. Natomiast
w fazie dojrzalosci mlecznej najwigcej roslin wypadlo przy pierwszym sposobie
stosowania azotu 10%, przy drugim 6%, a trzecim 8% roslin.

171



Bogustawa Jaskiewicz

Tabela 2
Liczba roslin na 1 m? pszenzyta ozimego odmiany Woltario w poszczegolnych fazach rozwojowych w
zaleznosci od gestosci siewu i sposobu stosowania azotu
Plants number per m? of winter triticale cv. Woltario in various growth stages depending on density of
sowing and nitrogen application method

Faza rozwojowa
Gesto$¢ siewu (ziaren/m?) Growth stages
Sowing density (grain per m?) krzewienie strzelanie w zdzblo kloszenie dojrzato$¢ mleczna
tillering shooting heading milk maturity
100 95 94 93 93
200 194 191 188 187
300 286 281 278 276
400 380 375 366 368
NIRg s — LSD 12,8 52 12,1 4,7

Sposob stosowania azotu*®
Nitrogen application method*

I 234 231 224 224

1I 242 240 237 236

111 240 236 232 230

NIRO 05 — LSD r.n 4,1 10,2 5,1

*QObjasnienia tab. | — Explanation Table 1

Stwierdzono dodatnig zaleznos¢ korelacyjng migdzy plonem ziarna pszenzyta a liczbg
ro$lin w catym okresie wegetacyjnym na badanych obiektach z r6zng gestoscig siewu.
Wyzsza site¢ zwigzku migdzy plonem ziarna a liczbg roslin wykazano w poczatkowych
fazach rozwojowych i przy rzadkich siewach (tab. 3).

Tabela 3
Zalezno$¢ regresyjna miedzy plonowaniem pszenzyta ozimego (t/ha) a liczba roslin w fazach
rozwojowych w zaleznosci od gestosci siewu
Regression dependence between winter triticale yielding (t/ha) and plants number in growth stages
depending on density of sowing

Faza rozwojowa

Gestos¢ siewu Growth stages

(Z}aren/mZ)' krzewienie — tillering strzelanie w zdzbto — shooting
Density of sowing - - Py : - 5
(grain per m?2) rownanie regresji R2 réwnanie regresji R2
regression equation regression equation
100 y=-7,855+0,1398x 0,56 y=-6,843+0,1311x 0,53
200 y =0,709+0,0305x 0,49 y= 0, 603+0,0252x 0,45
300 y=3,884+0,0112x 0,44 y=5,716+0,0039x 0,42
100 y=-5,875+0,1221x 0,50 y=-3,354+0,0951x 0,47
200 y=3,311+0,0172x 0,44 y=4,809+0,0094x 0,40
300 y=5,617+0,0042x 0,35 y= 6,6524=0,0006x 0,31

**Wartosci istotne przy a = 0,01; Statistically significant coefficient
* Wartosci istotne przy o = 0,05 Statistically significant coefficient

Liczba pedow pszenzyta odmiany Woltario w poszczegolnych fazach byta uzalezniona
gtéwnie od gestosci siewu, a wigc $cisle zwigzana z liczba roslin na jednostce powierzchni
(tab. 4). W kazdej fazie rozwojowej w warunkach wzrastajacej gestosci siewu stwierdzono
mniejsze krzewienie roélin. Srednio dla wszystkich gestosci siewu w fazie dojrzatosci
pelnej byto 15% mniej pedéw z rosliny niz w fazie krzewienia. Mate zaggszczenie roslin
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(100 i 200 ziaren na m?) wplyneto na lepsze krzewienie sie ro$lin, natomiast wicksze (300
ziaren/m?) i duze (400 ziaren/m?) spowodowaly istotne zmniejszenie liczby peddow z
rosliny we wszystkich fazach rozwojowych. W fazie strzelania w Zzdzbto w warunkach
gestych siewow zastosowanych w badaniach (300, 400 szt./m?) wypadto 12%, w fazie
ktoszenia 29%, a dojrzatosci mlecznej 34% pedow z rosliny w poréwnaniu do liczby pedow
z rosliny w fazie krzewienia.

Tabela 4
Liczba pedéw z m? pszenzyta ozimego odmiany Woltario w fazach rozwojowych w zaleznosci od
gestosci siewu i sposobu stosowania azotu
Number of shoots per m? of the winter triticale cv. Woltario in the growth stages depending on density
of sowing and nitrogen application method

Faza rozwojowa
Gesto$¢ siewu (ziaren/m?) Growth stages
Sowing density (grain per m?) krzewienie strzelanie w zdzbto kloszenie dojrzato$¢ mleczna
tillering shooting heading milk maturity

100 4,9 5,6 5,5 42
200 42 4,8 4,6 44
300 3,7 39 32 29
400 3,5 34 2,7 2,6

NIRg s — LSD 0,37 0,54 0,88 0,61

Sposob stosowania azotu*®
Nitrogen application metod*

42 4,5 4,1 3,7
11 4,0 44 3,9 3,5
111 3,8 43 3,9 34
NIRj s — LSD r.n r.n rn r.n

*Objasnienia: tab.1 — Explanation: Table 1

W innym eksperymencie Jaskiewicz (1995) stwierdzita, iz zwigkszenie zageszczenia
ros$lin u dtugostomych odmian pszenzyta ozimego na jednostce powierzchni wptynegto
niekorzystnie na liczb¢ peddéw z rosliny tych odmian, podobnie jak w analizowanych
badaniach z odmiang krotkostomg Woltario.

Zastosowane dawki i sposoby nawozenia azotem nie roznicowaly istotnie liczby pedow
zro$liny w badanych fazach rozwojowych (tab. 4). Niemniej bardziej rozkrzewione rosliny
pochodzity z obiektoéw nawozonych dawka 60 kg N/ha w fazie ruszenia wegetacji
(pierwszy sposob nawozenia azotem). Rozbicki (1997) uwaza, ze wigksze zageszczenie
pedéw na m? wystgpilo w warunkach nawozenia wicksza dawka azotu w okresie
wiosennego ruszenia wegetacji.

W badaniach z odmiang Woltario, najwigcej pedow z rosliny stwierdzono w fazie
strzelania w zdZzbto — 4,4 szt. (tab. 5). Najmniej rozkrzewione rosliny wystapity w fazie
dojrzatosci mlecznej i ktoszenia (tab. 5). Natomiast najbardziej rozkrzewione rosliny byly
w fazie krzewienia. Liczba pgdow z rosliny charakteryzowala si¢ najwicksza zmienno$cia
(32,7%) w fazie kloszenia. W pozostatych fazach rozwojowych wspotczynnik zmiennos$ci
byt podobny i miescit si¢ w granicach 22,3%—26,8%.
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Tabela 5
Charakterystyka statystyczna liczby pedéw i liSci z rosliny pszenzyta ozimego odmiany Woltario
w fazach rozwojowych
Statistics of shoots and leaf number per plant of winter triticale cv. Woltario in the growth stages

Zakres zmiennosci Odchylenie Wspotezynnik
Cechy Range of variability Srednia standardowe | zmiennosci(%)
Traits . Mean Standard Correlation
min max " .
deviation coefficient

Liczba peddéw z rosliny — Shoots number per plant

Krzewienie — Tillering 2,7 8,4 4,1 1,03 25,1
Strzelanie w zdzbto — Shooting 2,8 6,4 4.4 0,98 22,3
Ktoszenie — Heading 2,1 6,8 4.0 1,31 32,7
Dojrzato$é mleczna — Milk maturity 2,0 5.4 3,5 0,94 26,8
Liczba lidci z ro$liny — Leaves number per plant
Krzewienie — Tillering 9 30 154 4,07 26,4
Strzelanie w zdzbto — Shooting 13 35 22,5 5,97 26,5
Ktoszenie — Heading 9 37 19,7 7,77 39,4
Dojrzato$é mleczna — Milk maturity 5 18 9,6 3,01 31,3

Z réwnan regresji liniowej wynika, Ze plon ziarna pszenzyta odmiany Woltario zalezat
w znacznej mierze od liczby pedow z rosliny, $§wiadczg o tym wysokie wartoSci
wspotczynnikdéw determinacji (tab. 6).

Tabela 6
Zaleznos¢ regresyjna miedzy plonowaniem (y) pszenzyta ozimego (t/ha) a liczba pedéw z rosliny w
fazach rozwojowych w zaleznosci od gestosci siewu
Regression dependence between winter triticale yielding (t/ha) and number of shoots per plant in
growth stages depending on density of sowing

Faza rozwojowa
Gestos¢ siewu Growth stages
(ziaren/m?) strzelanie w zdZbto kloszenie dojrzatos¢ mleczna
Sowing density shooting heading milk maturity
(grain per m?) rOwnanie regresji R2 rOwnanie regresji R rownanie regresji R2
regression equation regression equation regression equation

100 y=2,629+0,512x 0,42* y=2,880+0,4696x 0,51** y=3,204+0,543 0,51*
200 y=15,094+0,331x 0,56**.  y=4,413+0,4689x 0,61%* y=4,263+0,522x 0,72%**
300 y=5,533+0,325x 0,57**  y=6,435+0,1151x 0,53** y=6,245+0,190x 0,52**

* Wartosci istotne przy o = 0,05; Statistically significant coefficient
** Wartosci istotne przy o = 0,01; Statistically significant coefficient

Przy gestosci siewu 300 ziaren/m? plon ziarna pszenzyta ozimego w najwigkszym
stopniu (57%) zalezat od liczby pedéw z rosliny okre§lonej w fazie strzelania w zdzbto.
Przy tej samej gestosci siewu w nastepnych fazach rozwojowych (ktoszenie, dojrzatosc
mleczna) ta zaleznos$¢ si¢ zmniejszyta.

Z kolei w warunkach rzadszych siewdw (100 i 200 ziaren/m?) sita zwigzku wielkosci
plonu ziarna z liczbg pedoéw z rosliny wynosita 0,51 warto$ci wspotczynnika determinacji
w dojrzatosci mlecznej dla wysiewu 100 ziaren/m? i 0,72 dla 200 ziaren/m?.

Badane w do$wiadczeniu ggstosci siewu wptynely istotnie na liczbe lisci zielonych na
roslinie (tab. 7). Rosliny pochodzace z malego zageszczenia miaty wigcej liSci, niz z
wiekszej obsady roslin (300, 400szt na m?). W fazie dojrzatosci mlecznej liczba lisci
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zielonych przy gesto$ciach siewu 100 i 200 ziaren/m? oraz przy gestosci siewu 300 i 400
szt. na m? byla podobna. W fazie krzewienia, na obiektach o gestosci siewu 200, 300, 400
szt./m? stwierdzono mniej odpowiednio o 11, 26, 37 %, w strzelania w zdzbto 14, 31, 45%
oraz w fazie ktoszenia 30%, 47% i 57% lisci zielonych w stosunku do lisci zielonych z
rosliny z najmniejszej gestosci siewu (100 szt./m?).

Tabela 7
Liczba lisci z rosliny pszenzyta ozimego odmiany Woltario w fazach rozwojowych w zaleznosci od
gestosci siewu i sposobu stosowania azotu
Number of green leaves per plant of winter triticale cv. Woltario in the growth stages depending on
density of sowing and nitrogen application method

Faza rozwojowa
Gestos¢ siewu (ziaren/m?) Growth stages
Sowing density (grain per m?) krzewienie strzelanie w zdzbto ktoszenie dojrzatos¢ mleczna
tillering shooting heading milk maturity

100 19 29 30 12
200 17 25 21 12
300 14 20 16 7
400 12 16 13 7

NIRg0s —LSD 2,7 3.4 1,5 1,9

Sposob stosowania azotu*
Nitrogen application method*

I 15 22 19 10

11 15 23 20 9

111 16 22 20 10

NIRg9s — LSD rn rn rn r.n

* Objasnienia tab.1 — Explanation: Table 1

W fazie dojrzato$ci mlecznej z gestosci 300 i 400 szt./m? bylo o 42% mniej lisci
zielonych na roélinie niz w warunkach siewow rzadkich. W innych badaniach z dtugo-
stomym pszenzytem ozimym (Jaskiewicz 1995) wynika, ze zwigkszanie osady roslin
obniza liczbe lisci zielonych z ro$liny, co znajduje potwierdzenie w badanej krotkostome;j
odmianie Woltario.

Grabinski (1994) potwierdza dodatni wplyw nawozenia azotem (dawki N) na liczbe
wytworzonych liSci pszenzyta ozimego na roslinach. Rozbicki (1997) stwierdza, ze $rednia
liczba lisci na pedzie rosliny wzrasta pod wptywem stosowania wigkszej dawki azotu w
okresie wiosennego ruszenia wegetacji.

Sposob nawozenia azotem pszenzyta ozimego odmiany Woltario w doswiadczeniu
polowym nie wptywat na liczbe lisci asymilujacych z rosliny (tab. 7). Zmieniala si¢ ona
jedynie wraz z uptywem wegetacji. W fazie ktoszenie liczba lisci zielonych zmalata o 12%
w porownaniu do wczesniejszej fazy, natomiast w fazie dojrzatosci mlecznej pozostato
zaledwie po kilka lisci asymilujgcych na ro§linie, co stanowito 49% lisci zielonych z rosliny
w fazie kloszenia.

Najwigksza zmienno$¢ w liczbie lisci z ro$liny stwierdzono w fazie ktoszenia, wowczas
wspotczynnik zmienno$ci wyniost 39,4% (tab. 5). Zakres zmienno$ci w okresie
wegetacyjnym wahat si¢ w zaleznoéci od fazy rozwojowej od 5 lisci w fazie dojrzatosci
mlecznej do 37 lisci w fazie ktoszenia.
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Najwyzszy plon ziarna pszenzyto odmiany Woltario wydato z obiektu o ggstosci siewu
200 ziaren /m? i nawozeniu azotem 120 kg na ha zastosowanego w dwu dawkach (faza
ruszenia wegetacji i faza strzelania w zdzbto; Jaskiewicz, 2009).

Przedstawiono liniowa zaleznos$¢ regresyjng w fazach rozwojowych miedzy plonem
ziarna a liczbg lisci zielonych z ros$liny (tab. 8).

Tabela 8
Zalezno$¢ regresyjna miedzy plonowaniem (y) pszenzyta ozimego (t/ha) a liczba liSci zielonych z rosliny
(x) w fazach rozwojowych w zaleznosci od gestosci siewu
Regression dependence between winter triticale yielding (t/ha) and number of green leaves per plant of
winter triticale cv. Woltario in the growth stages depending on density of sowing

Faza rozwojowa
Growth stages

Gesto$¢ siewu (ziaren/m?) strzelanie w zdZbto ktoszenie
Sowing density (grain per m?) shooting heading
réwnapie regregji R2 réwnapie regregji R2
regression equation regression equation
100 y=2,421+0,107x 0,39%** y=3,190+0,077x 0,31%**
200 y=5,062+0,059x 0,57** y=5,597+0,046x 0,32%*
300 y=6,114+0,034x 0,65%* y=6,493+0,019x 0,44**

** Wartosci istotne przy o= 0,01 — Statistically significant coefficient

Liczba lisci asymilujgcych na roslinie najsilniej decydowata o wielkosci plonu ziarna
przy okreslaniu jej w fazie strzelania w zdZzbto. W nastepnej fazie wzrostu — kloszenie —
zaobserwowano zmniejszenie zaleznos$ci plonu ziarna od liczby lisci zielonych na roslinie.
Wraz ze wzrostem zaggszczenia roslin na jednostce powierzchni liczba lisci zielonych w
coraz mniejszym stopniu wplywata na przyrost plonu ziarna.

WNIOSKI

1. Liczba pedow i lisci z rosliny zalezata od gestosci siewu, a wigc obsady ro$lin na
jednostce powierzchni, natomiast sposoby nawozenia azotem nie réznicowaty tych
cech.

2. Najwyzszg liczbe pedow i lisci z rosliny stwierdzono w warunkach rzadkich siewow
(100 ziaren na m?). Mala obsada roélin na jednostce powierzchni i mniejsza
produktywno$¢ pedow pochodzacych z wigkszego rozkrzewienia tych roslin
zadecydowata o tym, Ze w rezultacie nie uzyskano wysokiego plonu ziarna.

3. Optymalng liczbg pedow (4,4 szt.) 1 lisci zielonych (12 szt.) z rosliny stwierdzono w
fazie dojrzato$ci mlecznej przy gestosci siewu 200 ziaren na m?, poniewaz w takich
warunkach uzyskano najwyzszy plon ziarna pszenzyta odmiany Woltario.

4. Zaleznosci regresyjne migdzy plonem ziarna a liczba pedow i lisci wskazuje, ze
poprzez badane czynniki mozemy ksztaltowac plon ziarna z jednostki powierzchni.
Stwarza to duze mozliwosci ksztattowania badanych cech poprzez stosowanie czyn-
nikdéw agrotechnicznych.
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Identyfikacja genéw Vrn w odmianach
jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.)
zarejestrowanych w Polsce

Identification of the Vrn genes in barley (Hordeum vulgare L.) cultivars
from the Polish register

Dlugos¢ okresu wernalizacji jgczmienia zwyczajnego warunkowana jest przez 3 loci: VRN-HI,
VRN-H?2 oraz VRN-H3. Dominujace allele Vrn-HI 1 Vrn-H3 sa charakterystyczne dla odmian jarych.
W odmianach ozimych wyst¢puje dominujacy allel Vrn-H2 oraz recesywne allele vrn-HI i vin-H3. W
pracy zidentyfikowano za pomoca markeréw STS-PCR geny Vin-HI oraz Vin-H2 w 41 jarych oraz 11
ozimych odmianach jeczmienia zwyczajnego zrejonizowanych w Polsce. Do identyfikacji genu Vin-
H1 zastosowano pare starterow: HvBM5A-intron1-F3 i Intr1/H/R3, natomiast dla genu Vrn-H2: VRN-
Ha-F i VRN-Ha-R. Obecno$¢ recesywnego allelu vrn-HI stwierdzono we wszystkich badanych
odmianach ozimych, a jego brak — we wszystkich analizowanych odmianach jarych jeczmienia.
Obecnos¢ dominujacego allelu Vrn-H2 stwierdzono we wszystkich 11 badanych odmianach ozimych
oraz w 10 odmianach jarych: Boss, Bryl, Edgar, Prosa, Rabel, Rastik, Rataj, Refren, Rodos oraz
Scarlett. W jarych odmianach Scarlett i Stratus obserwowano ponadto produkty amplifikacji, ktorych
obecnos¢ wynika¢ moze z wystgpowania nowej formy allelicznej genu Vrn-H2 lub rearanzacji w
genomach tych odmian.

Stowa kluczowe: geny Vrn, jeczmien zwyczajny, STS-PCR, wernalizacja

Length of the barley vernalization period is determined by 3 loci: VRN-H1, VRN-H2 and VRN-H3.
The dominant Vrn-HI and Vrn-H3 alleles are characteristic for spring growth habit. In winter cultivars
the dominant Vrn-H2 and recessive vrn-HI and vrn-H3 alleles are present. In this paper the Vrn-HI and
Vrn-H2 genes were identified by means of STS-PCR markers in 41 spring and 11 winter barley cultivars
from the Polish register. The primer pair: HvBMS5A-intronl-F3 and Intrl/H/R3 was used for
identification of the Vrn-H1 gene, and the pair: VRN-Ha-F and VRN-Ha-R for the Vrn-H2 gene. The
recessive vrn-H1 allele was observed in all examined winter barley cultivars and in none of examined
spring cultivars. The presence of dominant Vrn-H2 allele was stated in all examined winter cultivars
and in 10 spring cultivars: Boss, Bryl, Edgar, Prosa, Rabel, Rastik, Rataj, Refren, Rodos and Scarlett.
In the spring cultivars Scarlett and Stratus non-specific amplification products were observed. Their
presence could be attributed to occurrence of new allelic forms of the Vrn-H2 gene or from a
rearrangement in genomes of these cultivars.

Key words: barley, STS-PCR, vernalization, Vrn genes
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WSTEP

Dziatanie niskiej temperatury na okreslonych etapach rozwoju roslin zbozowych jest
niezbedne, aby doszto do ich kwitnienia i zawigzania ziarniakow. Zjawisko wernalizacji
polega na nabywaniu lub przyspieszaniu zdolnosci roslin do kwitnienia poprzez
traktowanie ich chtodem (Chouard, 1960). Proces wernalizacji zachodzi gdy temperatura
powietrza wynosi od 0°C do 10°C i trwa przez kilka tygodni (Flood i Halloran, 1984).
Badania fizjologiczne polegajace na traktowaniu poszczegdlnych czesci roslin chtodem
wykazaty, ze osrodek odpowiadajacy za wernalizacje znajduje si¢ w szczytowym
fragmencie pedu (Amasino, 2004).

Dhugo$¢ okresu wernalizacji w jeczmieniu zwyczajnym determinowana jest przez trzy
loci. Locus VRN-HI znajduje si¢ na chromosomie 5SH, VRN-H2 na chromosomie 4H
(Yasudaiin., 1993), a VRN-H3 na chromosomie 7H (Yan i in., 2006). Von Zitzewitz i wsp.
(2005) dokonali doktadnej identyfikacji i charakterystyki locus VRN-HI. W wyniku
przeprowadzonych badan stwierdzili oni, ze kluczowa rol¢ w tym locus odgrywa gen
HvBM35A. Delecja w obregbie pierwszego intronu tego genu jest podstawowym czynnikiem
determinujacym jary charakter wzrostu rosliny (von Zitzewitz i in., 2005; Fu i in., 2005).
Podobne badania przeprowadzone zostaty réwniez dla locus VRN-H2. W ich wyniku
zidentyfikowano rodzine genéw ZCCT-H kodujacych czynnik transkrypcyjny, zbudowany
z bialka zawierajacego palec cynkowy i domeng CCT (Dubcovsky i in., 2005). W
jeczmieniu rodzina ta zawiera trzy geny, ktore obecne sa w genotypach ozimych, natomiast
w genotypach jarych ulegaja delecji (Dubcovsky i in., 2005; von Zitzewitz i in., 2005). W
przypadku locus VRN-H3, o dominujacym lub recesywnym jego charakterze decyduje
mutacja w obrebie pierwszego intronu genu HvFT (Yan i in., 2006). Podstawowym
systemem regulujacym dhugos¢ okresu wernalizacji u jeczmienia jest dwugenowy
epistatyczny model Vin-H2/Vrn-HI, gdzie produkt ekspresji genow Vin-H2 jest
represorem dla Vrn-H1 (Karsai i in., 2005; Kéti i in., 2006; Cockram i in., 2007; Sziics i
in., 2007). Ponadto wykazano, ze dziatanie genow Vin-HI i Vrn-H2 regulowane jest przez
intensywnos$¢ $wiatta oraz temperature (Karsai, 2008; Karsai i in., 2008).

W przypadku jeczmienia zwyczajnego genotyp w loci VRN-HI 1 VRN-H2 jest silnie
zwigzany z tolerancja na dziatanie niskiej temperatury oraz wrazliwo$cig na fotoperiod
(von Zitzewitz i in., 2005). Z tego wzgledu celem pracy byto okreslenie za pomocg metody
STS-PCR genotypdéw Vrrn w odmianach jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.)
zrejonizowanych w Polsce.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byly zrejonizowane w Polsce odmiany jeczmienia zwyczajnego
ozime: Bartosz, Bazant, Bombay, Bursztyn, Corbie, Gil, Gregor, Horus, Lomerit, Sigra,
Tiffany 1 jare: Annabell, Antek, Atol, Barke, Basza, Binal, Blask, Boss, Brenda, Bryl,
Edgar, Frontier, Granal, Hanka, Jersey, Johan, Lailla, Lot, Madonna, Mauritia, Nadek,
Nagrad, Nagradowicki, Orthega, Philadelphia, Poldek, Prosa, Rabel, Rasbet, Rastik, Rataj,
Refren, Rodion, Rodos, Ryton, Scarlett, Sebastian, Start, Stratus, Tolar, Widawa.
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Catkowity DNA wyizolowano z pigciodniowych siewek badanych odmian metoda
CTAB (Doyle i Doyle, 1987). Identyfikacje genow FVrn w jeczmieniu zwyczajnym
wykonano metodg STS-PCR. Do analizy locus VRN-HI zastosowano metode opartg o
analiz¢ rearanzacji w obrebie sekwencji intronowej (Cockram 1 in., 2007). Do reakcji PCR
wlaczono pare starterow: HvBM5A-intron1-F3 (5'-TTTGTCGGAACTACAACCTTCA-
3%) 1 Intr1/H/R3 (5"-AAAGCTCCTGCCAACTACGA-3"), pozwalajgce na identyfikacje
recesywnego allelu vrn-HI. Zastosowano nastepujacy profil termiczny: wstepna
denaturacja — 94°C przez 5 minut, 38 cykli: denaturacja — 94°C przez 30 sekund,
przytaczanie starterow — 60°C przez 30 sekund, elongacja — 72°C przez 1,5 minuty oraz
po zakonczeniu wszystkich cykli, konicowa elongacja — 72°C przez 10 minut.

Zmienno$¢ alleliczng w locus VRN-H2 analizowano stosujgc markery STS-PCR
opracowane przez Dubcovsky i in. (2005). Zastosowano tutaj pare starterow:

— VRN-Ha-F (5"-GCCTCTTCTTCTTCCTCGAC-3"),

— VRN-Ha-R (5"-ACTGGTACTCGTGCAGTGGG-3"),

ktore amplifikujg fragment DNA o dlugosci 208 bp w odmianach zawierajacych dominujacy
allel Vrn-H2. Zastosowany zostal nastgpujacy profil termiczny reakcji: wstepna
denaturacja — 94°C przez 5 minut, 38 cykli: denaturacja — 94°C przez 30 sekund,
przylaczanie starterow — 55°C przez 30 sekund, elongacja — 72°C przez 30 sekund oraz
po zakonczeniu wszystkich cykli, konicowa elongacja — 72°C przez 7 minut. Reakcje
przeprowadzono w termocyklerze TProfessional Basic (Biometra).

Produkty PCR rozdzielano na 1,5% zelu agarozowym. Zastosowano marker dlugosci
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas). Rozdzial elektroforetyczny
prowadzono w buforze 1% TBE przez 1,5 godziny przy napi¢ciu 120 V z wykorzystaniem
zestawu do elektroforezy poziomej Agagel Maxi (Biometra). Produkty rozdzielone na zelu
agarozowym wizualizowano w $wietle UV 1 dokumentowano przy uzyciu zestawu
PolyDoc (Vilber Lourmat).

WYNIKI I DYSKUSJA

Po rozdziale na zelu agarozowym produktéw PCR uzyskanych z wykorzystaniem pary
starterow HVvBMS5A-intron1-F3 oraz Intr1/H/R3, stwierdzono obecno$¢ prazka o wielkosci
1500 bp we wszystkich 11 badanych odmianach ozimych jeczmienia zwyczajnego.
Fragmentu DNA o tej wielkosci nie obserwowano natomiast w zadnej z 41 analizowanych
odmian jarych (rys. 1, tab. 1). Uzyskane wyniki wskazuja na obecnos¢ recesywnego allelu
vrn-H1 we wszystkich badanych odmianach ozimych oraz brak tego allelu we wszystkich
analizowanych odmianach jarych jeczmienia (rys. 1).

Wykorzystanie do PCR pary starterow VRN-Ha-F i VRN-Ha-R umozliwia identy-
fikacje dominujacego allelu Vrn-H2 jeczmienia zwyczajnego. Po rozdziale produktow
amplifikacji na zelu agarozowym, fragment DNA o wielkosci 208 bp wystgpowat we
wszystkich 11 badanych odmianach ozimych oraz w 10 sposrdd 41 odmian jarych (Boss,
Bryl, Edgar, Prosa, Rabel, Rastik, Rataj, Refren, Rodos, Scarlett).
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M — GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, 1 — Bartosz, 2 — Bazant, 3 — Bombay, 4 — Bursztyn,

1T 2 3 4 5 6 7 8 5 10N

5 — Corbie, 6 — Gil, 7 — Gregor, 8 — Horus, 9 — Lomerit, 10 — Sigra, 11 — Tiffany
Rys. 1. Obraz elektroforetyczny otrzymany dla ozimych odmian jeczmienia zwyczajnego w wyniku
rozdzialu produktow reakeji PCR, do ktérej wlaczono startery HvBMSA-intron1-F3 oraz Intr1/H/R3
Fig. 1. Electrophoretic image of amplified products obtained for winter barley cultivars in PCR
reaction with the HvBM5A-intron1-F3 and Intr1/H/R3 primers

Genotypy Vrn analizowanych odmian jeczmienia zwyczajnego
Vrn genotypes of analysed barley cultivars

Tabela 1

L.p. Odmiana Locus VRN — VRN locus L.p. Odmiana Locus VRN — VRN locus
No. Cultivar VRN-HI VRN-H2 No. Cultivar VRN-HI VRN-H2
1 Annabell Vrn-HI vrn-H2 27 Lot Vrn-H1 vrn-H2
2 Antek Vin-HI vrn-H2 28 Madonna Vin-HI vrn-H2
3 Atol Vin-HI vrn-H2 29 Mauritia Vin-HI vrn-H2
4 Barke Vrn-HI vrn-H2 30 Nadek Vrn-HI vrn-H2
5 Bartosz vrn-H1 Vrn-H2 31 Nagrad Vrn-H1 vrn-H2
6 Basza Vin-HI vrn-H2 32 Nagradowicki Vin-HI vrn-H2
7 Bazant vrn-H1 Vrn-H2 33 Orthega Vrn-HI vrn-H2
8 Binal Vin-HI vrn-H2 34 Philadelphia Vin-HI vrn-H2
9 Blask Vin-HI vrn-H2 35 Poldek Vin-HI vrn-H2
10 Bombay vrn-H1 Vrn-H2 36 Prosa Vrn-HI Vrn-H2
11 Boss Vin-HI Vrn-H2 37 Rabel Vin-HI Vrn-H2
12 Brenda Vin-HI vrn-H2 38 Rasbet Vin-HI vrn-H2
13 Bryl Vrn-HI Vrn-H2 39 Rastik Vrn-HI Vrn-H2
14 Bursztyn vrn-H1 Vrn-H2 40 Rataj Vrn-H1 Vrn-H2
15 Corbie vrn-HI Vrn-H2 41 Refren Vin-HI Vrn-H2
16 Edgar Vrn-HI Vrn-H2 42 Rodion Vrn-HI vrn-H2
17 Frontier Vin-HI vrn-H2 43 Rodos Vin-HI Vrn-H2
18 Gil vrn-HI Vrn-H2 44 Ryton Vin-HI vrn-H2
19 Granal Vrn-HI vrn-H2 45 Scarlett Vrn-HI Vrn-H2*
20 Gregor vrn-HI Vrn-H2 46 Sebastian Vin-HI vrn-H2
21 Hanka Vin-HI vrn-H2 47 Sigra vrn-HI Vrn-H2
22 Horus vrn-HI Vrn-H2 48 Start Vrn-H1 vrn-H2
23 Jersey Vrn-H1 vrn-H2 49 Stratus Vrn-H1 Vin-H2*
24 Johan Vin-HI vrn-H2 50 Tiffany vrn-HI Vrn-H2
25 Lailla Vrn-HI vrn-H2 51 Tolar Vrn-HI vrn-H2
26 Lomerit vrn-HI Vrn-H2 52 Widawa Vin-HI vrn-H2

*Obecnos$¢ niespecyficznego produktu reakcji PCR; Presence of non-specific PCR product
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Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono wystgpowanie w tych odmianach
dominujacego allelu Vrn-H2. Pozostate badane odmiany, w ktérych nie stwierdzono

amplifikacji w wyniku reakcji PCR, charakteryzowatly si¢ obecnoscia recesywnego allelu
vrn-H2 (rys. 213, tab. 1).

M1 23 4 5 6 7 8 910 M1

M — GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, 1 — Bartosz, 2 — Bazant, 3 — Bombay, 4 — Bursztyn,
5 — Corbie, 6 — Gil, 7— Gregor, 8 — Horus, 9 — Lomerit, 10 — Sigra, 11 — Tiffany
Rys. 2. Obraz elektroforetyczny otrzymany dla ozimych odmian jeczmienia zwyczajnego w wyniku
rozdzialu produktéw reakcji PCR, do ktérej wlaczono startery VRN-Ha-F i VRN-Ha-R
Fig. 2. Electrophoretic image of amplified products obtained for winter barley cultivars in PCR
reaction with the VRN-Ha-F and VRN-Ha-R primers

M 1234567868 30NM20DMW61THB1920122032425262728293033233M 3636 3738235404

M — GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, 1 — Annabell, 2 — Antek, 3 — Atol, 4 — Barke, 5 — Basza,
6 — Binal, 7 — Blask, 8 — Boss, 9 — Brenda, 10 — Bryl, 11 — Edgar, 12 — Frontier, 13 — Granal,
14 — Hanka, 15 — Jersey, 16 — Johan, 17 — Lailla, 18 — Lot, 19 — Madonna, 20 — Mauritia,
21 — Nadek, 22 — Nagrad, 23 — Nagradowicki, 24 — Orthega, 25 — Philadelphia, 26 — Poldek,
27 — Prosa, 28 — Rabel, 29 — Rasbet, 30 — Rastik, 31 — Rataj, 32 — Refren, 33 — Rodion,
34 — Rodos, 35 — Ryton, 36 — Scarlett, 37 — Sebastian, 38 — Start, 39 — Stratus, 40 — Tolar,
41 — Widawa
Rys. 3 Obraz elektroforetyczny otrzymany dla jarych odmian jeczmienia zwyczajnego w wyniku
rozdzialu na 1,5% zelu agarozowym produktéw reakcji PCR, do ktorej wlaczono startery VRN-Ha-F
i VRN-Ha-R
Fig. 3. Electrophoretic image of amplified products obtained for spring barley cultivars in PCR
reaction with the VRN-Ha-F and VRN-Ha-R primers
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W przypadku odmiany Scarlett po rozdziale produktow reakcji PCR, do ktorej
wlaczono parg starterow VRN-Ha-F i VRN-Ha-R, na Zelu agarozowym stwierdzono
wystepowanie drugiego, niespecyficznego produktu o wielkosci okoto 450 bp. Obecnosé
tego fragmentu wynika¢ moze z wystgpowania nowej formy allelicznej badanego genu lub
rearanzacji w genomie tej odmiany. W odmianie Stratus po reakcji z ta sama parg startero6w
nastgpita amplifikacja pojedynczego fragmentu DNA o wielkosci okoto 250 bp, ktéry
swiadczy¢ moze o modyfikacji w obrebie amplifikowanego fragmentu DNA lub
wystgpowaniu niezidentyfikowanej formy allelicznej w locus VRN-H2 (rys. 3).

W dostepne;j literaturze niewiele jest prac dotyczacych analizy loci genow wernalizacji
w ro$linach jeczmienia. Cockram i wsp. (2007) analizowali 429 jarych, ozimych i
przewodkowych odmian jeczmienia zwyczajnego. Sposrdd badanych odmian 417 miato
genotyp Vrn-HI zgodny z wymagang diugoscia okresu wernalizacji. Sposrod pozostatych
12 odmian, w 7 przypadkach zweryfikowano na podstawie przeprowadzonych badan
molekularnych i analizy czasu kwitnienia podawane wcze$niej wymagania dotyczace
procesu wernalizacji. Cztery odmiany jeczmienia: Almunia, Athene, Birgit oraz Express,
zawieraly allele charakterystyczne dla form jarych, podczas gdy analizy fenotypowe
potwierdzily, ze sg to formy ozime. Rozbiezno$¢ ta wynikata przypuszczalnie z obecnosci
nowego, niezidentyfikowanego allelu genu Vrn-H1. Cytowani autorzy stwierdzili takze, ze
odmiana Xenia zawierajgca allele charakterystyczne dla form ozimych, nie wymagata
okresu dziatania niskiej temperatury do przejscia z fazy wegetatywnej w generatywna. Jej
kwitnienie bylo jednak znacznie op6znione w porownaniu z badanymi odmianami jarymi.
Wyniki uzyskane w badaniach wtasnych wykazaty, ze badane odmiany ozime jgczmienia
zwyczajnego posiadaty recesywny allel vin-H1, ktory nie wystepowat w zadnej z badanych
odmian jarych.

Dubcovsky i wsp. (2005) analizowali locus VRN-H2 w 23 ozimych i 61 jarych
odmianach jeczmienia zwyczajnego. Autorzy na podstawie badan wykazali obecnosé
dominujacego allelu Vrn-H2 we wszystkich analizowanych odmianach ozimych oraz
zidentyfikowali recesywny allel vin-H2 we wszystkich 61 odmianach jarych. W badaniach
wlasnych wykazano, ze wszystkie analizowane ozime odmiany jgczmienia posiadaty
dominujacy allel Vrn-H2, jednakze wystepowal on rowniez w 10 sposrdd 41 badanych
odmian jarych jeczmienia zrejonizowanych w Polsce.

WNIOSKI

1. W 11 badanych odmianach ozimych jeczmienia zwyczajnego zidentyfikowano
obecno$¢ recesywnego allelu vin-H1. Allel ten nie wystgpowat w zadnej z 41 badanych
odmianach jarych. Dominujace allele Vin-H2 zidentyfikowano w 11 ozimych oraz w
10 jarych badanych odmianach jeczmienia zwyczajnego, a recesywne vin-H2 w 31
odmianach jarych.

2. Potwierdzono, ze decydujacy wplyw na determinacj¢ jarego charakteru rozwoju
jeczmienia zwyczajnego ma obecnos¢ dominujacego allelu Vin-H1.
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3. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono wystepowanie niespecyficznych
produktéw PCR w jarych odmianach jeczmienia Scarlett i Stratus po zastosowaniu pary
starter6w VRN-Ha-F i VRN-Ha-R.

LITERATURA

Amasino R. 2004. Vernalization, competence, and the epigenetic memory of winter. Plant Cell 16: 2553 —
2559.

Chouard P. 1960. Vernalization and its relations to dormancy. Annu. Rev. Plant Physiol. 11: 191 — 238.

Cockram J., Chiapparino E., Taylor S. A., Stamati K., Donini P., Laurie D. A. OSullivan D. M. 2007. Haplotype
analysis of vernalization loci in European barley germplasm reveals novel VRN-HI alleles and a
predominant winter VRN-H1/VRN-H2 multi-locus haplotype. Theor. Appl. Genet. 115: 993 — 1001.

Doyle J. J., Doyle J. L. 1987. A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh leaf tissue.
Phytochemical Bulletin 19: 11 — 15.

Dubcovsky J., Chen Ch., Yan L. 2005. Molecular characterization of the allelic variation at the VRN-H2
vernalization locus in barley. Mol. Breed. 15: 395 — 407.

Flood R. G., Halloran G. M. 1984. The nature and duration of gene action for vernalization response in wheat.
Ann. Bot. 53: 363 — 368.

Fu D., Sziics P., Yan L., Helguera M., Skinner J. S., von Zitzewitz J., Hayes P. M., Dubcovsky J. 2005. Large
deletions within the first intron in VRN-1 are associated with spring growth habit in barley and wheat. Mol.
Gen. Genomics 273: 54 — 65.

Karsai 1., Sziics P., Mészaros K., Filichkina T., Hayes P. M., Skinner J. S., Lang L., Bed6 Z. 2005. The Vrn-
H?2 locus is a major determinant of flowering time in a facultative x winter growth habit barley (Hordeum
vulgare L.) mapping population. Theor. Appl. Genet. 110: 1458 — 1466.

Karsai I. 2008. Effect of low light intensity on the VRN-HI and VRN-H?2 vernalization response loci in barley
(Hordeum vulgare L.). Acta Agronomica Hungarica 56(1): 1 — 10.

Karsai 1., Szlics P., Kdszegi B., Hayes P. M., Casas A., Bed6 Z., Veisz O. 2008. Effects of photo and thermo
cycles on flowering time in barley: a genetical phenomics approach. J. Exp. Bot. 59 (10): 2707 — 2715.

Koti K., Karsai 1., Szlics P., Horvath Cs., Mészaros K., Kiss G. B., Bed6 Z., Hayes P. M. 2006. Validation of
the two — gene epistatic model for vernalization response in a winter X spring barley cross. Euphytica
152: 17 —24.

Sziics P., Skinner J. S., Karsai 1., Cuesta-Marcos A., Haggard K. G., Corey A. E., Chen T. H. H., Hayes P. M.
2007. Validation of the VRN-H2/VRN-H1 epistatic model in barley reveals that intron length variation in
VRN-H1 may account for a continuum of vernalization sensitivity. Mol. Genet. Genomics 277:249 — 261.

von Zitzewitz J., Sziics P., Dubcovsky J., Yan L., Francia E., Pecchioni N., Casas A., Chen T. H. H., Hayes P.
M., Skinner J. S. 2005. Molecular and structural characterization of barley vernalization genes. Plant Mol.
Biol. 59: 449 — 467.

Yan L., Fu D., Blechl A., Tranquilli G., Bonafede M., Sanchez A., Valarik M., Yasuda S., Dubcovsky J. 2006.
The wheat and barley vernalization gene VRN3 is an orthologue of FT7. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103
(51): 19581 — 19586.

Yasuda S., Hayashi J., Moriya 1. 1993. Genetic constitution for spring growth habit and some other characters
in barley cultivars in the Mediterranean coastal region. Euphytica 70: 77 — 83.

185






DOI: 10.37317/biul-2009-0067

NR 252 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN 2009

BARBARA WIEWIORA
Zaktad Nasiennictwa i Nasionoznawstwa
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Radzikowie

Podatno$¢ jeczmienia jarego na porazenie przez
Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem. sprawce
plamistosci lisci

Susceptibility of spring barley to infection of Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem.
the causal agent of spot blotch

Badania dotyczyly podatnosci jgczmienia jarego w roéznych fazach rozwojowych na plamisto$¢ lisci
powodowana przez Bipolaris sorokiniana. Obejmowaty ocen¢ wschodoéw polowych po inokulacji
ziarna, okre$lenie wplywu fazy rozwojowej, w ktorej ma miejsce infekcja na wystapienie plamistosci
lisSci w doswiadczeniu polowym oraz wplywu porazenia ro$lin przez B. sorokiniana na plon i
zdrowotno$¢ materialu nasiennego. Ponadto przeprowadzono laboratoryjna ocen¢ odpornosci
wybranych odmian na plamisto$¢ lisci. Wykonane analizy wykazaly, ze inokulacja ziarniakow
grzybem B. sorokiniana spowodowata obnizenie wschodow polowych u wszystkich badanych odmian.
Najwigksze nasilenie plamistosci lisci w poréwnaniu do poletek kontrolnych obserwowano na
ro$linach inokulowanych w czasie kloszenia i kwitnienia. Ponadto stwierdzono, ze plon ziarna, a
zwlaszcza jego porazenie przez B. sorokiniana zalezaly od fazy rozwojowej jeczmienia, w ktorej
nastapita infekcja. Sposrod badanych odmian najbardziej odporne na plamistos¢ lisci w warunkach
laboratoryjnych byly odmiany Lailla i Prosa, a najbardziej podatne okazaty si¢ odmiany Rastik i
Widawa.

Stowa kluczowe: Bipolaris sorokiniana, faza rozwojowa, infekcja, jeczmien jary, plamistos¢ lisci,
podatno$é

The research concerned susceptibility of spring barley to infection of Bipolaris sorokiniana in
relationship to plant development stage. The aim of this study was the estimation of emergence after
seed inoculation and influence of plant development stage on occurrence of leaf spot in a field
experiment. The effects of plant infections by B. sorokiniana on seed yield and seed health were also
investigated. According to our results, the emergence of all examined cultivars decreased after seed
inoculation of fungal solution of B. sorokiniana. The highest incidence of infection, in comparison to
the control, was observed on plants inoculated at heading and flowering. It was also found that seed
yield and seed infection by B. sorokiniana is strongly influenced by plant development stage, in which
infection occurs. The most resistant cultivars, in the laboratory conditions, were Lailla and Prosa while
the most susceptible were Rastik and Widawa.

Key words: Bipolaris sorokiniana, growth stage, infection, leaf spot, seed health, spring barley,
susceptibility
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WSTEP

Grzyb Bipolaris sorokiniana jest znanym patogenem jeczmienia i sprawcg powszechnie
wystepujacych chordb podsuszkowych, plamistosci lisci oraz czernienia ktosow. Patogen
ten wystepuje powszechnie w uprawach nie tylko jeczmienia, ale rowniez pszenicy i wielu
gatunkow traw na catym $wiecie (Kiesling, 1985). Jeczmien jest podatny na infekcje w
kazdej fazie wzrostu. Spadek plonu moze dochodzi¢ nawet do ponad 30% i jest
nastepstwem porazenia korzeni, dolnych miedzywezli, lisci, klosow, a w nich ziarna (Eng-
Chong-Puaiin., 1985; Grey i Mathre, 1984). Objawy plamistosci liSci najliczniej pojawiajg
si¢ w regionach, w ktorych podczas sezonu wegetacyjnego utrzymuje si¢ wysoka
wilgotnos$¢ i temperatura pomigdzy 22° i 30°C (Fletch i Steffenson, 1994; Ghazvini i
Tekauz, 2007).

Zrédlem infekcji moze byé zardwno material siewny, jak igleba. W przypadku
porazonego ziarna infekcja nastgpuje za posrednictwem grzybni zlokalizowanej migdzy
plewkami, a okrywa owocowo-nasienng oraz przez konidia zanieczyszczajace powierzch-
ni¢ ziarniakow (Kumar 1 in., 2001). Czestotliwos¢ zakazenia ziarna przez B. sorokiniana
zalezy od ilosci materialu infekcyjnego znajdujacego si¢ w otoczeniu ro$lin podczas
kwitnienia i formowania ziarna. NajczeSciej sa to konidia przenoszone przez prady
powietrza z porazonych lisci. Duza wilgotno$¢ sprzyja porazeniu aparatu asymilacyjnego
lisci, zarodnikowaniu i zakazaniu ziarna w ktosach (Couture i Sutton, 1978). Z porazonego
ziarna wyrastaja chore siewki, a na pochwach i blaszkach lisciowych grzyb tworzy konidia
powodujace wtdrne infekcje.

Patogen przezywa jako grzybnia w zainfekowanych nasionach lub jako saprotrof na
obumartych tkankach roslinnych (Barba i in., 2002). W ziarniakach grzybnia moze
zachowac¢ zywotnos¢ do czterech lat (Christensen, 1963). Oprocz tego B. sorokiniana jest
fakultatywnym pasozytem, ktory moze zy¢ saprotroficznie w glebie. Przezywa w postaci
grubo$ciennych przetrwalnikow, ktoére sg gldownym czynnikiem sprawczym zgnilizny
korzeni (Clark i Wallen, 1969). Grzyb ten charakteryzuje si¢ zdolnoScia wytwarzania
toksyny zwanej helminthosporalem oraz wydzielania poligalaktouranazy, celulazy i
pektynoesterazy (Nakijima i in., 1998). Kachlicki (1995) donosi, Ze najczeséciej wyste-
pujaca i aktywng fitotoksyna tego gatunku jest prehelminthosporol, ktory odgrywa wazna
role w patogenezie wptywajac na ostabienie lub nawet zabicie komorek rosliny (Lilijeroth
iin., 1993)

Szkodliwos¢ B. sorokiniana zalezy nie tylko od warunkéw pogody, ale przede
wszystkim od podatnosci odmian (Grey i Mathre, 1984; Lacicowa i Pigta, 1991). Rownie
waznym zagadnieniem jest patogeniczna specjalizacja tego gatunku, ktdrg po raz pierwszy
opisal Christensen (1922). Powszechnie wiadomo, ze populacje tego patogena
charakteryzuja si¢ duzg zmiennos$cia wirulencji. Valjavec-Gratian i Steffenson (1997) w
swojej pracy oznaczyli trzy patotypy dla tego gatunku. Podobne wyniki uzyskali Arabi i
Jawhar (2004) opisujac obecno$¢ w Syrii trzech grup wirulencji wsrod 11 izolatéw
badanych przy uzyciu 10 réznych genotypoéw jeczmienia. W Australii za§ Meldrum i wsp.
(2004) zidentyfikowali sze$¢ patotypoéw wsrdd badanych 34 izolatow. Wystepowanie i
szkodliwo$¢ B. sorokiniana dla upraw jeczmienia jarego zalezy od bardzo wielu
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czynnikow zwlaszcza od rejonu upraw, warunkéw pogodowych, podatnosci odmian, jak
roOwniez patotypdw patogena wystepujacych na tym rejonie oraz ich wirulencji.

Celem badan bylo okreslenie wschodéw polowych po inokulacji ziarna oraz wptywu
fazy rozwojowej, w ktorej ma miejsce infekcja grzybem B. sorokiniana na wystapienie
plamistosci lisci w doswiadczeniu polowym oraz na plon ziarna i jego porazenie przez tego
patogena. Ponadto przeprowadzono ocene odpornosci wybranych odmian na plamistosé
lisci powodowang przez B. sorokiniana w warunkach laboratoryjnych.

MATERIAL I METODY

Material do badan stanowily ziarniaki 12 odmian jeczmienia jarego otrzymane od
hodowcow (Antek, Barke, Bryl, Hanka, Johan, Justina, Lailla, Prosa, Rastik, Refren, Ryton
i Widawa), ktore postuzyty do zalozenia doswiadczenia polowego prowadzonego w latach
20062008 na polu doswiadczalnym w Radzikowie. Inokulacje ziarna oraz ro$lin w fazie
krzewienia, strzelania w zdzbto, kloszenia i kwitnienia wykonano uzywajgc inokulatu
(zawiesina zarodnikow konidialnych grzyba B. sorokiniana) o stezeniu 2,5%10°
zarodnikéw w 1 ml roztworu. Kontrole stanowily rosliny niecinokulowane.

Inokulat przygotowywano w oparciu o jednozarodnikowag kulture grzyba B.
sorokiniana, ktoéry wcze$niej wyizolowano z ziarna i inkubowano przez 14 dni w
temperaturze 24°C i przemiennym o$wietleniu NUV 360 nm i ciemnosci (12h/12h).
Wczeéniej oznaczono patogeniczno$¢ kilku izolatow, ktdrg okreslono na prébie 100
ziarniakow jeczmienia odmiany Scarlett inokulowanych zawiesing zarodnikow
konidialnych o stezeniu 2,5%x10°w 1 ml roztworu. Po dziewigciu dniach oznaczono liczbe
ziarniakow nieskietkowanych oraz skietkowanych, ale porazonych — zbrunatniate
korzenie i czg$¢ nadziemna. Wybrano izolat najsilniej patogeniczny w stosunku do
odmiany Scarlett (52% ziarniakoéw nieskietkowanych i 34% porazonych), ktory uzyto do
dalszych badan.

Inokulacj¢ w warunkach polowych wykonywano w godzinach wieczornych, gdy
temperatura powietrza spadata ponizej 20°C. Przez 3—4 dni po inokulacji ro$liny
spryskiwano woda, w celu zapewnienia odpowiedniej wilgotnosci dla skietkowania
zarodnikoéw patogena. Do oceny porazenia przez choroby zastosowano 9 stopniowa skale
zalecang przez COBORU, gdzie 9° to brak objawow, a 1° to 50% powierzchni lisci z
objawami chorobowymi (Kaczynski i in., 1998). Po zbiorach oznaczono plon z poletka o
powierzchni 1m?i oceniono zasiedlenie ziarna zebranego w do$wiadczeniu polowym przez
gatunek B. sorokiniana.

Analize fitopatologiczng wykonano na 200 ziarniakach, ktére wyktadano na ptytki
Petriego z pozywka PDA. Inkubacja przebiegata w termostacie o statej temperaturze 20°C
i przemiennym o$wietleniu NUV 360 nm 12h/12h ciemnosci. Po 15-20 dniach od
przeszczepienia kultur na plytki plastykowe z podlozem agarowo-ziemniaczanym i
inkubacji w podanych wyzej warunkach, stymulujagcych zarodnikowanie okreslono na
nasionach liczbe kolonii gatunku Bipolaris sorokiniana.
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Metoda laboratoryjna okreslenia podatnosci odmian na B. sorokiniana polegata na
ocenie porazenia 7-dniowych siewek wedlug skali 5-stopniowej (rys. 1) i wyliczeniu
wskaznika chorobowego wedtug wzoru (Lacicowa, 1969):

suma iloczynow liczbowych wskaznikow skali i liczb
siewek odpowiadajacej danemu wskaznikowi

ogolna liczba badanych siewek x najwyzszy
wskaznik cyfrowy skali

Wskaznik chorobowy = x 100

Rys. 1. Skala porazenia siewek
Fig. 1. Rating scale for assessing of seedling infection

Analizy statystyczne przeprowadzono w Systemie SAS® w wersji 1.9 (SAS Institute
Inc., 2004 a, 2004 b).

WYNIKI

Wschody polowe byly oceniane na poletkach kontrolnych oraz na poletkach, gdzie
wysiewano materiat siewny inokulowany zawiesing zarodnikow B. sorokiniana przez trzy
kolejne lata: 2006, 2007 i 2008. Warto$ci tego parametru istotnie roznity si¢ pomiedzy
kontrolg i inokulowanym ziarnem i ksztattowaty sie $rednio na poziomie 279,6 ro$lin/m?
na poletkach kontrolnych i 258,3 ro$lin/m* na poletkach, gdzie wysiewano inokulowane
ziarniaki. Sposrdéd badanych odmian najlepsze wschody na kontroli obserwowano dla
odmian Antek i Ryton (odpowiednio 306,7 i 298,2 ro$lin/m?), a najstabsze dla odmiany
Rastik — 225,9 ro$lin/m?. Na poletkach, gdzie wysiewano ziarniaki inokulowane rowniez
najlepiej wschodzito ziarno odmiany Ryton (§rednio 276,7 ro$lin/m?) oraz Hanka ($rednio
278,8 ro$lin/m?), za$ najstabiej odmiany Rastik — 204,2 roSlin/m? (rys. 2).
Przeprowadzone dos$wiadczenia wykazaly, Ze inokulacja ziarniakoéw spowodowala
obnizenie wschodoéw polowych u wszystkich badanych odmian. Stwierdzono, ze wschody
ros$lin na poletkach, gdzie wysiewano inokulowane ziarno, byly nizsze $rednio o 21,3
szt./m? (zakres od 8,4 dla odmiany Bryl do 35,1 szt./m? dla odmiany Antek).
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Rys. 2. Wschody polowe na poletkach kontrolnych i obsianych ziarnem inokulowanym
Fig. 2. Field emergence on control plots and plots where inoculated sowing material was used

Plamisto$¢ lisci powodowana przez B. sorokiniana byta oceniana réwniez przez trzy
sezony wegetacyjne w latach 2006, 2007 i 2008. Objawy tej choroby przy naturalnej
infekcji w niewielkim nasileniu wystapity zarowno w roku 2006 jak i 2008. Takze wysiew
inokulowanego materialu siewnego oraz przeprowadzenie inokulacji w réznych fazach
rozwojowych roslin nie spowodowalo spodziewanych efektow w postaci znacznego
uszkodzenia blaszki lisciowej. Przyczyna stabego rozwoju choroby byly niesprzyjajace
warunki pogodowe w czasie inokulacji i po jej wykonaniu zaréwno w roku 2006 jak i 2008.
W obu tych latach prowadzenia doswiadczenia, w czasie wegetacji jgczmienia $rednia
dobowa temperatura powietrza i suma opadow od kwietnia do czerwca (okres
przeprowadzania inokulacji) byta podobna (od 9,2°C do 18,3°C w 2006 i od 9,4°C do
19,0°C w 2008). Roznice dotyczyty tylko temperatury w lipcu (23,4°C w 2006 1 19,5°C w
2008) oraz sum opadow w lipcu (4,6 mm w 2006 1 62,5 mm w 2008) i sierpniu (189,8 mm
w 2006 1 51,4 mm w 2008). Najkorzystniejsze warunki dla rozwoju choroby wystapity w
2007 roku, kiedy to obok sprzyjajacej rozwojowi choroby $redniej temperatury powietrza
w czerwceu (19,1°C), wystapily obfitsze opady (72,2 mm) w porownaniu do tego okresu w
roku 2006 i 2008 (tab. 1). We wszystkich latach prowadzenia oceny, najwigksze nasilenie
plamistosci lisSci w poréwnaniu do poletek kontrolnych obserwowano na ros$linach
inokulowanych w czasie ktoszenia i kwitnienia: Sredni stopien porazenia odpowiednio 7,60
i 7,62. Na poletkach kontrolnych z naturalng infekcja praktycznie nie obserwowano
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objawow choroby ($redni stopien porazenia od 8,4 dla odmiany Hanka do 9,0 dla odmiany
Rastik). Analizy statystyczne wykazaly istotne roznice w wystgpowaniu objawow
chorobowych na poletkach kontrolnych i1 poletkach, gdzie zostata przeprowadzona
inokulacja ziarna i ro$lin (tab. 2). Mozna zatem stwierdzi¢, Ze na porazenie roslin przez
tego patogena majga wptyw nie tylko warunki pogodowe w czasie wegetacji, ale rowniez
faza rozwojowa, w ktorej zachodzi proces infekcji.

Tabela 1
Srednia temperatura i suma opadéw w czasie wegetacji jeczmienia jarego w latach 2006-2008 na tle
danych z wielolecia
Mean temperature and sums of precipitation during vegetation of spring barley in the years 2006-2008
in comparison to long-term averages

Srednia dobowa temperatura [C°] Suma opadow [mm]
Miesiace Mean daily temperatures [°.C] : Precipitation sums [mm] : .
Months wielolecie wielolecie
2006 2007 2008 long-term 2006 2007 2008 long-term
19762008 1976-2008
Kwiecien — April 9,2 9,7 9,4 8,5 38,8 20,0 30,2 30,8
Maj — May 14,3 15,7 14,0 14,5 52,0 63,2 56,6 46,1
Czerwiec — June 18,3 19,1 19,0 17,3 29,0 72,2 15,0 58,0
Lipiec — July 234 19,1 19,5 19,0 4,6 94,8 62,5 72,5
Sierpien — August 18,1 19,3 18,8 18,4 189,8 58,2 51,4 55,7
Srednia temperatura
i suma opadéw 16,7 166 16,1 15,5 3142 3084 2157 263,1

Mean temperature and
sums of precipitation

Tabela 2
Wplyw inokulacji ziarna i rolin B. sorokiniana na wystepowanie plamistosci liSci na roslinach
w doswiadczeniu polowym
Influence of seed and plant inoculation by B. sorokiniana on leaf spot occurrence in field experiment

Inokulacja — Inoculation
Odmiana Kontrola L . strzelanie . S NIR
Cultivar Control ziarniaki krgeW{enle w 2dzblo k{osz§me kw1tnle_me LSD
seed tillering . heading flowering
stem elongation

Antek 8,76 8,27 8,10 8,17 7,77 7,67 NS
Bryl 8,93 8,33 7,60 8,33 7,83 7,73 NS
Justina 8,83 8,50 743 8,07 8,00 7,53 NS
Rastik 9,00 8,33 8,40 8,17 7,33 7,67 NS
Refren 8,76 8,07 7,53 8,27 7,00 7,43 NS
Widawa 8,60 8,27 7,93 8,00 7,50 7,67 NS
Barke 8,76 8,53 8,00 8,17 7,70 7,70 NS
Hanka 8,40 8,50 7,93 7,83 7,83 7,53 NS
Johan 8,50 8,33 8,00 7,90 7,33 7,43 NS
Lailla 8,43 8,33 8,10 7,93 7,00 7,93 NS
Prosa 8,67 7,83 7,90 8,43 7,93 7,67 NS
Ryton 8,83 8,50 8,27 8,50 8,00 7,67 NS
Srednio 8,70 8,32 7,93 8,15 7,60 7,62 0,504%*
Mean

* Istotne dla o = 0,05; ** Istotne dla oo = 0,01
* Significant for o = 0.05; ** Significant for oo = 0.01
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Oszacowano rowniez $redni plon ziarna z poletka dla kazdej z badanych odmian i
stwierdzono, ze przeprowadzenie inokulacji ziarna i ro$lin nie wplyn¢lo istotnie na
wielko$¢ plonu, a jedynie na jego porazenie przez B. sorokiniana. WartoSci uzyskanego
plonu jeczmienia wahaly si¢ §rednio od 0,56 kg/poletko dla roslin inokulowanych w czasie
krzewienia i kloszenia do 0,58 kg/poletko dla kontroli oraz dla ro$lin inokulowanych w
czasie kwitnienia (rys. 3). Obserwowano jednak zr6znicowanie plonowania w zalezno$ci
od roku zbioru i stwierdzono, ze wszystkie badane odmiany uzyskaty najlepszy plon w
roku 2007, za$ najgorsze plonowanie obserwowano w roku 2006.
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NIR dla kombinacji = 0,086; LSD for combinations = 0.086
NIR dla lat = 0,026**; LSD for years = 0.026**
* Istotne dla o = 0,05; ** Istotne dla oo = 0.01
* Significant for o = 0.05; ** Significant for o =0.01
Rys. 3. Plon z poletka badanych odmian jeczmienia jarego po inokulacji materialu siewnego i roslin
Fig. 3. Yield of spring barley cultivars after inoculation of sowing material and plants

W 2006 roku obserwowano zroéznicowanie plonowania pomi¢dzy badanymi kombina-
cjami, ktore wahato si¢ $rednio od 0,33 kg zebranych z poletek, na ktoérych inokulacje
przeprowadzono w czasie ktoszenia do 0,40 kg/poletko dla kombinacji z inokulacjag w
czasie krzewienia. Stwierdzono, ze wysiew inokulowanych ziarniakow oraz infekcja roslin
w czasie kloszenia wptyneta na niewielkie obnizenie plonowania odpowiednio o $rednio
0,05 kg/poletko i 0,06 kg/poletko. Inokulacja roslin wykonana w pozostatych, badanych
fazach rozwojowych nie spowodowata zmian w plonowaniu jeczmienia. Niewielkie
roéznice w plonowaniu obserwowano w 2007 roku, ktore wahaty si¢ pomiedzy badanymi
kombinacjami: od 0,71 kg/poletko dla roslin inokulowanych w czasie krzewienia do 0,82
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kg/poletko dla kombinacji z inokulacjg roslin w czasie kwitnienia. Najwigkszy spadek
plonu w porownaniu do kontroli obserwowano na poletkach, gdzie rosliny inokulowano w
czasie krzewienia — §rednio o 0,07 kg. Ponadto stwierdzono, Ze rok ten charakteryzowat
si¢ najlepszymi warunkami pogodowymi dla rozwoju jeczmienia, gdyz uzyskany plon ze
wszystkich badanych kombinacji byt wyzszy niz w latach 2006 1 2008. W 2008 roku plon
z poletka w zaleznos$ci od kombinacji wahat si¢ 0,52 kg dla inokulacji w czasie kwitnienia
do 0,58 kg dla kombinacji z inokulowanymi ziarniakami i roslinami w czasie krzewienia
(rys. 3). Roznice w plonowaniu pomig¢dzy badanymi kombinacjami byly niewielkie i
wynosily $rednio od 0 do 0,04 kg. W trakcie trzech lat badan obserwowane rdznice
plonowania pomi¢dzy badanymi kombinacjami okazaty si¢ jednak nieistotne statystycznie.
Istotne roznice obserwowano jedynie pomig¢dzy latami zbioru, gdzie najlepszy okazat si¢
rok 2007, a najgorszy 2006.

Inokulacja grzybem B. sorokiniana w roznych fazach rozwoju jeczmienia istotnie
wplyneta na zdrowotno$¢ ziarna, a zwlaszcza na porazenie przez B. sorokiniana. Analiza
zdrowotnos$ci ziarniakow zebranych w 2006 roku wykazata, ze najsilniej porazone przez
tego patogena byly ziarniaki zebrane z roslin inokulowanych w fazie krzewienia ($rednio
16,4 kolonii/100 ziaren) (rys. 4).
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NIR dla kombinacji = 13,89**; LSD for combinations = 13.89**
NIR dla lat = 1,49** ; LSD for years = 1.49%*
* Istotne dla o = 0,05; ** Istotne dla o = 0,01
* Significant for o = 0.05; ** Significant for oo = 0.01
Rys. 4. Wplyw inokulacji ziarna i roslin na porazenie przez B. sorokiniana materialu siewnego
zebranego w doswiadczeniu polowym
Fig. 4. Influence of sowing material and plant inoculation by B. sorokiniana on infection by this
pathogen of seeds harvested in field experiments
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Przeprowadzona w tym samym czasie analiza ziarniakow z ros$lin kontrolnych wykazata
porazenie na poziomie 4,2 kolonii/100 ziaren. Sposroéd badanych odmian B. sorokiniana
najczesciej izolowano z ziarniakow odmiany Antek i Bryl, zwlaszcza zebranych z roslin
inokulowanych w czasie krzewienia i strzelania w zdzbto. Oceniajgc zdrowotno$¢ ziarna
zebranego w doswiadczeniu polowym w 2007 roku stwierdzono, ze wszystkie badane
proby ziarniakoéw bylty w bardzo duzym stopniu zasiedlone przez B. sorokiniana. Najsilniej
zasiedlone byly ziarniaki zebrane z ro$lin inokulowanych w fazie ktoszenia ($rednio 97,6
kolonii/100 ziaren). Najmniej licznie, chociaz takze w znacznej ilosci gatunek ten wystapit
na inokulowanym ziarnie — §rednio 77,1 kolonii/100 ziaren (rys. 4). W zaleznosci od fazy,
w ktorej przeprowadzono inokulacje, patogen ten stanowit od 51,6 do 82,0% wszystkich
zidentyfikowanych grzybow. Najczgséciej byt on izolowany z ziarna odmiany Prosa i
Hanka, zebranego z ro$lin inokulowanych w czasie strzelania w zdzbto, kloszenia oraz
kwitnienia.

Przeprowadzone badania laboratoryjne na siewkach i wyliczony wskaznik chorobowy
dla poszczegdlnych odmian, pozwolil na uszeregowanie badanych odmian pod wzglgdem
ich odpornosci na plamistos¢ lisci. Najnizszy wskaznik chorobowy uzyskano dla odmiany
Lailla (17,1) i Prosa (po 18,8), a co za tym idzie odmiany te w warunkach laboratoryjnych
okazaty si¢ najbardziej odporne na plamisto$¢ lisci powodowang przez B. sorokiniana.
Najbardziej podatne na t¢ chorobe okazaty si¢ odmiany Rastik (wskaznik chorobowy 39,4)
i Widawa (wskaznik chorobowy 37,3) (rys. 5).
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Rys. 5. Wskaznik chorobowy podatnos$ci badanych odmian jeczmienia jarego na B. sorokiniana
Fig. 5. Disease index of spring barley cultivars susceptibility to B. sorokiniana
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DYSKUSJA

Grzyb B. sorokiniana atakuje ros$liny w kazdej fazie wzrostu, a spadek plonu moze
wahac¢ si¢ od 20% do 80% (Duveiller i Gilchrist, 1994), ale moze réwniez doj$¢ do 100%
strat w czasie dogodnych warunkow $rodowiska dla rozwoju infekcji (Srivastava i in.,
1971). Jeczmien jest podatny na infekcje w kazdej fazie wzrostu, jednak nie znaleziono
zadnych informacji moéwigcych o tym, w ktorym momencie rozwoju roslina jest
najbardziej wrazliwa na atak patogena i kiedy odpowiada na ten atak najwigckszym
spadkiem plonu i jego zdrowotnosci. Duveiller i wsp. (1998) stwierdzili jednak, Ze istnieje
zalezno§¢ pomiedzy wystepowaniem choroby, wysokoscig roslin i ich wczesnoscia.
Rowniez Joshi i wsp. (2002) badajac pszenice obserwowali, ze pozniej dojrzewajace
genotypy wydaja si¢ by¢ odporne, bo unikaja infekcji, poniewaz cykl rozwojowy rosliny
nie jest zsynchronizowany z cyklem rozwojowym patogena.

Przeprowadzone badania wtasne wykazaly, ze porazenie ziarna przez gatunek Bipolaris
sorokiniana ma istotny wplyw na obnizenie wschodow polowych. W przeprowadzonym
doswiadczeniu stwierdzono, ze wschody polowe byly nizsze od kontroli od 3,2 do 11,4%
($rednio 7,6%) w zaleznosci od odmiany. Potwierdzaja to badania Lacicowej (1990) oraz
Szyrmera 1 wsp. (1984) nad zdrowotno$cig nasion jgczmienia jarego oraz wplywem
mikroorganizméw zasiedlajacych ziarno na zdolno$¢ kietkowania i wschody polowe.
Autorzy ci stwierdzili, ze wraz z obnizeniem zdrowotno$ci materiatu siewnego nastepowat
spadek warto$ci obu tych parametrow. Wschody polowe ulegly obnizeniu o ponad 30%, a
uwzgledniajac wypadanie siewek na skutek infekcji, obsada roslin na plantacji zmniejszyta
si¢ znacznie ponizej optimum przewidzianego dla gatunku. Powszechnie wiadomo, ze
infekcja siewek nastepuje za posrednictwem grzybni zlokalizowanej migdzy plewkami, a
okrywa owocowo-nasienng oraz przez konidia zanieczyszczajace powierzchni¢ ziarniakow
(Kumar i in., 2001), czyli przyczyna stabszych wschodow polowych jest gltownie
zasiedlony materiat siewny.

Podczas obserwacji polowych stwierdzono, ze plamisto$¢ lisci przy naturalnej infekcji
wystapita w niewielkim nasileniu zaréwno w roku 2006 jak i 2008. Takze wysiew
inokulowanego materialu siewnego oraz przeprowadzenie inokulacji w r6znych fazach
rozwojowych roslin nie spowodowalo wiekszego uszkodzenia roslin. Przyczyna stabego
rozwoju choroby byly niesprzyjajace warunki pogodowe w czasie inokulacji i po jej
wykonaniu. Mimo, Ze patogen rozwija si¢ w szerokim zakresie temperatury od 4°C do
36°C (optimum 24-28°C) (Surin i in., 2001), to znaczgca rol¢ w rozwoju choroby
odgrywaja opady i chociaz przez kilka dni po inokulacji ro$liny spryskiwano woda, w celu
zapewnienia odpowiedniej wilgotno$ci dla rozwoju choroby, to nie przyniosto to
pozadanego efektu. Najkorzystniejsze warunki dla rozwoju choroby byly w 2007 roku,
kiedy to obok sprzyjajacej rozwojowi choroby $redniej temperatury powietrza w czerwcu
(19,1°C), wystapity obfite opady (72,2 mm). Agarwal i Sinclair (1997) zwrdécili uwage, ze
opady i wysoka temperatura w czerwcu, w czasie kloszenia, maja znaczacy wplyw na
rozwdj mikroflory, zwlaszcza grzyba B. sorokiniana,. Autorzy ci podkreslili, ze wysoka
temperatura na poczatku maja i wilgotne oraz chlodniejsze warunki pod koniec maja i na
poczatku czerwca sprzyjaja wysokiemu porazeniu ziarniakdw. Z porazonego ziarna
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wyrastajg chore siewki, a na pochwach i blaszkach lisciowych grzyb tworzy konidia
powodujace wtorne infekcje, ktore maja miejsce w momencie obfitego powstawania
zarodnikéw konidialnych na nekrotycznych plamach, do czego niezbedna jest
odpowiednio wysoka wilgotnos¢ (Scott, 1995).

Badania plonowania jeczmienia wykazaty, ze przeprowadzenie inokulacji ziarna i roslin
nie wplynelo istotnie na wielko$¢ plonu, a jedynie na jego zasiedlenie przez B. sorokiniana.
Potwierdzaja to wyniki uzyskane przez Bailey i wsp. (1997), ktorzy obserwowali, ze
wysiew ziarna porazonego przez B. sorokiniana spowodowat redukcj¢ wschodow, ale plon
z poletka nie zwigkszy?t si¢ istotnie w stosunku do plonu uzyskanego z poletek, gdzie
wysiewano zdrowe ziarno. W prezentowanych badaniach wlasnych stwierdzono jedynie
réznice w porazeniu ziarna w zaleznosci od fazy rozwojowej roslin, w ktorej nastgpila
infekcja. Najsilniej porazone byly ziarniaki zebrane z roslin inokulowanych w fazie
kloszenia, za§ najmniej licznie, chociaz takze w znacznej frekwencji gatunek ten wystapit
na inokulowanym ziarnie. Stwierdzono roéwniez, ze ziarniaki ze zbioru 2007 byty duzo
czeéciej zasiedlone w porownaniu do zebranych w 2006 roku. Zrdznicowane wyniki
dotyczace liczby uzyskiwanych izolatow tego grzyba z ziarna w réznych latach zbioru i
roznych okregach rolniczych uzyskata rowniez Lacicowa (1990), co tlumaczyla
warunkami pogodowymi i glebowymi oraz niejednakowg iloscig materialu infekcyjnego
znajdujacego si¢ w otoczeniu podczas kwitnienia zbdz.

Jednak szkodliwos$¢ B. sorokiniana zalezy nie tylko od warunkéw pogody, ale przede
wszystkim od podatno$ci odmian, na co zwracajag uwage Grey i Mathre (1984) oraz
Lacicowa i Pieta (1991). Przeprowadzone laboratoryjne badania nad podatnoscia siewek
na B. sorokiniana wykazaly wyrazne zroznicowanie w obrebie badanych odmian.
Najbardziej odporne okazaty si¢ odmiany Lailla i Prosa, za$ podatne byly odmiany Rastik
i Widawa. Kumar i wsp. (2001) w pracy dotyczacej oddzialywaniu genu odporno$ci na
maczniaka prawdziwego Mlo w stosunku do nekrotroficznego gatunku B. sorokiniana
stwierdzili, ze odporne na maczniaka genotypy z mutacjag w Mlo locus wykazuja wigksza
wrazliwo$¢ na porazenie przez tego patogena w poroéwnaniu do dzikich form jgczmienia.
Z danych literaturowych wiadomo, ze infekcja jeczmienia przez ten gatunek grzyba jest
zwigzana z penetracja $cian komorkowych i akumulacjg nadtlenku wodoru, co w
koncowym efekcie przyczynia si¢ do $mierci komorkowej (Kumar i in., 2002). W pracy
prowadzono badania nad 12 odmianami jeczmienia jarego, z czego 6 posiadalo gen
odpornos$ci na maczniaka Mlo. Uzyskane wyniki nie pozwalajg jednak na stwierdzenie, ze
obecnos¢ tego genu wpltywa w zdecydowany sposob na podatnos¢ Iub odpornos¢ w
warunkach laboratoryjnych tych odmian w stosunku do B. sorokiniana. Spo$réd badanych
odmian posiadajacych gen odpornosci na maczniaka Mlo jedna okazata si¢ odporna na B.
sorokiniana, za$ pozostale charakteryzowaly si¢ s$rednimi warto§ciami wskaznika
chorobowego.

WNIOSKI

1. Inokulacja ziarniakow grzybem Bipolaris sorokiniana spowodowala obnizenie
wschodow polowych u wszystkich badanych odmian.
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2. Najwigksze nasilenie plamisto$ci lisci w porownaniu do poletek kontrolnych
obserwowano na roSlinach inokulowanych w czasie kloszenia i kwitnienia.
Stwierdzono, Ze na nasilenie wystgpowania choroby duzy wptyw miaty warunki
pogodowe panujace w czasie i po przeprowadzeniu inokulacji.

3. Nie obserwowano istotnego wplywu fazy rozwojowej jeczmienia, w ktorej
przeprowadzono inokulacje na plon ziarna, a jedynie na jego porazenie przez B.
sorokiniana.

4. Sposrod badanych odmian najbardziej podatne na plamistos¢ liSci w warunkach
laboratoryjnych okazaty si¢ odmiany Rastik i Widawa, za$ najbardziej odporne byly
Lailla i Prosa.
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Nawozenie azotem 1 chemiczna ochrona roslin
przed chorobami jako czynniki plonowania
jeczmienia jarego

Nitrogen fertilization and fungicide application as the elements
of spring barley production

Celem pracy byta ocena wptywu interakcji nawozenia azotem i ochrony roslin na wielko$¢ plonu
ziarna i biatka jeczmienia jarego. Badania prowadzono w Rolniczym Zakladzie Dos$wiadczalnym
IUNG-PIB Grabéw w latach 2005-2007. Jgczmien jary uprawiano w stanowisku po pszenicy ozimej
na 5 poziomach nawozenia azotem: 0, 30, 60, 90 i 120 kg N-ha!. Jako czynnik chemicznej ochrony
ro$lin przed chorobami grzybowymi zastosowano $rodki chemiczne zgodnie z programami trzech firm:
Syngenta, DuPont i BASF. Po zbiorach okreslano plon ziarna i elementy struktury oraz zawarto$¢ i
plon biatka. Stwierdzono, ze warunkiem uzyskania wysokich plonéw ziarna i biatka jeczmienia
paszowego byly sprzyjajace warunki pogody, charakteryzujace si¢ ciepla i wilgotng pogoda w fazach
krzewienia i wypehiania ziarna oraz intensywne nawozenie azotem. O wysokim plonie ziarna w takich
warunkach decydowata liczba ziaren w klosie i masa tysiagca ziaren. Jednoczesny wplyw nawozenia
azotem 1 chemicznej ochrony roslin przed chorobami na plon ziarna i biatka jeczmienia jarego miat
charakter addytywny.

Stowa kluczowe: jgczmien jary, nawozenie azotem, program ochrony roslin

The purpose of the study was the estimation of interaction between N fertilization and plant
protection in spring barley production. The studies were conducted in Grabow Experimental Station of
the Institute of Soil Science and Plant Cultivation in 2005-2007. Spring barley was cultivated after
winter wheat on 5 levels of nitrogen fertilizers 0, 30, 60, 90 and 120 kg N-ha™! and under 3 plant
protection programs: Syngenta, DuPont and BASF. Grain yield, its components, protein content and
yield were examined. Warm and moist weather conditions during tillering and grain filling and
intensive nitrogen fertilization were the requirements for high grain and protein yield. In such
conditions number of grains per spike and weight of 1000 grains were the parameters decisive upon
grain yield. Simultaneous effects of N fertilization and plant protection on grain and protein yields were
of the additive type.

Key words: nitrogen fertilization, plant protection program, spring barley
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WSTEP

Warunkiem uzyskania duzego plonu jgczmienia jest whasciwy dobor czynnikow
wplywajacych z jednej strony na formowanie sktadowych plonu ziarna, a z drugiej strony
na ich ochrong. Azot jest jednym z najwazniejszych czynnikéw kontrolujacych wzrost i
rozwoj, a zatem i koncowy plon ziarna jgczmienia (Noworolnik, 2003). Roslina ta jest
jednak atakowana przez wiele patogendw powodujacych choroby grzybowe (Fiedorow i
in., 2008), powinna by¢ zatem skutecznie chroniona przed stratami potencjalnego plonu
(Kaniuczak, 2001). Srodki ochrony roslin dzialaja najczesciej zapobiegawczo i propo-
nowane sg przez producentow w formie tzw. programow (Dgbrowski, 2001). Zgodnie z
panujaca powszechnie opinig nawozenie azotem zwigksza podatno$¢ roslin na choroby
grzybowe (Noworolnik, 2003). Mozna si¢ zatem spodziewa¢ interakcji pomigedzy dawka
nawozenia azotem i sposobem chemicznej ochrony roslin. Plon ziarna jeczmienia powinien
takze spetnia¢ wymagania jako$ciowe, aby zapewni¢ wysoki plon biatka. Jako$¢ ziarna, co
prawda uwarunkowana genetycznie (Przulj i Momcilovic, 2001 b), nawet w wigkszym
stopniu niz wielkos$¢ plonu ziarna zalezy od wielu czynnikoéw zewnetrznych, szczegolnie
od przebiegu warunkoéw pogody (Bertholdsson, 1998, 1999) i nawozenia azotem (Petterson
i Eckersten, 2007). Celem badan byta ocena wplywu interakcji nawozenia azotem i ochrony
przed chorobami grzybowymi na wielkos$¢ plonu ziarna i biatka jeczmienia jarego.

MATERIAL I METODY

W opracowaniu przedstawiono wyniki badan prowadzonych w latach 2005-2007 w
Rolniczym Zaktadzie Doswiadczalnym IUNG-PIB Grabow. Przedmiotem badan byt jecz-
mien jary odm. Antek (2005 i 2006) oraz Justina (2007) uprawiany w stanowisku po
pszenicy ozimej. Pierwszy czynnik do§wiadczalny stanowita dawka nawozenia azotem: 0,
30, 60, 901 120 kg N-ha'! (tab. 1).

Tabela 1
Dawki i terminy nawozenia azotem
Nitrogen fertilization doses and times
Rok i liczba dni po siewie
Catkowita dawka azotu Year and days after sowing
Total N dose (kg N-ha™") 2005 2006 2007 2005 2006 2007
35 10 25 50 38 51

0 0 0
30 30 0
60 30 30
90 60 30
120 60 60

Nawozenie w dawkach 30 i 60 kg N-ha™! stosowano w fazie krzewienia, a w dawkach
wigkszych: 60 kg N-ha'w fazie krzewienia i 30 lub 60 kg N-ha' w fazie strzelania w
zdzbto. Jako czynnik chemicznej ochrony roslin przed chorobami zastosowano $rodki
chemiczne zgodnie z programami trzech firm: Syngenta, DuPont i BASF (tab. 2). Na
obiekcie kontrolnym nie stosowano srodkow chemicznej ochrony roslin przed chorobami.
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Dos$wiadczenie zatozono w uktadzie split-plot w czterech powtorzeniach. Zlokalizowano
je na glebie kompleksu zytniego b. dobrego o odczynie pHkci = 5,7. Powierzchnia poletek
do zbioru wynosita 28,8 m?2. Zbidr wykonano w fazie dojrzatoéci petnej ziarna. Oznaczono
plon ziarna i liczbe ktoséw na powierzchni 1 m? oraz masg 1000 ziaren i liczbg ziaren w
ktosie. Po zbiorze okreslono procentowa zawartos¢ biatka ogdtem w pelym ziarnie
metoda NIR w aparacie Inframatic 9100 firmy Perten oraz plon biatka z jednostki
powierzchni.

Tabela 2
Badane programy fungicydowej ochrony jeczmienia jarego
The programs of fungicide protection of spring barley
Program Stosowane Substancja biol. czynna | Grupa aktywna |Dawka Faza rozwojowa Dan po
. . . : . Development siewie
ochrony fungicydy Biologically active Active agent | Dose
Program Fungicide substance g I'! group 1 ha' phase Days after
DC sowing
Rok 2005
Acanto 250 SC pikoksystrobina 250 strobiluriny 0,6 49 67
Syngenta Tilt Plus 400 EC proplkopazol 125 trlazolc? 0.6 49 67
fenpropidyna 275 morfoliny
Cerelux Plus 535 EC 1uZilasol 160 triazole 04 49 67
fenpropimorf 375 morfoliny
DuPont - -
Charisma 207 EC fluzilasol 160,7 triazole 1 49 67
famokstae 100 oksazolidyny
Rex 500 SC karbendazym 250 benzimidazole 0,6 32 56
BASF epoksynazol 83 triazole
Juvel TT 483 SE krezoksym metylowy 83 strobiluriny 1,2 49 67
fenpropimorf 317 morfoliny
Rok 2006
. propikonazol 125 triazole
Syngenta Tilt Plus 400 EC fenpropidyna 275 morfoliny 1,0 49 55
Cerelux Plus 535 EC Huzilasol 160 triazole 03 49 55
fenpropimorf 375 morfoliny
DuPont Talius 200 EC proquinazid - 200 quinozoliny 0,15 49 55
. fluzilasol 160,7 triazole
Charisma 207 EC famokstae 100 oksazolidyny 0.8 49 33
epoksynazol 83 triazole
Juvel TT 483 SE krezoksym metylowy 83 strobiluriny 0,8 49 55
BASF fenpropimorf 317 morfoliny
Duett Ultra 497 SC tiofanat metylowy 310 be}lmmldazole 0.4 49 55
epoksykonazol 187 triazole
Rok 2007
. propikonazol 125 triazole _
Syngenta Tilt Plus 400 EC fenpropidyna 275 morfoliny 1,0 52-53 64
Talius 200 EC proquinazid 200 quinozoliny 0,15 52-53 64
DuPont Alert 375 SC kart?endazym 250 be}lmmldazole 1.0 52-53 64
flusilazol 125 triazole
BASF Duett Ultra 497 SC tiofanat metylowy 310 be}lmmldazole 0.6 53.53 64
epoksykonazol 187 triazole
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Réznice pomigdzy $rednimi oceniano za pomocg testu Tukeya na poziomie istotno$ci o
=0,05.

Warunki pogodowe w latach badan byly niejednakowe (tab. 3). Najbardziej korzystny
dla plonowania jeczmienia byt rok 2005. Charakteryzowat si¢ na ogot ciepla pogoda z
temperaturami lekko powyzej S$redniej wieloletniej i umiarkowang ilosciag opadow.
Wigksze opady deszczu i ochtodzenie wystapity w I i II dekadzie maja, a w lipcu
przeciagajace si¢ obfite opady deszczu wystapily w warunkach wysokiej temperatury
powietrza. Przebieg warunkéw pogody w roku 2006 byl niesprzyjajacy dla jeczmienia
jarego. Malg ilo$¢ opadow 1 wysokie temperatury notowano w okresie od kwietnia do lipca.
W roku 2007 warunki pogody byty na ogoét sprzyjajace dla zb6z jarych, aczkolwiek susza
w okresie wypelniania ziarna spowodowata stabsze plonowanie jgczmienia.

Tabela 3
Rozklad warunkéw pogody w latach 2005-2007
Weather conditions in the years2005-2007
Srednia temperatura dobowa (°C) Suma opadu (mm)
Mean daily temperature Precipitation sum
Miesiac $rednia $rednia
Month 2005 2006 2007 | Wieloletia |, 2006 2007 | Wicloletnia
multi-year multi-year
mean mean
Kwiecieh 8,6 9,0 8,7 75 10,2 30,1 133 42
April
May 13,5 13,6 15,2 12,4 84,0 534 74,6 53
May
Czerwiee 16,1 17,4 18,7 16,7 46,3 38,3 99,9 110
June
Lipiec 20,0 22,4 19,2 17,8 132,8 10,0 75,5 105
July
Sierpien 17,5 17,9 19,1 17,1 36,8 219,5 151,7 72
August
WYNIKI

Wszystkie badane czynniki wptywaty na istotne zwigkszenie plonu ziarna i sktadowych
plonu jeczmienia (tab. 4). Najwigkszy plon ziarna uzyskano w roku 2005, a duzy plon
uzyskano réwniez w roku 2007, podczas gdy rok 2006 byt najmniej sprzyjajacy produkcji
ziarna. Srednio z lat plon ziarna zwickszat si¢ wraz ze wzrostem dawki nawozenia azotem
do 90 kg N-ha'!, a badane programy ochrony ro$lin nie réznicowaty plonu ziarna,
zwigkszajac go jednak istotnie w stosunku do obiektu kontrolnego.

Najbardziej interesujgce sg jednak istotne interakcje: rok X nawozenie azotem (rys. 1),
rok x program ochrony roslin (rys. 2) oraz nawozenie azotem X program ochrony roslin

(rys. 3).
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Tabela 4
Plon ziarna i jego skladowe oraz zawarto$¢ bialka w ziarnie jeczmienia jarego
Grain yield, yield components and grain protein content of spring barley
Rok Dawka nawozenia azotem (kg ha™) Program ochrony roslin
Year Nitrogen dose (kg ha™') Plant protection program
2005 | 2006 | 2007 | 0 30 60 90 | 120 kc‘:)‘:trr"olf Syngenta | DuPont | BASF
Plon ziarna — Grain yield (kg ha™)
4208 3393 3780 2527 3519 4080 4379 4464 3495 3828 3898 3954
NIR — LSD: 157 228 190
Liczba ktoséw na 1 m>— Number of spikes per 1 m?
560 581 871 516 637 696 727 777 656 681 662 684
NIR — LSD: 20,8 31,3 26,3
Liczba ziaren w ktosie — Number of grains per 1 spike
15,2 14,4 10,1 10,9 12,6 13,9 14,5 143 13,1 13,2 13,4 13,3
NIR — LSD: 0,73 1,10 r.n*
Masa 1000 ziaren — Weight of 1000 grains
49,5 40,9 43,0 463 458 442 434 428 428 445 452 455
NIR —LSD: 1,11 1,67 1,40
Zawartos$¢ biatka w ziarnie — Grain protein content
12,4 12,1 12,2 10,4 10,9 12,1 13,2 14,4 12,3 12,2 122 12,2
NIR — LSD: r.n. 0,46 r.n.
Plon biatka — Protein yield (kg ha™)

529 419 470 264 386 494 577 642 437 471 487 490
NIR — LSD: 20,3 19,7 17,6
*r.n. Roznica nieistotna; Not significant difference
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Rys. 1. Wspéldzialanie lat badan z dawka nawozenia azotem

Fig. 1. Interaction between years and nitrogen rates

Najwigksza efektywno$¢ nawozenia (w stosunku do obiektu kontrolnego) stwierdzono
w latach 2005 1 2007, a najmniejsza w roku 2006 (rys. 1). W latach 2005 i 2007 plon ziarna
zwickszal sie istotnie przy nawozeniu w dawkach do 90 kg N-ha™!, a w roku 2006 tylko do
60 kg N-ha!. Regularna aplikacja fungicydow zabezpieczyta §redni wzrost plonu ziarna
jeczmienia o ok. 400 kg ziarna-ha! w ciggu trzech lat badah (tab. 3). Stosunkowo
najwicksza efektywnos$¢ ochrony roslin (w stosunku do obiektu kontrolnego) stwierdzono
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w roku 2007 (rys. 2). Istotna interakcja nawozenia azotem i ochrony ros$lin wyrazata si¢
wigkszg efektywno$cig badanych programow ochrony roslin w obiektach z wyzszymi
dawkami azotu (rys. 3). W roku 2007, charakteryzujacym si¢ duzg aktywnos$cig patogendow
chorob grzybowych, srednie przyrosty plonu ziarna na skutek stosowania fungicydow
wynosity ok. 660 kg ziarna-ha™! przy nizszych dawkach nawozenia azotem (do 60 kg N-ha-
i okoto 1200 kg ziarna-ha przy dawkach 90 i 120 kg N-ha™!. We wszystkich latach
badane programy ochrony roslin zapewnialty podobng ochrone ro$lin przed chorobami.
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Rys. 2. Wspéldzialanie lat badan z programami ochrony roslin
Fig. 2. Interaction between years and plant protection programs
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Rys. 3. Wspéldzialanie nawozenia azotem z programami ochrony roslin
Fig. 3. Interaction between nitrogen rates and plant protection programs
Najwigksza liczbe kltoséw na jednostce powierzchni stwierdzono w roku 2007, a

najmniejszg w roku 2005. Zwigkszata si¢ ona wraz ze wzrostem dawki nawozenia azotem
do 120 kg N-ha'! i byta praktycznie niezalezna od programu ochrony roslin przed
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chorobami (tab. 3). Jedynie program firmy BASF srednio z trzech lata badan istotnie
zwigkszal liczbe kltoséw w stosunku do kontroli.

Najwiegkszg liczbe ziaren w ktosie stwierdzono w roku 2005, a najmniejsza w roku 2007.
Zwigkszala si¢ wraz ze wzrostem dawki nawozenia azotem do 60 kg N-ha' i byla
niezalezna od sposobu ochrony roslin przed chorobami.

Masa 1000 ziaren byla najwicksza w roku 2005, a najmniejsza w roku 2006. Istotnie
zmniejszala si¢ przy wzro$cie dawki nawozenia azotem do 60 N-ha™! i nie réznita sie przy
réznych programach ochrony ro$lin, aczkolwiek stosowanie fungicydéw wptywato na
istotne zwigkszenie MTZ w stosunku do kontroli.

A zatem wysoki plon ziarna jeczmienia w latach 2005 i 2007 uwarunkowany byt
réznymi sktadowymi plonu. W roku 2007 o wysokim plonie ziarna zdecydowata duza
liczba klosow na jednostce powierzchni, a w roku 2005 — duza liczba ziaren w klosie 1
masa 1000 ziaren. Obydwie te sktadowe lgcznie zatem zdecydowaly o najwigkszej
produktywnosci pojedynczego klosa w roku 2005. W przypadku programu firmy BASF
plon ziarna z pojedynczego klosa w tym roku byl niemal dwukrotnie wigkszy niz w roku
2007.

Dla liczby kloséw na jednostce powierzchni stwierdzono istotne interakcje pomigdzy
rokiem badan a dawka nawozenia azotem i programem ochrony roslin oraz pomig¢dzy
dawka nawozenia azotem i programem ochrony roslin.

W roku 2005 kazda dawka azotu istotnie zwigkszata liczbg kloséw w stosunku do
kontroli, przy czym réznice pod wplywem kolejnych dawek nie byly istotne, w roku 2006
liczba klosow zwigkszala si¢ istotnie wraz ze wzrostem nawozenia azotem do dawki 60 kg
N-ha'!, a w roku 2007 az do dawki 120 kg N-ha'. W latach 2005 i 2006 badane programy
ochrony roélin nie réznicowaty liczby klosow. Jedynie w roku 2007 zwigkszaty liczbe
ktosow w nastepujacej kolejnosci: DuPont, kontrola, Syngenta, BASF. Na obiekcie
kontrolnym i obiekcie z programem ochrony firmy BASF liczba klosow zwigkszata si¢
wraz ze wzrostem dawki nawozenia azotem do 120 kg N-ha™!, a na obiektach firm Syngenta
i Du Pont — do 90 kg N-ha™!. Na wszystkich obiektach nawozenia azotem liczba ktosow nie
byla zréznicowana pomi¢dzy obiektami ochrony roslin.

W przypadku liczby ziaren w ktosie, masy 1000 ziaren i plonu ziarna z pojedynczego
ktosa stwierdzono istotne interakcje badanych czynnikow doswiadczalnych z latami badan.
Liczba ziaren w ktosie w latach 2005 1 2007 zwigkszata si¢ istotnie przy zwigkszaniu dawki
nawozenia do 60 kg N-ha™!, a w roku 2006 tylko do 30 kg N-ha'!. Dalsze zwickszanie dawki
N nie powodowalo wzrostu liczby ziaren w klosie. Masa 1000 ziaren w roku 2005 nie byta
istotnie zalezna od poziomu nawozenia N, w latach 2006 i 2007 najwigksza byla na
obiekcie nie nawozonym i nawozonym najmniejsza dawka azotu (30 kg N-ha™').

Zawarto$¢ bialka w ziarnie jeczmienia byta podobna w latach badan i zwigkszala si¢
istotnie wraz ze wzrostem dawki N do 120 kg-ha™! (tab. 4). Nie zalezala od sposobu ochrony
roslin.

Plon biatka z jednostki powierzchni byt zr6znicowany w latach badan i zmieniat si¢
zaleznie od dawki nawozenia azotem oraz programu ochrony ro$lin (tab. 4). Istotnie
najwickszy plon biatka stwierdzono w roku 2005, tj. roku najwigkszego plonowania i
najwickszej reakcji jeczmienia na nawozenie azotem. Srednio z lat badan zwigkszajace si¢
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nawozenie azotem do dawki 120 kg N-ha' powodowalo istotny wzrost plonu biatka.
Wszystkie badane programy ochrony roslin wpltywaly na zwigkszenie plonu biatka w
stosunku do obiektu kontrolnego, aczkolwiek sposdb ochrony nie zrdéznicowat plonu
biatka. Stwierdzono istotne interakcje pomigdzy rokiem uprawy a dawka nawozenia N (rys.
4) i programem ochrony roslin (rys. 5). W latach 2005 i 2007 plon biatka zwigkszat si¢
istotnie do dawki 120 kg N-ha!, a w roku 2006 tylko do dawki 90 kg N-ha'!. Badane
programy ochrony roslin wptywaty na zwigkszenie plonu biatka w stosunku do kontroli
tylko w roku 2007, a w pozostatych latach ochrona ro$lin nie powodowata zwigkszenia
plonu biatka.
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Rys. 4. Wspoldzialanie lat badan z dawka nawozenia azotem w ksztaltowaniu plonu biatka
Fig. 4. Interaction between years and nitrogen rates for protein yield
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Rys. 5. Wspéldzialanie lat badan z programami ochrony roslin w ksztaltowaniu plonu bialka
Fig. 5. Interaction between years and plant protection programs for protein yield
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Tabela 5
Udzial i wklad skladowych plonu w réznice¢ pomiedzy plonem ziarna jeczmienia jarego w latach 2006 i 2005
Contribution and share of yield components in the difference between spring barley grain yields in

2006 and 2005
Rok Efekty sktadowych plonu
Sktadowe plonu Year Effects of yield components
Yield components wktad — contribution udziat (%)
2006 2005 tha' | % share (%)
Plon — Yield (t-ha!) 3,39 421 — — —
. 2
Obsada kloséw na Im 581 560 0,10 -3,03 -12,52
Spikes per m
Liczba ziaren w klosie 14,4 15,2 0,17 5,10 21,07
Grains per spike
MTZ 40,9 49,5 0,75 22,12 91,45
Suma — Total 0,82 24,19 100,00
Blad oceny — Estimation error 14,43
Tabela 6

Udzial i wklad skladowych plonu w réznice pomiedzy plonem ziarna jeczmienia jarego w latach 2007 i 2005
Contribution and share of yield components in the difference between spring barley grain yields in

2007 and 2005
Rok Efekty sktadowych plonu
Sktadowe plonu Year Effects of yield components
Yield components wktad — contribution udziat (%)
2007 2005 t-ha’ | % share (%)
Plon —Yield (t-ha™") 3,78 4,21 — — —
A 2
Obsada kloséw na Im 871 560 0,14 3,71 -32,59
Spikes per m
Liczba ziaren w klosie 10,1 15,2 0,46 12,27 107,89
Grains per spike
MTZ 43 49,5 0,11 2,81 24,70
Suma — Total 0,43 11,37 100,00
Btad oceny — Estimation error 8,95
Tabela 7

Maksymalny wplyw nawozenia azotem i ochrony roslin (program BASF)
Maximal effect of nitrogen fertilization and plant protection (BASF program)

Zwyzka plonu ziarna (t-ha™) i biatka w (kg-ha') pod wptywem
Grain (t-ha™) and protein (kg-ha™) yield increase as a result of
Rok nawozenia azotem ochrony roslin addytywny interakcyjny
Year nitrogen fertilization | plant protection (program BASF) additive combined
ziarno biatko ziarno biatko ziarno biatko ziarno biatko
grain protein grain protein grain protein grain protein
2005 2,18 488 0,41 39 2,59 527 2,49 489
2006 1,63 286 0,05 -3 1,68 283 1,71 319
2007 2,01 392 0,92 121 2,93 513 2,73 417
Srednio 1,94 389 0,46 52 2,40 441 231 408
Mean
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DYSKUSJA

Plon ziarna i biatka jeczmienia byly silnie zwigzane z warunkami pogody w latach
badan. Wielko§¢ plonu ziarna oraz jego zmienno$¢ w poszczegdlnych latach jest
wypadkowa wzajemnych relacji wielu czynnikow, ktore wspotdziataja ze soba w ciggu
catego okresu wegetacji roslin (Jaczewska-Kalicka, 2008). Przebieg pogody w czasie
wegetacji ma jednak decydujacy wplyw na plonowanie i porazenie przez patogeny.
Mazurek (1999) wyjasnil, ze zroznicowane w latach warunki pogody wplywaja na rozwoj
ros$lin, zdolno$¢ pobierania sktadnikéw pokarmowych i1 efektywnos¢ fotosyntezy.
Powoduja one zmiany powierzchni asymilacyjnej roslin i tempa fotosyntezy, ktora
decyduje o ilosci materiatow zapasowych w ziarnie, tj. o ich masie i w rezultacie o
wielkosci plonu z jednostki powierzchni. W korzystnych warunkach wilgotno$ciowych
przed kwitnieniem rosliny gromadzg duzg ilo$¢ materiatow zapasowych, ktore mogg by¢
wykorzystane do zasilania ziarna. Po kwitnieniu rosliny dtuzej utrzymuja zielone liscie, co
przedtuza okres gromadzenia suchej masy w czasie wypetniania ziarna i wplywa na
zwigkszenie plonu ziarna i biatka z jednostki powierzchni (Pecio i Bichonski, 2004).

Najnizszy plon ziarna jeczmienia jarego stwierdzono w roku 2006, charakteryzujacym
si¢ niekorzystnym rozktadem warunkéw pogody, w tym gtownie mala ilo$cia opaddw i
wysoka temperaturg w okresie wegetacji. Niski poziom plonowania jeczmienia w latach o
zbyt matych opadach i wyzszej temperaturze powietrza stwierdzit rowniez Michalski i in.
(2006). Jaczewska-Kalicka (2008) oraz Korbas (2008) wyjasniaja, ze kazda ro$lina
uprawna daje najwyzsze plony w optymalnych warunkach klimatycznych i wszelkie
anomalie pogodowe moga znaczgco wptywaé na wielko$¢ plonu. Czynnik pogodowy moze
zaznaczy¢ si¢ wyraznie wptywajac bezposrednio na ograniczenie plonu (np. susza) lub
stymulujac rozwoj patogendéw wptywajacych destrukcyjnie na plon. W wyniku braku
opadow rosliny stabiej rozwijaja si¢, zmienia si¢ architektura fanu i mikroklimat.

Chociaz warunki pogody w latach 2005 i 2007 nie réznily si¢ znaczaco i cho¢ cze$ciowo
wyjasniaja roznice w plonie ziarna, to nalezy zwrdci¢ uwage, ze w latach 2005 i 2006
uprawiano odmiang Antek, a w roku 2007 odmiang¢ Justina. W badaniach Noworolnika
(2003) odmiana Justina wyrozniata si¢ sposrod badanych odmian najwyzszym plonem
ziarna. Charakteryzowala si¢ istotnie wyzsza od pozostatych odmian masg ziarna z klosa,
dzieki duzej liczbie ziaren z ktosa i ich wiekszej dorodnosci (MTZ).

Najwyzszy plon ziarna uzyskany w roku 2005 wynikat rowniez z duzej liczby ziaren w
ktosie i wysokiej masy 1000 ziaren, podczas gdy liczba ktosow na jednostce powierzchni
byta w tym roku najmniejsza. Potwierdza to dane z literatury, ze wysoki plon ziarna
jeczmienia jarego, mozna osiagnac¢ przy umiarkowanej liczbie ktoséw (Gozdowski i in.,
2007; Listowski, 1979). Badania (Mazurek, 1999) wykazaly, ze na plon ziarna sktadaja
trzy jego sktadowe: liczba ktoséw na jednostce powierzchni, liczba ziaren w ktosie i masa
1000 ziaren, ktore sa ujemnie skorelowane. Uzasadnia to skomplikowane zalezno$ci
pomiedzy roslinami w lanie i pomiedzy organami ro$linnymi. Liczba kloséw jest
modyfikowana gltéwnie przez zabiegi agrotechniczne, takie jak nawozenie azotem, termin
1 ilo§¢ wysiewu, a liczba ziaren w ktosie i masa 1000 ziaren sg uwarunkowane genetycznie
i przez czynniki srodowiskowe. Liczba ziaren w klosie jest zwigzana z dlugosciag klosa,
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czyli liczba wyksztatconych zdolnych do zaplodnienia kwiatkow. Organy generatywne
ktosa, tj. ktoski i kwiatki rozwijaja si¢ we wczesnych stadiach rozwojowych, tzn. w okresie
krzewienia. Niewystarczajaca ilos¢ sktadnikow pokarmowych w tym czasie lub staba
efektywnos¢ fotosyntezy moze zmniejszy¢ liczbe ptodnych kwiatkow, w rezultacie liczbe
ziaren w klosie (Ferrante i in., 2007). Masa ziarna jest zwigzana z aktywnoscig i dlugoscia
procesu asymilacji (Bertholdsson, 1999; Przulj i Momcilovic, 2001 a).

Udziat sktadowych plonu w zréznicowaniu jego wielkosci zaleznie od dwodch
pozioméw danego czynnika najlepiej jest oceni¢ za pomoca metody Rudnickiego (2000).
Jak wynika z danych w tabelach 5 i 6 roznica w plonie ziarna pomi¢dzy rokiem 2005 a
2006 uwarunkowana byta gtéwnie masa 1000 ziaren, a r6znica pomig¢dzy latami 2005 1
2007 wynikata z liczby ziaren w klosie.

Nawozenie azotem jest kolejnym waznym czynnikiem decydujacym o wielkosci plonu
ziarna 1 jego sktadowych. Wptywa ono istotnie na zwigckszenie liczby ziaren w klosie i
liczby ktosow, a przez to i plonu z jednostki powierzchni. Zaleznosci te sa dobrze znane z
literatury (Fotyma i Kesik, 1993; Gozdowski i in., 2007; Noworolnik, 2003; Wyszynski,
2007). We wczesnych stadiach rozwojowych azot stymuluje krzewienie roslin i decyduje
o liczbie ktoskow w klosie, w fazie strzelania w zdzblo azot chroni przed nadmierng
redukcja pedéw i kltoskow oraz umozliwia uzyskanie duzej liczby ziaren w klosie. W
okresie pomiedzy rozwojem liscia flagowego i poczatkiem kwitnienia azot stymuluje
efektywnos¢ organdw asymilacyjnych i tworzenie masy ziarna.

Najwicksza efektywnos¢ azotu stwierdzono w latach 2005 1 2007, a najmniejszg w roku
2006, kiedy to stwierdzono réwniez najmniejszy plon ziarna. Optymalne dawki azotu, tzn.
zapewniajace 95% maksymalnego plonu ziarna wynosity w kolejnych latach odpowiednio
109 kg N-ha!, 99 kg N-ha' i 116 kg N-ha™!. Efektywno$¢ strukturalna azotu obliczona dla
1 kg N-ha! wynosita 1,39 klosa na 1 m? i 0,04 ziarna w klosie w roku 2005, 1,53 ktosa i
0,06 ziarna w klosie w roku 2006 oraz 3,61 klosow i 0,02 ziarna w klosie w roku 2007.
Ochrona roslin byta bardzo efektywna w roku 2007 i praktycznie nieefektywna w suchym
roku 2006. Chociaz stwierdzono dodatnig interakcj¢ pomigdzy nawozeniem azotem i
ochrong roslin to wptyw obydwu czynnikéw na plon ziarna jgczmienia byt praktycznie
addytywny (tab. 7).

Jest to zgodne z literaturg (Bertholdsson, 1999; Przulj i Momcilovic, 2001 a), z ktorej
wynika, ze nawozenie azotem w okresie przed kwitnieniem jg¢czmienia determinuje
wytworzenie wigkszej powierzchni zielonej, ktdra pozniej bierze udziat w fotosyntezie w
czasie wypeliania ziarna. Stosowanie chemicznej ochrony roslin wpltywa tylko na
przedtuzenie czasu jej trwania (Ruiter i Brooking, 1996) i raczej stabilizuje niz tworzy plon
ziarna (Proszynski, 2002).

Zawarto$¢ 1 plon biatka w ziarnie sg modyfikowane w duzym stopniu przez warunki
srodowiska i zabiegi agrotechniczne. Bertholdsson (1998) wykazal, ze zmienno$¢
zawarto$ci biatka w ziarnie jeczmienia jest determinowana w niemal 90% przez rok
uprawy, zaopatrzenie w azot i warunki wilgotnosciowe gleby, a tylko w 7% przez genotyp
ro$liny. Pozostala zmienno$¢ wynika z interakcji tych czynnikow. W badaniach wiasnych
zaro6wno zawarto$¢ biatka, jak i plon biatka byly zwigzane z warunkami pogody w latach
badan. Tendencje do wigkszej zawartos$ci biatka w ziarnie i istotnie najwiekszy plon biatka
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stwierdzono w roku najwigkszego plonowania jeczmienia, w ktorym w okresie nalewania
ziarna wysokie opady wystgpowaly w potaczeniu z wysoka temperatura (Srednia dzienna
temperatura lipca wynosita 20°C). Petterson i Eckersten (2007) podali, ze wysokie
temperatury na ogoét skracajg czas trwania wypelniania ziarna i przyspieszaja jego tempo.
Te dwa procesy sa przeciwstawne w sensie ilosci asymilatow gromadzonych w ziarnie i
dlatego pozadana jest temperatura optymalna. Poniewaz gromadzenie azotu w ziarnie nie
jest tak wrazliwe na wysokie temperatury jak gromadzenie wegla, wysokie temperatury w
czasie wypeliania ziarna powoduja wzrost zawartosci biatka w ziarnie. Plon biatka z
jednostki powierzchni jest wypadkowa plonu ziarna i zawartosci biatka.

Podobnie jak w badaniach innych autoréw (Noworolnik, 2003), nawozenie azotem
istotnie zwigkszato zawarto$¢ i plon bialka w ziarnie jeczmienia. Zgodnie z rOwnaniem
regresji liniowej zwigkszenie dawki o 1 kg N-ha™! powodowato wzrost zawartosci biatka w
ziarnie o 0,038% i plonu biatka o 3,15 kg-ha'. Petterson i Eckersten (2007) rowniez
wykazali liniowg zalezno$¢ pomiedzy zawarto$cig biatka i dawka N, a wzrost zawarto$ci
biatka w ziarnie jgczmienia wynosit 0,028%.

Plon biatka z hektara zwigkszat si¢ na skutek stosowania chemicznej ochrony roslin
przed chorobami grzybowymi. Badane programy nie roznicowaly istotnie plonu biatka,
aczkolwiek program firmy BASF byl nieco bardziej efektywny. Podobnie jak w przypadku
plonu ziarna pomimo dodatniej interakcji ochrony i nawozenia N (rys. 4), efekt oddziatania
obu czynnikow na plon biatka miat charakter addytywny (tab. 7).

WNIOSKI

1. Plon ziarna i bialka jeczmienia paszowego sg skorelowane dodatnio. Uzyskanie duzych
plonéw jest mozliwe w sprzyjajacych warunkach pogody, charakteryzujacych si¢
ciepla 1 wilgotng pogoda w fazach krzewienia i wypeliania ziarna oraz intensywnego
nawozenia azotem.

2. O wysokim plonie ziarna decyduje duza liczba ziaren w klosie i masa tysigca ziaren.
Uzyskanie takiego plonu jest mozliwe przy $redniej obsadzie kloséw na jednostce
powierzchni (ok. 560 kloséw na 1 m?).

3. Nawozenie azotem oraz chemiczna ochrona roslin majg addytywny wplyw na plon
ziarna i biatka jeczmienia.
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Application of ISSR markers in analysis of intraspecific similarity of Avena sterilis L.

W Instytucie Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie
prowadzony jest program obejmujacy krzyzowanie owsa zwyczajnego z dzikimi gatunkami z rodzaju
Avena L. W krzyzowaniach jako formy mateczne wykorzystywane sa polskie i amerykanskie odmiany
owsa oraz linie hodowlane. Komponentami ojcowskimi sa dzikie gatunki heksaploidalne: 4. sterilis L.
1 A. fatua L. oraz tetraploidalne: A. murphyi Ladiz. i A. maroccana Gdgr. W celu okreslenia poziomu
zréznicowania genetycznego form A. sterilis wykorzystywanych do krzyzowan przeprowadzono
analiz¢ polimorfizmu markerow ISSR. Metoda ISSR jest wysoce efektywna, identyfikuje wysoki
polimorfizm i moze by¢ z powodzeniem stosowana do oceny zréznicowania genetycznego w obrgbie
Avena sterilis L. Podobienstwo genetyczne analizowanych genotypéw okre§lone na podstawie
polimorfizmu markeréw ISSR wahato si¢ od 0,512 pomigdzy AVE 2532 i AVE 2116 do 0,878
pomiedzy CN 26025 i AVE 531, a srednio wynosito 0,715. Takie warto$ci wspoOlczynnikow
podobienstwa genetycznego §wiadczg o duzym zréznicowaniu genotypow A. sterilis przeznaczonych
do krzyzowan.

Stowa kluczowe: Avena sterilis L., ISSR, podobienstwo genetyczne

The Institute of Genetics, Breeding and Plant Biotechnology of University of Life Sciences in
Lublin conducted a program of Avena sativa L. cultivars crossing with wild species of the genus Avena
L. Polish and American cultivars and breeding lines were the maternal forms for crossing. The paternal
components were wild hexaploid species: 4. sterilis L., A. fatua L. and tetraploids: A. murphyi Ladiz.,
A. maroccana Gdgr. Analysis of ISSR markers polymorphism was conducted in order to determine
genetic diversity of the A. sterilis genotypes used in crossing. The ISSR method is much effective in
identification of DNA polymorphism and can be employed with success to evaluate the A. sterilis L.
genetic diversity. Genetic similarity of the analyzed genotypes, determined based on the ISSR markers
polymorphism, ranged from 0.512 (AVE 2532 vs. AVE 2116) to 0.878 (CN 26025 vs. AVE 531), on
the average — 0.715. Such values of genetic similarity indices testify to high diversity of the 4. sterilis
genotypes designated for crossing.
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W Instytucie Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie od kilku lat prowadzony jest program obejmujacy krzyzowanie owsa
zwyczajnego z dzikimi gatunkami z rodzaju Avena L. (Chrzastek i in., 2006). W krzyzo-
waniach jako formy mateczne wykorzystywane sg polskie i amerykanskie odmiany owsa
oraz linie hodowlane pochodzace z HR Strzelce oraz Danko w Choryni. Komponentami
ojcowskimi sg dzikie gatunki heksaploidalne: A. sterilis L. 1 A. fatua L. oraz tetraploidalne:
A. murphyi Ladiz. 1 A. maroccana Gdgr.

Dzikie gatunki owsa charakteryzuje nie tylko bogactwo gendéw odpornosci, ale
i ogromna zmienno$¢ cech morfologicznych, fizjologicznych, biochemicznych i rolni-
czych. Z uwagi na duze podobienstwo genetyczne do 4. sativa, gatunek A. sterilis uwazany
jest za przodka form uprawnych (Zhou i in., 1999) oraz jedno z najtatwiej dostepnych
zrodet zmiennosci (Frey, 1986; Chrzastek i in., 2004). Jednocze$nie A. sterilis stanowi duzg
rezerwe roznorodnosci genetycznej dla owsa zwyczajnego, dlatego wykorzystywany jest
w programach hodowlanych jako Zzrodto genéw warunkujgcych odpornos¢ na maczniaka
(Frey, 1986), rdze¢ koronowsa i zdzblowa (Martens i in., 1980), nicienie (Rivoal i Cook,
1993) czy herbicydy (Somody i in., 1984). A. sterilis moze by¢ réwniez dawcg genow
warunkujgcych wysoka zawarto$¢ bialka (Takeda i Frey, 1977) i ttuszczu (Thro i Frey,
1985) w ziarnie, a takze odpowiedzialnych za wysoki potencjal plonowania (Takeda i Frey,
1977).

Genotypy Avena sterilis pochodzace ze §wiatowych kolekcji byty zaledwie kilkakrotnie
obiektem analiz molekularnych. Goffreda i wsp. (1992) oceniali polimorfizm dtugosci
fragmentow restrykcyjnych w 173 probach A. sterilis pochodzacych z 9 krajow Afryki i
poludniowo-wschodniej Azji. Phillips i wsp. (1993) okreslili podobienstwo genetyczne
1005 genotypow A. sterilis z kolekcji US NSGC (United States National Small Grain
Collection) na podstawie zréznicowania izoenzymow dla 23 systemow enzymatycznych.
Heun i wsp. (1994) za pomoca markeréw RAPD i izoenzymow analizowali zréznicowanie
24 form A. sterilis pochodzacych z kolekcji US NSGC. Zohu i wsp. (1999) wykorzystujac
metodg RAPD ocenili podobienstwo genotypow A. sterilis o zrdbznicowanym pochodzeniu
oraz udziat A. sterilis w ewolucji gatunkéw uprawnych. Fu i wsp. (2007) podj¢li probe
oceny zrdznicowania genetycznego 369 form A. sterilis z kolekcji PGRC (Plant Gene
Resources of Canada) pochodzacych z 26 krajow za pomocg systemu SSR.

ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) jest metoda oparta na PCR, a amplifikacji
podlegaja fragmenty DNA pomiedzy powtdrzeniami mikrosatelitarnymi polozonymi w
odleglosci nie wigkszej niz ok. 2000pz (Zigtkiewicz i in., 1994). Metoda ta, z uwagi na
wysokie temperatury przylaczania starteréw, jest wysoce powtarzalna. Ponadto markery
ISSR, podobnie jak sekwencje mikrosatelitarne, z ktorymi sgsiaduja sa réwnomiernie
roztozone w genomie (Predeep-Reddy i in., 2002). Metode ISSR wykorzystano
kilkakrotnie do analizy gatunkéw z rodzaju Avena. De Souza i wsp. (2005) uzyli tej metody
do oszacowania zrdznicowania genetycznego mutantdow A. sativa oraz identyfikacji
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regionéw genomu zwigzanych z wrazliwoscig badz tolerancyjno$ciag na kwasy organiczne
bedace produktami rozktadu materii organicznej. Tanhuanpaa i wsp. (2006) wykorzystali
te metode w celu identyfikacji markera dla genu kartowato$ci Dw6. Paczos-Grzegda i wsp.
(2006) przeprowadzili analiz¢ polimorfizmu markeréw ISSR u 12 mieszancéw F; 10
réznych kombinacji 4. sativa x A. maroccana oraz 2 kombinacji 4. sativa x A. murphyi i
potwierdzili mieszancowy charakter badanych form. Natomiast Paczos-Grzeda (2007)
ocenita podobienstwo genetyczne wybranych polskich odmian 4. sativa. ISSR byla
rowniez jedng z metod wykorzystanych do konstrukcji mapy sprzgzen heksaploidalnego
owsa na bazie podwojonych haploidow (Tanhuanpaa i in., 2008).

W celu okreslenia poziomu zréznicowania genetycznego form A. sterilis wykorzy-
stywanych do krzyzowan majacych na celu poszerzenie zmiennosci uprawnych form owsa
przeprowadzono analize¢ polimorfizmu markeréw ISSR 27 wybranych genotypow.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowito 27 genotypow A. sterilis (tab. 1) pochodzacych z roznych
rejonéw $wiata, a sprowadzonych z czterech bankow gendw: National Small Grain
Collection, Aberdeen w USA, Plant Gene Resources of Canada, Saskatoon w Kanadzie,
Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK), Gatersleben w
Niemczech, Krajowego Centrum Roslinnych Zasobéw Genowych (KCRZG), Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin w Radzikowie.

Izolacje DNA przeprowadzono metodg Milligana (1992). DNA kazdego genotypu
izolowano w dwoch powtorzeniach. Jedno powtorzenie stanowity fragmenty koleoptyle
15-20 siewek. Reakcje amplifikacji przeprowadzono zmodyfikowang metodg Zigtkiewicz
1 wsp. (1994). W metodzie ISSR w sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 15 pL
wchodzity: 1 x bufor do PCR (75 mM Tris-HCI pH 8,8; 20 mM (NH4)2SO4, 0,01% Tween
20) (Fermentas, Litwa); 160 uM kazdego dNTP; 5,3 pM startera; 1,3 mM MgCl,; 0,4 mM
spermidyny, 80 ng genomowego DNA; 0,5 U Taq DNA Polymerase (Fermentas, Litwa).
Zastosowano nastepujacy profil termiczny: wstepna denaturacja przez 7 min. w 95°C, 38
cykli: denaturacja 95°C — 30 s, przytaczanie starterow: trzy pierwsze cykle 54°C —45s,
trzy kolejne cykle 53°C — 45 s i 32 cykle 52°C — 45 s, wydtuzanie starterow 72°C — 2
min., z koncowa inkubacja 7 min. w 72°C. Produkty reakcji rozdzielano w 2,5 % zelu
agarozowym z 0,01% EtBr w buforze TBE (89 mM Tris-boran, 2,5 mM EDTA). Zele
fotografowano wykorzystujac system dokumentacji zeli PolyDoc.

Na podstawie polimorfizmu markeréw ISSR okreslono podobienstwo genetyczne SI
(similarity index) pomiedzy parami wszystkich badanych genotypéw zgodnie z formutla
Dice’a (Nei i Li, 1979). Obecno$¢ lub brak prazka traktowano jako pojedyncza ceche
i przypisywano mu odpowiednio wartos¢ 1 lub 0. W oparciu o matryc¢ SI wykonano
analiz¢ skupien metodg $rednich potaczen UPGMA (unweighted pair group method with
arithmetic average) stosujac program NTSYS-pc 2.10q. (Rholf, 2001). W celu dokonania
oceny wartosci zastosowanego systemu markerowego obliczono wspoétczynnik informacji
o polimorfizmie PIC (polymorphism information content) zgodnie z zatozeniami Powell 1
wsp. (1996). Okreslono rowniez indeks efektywnosci metody (AEI — Assay Efficiency
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Index) (Pejic 1 in., 1998) AEI = BP/T, gdzie BP jest catkowita liczba uzyskanych
polimorficznych fragmentdéw, za$§ T liczbg zastosowanych starterow.

Tabela 1
Pochodzenie badanych genotypéw Avena sterilis L.
Origin of the analysed Avena sterilis L. genotypes
Oznaczenie genotype Bank genow Pochodzenie Rok wprowadzenia do kolekcji
Genotype description Genebank Origin Year of introduction into collection

51565 IHAR —
AVE 1373 IPK Witochy —
AVE 1561 IPK Cypr 1977
AVE 1935 IPK Ukraina —
AVE 2068 IPK Wiochy 1981
AVE 2116 IPK Liban 1981
AVE 2122 IPK 1981
AVE 2532 IPK Tadzykistan 1983
AVE 2562 IPK Wielka Brytania —
AVE 283 IPK Grecja 1942
AVE 531 IPK Wiochy 1950
AVE 941 IPK Izracl —
Clav 8295 NSGC 1966
CN 20304 PGRC 1990
CN 20321 PGRC Svri 1990
CN 20322 PGRC yna 1990
CN 20328 PGRC 1990
CN 24397 PGRC Gruzja 1990
CN 25677 PGRC 1990
CN 25717 PGRC Portugalia 1990
CN 26025 PGRC 1990
PI1287211 NSGC 1963
PI378811 NSGC 1973
PI 378859 NSGC Lzracl 1973
P1379677 NSGC 1973
PI 380064 NSGC 1973
PI 380125 NSGC 1973

NSGC — National Small Grain Collection, Aberdeen, USA

PGRC — Plant Gene Resources of Canada, Saskatoon, Kanada

IPK — Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research, Gatersleben, Niemcy
IHAR — Krajowe Centrum Roslinnych Zasobow Genowych (KCRZG), IHAR w Radzikowie

WYNIKI I DYSKUSJA

W reakcjach przeprowadzonych dla 27 genotypow A. sterilis z 10 wyselekcjonowanymi
starterami ISSR wuzyskano tacznie 148 fragmentow DNA, z ktorych 105 bylo
polimorficznych. Wielko$¢ amplikonow wahata si¢ od 180 do 1800 pz, za$ produkty
polimorficzne miaty dtugos¢ od 260 do 1780 pz. Pojedynczy starter inicjowat amplifikacje
od 11 dla SR-27 do 19 produktow dla SR-11, $rednio na starter przypadato 14,8
amplifikowanych fragmentow (tab. 2). Liczba prazkéw polimorficznych wynosita od 7 dla
SR-27 do 15 dla SR-1 i SR-11. Srednio kazdy starter uczestniczyt w amplifikacji 10,5
polimorficznych odcinkéw DNA, stad indeks efektywnosci metody AEI przyjat wilasnie
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takg warto§¢. Heun i wsp. (1994) stosujac 21 starterow RAPD dla 24 genotypow A. sterilis
uzyskali 177 fragmentow, sposrod ktorych 115 bylo polimorficznych. Wartos¢ AEI byta
nizsza, anizeli uzyskana w badaniach wtasnych i wyniosta 5,5. Zhou i wsp. (1999) uzyskali
248 polimorficznych prazkow przy zastosowaniu 35 starterow RAPD dla 96 genotypow A.
sterilis, a indeks AEI osiagnat wartos¢ 7,0. Wydajno§¢ metody RFLP w badaniach
Goffreda i wsp. (1992) byla jeszcze nizsza, a indeks AEI przyjat warto§¢ 5,0. Fu i wsp.
(2007) wykorzystali do analiz 26 par starterow SSR identyfikujacych 125 alleli, a indeks
efektywnosci metody wyniost zaledwie 4,8. Mozna wigc stwierdzi¢, Zze najbardziej
efektywna metodg do analizy zr6znicowania genetycznego A. sterilis jest zastosowana w
niniejszej pracy ISSR.

Tabela 2
Charakterystyka polimorfizmu identyfikowanego metoda ISSR
Characteristic of the polymorphism identified by the ISSR methods
Liczba produktéw Liczba profili
Starter Products number PIC Number of profiles
Primer catkowita polimorficznych | specyficznych catkowita specyficznych
total polymorphic specific total specific

SR 1 17 15 0 0,52 21 16
SR 6 14 9 4 0,98 9 5
SR 11 19 15 2 0,67 22 18
SR 14 16 11 1 0,76 19 14
SR 16 14 10 1 0,75 15 9
SR 17 16 10 3 0,75 16 9
SR 22 13 8 1 0,67 17 16
SR 23 13 9 2 0,83 17 13
SR 27 11 7 0 0,82 17 10
SR 28 15 11 1 0,67 21 16
Suma
Total 148 105 15 — 174 126
Srednio/starter 14,8 10,5 1,5 0,74 17,4 12,6

Average per primer

Wartos¢ PIC dla poszczegolnych starteréw ISSR wahata si¢ od 0,52 do 0,99, zas $rednio
wyniosta 0,74 (tab. 2). Powell i wsp. (1996) poréwnujac wydajnos¢ kilku systemow
markerowych u soi (AFLP, RAPD, RFLP oraz SSR) stwierdzili, podobnie jak wielu innych
autorow, ze wspotczynnik PIC przyjat najwyzszg warto$¢ dla metody SSR (0,60). SSR jest
wigc postrzegana jako metoda najbardziej efektywna w identyfikacji polimorfizmu. Li i
wsp. (2000) stosujac zaprojektowane dla owsa startery SSR dla 12 gatunkéw z rodzaju
Avena uzyskali $rednig wartos¢ PIC 0,57 (0,28-0,79), za$ dla 20 odmian Avena sativa 0,51
(0,10-0,85). Analizujac startery SSR zaprojektowane dla jeczmienia ci sami autorzy dla
gatunkow z rodzaju Avena oszacowali warto$¢ PIC na 0,55 (0,31-0,77), za$ dla odmian na
0,38 (0,15-0,51). Réwnie wysoka, jak w badaniach wlasnych, warto$¢ wspotczynnika PIC
uzyskali Spada i wsp. (2004) u ryzu. Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna
stwierdzi¢, ze metoda ISSR jest konkurencyjna w stosunku do SSR.

Osiem wykorzystanych w badaniach starterow inicjowato synteze 15 produktow
specyficznych wylacznie dla pojedynczych genotypdéw. Obecnos¢ 3 produktow specy-
ficznych stwierdzono u genotypu CN 24397 (GRU), za§ po 2 takie produkty byly
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amplifikowane u PI 378811 (ISR), AVE 1561 (CYP) oraz CN 20304 (SYR). Wymienione
genotypy posiadajg wigc unikalne sekwencje DNA nieobecne u pozostalych form.
Wskazuje to na ich odmienno$¢ od reszty badanych genotypow.

Graham i wsp. (1996) wyniki oceny genetycznego pokrewienstwa 8 odmian truskawki
uzyskane za pomocg metody RAPD przedstawili w postaci matrycy prazkow. Matryca ta
zostata utworzona z profili fragmentow DNA amplifikowanych w obecnosci poszczegdl-
nych starterow dla kazdego z genotypow. Profile zebrane razem stworzyly swoisty
fingerprint kazdej z badanych odmian i umozliwily wlasciwg i wiarygodna identyfikacje.
W niniejszej pracy polimorfizm markeréw ISSR badanych genotypow A. sterilis rowniez
zapisano w postaci profili, a nastepnie ztozono w matrycg¢ prazkow. Pojedynczy starter
inicjowat amplifikacj¢ produktow, ktore tworzyty od 9 (SR-6) do 22 (SR-11) odmiennych
profili, w tym od 5 do 18 specyficznych wylacznie dla jednego genotypu (tab. 2).
Zidentyfikowano w sumie 174 profile, z ktorych 126 byto specyficznych. Srednio na kazdy
genotyp przypadalo 4,7 profili specyficznych. Najwigcej, bo az 9 profili specyficznych
stwierdzono dla CN 25677 (PRT) oraz CN 20304 (SYR). Siedem takich profili pojawito
sie¢ u CN 24397 (GRU) oraz AVE 1561 (CYP). Genotypy te mozna wigc uznaé za
najbardziej odmienne od pozostatych. Najmniej profili specyficznych, jedynie po 2,
stwierdzono u genotypow: P1 378811 (ISR), AVE 531 (ITA) oraz Clav 8295 (ISR). Na tej
podstawie mozna wnioskowac¢, ze wymienione genotypy sg bardzo podobne do reszty
analizowanych form.

Heun i wsp. (1994) stwierdzili, ze odréznienie wszystkich badanych form A. sterilis
byto mozliwe na postawie specyficznych profili markerow RAPD otrzymanych dla 21
starter6w oraz izoenzymow uzyskanych dla 29 systeméw enzymatycznych. W prezen-
towanych badaniach analiza profili wykazata, ze pojedynczy starter ISSR nie umozliwia
identyfikacji wszystkich badanych genotypéw. Jednakze zastosowanie tylko jednej z 18
(na 45 mozliwych) kombinacji par starter6w pozwala na identyfikacj¢ kazdego z badanych
genotypow.

Na podstawie polimorfizmu markerow ISSR okreslono podobienstwo genetyczne (SI)
pomiedzy parami wszystkich badanych genotypow zgodnie z formula Dice’a.
Podobienstwo genetyczne analizowanych genotypoéw wahato si¢ od 0,512 pomigdzy AVE
2532 1 AVE 2116 do 0,878 pomiedzy CN 26025 i AVE 531, a $rednio wynosito 0,715.
Przyjmuje sie, ze im mniejsze podobienstwo genetyczne pomiedzy formami
rodzicielskimi, tym wigksze mozliwosci uzyskania mieszancow o bardziej korzystnych
wlasciwosciach (Cox 1 Murphy, 1990). Wartosci wspodtczynnikow podobienstwa
genetycznego §wiadcza o duzym zréznicowaniu genotypdw A. sterilis przeznaczonych do
krzyzowan i pozwalaja przypuszczaé, ze prowadzone krzyzowania znacznie poszerza pulg
genetyczng wykorzystywang w hodowli nowych odmian owsa zwyczajnego.

W oparciu o matryce SI wykonano analize skupien metoda UPGMA. Na dendrogramie
(rys. 1.) wyodrebniono jedng gtowna grupe skupien obejmujaca 12 obiektow oraz 4
mniejsze. Grupa gléwna obejmuje 3 podgrupy, z ktérych dwie skupiaja wylacznie
genotypy z lzraela, charakteryzujace si¢ najmniejszym zrdéznicowaniem genetycznym.
Kilka genotypdw nie tworzy skupienia z zadng z wymienionych grup.
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Rys. 1. Dendrogram genotypow A. sterilis L. uzyskany metoda UPGMA w oparciu o markery ISSR
Fig. 1. UPGMA dendrogram of the A. sterilis L. genotypes based on the ISSR markers

Na obrzezach dendrogramu znajduje si¢ genotyp CN 20303 pochodzacy z Syrii, sprowa-
dzony z banku genoéw w Saskatoon. Charakteryzuje si¢ on najmniejszym sposrod badanych
form podobienstwem genetycznym do wszystkich pozostalych genotypoéw. Fu i wsp.
(2007) zaobserwowali, ze najwigkszym zroznicowaniem genetycznym charakteryzowaly
si¢ genotypy skolekcjonowane w Grecji, Liberii i Wtoszech, podczas gdy formy z Egiptu,
Gruzji, Etiopii, Gibraltaru i Kenii byty najbardziej odmienne od form pochodzacych z
innych krajéw. Autorzy nie zaobserwowali wspolnej klasteryzacji obiektow pochodzacych
z tych samych rejonow geograficznych. Goffreda i wsp. (1992) wykazali, Ze genotypy A.
sterilis pochodzace z regionu Iran-Irak odbiegaja od pozostatych form i charakteryzujg si¢
stosunkowo duzym zrdéznicowaniem. Autorzy stwierdzili rowniez, ze genotypy z innych
krajow, migdzy innymi z Syrii i Izraela, grupowaly si¢ razem i cechowalo je najwicksze
wzajemne podobienstwo. W badaniach wlasnych takze zaobserwowano, ze genotypy z
Izraela charakteryzujg si¢ wysokim podobienstwem genetycznym.

WNIOSKI

1. Wartosci wspotczynnikow podobienstwa genetycznego okreslone na podstawie
polimorfizmu markeréow ISSR, §wiadcza o duzym zrdznicowaniu genotypow Avena
sterilis L. przeznaczonych do krzyzowan. Na podstawie uzyskanych wynikow za
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genotypy najbardziej odmienne od pozostalych mozna uzna¢: CN 25677 (PRT), CN
20304 (SYR) i CN 24397 (GRU).

2. Metoda ISSR jest wysoce efektywna, identyfikuje wysoki polimorfizm i moze by¢ z
powodzeniem stosowana do oceny zroznicowania genetycznego w obrebie Avena
sterilis L.
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Zastosowanie metod RAPD 1 SSR do oceny
podobienstwa genetycznego tetraploidalnych
gatunkow z rodzaju Avena L.

Application of the RAPD and SSR methods to genetic similarity assessment
of tetraploid species of the Avena L. genus

W pracy analizowano podobienstwo genetyczne i pokrewienstwo tetraploidalnych gatunkéw z
rodzaju Avena L.: A. maroccana, A. murphyi i A. macrostachya do gatunkéw heksaploidalnych A.
sativa 1 A. sterilis w oparciu o polimorfizm markerow RAPD oraz SSR. Pigtnascie starteréw RAPD
inicjowato syntezg 129 polimorficznych fragmentow DNA, za$ 13 par starterow SSR uczestniczyto w
amplifikacji 141 tego typu produktow. Wartosci wspotczynnika informacji o polimorfizmie wahaty si¢
0d 0,58 do 0,80 dla RAPD i 0d 0,71 do 0,92 dla SSR. Srednia warto$¢ PIC dla metody RAPD wyniosta
0,67, za$ dla SSR — 0,82. Indeksy podobienstwa genetycznego Dice’a zostaly wykorzystane w analizie
skupien przeprowadzonej metoda UPGMA. Tetraploidy o skladzie genomowym AACC uleglty
wspolnej klasteryzacji z heksaploidami AACCDD. Jednoczesnie tetraploidy AACC: A. maroccana i A.
murphyi utworzyly oddzielne subklastry. Analizowane genotypy autotetraploidalnego gatunku A.
macrostachya (CCCC) uformowaty najbardziej odseparowang grupe skupien, co wskazuje na ich
najwicksza odmiennos$¢ genetyczna. Topologia obu skonstruowanych dendrograméw byta identyczna
1 zgodna z przyje¢ta systematyka rodzaju Avena L.

Stowa kluczowe: Avena L, podobienstwo genetyczne, RAPD, SSR

Tetraploids of the genus Avena L.: A. maroccana, A. murphyi and A. macrostachya were evaluated
for genetic similarity and relatedness with the hexaploid species 4. sativa and A. sterilis based on RAPD
and SSR polymorphism. Fifteen RAPD primers produced 129 polymorphic DNA fragments and 13
SSR primer pairs amplified 141 products of such type. Polymorphism information content (PIC) values
ranged from 0.58 to 0.80 for RAPD and from 0.71 to 0.92 for SSR. Mean values of PIC for RAPD was
0.67 and for SSR — 0.82. Dice genetic similarity indices were used for cluster analysis with the
UPGMA method. The AACC genome tetraploids clustered together with the AACCDD genome
hexaploids. Simultaneously, AACC tetraploids: A. maroccana and A. murphyi were found to form two
separate subclusters. The analyzed genotypes of the CCCC autotetraploid A. macrostachya formed an
outer branch, indicating a major genomic divergence. Topology of both constructed dendrograms was
the same and consistent with the Avena L. genus systematics.

Key words: Avena L., genetic similarity, RAPD, SSR
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WSTEP

Rodzaj Avena L. nalezy do plemienia Aveneae Dumort., rodziny Poaceae Barnh. (Frey
i Rutkowski, 2002). Obejmuje gatunki diploidalne, tetraploidalne i heksaploidalne, o
podstawowej liczbie chromosomoéow rownej 7 (Rajhathy i Thomas, 1974). Gatunki
tetraploidalne w obrgbie rodzaju Avena przyporzadkowano do czterech sekcji: Ethiopica,
Pachycarpa, Avenotrichon oraz Tenuicarpa (Zeller, 1998). Do sekcji Ethiopica nalezg
gatunki o skltadzie genomowym AABB: A. abyssinica Hochst i A. vaviloviana (Malz.)
Mordv. Tetraploidy, ktorych sktad genomowy opisano jako AACC: A. maroccana Gdgr,
A. murphyi Ladiz. (dawniej 4. magna Murphy et Terrell) i 4. insularis Ladiz. tworzg sekcje
Pachycarpa. Sekcja Tenuicarpa obejmuje dwa gatunki AABB: 4. agadiriana Baum et
Fedak oraz 4. barbata Pott ex Link. Autotetraploid 4. macrostachya Bal. ex Coss. et Dur.,
o sktadzie genomowym CCCC, jest jedynym gatunkiem w sekcji Avenotrichon (Zeller,
1998).

Dzikie gatunki z rodzaju Avena stanowia duza pule réznorodnosci genetycznej dla owsa
zwyczajnego, ktora moze by¢ wykorzystana w programach hodowlanych jako zrodio
pozadanych gendéw (Loscutov, 2008). Zmiennos¢ tych gatunkoéw nie zawsze w rownym
stopniu jest dostepna dla hodowcow, a mozliwosci jej wykorzystania zalezg od nasilenia
barier genetycznych. Przekazywanie genow z tetraploidow o sktadzie genomowym AACC
do heksaploidalnych form uprawnych, w przeciwienstwie do ich przenoszenia z gatunkow
AABB, jest tylko czeSciowo ograniczone (Leggett, 1996). W zwiazku z tym gatunki
AACC moga zosta¢ wykorzystane w programach hodowlanych. Pentaploidalne mieszance
Fi otrzymuje si¢ stosunkowo latwo, lecz sg one samosterylne. Poprzez krzyzowania
wsteczne mozna przywroci¢ im ptodnose.

Celem pracy bylto: 1) przeprowadzenie analizy poréwnawczej tetraploidalnych
gatunkow z rodzaju Avena za pomoca dwoch systemow oceny podobienstwa genetycznego
RAPD i SSR, a takze 2) okreSlenie podobienstwa trzech gatunkéw tetraploidalnych:
A. murphyi Ladiz., A. maroccana Gdgr. i A. macrostachya Bal. ex Coss. et Dur. do dwoch
gatunkow heksaploidalnych: 4. sativa L. 1 A. sterilis L.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byto 11 form reprezentujacych trzy gatunki tetraploidalne: Avena
maroccana Gdgr. (AVE 2785, AVE 2796, AVE 2847), A. murphyi Ladiz. (AVE 2811,
AVE 2846, CN 21989) i A. macrostachya Bal. ex Coss. et Dur. (IHAR-Bs, IHAR-B5,
IHAR-B.w) oraz dwa gatunki heksaploidalne: 4. sativa L. (cv. Borowiak) i A. sterilis L. (P1
380125). Materialy zostaly sprowadzone z bankéw genow: National Small Grain
Collection, Aberdeen w USA, Plant Gene Resources of Canada, Saskatoon w Kanadzie,
Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK), Gatersleben w
Niemczech oraz Krajowego Centrum Roslinnych Zasobow Genowych (KCRZG), IHAR
w Radzikowie.

Genomowe DNA wyizolowano metodg Milligana (1992) z koleoptyli kilkudniowych
siewek w dwoch powtoérzeniach dla kazdej formy. Amplifikacje produktéw RAPD
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przeprowadzono metodg Williamsa i wsp. (1990), za§ SSR — metodg Zigtkiewicz i wsp.
(1994). Rozdziaty elektorforetyczne fragmentéw RAPD prowadzono w 2% zelu
agarozowym z 0,01% EtBr. Produkty amplifikacji uzyskane metoda SSR rozdzielano w
6% zelu poliakrylamidowym, a nastgpnie barwiono metodg srebrowg. Rozdzialy
analizowano okreslajac obecnos¢ lub brak prazkow.

Na podstawie zidentyfikowanego polimorfizmu dla obu metod obliczono
wspotczynniki informacji o polimorfizmie — PIC (polymorphism information content)
zgodnie z zatozeniami Nei (1973). Indeks efektywnosci metody (AEI — Assay Efficiency
Index) oszacowano metodg Pejic’a i wsp. (1998). Podobienstwo genetyczne (SI similarity
index) pomigdzy parami wszystkich badanych genotypow okreslono zgodnie z formulg
Dice’a (Nei i Li, 1979). Matryce SI uzyskane na podstawie polimorfizmu
identyfikowanego metodami RAPD i SSR postuzyly do konstrukcji dendrogramoéw metoda
UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic average) przy zastosowaniu
programu NTSYS-pc 2.10q (Rholf, 2001). Obliczono réwniez warto$¢ wspolczynnika
korelacji pomigdzy matrycami SI.

WYNIKI

Do oceny podobienstwa genetycznego 11 form nalezacych do trzech tetra- i dwoch
heksaploidalych gatunkow z rodzaju Avena L. zastosowano dwa systemy markerowe —
RAPD oraz SSR. Obie zastosowane techniki umozliwity detekcje wysokiego poziomu
polimorfizmu (tab. 1). Udzial produktow polimorficznych w metodzie RAPD wyniost
78,7%, zas w SSR — 83,4%. Efektywno$¢ metody wyrazona wspotczynnikiem AEI, czyli
srednig liczbg polimorficznych produktéw amplifikowanych przez jeden starter byta
wyzsza w przypadku metody SSR (10,8), anizeli RAPD (8,6). Warto§¢ wspolczynnika
informacji o polimorfizmie (PIC) okreslona dla metody RAPD wahata si¢ od 0,58 do 0,80,
za$ dla SSR od 0,71 do 0,92. Srednia warto$é PIC dla metody SSR byta wyzsza (0,82),
anizeli dla RAPD (0,67).

Osiem wykorzystanych w badaniach starterow RAPD inicjowato syntez¢ 9 produktow
specyficznych wylacznie dla pojedynczych genotypow (tab. 1). Z kolei 18 takich
fragmentow DNA bylo amplifikowanych przy udziale 9 par starterow SSR. Obecnos¢ 6
specyficznych produktéw SSR stwierdzono u A. sterilis P1 380125, 5 u A. sativa cv.
Borowiak, za$ po dwa u A. maroccana AVE 2785 oraz AVE 2874. Cztery specyficzne
odcinki RAPD uleglty amplifikacji u 4. maroccana 2785, za$ 2 u A. sterilis P1 380125.
W przeprowadzonych badaniach zidentyfikowano fragment RAPD (G-01'32%) charaktery-
styczny dla obu badanych tetraploidow o genomach AACC (4. maroccana 1 A. murphyi),
a takze stwierdzono obecnos¢ odcinkow specyficznych zarowno dla badanych tetraploidow
AACC, jak i heksaploidow, ktore nie byly amplifikowane u 4. macrostachya. Fragmenty
A-16*"" oraz W-02%° ulegly amplifikacji u wszystkich analizowanych form
A. macrostachya. Nie stwierdzono obecnosci produktow SSR charakterystycznych dla
poszczegdlnych grup genotypow.
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Tabela 1
Charakterystyka polimorfizmu identyfikowanego metodami RAPD i SSR
Characteristics of polymorphism identified by the RAPD and SSR methods
Starter Liczba produktéw Para starterow Liczba produktéw
Products number Products number
RAPD limorficz- fic| PIC SSR fimor- fice-| PIC
RAPD |catkowita| POTPOMIC2 | Specylicz SSR primer | catkowita | POMOr | Specyliez
. nych nych . ficznych nych

primer total polymorphic| specific pairs total polymorphic| specific
A-10 13 8 0 0,62
A-16 9 8 0 0,62 GDM-33 6 3 0 0,71
D-11 13 9 0 0,64 GDM-93 11 8 2 0,88
G-01 10 8 2 0,65 HVM-40 17 13 2 0,92
G-02 14 12 1 0,80 WMC-27 14 8 3 0,82
M-02 7 5 1 0,74 WMS-129 19 17 4 0,88
M-07 6 5 0 0,69 WMS-191 11 10 1 0,82
P-06 9 6 0 0,68 WMS-234 11 11 0 0,77
T-02 13 10 0 0,69 WMS-512 10 10 2 0,84
T-02B 9 6 1 0,77 WMS-515 17 16 1 0,76
U-295 14 12 0 0,64 WMS-550 9 9 0 0,84
U-534 11 10 1 0,58 WMS-595 9 7 1 0,88
U-535 12 11 1 0,61 WMS-614 16 13 2 0,80
U-600 11 9 1 0,66 WMS-666 18 16 0 0,77
W-02 12 10 1 0,63
Suma Suma
Total 163 129 9 — Total 168 141 18 —
Srednio na Srednio na
starter 1087 86 06 067 Sarer 12,9 10,8 1,4 0,82
Average per Average per
primer primer

Wartosci indeksow podobienstwa uzyskane w oparciu o polimorfizm identyfikowany
metoda SSR byly bardzo zréznicowane (0,13—0,98), co wynikato gléwnie z duzej
odmiennosci genotypow reprezentujacych gatunek A. macrostachya od pozostatych form
(tab. 2). Silna separacja tych tetraploidow byla widoczna rowniez przy wykorzystaniu
metody RAPD. Wartosci indekséw podobienstwa genetycznego Dice’a uzyskane w
oparciu o polimorfizm identyfikowany metoda RAPD zawieraly si¢ jednak w zdecydo-
wanie wezszym przedziale (0,60-0,92). Srednie podobienstwo obiektow oszacowane na
podstawie wynikéw uzyskanych ta metoda wyniosto 0,71. Srednia warto$é podobienstwa
obliczona na podstawie polimorfizmu identyfikowanego metodg SSR byta znacznie nizsza
(0,50) 1 wskazywatla na wigksza roznorodnos¢ analizowanego materiatu.

Tabela 2
WartoSci indeksow podobienstwa genetycznego Dice’a oszacowane na podstawie polimorfizmu
identyfikowanego metodami RAPD i SSR
Values of Dice genetic similarity indices estimated based on polymorphism identified by the RAPD and

SSR methods
Metoda Srednia warto$é indeksow podobienstwa Zakres wartosci indeksow podobienstwa genetycznego
Method Mean values of genetic similarity indices Range of genetic similarity indices values
RAPD 0,71 0,60-0,92
SSR 0,50 0,13-0,98
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W oparciu o polimorfizm identyfikowany obydwoma metodami okreslono rowniez
srednie podobienstwo wewnatrzgatunkowe analizowanych obicktow (tab. 3). Niezaleznie
od zastosowanej metody najmniejszym zroznicowaniem charakteryzowaty si¢ formy
reprezentujgce gatunek A. murphyi, za$ najwickszym — A. maroccana.

Tabela 3
Srednie warto$ci wewnatrzgatunkowego i miedzygatunkowego podobienstwa genetycznego oszacowane
na podstawie polimorfizmu identyfikowanego metodami RAPD i SSR
Mean values of intraspecific and interspecific genetic similarity estimated based on polymorphism
identified by the RAPD and SSR methods

CS}?)g:ril:i( A. maroccana A. murphyi A. macrostachya A. sativa A. sterilis
0.81 RAPD
A. maroccana 0’90 SSR
] 0,76 RAPD 0,89 RAPD
A. murphyi 0.74 SR 0.98 SSR
0,65 RAP 0,65 R 0,84 R4
A. macrostachya 0,14 S® 0,16 SR 0,92 SR
. 0,71 RAPD 0,66 AP 0,67 " nb
A. sativa 0.63 SR 0.7] SSR 0.14 SSR
- 0,70 RAPD 0,69 RAPD 0,65 RAPD 0,81 RAPD nb
A. sterilis 0.65 SR 0.69 SSR 0.13 SSR 0.84 SSR

Najwyzsze wartosci indeksow podobienstwa migdzygatunkowego odnotowano
pomigdzy heksaploidami 4. sativa i A. sterilis — 0,81 w metodzie RAPD oraz 0,84 w
metodzie SSR (tab. 3). Na podstawie wynikow uzyskanych metoda RAPD mozna
stwierdzi¢, ze oba heksaploidy charakteryzuja si¢ wickszym podobienstwem genetycznym
do A. maroccana, anizeli do A. murphyi. Jednakze wyniki analizy sekwencji
mikrosatelitarnych wskazujg przeciwnie — na wigksze podobienstwo heksaploidéw do A.
murphyi. Niezaleznie od zastosowanej metody oceny polimorfizmu, podobienstwo
tetraploidow AACC wzgledem siebie bylo wyzsze, anizeli wzglgdem heksaploidow.
Jednakze analizy prowadzone metoda SSR wskazywaty na wigkszy dystans pomiedzy tymi
gatunkami, anizeli RAPD. Wyniki uzyskane przy zastosowaniu obu metod wykazaty duza
odrebnos$¢ genotypow A. macrostachya od pozostatych gatunkoéw. Podobienstwo migdzy
A. macrostachya a tetraploidami i heksaploidami zawierato si¢ w przedziatach 0,65-0,67
(RAPD) oraz 0,13-0,16 (SSR).

Stwierdzono wysoka, istotng statystycznie korelacj¢ pomig¢dzy matrycami indekséw
podobienstwa genetycznego uzyskanymi w oparciu o polimorfizm identyfikowany za
pomocg obu systemoéw markerowych (0,81). Znalazto to swoje odzwierciedlenie w niemal
identycznej topologii dendrograméw (rys. 1 i 2). Na obu dendrogramach formy
przynalezace do poszczegdlnych gatunkow utworzyty oddzielne subklastry. Wspolnej
klasteryzacji ulegly tetraploidy AACC, czyli A. maroccana i A. murphyi. Osobng grupe
skupien utworzyly heksaploidy, ale usytuowaty si¢ one blisko tetraploidow AACC.
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Rys. 1. Dendrogram skonstruowany metoda UPGMA w oparciu o polimorfizm identyfikowany metoda
RAPD
Fig. 1. UPGMA dendrogram constructed based on polymorphism identified with the RAPD method
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Rys. 2. Dendrogram skonstruowany metoda UPGMA w oparciu o polimorfizm identyfikowany metoda SSR
Fig. 2. UPGMA dendrogram constructed based on polymorphism identified with the SSR method
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Formy A. macrostachya na obu dendrogramach utworzyty klaster najbardziej odlegly od
pozostatych genotypow, co odzwierciedla ich niewielkie podobienstwo genetyczne do
pozostatych analizowanych gatunkéw. Topologia uzyskanych dendrograméw jest zgodna
z ogolnie przyjeta systematyka gatunkoéw z rodzaju Avena.

DYSKUSJA

Wigkszos¢ gatunkéw w obrgbie rodzaju Avena L. to formy dzikie, wérdd uprawnych
najwicksze znaczenie ekonomiczne majg: owies zwyczajny (Avena sativa L.), owies
czerwony (Avena byzantina C. Koch), w mniejszym stopniu owies szorstki (Avena strigosa
Schreb.). Owies zwyczajny jest klasycznym przyktadem gatunku uprawnego o bardzo
waskiej puli gendw. Poszerzenie zmienno$ci genetycznej odmian moze by¢ uzyskane
poprzez wprowadzenie pozadanych genow z pokrewnych, dzikich gatunkow (Frey, 1986).
Dostepnosc tej zmiennoS$ci zalezy od stopnia nasilenia barier genetycznych.

Poznanie genetycznego pokrewienstwa pomigdzy poszczegdlnymi gatunkami na
roznych poziomach ploidalnos$ci jest podstawowym warunkiem efektywnego dobierania
komponentéw rodzicielskich do krzyzowan w celu uzyskania ptodnych i stabilnych
cytologicznie mieszancow migdzygatunkowych, ktére charakteryzowatyby sig
pozadanymi cechami i mogly stanowi¢ materiat wyjsciowy do uzyskania nowych odmian
(Stalker, 1980; Frey, 1986). Im wigkszy jest dystans genetyczny pomig¢dzy krzyzowanymi
gatunkami, tym wigksze trudnos$ci w otrzymaniu ptodnego mieszancowego potomstwa
(Thomas, 1992). Podobienstwo genetyczne pomigdzy gatunkami lub w ich obregbie moze
by¢ szacowane przy wykorzystaniu systemow markerow molekularnych identyfikujacych
polimorfizm DNA (Sztuba-Solinska, 2005).

Do oceny filogenetycznego pokrewienstwa pomiedzy gatunkami o réznym stopniu
ploidalnosci w obregbie rodzaju Avena Nocelli i wsp. (1999) oraz Loskutow i Perchuk
(2000) wykorzystali metode RAPD, za$ Li i wsp. (2000) uzyli markeréw mikrosateli-
tarnych — SSR (Li i in., 2000). Podobna analize dla 18 gatunkow przeprowadzili Drossou
i wsp. (2004) metodami RAPD i AFLP, za$ Fu i wsp. (2008) za pomoca metody AFLP
ocenili relacje pokrewienstwa 25 gatunkow z rodzaju Avena. Benchacho i wsp. (2002)
wykorzystujac metod¢ RAPD oraz izoenzymy analizowali zréznicowanie 12 ekotypow A.
murphyi. W badaniach wlasnych ocene podobienstwa genetycznego wybranych
genotypow reprezentujacych 3 gatunki tetraploidalne i 2 heksaploidalne przeprowadzono
z zastosowaniem dwoch systeméw markerowych: RAPD oraz SSR.

Metodg RAPD wielokrotnie wykorzystano do analizy molekularnej gatunkow z rodzaju
Avena (Penner i in., 1993; Ronald i in., 1996; Fennimore i in., 1999; Chrzastek i in., 2004).
Z kolei, zarbwno opracowywanie, jak i wykorzystanie markerow SSR u owsa postepuje
znacznie wolniej, anizeli u innych gatunkéw rolniczych (Li 1 in., 2000; Holland i in., 2001).
Jako pierwsi sekwencje starterow SSR dla owsa opracowali Li i wsp. (2000). Autorzy
otrzymali 44 pary starterow, z ktorych 26 (62%) identyfikowalo polimorfizm
miedzygatunkowy, za$ 16 (36%) mi¢dzyodmianowy. Pal i wsp. (2002) opracowali kolejne
44 pary starterow mikrosatelitarnych, z ktorych 18 (41%) identyfikowalo polimorfizm
miedzygatunkowy, za$ 6 (14%) polimorfizm migdzyodmianowy. Z uwagi na mozliwo$¢
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wykorzystania do analiz starterow SSR, zaprojektowanych dla spokrewnionych rodzajow
(Li1iin., 2000), w badaniach wlasnych zastosowano 13 par starterow SSR opracowanych
dla jeczmienia i pszenicy.

Efektywnos¢ metody wyrazona wspotczynnikiem AFEI, czyli $rednig liczbg polimor-
ficznych produktow amplifikowanych przez jeden starter byla wyzsza w przypadku
metody SSR (10,8) niz RAPD (8,6). Rowniez srednia wartos¢ PIC dla metody SSR byta
wyzsza (0,82), anizeli dla RAPD (0,67). Wskazuje to, ze SSR jest bardziej efektywna w
analizie podobienstwa wewnatrz- i migdzygatunkowego, anizeli metoda RAPD i jest
zgodne z wynikami innych autoréw (Powell i in., 1996; Pejic i in., 1998).

Polimorfizm uzyskany za pomoca technik RAPD oraz SSR postuzyt do utworzenia
matryc indeksow podobienstwa genetycznego Dice’a. Warto$¢ wspotczynnika korelacji
pomigdzy matrycami byta wysoka (0,81) i statystycznie istotna. W oparciu o matryce SI
wykonano analiz¢ skupien metodga UPGMA. Na obu dendrogramach mozna wyodrebnié
trzy grupy skupien obejmujace odpowiednio: tetraploidy o genomach AACC, heksaploidy
oraz genotypy A. macrostachya. Topologia uzyskanych dendrograméw jest zgodna z
ogolnie przyjeta systematyka gatunkow z rodzaju Avena zaproponowang m.in. przez
Zellera (1998). Odrebnos¢ gatunku A. macrostachya obserwowana niezaleznie od
zastosowanej metody oceny polimorfizmu, potwierdza obecno$¢ wielu réznic miedzy
przedstawicielami tego gatunku a pozostatymi gatunkami z rodzaju Avena L.

W oparciu o wyniki analiz cytologicznych mieszancow migdzygatunkowych 4. sativa
z A. maroccana, A. murphyi i A. insularis Ladizinsky (1999) uwaza, ze tetraploidy z tej
grupy braty udziat w ewolucji heksaploidow. Przeprowadzone przez Jellena i wsp. (1993)
réznicowe barwienie chromosoméw wykazato, ze tetraploidy o sktadzie genomowym
AACC braly udzial w formowaniu heksaploidow, za$ A. sterilis jest przodkiem
pozostatych heksaploidow. Wyniki uzyskane w badaniach wlasnych potwierdzity wysokie
podobienstwo genetyczne tetraploidow A. maroccana i A. murphyi do heksaploidow, nie
pozwolily jednak na jednoznaczne stwierdzenie, ktory z tetraploidalnych gatunkow o
genomach AACC jest blizszy heksaploidom. Otrzymane wyniki nie wykazaty wiekszego
podobienstwa ktoregokolwiek z tetraploidow do 4. sativa badz A. sterilis. Nie stwierdzono
rowniez wigkszego podobienstwa ktoregokolwiek z analizowanych gatunkéw do A.
macrostachya, a tym samym nie wytypowano najlepszego partnera do krzyzowan.

WNIOSKI

1. Uzyskane wyniki wskazujag na duze podobienstwo genetyczne heksaploidow
AACCDD do tetraploidow AACC. Zréznicowane wartosci indeksow podobienstwa
genetycznego oszacowane na podstawie polimorfizmu identyfikowanego metodami
RAPD i SSR nie pozwalajg jednak na jednoznaczne stwierdzenie, ktory z tetraploid-
dalnych gatunkow o genomach AACC jest blizszy heksaploidom.

2. Niezaleznie od zastosowanej metody oceny polimorfizmu DNA najmniejsze
podobienstwo do wszystkich pozostatych form wykazaty genotypy 4. macrostachya.

3. Metody RAPD oraz SSR umozliwity identyfikacj¢ wysokiego poziomu polimorfizmu,
a wysoka korelacja migdzy matrycami indeksow podobienstwa genetycznego Dice’a
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wskazuje, iz mogg by¢ one stosowane niezaleznie w analizie podobienstwa
genetycznego w obrebie rodzaju Avena. Ze wzglgdu na wigkszg efektywnos$¢ metoda z
wyboru powinna by¢ SSR.
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Assessment of Avena fatua L. intraspecific genetic similarity based on DNA
polymorphism

W pracy analizowano poziom polimorfizmu DNA oraz podobienstwo genetyczne polskich i
zagranicznych ekotypow Avena fatua L. za pomoca metod ISSR i REMAP. Dziewigtnascie starterow
ISSR oraz 20 par starterow REMAP zostalo wykorzystanych do uzyskania profili DNA, a amplifikacji
uleglto odpowiednio 238 i 468 fragmentow. Warto$¢ wspolczynnika informacji o polimorfizmie (PIC)
okreslona dla metody ISSR wahata si¢ od 0,52 do 0,81, za$ dla REMAP od 0,46 do 0,99. Srednia
warto$¢ PIC dla obu metod byta taka sama i wyniosta 0,65. Podobienstwo genetyczne szacowano
wykorzystujac algorytm Dice’a, a klasteryzacje przeprowadzono metoda UPGMA, niezaleznie dla obu
technik. Korelacja migdzy matrycami indeksow podobienstwa byta relatywnie wysoka i wyniosta 0,69.
Pomimo duzego podobienstwa w topologii, na dendrogamach uzyskanych w oparciu o polimorfizm
identyfikowany metodami ISSR oraz REMAP obserwowano rowniez pewne roznice. Klasteryzacja nie
wykazala zgodnosci z pochodzeniem geograficznym obiektow. Formy skolekcjonowane w Polsce
charakteryzowaly si¢ nieznacznie mniejszym zréznicowaniem, anizeli formy pochodzace z pozostalych
krajow. Wyniki badan wykazaly wysokie wewnatrzgatunkowe podobienstwo Avena fatua.

Stowa kluczowe: Avena fatua L., ISSR, podobiefistwo genetyczne, REMAP

The level of DNA polymorphism and genetic similarity of Polish and foreign Avena fatua L.
ecotypes were studied using the ISSR and REMAP approaches. Nineteen ISSR primers and 20 REMAP
primer pairs combinations used for DNA profiling, amplified 238 and 468 fragments, respectively.
Polymorphic information content (PIC) values ranged from 0.52 to 0.81 for ISSR and from 0.46 to 0.99
for REMAP. Mean values of PIC for ISSR and REMAP were the same — 0.65. Genetic similarities
were estimated using Dice algorithm and cluster analyses were performed using UPGMA method,
independently for the two molecular marker techniques. Data obtained with both techniques were
relatively high correlated (r = 0.69). Despite of high similarity of dendrograms obtained with ISSR and
REMAP methods, some clustering differences were observed. Clustering did not display agreement
with geographic region or country of origin. Polish ecotypes showed less diversity than forms
originating from the other countries. The results of this study have provided evidence of high intra-
species genetic similarity of Avena fatua.
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WSTEP

Owies ghuchy (4vena fatua L.) pochodzi z Azji, jednak blizsze okreslenie rejonu jego
réznicowania nie jest mozliwe (Nalewaja, 1977; Kieé¢, 2000). Gatunek ten jest
charakterystyczny dla strefy klimatu umiarkowanego, ale pojawia si¢ takze w warunkach
klimatu suchego i potsuchego (Sharma i Van den Born, 1978; Morikawa, 1989). Nalezy do
najgrozniejszych chwastdéw, szczegdlnie zboz jarych (Sharma i Van den Born, 1978; Li i
in., 2007). Obserwuje si¢ state rozprzestrzenianie tego gatunku na $§wiecie, co wskazuje na
jego duzy potencjat adaptacyjny (Mengistu i in., 2005).

W Polsce Avena fatua pojawia si¢ w uprawach na terenie catego kraju, stale
rozszerzajac zasigg swego wystepowania (Skrzyczynska, 1998; Kie¢, 2000). Na produkcje
swej suchej masy zuzywa okoto 50% wiecej wody, niz chocby pszenica jara. Powoduje to
znaczgcg obnizke plondéw zbdz, ktdérym towarzyszy w uprawie (Sharma i Van Den Born,
1978; Skrzyczynska, 1998).

Avena fatua odznacza si¢ duzg zmienno$cig cech morfologicznych (Darmency i Aujas,
1992). Falkowski i wsp. (1982) wyrozniajg 4 jego odmiany botaniczne: var. fatua, var.
glabrata Peterm., var. intermedia (Lestib.) Lej. Et Cort. 1 var. pilosissima S. F. Gray. Z
kolei Kie¢ (2000), opierajac si¢ na zmienno$ci cech morfologicznych i biochemicznych,
proponuje wyodrebnienie dwoch podgatunkow: subsp. fatua i subsp. brevipilosa, a w
obrgbie kazdego z nich pigciu odmian botanicznych.

A. fatua postrzegany jako bardzo agresywny i trudny do zwalczenia chwast, z
hodowlanego punktu widzenia stanowi potencjalny rezerwuar zmienno$ci genetycznej,
bardzo pozadanej w hodowli owsa zwyczajnego. Wsrod ekotypodw A. fatua zidentyfiko-
wano geny decydujace o wezesnosci dojrzewania, odpornos$ci na suszg (Rines 1 in., 1980),
szybkim wzroscie wegetatywnym (Welch i Leggett, 1997), dorodno$ci ziarniakow,
wysokiej zawarto$ci biatka i thuszczu w ziarnie (Frey, 1975), odporno$ci na rdzg koronowa
i zdzblowg (Frey, 1986), tolerancji na wirus zoltej kartowatosci jeczmienia (BYDV)
(Comeau, 1984), warunkujacych kartowatos¢ (Milach i in., 1998; Morikawa i in., 2007),
odpornos¢ na herbicydy (Cavan i in., 1998) czy dlugi okres spoczynku ziarniakoéw
(Fennimore i in., 1999). A. fatua dotychczas wykorzystywany byl w programach
hodowlanych w niewielkim zakresie. Jednym z nielicznych przyktadow wprowadzenia
materialu genetycznego tego dzikiego gatunku do form uprawnych jest przystosowanie do
uprawy na obszarach suchych i wyjatkowa wczesno$¢ amerykanskich odmian Sierra,
Rapida i Montezuma oraz odpornos¢ na rdzg koronowa cv. Sierra (McMullen i Patterson,
1992).

Zréznicowanie morfologiczne, bogactwo wartoSciowych gendéw 1 niespotykana
zdolno$¢ adaptacyjna A. fatua pozwalaja przypuszczac, ze pula genetyczna tego gatunku
jest bogata i heterogeniczna. Analizy molekularne, ktére przeprowadzono dotychczas dla
form amerykanskich, chinskich i pakistanskich nie potwierdzity jednak tej hipotezy
(Mengistu i in., 2005; Li i in., 2007; Mirza i in., 2007).
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Celem pracy bylo dokonanie:

— oceny genetycznego podobienstwa wewnatrzgatunkowego Avena fatua L. w oparciu o
polimorfizm DNA identyfikowany metodami ISSR i REMAP,

— analizy porownawczej ekotypow pochodzgcych z Polski z formami skolekcjonowanymi
w roznych rejonach $wiata (Japonii, Albanii, Etiopii, Grecji, Libii, Rosji i Rumunii).

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowito 12 ekotypow Avena fatua L. (tab. 1) sprowadzonych z
bankéw gendéw: Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK),
Gatersleben w Niemczech, Research Institute of Crop Production (RICP), Gene Bank,
Praga — Ruzyne w Republice Czeskiej, N. I. Vavilow All- Russian Scientific Institute of
Plant Industry (VIR), St. Petersburg w Rosji oraz Krajowego Centrum Roslinnych
Zasobow Genowych (KCRZG), Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Radzikowie.

Tabela 1
Charakterystyka badanych ekotypéw Avena fatua L.
Characteristics of the analyzed Avena fatua L. ecotypes
Oznaczenie ekotypu Bank genow Kraj pochodzenia
Ecotype description Genebank Country of origin
AVE 270 IPK Albania
AVE 438 IPK Grecja — Greece
AVE 1322 IPK Etiopia — Ethiopia
AVE 2407 IPK Libia — Libya
AVE 2804 IPK Rumunia — Romania
PIS1631 IHAR Polska — Poland
PI51633 IHAR Polska
P152190 IHAR Polska
PIS1601 IHAR Polska
PIS1635 IHAR Polska
03C0701476 RICP Rosja— Russia
1963 VIR VIR Japonia — Japan

IPK — Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research, Gatersleben, Germany
IHAR — Krajowe Centrum Roslinnych Zasobow Genowych, IHAR w Radzikowie

RICP — Research Institute of Crop Production, Gene Bank, Ruzyne, Czech Republic

VIR — N. L. Vavilov All- Russian Scientific Institute of Plant Industry, St. Petersburg, Russian

DNA wyizolowano metoda Milligana (1992) z fragmentow 15-20 koleoptyli kilku-
dniowych siewek w dwoch niezaleznych powtorzeniach dla kazdej formy. Reakcje ISSR
przeprowadzono zmodyfikowana metoda Zigtkiewicz i wsp. (1994), za§ REMAP
zmodyfikowang metodg Kalendara i wsp. (1999) dla kazdej formy w dwoch powtorzeniach
z jednoczesng kontrolag negatywna. W metodzie ISSR w sktad mieszaniny reakcyjnej o
objetosci 15 pLL wchodzity: 1 x bufor do PCR (75 mM Tris-HCI pH 8,8; 20 mM (NH4)2SOs4,
0,01% Tween 20) (Fermentas, Litwa); 160 uM kazdego dNTP; 5,3 pM startera; 1,3 mM
MgCl,, 0,4 mM spermidyny, 80 ng genomowego DNA; 0,5 U polimerazy DNA Taq
(Fermentas, Litwa). Stosowano nast¢pujacy profil termiczny: 95°C 2°30”; 6 x (94°C 457,
58°C< -0.5°C/eykl> 457, 72°C 457); 32 x (94°C 457, 55°C 45”, 72°C 45”); 72°C 10°. W
metodzie REMAP mieszanina reakcyjna o objgtosci 15 pl sktadata si¢ z: 1 x bufor do PCR
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(10 mM Tris pH 8,8; 50 mM KCIl; 0,08% Nonidet P40) (Fermentas, Litwa), 200 pM
kazdego dANTP, 3 pM startera Foreward i Reverse, 2,2 mM MgCl,, 0,4 mM spermidyny,
60 ng genomowego DNA, 1U polimerazy DNA Taq (Fermentas, Litwa). Profil termiczny
reakcji amplifikacji byt nastgpujgcy: 95°C 4°; 38 x (94°C 457, 55°C 457, 72°C 45”); 72°C
10°. Elektroforetyczny rozdziat produktow PCR prowadzono w 2,5% zelu agarozowym z
0,01% EtBr w buforze TBE przez 2,5 h przy napieciu 120 V. Zdjecia rozdziatow
analizowano okres$lajac obecnos¢ lub brak prazkow.

Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono wspotczynnik informacji o polimor-
fizmie — PIC (polymorphism information content) zgodnie z zatozeniami Nei (1973).
Podobienstwo genetyczne (SI— similarity index) szacowano pomig¢dzy parami wszystkich
badanych obiektéw zgodnie z formuta Dice’a (Nei i Li, 1979). Matryce SI uzyskane na
podstawie polimorfizmu identyfikowanego metodami ISSR oraz REMAP postuzyty do
konstrukcji dendrograméw metoda UPGMA przy zastosowaniu programu NTSYS-pc
(Rohlf, 2001). Obliczono wspdlczynnik korelacji pomigdzy matrycami indeksow
podobienstwa.

WYNIKI

Reakcje amplifikacji DNA przeprowadzono z 19 starterami ISSR oraz 20 parami
starterow REMAP. Calkowita liczba uzyskanych produktéw ISSR wyniosta 238, z ktorych
106 (44,5%) byto polimorficznych (tab. 2).

Tabela 2
Poréwnanie polimorfizmu identyfikowanego metodami ISSR i REMAP
Comparison of polymorphism identified by the ISSR and REMAP methods

Poréwnywany parametr
Comparative parameter

ISSR REMAP

Liczba uzytych starteréw — Number of primers used 19 20
Catkowita liczba produktow — Total number of products 238 468
Liczba produktéw polimorficznych — Number of polymorphic products 106 208
Udziat produktéw polimorficznych — Contribution of polymorphic products (%) 44,5 44,4
Srednia liczba produktdw / starter — Mean number of products per primer 12,5 23,4
Srednia liczba produktow polimorficznych / starter — Mean number of polymorphic products per primer 5,6 10,4
Liczba produktow specyficznych — Number of specific products 13 18
Srednia warto$¢ PIC — Mean PIC value 0,65 0,65
Catkowita liczba profili — Total number of profiles 131 200
Srednia liczba profili / starter — Mean number of profiles per primer 6,9 10,0

Amplifikacji metoda REMAP uleglo 468 fragmentow, w tym 208 (44,4%)
polimorficznych. Srednio kazdy starter ISSR uczestniczyt w syntezie 5,6 polimorficznych
fragmentow DNA, a para starterow REMAP inicjowata amplifikacje 10,4 takich odcinkow.
Wartos¢ wspodtczynnika informacji o polimorfizmie (PIC) okreslona dla metody ISSR
wahata si¢ od 0,52 do 0,81, zas dla REMAP od 0,46 do 0,99. Srednia wartos¢ PIC dla obu
metod byta taka sama i wyniosta 0,65. Zidentyfikowano 10 specyficznych produktow ISSR
oraz 20 REMAP. Wigkszo$¢ z nich byta charakterystyczna dla ekotypu AVE 270.
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Liczba wszystkich profili prazkow, czyli liczba kombinacji fragmentéw DNA uzyski-
wanych dla poszczegolnych obiektow przy udziale starteréw ISSR wyniosta 131, za$
REMAP — 200. Uzyskane profile umozliwity identyfikacje wszystkich badanych form.

Wyniki badan polimorfizmu metodami ISSR i REMAP stanowily podstawe do
utworzenia matrycy indeksow podobienstwa genetycznego Dice’a. Wartosci indeksow
uzyskane dla obu metod byly bardzo zblizone (tab. 3).

Tabela 3
Srednie warto$ci indekséw podobienstwa genetycznego Dice’a oszacowane na podstawie polimorfizmu
identyfikowanego metodami ISSR i REMAP
Mean values of Dice genetic similarity indices estimated based on polymorphism identified by the
ISSR and REMAP methods

Srednia wartoé indeksow podobienstwa Dice’a Zakres wartosci indeksow podobienstwa
Metoda . e
Method Mean values of Dice genetic similarity indices genetycznego
Polska — Poland | $wiat — world | razem — total Range of genetic similarity indices values
ISSR 0,91 0,89 0,90 0,84-0,98
REMAP 091 0,89 0,90 0,85-0,96

—— — T ————
00 033 0sa 095 1m
Podohiefistwo genstycame Dice'a

Dice genetic sirnilarity

Rys. 1. Dendrogram analizowanych ekotypow A. fatua L. uzyskany metoda UPGMA w oparciu
o polimorfizm identyfikowany metoda ISSR
Fig. 1. UPGMA dendrogram of the analysed A. fatua L. ecotypes based on polymorphism identified
by the ISSR method

Wartosci indeksow okreslone na podstawie polimorfizmu identyfikowanego metoda
REMAP zawieraly si¢ w przedziale 0,85-0,96, zas metoda ISSR 0,84—-0,98, $rednio 0,90
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niezaleznie dla kazdej z metod. Wspolczynnik korelacji matryc indeksow podobienstwa
byt statystycznie istotny i wyniost 0,69. Wysokie podobienstwo genetyczne analizowanych
form A. fatua wskazuje na ich matg réznorodnos¢. Podobienstwo genetyczne obiektow
skolekcjonowanych w Polsce bylo nieznacznie wigksze, anizeli form pochodzacych z
innych rejondéw $wiata. Niezaleznie od zastosowanej metody oceny polimorfizmu DNA
topologia uzyskanych dendrograméw byta podobna (rys. 11 2).

AVE 270

AVE 438

AVE 2804

AVE 1322

I 51633

AVE 2407

1 51631

P 32190

1963 VIR
e
L 51635

BC001476

T T T T T T T T —T T T T T
0ss 0 0.5 1m
Podotietistwn genayeme Dicda

Dice genetic similarity

Rys. 2. Dendrogram analizowanych ekotypow A. fatua L. uzyskany metoda UPGMA w oparciu o
polimorfizm identyfikowany metoda REMAP
Fig. 2. UPGMA dendrogram of the analysed A. fatua L. ecotypes based on polymorphism identified by
the REMAP method

Najmniejszym podobienstwem do wszystkich badanych form charakteryzowat si¢ AVE
270 pochodzacy z Albanii. Usytuowatl si¢ on na obrzezach obu dendrogramow. Pozostate
obiekty uformowaly dwa klastry. W obrgbie pierwszego z nich znalazty si¢ formy:
PI51601, PI51635 oraz 03C0701476. W tej grupie skupien na dendrogramie
skonstruowanym na podstawie polimorfizmu markerow ISSR znalazt si¢ réwniez
1963 VIR. Pozostate ekotypy utworzyty na obu dendrogramach odrgbny klaster, jednakze
zaobserwowano dos¢ duze réznice w obrgbie subklastrow.

DYSKUSJA

Avena fatua L. jest jednym z siedmiu heksaploidalnych gatunkéow w obrebie rodzaju
Avena L. (Zeller, 1998), a jego sktad genomowy, podobnie jak u pozostatych heksaploidow
opisano jako AACCDD (Rajhtahy i Thomas, 1974). Spadek zréznicowania genetycznego
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odmian A4. sativa sklania do poszukiwania zmiennosci w gatunkach pokrewnych.
Najprostszym 1 budzagcym najmniej kontrowersji sposobem poszerzenia zmienno$ci
odmian jest wprowadzenie pozadanych gendéw z gatunkoéw dzikich poprzez krzyzowanie.
W obregbie rodzaju Avena nie stwierdzono wystgpowania barier krzyzowalnosci na
heksaploidalnym poziomie ploidalnosci (Leggett, 1992). Uzyskiwane mieszance s ptodne
i stabilne cytogenetycznie, a wigc mozliwy jest transfer genow z gatunkéw dzikich do form
uprawnych (Leggett, 1992; Chrzastek i in., 2003).

A. fatua byt zaledwie kilkakrotnie obiektem analiz molekularnych. Cavan i wsp. (1998)
wykorzystujac metode RAPD stwierdzili mozliwo$¢ spontanicznego powstawania
mieszancow miedzygatunkowych A. sterilis x A. fatua i wyjasnili zjawisko rozprzestrze-
niania si¢ odpornosci na herbicydy. Fennimore i wsp. (1999) zidentyfikowali markery
RAPD sprzezone z genami warunkujacymi dtugi okres spoczynku ziarniakow u A4. fatua.
Chrzastek 1 wsp. (2003) stosujgc te samg metodg potwierdzili mieszancowy charakter
kombinacji 4. sativa x A. fatua.

Analiza polimorfizmu DNA pozwala na bezposrednie oszacowanie zrdéznicowania
genetycznego (Sztuba-Solinska, 2005). Oceng zmiennosci genetycznej w obrebie A. fatua
przeprowadzili Mengistu i wsp. (2005) wykorzystujac polimorfizm identyfikowany
metodami RAPD i ISSR, za$ Li i wsp. (2007) — metoda SSR. Mengistu i wsp. (2005)
analizowali 36 amerykanskich populacji 4. fatua, skolekcjonowanych w Potnocnej
Dakocie, odpornych i wrazliwych na herbicydy. Sredni dystans genetyczny pomiedzy
badanymi przez autoré6w formami wyniost zaledwie 0,08. Populacje tego gatunku
pochodzace z USA oraz sze$ciu prowincji Chin oceniali Li i wsp. (2007). Uzyskane przez
autor6w wyniki rowniez wykazaty duze podobienstwo badanych form — indeksy
podobienstwa przyjmowaly warto$ci od 0,87 do 0,99. W niniejszej pracy w celu okreslenia
zréznicowania genetycznego A. fatua zastosowano metody ISSR i REMAP. Wartosci
indekséw podobienstwa genetycznego, obliczone niezaleznie, na podstawie polimorfizmu
identyfikowanego za pomocg obu technik, byty zblizone do uzyskanych w badaniach
Mengitsu i wsp. (2005) oraz Li i wsp. (2007). Zardwno wyniki badan wilasnych, jak i
cytowanych wyzej autorow wykazaty niewielkie zréznicowanie genetyczne 4. fatua na
poziomie DNA, co wskazuje na matg réznorodnos¢ tego gatunku. Jednoczesnie wysokie
wewnatrzgatunkowe podobienstwo genetyczne nie odzwierciedla duzych zdolnosci
adaptacyjnych owsa ghuchego.

Warto$¢ wspotczynnika informacji o polimorfizmie (PIC) dla poszczegdlnych starterow
ISSR wynosita od 0,21 do 0,81, za$ dla par starterow REMAP wahata si¢ od 0,47 do 0,99.
Srednia warto$é tego indeksu obliczona niezaleznie dla kazdej z metod byta identyczna i
wyniosta 0,65. Li i wsp. (2000) stosujac zaprojektowane dla owsa startery SSR dla 12
gatunkow z rodzaju Avena uzyskali srednig warto$¢ PIC 0,57 (0,28-0,79), zas dla 20
odmian Avena sativa 0,51 (0,10-0,85). Metoda analizy polimorfizmu dhugo$ci sekwencji
mikrosatelitarnych (SSR) jest postrzegana jako najbardziej efektywna w detekcji
polimorfizmu (Powell i in., 1996). Wyniki uzyskane w badaniach wtasnych wskazuja, ze
metody ISSR i REAMP identyfikujg podobny poziom polimorfizmu, poréwnywalny z
uzyskiwanym w metodzie SSR, jednakze z uwagi na wickszg wydajnos¢, metoda z wyboru
do analizy podobienstwa genetycznego w obrgbie A. fatua powinna by¢ REMAP.
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Na podstawie polimorfizmu DNA identyfikowanego metodami ISSR i REMAP
przeprowadzono analiz¢ skupien metodga UPGMA. Skonstruowane dendrogramy réznity
si¢ od siebie w niewielkim stopniu. Nie stwierdzono jednakze wspolnej klasteryzacji form
pochodzacych z podobnych rejondéw $wiata, badz skolekcjonowanych w jednym banku
genow. Mengistu i wsp. (2005) badajac zréznicowanie form owsa ghuchego odpornych i
wrazliwych na herbicydy wyodregbnili na dendrogramie 10 grup, przy czym 27 z 36
obiektow formowato cztery grupy gltowne. W trzech klastrach skupily si¢ formy
charakteryzujace si¢ podobnym pochodzeniem i identyczng odpornoscia na herbicydy. Li
i wsp. (2007) analizujac podobienstwo genetyczne 7 populacji owsa gluchego pocho-
dzacych z Chin i ze Standéw Zjednoczonych, w przeciwienstwie do wynikow uzyskanych
W niniejszej pracy, obserwowali na dendrogramie formowanie skupien odpowiadajacych
pochodzeniu badanych form. Autorzy stwierdzili jednak, Ze obiekty pochodzace z
obszarow Chin potozonych blizej siebie wcale nie ulegaly silniejszej klasteryzacji, anizeli
formy pochodzace z odlegtych rejondow kraju.

WNIOSKI

1. Analiza polimorfizmu DNA z zastosowaniem metod ISSR i REMAP wykazata
wysokie podobiefistwo genetyczne analizowanych form Avena fatua L. Formy
skolekcjonowane w Polsce charakteryzowaly si¢ mniejszym zrdznicowaniem
genetycznym, anizeli pochodzace z innych rejonow $wiata.

2. Efektywno$¢ metody REMAP w detekcji polimorfizmu byta niemal dwukrotnie
wyzsza anizeli metody ISSR, w zwigzku z tym bylaby ona metoda polecang do
dalszych badan zr6znicowania tego gatunku.
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Wplyw formy ojcowskiej na zywotnos¢ pytku
1 niektore cechy plonotworcze mieszancow
migdzygatunkowych Avena sativa L.
cv. Borowiak x Avena sterilis L.

Effect of male genotype on pollen viability and some yield related traits
of interspecific hybrids Avena sativa L. cv. Borowiak x Avena sterilis L.

Obiektem badan byly mieszance F2 owsa zwyczajnego Avena sativa L. odm. Borowiak z 6
genotypami dzikiego heksaploidalnego gatunku Avena sterilis L. oraz formy rodzicielskie. Okreslono
wplyw genotypu formy ojcowskiej na zywotnos$¢ pytku i wybrane cechy plonotwoércze mieszancow.
Zywotno$é pytku u analizowanych mieszancow wahata sie od 91,35% do 99,10% i u wiekszosci z nich
byla nizsza w pordwnaniu z odmiang mateczna. Nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy
mieszancami i komponentami rodzicielskimi pod wzglgdem wymiaré6w ziaren pylku. Badane
kombinacje mieszancowe byly zroznicowanie pod wzgledem wickszosci cech plonotworczych.
U trzech z nich stwierdzono istotnie krotsza wieche gtdéwng a u wszystkich mniejsza liczbe ktoskow
niz u odmiany Borowiak. Mieszance rdznity si¢ istotnie pod wzgledem liczby i masy ziarniakow z
wiechy. Plon ziarniakéw z wiechy i masa tysigca ziarniakoéw u wszystkich form mieszancowych byty
nizsze w poréwnaniu z mateczna odmiang a $rednia ptodnos¢ kloska wahala si¢ od 1,68 do 3,12.
U wszystkich mieszancow stwierdzono istotnie wigcej biatka w ziarniakach niz w odmianie matecznej.
Zréznicowanie ws$réd badanych kombinacji mieszancowych $wiadczy o wpltywie genotypow
ojcowskich 4. sterilis na analizowane cechy.

Stowa kluczowe: Avena sativa L., Avena sterilis L., cechy plonotworcze, mieszance
migdzygatunkowe, zywotnos¢ pytku

The hybrids F2 of the Avena sativa L. cv. Borowiak with six genotypes of wild hexaploid species
Avena sterilis L. and the parental forms were subject of the research. The influence of male genotype
on pollen viability and some yield components was estimated. Pollen viability of the analyzed hybrids
ranged from 91.35% to 99.10% and for most of them was lower in comparison to the maternal variety.
No differences were noted between hybrids and parental components with regard to pollen size. The
analyzed hybrids were much differentiated regarding majority of quantitative traits. Three of them
formed significantly shorter panicle and all had lower number of spikelets per panicle than the cv.
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Borowiak. The significant differences among hybrids were stated regarding number and weight of
kernels per main panicle. Yield and weight of 1000 kernels of all hybrids were lower than those of
maternal Borowiak variety. Mean spikelet fertility of hybrids ranged from 1.68 to 3.12. Total protein
content in hybrid kernels was significantly higher in comparison to the maternal form. Variability
among the tested hybrids testify to the influence of male genotypes of A. sterilis on the estimated traits.

Key words: Avena sativa L., Avena sterilis L., yield components, interspecific hybrids, pollen
viability

WSTEP

Owies zwyczajny (Avena sativa L.) jest gatunkiem heksaploidalnym o sktadzie
genomowym AACCDD charakteryzujacym si¢ bardzo waska pulg genowa. Prace
genetyczno-hodowlane maja na celu poszerzenie zmiennosci genetycznej form uprawnych
owsa poprzez transfer pozadanych gendéw z pokrewnych gatunkéw dzikich z rodzaju
Avena. Wspodiczesna hodowla tworcza jest wspomagana przez szereg metod
biotechnologicznych, ale wcigz czesto stosowang i efektywng metoda przenoszenia
korzystnych gendéw sg krzyzowania migdzygatunkowe i1 migdzyrodzajowe. Obca
zmienno$¢ nie zawsze jest dostepna dla hodowcow ze wzgledu na silne bariery genetyczne
oddzielajace formy dzikie od uprawnych (Stalker, 1980; Frey, 1986; Leggett, 1996).
Trudnosci w krzyzowaniu odleglych gatunkéw wynikaja glownie z réznego poziomu
ploidalnos$ci oraz braku homologii gnomoéw. Z danych literaturowych wynika, ze sposrod
dzikich form heksaploidalnych do krzyzowan miedzygatunkowych najczesciej jest
wykorzystywany Avena sterilis L (Rajhathy i Thomas, 1974; Loskutov, 2001). Ze wzgledu
na jego sktad genomowy (AACCDD), przetamanie barier izolacyjnych podczas krzyzowan
nie nastrgcza wigkszych probleméw. W obrebie tego gatunku wystepuje bogactwo form
zroéznicowanych pod wzgledem morfologicznym, odpornosci na choroby, szkodniki i
abiotyczne stresy $rodowiskowe oraz sktadu chemicznego ziarniakow (Goldman, 1990;
Loskutov, 2001). Paczos i in., 2007 badajac 14 ekotypow Avena sterilis L. przy pomocy
markeréw RAPD, okreslity zréznicowanie wewnatrzgatunkowe. Srednie podobienstwo
genetyczne badanych form wynosito 0,614 1 wahato si¢ od 0,441 do 0,775. Efektywnos¢
krzyzowan miedzygatunkowych zalezy od wielu czynnikéw, miedzy innymi od trafnego
doboru komponentow rodzicielskich. Wszechstronna ocena uzyskanych mieszancow
pozwala wyselekcjonowac najbardziej przydatne dla hodowli genotypy. Mieszance
oddalone charakteryzuja si¢ czesto obnizong ptodnoscig roslin powodowang gldwnie niska
zywotno$cig pytku, co moze ogranicza¢ ich wykorzystanie w hodowli (Chen i in., 1977).
Analiza zywotnosci 1 wielko$ci ziaren pyltku pozwala wnioskowa¢ nie tylko o ptodnosci
roslin ale takze o przyczynach powstawania i funkcjonowania niezredukowanych gamet
meskich obserwowanych u niektorych gatunkéw owsa (Joshi i Howard, 1995; Katsiotis i
Forsberg, 1995).

Celem pracy bylo okreslenie wptywu genotypu formy ojcowskiej na zywotno$¢ pytku i
wybrane cechy plonotworcze mieszancow migdzygatunkowych F, Avena sativa L. cv.
Borowiak x Avena sterilis L.
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MATERIAL I METODY

Przedmiotem pracy byly mieszance F, owsa zwyczajnego 4. sativa L cv. Borowiak z 6
genotypami dzikiego heksaploidalnego gatunku Avena sterilis L. oraz komponenty
rodzicielskie. Wszystkie mieszance uzyskano w Instytucie Genetyki, Hodowli i
Biotechnologii Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wedtug podanego nizej
schematu:

— Q — Avena sativa cv. Borowiak x & — Avena sterilis genotyp AVE 941,
— Q — Avena sativa cv. Borowiak x & — Avena sterilis genotyp AVE 2068,
— Q — Avena sativa cv. Borowiak x & — Avena sterilis genotyp AVE2532,
— Q — Avena sativa cv. Borowiak x & — Avena sterilis genotyp CN25748,
— Q — Avena sativa cv. Borowiak x & — Avena sterilis genotyp PI1 287211,
— Q — Avena sativa cv. Borowiak x & — Avena sterilis genotyp PI 380125.

Dzikie formy Avena sterilis L. pochodzity z bankow genow w Gatersleben (Niemcy),
Saskatoon (Kanada) i Beltsville (USA).

Materiaty mieszancowe oraz ziarniaki form rodzicielskich byly wysiane punktowo w
2007 roku na poletkach Gospodarstwa Doswiadczalnego Uniwersytetu Przyrodniczego w
Czestawicach kolo Naleczowa. W fazie pelnego kwitnienia z 5 losowo wybranych roslin
kazdej formy pobrano pylniki do analizy zywotnosci i wymiarow pytku. Analizy
cytologiczne wykonywano w preparatach rozmazowych barwionych 2% roztworem
acetokarminu. W kazdym genotypie testowano okoto 4000 ziaren pylku a miarg ich
zywotnosci byt stopien wypetnienia cytoplazma. Jako zywotny traktowano pytek w ktorym
cytoplazma stanowita ponad 75% objetosci ziarna. Wielko$¢ pytku okreslono na podstawie
pomiardéw dlugosci i szerokosci 100 ziaren z kazdego genotypu.

W fazie dojrzato$ci pelnej wybrano losowo po 30 wiech gléwnych z kazdej kombinacji
mieszancowej i form rodzicielskich do laboratoryjnego przerobu. Analizowano diugosé¢
wiechy 1 liczbe kloskéw, liczbe i mase ziarniakow, ptodnosé kloska, mase tysigca
ziarniakow. Procentowa zawarto$¢ biatka ogotem w ziarniakach pozbawionych plewki
oznaczono metoda Kjeldahla stosujac przelicznik 5,7. Do analizy statystycznej wynikow
wykorzystano test F-Snedecora, a istotnos$¢ rdéznic pomigdzy obiektami stwierdzono przy
pomocy przedziatéw ufnosci Tukeya.

WYNIKI I DYSKUSJA

Analizowane w pracy mieszance mi¢gdzygatunkowe Avena sativa L. x Avena sterilis L.
byty mato zréznicowane pod wzglgdem sredniej zywotno$ci pytku (tab. 1). Wyrdzniala si¢
jedynie kombinacja Borowiak x CN 25748, w ktorej zywotnos¢ pytku wynosita 91,33% i
byla istotnie nizsza w porownaniu z komponentami rodzicielskimi, a takze pozostatymi
formami mieszancowymi. W obrgbie tej kombinacji obserwowano najwigksze roznice
pomiedzy poszczegdlnymi roslinami, wspotczynnik zmiennos$ci dla analizowanej cechy
wynosit 27,93% (tab. 4). Pozostale mieszance wytwarzaly od 98,04% (Borowiak x AVE
941) do 99,49% (Borowiak x PI 380125) pylku catkowicie wypetionego cytoplazmga.
Najmniejsze zréznicowanie migdzyosobnicze obserwowano w kombinacji (Borowiak X
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AVE 941), dla ktorej wspotczynnik zmienno$ci byt rowny 16,33%. Trzy sposrod badanych
populacji mieszancowych wytwarzaly nieznacznie wigcej zywotnego pyltku niz
odpowiednie komponenty rodzicielskie. Srednia zywotno$¢ pytku odmiany Borowiak
wynosita 98,31% natomiast u A. sterilis wahata si¢ od 96,82% w genotypie AVE 2532 do
99,00% w AVE 941. Wysoki poziom zywotnosci pytku w analizowanych populacjach
mieszancowych nie ogranicza wykorzystania tych materiatbw w hodowli owsa. Rownie
wysoka zywotnos¢ pytku stwierdzita Paczos-Grzeda (2003) u mieszancéw uzyskanych w
wyniku krzyzowania pigciu odmian owsa zwyczajnego z jednym genotypem A. sterilis.
Mieszance A. sativa x A. sterilis analizowane przez McMullen i wsp. (1982)
charakteryzowaty si¢ nizszg zywotno$cig pytku, nie przekraczajaca 90%.

Tabela 1

Zywotnosé i wymiary pylku mieszancéw miedzygatunkowych F2 Avena sativa L. cv. Borowiak x
A. sterilis L. i form rodzicielskich
Viability and size of pollen grains in the F2 hybrids Avena sativa L. cv. Borowiak x Avena. sterilis L.
and the parental forms

Pytek zywotny .. . .
Liczba Viable pollen Pyiek mezywotny. Wymlary ziaren p}flku
. h Unviable pollen grains Size of pollen grains
Mieszance analizo- grains
.. . wanych ziarna catkowicie | ziarna czgSciowo . . . . .
Formy rodzicielskie Ziaren pylku clnione elnione ziarna $rednia $rednia
Hybrids Py wyp wyp puste razem | dlugo$¢ | szerokosé
P Number of cytoplazma cytoplazma .
arental forms - . grains total mean mean
analyzed | grains fully filled | grains party filled empt (%) lenoth width
pollen grains | up with cytoplasm | up with cytoplasm (; )y ? ( 1%1 ) (um)
(%) (%) ’ . .
Avena sativa L. cv. Borowiak x Avena sterilis L.
;X'IB"“’W‘ak “AVE 4708 98,04 1,65 031 196 51,16 4343
%'61;‘”0‘”‘31‘ “AVE 5660 99,10 0.77 0,13 090 55,69 48,18
X’vggg‘;vzmk ) 5445 98,18 1,41 0,41 1,82 52,59 45,03
;‘;ﬁgmwwk X CN 4703 9135 2,51 6,14 8,65 51,50 46,03
;;'7123?{0“"31‘ X Pl 4494 99,03 0,64 033 097 57,06 50,03
g;'olfg"‘”‘ak x Pl 3934 99,49 0.43 0,08 051 55,15 48,06
Avena sterilis L.
AVE 941 4127 99,00 0,76 0,24 1,00 55,94 49,77
AVE 2068 3387 98,21 1,23 0,56 1,79 52,02 45,84
AVE2532 3561 96,82 1,91 1,27 3,18 5641 51,28
CN 25748 3447 97,99 1,28 0,73 2,01 53,37 48,52
PI1287211 3187 98,36 1,02 0,62 1,64 5321 45,36
PI 380125 3721 98,09 0,55 1,36 191 5622 48,75
Avena sativa L.
cv. Borowiak 4016 98,31 0,58 1,11 1,69 5341 45,20
e 1,52 0.92 0,91 - 5.20
0.05
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Pytek niezywotny stanowiacy u badanych mieszancow $rednio 2,47% byt prawie w
rownym stopniu reprezentowany przez ziarna puste i czgsciowo wypelnione cytoplazma.
Wyrdzniat si¢ jedynie mieszaniec Borowiak x CN 25748, u ktorego stwierdzono 6,14%
ziaren pustych 1 2,15% czgSciowo wypehionych cytoplazma. Wsrdod genotypow
ojcowskich obserwowano wigkszy udzial ziaren czg¢$ciowo wypetnionych natomiast w
odmianie matecznej byto wigcej ziaren pustych (tab. 1).

Z badan wielu autorow wynika, ze gatunki i odmiany owsa r6znig si¢ pod wzgledem
wielkosci 1 ksztaltu ziaren pytku, a cechy te sa skorelowane z poziomem ploidalnosci.
Gatunki heksaploidalne wytwarzaja wickszy pylek niz tetraploidalne i diploidalne
(Gornall, 1977; Chrzastek i in., 2004). Ziarna pytku owsa maja cz¢sciej ksztalt eliptyczny
niz okragly (Katsiotis i Forsberg, 1995; Chrzastek i in., 2006). Analizowane w pracy
mieszance nie roéznily si¢ istotnie ani mig¢dzy soba ani od form rodzicielskich pod
wzglgdem S$rednich wymiarow ziaren pylku. Najwicksze ziarna pylku o S$rednich
wymiarach 57,06 x 50,03 um wytwarzal mieszaniec Borowiak x PI1 287211 (tab. 1).

Tabela 2
Wartosci Srednie wybranych cech plonotwoérczych wiechy glownej mieszancéow miedzygatunkowych F2
Avena sativa L. cv. Borowiak x Avena sterilis L. i formy matecznej
Mean values of some yield related traits of main panicle in the interspecific hybrids F2 Avena sativa L.
cv. Borowiak x Avena sterilis L. and the maternal form

Liczba Masa
o Liczba ziarniakow z | ziarniakow z o Masal000
Dlugosé . . . Ptodnosé¢ S
. , . ktoskow wiechy wiechy ziarniakow
Mieszance/ Forma mateczna wiechy . ktoska
. . Numer of Numer of Weight of o 1000 kernels
Hybrids/ Maternal form | Panicle length . Fertility of
spikelets per | kernels per kernels per . weght
(cm) ; . . spikelet
panicle panicle panicle (g)
(g)
Avena sativa L. cv. Borowiak x Avena sterilis L.
cv. Borowiak x AVE 941 17,08 17,59 34,32 1,02 1,97 28,97
cv. Borowiak x AVE 2068 21,59 36,93 64,67 1,76 1,75 27,21
cv. Borowiak x AVE2532 15,72 20,23 34,50 0,90 1,68 26,07
cv. Borowiak x CN 25748 20,03 24,13 56,23 1,39 2,52 26,10
cv. Borowiak x P1287211 17,13 12,64 31,71 0,95 2,52 30,00
cv. Borowiak x PI 380125 19,07 16,40 50,77 1,51 3,12 29,48
Avena sativa L.

cv. Borowiak 21,12 60,37 121,43 4,38 2,01 36,16
NIR o,05
LSDoos 2,57 8,71 19,27 0,56 0,36 4,32

Podczas selekcji pozadanych genotypow z populacji mieszancowych owsa uwzglednia
si¢ szereg cech plonotworczych determinujacych wartos¢ uzytkowa badanych form.
Nalezg do nich migdzy innymi cechy morfologiczne wiechy. Wedlug Nity (1999)
nowoczesna odmiana owsa powinna charakteryzowac si¢ stosunkowo krotkim pedem, a
rownoczes$nie dluga wiechg z duzg liczba kloskow. Badania Kolba i Marshalla (1984)
wskazuja na istnienie pozytywnej korelacji pomigdzy tymi cechami oraz sprzg¢zenia
determinujacych je gendéw. Z badan Milacha i wsp. (2002) wynika, ze dtugo$¢ wiechy jest
uwarunkowana w duzym stopniu przez geny kartowato$ci Dwé6, Dw7 i Dw8. U badanych
W pracy mieszancow Avena sativa L. x Avena sterilis L. dlugo$¢ wiechy glownej wahala

249



Maria Chrzastek ...

si¢ od 15,72 cm (Borowiak x AVE 2532) do 21,59 cm (Borowiak x AVE 2068).
Najwigkszg zmiennos¢ migdzyosobnicza obserwowano w kombinacji Borowiak x AVE
941 natomiast najbardziej wyrownane pod wzgledem analizowanej cechy byly rosliny
mieszancowe uzyskane z krzyzowania Borowiak x PI 287211 (tab. 4). Wszystkie formy
mieszancowe z wyjatkiem kombinacji Borowiak X AVE 2068 charakteryzowaly si¢
krotsza wiechg niz odmiana mateczna (tab. 2). Istotne roznice pod wzgledem tej cechy
dotyczyly mieszancéw odmiany Borowiak z genotypami AVE 941, AVE 25321 P1287211.
Wedlug Petr i Frey (1966) z dlugoscia wiechy skorelowana jest liczba ktoskow. Podobng
zalezno$¢ obserwowano w analizowanych w pracy mieszancach odmiany Borowiak z
szescioma genotypami Avena sterilis L. Liczba kloskow w wiesze glownej mieszancoéw
wahata si¢ od 12,64 do 36,93, natomiast u odmiany Borowiak wynosita srednio 60,37. W
obrgbie analizowanych kombinacji mieszancowych obserwowano duze réznice pomigdzy
poszczego6lnymi roslinami. Wspotczynnik zmiennos$ci dla tej cechy wahat si¢ od 29,83%
(Borowiak x PI 287211) do 56,19% (Borowiak x AVE 941) (tab. 4).

Tabela 3
Zawarto$¢ bialka ogolem w ziarniakach pozbawionych plewki u mieszancéw Avena sativa L. cv.
Borowiak x Avena sterilis L. i form rodzicielskich
Total protein content in kernels without glumelle in the Avena sativa L. x Avena sterilis L. hybrids
and the parental forms

L.p. Mieszance/ Formy rodzicielskie Zawarto$¢ bialka ogdtem w ziarniakach
No. Hybrids/ Parental forms Total protein content in kernels (%)
Avena sativa L. X Avena sterilis L.
1. cv. Borowiak x AVE 941 19,73
2. cv. Borowiak x AVE 2068 18,36
3. cv. Borowiak x AVE2532 19,06
4. cv. Borowiak x CN 25748 20,43
5. cv. Borowiak x PI 287211 20,02
6. cv. Borowiak x PI 380125 21,07
Avena sativa L.
1. cv. Borowiak 15,30
Avena sterilis L.
1.  AVE%1 20,73
2. AVE 2068 20,63
3. AVE2532 25,01
4. CN 25748 24,15
5. PI287211 27,50
6. PI380125 24,34
NIR g5
LSDuygs 136

Plenno$¢ rosliny zbozowej zalezy gtownie od liczby i masy ziarniakoéw z ktosa badz
wiechy. Odziedziczalno$¢ tych cech oszacowana przez Samsona (1971) na podstawie
analizy trzech pokolen mieszancéw migdzyodmianowych owsa wahata si¢ od 0,48 do 0,65
dla liczby ziarniakow i od 0,55 do 0,72 dla masy ziarniakow. Analizowane w pracy
populacje mieszancowe A. sativa x A. sterilis byly malo zréznicowane pod wzgledem
sredniej liczby ziarniakow w wiesze glownej, przy czym wszystkie zawigzywaty ich
istotnie mniej niz odmiana mateczna (121,43). Obserwowano natomiast duze zroznico-
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wanie pod wzgledem tej cechy w obrgbie poszczegodlnych kombinacji mieszancowych,
wspbtczynnik zmienno$ci zawierat si¢ w przedziale od 30,31 do 53,07%. Srednia masa
ziarniakow z wiechy gléwnej badanych form mieszancowych byla istotnie nizsza w
poréwnaniu z odmiang Borowiak (4,38 g). Stwierdzono réwniez istotne roéznice pod
wzgledem analizowanej cechy pomigdzy badanymi kombinacjami mieszancowymi.
Pozytywnie wyrdzniat si¢ mieszaniec Borowiak x AVE 2068, u ktérego $rednia masa
ziarniakow z wiechy wynosita 1,76 g. Istotnie nizszg warto$cig tej cechy charakteryzowaty
si¢ kombinacje Borowiak X AVE 2532 (0,90 g), Borowiak x P1287211 (0,95 g) i Borowiak
x AVE 941 (91,02 g). W populacjach mieszancowych Borowiak x AVE 2532 i Borowiak
x AVE 941 obserwowano duze zréznicowanie mi¢dzyosobnicze zarowno pod wzgledem
liczby jak i masy ziarniakow z wiechy. Wspolczynniki zmienno$ci dla tych cech
przekraczaty 50% (tab. 4).

Tabela 4
Wspélezynniki zmiennosci dla Zywotnosci pylku i niektérych cech plonotwérczych mieszancéw
mie¢dzygatunkowych F2 Avena sativa L. cv. Borowiak x Avena sterilis L.
Coefficients of variability for pollen viability and some yield relatedtraits in the interspecific hybrids F
Avena sativa L. cv. Borowiak x Avena sterilis L.

Wspotczynnik zmiennosci
Coefficients of variability (%)
liczba ziaﬁ?jliéw masal000
Mieszance zywotno$¢  |liczba kloskow| ziarniakow iech plodnos¢ armiaké
Hybrids pytku number z wiechy \?V:;,leh(; oyf ktoska 120100 liem:l]s
pollen viability |of spikelets per| number of & fertility of .
N . kernels per . weight
(%) panicle kernels per il spikelet
panicle panicie ©
(2)

cv. Borowiak x AVE 941 16,33 56,19 51,78 55,15 32,35 20,14
cv. Borowiak x

AVE 2068 18,01 40,78 47,46 52,84 24,71 25,77
cv. Borowiak x

AVE2532 19,52 41,44 53,07 58,89 29,76 23,44
cv. Borowiak x

CN 25748 27,93 42,76 45,21 34,26 19,39 27,73
cv. Borowiak x

PI287211 22,45 29,83 30,31 30,53 14,29 12,23
cv. Borowiak x

PI380125 20,11 36,25 48,98 49,24 10,90 12,54

Plodnos¢ ktoska u analizowanych form mieszancowych wahata si¢ od 1,68 u mieszanca
Borowiak x AVE 2532 do 3,12 w kombinacji Borowiak x PI 380125. Trzy mieszance
przewyzszaly istotnie forme¢ mateczng, u ktorej na klosek przypadato $rednio 2,01
ziarniakow. Najwigksze roznice pomiedzy poszczegolnymi roslinami pod wzgledem
analizowanej cechy stwierdzono w obrebie populacji mieszancowej Borowiak x AVE 941,
dla ktérej wspotczynnik zmiennosci wynosit 32,35%. Najbardziej jednolita pod wzgledem
tej cechy byta kombinacja Borowiak x PI 380125. Mniej zréznicowana ptodnos¢ kloska
zawierajaca si¢ w przedziale od 1,80 do 2,07 obserwowata Paczos-Grzeda (2003) u
mieszancow uzyskanych w wyniku krzyzowania pigciu odmian owsa zwyczajnego z
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jednym genotypem A. sterilis. Wedthug Gasiorowskiego i Cierniewskiej (1995) optymalna
liczba ziarniakow w klosku nie powinna przekracza¢ dwoch. Ziarniaki zawigzywane w
kwiatach dwurzedowych 1 trzeciorzedowych najczeSciej sg gorzej wyksztalcone i
odznaczajg si¢ wigksza zawarto$cig plewki (Palagyi, 1983).

Badane w pracy mieszance nie roznity si¢ istotnie pod wzgledem masy tysigca ziar-
niakow. Warto$¢ tej cechy wahata si¢ od 26,07 do 30,00 g i dla wszystkich kombinacji byta
istotnie nizsza w poroéwnaniu z odmiang Borowiak (36,16). Najmniej od odmiany r6znita
si¢ kombinacja Borowiak x PI 287211, a najwigksza r6znicg zanotowano dla mieszafca
Borowiak x AVE 2532. Mniejsze réznice pomigdzy mieszancami A. sativa x A. sterilis i
formami matecznymi obserwowata Paczos-Grzeda (2003). Wspdtczynniki zmiennos$ci dla
analizowanych w pracy populacji mieszancowych zawieraly si¢ w przedziale od 12,23%
(Borowiak x PI 287211) do 27,73% (Borowiak x CN 25748).

Procentowa zawarto$¢ biatka w ziarniakach odmian uprawnych owsa waha si¢ od 12%
do 15%, natomiast u gatunkow dzikich czgsto przekracza 20%. U mieszancow
mie¢dzygatunkowych cecha ta najcz¢sciej przyjmuje wartosci posrednie i jest stosunkowo
nisko odziedziczalna (Frey, 1975). Sposrdd dzikich gatunkow heksaploidalnych najwigcej
biatka zawierajg ziarniaki Avena sterilis L. 1 Avena fatua L. (Elliot i in., 1985; Loskutov,
2000). U analizowanych w pracy genotypow Avena sterilis L. warto$¢ tej cechy wahata si¢
0d 20,63% do 27,50%, natomiast u mieszancoéw zawierala si¢ w granicach 18,36%-21,07%
(tab. 3). Wszystkie analizowane w pracy mieszance charakteryzowaly si¢ istotnie wyzszg
zawarto$cig biatka w ziarniakach niz odmiana Borowiak (15,30%). Najbardziej od formy
matecznej roznil si¢ mieszaniec Borowiak x PI 380125.

WNIOSKI

1. Wykorzystane do krzyzowan genotypy Avena sterilis L. poza CN 25748 nie wptywaly
istotnie na zywotno$¢ 1 wymiary ziaren pylku u testowanych mieszancow
migdzygatunkowych. Srednia zywotno$¢ pylku analizowanych mieszancow byla
wysoka, zatem cecha ta nie ogranicza ich wykorzystania w hodowli.

2. Mieszance rdoznily si¢ istotnie od siebie pod wzgledem $rednich wartosci wszystkich
analizowanych cech plonotworczych z wyjatkiem masy tysigca ziarniakow. W obrebie
poszczegblnych kombinacji stwierdzono duze zréznicowanie mig¢dzyosobnicze pod
wzgledem liczby ktoskéw, oraz liczby i masy ziarniakow w wiesze glowne;.

3. Wszystkie genotypy Avena sterilis L. 1 kombinacje mieszancowe przewyzszaty istotnie
odmiang Borowiak pod wzgledem zawartosci biatka ogdétem w ziarniakach
pozbawionych plewki. Najwigksza rdznica wynosita 5,77% i1 dotyczyta mieszanca
Borowiak x PI 380125.

4. Sposrdd badanych form mieszancowych pod wzgledem wigkszo$ci analizowanych
cech pozytywnie wyrdznialy si¢ kombinacje Borowiak X AVE 2068, Borowiak x
CN 25748 i Borowiak x PI 380125.
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Ocena tolerancyjnosci na glin siewek
mieszancow BC (Avena sativa L.
X Avena fatua L.) X Avena sativa L.

Evaluation of seedling tolerance to aluminum in BC; hybrids
of (Avena sativa L. x Avena fatua L.) X Avena sativa L.

W rodzaju Avena L. wystepuje duze zréznicowanie miedzygatunkowe i wewnatrzgatunkowe pod
wzgledem tolerancyjnosci na toksyczne st¢zenia jonow glinu. Celem pracy byta ocena tolerancyjnosci
na glin 8 rodéw mieszancowych BCi (4dvena sativa L. x Avena fatua L.) X Avena sativa L. oraz ich
komponentéw rodzicielskich. Nasiona badanych form kielkowano na bibule filtracyjnej w szalkach
Petriego uzupelionych roztworem wodnym glinu w stezeniach: 0 (kontrola) i 40 mg dm, w
srodowisku zakwaszonym (pH 4,2). Badano wplyw jondéw glinu na kietkowanie nasion oraz na
maksymalng dhugo$¢ systemu korzeniowego, liczbe korzeni i maksymalng dtugos¢ lisci 10-dniowych
siewek. Na podstawie pomiaréow dtugosci systemu korzeniowego wyznaczono indeks tolerancji glinu
(Ir) wedtug zmodyfikowanego testu Wilkinsa. Z przeprowadzonych badan wynika, ze glin silnie
ograniczal wzrost korzeni siewek, przyczyniajac si¢ do zwigkszenia ich liczby oraz nieco slabiej
wplywal na wzrost liSci. Nie odnotowano istotnego wpltywu badanego st¢zenia glinu na energi¢ i
zdolnos$¢ kietkowania nasion. Najwyzsza tolerancyjnoscia na toksyczne stezenie jonow glinu wykazat
si¢ jeden z genotypow rodzicielskich owsa ghluchego 4. fatua L. nr 73 oraz odmiany owsa siewnego 4.
sativa L. — Kasztan, Kwant, Karol i Farys. Mieszance charakteryzowaly si¢ posrednim poziomem
tolerancyjnosci. Wérdd nich najwyzsza tolerancyjnoscia wyrdznit si¢ mieszaniec Farys x A. fatua L. nr
73 x Farys. Najmniej tolerancyjne na glin okazaly si¢ genotypy owsa gtuchego A. fatua L. nr 75, 77,
83184.

Stowa kluczowe: Avena sativa L., Avena fatua L., rody mieszancowe, toksyczno$¢ glinu,
tolerancyjnosc¢ siewek

Within the genus Avena L., a high interspecies and intraspecies variation exists in tolerance of toxic
concentrations of aluminum ions. The purpose of the work was evaluation of seedling tolerance to
aluminum in eight of (Avena sativa L. X Avena fatua L.) X Avena sativa L. BCi hybrid strains. The
samples of seeds were germinated on filter paper in Petri dishes moistened with water solution
containing Al ions (as AICl3x6H20) in the concentrations: 0 (control) and 40 mg dm?, in acid
environment, pH 4.2. The influence of aluminum on the seed germination and on the maximal length
of roots, number of roots and the maximal length of leaves of 10-day seedlings were examined. Index
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of tolerance was calculated by means of modified Wilkins test. Aluminum strongly limited growth of
seedling roots, caused increase of their number and less influenced growth of the seedlings’ leaves.
Aluminum ions did not influence seed germination. One of the parental genotypes of 4. fatua L. nr 73
and the A. sativa L. cultivars — Kasztan, Kwant, Karol and Farys showed the highest tolerance. The
hybrid strains showed intermediate tolerance level. Among them, the (Farys x 4. fatua L. nr 73) x Farys
hybrid showed the highest aluminum tolerance. The least tolerance to aluminum ions was recorded for
the A. fatua genotypes denoted with the numbers 75, 77, 83 and 84.

Key words: Avena sativa L., Avena fatua L., hybrid strains, aluminum toxicity, seedlings tolerance
WSTEP

Rodzaj Avena L. obejmuje zardwno gatunki uprawne, jak i dziko rosngce w Srodowisku
naturalnym. Wsrod gatunkéw uprawnych najwigksze znaczenie ma owies zwyczajny
(Avena sativa L.). Wedlug GUS powierzchnia uprawy owsa w Polsce, w siewie czystym
wynosita w roku 2008 okoto 550 tys. ha. W rolnictwie polskim owies dostarcza cennego
ziarna paszowego, posiada wysoka warto$¢ odzywcza jako pokarm dla ludzi oraz jest cenng
ro§ling w ptodozmianie, szczegélnie w warunkach duzego udzialu zboz w strukturze
zasiewow (dobrze znosi uprawe po zbozach, a sam jest dos¢ dobrym przedplonem dla
innych zbo6z). Jest rosling o stosunkowo niewielkich wymaganiach glebowych i cieplnych.
Z uwagi na to, ze uprawa owsa na zyznych glebach kompleksow pszennych i pszenno-
zytnich jest mato uzasadniona, owies uprawiany jest gtéwnie na slabszych glebach
kompleksow zytnich oraz na glebach kompleksu zbozowo-pastewnego. W celu utrzymania
wysokiego plonowania owsa na glebach gorszych niezb¢dna wydaje si¢ wiedza na temat
tolerancyjno$ci odmian owsa na kwasny odczyn S$rodowiska glebowego. Skutki
zakwaszenia gleby dotyczg w pierwszej kolejno$ci wzrostu koncentraciji jonow Al**, H',
Mn?*, a nastepnie zmian kierunku procesow i reakcji chemicznych zachodzacych w glebie.
Na glebach kwasnych zawierajacych toksyczne stezenia jondw glinu obserwuje si¢ u roslin
niedobor takich pierwiastkow jak P, Ca, Mg, K i Mo (Liu i Luan, 2001). Z r6znych badan
wynika, ze ro$liny dobrze rozwijaja si¢ nawet przy pH ok. 4, jezeli w roztworze glebowym
nie wystepuja jony AIP*, a rozna wrazliwo$¢ rodlin na pH wynika m.in. z réznej ich
wrazliwosci na toksyczne stg¢zenia jondw glinu (Gorlach i Mazur, 2002). Wedlug Gorlacha
i Curylo (1990), ze szkodliwym dziataniem jonow H' nalezy si¢ liczy¢ dopiero przy
pH<3,0. Niekorzystny wptyw glinu na rosliny uzewngtrznia si¢ przede wszystkim zmiang
wielkos$ci i morfologii systemu korzeniowego (Kinraide, 1991). Rosliny wyksztatcity rozne
mechanizmy tolerancyjnosci na toksyczne stgzenia jonow glinu. Ogodlnie, mechanizmy te
mozna podzieli¢ na apoplastyczne i symplastyczne. Mechanizmy apoplastyczne sg oparte
na wydzielaniu kwasow organicznych przez wierzcholki korzeni. Kwasy organiczne
tworzg trwate kompleksy z jonami glinu AI**. Mechanizmy symplastyczne pozwalaja na
akumulacje¢ 1 detoksykacje glinu wewnatrz komorek (Taylor, 1991). Jednak glin indukuje
odkladanie si¢ kalozy w plazmodesmach, ograniczajac transport substancji mig¢dzy
komorkami w symplascie (Sivaguru i in., 2000). U owsa, zyta i tolerancyjnego na glin
pszenzyta apoplastyczny mechanizm tolerancyjno$ci na toksyczne jony glinu oparty jest
glownie na wydzielaniu kwasow jabtkowego i cytrynowego. Tolerancyjne na glin odmiany
pszenicy zwigkszaja wydzielanie kwasu jabtkowego (Ma i in., 2001). Wsrod zboz
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najbardziej tolerancyjne na glin sg zyto, nastgpnie owies, pszenzyto, najmniej pszenica i
jeczmien (Nava i in., 2006). Z badan przeprowadzonych w Brazylii wynika, ze
tolerancyjno$¢ na glin u owsa Avena sativa L. jest kontrolowana przez jeden lub dwa geny
dominujace (Oliveira, 2002). Gatunek ten charakteryzuje si¢ bardzo waska pula genowa.
Potencjalnym zrodlem obcej zmiennosci dla owsa zwyczajnego sa gatunki dzikie, m.in.
Avena fatua L. Dzikie gatunki oraz ich mieszance F; i dalsze pokolenia uzyskane drogg
krzyzowan wstecznych stanowig cenny materiat wyjsciowy dla hodowli owsa (Chrzastek
iin., 2007).

Celem badan byla ocena tolerancyjnosci na glin mieszancow mig¢dzygatunkowych
wytworzonych w wyniku krzyzowania odmian Avena sativa L. z Avena fatua L.

MATERIAL I METODY BADAN

Badania przeprowadzono w latach 2008—2009 w Katedrze Biologii Roslin, Wydzialu
Nauk Rolniczych w Zamo$ciu Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Przedmiotem
badan byto 8 rodow mieszancowych BC: (4dvena sativa L. x Avena fatua L.) X Avena
sativa L. Analizie poddano réwniez wszystkie komponenty rodzicielskie biorace udziat w
powstaniu mieszancow, tj. genotypy owsa ghuchego Avena fatua L.: nr 73 (AVE 270 GAT),
nr 75 (AVE 1322 GAT), nr 76 (AVE 2407 GAT), nr 77 (AVE 2804 GAT), nr 84 (52188
IHAR), nr 83 (51635 IHAR) oraz odmiany owsa siewnego (zwyczajnego) Avena sativa L:
Deresz, Farys, German, Hetman, Karol, Kasztan, Kwant (tab. 1). Ziarniaki form
rodzicielskich owsa pochodzity z Instytutu Genetyki i Hodowli Roslin w Gatersleben w
Niemczech oraz Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Radzikowie. Mieszance BC,
uzyskano z Instytutu Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin, Uniwersytetu Przyrod-
niczego w Lublinie.

Nasiona badanych form kietkowano na bibule Whatmana nr 10, w szalkach Petriego
(10 nasion na szalke) uzupetionych roztworem wodnym glinu (w formie AICl3x6H,0) w
koncentracjach: 0 (kontrola) i 40 mg-dm™ (Prazak, 2001). Odczyn roztworéw ustalono na
poziomie pH 4,2. Od momentu wysiewu do 10 dniowej siewki, kultury prowadzono w
termostacie, w temperaturze 25°C. W kazdej kombinacji wykonano po trzy powtorzenia.
Po 51 10 dniach zbadano wptyw glinu na energi¢ i zdolnos$¢ kietkowania nasion. Po 10
dniach wykonano pomiary maksymalnej dlugosci systemu korzeniowego 1 lisci siewek
oraz oznaczono liczb¢ korzeni. Na podstawie pomiaréw dtugosci systemu korzeniowego
wyznaczono indeks tolerancji glinu (It) wedlug zmodyfikowanego testu Wilkinsa (1978):

srednia dtugos¢ korzeni roslin traktowanych Al
Ir= x 100%
$rednia dtugo$¢ korzeni roslin kontrolnych

Wyniki opracowano statystycznie i przedstawiono w tabeli 1 i na rysunku 1. Kolejno$¢
analizowanych form w tabeli i na rysunku jest taka sama. Istotno$¢ roznic oceniono za
pomocg testu Tukeya przy p = 0,05.
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WYNIKI I DYSKUSJA

W przeprowadzonych badaniach nie odnotowano istotnego wptywu jondéw glinu na
energi¢ 1 zdolnos¢ kietkowania nasion owsa. W srodowisku zakwaszonym obecno$¢ glinu
silnie ogranicza rozwoj systemu korzeniowego (Foy i in., 1978). Niekorzystny wplyw glinu
na system korzeniowy ro$lin pszenicy, zyta i pszenzyta potwierdzily badania Aniola
(1985). W badaniach wilasnych glin silnie ograniczal wzrost korzeni siewek i nieco stabiej
lisci (tab. 1, rys. 1). Sposrdod analizowanych form najwyzsza wartoscig indeksu tolerancji
na glin charakteryzowat si¢ dziki gatunek Avena fatua L. oznaczony numerem 73 (It =
46,6%) (tab. 1). W przypadku pozostatych genotypéw owsa ghuchego Avena fatua L.
odnotowano niskie wartosci indeksu tolerancji na glin (It = 3,4-14,0%).

Tabela 1
Wplyw glinu na siewki mieszancéw BC1 (4dvena sativa L. X Avena fatua L.) X Avena sativa L. oraz ich
komponentow rodzicielskich w §rodowisku zakwaszonym (pH 4,2)
Influence of aluminum on seedlings of BC1 (4vena sativa L. X Avena fatua L.) x Avena sativa L. hybrids
and their parental components in acid environment (pH 4.2)

Dtugo$¢ korzeni (mm) Dtugos¢ lisci (mm) Indeks tolerancji (%)
Analizowane formy Length of roots (mm) Length of leaves (mm) Tolerance index (%)
Forms analyzed Al (mg dm™) Al (mg dm™) Al (mg dm™)
0 [ 40 0 | 40 0 | 40
1. (Deresz x A. fatua nr 83) x Deresz 131,5 29.4" 89,6 61,2" 100,0 22,4
2. (Deresz x A. fatua nr 84) x Deresz 109.9 24.4" 76,4 63,6 100,0 26,7
3. (Farys x A. fatua nr 73) x Farys 1255 34,9" 94,0 76,5" 100,0 27,8
4. (German X A. fatua nr 77) x German 92,4 14,7 78,3 67,9 100,0 16,7
5. (Hetman x A. fatua nr 73) x Hetman 138,8 24,7° 97,2 91,0 100,0 18,2
6. (Karol x 4. fatua nr 76) x Karol 131,2 19,4" 87,4 53,8" 100,0 14,9
7. (Kasztan x 4. fatua nr 75) x Kasztan 143,0 21,7 90,8 64,4 100,0 15,2
8. (Kwant x 4. fatua nr 75) x Kwant 1223 28,7° 96,4 67,6 100,0 22,7
9. A. fatua nr 73 87,9 40,8 73,8 74,4 100,0 46,6
10. 4. fatua nr 75 134,0 49 91,4 40,8 100,0 34
11. A. fatua nr 76 112,6 24,7° 95,7 79,8 100,0 25,1
12. A. fatua nr 77 95,7 13,4 88,1 60,9 100,0 14,0
13. A. fatua nr 83 120,8 12,9 105,0 67,5° 100,0 11,7
14. A. fatua nr 84 98,4 11,8 99,1 64,6 100,0 11,9
15. Deresz 144,7 28,9 85,8 69,2 100,0 20,5
16. Farys 114,2 31,47 86,5 80,7 100,0 27,5
17. German 1224 20,2° 92,6 76,4° 100,0 17,6
18. Hetman 156,5 33,2° 102,7 82,2" 100,0 21,4
19. Karol 117,3 33,2° 80,7 66,5 100,0 28,0
20. Kasztan 91,6 32,8° 78,3 81,5 100,0 36,3
21. Kwant 105,5 32,0 85,4 753 100,0 30,8

* Wynik istotnie rézny od kontroli (0 mg-dm™ Al)
*Result significantly different in relation to the control (0 mg-dm™ Al)

Rody mieszancowe BCi (Avena sativa L. x Avena fatua L.) X Avena sativa L.
charakteryzowaly si¢ S$rednim poziomem tolerancyjnosci. Wsréd nich najwyzsza
tolerancyjno$cig wyroznit si¢ rod Farys x A. fatua L. nr 73 x Farys (It = 27,8%), natomiast
najnizsza odznaczat si¢ mieszaniec Karol x 4. fatua L. nr 76 x Karol (It= 14,99%) (tab.
1). Rody mieszancowe pszenicy z dzikimi gatunkami Aegilops L., badanymi przez Prazaka
(2001), réwniez charakteryzowaty si¢ Srednig tolerancyjnoscia na glin.
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Rys. 1. Wplyw jonow glinu w stezeniu 40 mg dm™ na dlugo$é korzeni siewek mieszancéw BCi (4vena
sativa L. X Avena fatua L.) x Avena sativa L. (nr 1-8) oraz ich komponentow rodzicielskich Avena fatua
L. (nr 9-14) i Avena sativa L. (nr 15-21). Przedstawiono wartosci §rednie i odchylenia standardowe
miedzygrupowe z 3 powtérzen
Fig. 1. Influence of aluminum ions in concentration 40 mg dm- on seedling root length of (4vena sativa
L. x Avena fatua L.) XAvena sativa L. BC1 hybrids (no. 1-8) and their parental components Avena fatua
L. (no. 9-14) and Avena sativa L. (no. 15-21). Means and SD of 3 replications are shown

Sposrod odmian Avena sativa L. najbardziej tolerancyjnymi na glin okazaty si¢ Kasztan,
Kwant, Karol i Farys (It=27,5-36,3%). W przypadku pozostatych odmian owsa siewnego
(Avena sativa L.) warto$¢ indeksu tolerancji wahata si¢ od 21,4% do 17,64% (tab. 1).
Wyniki te $wiadczg o zréznicowaniu cechy tolerancyjnosci na glin wsréd odmian owsa, o
czym informowat Bilski (1985). Wedlug Nava i wsp. (2006) rézne genotypy owsa Avena
sativa L. charakteryzujg si¢ duza zmienno$cia jezeli chodzi o tolerancyjnos$¢ na glin.
Genotypy Al, Al, cechuje tolerancja na glin, natomiast genotypy al. al. wykazuja si¢
wrazliwo$cig na ten metal. Oliveira i wsp. (2005) oceniajac wptyw glinu na odrost korzeni
siewek owsa Avena sativa L. zidentyfikowali dwa geny tolerancyjnosci na glin — Al;1 Al>
i jeden wrazliwo$ci — al.

Z badan Bilskiego (1985) prowadzonych na owsie i pszenicy wynika, ze najwyraz-
niejsze symptomy toksyczno$ci glinu wystepuja na glebach o pH ponizej 4,5. W przedziale
pH 3,8-4,0, przy wzroscie zawartosci glinu w pozywce z 12 ppm do 16 ppm, autor
odnotowal najwigksza obnizk¢ masy korzeni u wszystkich badanych odmian owsa i
pszenicy. Przy dalszym obnizaniu pH roztworu szkodliwy wptyw glinu na organizmy
ros$linne moze ulec zmniejszeniu przy jednoczesnym ujawnieniu si¢ oddziatywania jonow
wodoru (Kaczor, 1998). Toksycznos¢ glinu u ro$lin przejawia si¢ gtdéwnie zahamowaniem
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wzrostu systemu korzeniowego. Korzenie reaguja wczesniej na glin ruchomy niz czgsci
nadziemne. Na skutek zahamowania ich wzrostu elongacyjnego sa one skrocone, zgrubiale
i skrgcone. Caly system korzeniowy ro$liny staje si¢ staby i kruchy (Kaczor, 1998).
Najwyrazniej symptomy toksycznego wplywu jonoéw glinu na system korzeniowy
uzewngtrznity si¢ na formach najmniej tolerancyjnych, tj. na genotypach owsa ghuchego
(Avena fatua L.) oznaczonych numerami 77, 84, 83, 75. U genotypoéw wrazliwych na glin
czesto nastgpowato rowniez zwigkszenie liczby korzeni przybyszowych.

Fizjologiczno-biochemiczne przyczyny ujemnego wplywu nadmiernego st¢zenia glinu
na wzrost systemu korzeniowego nie sg jednak doktadnie poznane. Mercik i Sas (1998)
podaja, ze pierwotnym miejscem oddzialywania glinu na ro$liny jest czapeczka korze-
niowa, gdzie wigze si¢ on z DNA, hamujgc w ten sposob podzialy komorkowe.
Ograniczenie wzrostu korzeni jest uwazane za podstawowa przyczyn¢ ograniczania plonu
na glebach kwasnych (Mercik i Sas, 1998). Efekt toksycznosci glinu na czg¢$ciach
nadziemnych roslin jest niespecyficzny i trudny do zidentyfikowania (Wiewiora, 1999).
Jony tego metalu sa transportowane przez system korzeniowy tylko w niewielkich
ilosciach. Z tego powodu objawy toksycznego dziatania glinu sa trudne do zauwazenia na
czesciach nadziemnych ro$lin (Kaczor, 1998).

W badaniach wtasnych odnotowano mniejsze zahamowanie wzrostu li§ci siewek na
pozywce z glinem, niz to miato miejsce w przypadku korzeni (tab. 1).

Uszkodzenia czeg$ci nadziemnych roslin maja najczesciej charakter wtorny i wynikajg z
niedoboru pierwiastkow, ktorych pobieranie jest ograniczone w obecnosci glinu (gtownie
P, Mg i Ca). Potwierdzajg to badania prowadzone przez Filipka i Badore (1993) na
podstawie ktorych ustalono, ze choroba fizjologiczna Zzyta na glebach silnie zakwaszonych
uzewnetrzniata si¢ objawami braku magnezu, fosforu i potasu. Jak podaja autorzy badan
objawy niedoboru Mg i P na roslinach oraz nadmiaru Mn nalezy $cisle wigza¢ z silnym
zakwaszeniem gleb i wysoka koncentracja glinu ruchomego. Przytoczone dane sugeruja,
ze objawy toksycznego dzialania glinu na czg$ci nadziemne roslin nie sg jednoznaczne i
specyficzne. Nalezy jednak wyraznie podkresli¢, ze warto$ci graniczne powyzej ktorych
glin bezposrednio lub posrednio oddziatuje na rosliny sg bardzo ptynne (Kaczor, 1998).

Uzyskane wyniki potwierdzajag duze zréznicowanie migdzygatunkowe i wewnatrz-
gatunkowe w rodzaju Avena L. pod wzgledem tolerancyjnosci na toksyczne stezenia jondw
glinu.

WNIOSKI

1. W s$rodowisku zakwaszonym (pH 4,2) badane genotypy owsa charakteryzowaty si¢
zrdznicowang reakcja na wysokie stezenie jonéw glinu (40 mg-dm). Wéréd form
uprawnych, dzikich i ich mieszancéw wystepowaly genotypy o wysokiej, $redniej i
niskiej tolerancyjnosci na toksyczne stezenie jonow glinu.

2. Rody mieszancowe BCi (Avena sativa L. X Avena fatua L.) x Avena sativa L.
cechowata najcze$ciej Srednia tolerancyjnos$¢ na glin.
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3. Jako zrodto tolerancyjnosci na glin dla odmian uprawnych owsa mozna wykorzysta¢
jeden z badanych genotypow owsa gluchego (4. fatua L. nr 73), ktéry charakteryzowat
si¢ najwyzszg wartoscig indeksu tolerancji.
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Ekspresja biatka Cryl Ab w odmianach
kukurydzy typu MONS10 w Polsce — wptyw
na organizmy niedocelowe: mszyce zbozow3a
(Sitobion avenae F.) 1 mszyce czeremchowo-

zbozowa (Rhopalosiphum padi L.)*

Cry1lAb expression in MON810 maize varieties in Poland — impact on non-target
organisms the grain aphid (Sitobion avenae F.) and the bird cherry-oat aphid
(Rhopalosiphum padi L.)

Kukurydza (Zea mays L.) MON810 Bt z biatkiem Cry1Ab stanowi najbardziej efektywna ochrone
przeciwko omacnicy prosowiance (Ostrinia nubilalis Hbn.). Jest ona uprawiana w Polsce od 2007 roku.
Odmiany typu MON810 produkuja 92 kDa N-terminalny fragment biatka CrylAb z Bacillus
thuringiensis (Bt) ssp. kurstaki szczep HD1, warunkujacy odporno$¢ na owady z rzedu Motyle. Jednym
z istotnych parametrow okreslajacych potencjal do rozwoju odpornosci populacji szkodnikow
kukurydzy oraz wptywu upraw GM na owady niedocelowe jest poziom ekspres;ji biatka w czg$ciach
ro$lin z ktorymi wchodzg w kontakt. W odmianach typu MONS810 ekspresja biatka Cryl Ab powinna
mie¢ charakter konstytutywny ze wzgledu na obecnos¢ promotora CaMV35S. Dane wskazuja jednak,
ze zawarto$¢ biatka w organach roslinnych jest rozna. Ilo$ciowy test immunoabsorpcji enzymatycznej
(ELISA) zostal uzyty do oznaczenia poziomu biatka CrylAb w odmianach DKC60-16Bt i
DKC3421YG uprawianych w warunkach zamknigtego uzycia i w polu. Przedmiotem pracy bylo
okreslenie poziomu biatka CrylAb w dwu odmianach kukurydzy z cecha MON810 w Polsce i
przeanalizowanie jego akumulacji w wybranych organizmach niedocelowych.

Stowa kluczowe: ekspresja Cryl Ab, MONS810, mszyce, ocena ryzyka, organizmy niedocelowe

The transgenic MON810 maize (Zea mays L.), expressing Cryl Ab protein and known to have the
most effective protection against European corn borer, has been cultivated in Poland since 2007.
MONS10 cultivars express 92 kDA N-terminal fragment of Cry1 Ab protein from Bacillus thuringiensis

*Praca zostata wykonana przy udziale $srodkow z grantu MNiSW Nr. 1511/P01/2006/31
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(Bt) ssp. kurstaki strain HD1, assuring protection against Lepidoptera insects. Possible unintended
effects of the widespread planting of Bt crops (insect resistance, impact on non-target organisms) are
related to the expression level of Bt protein. Non-target herbivores and beneficial insects may be
affected by direct feeding on the transgenic crop or by interactions in tri-trophic systems. In MON810
plants the Bt protein expression should have constitutive character due to the presence of 35S promoter.
However, considerable variations in the expression level of CrylAb protein have been reported. A
quantitative Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) was used to quantify the levels of Cry1Ab
protein in DKC60-16Bt and DKC3421YG cultivars grown under greenhouse and field conditions. The
tissue-specific expression and cultivation-dependent abundance of Cryl Ab protein were determined.
The accumulation of Bt protein in selected non-target organisms is discussed.

Key words: aphids, Cryl1 Ab expression, MON810, non-target species, risk assessment
WSTEP

Wraz ze zwigkszajacym si¢ areatem roslin wykazujacych w tkankach ekspresje biatka
Bt o dziataniu insektycydu (grupa biatek Cry), coraz cz¢sciej dyskutowany jest ich wptyw
na ekosystemy, a szczegodlnie organizmy niedocelowe, ktore nie sg obiektem zwalczania.
(Dutton, 2004). Powierzchnia upraw kukurydzy w Polsce zmienia sie rokrocznie i wynosita
w 2008 roku okoto 730000 ha przy czym okoto 3000 przeznaczone byly na kukurydze z
cecha MONB810 (dane wg Polskiego Zwigzku Producentow Kukurydzy). Rownocze$nie
gwaltownie rosng straty powodowane przez szkodniki, w tym omacnice¢ prosowianke,
ktora uszkadza nawet do 40% roslin kukurydzy na polach Polski poludniowej (Lisowicz,
2003). Ze wzgledu na coraz wigkszy problem, jakim staje si¢ Zzerowanie omacnicy na
plantacjach kukurydzy w Polsce, jak tez na fakt rozprzestrzeniania si¢ w Polsce innego
powaznego szkodnika kukurydzy — zachodniej stonki kukurydzianej (Diabrotica virgifera
Le Conte) (Lipa, 2004) mozemy spodziewac si¢ zwigkszonego zainteresowania
wprowadzeniem cechy Bt do linii dobrze plonujacych w warunkach naszego klimatu. Do
tej pory ponad 55 odmian kukurydzy linii z cecha MONS810 zostalo wpisanych do
Wspolnego Katalogu Odmian Gatunkéw Roslin Rolniczych i moze by¢ uprawiane na
terenie Unii Europejskiej. Rysuje si¢ coraz wigksza potrzeba stworzenia narzegdzi
umozliwiajacych wtasciwa ocene ryzyka srodowiskowego oraz metodyki, ktora pozwoli
na wlasciwy monitoring srodowiska przyrodniczego w Polsce (case specific monitoring) z
uwzglednieniem zaleznos$ci troficznych wystepujacych w naszych ekosystemach.
Jednoczes$nie prowadzone sa prace nad ujednoliceniem metodyki badan nad
niezamierzonym wplywem genetycznie zmodyfikowanych roslin z genem cry/Ab na
agrocenozy. Wykorzystanie organizmow genetycznie zmodyfikowanych (GMO) w
polskim rolnictwie, w szczegolnosci roslin jest przedmiotem wielu dyskusji co powoduje,
ze zastosowanie na szeroka skale GMO w Polsce w bliskiej przysztosci moze byc¢
utrudnione.

W roku 1996 w USA zarejestrowano pierwsze odmiany zawierajagce modyfikacje
MONS10. Od tego czasu kukurydza MONS810 uprawiana jest na calym $wiecie w tym
w Unii Europejskiej, gdzie pierwsza rejestracja w celu uwolnienia do $rodowiska miata
miejsce w 1998 roku. Uprawy kukurydzy MON810 na szeroka skale wywoluja pytania
odno$nie mozliwego pojawienia si¢ odpornosci w populacjach szkodnikéw (Alstad
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i Andow, 1995; Gould, 1998). Rowniez mozliwy wpltyw kukurydzy MONS810 na
organizmy niedocelowe takie jak parazytoidy, drapiezcy czy wplyw na ekosystemy
glebowe stanowi temat wielu prowadzonych na $wiecie programow badawczych (Hellmich
1in., 2001; Dutton i in., 2003; Romeis i in., 2004; Romeis i in., 2008; Sanvido i in., 2006).

Jednym z istotnych parametrow wymaganych do oceny mozliwosci rozwoju odpornosci
w populacji owadow docelowych, takich jak omacnica prosowianka, jak tez ewentualnego
wptywu upraw kukurydzy MON810 na inne ogniwa tancuchow troficznych zwigzanych z
tymi uprawami, jest poziom biatka Cryl Ab w organach roslin uprawnych. W odmianach
typu MONR8I10 ekspresja bialka CrylAb powinna mie¢ charakter konstytutywny, ze
wzgledu na obecno$¢ genu crylAb pod kontrolg promotora wirusa mozaiki kalafiora
CaMV35S (Maessen, 1997), z enhancerem (E35S). Niewiele jest danych literaturowych
mowigcych o poziomach ekspresji CrylAb w kukurydzy MONS8S10 w zaleznos$ci od
stadium rozwojowego rosliny, tkanki lub organu, warunkéw uprawy czy warunkow
klimatycznych (Clark i in., 2005; Nguyen i Jehle, 2008). Zebrane do tej pory dane
wskazuja, ze zawarto$¢ biatka CrylAb w organach kukurydzy moze si¢ istotnie r6zni¢
miedzy doswiadczeniami (laboratoryjnymi i polowymi), zaleze¢ od wieku rosliny i etapu
rozwoju rosliny, a aktywno$¢ wzgledem owadoéw docelowych zaleze¢ moze od czynnikow
srodowiska jak warunki klimatyczne, glebowe (struktura gleby i jej pH), poziomu
nawozenia, itp. (Fearing i in., 1997; Bruns i Abel, 2007; Hilbeck i Schmidt, 2006)
Jednoczesnie dane literaturowe wskazuja na preferencyjng lokalizacj¢ biatka CrylAb w
kukurydzy MON810 w komodrkach mezofilowych (Dutton, 2004 b). Celem pracy byto
okreslenie tkankowo-specyficznego poziomu ekspresji biatka Cryl Ab w dwu odmianach
genetycznie zmodyfikowanej kukurydzy z cechg MON&10 w warunkach uprawy w Polsce,
oraz przedstawienie tych danych w kontek$cie dotychczasowych informacji na temat
ekspresji Cryl Ab w kukurydzy. Rownocze$nie praca miala na celu okreslenie ekspozycji
na biatko z kukurydzy MONS810 wybranych organizmoéw niedocelowych znajdujacych si¢
na drugim poziomie tancucha troficznego.

MATERIALY I METODY

Material roslinny

Materiat w doswiadczeniu stanowity transgeniczne odmiany kukurydzy DKC60 -16Bt
1 DKC3421YG pochodzace z linii MON810 firmy Monsanto, z ekspresja biatka Cryl Ab o
toksycznym dziataniu w stosunku do owadow z rzgdu motyle (Lepidoptera). Kontrolg byty
izogeniczne, nietransgeniczne linie wyj$ciowe dla tych odmian DKC60-15 i DKC3420.
Rosliny uprawiane byty w donicach w szklarni (szklarnie Wydziatu Ogrodniczego SGGW,
fitotrony IHAR Radzikéw) lub na polu, w latach 2007 i 2008, zgodnie ze standardowymi
warunkami dla kukurydzy. Do oznaczen biatka w materiale roslinnym uzyto fragmentow
ros$lin pochodzacych z czterech stadiow rozwojowych kukurydzy — stadium 3 lisci,
stadium 6 lisci, stadium kwitnienia, stadium dojrzalej kolby oraz nasion. Do oznaczen
wykorzystano tkanki lisci, todygi, korzeni, kwiatostanow meskich i zeniskich, kolby, pytku,
nasiona oraz cale rosliny w fazie kwitnienia. Do celéw prezentowanej pracy dane
pochodzace z jednego typu tkanki np. liscie, korzenie zostaty potraktowane tacznie. Probki
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po zbiorze byly oczyszczane z ziemi, krojone a nastgpnie liofilizowane i przetrzymywane
do czasu oznaczenia w -20°C. Korzenie przed zamrozeniem byly dodatkowo ptukane pod
biezacg woda, a nast¢pnie suszone na bibule.

Material zwierzecy
— Owady niedocelowe w doswiadczeniach stanowity:

— mszyca zbozowa (Sitobion avenae F.),
— mszyca czeremchowo-zbozowa (Rhopalosiphum padi L.).

Kontrola byly owady tego samego gatunku hodowane na izogenicznych odmianach
nietransgenicznej kukurydzy. Owady byly zebrane z ich naturalnych stanowisk i namno-
zone w izolatorach w Katedrze Entomologii Stosowanej SGGW lub dostarczone przez
firm¢ Koppert. Po minimum 7 dniach Zerowania na kukurydzy owady byly zebrane przy
uzyciu pedzelka do 2,0 ml proboéwek wirowkowych, zliofilizowane i zamrozone w -20°C
do czasu oznaczenia biatka.

Oznaczenie CrylAb metoda ELISA

Tkanka roslinna byta rozcierana na proszek w mozdzierzu, nast¢pnie 40 mg tkanki byto
zawieszane w 1 ml buforu ekstrakcyjnego EB (PBS/0,55% Tween 20) i inkubowane przez
1 h w temperaturze pokojowej. W przypadku tkanek owadzich nie zawsze mozliwe byto
uzyskanie takiej masy proby, dlatego waga kazdej probki byla odnotowywana i
wykorzystana przy kalkulacji iloSci biatka. Po inkubacji roztwor byl wirowany przez 2
minuty w celu uzyskania wzglednie klarownego supernatantu. Zawartos¢ biatka CrylAb
oznaczano przy uzyciu immunodetekcji testem ELISA QualiPlate Kit (Envirologix,
Portland, USA), wedtug zalaczonego protokotu, z modyfikacja do oznaczenia ilo$ciowego.
Probka stosowana do pomiaru byta rozcienczana w buforze ekstrakcyjnym od 10 do 2000
razy w zaleznosci od tkanki. Kazdorazowo konieczne bylo wykonanie prébnych
rozcienczen tkanki, tak by warto$ci odczytu miescity sie w obrebie krzywej standardowe;.
Ekstrakty pochodzace z nietransgenicznych odmian izogenicznych byly uzywane jako
kontrole. Jako standardy ilo$ci biatka wykorzystano 0,25 ppb, 0,4 ppb, 1 ppb, 4 ppb i 10
ppb biatka CrylAb z Fitzgerald Industries USA. Dodatkowo stosowano kontrole
pozytywna z zestawu ELISA QualiPlate Kit oraz probe slepa, ktorg stanowit czysty bufor
ekstrakcyjny. Absorbancj¢ przy dlugosci fali 450 nm mierzono na spektrofluorymetrze
FLUOstar Optima (BMG Labtech) w tescie ptytkowym. Dane zostaly przeanalizowane
przy wykorzystaniu FLUOstar Optima Software (BMG Labtech). Wyniki sa prezentowane
jakoilos¢ Cry1 Ab wyrazona w mikrogramach Cry1Ab w przeliczeniu na gram suchej masy
tkanki [ppm]. Limit detekcji zastosowanej metody (LOD) ELISA okreslono wykorzystujac
standardy CrylAb i wynosit on 0,20 ppb bialka.

Oznaczenie bialka ogdélnego metodg Bradford

Analizowane tkanki sprawdzano jednocze$nie pod katem ogolnej zawartosci biatka.
W tym celu tkanka w ilosci 20 mg byta homogenizowana w buforze 1x PBS (0,2M
bufor fosforanowy, 1,5M NaCl, pH 7,4). Po 30 minutach inkubacji w temperaturze
pokojowej do supernatantu byl dodawany odczynnik Roti®-Quant (Roth, Niemcy),
zgodnie z zaleceniami producenta. Jako standard zastosowano rozcienczenia albuminy
bydlecej (BSA, Fermentas) w stezeniu od 20 pg/ml do 100 pg/ml. Biatko ogdlne
oznaczano metoda Bradford na spektrofluorymetrze FLUOstar Optima przy dlugosci fali
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595 nm. Dane zostaly zanalizowane przy wykorzystaniu FLUOstar Optima Software
(BMG Labtech).

Analizy statystyczne

Kazda proba w analizie CrylAb czy bialka ogdlnego oznaczana byla w dwu
powtorzeniach dla kazdego rozcienczenia. Dane zostaly wstepnie przeanalizowane
przy wykorzystaniu FLUOstar Optima Software (BMG Labtech), gdzie wynik byt
obliczany na podstawie krzywej standardowej. W przypadku oznaczen biatka Cryl Ab
wpltyw warunkoéw uprawy czy rodzaju odmiany byt analizowany osobno dla kazdego
typu tkanki. Analizy statystyczne przeprowadzono w uktadzie split-plot przy uzyciu
programu SAS wersja 8.2. stosujac trojkierunkowa analize wariancji. Srednie réznice
pomigdzy badanymi czynnikami okreslono na podstawie testu Tukey-Kramera.

Porownanie par odmian (transgeniczna-izogeniczna) w celu stwierdzenia roéznic w
ilosci biatka ogdétem miedzy odmianami lub owadami zerujagcymi na tych odmianach
przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta porownania $rednich dla populacji o
rownych wariancjach lub, zaleznie od potrzeby, z modyfikacjg Satterthwaite’a dla
populacji o istotnie réznych wariancjach. Wariancje porownywano testem F.

WYNIKI

Przeprowadzono 214 analiz probek zawierajacych tkanki roslinne z odmian
genetycznie zmodyfikowanych i 80 prob z odmian kontrolnych pod katem zawarto$ci
biatka CrylAb. Dodatkowo przeprowadzono oznaczenie CrylAb dla 18 prob
zawierajacych mszyce zerujace na odmianach transgenicznych i 18 prob z mszyc
odzywiajacych si¢ na kukurydzy nietransgenicznej, odmianach izogenicznych.
Poniewaz celem pracy bylo przedstawienie szerokiego spektrum akumulacji biatka
Cryl Ab, prezentowane sg wylacznie usrednione dane z poszczegdlnych doswiadczen.
Wyniki z kontrolnych, nietransgenicznych odmian izogenicznych shuzyty jako
sprawdzenie poprawnosci analizy. Zawarto$¢ CrylAb w izogenicznych kontrolach
ksztaltowaly si¢ na poziomie wartosci dla proby slepej, z wyjatkiem roslin, ktore na
podstawie tego oznaczenia zostaty okreslone jako zamieszany material i usunigte z
dalszych doswiadczen.

OkreSlenie  poziomu ekspozycji wybranych gatunkéw organizméw

niedocelowych na dzialanie toksyny CrylAb poprzez ocene¢ ekspresji bialka Bt

(CrylAb) w transgenicznej kukurydzy MONS810

Zawarto$¢ biatka Bt w kukurydzy odmiany DKC3421YG i DKC6016Bt z podziatem
na analizowane tkanki, typy uprawy i lata doswiadczen zostata przedstawiona w tabeli
1.
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Tabela 1
Srednie zawartosci bialka CrylAb w kukurydzy
Mean content of CrylAb protein in maize plant
Zawartos$¢ bialka Cryl Ab (ug/g-s.m.) w tkankach rodlinnych
Content of Cryl1Ab protein in plant tissues (ug/g-d.m.)
liczba wspélezynniki odchylenie
tkanka rok warunki odmiana obserwacji $rednia POICZyn standardowe
. . . warlancji
tissue year conditions cultivar number of mean standard
. (6AY .
observations deviation
Cate rodli ) DKC3421YG 2 270,34 35,07 94,80
ate rodliny pole
. 8 3 361,35 85,52 309,04
Entire plants field DKC6016Bt 2% 539,75+ 138 742+
DKC6016BT 6 26,08 78,28 20,41
Korzen 7 szklamia DKC6016BT 6 1,28 83,65 1,07
Root greenhouse
3 pole DKC3421YG 2 62,75 5,07 3,18
field DKC6016BT 4 22,57 153,16 34,57
. . 7 S7klamia DKC6016BT 2 3,19 21,21 0,98
Kwiat meski greenhouse
Male flower 3 pole DKC6016BT 2 32,65 33,14 10,82
field DKC3421YG 3 35,76 25,46 9,71
7 S7Klamia DKC6016BT 10 11,99 61,27 735
greenhouse
Liscie pole DKC3421YG 7 348,95 46,99 163,98
Leaves 3 field DKC6016BT 5 220,50 63,01 138,94
szklarnia DKC6016BT 6 94,86 21,48 20,37
greenhouse
Mloda kolba 8 DKC3421YG 2 128,13 10,35 13,26
Young ear pole
Okrywa kolby g field DKC3421YG 3 26,81 321 0,86
Husk
g Szklamia DKC6016BT 3 0,18 51,23 0,09
greenhouse
DKC3421YG 5 0,43 34,75 0,15
Pylek pole 3 152,31 0,53
* 5
Pollen 3 field DKC6016BT 2% 0,34 0,51 120,76 0.62*
szklarnia DKC6016BT 3 0,18 51,23 0,09
greenhouse
Miode ziarniaki g DKC3421YG 3 110,67 22,88 25,32
Young grains pole
Nasiona 7 field DKC6016Bt 9 14,70 102,04 15,00
Seeds 8 DKC3421YG 8 20,99 89,15 10,81
7 szklarnia DKC6016Bt 3 2,19 31,59 0,69
Lodyga greenhouse DKC6016Bt 5 3,23 25,89 1,77
Stem 8 g‘:lfi DKC3421YG 10 6,35 14,58 10,87

Czcionka pogrubiong zaznaczono wspotczynniki zmiennosci $wiadczace o bardzo duzej zmienno$ci obserwacji.
Z gwiazdka (*) podano dane bez obserwacji skrajnie odstajacych
Coefficients of variation indicating the high level of variability among the observations are distinguished by bold
characters. An asterisk(*) indicates the data without extreme observations

Porownanie zawartosci biatka Cryl Ab w odmianach DKC60-16Bt 1 DKC3421YG

Poréwnania poziomu biatka CrylAb pomie¢dzy odmianami przeprowadzono na
podstawie wynikéw pomiaru w liSciach, korzeniach, pytku oraz catych roslinach w fazie
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kwitnienia. Test metodg analizy wariancji (ANOVA) nie wykazat statystycznie istotnych
roznic w ekspresji biatka Cryl1 Ab pomiedzy badanymi odmianami, zarowno w warunkach
pola jak w warunkach szklarniowych. Obserwowano duzg zmienno$¢ w iloSci biatka
Cryl Ab pomiedzy badanymi probami.

Analiza zawarto$ci biatka ogolnego nie wykazala statystycznie istotnych réznic migdzy

badanymi odmianami.
CrylAb (pg/g suchej masy)

CrylAb (pg/g dry matter)
348,9
350
300
270,3
250 -
200 A
150 1 128,1
110
100 -
62,75
50 n ar
- 26,8
l 0,4306 6,34
cataroslina/ kw.meski / pytek/pollen todyga/stem kolba/ear
whole plant male flower
EDKC3421YG

Rys. 1. Srednia zawarto$¢ bialka CrylAb w pg/g suchej masy tkanki w odmianie DKC3421YG
w warunkach polowych
Fig. 1. Mean content of CrylAb protein in dry matter of plant tissue in the cultivar DKC3421YG under
field conditions

Porownanie poziomu CrylAb pomiedzy testowanymi rodzajami organow roslinnych

Poréwnano poziom ekspresji CrylAb w tkankach roslinnych. Wykazano istotne
statystycznie rdéznice w poziomie akumulacji biatka CrylAb (P = 0,01) w odniesieniu do
testowanych organow, co graficznie przedstawione jest na przykladzie odmiany
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DKC3421YG (rys. 1). Najwyzsza akumulacja biatka dla odmiany DKC3421YG w
warunkach polowych miata miejsce w lisciach (348,9+163,9 pg/g s.m. ), w mtodej kolbie
(128,1+13,2 ug/g s.m), mtodych ziarniakach (110+£25,3 ug/g s.m.) i korzeniu (62,75+3,18
pg/g s.m.). Nizsze zawartosci Cryl Ab obserwowane bylty w kwiecie meskim (35,0+3,18
ug/g s.m.), okrywie kolby oraz precikowiu (26,8 0,86 pg/g s.m.), todydze (6,34 +
10,9ug/g s.m.), a najmniejsza byta w pytku (0,43 + 0,15ug/g s.m.). Podobne zaleznosci
obserwowano w odmianie DKC6016Bt. Analiza zawarto$ci biatka ogdlnego nie wykazata
statystycznie istotnych roznic migdzy analogicznymi organami w transgenicznych i
izogenicznych odmianach konwencjonalnych.

Poréwnanie poziomu CrylAb w roslinach w zalezno$ci od warunkéw uprawy

Przeprowadzono poréwnanie ilosci Cryl Ab w catych roslinach dla badanych odmian
uprawianych w warunkach kontrolowanych (szklarnia i fitotron) oraz w warunkach
polowych. Wykazano istotne statystycznie réznice w ilo$ci biatka Cryl Ab w kukurydzy
MONS810 pomigdzy dwoma typami upraw (P = 0,01). Dla odmiany DKC6016Bt $rednie
ilosci CrylAb potraktowane sumarycznie dla wszystkich badanych tkanek z uprawy
polowej byly 4,3 razy wyzsze niz te obserwowane w szklarni/fitotronie. Wyniki analizy
wariancji w polaczeniu z wynikiem poréwnan wielokrotnych Tukeya przedstawiono
w tabeli 2.

Tabela 2
Srednia zawarto$é biatka Cryl1Ab w roslinach kukurydzy odmiany DKC6016Bt rosnacych w polu
i w szklarni
Mean content of CrylAb protein in the maize cultivar DKC6016Bt grown under field and greenhouse

conditions
Grupowanie Tukey Srednia — Mean Liczba obserwacji Uprawa
Tukey grouping CrylAb [ppm] Number of observations Conditions
A 87,58 30 pole — field
B 20,48 32 szklarnia — greenhouse

Wykonano wg procedury poréwnan wielokrotnych Tukeya, NIR s = 23,978
Comparison done according to Tukey’s multiple comparisons test, LSDg s = 23.978

Ocena poziomu ekspozycji organizméw niedocelowych na toksyczne dzialanie

bialka CrylAb poprzez okre$lenie akumulacji tego bialka w ich diecie, czyli

w organizmach stanowigcych posrednie ogniwo lancucha pokarmowego

(2 gatunki mszyc)

Oznaczenie biatka Cryl Ab w mszycy zbozowej (Sitobion avenae F.) wykonane zostato
wylacznie z doswiadczen w fitotronach. Mszyca ta nie zostata odnotowana na polach w
prowadzonych doswiadczeniach, tak w 2007 jak i w 2008 roku. Kilkukrotne proby
przeniesienia dorostych, uzyskanych komercyjnie osobnikow mszycy na kukurydze
uprawiang w warunkach polowych nie spowodowaty zalozenia kolonii imszyca ta
opuszczala rosling badz osobniki gingty (w przypadku zastosowania siatki ochronnej na
lisciu). Analiza biatka CrylAb z owadow utrzymywanych na kukurydzy w warunkach
fitotronu wykazata w tkankach mszycy zbozowej §ladowe ilosci CrylAb — 15,60 ng/g
suchej masy dla DKC6016BT i 7,74 ng/g suchej masy dla DKC3421YG w warunkach

270



Anna Linkiewicz ...

kontrolowanych. Brak byto istotnych statystycznie r6znic w ogélnej ilosci biatka w mszycy
na odmianach transgenicznej i konwencjonalne;j.

Oznaczenie biatka CrylAb w mszycy czeremchowo-zbozowej (Rhopalosiphum padi
L.) wykonano, zaréwno z do$wiadczen prowadzonych w szklarni, jak i z kolonii mszyc
pojawiajacych si¢ na polu. Zawarto$¢ biatka CrylAb w tkankach mszycy czeremchowo-
zbozowej zebranej z kukurydzy rosngcej w szklarni byta bliska limitu detekcji metody 0,2
ppb CrylAb. Dla R. padi zebranej z DKC6016Bt rosnacej w polu wyniosta 56,88 ng
Cryl1Ab/g suchej masy, a dla DKC3421YG 6,25 ng Cryl Ab/g suchej masy.

Poziom biatka ogolnego w mszycach zerujagcych na odmianach Bt i konwencjonalnych
nie roznit si¢ istotnie.

DYSKUSJA

Bialko CrylAb

Toksyna CrylAb jest biatkiem o dzialaniu insektycydu produkowanym przez bakteri¢
glebowa Bacillus thuringiensis (Hofte i Whiteley, 1989; Schnepf i in., 1998). Skrocona
forma genu kodujacego biatko Cry1Ab zostata wprowadzona metodg transgenezy do roslin
kukurydzy w celu otrzymania odmian odpornych na owady z rzedu motyle. Odmiany linii
MONS810 w ciggu ostatnich 13 lat zostaly skomercjalizowane i sg uprawiane z
podstawowym przeznaczeniem na pasz¢ i produkcje skrobi w wielu krajach, takze w Unii
Europejskie;j.

Okreslenie poziomu ekspozycji organizméw niedocelowych na dziatanie toksyny

CrylAb poprzez oceng ekspresji biatka Bt (CrylAb) w transgenicznej kukurydzy

MONS10

Ocena wplywu odmiany GMO na $rodowisko powinna uwzgledni¢ dane obejmujace
zestawienie poziomu ekspresji produktu transgenu w réznych czesciach i tkankach
roslinnych. Do oceny wplywu ro§lin GM na gatunki niedocelowe stawonogdéw
bezposrednio zerujace na kukurydzy MONS10 (rolnice, bielinki Pieris spp.) musi by¢
okreslona ekspozycja danego organizmu na insektycyd zawarty w roslinie. Poziom
ekspozycji jest zalezny od zwyczajow zywieniowych (feeding behaviour) badanego
organizmu oraz poziomu ekspresji biatka w poszczegolnych czgéciach rosliny.

Poziom ekspresji biatka w ro$linie

Podstawowa droga ekspozycji na biatko Bt jest bezposrednia konsumpcja cze$ci
transgenicznej rosliny. Wartosci poziomu ekspresji biatka Cry1Ab podawane w literaturze
r6znig si¢. Dane na stronach US Environmental Protection Agency (EPA) méwig o $redniej
warto$ci 10,34 pg/g Cryl Ab w swiezej masie lisci, 0,19—-0,32 pg/g w nasionach, 0,05 ug/g
w pytku i 4,65 ug/g w przeliczeniu na catg rosling. Niewiele jest badan dotyczgcych zmian
w ekspres;ji biatka podczas sezonu wegetacyjnego, w réoznych warunkach uprawy i klimatu,
na skutek stresu, czy w odniesieniu do danej tkanki roslinnej (Clark i in., 2005). W
badaniach Dutton (2004) stwierdzono istotne réznice w ekspresji Cryl Ab roslin w mtodym
i dojrzaltym stadium wzrostu. Mlodsze rosliny zawieraty dwukrotnie wigcej CrylAb w
tkankach (58 pg/g suchej masy). Ta prawidtlowos¢ byta ttumaczona nizsza ogdlna
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zawarto$cig bialek w ro$linach starszych. Wykazano tez roznice w iloSci biatka w
pomigdzy trzema typami upraw — polowa (58 £2,8 ng/g suchej masy), otwartg szklarnig
(26 £0,9 pg/g suchej masy) i zamknietg szklarnig (47+1,8 ug/g suchej masy). Wskazuje si¢
na wplyw na akumulacje¢ biatka Bt takich czynnikow jak poziom nawozenia azotowego
(Coviella i in., 2000; Bruns i Abel, 2007), jako$¢ gleby (Griffiths i in., 2006), uzycie
pestycydow oraz stadium rozwojowe rosliny (Griffiths i in., 2006; Nguyen i Jehle, 2007).
Znane jest rOwniez zjawisko hamowania ekspresji transgenu na skutek wysokiej
temperatury (Neumann i in., 1997), cho¢ takie doswiadczenia nie sg znane w odniesieniu
do cechy Bt (Duton, 2004a). Poziom biatka CrylAb byl réwniez sprawdzany przez
organizacje ekologiczne takie jak Greenpeace, gdzie okreslono dla lisci kukurydzy
MONS810 wartosci CrylAb od 5,21 ng/g do 15,06 ng/g $wiezej masy (Lorch i Then, 2007).
Wigkszos¢ dostepnych danych dotyczy pomiaréw Cry w przeliczeniu na Swieza mase
tkanki. Uzyskane wyniki potwierdzajag wplyw warunkéw uprawy na poziom ekspresji
biatka Bt. Podobnie jak w pracy Dutton (2004 a) wyzsze ilosci biatka w poszczegdlnych
typach tkanek byty znajdowane w roslinach z upraw polowych. Jednak fakt tak znaczacego
spadku ilosci Cryl Ab w kukurydzy uprawianej w warunkach szklarni moze by¢ po czesci
tlumaczony niezbalansowanym nawozeniem oraz silnym porazeniem ro$lin przez
przedziorki. Bruns 1 Abel (2007) obserwowali podwyzszenie syntezy Cryl Ab w wyniku
zwigkszenia nawozenia azotowego.

Najsilniejszg ekspresj¢ biatka CrylAb stwierdzono w lisciach MONS810 badanych
odmian. Pozostaje to w zgodzie z danymi literaturowymi, chociaz warto$ci obserwowane
w liSciach z roslin w polu przewyzszaja od 3,8x do 6,0x wartosci dotychczas
odnotowywane dla pomiaréw wykonanych dla suchej masy tkanki. Kolejno znaczna
akumulacje biatka Bt stwierdzono w kolbach i mlodych ziarniakach. W tych organach
roOwniez ma miejsce zerowanie szkodnikow jak omacnica, dlatego istotne jest zapewnienie
odpowiedniego poziomu ochrony. Nizsza ekspresja Cryl Ab byta odnotowana w korzeniu
i w todydze, co pokrywa sie z doniesieniami Nguyen i Jehle (2007).

W pracy potwierdzono bardzo niski poziom biatka CrylAb w pytku kukurydzy
MONS10. Wydaje sig¢, ze niska ekspresja Cryl Ab w pytku w poréwnaniu do lisci (Srednio
295 razy nizszej w warunkach szklarni i 739 razy nizszej w warunkach polowych) oznacza,
ze potencjalny wplyw na organizmy niedocelowe, ktéorych jedynym pokarmem z
kukurydzy jest pytek, jest nieistotny.

Obserwowane wyniki wskazujg na fluktuacje w zawartosci biatka CrylAb pomig¢dzy
badanymi prébami w ramach analizowanych czgéci roslin (rys.l). Niektore dane
literaturowe mowig o znacznych réznicach pomiedzy probkami pochodzacymi z kolejnych
ro$lin w tym samym stadium rozwojowym (Nguyen i Jehle, 2007), czy roslin z cecha MON
rosnacych w tanie. Wysoki wspoétczynnik wariancji charakteryzujacy zgromadzone w tej
pracy dane potwierdza t¢ prawidtowos¢.

Ocena poziomu ekspozyciji organizmoéw niedocelowych na toksyczne dzialanie bialka
Cryl1Ab w kukurydzy MONS&10 poprzez okreslenie poziomu tego bialtka w ich diecie,
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czyli w_organizmach stanowiacych posrednie ogniwo lancucha pokarmowego
(2 gatunki mszyc)

Wybrane do analiz gatunki owadow stanowig posrednie ogniwo w tancuchu
pokarmowym pomigdzy rosling a niedocelowymi gatunkami drapieznymi (biedronka
Adalia bipunctata i ztotookiem Chrysoperla carnea). W doswiadczeniach byt okreslony
poziom akumulacji biatka CrylAb w organizmie dwu gatunkow mszyc Sitobion avenae i
Rhopalosiphum padi na skutek bezposredniego zerowania na kukurydzy MON810 w
warunkach fitotronu/szklarni (2 gatunki) i pola (1 gatunek). Wybrane gatunki mszyc
najczesciej wystepuja na kukurydzy w Polsce, przy czym pierwszy jest mszyca
jednodomna, ktora zasiedla zboza zwykle w fazie kloszenia w warunkach cieptej i suchej
pogody i nie tworzy licznych populacji. Mszyca zbozowa najczesciej przelatuje na
kukurydze w okresie dojrzato$ci mlecznej. Mszyca czeremchowo-zbozowa to gatunek
dwudomny, migrujacy z czeremchy na rosliny zywicielskie, mi¢dzy innymi na kukurydze.
Latem zaktadajg na todygach i liciach liczne kolonie, w ktorych okresowo powstajg letnie
formy uskrzydlone odbywajace loty dyspersyjne w uprawach. W literaturze mozna spotkac
informacje o preferencyjnym zasiedlaniu przez mszyce odmian kukurydzy Bt (Btll i
MONS10) (Faria i in., 2007; Pons i in., 2005), co nie jest jednoznacznie naukowo
wytlumaczone.

W przeprowadzonych dos$wiadczeniach na liniach MON810 stwierdzono $ladowa
obecno$¢ biatka CrylAb w mszycy zbozowej i mszycy czeremchowo-zbozowej,
w iloSciach ponizej 60 ppb biatka, czyli okoto 6 tysiecy razy nizsza niz w liSciach
kukurydzy. Jest to zgodne z danymi literaturowymi wskazujacymi na brak pobierania, lub
sladowe pobieranie przez mszyce toksycznego biatka z rosliny. Wynika to ze sposobu
zerowania mszyc, ktore pobieraja sok floemowy nie zawierajacy biatka Cry (Duton, 2004b;
Raps i in., 2001). Nie ma tu miejsca akumulacja biatka Cry, ktéra moglaby zagrazaé
owadom w dalszych etapach tancucha troficznego. W réwnolegle przeprowadzonych w
Katedrze Entomologii Stosowanej SGGW biotestach pokarmowych nie wykazano tez
istotnego wptywu liniit MONS810 na mszyce zbozowe i ich drapiezcow —biedronke Adalia
bipunctata i ztotooka Chysoperla carnea (Lewandowski i Gorecka, 2008).
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Assessment of breeding progress in relation to the processing value of potato
parental lines released in 19992007

W Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin (IHAR), Oddziat Miochoéw oceniono cztery grupy
materiatdow hodowlanych pod wzgledem barwy chipsow, wiodacej cechy ziemniaka przeznaczonego
do przetworstwa na chipsy. Badania skupily si¢ na: oszacowaniu genotypowej wariancji tej cechy,
identyfikacji genotypow z cecha ,,cold chipping” i linii rodzicielskich z pozytywnymi efektami ogdlnej
zdolnosci kombinacyjnej (GCA — general combining ability) dla barwy chipséw bezposrednio po
przechowaniu bulw w niskiej temperaturze (4-5°C), oszacowaniu reakcji na selekcje wyzej
wspomnianej cechy w trzech rodzinach wywodzacych si¢ z krzyzowek miedzy rodzicami o dobrej
jakosci chipsow. Wyniki naszych badan wskazuja, ze postgp hodowlany w programach
ukierunkowanych na wytworzenie linii rodzicielskich / odmian z cechg ,,cold chipping” moze by¢
przyspieszony poprzez zastosowanie testow potomstw pod katem barwy chipséw po przechowaniu
bulw w niskich temperaturach. Zastosowanie form rodzicielskich o pozytywnych efektach GCA dla tej
cechy zwigkszato frekwencj¢ osobnikow charakteryzujacych si¢ jasng barwa chipsow. Wysoki
potencjat trzech wytworzonych form rodzicielskich do tworzenia osobnikow typu ,,cold chipping”
zostal potwierdzony w probnym wysiewie przez parametry: o’ (wariancje genetyczng), h?
(odziedziczalno$¢ w szerokim sensie), R (oczekiwany postep selekcyjny).

Stowa kluczowe: cecha ,,cold chipping” , zdolno$c kombinacyjna, ziemniak, reakcja na selekcje

At the Plant Breeding and Acclimatization Institute (IHAR), Mlochow Research Center, four
groups of potato breeding materials were evaluated for the chips colour, a key trait of potatoes dedicated
for processing into chips. The research focused on: estimation of genotypic variation for this trait,
identification of cold chipping genotypes and parental lines with positive effects of general combining
ability (GCA) for chips colour after cold storage of tubers, and estimation of expected responses to
selection for chip colour after cold storage (4-5°C) in three families originated from crosses between
parents with good chipping quality. The results evidenced that breeding progress in programmes
directed to the development of parental lines or cultivars with cold chipping ability may be accelerated
by the use of progeny tests for chip colour after cold storage. The use of parental forms with positive
GCA effects for this trait increased the frequency of progeny individuals characterized by light chips
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colour. A high potential to improve cold chipping ability, found in three released parental lines, was
proved in progeny test, by the estimates of: o% (genetic variance), h? (heritability in the broad sense),
R (expected response to selection).

Key words: cold chipping, combining ability, potato, selection response
WSTEP

Wytworzenie nowych odmian ziemniaka i linii rodzicielskich o niskim poziomie
cukréw redukujgcych (CR) po przechowaniu bulw w niskich temperaturach (4-5°C) jest
waznym celem wigkszo$ci programow hodowlanych zaréwno w Pétnocnej Ameryce (Thill
i Peloquin, 1995; Hayes i Thill, 2002; Sowokinos, 2007), jak i w Europie (Mackay i in.,
1997; Putz, 1999; Domanski i in., 2004 a). Tego typu odmiany pozwalaja na
przechowywanie bulw w nizszych temperaturach, co z kolei:

— (1) redukuje straty statych substancji poprzez transpiracj¢ i straty powodowane przez
choroby przechowalnicze;
— (2) ogranicza zuzycia inhibitoréw kietkowania podczas przechowywania (Sowokinos,

2007).

W 1999 roku w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin (IHAR), Oddzial Mtochow
rozpoczeto prace hodowlano-badawcze ukierunkowane na wytworzenie rodow typu ,,cold
chipping”, taczacych cechg niskiego poziomu CR po dhugotrwalym przechowaniu bulw w
obnizonych temperaturach (4-5°C) z dobrym poziomem cech uzytkowych i posiadajacych
zdolnos$¢ do produkowania chipsow o jasnej barwie. Jasny kolor produktu smazonego jest
powiazany z niskg zawarto$cia CR w bulwach 1 jest kluczowa cechg odmian ziemniaka
wykorzystywanych w przemysle przetworczym na chipsy (Zgorska, 1979; Coffin i in.,
1987; Zgorska 2006; Lisinska i in., 2009).

Celem pracy jest ukazanie postepu w selekcji form rodzicielskich ziemniaka typu ,,cold
chipping” na podstawie prac hodowlano-badawczych przeprowadzonych w latach 1999—
2007.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity cztery grupy materiatow hodowlanych, ktére oceniono w
testach smazenia pod wzglgdem barwy chipsow.

— 1 grup¢ materialow stanowity 24 rody ziemniaka i 4 odmiany wzorcowe. Z kazdego
obiektu doswiadczalnego w latach 1999-2001 pobrano 10-bulwowe probki z dwoch
powtorzen. Test smazenia prowadzono bezposrednio z bulw przechowywanych w
temperaturze 4°C przez trzy miesigce. Chipsy produkowano laboratoryjnie, wycinajac
ze Srodkowej czgsci kazdej z 10 bulw po trzy plasterki o grubosci 1,6 mm, ktore
smazono w frytkownicy (wyposazonej w termoregulator), w oleju ro$linnym do
glebokiego smazenia, w temperaturze 180°C, przez 3 minuty. Barwe chipséw oceniano
wizualnie w skali 1-9 (gdzie 9 = barwa jasnoztocista, a noty akceptowane > 6) wedtug
kart barwnych IBVL (Wageningen). Gléwnym celem doswiadczenia bylo
zidentyfikowanie genotypow typu ,,cold chipping”.
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— II grupa materialdow obejmowata 1696 klonoéw I-go wegetatywnego rozmnozenia,
stanowigcych 60 potomstw, pochodzacych z pigciu typow krzyzowan. Klony te
uzyskano z wysiewoOw nasion przeprowadzonych w latach 1999-2001. Z kazdego klonu
pobrano do testow smazenia probke dwoch bulw w dwodch powtdrzeniach. Test
smazenia przeprowadzono bezposrednio z bulw przechowywanych w temperaturze 4°C
przez trzy miesigce, zgodnie z metodyka przyjeta przy ocenie materialow I grupy,
wycinajac z kazdej probki po 4 plastry. Analizowano wplyw typow krzyzowan
rodzicielskich na frekwencj¢ form ,,cold chipping” w potomstwach.

— III grupe materiatdéw do$wiadczalnych stanowily potomstwa (siewki polowe),
pochodzace z czterech zestawoéw krzyzowan czynnikowych (NC 1II), w ktorych
oceniano efekty zdolnosci kombinacyjnej 19 linii rodzicielskich pod wzglgdem barwy
chipséw po przechowaniu bulw w 4-5°C. W zestawach testerow dopelniajgcych linie
rodzicielskie wystepowaty odmiany o pozytywnych efektach GCA (Albatros, Karlena,
Pepo, Snowden), jak i odmiany wykazujace ujemne efekty GCA (Oda, Redstar, Signal,
Victoria). Kazda z badanych kombinacji rodzicielskich reprezentowana byta w testach
smazenia przez 60 siewek X 2 bulwy x 2 plastry. Test smazenia przeprowadzano
podobnie jak w poprzednich grupach materialow doswiadczalnych.

— IV grupe materialow doswiadczalnych stanowily potomstwa trzech populacji,
pochodzace z krzyzowan migdzy formami rodzicielskimi typu ,.cold chipping”.
Glownym celem do$wiadczenia byto okreslenie, jakiego postepu selekcyjnego mozna
oczekiwac pod wzgledem barwy chipséw po przechowaniu bulw w 4-5°C. Populacja
pierwsza sktadata si¢ z (n = 58) losowo pobranych klonow, pochodzacych z krzyzéwki
Lady Claire x M-62774. Populacj¢ druga (n = 59) uzyskano z krzyzéwki Snowden x
M-62724, natomiast populacje trzecig (n = 60) z krzyzéwki Snowden x M-62805. W
latach 2003-2004 wyzej wspomniane klony (3 krzaki / klon) zostaty wysadzone w
uktadzie blokow rozszerzonych w jednym powtdrzeniu. Materialom tym towarzyszyto
8 odmian powtérzonych trzy razy w uktadzie losowanych blokéw. Probki o wielko$ci
(8 bulw x 3 plastry) / klon oceniono zgodnie z metodyka uprzednio opisana.

Analiza statystyczna

Statystyczna analiza [ grupy materiatow doswiadczalnych obejmowata: (1) analize
wariancji wedtug dwukierunkowej klasyfikacji przeprowadzona wedlug modelu Scheffe-
go-Calinskiego, (2) oszacowanie udziatu kazdego genotypu w interakcji genotypowo-
srodowiskowej za pomoca statystyki F, (3) oszacowanie efektu gtdéwnego dla porownan
jakosci przetworczej r6d — standard, za ktory przyjeto odmiang Saturna. Powyzszg analize
wykonano przy uzyciu programu SERGEN 3 (Calinski i in., 1998).

Wplyw typow krzyzowan rodzicielskich na frekwencje¢ form ,,cold chipping” w po-
tomstwach (materiaty do§wiadczalne II grupy) analizowano za pomoca testu y-kwadrat
(STATGRAPHICS Plus v. 4.1).

Analize wariancji ogdlnej (GCA) i swoistej (SCA) zdolnosci kombinacyjnej (grupa II1
materialdw) przeprowadzono z wykorzystaniem programu SERGEN 3.

W analizie statystycznej materiatu doswiadczalnego grupy IV przyjeto losowy model
efektow genotypowych i Srodowiskowych. Przeprowadzono laczng analize wariancji
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poprzez dwa lata dla kazdej z trzech populacji. Wyniki analizy wariancji odmian
wzorcowych dostarczyly oszacowan bledu eksperymentalnego do testowania istotnosci
srednich kwadratow interakcji klony X lata. Oczekiwany postep genetyczny (R)
w nastgpnym pokoleniu obliczano zgodnie z wzorem podanym przez Falconera (1989):

R=ih* o,
gdzie:
i — wspotczynnik intensywnosci selekeji (przyjeto 10% intensywnosc selekeji),
h* — odziedziczalno$¢ w szerokim sensie,
o’ — fenotypowa wariancja.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wisrod ocenianej puli tetraploidalnych rodow (I grupa materiatow) stwierdzono znaczne
genetyczne zroznicowanie (tab. 1) pod wzgledem barwy chipsow z bulw prze-
chowywanych w 4°C. Laczna analiza wariancji wykazala takze istotnos¢ wplywu lat,
a takze wystepowanie interakcji genotypowo-srodowiskowych.

Tabela 2
Srednie kwadraty i komponenty wariancyjne z lacznej analizy wariancji dla barwy chipséw z bulw
przechowywanych przez trzy miesiace w 4°C
Mean squares and variance components from combined analysis of variance for chip colour after three
month storage of tubers at 4°C

Zr6dio zmiennosci Liczba stopni swobody Sredni kwadrat Komponenty wariancyjne

Source of variation Degrees of freedom Mean square Variance components
Lata . .
Years 2 1,06 0,018—(1,8%)
Genotypy o } .
Genotypes 27 4,42 0,627—(62,4%)

Genotypy x Lata

dok - 0
Genotypes x Years >4 0,66 0,300—(29,9%)
Btad .
Error 81 0,06 0,06—( 6,0%)

** Istotno$¢ na poziomie o= 0,01
** Significant at 0. = 0.01

Zastosowanie programu komputerowego SERGEN 3 do identyfikacji rodéw typu ,,cold
chipping” (to jest takich, ktore po przechowaniu w 4°C uzyskaly w testach smazenia noty
> 6 1 nie wykazaty interakcji z latami) bylo owocne. Pule genowa zawarta w rodach typu
,cold chipping” (tab. 2) wykorzystano do doskonalenia tej cechy w nowych populacjach
hodowlanych w drodze selekcji. Dalsze badania (Domanski i in., 2004 a) wykazaty, ze rody
M-62705, M-62724, M-62774 charakteryzowaly si¢ niskg akumulacjg cukréw
redukujacych oraz istotnie obnizong zawartoscig sacharozy w poréwnaniu do odmiany
Saturna, a takze wyzszg zawartos$cig skrobi, ksztattniejszymi bulwami i nizszym udziatem
zewnetrznych 1 wewngtrznych wad bulw w plonie. Rody te charakteryzowaly si¢ wysoka
odpornos$cig na wirus Y ziemniaka. Formy rodzicielskie tych trzech rodéw cechowaty sie¢
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jasng barwa chipsow po zabiegu rekondycjonowania bulw. W przypadku rodzicéw rodow
M-62724 1 M-62774 odnotowano takze pozytywne efekty GCA wzgl¢dem barwy chipsow.

Tabela 2

Srednie oceny barwy chipsoéw dla wybranych rodéw ziemniaka po trzech miesiacach przechowywania
w 4°C oraz ich interakcja z latami
Average estimates of chip colour in selected clones after three month storage at 4°C and their
interaction with years

Oszacowanie glownego

Statystyka F dla

] Sr.ednrla ocen bgrwy .Statystxka F dla. efektu rod-odm. Saturna glownego efektu rod-
Rod chipséw w skali 1-9 interakcji z latami . . odm. Saturna
. . Estimates of main .o .
Clone Mean chip colour F-statistic for . F-statistic for main
. . . . effect: clone-cv.
estimate 1-9 scale interaction with years effect: clone-cv.
Saturna

Saturna
M-62705 6,4 1,72 ns 1,05 52,92%
M-62724 6,2 0,49 ns 0,83 192,31%*
M-62741 6,1 1,71 ns 0,57 15,21 ns
M-62774 6.4 1,41 ns 1,05 69,63 **

Zakresy dla pozostatych roddow — Ranges for the remaining clones
20 rodéw 23-6,0 0,69 - 50,39 0,17 - (- 3,10) 0,06 - 126,73
20 clones
Odm. — cv. Saturna 54 0,07 ns
Wartosci krytyczne — Critical values:
a=0,05 3,11 18,51
a=0,01 4,88 98,50
*, ** Istotne na poziomie o = 0,05 i o = 0,01 odpowiednio, ns — nieistotne
*, ** Significant at o = 0.05 and a = 0.01 respectively, ns — not significant
Tabela 3

Frekwencja osobnikéw o jasnej barwie chipséw (oceny > 6) z bulw przechowywanych przez trzy

miesigce w 4°C, w zalezno$ci od typu kombinacji rodzicielskiej

The frequency of individuals with light coloured chips (scores > 6) after three month storage of tubers
at 4°C, depending on the type of parental combination

Typ kombinacji Liczba kombinacji . Potomstwo z oceng > 6
L N Liczba badanych .
rodzicielskiej rodzicielskich o Progeny with score > 6
Type of parental No of parental osobnikow
ype ol par pare No of tested individuals | liczba— number | % — percentage
combination combinations
AxA 6 289 28 9,6
AxB 27 498 25 5,0
B xB 9 780 38 4,9
BxC 3 76 0 0,0
CxC 15 53 0 0,0
Ogodtem
Total 60 1696 91 5,36

y-square = 18,44 (istotne na poziomie a = 0,001, significant at o = 0.001)

A — Fenotyp o jasnej barwie chipsow z pozytywnymi efektami GCA dla barwy chipsow + R; Phenotype with light colour
chips and positive GCA effects for chip colour + R
B — Fenotyp o jasnej barwie chipsow bez pozytywnych efektow GCA dla barwy chipsow + R; Phenotype with light
colour chips without positive GCA effects for chip colour + R
C — Fenotyp o ciemnych chipsach bez pozytywnych efektow GCA dla barwy chipsow + R; Phenotype with dark colour
chips without positive GCA effects for chip colour + R
R— Bulwy rekondycjonowane w 18°C przez 2 tygodnie; Tubers reconditioned for two weeks at 18°C
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W II grupie materiatéw analiza 1696 osobnikéw pochodzacych z 60 rodzin, uzyskanych

z pigciu typow krzyzowan rodzicielskich wykazata, ze frekwencja form ,,cold chipping”
istotnie zalezata od typu krzyzowania (tab. 3).
Osobniki typu ,.cold chipping” znajdowano w krzyzoéwkach migdzy rodzicami o jasnej
barwie chipsow. Ich frekwencja byla wyzsza w przypadku obecno$ci pozytywnych
efektow GCA u obu rodzicow. Analizy potomstw z probnych wysiewow za pomoca testu
chi-kwadrat okazaty si¢ uzytecznym narzedziem do eliminacji niepozadanych rodzicow z
dalszych programow krzyzowan i wysiewOow. Wyniki analizy chi-kwadrat danych z
wysiewow hodowlanych zostaty takze wykorzystane przy typowaniu form rodzicielskich
do uktadow krzyzowan czynnikowych, w ktorych oceniano zdolno$¢ kombinacyjng
(Domanski i in., 2004 b, 2006 a).

Analiza do$wiadczen z potomstwami uzyskanymi z krzyzowan czynnikowych w III
analizowanej grupie materiatow wykazala, ze ogdlna zdolno$¢ kombinacyjna (GCA) miata
wigksze znaczenie w dziedziczeniu barwy chipsow, jakkolwiek efekty SCA byly rowniez
istotne (tab. 4). Wyniki te sg zgodne z wynikami badan innych autoréw (Loiselle i in.,
1990; Domanski i in., 2004 b; Domanski i in., 2006 a). Ogoétem 9 form rodzicielskich
sposrod 19 testowanych (tab. 5) zostato zidentyfikowane jako formy rodzicielskie z
pozytywnymi efektami GCA dla barwy chipsow z bulw po trzymiesigcznym ich
przechowywaniu w 4-5°C. Najwyzszy pozytywny efekt GCA (13,5%*) stwierdzono w
klonie diploidalnym DG.93-332.

Tabela 4
Procentowy udzial komponentéw wariancyjnych GCA i SCA w calkowitej zmiennoSci genetycznej
barwy chipséw z bulw przechowanych w 4-5°C
Proportion of GCA and SCA variance components in the total genetic variance for chip colour after
cold storage of tubers at 4-5°C

Komponent wariancyjny Procent
Variance component Percentage
GCA matek — GCA females 22,0
GCA ojcéw — GCA males 47,5
SCA 30,5

Tabela 5
Efekty ogolnej zdolnosci kombinacyjnej (GCA) wybranych linii rodzicielskich wzgledem barwy
chipséw z bulw przechowywanych w 4-5°C przez trzy miesigce
Effects of general combining ability (GCA) of selected parental lines for chip colour after three month
storage of tubers at 4-5°C

Linia rodzicielska
Chip colour Parental line

P PS-1705] PS-1742 [ PS-1753 [M-62724 [ M-62819 [ M-62826] M-55 | M-64 | DG93-332
> ocen / 30 osobnikow
> scores / 30 individuals 6,7 B4 3.9% S1* 9,6 6.0 o1 39" 13,5
* ** Istotne na poziomie o = 0,05 i a = 0,01, odpowiednio
*, ** Significant at o= 0.05 and o= 0.01, respectively

Barwa chipsow
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Wysoki potencjat trzech form rodzicielskich: M-62724, M-62774 i M-62805, ktore
uzyskaty status materiatdw wyjsciowych, do tworzenia osobnikéw typu ,,cold chipping”
zostal potwierdzony w probnych wysiewach (materiaty doswiadczalne IV grupy) przez
parametry: (c%,) wariancji genetycznej, (h°) odziedziczalno$ci w szerokim sensie i (R)
oczekiwanego postepu selekcyjnego (tab. 6).

Tabela 6
Komponenty wariancyjne: genetyczny (c2%), genotyp x Srodowisko (6%g), bledu (c%) oraz oszacowania
odziedziczalnosci (h?) i oczekiwanej reakcji na selekcje (R) wzgledem barwy chipsow w trzech
nieselekcjonowanych populacjach
Variance components: genetic (6%), genotype x environment (6%), error (¢2), and estimates of
heritability (h?), and expected response to selection (R) for chip colour for three unselected populations

. Komponenty wariancyjne
Populaga Variance components h? R
Population p I o2 p
o 2e €
Lady Claire x M-62774 0,21%** 0,14* 0,15 0,42 0,52
Snowden x M-62724 0,25%* 0,07 0,15 0,53 0,64
Snowden x M-62805 0,25%* 0,18* 0,15 0,43 0,58

* ** stotne na poziomie oo = 0,05 i a = 0,01, odpowiednio
* ** Significant at o= 0.05 and o= 0.01, respectively

W okresie dziewigciu lat prac hodowlano-badawczych wytworzono i przekazano
polskim hodowcom ziemniaka 17 form rodzicielskich, przydatnych dla hodowli odmian
ziemniaka na cele przetworstwa spozywczego. Wsrod uzyskanych rodow, ktore uzyskaty
status materiatow wyj$ciowych 14 jest typu ,,cold chipping”. Wartosciowg cechg tych form
rodzicielskich jest ich wyzsza odpornos¢ wzgledem wirusow Y i M ziemniaka (Domanski
iin., 2007).

Uzyskane w tej pracy wyniki wskazuja, ze postgp hodowlany w programach
ukierunkowanych na wytworzenie linii rodzicielskich / odmian typu ,,cold chipping” moze
by¢ przyspieszony poprzez zastosowanie testow potomstwa pod katem barwy chipsow i
innych cech ksztattujacych jako$¢ przetworcza. Zastosowanie form rodzicielskich o
pozytywnych efektach GCA dla tej cechy zwigkszalo frekwencje osobnikdéw
charakteryzujacych si¢ jasng barwa chipsow po przechowaniu bulw w niskich
temperaturach. Wsrod zidentyfikowanych linii rodzicielskich o wysokich pozytywnych
efektach GCA na uwagg zastuguje diploidalny, ztozony mieszaniec migdzygatunkowy DG
93-332 typu ,,cold chipping”. Z krzyzowan interploidalnych 4x-2x z udzialem tej formy
rodzicielskiej wyselekcjonowano rody o dobrym poziomie cech uzytkowych i
zadowalajacej odpornosci na wirusy, z istotnie wyzsza czgstos$cia niz z krzyzowan 4x-4x
(Domanski i in., 2006 b).

Dotychczasowe prace w IHAR O/Mtochow nad przenoszeniem cech przydatnosci bulw
na chipsy z ziemniaka diploidalnego zaowocowaty przekazaniem polskim hodowcom
trzech rodow otrzymanych z krzyzowan 4x—2x: rodu M-62724 wyselekcjonowanego z
kombinacji Agria x DW 88-4556, rodu M-62833 pochodzacego z kombinacji Signal x DG
93-332 i rodu M-62879 wywodzacego si¢ z kombinacji PS-1760 x DG 93-33. Hayes i Thill
(2002) otrzymali potomstwa 4x z krzyzowan 4x—2x o jasniejszej barwie chipsow i wyzszej
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odpornosci na zarazg ziemniaka. Wyniki cytowanej pracy, jak rowniez wyniki otrzymane
w IHAR O/Mtochéw wskazuja, ze potencjat genetyczny mieszancéw migdzygatunkowych
ziemniaka diploidalnego moze zapewni¢ postep w hodowli ukierunkowanej na
przetworstwo, jednoczesnie wzbogacajac pulg genowa o nowe allele poszukiwanych cech.

WNIOSKI

1. Stwierdzono istotne genetyczne zroznicowanie wsrdod poczatkowej stawki rodow
ziemniaka pod wzgledem cechy ,,cold chipping”, stanowigcej materiat wyjsciowy do
dalszego doskonalenia w drodze selekc;ji.

2. Frekwencja osobnikéw potomnych o jasnej barwie chipsow bezposrednio z bulw
przechowywanych w 4°C, zalezala od zastosowanych typow krzyzowan. Frekwencja
tego typu osobnikoéw byta najwyzsza w przypadku, kiedy obydwie formy rodzicielskie
wykazywaly pozytywne efekty GCA pod wzgledem barwy chipsow.

3. W ocenianej puli form rodzicielskich barwa chipsow warunkowana byta zaréwno przez
addytywne , jak i nieaddytywne formy dzialanie gendéw, przy czym przewazato
addytywne dzialanie genow.

4. Wsrod 19 ocenianych linii rodzicielskich ziemniaka zidentyfikowano dziewigé o
istotnie pozytywnych efektach GCA pod wzglgdem barwy chipsow. Najwyzsze
pozytywne efekty GCA stwierdzono w przypadku diploidalnego, ztozonego mieszanca
miedzygatunkowego DG 93-332.

5. Wysoki potencjat trzech form rodzicielskich ziemniaka, ktore uzyskaly status
materialow wyjsciowych, do tworzenia osobnikow typu ,.cold chipping” zostat
potwierdzony w probnych wysiewach przez parametry: (c%;) wariancji genetycznej,
(h?) odziedziczalnos$ci w szerokim sensie i (R) oczekiwanego postepu selekcyjnego.

LITERATURA

Calinski T., Czajka A., Kaczmarek Z., Krajewski P., Siatkowski I. 1998. Podrecznik uzytkownika programu
SERGEN 3, Poznan: 1 — 53.

Coffin R. H., Yada R.Y., Parkin K. L., Grodzinski B., Stanley D. W. 1987. Effect of low temperature storage
on sugar concentrations and chip color of certain processing potato cultivars and selections. J. Food Sci.
52: 639 — 645.

Domarnski L., Zimnoch-Guzowska E., Domanska M., Jakuczun H., Zgérska K., Frydecka-Mazurczyk A. 2004
a. The development of cold chipping potato parental lines for breeding cultivars suitable for processing.
Plant Breeding and Seed Science 49: 91 — 100.

Domanski L., Zimnoch-Guzowska E., Flis B., Domanska M. 2004 b. ZdoInos¢ kombinacyjna wybranych linii
rodzicielskich pod wzgledem kilku cech ksztattujacych jako$¢ surowca na przetwory ziemniaczane. Zesz.
Probl. Post. Nauk Rol. 500: 117 — 126.

Domanski L., Zimnoch-Guzowska E., Flis B. 2006 a. Zdolno$¢ kombinacyjna wybranych rodéw ziemniaka
pod wzgledem ogdlnego wygladu bulw, ciemnienia enzymatycznego i barwy produktu smazonego. Zesz.
Probl. Post. Nauk Rol. 511: 123 — 130.

Domanski L., Jakuczun H., Zimnoch-Guzowska E., Flis B. 2006 b. Przydatnos¢ dwoch diploidalnych form
rodzicielskich ziemniaka do tworzenia tetraploidalnego potomstwa typu ,,cold-chipping”. Zesz. Probl.
Post. Nauk Rol. 511: 115 — 121.

282



Leszek Domanski ...

Domanski L., Sztangret-Wisniewska J., Zimnoch-Guzowska E. 2007. Tetraploidalne materiaty wyjsciowe dla
hodowli odmian ziemniaka przydatnych do przetworstwa spozywczego. Zesz. Probl. Post. Nauk Rol. 517:
245 —251.

Falconer D.S. 1989. Introduction to quantitative genetics. 3" Ed. Longman Scientific and Technical, Harlow.

Hayes R. J., Thill Ch. A. 2002. Co-current introgression of economically important traits in a potato-breeding
program. Amer. J. of Potato Res. 79: 173 — 181.

Lisinska G., Peksa A., Kita A., Rytel E., Tajner-Czopek A. 2009. The quality of potato for processing and
consumption. In: Yee N, Bussell W. T. (Eds) Potato IV, Food 3 (Special Issue 2): 99 — 104.

Loiselle F., Tai G. C. C., Chrystie B. R. 1990. Genetic components of chip color evaluated after harvest, cold
storage and reconditioning. Amer. Potato J. 67: 633 — 646.

Mackay G. R., Tod D., Bradshaw J. E., Dale M. F. B. 1997. The targeted and accelerated breeding of potatoes.
Scottish Crop Research Institute. Annual Report 1996/97: 40 — 45.

Putz B. 1999. First potato varieties for the chip industry suitable to be stored at 4°C. In: Abstracts of Conference
Papers, Posters and Demonstrations 14" Triennial Conference of the EAPR, Sorrento, Italy, May 27,
1999. Assessorato, Agricoltura Regione Capania: 333 — 335.

Sowokinos J.B. 2007. The canon of potato science: 38. Carbohydrate metabolism. Potato Research 50: 3/4: 73
— 80.

Thill C.A., Peloquin S.J. 1995. A breeding method for accelerated development of cold chipping clones in
potato. Euphytica 84: 73 — 80.

Zgorska K. 1979. Czynniki warunkujace cechy jakosci ziemniaka jadalnego. Ziemniak 1979: 183 — 206.

Zgorska K. 2006. Parametry wyznaczajace przydatnos¢ odmian do konsumpcji i przetworstwa. Wies Jutra 2
(91): 37 —38.

283






DOI: 10.37317/biul-2009-0076

NR 252 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN 2009

TERESA PASTUSZEWSKA

GRZEGORZ GRYN

Pracownia Choréb i Szkodnikoéw Kwarantannowych Ziemniaka
Zaktad Technologii Produkcji Roslin Okopowych

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, Oddziat w Bydgoszczy

Woda jako potencjalne zrodto
rozprzestrzeniania si¢ bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

Water as a potential source of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
dissemination

Badano czas przezycia Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) w Srodowisku sterylnej
wody pochodzacej z jeziora, stawu i rzeki oraz wody destylowanej jako kontroli, przechowywanych w
réznych temperaturach. Wykonano izolacj¢ bakterii z zawiesin wodnych oraz test biologiczny na
ro§linach baklazana (Solanum melongena). Wyniki badan wykazaty, ze Cms moze przezyc¢ przez dlugi
okres czasu w 4°C w $rodowisku sterylnej wody z jeziora, stawu i rzeki oraz wody destylowane;j,
zachowujac zdolno$¢ do wywotania objawdéw chorobowych u roslin baktazana. Podwyzszenie
temperatury do 21°C spowodowato zarowno spadek liczebnosci bakterii w zawiesinach wodnych jak i
obnizenie infekcyjno$ci w stosunku do roslin baktazana.

Stowa kluczowe: baktazan, Clavibacter — michiganensis  ssp. sepedonicus, infekcyjnos¢,
przezywalno$¢ w wodzie

The survival period of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) in the environment of
sterile water originating from a lake, pond and a river and maintained at different temperatures was
assessed. Distilled water was used as a control variant. Isolation of bacteria from the suspensions and
biological test with the use of eggplant (Solanum melongena) assay plants were done. The results of
the study indicated that Cms was able to survive for a long time in the water from lake, pond or river
kept at 4°C. The bacteria retained the ability to cause infection in S. melongena. The increase in
environmental temperature up to 21°C resulted both in the decrease in Cms density in water suspensions
and in the diminished infectivity to eggplant plants.

Key words: Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, eggplant, infectivity, survival in water
WSTEP

Bakterioza pier§cieniowa ziemniaka wywolywana przez Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus (Spieckermann & Kotthoff) Davis et al. (EPPO/CABI, 1997) jest powaznym
zagrozeniem dla upraw ziemniaka w panstwach UE. Choroba ma status choroby
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kwarantannowej, wigc podlega zwalczaniu z urzedu, co reguluja odpowiednie akty prawne.
Wystapienie choroby moze powodowal powazne straty gospodarcze, zwigzane z
obnizeniem plonu na skutek zamierania roslin i gnicia bulw oraz dyskwalifikacjg plantacji
i natozeniem kwarantanny.

Za gtowne zrodto rozprzestrzeniania patogena uwaza si¢ porazone sadzeniaki. Oprocz
typowych objawow w bulwach, patogen moze porazaé¢ i zasiedla¢ ziemniaki w formie
bezobjawowej 1 w ten sposob przetrwac nie wykryty przez kilka rozmnozen wegetatyw-
nych (Boer i McNaughton, 1986; Manzer i in., 1987; Slack, 1987; Boer i in., 1992;
Pastuszewska i in., 2004, Pastuszewska, 2008).

Bakteria Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus jest organizmem biotroficznym,
czerpiagcym pokarm z zywych komorek rosliny zywiciela, ktorym jest ziemniak (Solanum
tuberosum). Patogen jest odporny na wysuszenie 1 z tego powodu moze zachowac
zywotno$¢ przez dluzszy okres czasu na skazonych powierzchniach. Nelson (1980)
dowiddt dtugotrwala zdolnos$¢ do przezycia na maszynach, powierzchniach produkcyjnych
i przechowalniczych oraz odziezy, podkreslajac znaczenie takich czynnikéw jak
temperatura i wilgotnos$¢, determinujgcych dlugos$é przezywania Cms. Patogen utrzymat
zywotno$¢, przez co najmniej 24 miesigce na jucie, papierze i plastiku, przechowywany w
warunkach niskiej wilgotnosci wzglednej 12% 1 w temperaturach 5°C lub 20°C. Przy
podwyzszonej wilgotnosci wzglednej do 94% 1 w tych samych temperaturach, przezyt
krocej niz 14 miesiecy. Temperatury ponizej 0°C raczej wydtuzaja okres przezywania
bakterii Cms (Slack, 1987). Wyniki badan prowadzonych w ostatnim czasie w Wielkiej
Brytanii (Elphinstone, 2004) wskazuja, ze przezywalno$¢ Cms ulega znacznemu obnizeniu
na mokrych powierzchniach lub na suchych powierzchniach, ale w wilgotnych warunkach.

Zdolnos¢ do przezywania Cms w glebie nie zostata jeszcze jednoznacznie okreslona.
Bakteria moze przezy¢ krocej w glebie wilgotnej, a dtuzej w niektorych gatunkach gleb, w
warunkach matej wilgotno$ci. Ryzyko zwigzane z potencjalng przezywalno$cig patogena
w glebie jest stabo okreslone i zwykle uwaza si¢ je za niskie. Sadzi si¢, ze przenoszenie
choroby poprzez bakterie znajdujace si¢ w glebie ma mate znaczenie w epidemiologii
bakteriozy pierscieniowej. Jest kilka doniesien o braku mozliwosci przeniesienia Cms na
polu, z chorych roslin na zdrowe (Dykstra, 1942; Sletten, 1985), chociaz w warunkach
stabego odwodnienia moze wystapi¢ potencjalne ryzyko porazenia roslin (Dykstra, 1941).
Wedlug Nelsona (1980; 1985) bakteria moze przezy¢ w suchych, zainfekowanych
lodygach ziemniaka przez 26—63 miesigcy. W glebie o wilgotnosci odpowiadajacej
wspotczynnikowi wiedniecia i w niskiej temperaturze (0°C — 10°C) patogen utrzymat
zywotno$¢ przez 278 dni, podczas gdy w tej samej glebie, ale w warunkach wodnej
pojemnosci polowej i przy 20°C bakteria przezyta tylko 6 dni (Nelson, 1979). W kolejnym
eksperymencie bakteria zachowata zywotno$¢ w sterylnej glebie, w 3°C przez 135 dni, a
znacznie krocej przezywala w niesterylnej glebie lub w wyzszych temperaturach (Dykstra,
1942). W doswiadczeniach polowych nie stwierdzono porazenia roslin uprawianych w
uprzednio silnie skazonej glebie, nawet, kiedy sadzeniaki przed wysadzeniem krojono
(Bonde, 1942; Dykstra, 1941, 1942).

Okres przezycia bakterii Cms w $rodowisku wodnym réwniez nie jest do konca
wyjasniony. Uwaza si¢, ze ryzyko rozprzestrzeniania Cms poprzez wode uzywang do
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nawadniania upraw jest nizsze, niz w przypadku bakterii Ralstonia solanacearum (R. sol.),
sprawcy choroby zwanej $§luzakiem. Nie znaleziono dotychczas innych roslin bytujacych
w ciekach wodnych, ktére moglyby by¢ potencjalnym zywicielem dla Cms, natomiast w
przypadku Ralstonia solanacearum taka rosling jest psianka stodkogorz (Solanum
dulcamara).

Celem badan bylo okreslenie czasu przezycia Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus w skontaminowanej wodzie i ustalenie ewentualnego ryzyka rozprzestrze-
niania si¢ Cms za posrednictwem $rodowiska wodnego.

MATERIAL I METODY

Do badan wykorzystano polski szczep Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus BPR
IOR 527, pochodzacy z Banku Patogenow Roslin Instytutu Ochrony Ro$lin w Poznaniu.
Prowadzono hodowle czystych kultur szczepu, na podtozu statym YPGA (agar drozdzowo-
peptonowo-glukozowy).

Jako material badawczy wykorzystano 4 Zzrodta wody: z matych zbiornikow stawu i
jeziora, z rzeki Wisty oraz wod¢ destylowana. Proby wod przefiltrowano przez sterylne
membrany bakteriologiczne o $rednicy poréw 0,2 um. W kazdym ze zZrddet wody
sporzadzono zawiesiny bakteryjne szczepu Cms BPR IOR 527 i umieszczono je w
zamykanych, sterylnych pojemnikach bakteriologicznych w temperaturach: 4°C, 21°C,
35°C (woda z jeziora, stawu i rzeki, woda destylowana nr 1, woda destylowana nr 2), oraz
30°C (woda destylowana).

Jednoczesnie, w celu okreslenia liczebnosci bakterii w momencie rozpoczecia
doswiadczenia, wykonano posiew zawiesin na szalki Petriego z podtozem mikrobiolo-
gicznym YPGA. Przeprowadzano kontrole przezycia bakterii w poszczegdlnych rodzajach
wody irdéznych warunkach temperatury, w odstepach czasowych 1 miesigca dla 4°C (przez
okres 10 miesigcy) i 21°C (przez 3 miesigce), natomiast dla 30°C w odstepach 4 dni, a dla
35°Cw 61 8 dniu.

Wykonano izolowanie bakterii sporzadzajac szereg 10-krotnych rozcienczen zawiesiny
w 0,9% NaCl i posiewajac powierzchniowo na plytki Petriego z podtozem YPGA. Po
uplywie 3, 5,7, 10 i 14 dni oceniono wzrost kolonii Cms.

Przeprowadzono 3 testy baktazanowe dla oceny patogeniczno$ci bakterii Cms, wedtug
nastepujacej procedury. W tym celu siewki baklazana (Solanum melongena L), odmiana
Black Beauty, w stadium trzeciego liScia inokulowano zawiesinami badanych wod.
Inokulacje roslin (po 5 roslin dla kazdego rodzaju wody) przeprowadzano przy pomocy
igly do iniekcji 23 G (0,6 x 25) i strzykawki (2 ml), pomiedzy liscieniami i pierwszym
lisciem. Do eksperymentu dotaczano kontrolg negatywng (sterylny bufor PB) i pozytywna
(zawiesina Cms szczep BPR IOR 527). Zakazone ro$liny baktazana inkubowano w pokoju
hodowlanym, w 21°C, przy 14. godz. o$§wietleniu przez okres 40. dni. Poczawszy od 7.
dnia trwania testu notowano wystgpowanie objawow.
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WYNIKI

Cms wyizolowano po 10 miesigcach utrzymywania w zawiesinie wody destylowanej nr
1 w temperaturze 4°C (rys. 1). Liczebnos¢ bakterii w badanej zawiesinie zmniejszyla si¢ z
2,2 x 10® do 2,3 x 10° jednostek tworzacych kolonie w ml (jtk/ml). Po 8 miesigcach
utrzymywania Cms w wodzie destylowanej nr 2 (rys. 1) liczebno$¢ bakterii zmniejszyta
sie z 1,6 x 10° jtk/ml do 9 x 10*jtk/ml, natomiast w wodzie z jeziora (rys. 1) z 7 x 107
jtk/ml do 6 x 10° jtk/ml. Brak danych w kolejnych miesigcach byt spowodowany konta-
minacjg zawiesiny niepozadanym gatunkiem bakterii, uniemozliwiajagcym identyfikacje
kolonii Cms. W pozostatych rodzajach wdd (staw i rzeka) Cms nadal utrzymuje zywotnos$¢,
stwierdzono jednak wyrazna redukcje liczebnos$ci kolonii bakteryjnych (rys. 1).
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Rys. 1. Przezywalno$¢ Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w zawiesinach wodnych
w temperaturze 4°C (log jtk/ml)
Fig. 1. Survival of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus in water suspensions at 4°C (log cfu/ml)

W 21°C, do trzech miesi¢cy trwania testu, bakterie Cms izolowano z wszystkich
zawiesin (rys. 2). Najwigkszg redukcje liczebnosci uzyskiwanych kolonii bakteryjnych
zanotowano w wodzie z jeziora, natomiast najmniejszy spadek liczebnosci bakterii wyka-
zano w srodowisku wody destylowane;.

Po 30 dniach utrzymywania zawiesiny bakterii w wodzie destylowanej, w 30°C (tab. 1),
bakterie nadal byly zywe, chociaz zaobserwowano wyrazny spadek liczebnosci kolonii
Cms z 4,2 x 10° jtk/ml do 1 x 10° jtk/ml. Badajac w 6 i 8 dniu zawiesiny wodne z jeziora,
stawu 1 rzeki oraz z wody destylowanej 1 1 2, utrzymywane w 35°C (tab. 2), nie
odnotowano wzrostu bakterii na pozywce.
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Tabela 1
Przezywalno$¢ Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w zawiesinie wody destylowanej
w temperaturze 30°C (jtk/ml)
Survival of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus in distilled water suspension at 30°C (cfu/ml)

Koncentracja
poczatkowa
Initial concentration

4 dzien 8 dzien 12 dzien | 18 dzien | 22 dzien | 26 dzien | 30 dzien
4hday | 8"Day | 12"day | 18%day | 22™day | 26%day | 30" day

Rodzaj wody
Kind of water

Woda
destylowana 4.2x10° 1,03x10°  1,4x10° 6x10* 4x10* 3x10° 4x10° 1x103
Distilled water
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Rys. 2. Przezywalno$¢ Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w zawiesinach wodnych
w temperaturze 21°C (log jtk/ml)
Fig. 2. Survival of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus in water suspensions at 21°C (log cfu/ml)

Przeprowadzono 3 testy infekcyjnosci bakterii na baktazanie dla kombinacji
przechowywanej w 4°C (po dwoch tygodniach, po 5 i 10 miesigcach) oraz jeden dla
kombinacji w 21°C (po dwoch tygodniach). Bakterie Cms stracity catkowicie infekcyjnosé
po dwoch tygodniach trwania doswiadczenia, dla kombinacji przechowywanej w 21°C —
w wodzie z jeziora, stawu oraz wody destylowanej; oraz po 10 miesigcach, dla kombinacji
w 4°C, — w zawiesinie wody z jeziora i wody destylowanej nr 2. Bakterie Cms zachowaty
infekcyjno$¢ do konca doswiadczenia, w kombinacji przechowywanej w 4°C, w wodzie ze
stawu i rzeki oraz w wodzie destylowanej nr 1.
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Tabela 2
Przezywalno$¢ Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w réznych zawiesinach wodnych
w temperaturze 35°C (jtk/ml)
Survival of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus in different distilled water suspensions at 35°C

(cfu/ml)

Rodzaj wody Koncentracja poczatkowa 6 dzien 8 dzien

Kind of water Initial concentration 6" day 8" day
Woda dest. 1 — Distilled water 1 3x107 0 0
Woda dest. 2 — Distilled water 2 2,6x107 0 0
Jezioro — Lake 4,7x107 0 0
Staw Pond 7x108 0 0
Rzeka — River 2x107 0 0

DYSKUSJA

W celu okreslenia ryzyka rozprzestrzeniania Cms poprzez wody powierzchniowe i
sciekowe oraz porazenia roslin ziemniaka za posrednictwem skazonej wody uzytej do
nawadniania, zbadano wptyw czynnika zrédta wody i temperatury na dtugos¢ okresu
przezywania bakterii. Przeprowadzono izolacj¢ patogena na pozywce mikrobiologicznej i
inokulacje ro$lin baktazana. Ze wzgledu na powolny wzrost Cms na sztucznym podiozu,
niewspdtzawodniczenie z innymi bakteriami patogenicznymi i saprofitycznym oraz brak
pozywki selektywnej, w badaniach ograniczono si¢ do wody sterylizowane;j filtrowane;j
przez membrany bakteriologiczne.

Ryzyko przenoszenia Cms w wodzie powierzchniowej uzywanej do nawadniania,
uwazane jest za mniejsze, niz w przypadku sluzaka (Ralstonia solanacearum). Cms nie jest
patogenem dla Solanum dulcamara, jednym z nielicznych wodnych gatunkow
europejskich, nalezacych do Solanaceae (Knorr, 1948, Wolf i Beckhoven, 2004). Jak
podaje Elphinstone (2004) w Anglii dowiedziono, Ze istnieje ryzyko zakazenia zdrowych
bulw ziemniaka poprzez mycie w wodzie uzytej dwie doby wczesniej do umycia bulw,
porazonych przez Cms. Autor dopatruje si¢, ze w taki sposob, w 2002 roku, w miejscu
pakowania, mogto dojs¢ do zakazenia ziemniakow towarowych, od porazonej przez Cms,
partii ziemniakow, importowanych do Wielkiej Brytanii. Wolf i Beckhoven (2004)
wykrywali zywe komoérki Cms do 7 dnia przechowywania w niesterylnej wodzie
powierzchniowej, wczesniej skazonej Cms, bez wzgledu na zrodto pochodzenia wody.
Autorzy sugeruja, ze w tym czasie, patogen moze by¢ transportowany droga wodna na duze
odleglosci, szczegolnie w rzekach. Zakazone wody stwarzaja pewne zagrozenie dla upraw
ziemniaka, jednak z drugiej strony, by to nastgpito musiatoby istnie¢ state zrédlo
uwalniania bakterii, bowiem w wodzie koncentracja patogena ulega zmniejszeniu.

W badaniach nie zaobserwowano wzrostu liczebnosci jednostek tworzacych kolonie
Cms (rys. 1), w zadnym ze zrédet wody uzytych do przygotowania zawiesin bakteryjnych.
Czyste kultury Cms wyosobniono po 10 miesigcach utrzymywania w 4°C w wodzie
destylowanej, oraz w wodzie ze stawu i rzeki. Liczebno$¢ populacji Cms zmniejszyla sig
odpowiednio w wodzie destylowanej nr 1 z 2,2 x 10% do 2,3 x 10°, w wodzie ze stawu z
3,5 % 107C do 2 x 10°, w wodzie z rzeki z 3 x 107 do 3 x 10* jtk/ml. W przypadku wody z
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jeziora i wody destylowanej nr 2, Cms byt izolowany do 8. miesigca, potem nastgpila
kontaminacja wody niepozgdanym gatunkiem bakterii, ktory uniemozliwit identyfikacje
kolonii Cms na pozywce.

Wolf i Beckhoven (2004) zaobserwowany brak wzrostu populacji Cms we wszystkich
zastosowanych rozcienczalnikach tlumaczyli wzglednie niska zdolno$cig patogena do
przezywania w Srodowisku wodnym. Niewielki wzrost liczebno$ci, jaki wystapit w
sterylnej wodzie wodociagowej, przypisali rozdzieleniu si¢ tworzacych agregaty kolonii
Cms. Autorzy uznali 35 dni za maksymalny czas przezywania Cms w sterylnej wodzie z
kranu, w 20°C. Krotszy okres uzyskali dla zawiesiny sterylnej wody MiliQ i sztucznego
ptynu z ksylemu.

Z wszystkich zawiesin utrzymywanych w 21°C, do 3. miesigca trwania badan
izolowano Cms (rys. 2). Najwigksza redukcje w liczebnosci populacji zanotowano w
wodzie z jeziora, najmniejszg w wodzie destylowanej. W 30°C bakteria przezyta w wodzie
destylowanej do 30 dni, chociaz nastgpita znaczna redukcja koncentracji, z 4,2 x 10° do
1 x 10° jtk/ml (tab. 2).

Wykazano, ze patogen utrzymywany w 4°C w sterylnych zawiesinach wodnych wody
destylowanej nr 1 1 2, oraz z jeziora, rzeki i stawu zachowal patogeniczno$¢ przez okres 5
miesiecy, po 10 miesigcach nie obserwowano objawow na roslinach infekowanych woda
destylowang nr 2 oraz wodg z jeziora. Natomiast dla 21°C, po dwodch tygodniach od
rozpoczecia badan objawy choroby uwidocznily si¢ jedynie na roslinach baktazana
inokulowanych zawiesing z rzeki.

WNIOSKI

1. Uzyskane wyniki badan wskazuja na zdolnos$¢ bakterii Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus do dlugotrwalego przezywania w sterylnej wodzie destylowanej, oraz
pochodzacej z jeziora, stawu i rzeki, przechowywanej w temperaturze 4°C.

2. Stwierdzono istotny wplyw poziomu temperatury na utrzymywanie si¢ przy zyciu
bakterii Cms, temp. 21°C wptyneta na spadek liczebnos$ci bakterii w zawiesinach.

3. Woda o temperaturze powyzej 30°C stanowi niedogodne Srodowisko dla przezycia
bakterii Cms.

4. Przeprowadzone testy biologiczne na baktazanie potwierdzily zachowanie przez Cms
infekcyjnosci w $rodowisku wodnym, w temp. 4°C, po uplywie, co najmniej 10
miesigcy. Uwidocznito si¢ to w postaci typowych objawoéw chorobowych na roslinach
testowych, inokulowanych zawiesing bakterii w wodzie destylowanej nr 1 oraz w
wodzie ze stawu i rzeki.

5. Temperatura 21°C wptyne¢ta na obnizenie infekcyjnosci Cms w stosunku do baktazana.
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Przydatnos¢ wybranych gatunkoéw roslin
do rekultywacji glebotworczego gruntu
z wapna poflotacyjnego

Usefulness of some plants species to reclamation of soilless ground
on post-flotation lime

Okreslono wplyw stosowania zréznicowanych dawek azotu na wzrost i rozwdj kostrzewy
trzcinowej i topinamburu rosnacych na podtozu wapna poflotacyjnego wzbogaconego trzema dawkami
osadow $ciekow komunalnych tj. 250, 500 i 750 m*-ha™! na terenach poeksploatacyjnych Kopalni Siarki
»Jeziorko”. Plon zielonej masy i wysoko$¢ ro$lin kostrzewy trzcinowej wzrastaly istotnie i
proporcjonalnie do rosnacych dawek nawozenia azotowego uzytego na wszystkich trzech poziomach
wzbogacania podtoza osadami Sciekowymi w odniesieniu do wariantow kontrolnych. Stwierdzono, ze
obsada roslin i liczba wyksztatlconych pedow generatywnych wytworzonych przez rosliny kostrzewy
trzcinowej rosnacej na bezglebowym podlozu wzbogaconym kazdym z trzech poziomdéw osadow
sciekowych wzrastata istotnie pod wptywem $redniej i najwyzszej dawki azotu w odniesieniu do
wariantu kontrolnego. Wysokos¢ roslin topinamburu byta zréznicowana i zawierala si¢ w przedziale
od 100,9 do 181,0 cm., a wszystkie dawki azotu wplywaty na przyrost wysokosci roslin w pordwnaniu
do wariantu kontrolnego na kazdym z trzech pozioméw wzbogacania podtoza osadami $ciekowymi.
Dawki osadow s$ciekowych wptywaly mniej efektywnie na warto$¢ badanych cech niz nawozenie
azotowe.

Stowa kluczowe: bezglebowy grunt, kostrzewa trzcinowa, nawozenie azotowe, osady Sciekowe,
rekultywacja, rosliny do rekultywacji, topinambur

The effect of differentiated nitrogen doses on growth and development of tall fescue (Festuca
arundinacea Schreb.) and the Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus L.) was investigated. Plants
were grown on the ground of post reclamation lime substrate enriched with various doses 250, 500 i
750 m*-ha'!) of municipal savage sludge, on post-mining terrain of ,,Jeziorko” Sulphur Mine. Green
matter yield and height of the tall fescue’s plants increased proportionally to increasing rate of nitrogen
fertilization applied in all three combinations of substrate enrichment with the savage sludge. It was
stated that the plant density and number of developed generative shoots generated by reed fescue plants
increased significantly under the influence of the lowest and the average nitrogen doses at each level
of substance enrichment with the savage sludge in relation to the control version. The height of
Jerusalem artichoke plants was variable and ranged from 100,9 to 181,0 cm and all nitrogen doses
stimulated height of plants with reference to the control plants on each three levels of ground enrichment
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with savage sludge. Rates of applied savage sludge were less effective than the nitrogen fertilization as
regard the values of the investigated plants traits.

Key words: Jerusalem artichoke, nitrogen, savage sludge, reclamation, soilless ground, tall fescue,
revitalization plants for reclamation

WSTEP

Grunty zdewastowane przez dzialalno$¢ rolnicza i przemystowa zajmuja coraz wigksza
powierzchni¢ w Polsce. Wymagajg one koniecznie rekultywacji zardbwno z gospodarczego,
jak i spotecznego punktu widzenia, gdyz prawidlowo przeprowadzona rekultywacja moze
by¢ praktycznie jedyng mozliwoscig odzyskania utraconych gruntéw rolnych czy lesnych
(Dulewski i Wtorek, 2000). Zabiegi rekultywacyjne inicjuja procesy glebotworcze w
podtozu a przede wszystkim odbudowe szaty roslinnej poprzez dobor odpowiednich
gatunkow roslin uzytkowych, oraz wtasciwe zabiegi uprawowe, pielggnacyjne i nawozenie
Goral (2001).

Otworowa eksploatacja siarki w kopalniach okolic Tarnobrzega zdewastowata obszary
gruntdow, poprzez niszczenie struktury geologicznej, deformacje terenu i bardzo silne
zasiarczenie powierzchni (Siuta, 2001). Motowicka-Terelak i Dudka (1991) donosza, ze
zdecydowana wigkszo$¢ gleb znajdujacych si¢ na terenach poeksploatacyjnych siarki
Kopalni ,,Jeziorko” ulegta zakwaszeniu, a pH spadto nawet do 4, co skutkowato zniszcze-
niem roslinnosci i zycia biologicznego w glebie. Do neutralizacji odczynu kwasnego oraz
blokady skupisk siarki, zapelnienia niecek osiadania i uksztaltowania rzezby terenu
wykorzystywano odpad plynny ze wzbogacania rudy siarkowej zwany wapnem poflota-
cyjnym), bedacy martwym podlozem. Przywrocenie jego uzytecznosci rozpoczg¢to od
wprowadzenia do martwego podtoza osaddéw $ciekow komunalnych, inicjujac w nim
aktywno$¢ biologiczng i stwarzajgc warunki do zycia i uprawy roslin (Siuta, Jonca, 1997;
Siuta, 1998; Jonca, 2000; Warzybok, 2000; Dulewski, Wtorek, 2000). Jest to najbardziej
racjonalna metoda, ktora jednocze$nie rozwiazuje problem utylizacji odpadow bytowych i
przemystowych. Prace Klimonta i Gérala (2001), Klimonta i wsp. (2002) i Klimonta (2004,
2007) oraz Klimonta i Bulinskiej-Radomskiej (2008) wykazuja, ze topinambur bulwa) i
kostrzewa trzcinowa sa bardzo przydatne do rekultywacji wapna poflotacyjnego
wzbogaconego osadem $ciekowym.

Celem prowadzonego doswiadczenia byto zbadanie wptywu zastosowania zréznico-
wanych dawek azotu na wzrost i rozw0j dwoch gatunkéw roslin: kostrzewy trzcinowej
i topinamburu, uprawianych na podtozu wapna poflotacyjnego, ktére nawieziono trzema
dawkami osadow $ciekow komunalnych.

MATERIAL I METODY

Dos$wiadczenie prowadzono w latach 20062008 na terenie poeksploatacyjnym
Kopalni Siarki ,,Jeziorko” niedaleko Tarnobrzega, pozyskiwanej metodg podziemnego
wytopu. Obszary te celem likwidacji zasiarczenia i wyréwnania zapadlisk terenu pokryto
wapnem poflotacyjnym. Jest ono odpadem poflotacyjnym w procesie uzdatniania rudy
siarkowej wydobywanej metodg odkrywkowa w pobliskiej Kopalni Siarki ,,Machow”.
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Przemieszczano je na pole poeksploatacyjne za pomoca hydrotransportu. Golda (1993)
okresla wapno poflotacyjne jako gliny pylaste lekkie. Wiosng 1995 roku nawieziono go
osadami $ciekéw komunalnych w dawkach: 250, 500 i 750 m3-ha' i wymieszano z
podiozem brona talerzowa Jonca (2000). Na przygotowanym podtozu zatozono dwa
niezalezne do$wiadczenia. Na pierwszym o powierzchni 1,2 ha wysiano nasiona kostrzewy
trzcinowej (Festuca arundinacea Schreb.), a na drugim o powierzchni 0,3 ha wysadzono
bulwy topinamburu Helianthus tuberosus L.). Powierzchnia kazdego z trzech wariantow
nawozenia osadami $ciekow w przypadku kostrzewy trzcinowej wynosita 0,4 ha, a
topinamburu 0,1 ha. Kazdg z trzech powierzchni wzbogacania dawkami osadoéw
scieckowych w przypadku obydwu gatunkoéw podzielono na cztery réwne poletka:
kostrzewa po 0,1 ha i topinambur po 0,025 ha) i corocznie wnoszono na nie cztery
zroznicowane dawki azotu: 0 — wariant kontrolny, 50, 100 i 150 kg-ha'!, na tle statych
dawek P»0s i K»O odpowiednio 30 i 83 kg-ha'!. Na powierzchni kazdego wariantu nawo-
zenia azotem kostrzewy trzcinowej, corocznie wyznaczano 10 poletek o powierzchni 1 m?,

W doswiadczeniu z kostrzewg trzcinowa oceniano plon zielonej masy, obsadg¢ roslin,
wysokos$¢ roslin, liczbe peddéw generatywnych wyksztalconych i niewyksztalconych.
Cechy te okreslano dwukrotnie przed pierwszym i drugim pokosem. W przypadku
topinamburu, pod koniec okresu wegetacji dokonywano losowo pomiaru wysokosci 10
roslin, z kazdej kombinacji nawozenia azotem na tle kazdego poziomu wzbogacania
osadami Sciekowymi. Obliczen statystycznych dokonano metoda analizy wariancji dla dwu
niezaleznych do§wiadczen w uktadzie split-plot, a poréwnan $rednich dokonano za pomoca
testu Tukeya przy NIRa = 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Warunki pogodowe w latach badan istotnie wptywaty na warto$¢ ocenianych cech
zaréwno kostrzewy trzcinowej jak i topinamburu (tab. 1, 2). Najkorzystniejsze warunki dla
rozwoju badanych gatunkow roslin wystgpity w cieptym i obfitym w opady 2008 roku,
mniej korzystne w 2007, a najmniej sprzyjajace w chtodnym i skapym w opady 2006 roku
(tab. 1, 2). Wszystkie trzy dawki nawozenia azotem wptywatly istotnie na plon zielonej
masy kostrzewy trzcinowej, na wszystkich trzech poziomach wzbogacania wapna
poflotacyjnego osadami $ciekow komunalnych (tab. 3). W przypadku poziomu 250 m?
osadow $ciekowych na 1 ha wzrost plonu zielonej masy pod wplywem nawozenia trzema
kolejnymi dawkami azotu wzrastal odpowiednio o: 15,1, 29,0 i 30,0% w stosunku do
wariantu kontrolnego — 66,90 dt-ha™!. Takze na poziomie 500 m* osadéw $ciekowych na
1 ha obserwowano wzrost plonu zielonki pod wplywem nawozenia trzema kolejnymi
dawkami azotu o: 16,6, 32,3 i 43,6% w pordéwnaniu do wariantu kontrolnego — 67,33
dt-ha’!. Najwyzszy plon zielonej masy kostrzewy zebrano z poletek zalozonych na podtozu
wapna poflotacyjnego wzbogaconego dawkg 750 m® osadu $ciekowego na 1 ha. Przyrost
zielonej masy wskutek zastosowania kolejnych wzrastajacych dawek azotu wynosit: 14,6;
55,9 1 74,4% w poroéwnaniu z wariantem kontrolnym — 70,53 dt-ha’'.
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Tabela 1

Suma opadéw miesiecznych oraz Srednia miesieczna temperatura powietrza w latach 2006-2008
Monthly rainfall and mean air temperature in the years 2006-2008

Lata — Years
Micsiac 2006 2007 2008
Mont?l suma opadéw | temperatura suma opadéw | temperatura suma opadéw | temperatura
rainfall temperature rainfall temperature rainfall temperature
(mm) (°c) (mm) (°c) (mm) (°c)
Jsgflfyl 26,5 78 48,0 27 29.4 04
lgzl?r/uary 26,6 3,5 22,1 0.2 11,7 23
MZZ? 61,8 0,4 26,5 6,8 45,8 3.8
i‘;r‘fl’“en 443 95 19,6 9.6 59,0 9.4
ﬁzly 70,8 13,8 32,4 15,9 74,3 13,5
quzne;W‘ec 62,1 17,5 534 19,0 294 18,2
E{’;ec 15,1 223 103,8 19,4 99,4 18,8
iﬁg";‘;ﬂ 10,2 17,9 58,3 19,2 31,0 18,9
;Z;Zﬁ;r 21,6 16,2 106,8 12,9 83,3 12,7
gacztgizm‘k 19,7 10,6 313 8,1 36,8 9.8
;‘;\t,"e‘r’sger 41,3 53 20,6 1,0 19,2 50
gg‘é‘:ﬁg‘; 18,4 2,6 10,1 13 37,1 0,9
RO 4184 8,7 532.9 94 556,4 95

RO—— Roczna suma opadow i $rednia roczna temperatura powietrza; Annual of rainfall and average air temperature

Tabela 2

Wartos$¢ oznaczonych cech kostrzewy trzcinowej (Festuca arundinacea Schreb.) i topinamburu
(Helianthus tuberosus L.) w zalezno$ci od roku zbioru, niezaleznie od nawozenia azotem i poziomu
wzbogacenia osadem $ciekowym

Some traits of reed fescue (Festuca arundinacea Schreb.) and Jerusalem artichoke (Helianthus
tuberosus L.) as affected by the year of harvest, independently on nitrogen doses and the applied savage
sludge levels

Kostrzewa trzcinowa (Festuca arundinacea Schreb.)

Topinambur
(Helianthus
tuberosus L.)

Lata liczba pedow generatywnych
Years plon liczba roslin nﬁfnber ff schotgts ¥ wysokos¢ roslin | wysoko$¢ roélin
yield number of - height of plants | height of plants
(dt-ha™) |plants (szt/m?) wyksztatconych niewyksztalconych (cm) (cm)
developed underdeveloped
2006 76,58 75,1 111,8 5,2 50,2 120,8
2007 84,62 79,5 130,4 7,0 61,2 140,2
2008 97,08 85,1 132,0 7,9 77,8 173,7
NIR (0=0,05)
LSD (¢=0.05) 5,68 4,1 5,5 0,8 2,5 4,5
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Niezaleznie od poziomu nawozenia azotowego plon zielonej masy uzyskany z wariantu
wzbogaconego najwyzszg dawka osadu $ciekowego byt istotnie wyzszy w odniesieniu do
uzyskanych z wariantdow nawiezionych dawka $rednig i najnizszg (tab. 3). Otrzymane
wyniki koresponduja z wcze$niejszymi rezultatami autora Klimont (2004), Klimont,
Bulinska-Radomska (2008), pokazujace pozytywna reakcj¢ kostrzewy trzcinowej na
wzrastajace dawki osadow Sciekowych. Goral (2001) uznat go za gatunek wyrdzniajacy si¢
wsrod traw duzg plastycznoscig w stosunku do warunkoéw srodowiska.

Tabela 3

Wplyw nawozenia azotem na plon zielonej masy, obsade, liczbe pedow generatywnych wyksztalconych
i niewyksztalconych i wysoko$¢ roslin kostrzewy trzcinowej (Festuca arundinacea Schreb.) oraz
wysokos¢ roslin topinamburu (Helianthus tuberosus L.) — Srednio 2006-2008)

The effect of nitrogen on the yield of green mass, plant density, number of generative shoots (developed
and underdeveloped ) and height of plants of Reed fescue (Festuca arundinacea Schreb.) and plant
height of Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus L.) — mean 20062008

Topinambur
Kostrzewa trzcinowa (Festuca arundinacea Schreb.) (Helianthus
Dawka Dawka tuberosus L.)
' f)sadéw azotu cechy —traits
SCgkOWych Dosc of 1icgba liczba pedow generatywnych . wysokosé wysokosé
ose of nitrogen plon ro$lin number of generative shoots (szt./m?) Toslin Todlin
savage sludge | o paty | yielq  |umber of . height of | height of
(m’-ha™) (dt-ha”) plants per | wyksztalconych | niewyksztatconych lants lants
area developed underdeveloped P P
(szt./mz) (Cm) (Cm)
0 66,90 66,9 108,2 5,7 51,5 100,9
250 50 77,03 72,1 117,9 7,0 56,8 1159
100 86,30 76,0 1253 7,1 60,5 129,3
150 87,00 85,7 128,1 6,4 64,2 146,8
x 79,31 75,2 119,8 6,5 58,3 123,2
0 67,33 68,2 11,7 6,7 54,3 1234
500 50 78,50 73,6 118,6 5,1 61,7 1474
100 89,07 76,3 125,0 5,8 68,5 160,3
150 96,67 87,6 136,3 8,0 69,6 174,0
x 82,89 76,4 1229 6,4 63,5 151,3
0 70,53 75,3 114,6 6,4 57,9 137,0
750 50 80,83 77,4 123,1 7,3 65,3 152,9
100 109,93 98,4 139,8 7,5 71,4 170,1
150 123,00 101,3 1484 7,6 75,1 181,0
x 96,07 88,1 131,5 7,2 67,4 160,2
NIR (0=0,05); efekt N
LSD(((F0.0S)); N effect 8,55 8,4 13,1 r.n.; n.s. 4.8 24,4
NIR (¢=0,05); efekt osadu
Sciekowego
LD (a:(*;{ 05); savage 573 5.8 112 rn;ns. 3.8 222
sludge effect

r.n ; n.s. — Rdznice nieistotne; No significant differences

Obsada roslin kostrzewy trzcinowej ulegata istotnemu zwigkszeniu pod wpltywem
sredniej i najwyzszej a wysokos$¢ roslin pod wptywem kazdej dawki nawozenia azotem na
wszystkich trzech poziomach wzbogacania wapiennego gruntu osadem S$ciekowym w
poréwnaniu z wariantem kontrolnym (tab. 3). Bardzo silny system korzeniowy tego
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gatunku pozwala bardzo dobrze wykorzystywac sktadniki pokarmowe wniesione w postaci
nawozow azotowych czy tez osadow Sciekowych (Goral, Sybilska, 2000; Goral, 2001).
Liczba peddéw generatywnych wyksztatconych, ktore wytworzyly ro$liny kostrzewy
trzcinowej zalezata od ilosci osadow §ciekowych wnoszonych do podtoza oraz dawki azotu
zastosowanej do nawozenia kostrzewy, natomiast liczba pedéw generatywnych
niewyksztatconych nie ulegata istotnym zmianom pod wptywem tych czynnikow (tab. 3).
Niezaleznie od poziomu nawozenia azotem, najwyzsza dawka osadu S$ciekowego
whniesiona do podtoza skutkowata wzrostem liczby peddéw generatywnych w stosunku do
najmniejszej dawki osadu, a Srednie i najwyzsze dawki azotu istotnie wpltywaly na
zwigkszenie wartosci tej cechy na kazdym z trzech poziomdéw wzbogacania podloza
osadami $ciekowymi (tab. 3). Niezaleznie od lat badan najwyzsze i §rednie dawki azotu na
kazdym z wariantow wzbogacania podtoza osadami §ciekow wplywaty na istotny wzrost
obsady i liczby wyksztalconych pedow generatywnych a wszystkie poziomy nawozenia
azotem na wysoko$¢ roslin kostrzewy, co istotnie wptywalo na przyrost plonu zielone;
masy. Osady S$ciekowe aplikowane w trzech zréznicowanych dawkach do wapna
poflotacyjnego oddziatywaly mniej efektownie na warto$¢ badanych cech niz nawozenie
azotowe. Nalezy przypuszczaé, ze wynika to z faktu, iz zastosowano je na kilka lat przed
okresem, z ktorego pochodza prezentowane wyniki i efekt ich oddziatywania staje sie z
roku na rok coraz mniej widoczny, pomimo ze wraz z osadami wprowadzono do podioza
ogromne ilo$ci materii organicznej i sktadnikéw pokarmowych.

Aplikujgc dawke 250 m*-ha™! wniesiono okoto 25 dt azotu, 5 dt fosforu, okoto 3 dt
wapnia i 0,75 dt magnezu oraz prawie 530 dt substancji organicznej Klimont i in., 2002).
Podwodjna i potrojna dawka osadu $ciekowego zwielokrotnita ilo§¢ sktadnikoéw
pokarmowych i materii organicznej wnoszonej do poditoza. Inne badania autora (Klimont
1 Goral, 2001; Klimont i in., 2002; Klimont, 2004, 2007; Klimont, Bulinska-Radomska,
2008) wskazuja, ze wapno poflotacyjne zastosowane do rekultywacji terenéw po-
eksploatacyjnych siarki, wzbogacone osadem Sciekowym wraz z porastajacg roslinnoscia
tworzy sprzyjajace warunki do inicjacji procesoOw glebotworczych, w wyniku ktérych
tworzy si¢ substancja organiczna, wzrasta rowniez zawarto$¢ przyswajalnych P, K, Mg w
podlozu wraz ze wzrostem wysokosci dawki osadu. Wyniki Gorala (2001), Klimonta
(2004) oraz Klimonta i Bulinskiej-Radomskiej (2008) wskazuja, ze kostrzewa trzcinowa
jest gatunkiem polecanym do rekultywacji gruntow bezglebowych ze wzgledu na duze
zdolnos$ci przystosowawcze do warunkow srodowiska, bardzo silny system korzeniowy,
male wymagania pokarmowe i trwato$¢ w runi, a wlasnie takie trudne warunki panujg na
terenie poeksploatacyjnym Kopalni Siarki ,,Jeziorko”, szczegdlnie w okresie letniej suszy.
Réwniez Goral i Sybilska (2000) polecaja ten gatunek jako przydatny do rekultywacji
biologicznej terendw zdewastowanych.

Srednia i najwyzsza dawka azotu powodowata istotny przyrost wysokosci roslin
topinamburu w stosunku do kontroli na wszystkich trzech poziomach wzbogacania podtoza
osadami $ciekowymi (tab. 3). Wysokos¢ roslin byta zréznicowana i wahata si¢ od 100,9 do
181,0 cm 1 rosta wraz ze wzrostem ilosci osadu wzbogacajacego podtoze i wysokoscia
dawek azotu. Jest to zgodne z doniesieniami Goérala (1996) stwierdzajacymi, ze topinambur
wykazuje duze zapotrzebowanie na azot. Niezaleznie od dawek azotu, $redni i najwyzszy
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wariant wzbogacenia osadem $ciekowym istotnie wpltywal na wysoko$¢ roslin
topinamburu (tab. 3). Wczesniejsze badania (Klimont, Géral 2001; Klimont i in., 2002;
Klimont, Bulinska-Radomska, 2008) wskazuja, ze topinambur (bulwa) ze wzgledu na
zapas wody 1 cukrow w bulwach bardzo dobrze rosnie na podtozu wapna poflotacyjnego i
pozytywnie reaguje przyrostem wysokosci na wzrastajace dawki osadow Sciekowych.

WNIOSKI

1. Plon zielonej masy wzrastal pod wptywem rosnagcej dawki nawozenia azotowego na
wszystkich trzech poziomach wzbogacania wapna poflotacyjnego osadami
sciekowymi w stosunku do wariantu kontrolnego.

2. Obsadaroslin kostrzewy trzcinowej oraz liczba pedow generatywnych wyksztatconych
wytworzonych przez ten gatunek ulegala istotnemu zwigkszeniu pod wplywem
sredniej 1 najwyzszej, a wysoko$¢ pod wptywem kazdej dawki nawozenia azotem na
wszystkich trzech poziomach wzbogacania wapna poflotacyjnego osadem $ciekowym
w stosunku do wariantu kontrolnego.

3. Wysokos¢ roslin topinamburu byta zréznicowana i wahata si¢ od 100,9 do 181,0 cm.
Srednie i najwyzsze dawki istotnie wptywaly na przyrost wysokosci roslin w stosunku
do kontroli na wszystkich wariantach wzbogacania gruntu wapiennego osadami
scickowymi.

4. Niezaleznie od poziomu nawozenia azotem wprowadzenie do podtoza najwyzszej
dawki osadu $ciekowego istotnie wptyng¢to na obsade roslin, plon zielonej masy i liczbe
pedow generatywnych wyksztatconych, wytworzonych przez ro$liny kostrzewy
trzcinowej w stosunku do najnizszej dawki osadu, a w przypadku wysokosci roslin
kostrzewy i topinamburu taki sam efekt spowodowato wzbogacenie podioza najwyzsza
i Srednig dawka osadu.

5. Zroznicowane dawki azotu okazaly si¢ bardziej efektywne niz aplikowane osady
Sciekowe na warto$¢ badanych cech obydwu gatunkéw roslin.
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Podobienstwo genetyczne roznych populacji
lucerny siewnej (Medicago sativa L. sl.) a ich
potencjat plonowania

Genetic similarity of various populations of alfalfa (Medicago sativa L. sl.) and their
seed yield potential

Dla 16 zréznicowanych genotypowo populacji lucerny siewnej przeprowadzono obserwacje
wybranych cech sktadajacych si¢ na plon nasion, takich jak liczba strakéw w owocostanie, liczba
nasion w straku, plon nasion z owocostanu oraz ptodnos¢. Dla tych samych 16 populacji wykonano w
dwoch powtorzeniach analiz¢ podobienstwa genetycznego z wykorzystaniem markeréw RAPD. Do
analiz uzyto DNA izolowanego dwiema metodami (pierwsza — metoda Thomsona-Henry’ego oraz
druga — metoda kolumienkowa) w celu zaobserwowania réznic w wynikach obu analiz. Dendrogramy
podobienstwa otrzymane w wyniku obu analiz wyraznie si¢ roznity. W pierwszej serii markerow RAPD
na dendrogramie podobienstwa wyrdzniono 4 grupy, a w drugiej 5 grup podobienstwa genetycznego.
Nastepnie wykonano analiz¢ wariancji w celu sprawdzenia, czy zmienno$¢ obserwowanych cech jest
wigksza pomiedzy, czy w obrebie grup podobienstwa.

Stowa kluczowe: lucerna, plon nasion, RAPD-PCR

Several traits affecting seed yield were observed in 16 genetically differentiated populations of
alfalfa. The analyzed traits included number of pods per infrutescence, number of seeds per pod, seed
yield per infrutescence and fertility. An analysis of genetic similarity was carried out for the populations
using RAPD markers, in two series. For the first series the DNA was isolated using the Thomson-
Henry’s method and for the other series — with the column method. The dendrograms of genetic
similarity varied for both methods and included four and five groups of similarity, respectively.
Variability of the observed traits was compared between and within the similarity groups using analysis
of variance.
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WSTEP

Lucerna siewna jest rosling, z ktorej mozna otrzymac¢ duzy plon zielonej masy o bardzo
wysokiej zawartosci biatka i duzej zawartosci witamin. Brak nasion produkcji krajowej
uniemozliwia szersze rozpowszechnienie upraw lucerny. Szacuje sig¢, ze zaledwie 5%
zapotrzebowania na nasiona pokrywa produkcja krajowa, pozostate 95% pochodzi z
importu. Przyczyng matego zainteresowania krajowym materialem jest zle wigzanie
strakow 1 nasion moggce wynikac z lokalnych warunkow pogodowych: stosunkowo niskiej
temperatury, stabego nastonecznienia, a takze niekorzystnego rozktadu opadéw w okresie
kwitnienia. Stabe wigzanie strakéw i nasion moze by¢ takze spowodowane wlasciwos$ciami
danego genotypu lucerny (Julier i in., 1995). Hodowle nasienng tego gatunku utrudnia
poligeniczny charakter cech ilo§ciowych, majacych wptyw na plonowanie lucerny oraz ich
silna zalezno$¢ od czynnikow $srodowiskowych (Volenec i in., 2002).

W niniejszej pracy do oceny podobienstwa genetycznego badanych populacji lucerny
siewnej wykorzystano markery RAPD. Celem pracy byla ocena zaleznos$ci pomi¢dzy
cechami fenotypowymi a podobienstwem genetycznym badanych populacji lucerny
siewnej, tzn. czy w wyroznionych na podstawie dendrogramu grupach podobienstwa
genetycznego znajduja si¢ obiekty o podobnych warto$ciach danej cechy, przy
rownoczesnych istotnych statystycznie rdéznicach pomiedzy grupami. Pordéwnanie
podobienstwa obserwowanego na poziomie genotypu oraz fenotypu pozwala na oceng
modyfikujacego wptywu srodowiska na ekspresje informacji genetycznej zawartej w DNA
rosliny.

MATERIAL I METODY

Materiatem roslinnym byto 16 populacji lucerny siewnej (Medicago sativa L. sl.),
pochodzacych z kolekcji Katedry Genetyki i Hodowli Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Obiektami badan byly: 2 ekotypy (27, 212); 4 odmiany (Radius, Du Puits,
Sitel, Vernal); 2 populacje syntetyczne (Syn 9-3, Syn 7-3); 2 linie wsobne S5 (Bio, F); 2
mieszance pojedyncze (BioxF, FxBj); 3 mutanty (‘/p’— dlugogroniasty, ‘br’—
wiechowaty, ‘#f’— samokonczacy); odmiana Ulstar (dlugogroniasta, wyhodowana z
mutanta ‘/p’). Proby do badan molekularnych oraz do analizy struktury plonu nasion
pobierano z ro$lin rosngcych w ogrodzie doswiadczalnym Katedry Genetyki i Hodowli
Roslin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Do$wiadczenie zatozone zostalo w
czerwcu 2005 roku, w uktadzie blokow losowych o wymiarach 13x3m w 3 powtdrzeniach.

Markery molekularne RAPD-PCR otrzymywano zgodnie z procedurg opisang ponizej:
fragmenty liSci przeznaczonych do izolacji DNA pobierano z 10 losowo wybranych roslin
z kazdego badanego obiektu. Catkowity DNA izolowano dla kazdej z roslin osobno, a
nastgpnie sporzadzano probe zbiorcza reprezentujaca dang populacje.

Izolacj¢ DNA przeprowadzano dwiema metodami. Pierwsza byta metoda Thomsona-
Henry’ego (Thomson i Henry, 1995). Fragmenty liSci o powierzchni 50 mm? inkubowano
w 200 ul buforu TPS o sktadzie: 100 mM Tris HCI o pH 9,5; 1 M KCI; 10 mM EDTA.
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Inkubacj¢ przeprowadzono w probowkach Eppendorfa, w tazni wodnej w temperaturze
95°C przez 15 minut. Po inkubacji zbierano supernatant zawierajacy DNA.

Druga metoda izolacji byla metoda kolumienkowa z wykorzystaniem zestawu
odczynnikow Qiagen DNeasy Plant Kit. Fragmenty lisci o powierzchni 50 mm?
umieszczano w probowkach z cieklym azotem i rozcierano tkanke roslinng na proszek.
Izolacjc DNA prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta zestawu. Reakcje
fancuchowg polimerazy (PCR) przeprowadzono w objetosci 12,51l mieszaniny o sktadzie:
woda dejonizowana, 1M Tris HCI, MgCl, (25 mM), BSA (20 mg/ml), ANTP (2 mM),
starter, Taq polimeraza (5u/ul), DNA. Amplifikacj¢ przeprowadzono za pomocg
termocyklera T3 firmy BIOMETRA. Na przebieg reakcji PCR sktadato si¢ 45 cykli;
denaturacja DNA zachodzita w 94°C, przylaczanie starterow w 37°C, natomiast synteza
nowych nici w 72°C. Elektroforeze produktow amplifikacji prowadzono w 1,5% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Zdjecia produktow amplifikacji wykonywane
byly w $wietle UV. Analiz¢ z kazdym ze starterow powtarzano dwa razy, wybierajac do
dalszego opracowania jednie powtarzajace si¢ prazki.

Podobienstwo genetyczne (GS) badanych obiektow oszacowano stosujac miare Nei i Li
(1979), wyliczajac wspdtczynniki wedtug wzoru: GSap = 2Nap/(NatNp), gdzie Nap
oznacza liczbg alleli obecnych zardwno u obiektu 4, jak i u obiektu B, N4 — liczbg alleli
obecnych u obiektu 4, Ng — liczbe alleli obecnych u obiektu B. Wspotczynniki te
postuzyly do hierarchicznego grupowania obiektow metoda $rednich potaczen. Wyniki
przeprowadzonego grupowania przedstawiono w formie dendrogramu.

Dla obu analiz podobienstwa (wykonanych na DNA wyizolowanych roznymi
metodami) wykorzystano liczbe produktow amplifikacji wygenerowanych w reakcjach z
poszczegdlnymi starterami. Cechy struktury plonu nasion okreslano w nastepujgcy sposob:
dla kazdego obiektu w kazdym bloku pobierano losowo po 10 dojrzalych owocostanow,
na podstawie ktorych wyznaczono liczbg strakow oraz liczbe nasion. Na tej podstawie
obliczano liczb¢ nasion w strgku. Nastepnie nasiona wazono w celu obliczenia masy
(plonu) nasion z owocostanu. Ptodnos¢ obliczano dzielgc liczbe nasion w strgku przez
liczbe zalgzkow w zalazni i1 podajac wynik w procentach. Obserwacje te powtarzano w 2
kolejnych latach. Dla otrzymanych wynikéw obliczono $rednie, a nast¢gpnie wykonano
analiz¢ wariancji (z grupami wyznaczonymi na podstawie dendrytow jako czynnikiem) w
celu ustalenia, czy zmienno$¢ poszczegodlnych cech jest wigksza w obrebie wyrdznionych
grup podobienstwa, czy tez pomiedzy tymi grupami. Wszystkie obliczenia wykonano
korzystajac z pakietu statystycznego Genstat (Genstat 5 Committee, 1993).

WYNIKI

Sposrod 35 przetestowanych starterow oligonukleotydowych wybrano 10, ktére dawaty
najwigcej produktéw amplifikacji. Byly to startery OPA 01 (CAGGCCCTTC), OPA 03
(AGTCAGCCAC), OPA 04 (AATCGGGCTG), OPA 07 (GAAACGGGTG), OPB 07
(GGTGACGCAG), OPC 08 (TGGACCGGTG), OPC 18 (TGAGTGGGTG), OPE 14
(TGCGGCTGAG), OPI 02 (GGAGGAGAGG), OPJ 20 (AAGCGGCCTC).
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Uzywajac dziesigciu wybranych starter6w wykonano dwie serie analiz technika RAPD,
z wykorzystaniem DNA izolowanego dwiema metodami. W zaleznosci od metody izolacji
DNA uzytego do reakcji PCR otrzymano ro6zng liczbe produktow amplifikacji. Stosujac
DNA izolowane metoda Thomsona-Henry’ego najmniejsza liczbe produktow amplifikacji
uzyskano przy zastosowaniu startera OPB 07 ($rednio 3,5 w przeliczeniu na populacje)
(tab. 1). Najwigkszg liczbe produktow amplifikacji wygenerowano stosujac starter OPA 01
(6,3 w przeliczeniu na populacj¢). W przypadku, gdy do reakcji uzyto DNA izolowanego
metoda kolumienkowa, liczba produktow dla jednej populacji wynosita srednio od 6,7 przy
uzyciu startera OPE 14 do 10,6 w przypadku startera OPB 07. Zauwazono, ze przy
wykorzystaniu DNA izolowanego metoda kolumienkowg $rednia liczba wygenerowanych
prazkow byla prawie dwukrotnie wyzsza niz w przypadku, gdy wykorzystano DNA
izolowany metoda Thomsona-Henry’ego (tab. 1). Liczba wszystkich uzyskanych
produktéw polimorficznych wynosita dla metody Thomsona-Henry’ego 178, natomiast dla
metody kolumienkowej 512 (dla dziesigciu testowanych starterow).

Tabela 1
Srednia liczba produktéw amplifikacji wygenerowanych dla jednej populacji przez kazdy z uzytych
starterow
Average number of amplification products generated for every population by the used primers

Starter Metoda I Metoda II

primer Method I Method 11

OPA 01 6,3 9,1

OPA 03 5,3 9,7

OPA 04 4.4 8,8

OPA 07 4,1 6,8

OPB 07 3,5 10,6

OPC 08 4,1 7,2

OPC 18 5,2 8,9

OPE 14 42 6,7

OPI 02 5,1 8,5

OPJ 20 4,0 7,7

Srednia 46 8.4
Average

Wynik analizy podobienstwa genetycznego metoda RAPD-PCR takze roznit si¢ w
zalezno$ci od metody izolacji DNA. Przy wykorzystaniu DNA izolowanego metoda
Thomsona-Henry’ego badane populacje utworzyly cztery grupy zrdéznicowania
genetycznego, wyroznione na poziomie 0,4. Podobienstwo miedzy tymi populacjami
wahato si¢ od 0,3 do 0,65 (rys. 1). W grupie pierwszej znalazty si¢ odmiana Ulstar i mutant
Ip. Podobienstwo genetyczne pomig¢dzy tymi obiektami wynosito 0,4. Grupe druga
utworzyly linie F oraz By, mieszance FxBj 1 B1oXF oraz mutanty #fi br, pomiedzy ktérymi
podobienstwo wahato si¢ od 0,5 do 0,65. Grupg trzecig utworzyly dwie populacje
syntetyczne — Syn 9-3 i Syn 7-3 oraz ekotyp 27, wykazujace podobienstwo w granicach
0,47-0,49. W grupie czwartej znalazty si¢ odmiany Du Puits, Radius, Sitel i Vernal oraz
ekotyp 212. Podobienstwo genetyczne w tej grupie wahato si¢ od 0,41 do 0,56.
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Rys. 1. Dendrogram podobienstwa genetycznego pomiedzy badanymi obiektami — analiza wykonana
przy uzyciu DNA izolowanego metoda Thomsona-Henry’ego
Fig. 1. Dendrogram of genetic similarity between the examinated objects — analysis made with DNA
isolated by the Thomson - Henry method

W przypadku, gdy do badania podobienstwa genetycznego metodg RAPD-PCR uzyto
DNA izolowanego metoda kolumienkowa wynik analizy byl inny niz wowczas, gdy
uzywano DNA izolowanego metoda Thomsona-Henry’ego. Obiekty na dendrogramie
bedacym wynikiem tej analizy utworzyly pie¢ grup podobienstwa genetycznego, ktorego
warto$¢ wahata si¢ od 0,15 do 0,48 (rys. 2). W grupie pierwszej znalazly si¢ populacje
syntetyczne Syn 7-3 i Syn 9-3 oraz linia F; podobienstwo mi¢dzy nimi wahato si¢ od 0,32
do 0,4. Grupe drugg utworzyty odmiany Du Puits, Radius, Sitel i Vernal oraz ekotypy 27 i
212, pomigdzy ktorymi podobienstwo wynosito od 0,28 do 0,45. W grupie trzeciej znalazt
si¢ jedynie mutant br. Grupa czwarta utworzona zostata przez lini¢ By i mieszance FxBjg
oraz BioxF. Podobienstwo genetyczne w tej grupie wahato si¢ od 0,35 do 0,45. W grupie
piatej znalazty si¢ mutanty Ip, tf, oraz odmiana Ulstar, wykazujace podobienstwo na
poziomie 0,32-0,48.
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Rys. 2. Dendrogram podobienstwa genetycznego pomi¢dzy badanymi obiektami — analiza wykonana
przy uzyciu DNA izolowanego metoda kolumienkowa
Fig. 2. Dendrogram of genetic similarity between the examinated objects — analysis made with DNA
isolated by the column method

Wartosci $rednie, zakres i wspodtczynniki zmienno$ci oraz wartosci NIR dla
obserwowanych cech struktury plonu nasion zestawiono w tabeli 2. W roku 2006
najwigksza $rednig liczbg nasion w stragku osiggnela linia F, natomiast najnizszg mieszaniec
pojedynczy FxBijo. W roku 2007 najnizsza liczb¢ nasion przypadajacych na strak
zanotowano u odmiany Ulstar, a najwyzsza u odmian Radius i Vernal. Warto zauwazy¢, iz
w roku 2007 $rednie wartosci tej cechy byly niemal dla wszystkich obiektow wyzsze niz
w roku 2006.
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Tabela 2

Zmiennos$¢ czterech obserwowanych cech struktury plonu w badanych populacjach lucerny
Variability of the observed features of seed yield structure in the examinated populations of alfalfa

Liczba nasion w straku

Obiekty Number of seeds per pod
Objects 2006 2007
min | $redn. | max | CvV min | $redn. | max CvV
Ekotyp 27 0,43 1,43 2,24 64,32 1,38 2,02 2,60 30,26
Ekotyp 212 0,74 1,41 1,96 43,85 1,62 1,87 2,01 11,61
Du Puits 1,04 1,52 2,08 34,39 1,92 2,48 3,04 22,58
Radius 0,86 1,15 1,34 22,30 1,68 2,50 3,30 32,41
Sitel 0,60 1,42 2,36 62,60 1,42 1,79 2,14 20,12
Vernal 0,92 1,41 1,92 35,48 1,14 2,50 4,12 60,28
Syn 7-3 0,38 0,69 0,86 38,79 1,14 1,76 2,44 36,86
Syn 9-3 1,42 1,96 2,70 33,69 1,50 2,37 3,26 37,08
Linia F 0,66 1,19 1,88 52,31 1,56 2,25 3,40 44,39
Linia By 0,60 0,83 1,17 36,20 1,88 2,02 2,26 10,33
FxBjo 0,50 0,55 0,60 9,10 1,66 2,41 334 35,36
BioxF 1,54 1,75 1,86 10,54 1,64 2,10 2,72 26,55
Ulstar 0,96 1,43 1,74 29,01 1,04 1,53 1,80 27,89
Mutant Ip 0,68 1,31 1,66 41,83 1,72 1,91 2,08 9,48
Mutant #f' 0,87 0,98 1,10 11,70 1,56 1,65 1,70 4,889
Mutant br 0,62 1,17 1,58 42,31 1,34 1,59 2,04 24,35
NIRg 05
LSDos 0,869 1,13
Liczba strakéw w owocostanie
Obicekty Number of pods per infructescence
Objects 2006 2007
min | $redn. | max | CvV min | $redn. | max CV

Ekotyp 27 9,6 12,73 14,4 21,33 9,6 10,60 11,2 8,22
Ekotyp 212 14,0 15,06 17,2 12,26 9,0 10,93 12,4 15,98
Du Puits 15,2 18,06 19,6 13,75 14,8 15,20 15,6 2,63
Radius 12,2 13,93 15,0 10,87 8,4 11,00 14,2 26,78
Sitel 15,6 16,53 18,0 7,78 12,0 13,20 14,8 10,93
Vernal 11,8 12,06 12,6 3,83 10,6 11,66 12,6 8,63
Syn 7-3 12,2 13,86 15,8 13,09 13,4 14,46 15,0 6,39
Syn 9-3 11,0 12,53 13,8 11,32 10,6 11,40 12,8 10,67
Linia F 14,2 15,40 16,8 8,52 10,6 12,73 16,0 22,56
Linia By 13,2 15,53 18,2 16,20 11,0 12,00 12,8 7,63
FxBjo 11,0 14,93 20,4 32,71 9,8 11,80 15,6 27,90
BioxF 15,4 18,66 21,2 15,90 11,6 12,80 14,4 11,27
Ulstar 16,4 21,06 26,0 22,81 14,6 20,46 26,0 27,89
Mutant Ip 10,2 15,86 20,2 32,34 21,8 23,73 26,2 9,47
Mutant #f' 12,2 15,86 20,8 27,97 12,2 13,20 14,0 6,94
Mutant br 15,0 18,53 22,4 20,02 12,2 13,80 154 11,59
NIRg 05
LSDos 5,093 3,75
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c.d. Tabela 2
Plon nasion z owocostanu
Obiekty Seed yield per infructescence [mg]
Objects 2006 2007
min $redn | max | (0\% min | $redn | max | CvV
Ekotyp 27 13,3 48,6 67,8 62,61 31,7 42,8 52,6 24,39
Ekotyp 212 37,7 50,8 63,3 26,07 38,4 49,4 58,2 20,14
Du Puits 37,3 54,3 80,6 37,85 57,4 75,3 90,3 24,13
Radius 21,6 37,1 46,8 36,96 30,3 50,2 70,4 36,86
Sitel 242 42,4 70,4 60,95 38,2 44,7 50,5 12,67
Vernal 23,8 36,8 52,3 39,85 28,4 58,3 10,6 64,48
Syn 7-3 9,4 28,2 53,6 78,16 31,7 51,5 80,2 49,23
Syn 9-3 38,6 49,3 60,7 28,27 33,4 55,9 70,3 37,19
Linia F 22,3 57,9 12,2 96,53 33,8 52,5 80,3 40,72
Linia By 18,8 37,2 73,3 82,33 42,4 452 50,6 8,663
FxBio 8,8 18,9 35,8 75,69 35,8 59,4 101,8 55,92
BioxF 68,4 70,5 70,4 4,97 40,6 55,7 80,4 33,33
Ulstar 40,6 71,5 110,8 45,37 32,5 65,1 91,5 44,62
Mutant Ip 27,3 452 80,2 59,86 50,4 60,3 70,3 16,88
Mutant # 26,5 34,5 46,5 31,11 442 47,4 48,1 4,784
Mutant br 25,1 56,6 70,6 47,81 38,1 40,4 43,8 5,33
NIR0,05
LSDo.s 0,042 0,033
Plodnos¢
Obiekty Fertility
Objects 2006 2007
min $redn | max | CvV min | $redn | max | CV

Ekotyp 27 4,13 15,60 21,54 63,70 13,27 20,19 25,00 30,43
Ekotyp 212 6,92 14,39 18,32 44,99 15,14 18,75 22,62 19,98
Du Puits 9,81 13,71 19,62 37,96 18,11 23,40 28,68 22,59
Radius 7,75 12,13 17,30 39,75 15,14 22,52 29,73 32,40
Sitel 6,90 14,86 27,13 72,50 16,32 20,61 24,60 20,13
Vernal 8,44 12,78 17,61 36,03 10,46 22,93 37,8 60,28
Syn 7-3 4,18 9,45 15,16 58,24 12,53 19,41 26,81 36,85
Syn 9-3 10,53 15,55 23,68 45,65 13,16 20,82 28,60 37,08
Linia F 6,23 17,73 37,17 95,42 14,72 21,26 32,08 44,39
Linia By 5,04 9,86 18,49 75,97 15,80 16,97 18,99 10,33
FxBio 5,00 6,00 7,40 20,82 16,60 24,13 33,40 35,36
BoxF 14,95 18,06 21,17 17,22 15,92 20,38 26,41 26,56
Ulstar 10,00 16,67 21,88 36,43 10,83 15,97 18,75 27,90
Mutant Ip 7,23 17,02 26,17 55,74 18,30 20,36 22,13 9,48
Mutant # 8,53 10,78 14,22 28,02 15,29 16,21 16,67 4915
Mutant br 6,26 13,26 17,58 46,14 13,54 16,09 20,61 24,35
NIR 05
LSDo.s 12,72 10,89

W przypadku liczby strakow w owocostanie, ich najwigksza $rednig liczbe w roku 2006
zawigzata odmiana Ulstar (21,07 szt.), natomiast najmniejsza odmiana Vernal (12,07 szt.).
W roku 2007 najwyzsza liczbg strgkow w owocostanie charakteryzowat sie mutant Ip
(23,73 szt.), a najnizszg ekotyp 27 ($rednio 10,6 strgka). Najwyzszym $rednim plonem
nasion z owocostanu odznaczata si¢ w roku 2006 odmiana Ulstar (71,5 mg), a w roku 2007
odmiana Du Puits (75,3 mg). Najmniejszg mas¢ nasion z jednego owocostanu stwierdzono
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w 2006 roku u mieszanca FxBio (18,9 mg), a w roku 2007 u mutanta br (40,4 mg). Srednia
ptodno$¢ w roku 2006 wahata si¢ od 6% u mieszanca FxBjo do 18% u mieszanca BjoxF.
W roku mieszaniec 2007 FxBo osiagnal najwyzsza ptodnos¢ (24%), natomiast ptodnoscia
najnizszg cechowata sie odmiana Ulstar (16%).

Wiyniki analizy wariancji zestawiono w tabelach 3 oraz 4. Srednie kwadraty z analizy
wariancji dla poszczegdlnych cech w 2006 i 2007 roku uwzgledniajgcej podzial obiektow
na grupy wedlug dendrogramu otrzymanego przy wykorzystaniu metody izolacji
Thomsona-Henry’ego przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3
Srednie kwadraty z analizy wariancji dla poszczegélnych cech w 2006 i 2007 roku dla dendrogramu
powstalego z wykorzystaniem metody Thomsona-Henry’ego
Mean squares from analysis of variance for the observed features in 2006 and 2007, for the
dendrogram created with the for Thomson-Henry method

Cecha
Zrodto Liczba stopni Trait
Rok | zmiennosci swobody liczba strakow liczba nasion w straku plon nasion
Year Source of Degrees of W owocostanie ki z owocostanu | ptodnosé
L number of seeds per . o
variation freedom number of pods per od seed yield per | fertility
infructescence P infructescence
o 3 41,79% 03247 37,9 26,85
2006 £2E
regidual 44 10,22 0,3163 63,4 52,19
Sepy 3 162,46%% 0,385 343 24,4
2007 £P
rezidual 44 5,703 0,4284 34,35 36,57

* Istotne na poziomie 0,05; Significant at level 0.05
*** Istotne na poziomie 0,001; Significant at level 0.001

Tabela 4
Srednie kwadraty z analizy wariancji dla poszczegélnych cech w 2006 i 2007 roku dla dendrogramu
powstalego z wykorzystaniem metody kolumienkowej
Mean squares from analysis of variance for the observed features in 2006 and 2007, for the
dendrogram created with the column method

Cecha
Zrédto Liczba stopni Trait
Rok zmiennos$ci swobody liczba strgkow liczba nasion plon nasion
Year Source of Degrees of W owocostanie w straku Z owocostanu plodnosé
variation freedom number of pods per | number of seeds per seed yield per fertility
infructescence pod infructescence
grupy 4 26,39 0,1883 15,81 16,68
2006 -2roups
bh".d 43 10,91 0,3288 66,05 53,73
residual
gpy 4 84,573 %% 0,5782 17,1 3532
2007 2P
& 43 9,303 0,4114 35,95 35,84
residual

*** Istotne na poziomie 0,001, Significant at level 0.001
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Analiz¢ wariancji grup wyréznionych na podstawie dendrogramu wykreslonego na
podstawie analizy RAPD z wykorzystaniem izolacji metoda kolumienkowa przedstawiono
w tabeli 4. W przypadku tej metody otrzymywania markeréw RAPD obserwowano
zalezno$ci pomigdzy podobienstwem genetycznym a cechami fenotypowymi jedynie dla
liczby strgkdéw w owocostanie w drugim roku obserwacji (2007), przy czym byla to
zalezno$¢ istotna na poziomie 0,001. Analiza ta wykazata, ze grupy wyrdznione na
dendrogramie podobienstwa rdznily si¢ istotnie statystycznie jedynie w przypadku liczby
strakow w owocostanie (w roku 2006 wartosci tej cechy dla poszczegodlnych grup rdznity
si¢ istotnie na poziomie 0,05, natomiast w roku 2007 na poziomie 0,001). Dla pozostatych
cech grupy wyznaczone na podstawie analizy molekularnej nie mialy przelozenia na
podobienstwo pod wzgledem cech fenotypowych.

DYSKUSJA

Do oceny dystansu genetycznego badanych genotypow lucerny uzyto markerow RAPD.
Technika ta jest wykorzystywana miedzy innymi do: okreslenia pochodzenia materiatow
mieszancowych, identyfikacji gatunkéw oraz odmian hodowlanych (Hu i Quiros 1991;
Weder Jurgen, 2002), oceny dystansu lub podobienstwa genetycznego (Marilla 1 Scoles,
1996; Irzykowska i Bocianowski, 2008), identyfikacji markeréw sprz¢zonych z genami
warunkujacymi korzystne cechy ilosciowe (Waugh i Powell, 1992) oraz jakosciowe —
miedzy innymi odpornosci na patogeny (Schachermayr i in., 1994), badania polimorfizmu
wewnatrzgatunkowego i miedzygatunkowego u wielu gatunkéw (Brown i in. 1993).
Segregacje markerow RAPD wg praw Mendla oraz ich dziedziczenie obserwowano np. u
jeczmienia, lucerny oraz soi (Willams i in., 1990, Echt i in., 1992). Przy testowaniu lucerny
markerami RAPD zmienno$§¢ wewnatrz populacji jest zwykle bardzo wysoka.
Prawdopodobnie wynika to z obcopylnosci tego gatunku oraz tego, iz lucerna jest w
wigkszosci tetraploidalna (Crochemore i in., 1996).

Najczesciej napotykanym problemem przy postugiwaniu si¢ technikag RAPD jest staba
powtarzalno$¢ uzyskanych wynikéw, wynikajaca z wrazliwosci tej metody na zmiany
warunkow amplifikacji (Stomski, 2001). Liczba, powtarzalnos¢ i intensywno$¢ produktow
otrzymanych w technice RAPD sg funkcjg wielu parametrow: stezenia chlorku magnezu,
trojfosforanow deoksynukleotydow, Taq polimerazy DNA, koncentracji oraz metody
izolacji DNA, liczby cykli, temperatury przylaczania starteréw oraz typu termocyklera
(Davin-Regli i in., 1995; Meunier i Grimont, 1993; Park i Kohel, 1994; Penner i in., 1993).
Dokonane obserwacje moga potwierdzi¢ istotny wptyw metody izolacji DNA na wynik
analizy podobienstwa genetycznego metoda RAPD — liczba produktéw otrzymana w
wyniku analizy wykonanej z uzyciem DNA izolowanego przy pomocy metody
kolumienkowej byta niemal dwukrotnie wyzsza niz liczba produktéw otrzymana w wyniku
analizy wykorzystujacej metode Thomsona-Henry’ego. W przypadku metody
kolumienkowej liczba uzyskanych po reakcji PCR produktéw amplifikacji wynosita
srednio 8,4 produktu na $ciezke (warto$¢ $rednia dla dziesigciu testowanych starterow).
Przy wykorzystaniu metody Thomsona-Henry’ego liczba otrzymanych produktow byta
niewielka i wynosita $rednio 4,6 na $ciezke (dla dziesigciu testowanych starterow).
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Warto$¢ ta byla porownywalna do liczby produktéw otrzymanych w analizach RAPD
przez innych autoré6w. Yu i Pauls (1993) studiowali zalezno$ci genetyczne migdzy
odmianami lucerny na probach zbiorczych DNA (bulked DNA) z uzyciem 10 starteréw,
ktore generowaty $rednio po 5 produktow.

Na wykre$lonych dendrogramach podobienstwa genetycznego daly si¢ wyrdznié
wyrazne grupy, skupiajgce populacje podobne pod wzgledem genetycznym. Zastosowana
metoda izolacji DNA miala wplyw nie tylko na liczb¢ otrzymanych produktow
amplifikacji, ale rowniez na koncowy wynik analizy podobienstwa genetycznego,
przedstawiony na dendrogramach podobienstwa (rys. 1 1 2). W przypadku analizy z
wykorzystaniem DNA izolowanego metoda Thomsona-Henry’ego obiekty na dendro-
gramie utworzyly 4 grupy podobienstwa genetycznego, natomiast w przypadku
wykorzystania DNA izolowanego metoda kolumienkows, obiekty na dendrogramie
utworzyly 5 grup. Interesujace bylo, czy owe grupy skupiajg populacje, odznaczajace si¢
istotnie podobng warto$cig danej cechy, innymi stowy, czy badane populacje grupuja si¢
pod wzgledem ktorej$s z obserwowanych cech, przy rownoczesnym istotnym zroznico-
waniu pomiedzy grupami.

Przeprowadzona analiza wariancji wykazala, ze zarowno dla dendrogramu bedacego
wynikiem analizy wykorzystujacej metode Thomsona-Henry’ego, jak i dla tego wykorzy-
stujgcego metode kolumienkowa, jedynie w przypadku jednej cechy zaobserwowano
grupowanie si¢ populacji o podobnych wartosciach. Cechg tg byta liczba nasion w straku,
ktéra réznicowata wyrdznione grupy podobienstwa genetycznego na dendrogramie
wykreslonym dla metody Thomsona-Henry’ego w dwoch kolejnych latach obserwacji
(przy czym istotno$¢ roznic wartosci tej cechy w poszczegdlnych grupach podobienstwa
byla znacznie wyzsza w drugim roku obserwacji — poziom istotnosci 0,001). Na
dendrogramie wykre§lonym dla metody kolumienkowej zaobserwowano grupowanie si¢
populacji o podobnych wartosciach tej cechy jedynie w roku 2006 (poziom istotnosci
wynosit 0,001).

Obserwacje te wskazuja, ze grupy podobienstwa wyroznione za pomoca techniki RAPD
nie odpowiadajg grupom podobienstwa pod wzgledem cech morfologicznych, innymi
stowy — nie obejmuja populacji podobnych pod wzgledem obserwowanych cech.
Tendencje grupowania si¢ obiektow pod wzgledem warto$ci cechy morfologicznej
zauwazono jedynie dla cechy liczby strakow w owocostanie, jednak tendencja owa nie byta
do konca powtarzalna w latach.

Cecha wielkosci plonu nasion lucerny przez wielu autorow uwazana jest za cechg
niestabilng i silnie zalezng od warunkow srodowiskowych. Delouche (1980) i Sypniewski
(1986) twierdza, ze na zmniejszenie plonu nasion moze mie¢ wptyw niedobor wody w
okresie kwitnienia, wigzania i dojrzewania strgkow. Rowniez Staszewski (1975) zwraca
uwage na wptyw zbyt niskiej ilosci opadéw — suma opaddw ponizej 220 mm w miesigcach
letnich powoduje znaczny spadek plonu nasion. Obserwacje wtasne poczynione w niniej-
szej pracy (duza rozbiezno$¢ migdzy podobienstwem fenotypowym a genotypowym) moga
potwierdza¢ bardzo silny, modyfikujacy wptyw $rodowiska na ekspresje cech zwigzanych
z plonem nasion lucerny.
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PODSUMOWANIE WYNIKOW

1. Reakcja PCR przeprowadzona z wykorzystaniem DNA izolowanego metoda
kolumienkowg data prawie dwa razy wigcej produktow amplifikacji niz w przypadku
DNA izolowanego metoda Thomsona-Henry’ego.

2. Wspotczynniki podobienstwa wyliczone na podstawie analiz wykorzystujacych dwie
réozne metody izolacji DNA (metod¢ Thomsona-Henry’ego oraz kolumienkowg)
grupowaty badane populacje w rézny sposob.

3. Wykonana analiza wariancji potwierdzila silng zalezno$¢ podobienstwa genetycznego
7 obserwowanymi warto$ciami cech struktury plonu nasion jedynie dla cechy liczby
stragkdéw w owocostanie.
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A comparison of field and laboratory methods in assessment of hop resistance
to powdery mildew (Podosphaera macularis)

Przedmiotem badan byty dwa potomstwa chmielu zwyczajnego uzyskane w wyniku skrzyzowania
odmiany chmielu Wye Target, bedacej zrodlem genu R2 warunkujacego odpornos¢ na maczniaka
prawdziwego (Podosphaera macularis), z dwoma osobnikami meskimi charakteryzujacymi sig¢
podatnoscia na t¢ chorobg. Wrazliwos¢ genotypoéw chmielu na maczniaka prawdziwego okreslano przy
uzyciu dwoch metod: oceny wystgpowania objawow choroby na szyszkach w warunkach naturalnej
presji infekcyjnej oraz na podstawie stopnia porazenia liSci po sztucznej inokulacji na szalkach w
warunkach kontrolowanych. Oba testy odpornosci daly zgodny wynik w 88% przypadkow.
Zastosowanie testu szalkowego w pierwszym etapie selekcji pozwala na zmniejszenie liczby roslin
ocenianych w warunkach polowych o ponad 70%. Ocena fenotypowa odpornosci na maczniaka
prawdziwego jest w duzym stopniu uzalezniona od wptywu $rodowiska, co czyni ja dlugotrwata,
pracochtonng i nie zawsze wiarygodna. Alternatywa dla tego typu oceny moze by¢ wykorzystanie
markeréw molekularnych identyfikujacych okreslone geny odpornosci. W ramach prowadzonych
badan wykorzystano markery molekularne losowej amplifikacji polimorficznych fragmentow DNA
(RAPD) do identyfikacji pojedynkdéw posiadajacych gen odpornosci na maczniaka prawdziwego.
Przetestowano 40 starteréw, z ktorych wytypowano 2 wykazujace asocjacj¢ z cecha odpornosci.

Stowa kluczowe: Humulus lupulus, odporno§¢ polowa, Podosphaera macularis, RAPD, sztuczna
inokulacja

Two hop progenies from the crosses between hop cv. Wye Target, used as a source of R2 gene
determining resistance to hop powdery mildew (Podosphaera macularis), and two susceptible male
plants were the objects of the work. The susceptibility of hop genotypes to powdery mildew was
assessed using two methods: screening hop cones for disease symptoms in the field under natural
infection pressure and artificial inoculation of detached hop leaves in Petri dishes, in controlled
conditions. Both assessment methods gave the same results of resistance classification in 88% of
individuals. The number of plants to be assessed in the field for cone infection would have been reduced
by over 70% using the detached leaves inoculation in the early stage of selection. Random amplified
polymorphic DNA (RAPD) markers were used to determine the presence of resistance gene. Until now
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40 primers were tested. We report here the identification of two RAPD markers closely linked to a gene
for resistance to Podosphera macularis.

Key words: Humulus lupulus, field resistance, Podosphaera macularis, RAPD, artificial inoculation
WSTEP

Maczniak prawdziwy chmielu powodowany przez grzyb Podosphaera macularis
(Wallr.) jest jedna z najgrozniejszych chordb tej rosliny. W sprzyjajacych warunkach, przy
niekontrolowanym rozwoju patogena, straty plonu mogg dochodzi¢ nawet do 100%
(Engelhard, 2005; Peetz, 2007). Odpornos¢ na maczniaka prawdziwego warunkuja
pojedyncze, dominujgce geny, specyficzne w stosunku do rasy patogena (Liyanage i in.,
1972). Dotychczas poznano osiem takich gendw (RB, RI, R2, R3, R4, R5, R6 i RW)
(Seigneri in., 2001). Badania wykazaty, ze w r6znych rejonach uprawy chmielu wystepuja
rasy P. macularis majace zdolno$¢ przetamywania odpornosci determinowanej przez
wszystkie te geny w warunkach szklarniowych (Seigner i in., 2001). W warunkach
polowych zostala przetamana odporno$¢ determinowana przez geny R/, R3, R5, R6 1 RB
(Darby, 1998). Najbardziej trwata w warunkach polowych jest odporno$¢ warunkowana
przez gen R2, ktérego zréodlem jest angielska odmiana Wye Target. Odmiana ta jest
uprawiana w Wielkiej Brytanii od 35 lat i nadal utrzymuje wysoki poziom odpornosci na
maczniaka prawdziwego (Darby i in., 1989; Seigner i in., 2001). W Polsce odmiana Wye
Target nigdy nie byta uprawiana na plantacjach produkcyjnych, ale jest ona utrzymywana
w kolekcji odmian chmielu w IUNG-PIB w Putawach. Badania wystgpowania objawow
maczniaka prawdziwego chmielu prowadzone w warunkach naturalnej presji infekcyjne;j
potwierdzily wysoki poziom odporno$ci tej odmiany réwniez w naszym kraju (Skomra,
2004). Obecnie odmiana Wye Target jest wykorzystywana jako zrodto odpornosci na
maczniaka prawdziwego w programie hodowlanym w IUNG-PIB.

Podstawa hodowli odpornosciowej jest selekcja perspektywicznych genotypdéw przy
duzym nasileniu czynnika chorobotwoérczego. W warunkach polowych fenotypowa
ekspresja odpornosci jest czgsto modyfikowana przez wystgpowanie patogena oraz
warunki srodowiska. Polowa ocena odpornosci roslin na maczniaka prawdziwego musi by¢
wigc prowadzona przynajmniej przez kilka lat, aby selekcja byta skuteczna. Wprowadzenie
do oceny materialow hodowlanych chmielu metod pozwalajacych na okreslenie
odpornosci roslin w kontrolowanych warunkach §rodowiska znacznie przyspiesza proces
selekcji, ponadto pozwala na zmniejszenie liczby genotypdw przeznaczonych do oceny w
warunkach polowych, co w przypadku chmielu jest niezwykle istotne z uwagi na duze
koszty utrzymania plantacji.

Celem pracy bylo poréwnanie skuteczno$ci r6znych metod oceny odpornosci chmielu
na maczniaka prawdziwego w aspekcie ich wykorzystania w pracach hodowlanych do
selekcji  genotypow odpornych. Wrazliwos¢ genotypow chmielu na maczniaka
prawdziwego okreslano przy uzyciu dwoch metod: oceny wystepowania objawdw choroby
na szyszkach w warunkach naturalnej presji infekcyjnej oraz na podstawie stopnia
porazenia liSci po sztucznej inokulacji na szalkach w warunkach kontrolowanych.
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Dodatkowo podjeto probg wykorzystania markerow molekularnych RAPD do identyfikacji
pojedynkow posiadajgcych gen odpornosci na maczniaka prawdziwego.

MATERIAL I METODY

Badania polowe

Materiat badawczy stanowity dwa potomstwa chmielu zwyczajnego (Humulus lupulus
L.) uzyskane w wyniku skrzyzowania odmiany chmielu Wye Target, bedacej zrodtem genu
R2 warunkujacego odporno$¢ na maczniaka prawdziwego, z dwoma osobnikami meskimi
charakteryzujacymi si¢ podatno$cig na t¢ chorobe. Krzyzowania wykonano w 2004 r.
Wiosng 2006 r. rosliny wysadzono na plantacj¢ hodowlana, na ktorej nie sg prowadzone
chemiczne zabiegi ochrony roslin. Odporno$¢ pojedynkéw na maczniaka prawdziwego
oceniano na podstawie wystgpowania objawdéw choroby na szyszkach w warunkach
naturalnej presji infekcyjnej. Badania prowadzono w latach 2007-2008, po rozpoczeciu
przez rosliny owocowania. Z kazdej rosliny pobierano losowo 250 szyszek i oceniano
stopien ich porazenia na podstawie wielkosci powierzchni uszkodzonej przez chorobeg
(Skomra, 2004). Za ro$liny odporne uznawano takie, ktorych wspolczynnik porazenia
szyszek nie przekraczat 2%.

Sztuczna inokulacja liSci na szalkach

Wykonano badania odpornosci przy uzyciu sztucznej inokulacji lici na szalkach
Petriego. Z kazdej rosliny zbierano mtode, nie w pelni rozwinigte liscie, ktore nastepnie
rozktadano po dwie sztuki na szalkach wylozonych wilgotna bibutg filtracyjng. Dla kazde;j
rosliny przygotowano 3 szalki. Taki sam komplet szalek przygotowano dla odmian
referencyjnych: Magnum — bardzo wrazliwej na mgczniaka prawdziwego i Wye Target
— odpornej na te chorobeg. Liscie inokulowano zawiesing zarodnikoéw konidialnych P.
macularis w 0,005% roztworze Tween 20. Inokulum sporzadzono przez zmycie
zarodnikow konidialnych grzyba z powierzchni silnie porazonych lisci odmiany Magnum.
Koncentracj¢ zarodnikow w zawiesinie sprawdzono przy uzyciu hemacytometru.
Inokulacje przeprowadzono natychmiast po sporzadzeniu zawiesiny zarodnikow przy
uzyciu recznego opryskiwacza. Szalki umieszczono w fitotronie w temperaturze 18-21°C
przy 14. godzinnym fotoperiodzie. Codziennie monitorowano stan li§ci na szalkach. W
razie potrzeby bibule zwilzano woda destylowana. Po 14 dniach od inokulacji
przeprowadzono obserwacje wystepowania kolonii P. macularis pod binokularem.
Przeprowadzono dwie serie inokulacji z uzyciem tych samych genotypéw chmielu oraz
przy zachowaniu takich samych warunkéw inkubacji.

Technika RAPD

Materiat badawczy stanowily: odmiana Wye Target (posiadajaca gen R2) oraz
pojedynki ocenione jako odporne oraz podatne na maczniaka prawdziwego na podstawie
sztucznej inokulacji w warunkach kontrolowanych, pochodzace z potomstwa odmiany
Wye Target z dwoma osobnikami meskimi charakteryzujacymi sie podatnoscia na te
chorobe.
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Izolacja calkowitych kwaséw nukleinowych

W celu izolacji DNA z tkanek badanych pojedynkow, 100 mg §wiezej tkanki roslinnej
homogenizowano w mozdzierzu z dodatkiem 650 pl buforu o sktadzie: 2% CTAB, 0,1M
Tris-HCL pH 8,0, 20mM EDTA, 1,4M NaCl, 0,4% p-merkaptoetanol. Homogenat
przenoszono do probowki 1,5ml i inkubowano w 68°C przez 90 minut. Po wystudzeniu do
temperatury otoczenia dodawano 850ul mieszaniny chloroform : alkohol izoamylowy
(24:1), wytrzasano, a nastgpnie wirowano przy 14 000 obr./min. przez 10 minut w
temperaturze 4°C. Uzyskang po wirowaniu fazg¢ wodng w ilo$ci 400ul przenoszono do
nowej proboéwki, dodawano 500 pl chloroformu, wytrzasano i wirowano w tych samych
warunkach. Faz¢ wodng ponownie przenoszono do nowej probowki i ekstrahowano
chloroformem. Nastg¢pnie z fazy wodnej wytracano DNA przez 12 godzin w temperaturze
-20°C poprzez dodanie 0,6 objetosci izopropanolu oraz 0,1 objetosci 3M octanu sodu pH
7,4. Po wirowaniu z predkoscig 14000 obr./min. przez 30 minut, osad przemywano
dwukrotnie 80% etanolem, a nast¢pnie suszono prozniowo i zawieszano w 30 pl sterylne;j
wody Mili-Q. Oznaczanie ilosciowe DNA prowadzono metoda spektrofotometryczng.

RAPD

Do reakcji PCR uzyto nast¢pujacych starterow: OPA-1, OPA-3, OPA-7, OPA-11, OPA-
17, OPB-8, OPB-11, OPC-8, OPC-9, OPD-1, OPD-11, OPE-2, OPE-3, OPE-7, OPE-8,
OPE-9, OPF-6, OPG-2, OPG-4, OPG-5, OPG-10, OPH-7, OPI-14, OPK-20, OPM-5,
OPM-20, OPN-13, OPO-4, OPO-8, OPP-2, OPP-3, OPP-4, OPP-6, OPP-7, OPP-8, OPV-
17, OPAA-11, OPAB-7, OPAB-8, OPAC-2.

Reakcj¢ PCR prowadzono w koncowej objetosci 20 ul mieszaniny reakcyjnej. Do 1 ul
DNA (100 ng) uzyskanego po izolacji dodawano mastermix zawierajacy: 1 x bufor PCR
(Fermentas), 0,5 uM startera, 500 pM mieszaniny dNTPs (Fermentas), 2,5 mM MgCl,
(Fermentas). Jako ostatnig dodawano polimeraze Taq w ilosci 2,5U (Fermentas).

Amplifikacja obejmowata etapy:

— denaturacja wstgpna: 95°C przez 2 minut,

— wlasciwa amplifikacja (42 cykle): denaturacja 95°C przez 30 sekund, annealing 35°C
przez 30 sekund, elongacja 72°C przez 30 sekund,

— koncowa elongacja: 72°C przez 5 minut.

Elektroforeza produktow amplifikacji

Produkty amplifikacji analizowano w 1,7% zelu agarozowym w obecnosci bromku
etydyny. Na zel nanoszono po 10pl mieszaniny po amplifikacji z dodatkiem 2 pl barwnika
obcigzajacego 6 x Loading Dye (Fermentas). Jako marker wielko$ci wykorzystano marker
100bp (Fermentas). Elektroforeze prowadzono w buforze 1x TBE przy napigciu 5V/cm.
Wynik elektroforezy ogladano pod UV i fotografowano.

WYNIKI I DYSKUSJA

Rozwdj maczniaka prawdziwego chmielu jest uzalezniony od warunkow pogodowych,
dlatego wystepowanie i nasilenie objawow choroby rozni si¢ w poszczegdlnych latach
(Engelhard i in., 2001; Skomra, 2008). W warunkach naturalnych rozwoj objawow choroby
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oraz jej nasilenie s3 modyfikowane przez wiele czynnikoéw, z ktorych najwazniejsze to:
obecno$¢ patogena, sprzyjajagce warunki atmosferyczne oraz podatnos¢ rosliny na
porazenie. Dynamika poszczegolnych czynnikow wplywajacych na rozwdj infekcji w
ciggu sezonu wegetacyjnego jest bardzo duza, totez czesto nawet w przypadku roslin
wrazliwych objawy choroby nie wystepuja. W celu wyeliminowania tej sezonowej
zmiennos$ci ocene odpornosci poszczegdlnych genotypdéw na maczniaka prawdziwego w
warunkach polowych nalezy prowadzi¢ przez kilka lat. Zrdznicowanie wystgpowania
objawow maczniaka prawdziwego w warunkach polowych obserwowano rowniez w
niniejszych badaniach. Za odporne uznawano jedynie te rosliny, ktérych wspolczynnik
porazenia w zadnym roku badan nie przekroczyt 2%, a wérod badanych szyszek nie
stwierdzano silnie porazonych. Po dwuletniej obserwacji wystgpowania objawow
maczniaka prawdziwego na szyszkach w warunkach naturalnej presji infekcyjnej
zidentyfikowano 12 roslin odpornych na te chorobg (tab. 1).

Zastosowanie sztucznej inokulacji li§ci na szalkach Petriego, a nastgpnie ich inkubacja
w kontrolowanych, korzystnych dla rozwoju patogena warunkach temperatury i
wilgotnosci eliminuje wptyw czynnikéw atmosferycznych na rozwoj patogena. Jest to
stosunkowo prosta metoda, ktéora moze by¢ stosowana w ciaggu catego okresu
wegetacyjnego. Dodatkowa jej zaleta jest mozliwos¢ oceny mtodych roslin, ktore nie
weszly jeszcze w okres owocowania. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku badan nad
chmielem, ktory zaczyna wytwarzac szyszki zazwyczaj dopiero w drugim roku wzrostu
roslin w warunkach polowych, tj. po trzech latach od wykonania krzyzowania. Metoda ta
przynosi bardzo dobre efekty w przypadku wielu gatunkéw roslin i patogenow (Olmstead
i in. 2000; Browne, Cooke, 2004). Byla ona réwniez stosowana w badaniach nad
maczniakiem prawdziwym chmielu (Seigner i in., 2001; Seigner i in., 2005). P. macularis
moze rozwija¢ si¢ w szerokim zakresie temperatury, jednak najwiecej kolonii tworzy w
temperaturze 18-21°C (Turechek i in., 2001). Takie optymalne warunki temperatury
zastosowano podczas inkubacji szalek z inokulowanymi lis§¢émi chmielu. Do inokulacji
pobierano zawsze liScie najmtodsze, jeszcze nie w peini rozwinigte, poniewaz sg one
najbardziej wrazliwe na porazenie (Seigner i in., 2003; Turechek i in., 2001). Pierwsze
kolonie P. macularis obserwowano po 6 dniach od inokulacji, ale ostateczng oceng
przeprowadzono po 14 dniach. Nasilenie objawow byto zrdéznicowane od pojedynczych,
matych kolonii widocznych tylko pod binokularem, do kilku, dobrze rozwinietych kolonii
na jednym lisciu. Pojedynki, u ktorych przynajmniej na jednym lisciu stwierdzono koloni¢
grzyba z zarodnikami konidialnymi uznawano za wrazliwe na porazenie. Objawy
maczniaka prawdziwego obserwowano na liSciach 24 genotypow (tab. 1).

Oba testy odpornosci, tj. sztuczna inokulacja li§ci chmielu na szalkach oraz ocena
porazenia szyszek w warunkach naturalnej presji infekcyjnej daty zgodny wynik w
przypadku 30 z 34 badanych roslin. Sposrod 10 genotypdéw uznanych za odporne na
podstawie testu szalkowego, tylko jeden wykazywal objawy maczniaka prawdziwego na
szyszkach w warunkach polowych. Oznacza to, Ze test wykorzystujacy sztuczng inokulacje
lisci chmielu na szalkach nadaje si¢ do wstepnej weryfikacji roslin pod wzgledem
odpornosci na maczniaka prawdziwego. Zastosowanie tego testu w pierwszym etapie
selekcji pozwala na zmniejszenie liczby roslin ocenianych w warunkach polowych. W
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przypadku potomstw testowanych w niniejszych badaniach, na podstawie wynikow testu
szalkowego mozna bylo wyeliminowa¢ z dalszej oceny 24 wrazliwe genotypy, co
stanowilo ponad 70% wszystkich badanych pojedynkow.

Tabela 1
Poréwnanie metod fenotypowej oceny odpornosci genotypéw chmielu na maczniaka prawdziwego oraz
identyfikacji pojedynkéw posiadajacych gen odpornosci R2 przy uzyciu markeréw RAPD
A comparison of phenotypical methods in assessment of hop genotypes for resistance to powdery
mildew with identification of individuals possessing the R2 resistance gene using RAPD markers

Genotypy chmielu Ocena polowa porazenia szyszek Sztuczna inokulacja lisci
Hop genotypes Screening hop cones in the field Artificial inoculation of detached leaves
11/34
11/38
11/40
11/41
11/42
11/44
11/45
11/46
11/50
11/51
11/52
11/53
11/54
11/56
11/58
11/59
12/1
12/2
12/3
12/5
12/6
12/8
12/10
12/13
12/17
12/19
12/21
12/22
12/24
12/28
12/30
12/33
12/34
12/35
O — Odporny; Resistant
P — Podatny; Susceptible
1 — Obecnos¢ prazka; Band’s presence
0 — Brak prazka; Band’s absence

RAPD

= O

99000 T OO OO OO O vwO YT d
s~ Hs-Ha-NONG NN - M- NoNa-Na-la-Ne-ls-Nols-Ne- R Nols- N - o No M- M- No - Ra- e -NoNa-Re- e Ne)
C OO~ 000~ 00000~~~ —O—00O0—~0 O — —

W ramach identyfikacji markeréw RAPD sprzezonych z cechg odpornosci na
maczniaka prawdziwego przebadano 40 r6znych starterow RAPD reakcji PCR. Produkty
amplifikacji mialy wielko$¢ od 150bp do 2500bp. Tylko 2 startery generowaly fragmenty
DNA wykazujace asocjacje z cechg odpornosci. Przy uzyciu startera OPC-9 uzyskiwano
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roznicujacy produkt o wielkosci 1920bp (rys. 1), zas w przypadku uzycia OPG-10 marker
o wielko$ci 350bp (rys. 2). W 91% byly one zgodne z obserwacjami dokonanymi po
sztucznej inokulacji. Odnotowano jedynie dwa przypadki (genotypy 11/38 1 11/52), kiedy
liScie na szalkach Petriego poddane sztucznej inokulacji ulegly porazeniu przez maczniaka
prawdziwego, a markery RAPD wskazywaly na obecno$¢ genu odpornosci. Przypadki
wystepowania specyficznych markeréw odpornosci dla genu R2 w ro$linach chmielu
podatnych na patogena mialy miejsce rowniez w badaniach nad markerami AFLP
(Seefelder i in., 2003).

M1 23 46568 7 8 910 11121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34WT
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Rys. 1. Rozdzial elektroforetyczny produktéw RAPD po uzyciu startera OPC-9. (M -marker
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, 1-34 — genotypy 11/34-12/35, WT — Wye Target
Fig. 1. Electrophoretic separation of RAPD products after using primer OPC-9. (M -DNA fragments
size marker (GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder), 1-34 — genotypes 11/34-12/35, WT — Wye Target
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Rys. 2. Rozdzial elektroforetyczny produktéw R APD po uzyciu startera OPG-10. (M -marker
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, 1-34 — genotypy 11/34-12/35, WT — Wye Target
Fig. 2. Electrophoretic separation of RAPD products after using primer OPG-10. (M —DNA fragments
size marker (GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder), 1-34 — genotypes 11/34-12/35, WT — Wye Target

Odnotowano réwniez sytuacje, kiedy liScie poddane sztucznej inokulacji nie ulegly

wskazujac iz jest to roslina podatna (genotyp 11/54). Pojedyncze przypadki niezgodnosci
wynikow uzyskanych przy uzyciu markerow RAPD z obserwacjami fenologicznymi nie
wykluczajg uzycia tych markeréw do selekc;ji.
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WNIOSKI

1. Ocena odpornosci genotypéw chmielu na podstawie wystgpowania objawow
maczniaka prawdziwego na szyszkach jest skuteczng metoda selekcji, jednak mozna ja
zastosowa¢ dopiero po rozpoczeciu przez rosliny owocowania, tj. po 3 latach od
wykonania krzyzowania.

2. Wykorzystanie metody sztucznej inokulacji lisci na szalkach pozwala na rozpoczecie
selekcji pod katem odpornosci na maczniaka prawdziwego juz w pierwszym roku po
wykonaniu krzyzowania, jeszcze przed wysadzeniem roslin w pole, co znacznie
przyspiesza proces hodowlany.

3. Zastosowanie tego testu w pierwszym etapie selekcji pozwala na znaczne zmniejszenie
liczby roslin chmielu ocenianych w warunkach polowych.

4. Wstepne badania nad poszukiwaniem markeréw molekularnych RAPD wykazuja, ze
markery te moga by¢ wykorzystywane do wstepnej selekcji pojedynkow posiadajacych
gen R2 odpornos$ci na maczniaka prawdziwego chmielu, co eliminuje pracochtonny
etap sztucznej inokulacji.
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