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WSTĘP
Wraz ze zmianami w biotycznym i abiotycznym środowisku towarzyszącym uprawom zbóż wzrasta zapotrzebowanie na efektywne geny odporności, po które hodowcy sięgają do gatunków spokrewnionych z pszenicą. Choroby grzybowe i wirusowe stanowią istotny czynnik obniżający ilość i jakość plonu pszenicy, a wśród tych chorób na szczególną uwagę zasługuje rdza brunatna i wirus żółtej karłowatości jęczmienia (BYDV). Źródłem odporności na oba patogeny mogą być gatunki z rodzaju Thinopyrum spp 

Translokacja z Thinopyrum ponticum

Translokacja z Thinopyrum ponticum (2n = 10x = 70; JJJJsJs) [syn Agropyron elongatum, Lophopyrum ponticum] do ramienia chromosomu 7DL przenosi gen Lr19, sprzężony z Sr25 i Y (żółte zabarwienie mąki)
,
 oraz gen odporności na mączniaka. W procesie transferu genu Lr19 z Th. ponticum do pszenicy uzyskano początkowo ozimą linię substytucyjną ‘Argus’ (7D/7E), która następnie była krzyżowana wstecznie z linią ’Thatcher’. Z potomstwa poddanego promieniowaniu uzyskano linię translokacyjną T4 nazwaną ‘Agatha’
 z translokacją T7DS.7DL-7Ae#1L. W wyniku traktowania metanosulfonianem etylu (EMS) odmiany Agatha uzyskano linie ‘Agatha-28’ i ‘Agatha-235’ (Lr19/Sr25-, Y-). Odmiana Agatha była wykorzystana również do homeologicznej indukcji translokacji przez zespół Sears’a i uzyskania linii 7Ag#1 (źródło genu Lr29, T7DL-7Ae#1L.7Ae#1S ), 7Ag#2, 7Ag#3, oraz 7Ag#7.

Gen Sr25 sprzężony z Lr19 jest efektywny przeciw nowym rasom rdzy źdźbłowej (Ug99). Obecność segmentu Th. ponticum może się wiązać a zwyżką plonu ziarna o 10%-13%
. Przyczyną jest zwiększony rozdział biomasy do kłosa w czasie kwitnienia, wyższa liczba nasion z kłosa, wyższa wydajność RUE (wykorzystania promieniowania) i wskaźnik fotosyntezy liścia flagowego podczas wypełniania ziarniaków
.
Translokacja z Th. intermedium

Translokacja z Th. intermedium (2n = 6x = 42; genome JJsS) [syn. Agropyron intermedium, Agropyron glaucum] do ramienia 7DL przenosi gen Bdv2 odporności na BYDV. W celu przeniesienia odporności na BYDV do pszenicy uzyskano formę oktoploidalną TAF-46 a następnie linię addycyjną L1, która z kolei posłużyła do wyprowadzenia ośmiu linii translokacyjnych TC (TC5, TC6, TC7, TC8, TC9, TC10, TC14 (7D-7Ai#1) i 5395) przenoszących odporność na BYDV.  Linia TC14 ma najmniejszą translokację obejmującą 44% dystalnej części długiego ramienia chromosomu 7D
. Th. intermedium jest źródłem 2 innych genów odporności na BYDV dla pszenicy: Bdv37 (linia substytucyjna P29 - 7E/7D) i Bdv4 (2D-2Ai-2).
· Translokacja z Th. intermedium może również korzystnie wpływać na wzrost plonu. 
· W wyniku krzyżowania linii TC5 (Bdv2) z T4m (Lr19 i Sr25) uzyskano mieszańce trójgenomowe (seria Pontin), niezależnie mieszańce takie uzyskał Prof. A.Łukaszewski (i są one wykorzystywane w polskich programach hodowlanych)
Markery translokacji z Th. ponticum
Pomiędzy segmentem Thinopyrum ponticum a chromosomem 7DL pszenicy mogą występować rekombinacje. Do wspomagania selekcji genu Lr19 stosowano markery izoenzymatyczne (Ep-D1c)
, RFLP (Xpsr129, Xwg420 i Xmwg2062)
 oraz różne warianty PCR: SCAR (S265(512) i S253(737)
, Gb(130)
,
,
, BF145935
); CAPS (PSR129(1140) trawiony HaeIII)
; SSR: (Xgwm37, Xgwm221, Xgwm428, Xgwm437, Xgdm46, Xgdm67, XustSSR2001, Xgdm150, Xwmc364 i Xgwm44(139))
 i RGA: AG15
.

Marker SCS73 opracowany dla genu Lr19 (6.4 ± 0.035 cM)
 wykrywa gen Lr24/Sr24 na 3DL (‘Agent’; T3DS.3DL-3Ae#1L). Na poziomie testów inokulacyjnych trudno jest odróżnić gen Lr24 od genu Lr19
.
Markery translokacji z Th. intermedium
Do wspomagania selekcji genu Bdv2 stosowano markery SSR (gwm37, wmc221, wmc671), RFLP (psr129, psr548, ksuD2 i cslH81)
, SCAR (SC-gp1 i SC-D04)
, BYAgi, 3P3/3P4
,
 EST-STS (BE404744, BE498985, BE591497, BG606695 i BQ161842), EST-SSCP (BE404953, BG312663 i BE498985), 7 markerów RGA (AY242388, AY249524, AY249525, AY238935, AY249526, AY249527 i AY249528)
 
 w tym również markery dla rekombinowanej translokacji pontin: BE404744, BE637476 i BE605194.

Celem projektu była: 

1) identyfikacja materiałów zawierających markery DNA odporności na BYDV i Lr19, oraz identyfikacja dodatkowych markerów genów odporności na rdzę brunatną

2) oznaczenie izolatów wirusów powodujących żółtą karłowatość jęczmienia na pszenicy

3) założenie doświadczenia porównawczego w wybranych lokalizacjach. 

MATERIAŁ I METODY
Materiały badawcze


Materiał badawczy do identyfikacji genów tolerancji na wirusa żółtej karłowatości jęczmienia (BYDV) i rdzę brunatną stanowiło 739 ozimych genotypów pszenicy zwyczajnej pochodzących ze Strzelec (335), Kobierzyc (208), Antonin (80) i Choryni (116). Materiał referencyjny stanowiło 15 linii z translokacją z Thinopyrum (dostarczonych przez Prof. A. Łukaszewskiego). 

Występowanie patotypów wirusów żółtej karłowatości badano w 61 próbkach liści pszenicy pochodzących ze Antonin (20), Strzelec (26) i Kobierzyc (15).

Identyfikacja wirusów w roślinach

W celu identyfikacji patotypów wirusa BYDV i wirusa żółtej karłowatości zbóż (CYDV) wykonano izolację całkowitego RNA wykorzystując zestaw Ribozol zgodnie z instrukcją dostawcy. Do syntezy cDNA wykorzystano RevertAid™ Reverse Transcriptase (Thermo Scientific - Fermentas) oraz startery zestawione w tabeli 1. Całość procedury przeprowadzono zgodnie z Malmstrom i Shu (2004) 
.
Tabela 1. Patotypy wirusów BYDV i CYDV identyfikowane u pszenicy zwyczajnej.

	Wirus 
	Startery
	Wielkość prążka diagnostycznego 

	Barley yellow dwarf virus BYDV (PAV, MAV, SGV)
	Shu-F: TACGGTAAGTGCCCAACTCC

Yan-R: TGTTGAGGAGTCTACCTATTTG*
	830

	Barley yellow dwarf virus (CYDV-RPV, BYDV-RMV, BYDV-GPV)
	S2a-F: TCACCTTCGGGCCGTCTCTATCAG

S2b-F: TCACCTTCGGGGCGTCTCTTTCTG

Yan-R: TGTTGAGGAGTCTACCTATTTG*
	372

	Barley yellow dwarf virus BYDV-PAV
	PAV-F: ACCTAGACGCGCAAATCAAA

Yan-R: TGTTGAGGAGTCTACCTATTTG*
	590

	Barley yellow dwarf virus BYDV-MAV
	MAV2-F: AATAACCGCAGGAGAAATGG

Yan-R: TGTTGAGGAGTCTACCTATTTG*
	590

	Barley yellow dwarf virus BYDV-SGV
	Shu-F: TACGGTAAGTGCCCAACTCC

SGV1-R: ACATTTCTTCGTGTGTTGCG*

SGV2-R: ACATTTTTGCGTGCGTTGCG*
	254


* - startery wykorzystane w odwrotnej transkrypcji

Uzyskane cDNA (ze starterem Yan-R) amplifikowano w trzech reakcjach. Pierwsza mieszanina zawierała bufor do PCR (Fermentas), startery Yan-R (300 nM), Shu-F (200 nM), S2aF (35 nM), S2bF (35 nM). 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTP, 2.5 U Taq (Fermentas) w objętości 20 µL. Obecność produktów o wielkości 830 par zasad miała świadczyć o występowaniu w badanym materiale patotypów PAV, MAV i SGV wirusa BYDV, natomiast obecność produktów o wielkości 372 pary zasad świadczyła o obecności CYDV-RPV, BYDV-RPV lub BYDV-GPV.
Druga mieszanina reakcyjna zawierała bufor do PCR (Fermentas), startery Yan-R (300 nM), Shu-F (200 nM), SGV1 (150 nM), SGV2 (150 nM), 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTP i 2.5 U Taq (Fermentas) w objętości 20 µL. Obecność produktów o wielkości 590 pz świadczyła o występowaniu BYDV-PAV, natomiast produkt 254 pz oznaczał infekcję patotypem BYDV-SGV.
Trzecia mieszanina reakcyjna zawierała bufor do PCR (Fermentas), starter Yan-R (200 nM) i  MAV2F (200 nM), 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTP i 2.5 U Taq (Fermentas) w objętości 20 µL. Obecność fragmentów o wielkości 590 pz oznaczała występowanie patotypu BYDV-MAV w badanym materiale. Dla wszystkich trzech składów mieszanin, produkty uzyskiwano po amplifikacji w profilu termicznym: 2 min 95(C, 7 cykli (45s 94(C, 45s 62(C - 1(C/cykl, 45s 72(C), 40 cykli (45s 94(C, 45s 55(C, 45s 72(C).
Identyfikacja genów odporności na wirusy i rdzę brunatną

Uwarunkowania genetyczne odporności na wirusa żółtej karłowatości BYDV (Barley Yellow Dwarf Virus) przenoszonego przez mszyce (Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae, Methopolophium dirhodum) badano z wykorzystaniem markerów AG15 i multipleksowanego oznaczenia SCS265 i SCS253. Reakcję PCR dla AG15 wykonywano roztworze zawierającym 250 nM starterów (Tab. 2), 2.5 mM MgCl2 , 0,4 U Taq, 20 ng DNA, 600 µM spermidyny i 200 (M dNTP w objętości 20 (L natomiast dla SCS265/253 w roztworze zawierającym po 200 nM starterów (Tab. 2), 2 mM MgCl2 , 0.75 U Taq, 20 ng DNA, 400 µM spermidyny i 200 (M dNTP w objętości 20 (L. Cykl temperaturowy przebiegał w etapach: 95˚C - 2 min; 7 cykli (94˚C 45 s, 67˚C-1˚C/cykl 45 s, 72˚C 45 s); 36 cykli (94˚C 45 s, 60˚C 45 s, 72˚C 45 s); 72˚C 10 min. Rozdział produktów prowadzono na 1.5% agarozie z barwieniem bromkiem etydyny.
Tabela 2. Markery PCR testowane do oznaczania genu Lr19.

	Marker
	Starter L (5’-3’)
	Starter R (5’-3’)

	SCS265
	GGCGGATAAGCAGAGCAGAG
	GGCGGATAAGTGGGTTATGG

	SCS253
	GCTGGTTCCACAAAGCAAA
	GGCTGGTTCCTTAGATAGGTG

	AG15(F1+R5)
	AGCTCCTTGTGACTGAAATGAATG
	AGATCTGCATTTTTAGCTTGACCA


WYNIKI I DYSKUSJA

Identyfikacja materiałów zawierających markery DNA odporności na BYDV i Lr19 (zad 1)
Na podstawie badań porównawczych przeprowadzonych w 2011 roku stwierdzono, że dotychczas stosowane markery Sc-pg1 i Bdv2 genów Lr19 i Bdv2 są specyficzne jedynie dla wybranych źródeł odporności, dlatego zrezygnowano z ich stosowania w bieżącym roku. 
W wyniku testowania 739 genotypów pod kątem występowania markerów genów Bdv2 i Lr19 obecność translokacji Thinopyrum stwierdzono w materiałach ze Strzelec, Choryni i Kobierzyc (Tab. 3). Niższa niż zakładano liczba oznaczanych linii wynika ze złego przezimowania materiałów.
Tabela 3. Występowanie markerów genu Bdv2 i Lr19 w 739 genotypach z 4 miejscowości.

	Źródło 
materiałów
	Liczba linii
	Lr19/Bdv2

	
	
	-
	N
	+
	heterozygoty

	Strzelce
	335
	38
	3
	294
	(218)

	Kobierzyce
	208
	165
	3
	40
	(29)

	Antoniny
	80
	79
	1
	0
	(0)

	Choryń
	116
	43
	0
	73
	(55)

	Łącznie
	739
	325
	7
	407
	302


Szczegółowe wyniki dla prób pochodzących ze Strzelec, Choryni i Kobierzyc zestawiono w aneksie (Tab. S1-S3). W pozostałych materiałach nie stwierdzono obecności genów Bdv2 i Lr19. W celu możliwości wdrożenia szybkich oznaczeń przetestowano metodę direct-PCR i stwierdzono, że przy zastosowanych warunkach reakcji możliwe jest pomięcie etapu izolacji DNA. Nie udało się jednak uzyskać zadowalających wyników dla markera AG15. Oznaczenie SCS265/253 pozwala na wykrycie obecności translokacji w materiałach referencyjnych jednak w trzech próbkach nie stwierdzono stanu heterozygotycznego.
Tabela 4. Wyniki testowania markerów genów Bdv2 i Lr19 na liniach referencyjnych metodą direct-PCR.
	Linia referencyjna
	Genotyp
	AG15
	SCS265/253

	ER20"/*3Pavon//*3Koxa
	Lr19,y,Bdv2
	-
	+

	ER35"/3*Pavon//*3Koxa
	Lr19,y,Bdv2
	-
	+

	ER6"/*3Pavon//*3Nawra
	Lr19,y,Bdv2
	-
	+

	ER6"/*3Pavon//*3Nawra
	Lr19,y,Bdv2
	-
	+

	IK33"/*3Pavon//*3Nawra
	Lr19,y,Bdv2/7A
	-
	+

	IK33"/*3Pavon//*3Nawra
	Lr19,y,Bdv2/7A
	-
	+(het)

	IK33"/*3STH1488
	Lr19,y,Bdv2/7A
	-
	+

	IK33"/*3STH1488
	Lr19,y,Bdv2/7A
	-
	+(het)

	ER20"/*3STH1488
	Lr19,y,Bdv2
	-
	+

	ER20"/*3STH1488
	Lr19,y,Bdv2
	-
	+

	ER35"/*3STH1488
	Lr19,y,Bdv2
	-
	+

	ER21'/*2Tybalt
	Lr19,Sr25,Y,Bdv2
	-
	+(het)

	IK33'/*2Tybalt
	Lr19,y,Bdv2/7A
	-
	+

	ER6'/*2Tybalt
	Lr19,y,Bdv2
	-
	+


Identyfikacja dodatkowych materiałów zawierających markery DNA odporności na rdzę brunatną (zad. 2)
Na podstawie przeglądu literatury stwierdzono, że występowanie izolatów wirulentnych na gen Lr19 w Meksyku
 (od 1994 roku) może oznaczać konieczność piramidyzacji tego genu z innymi. Zalecana jest piramidyzacja genu Lr19 z genami spowalniającymi rdzę Lr34 i Lr46
. Dodatkowe geny do piramidyzacji powinny uwzględniać Lr9, Lr24, Lr28, Lr32, Lr36, Lr37 i Lr48
.

W ramach zadania nr oceniono 100 linii pszenicy cechujących się wysoką odpornością na rdzę brunatną. W celu uzyskania danych fenotypowych doświadczenie założono w trzech lokalizacjach natomiast w dwóch lokalizacjach materiały nie przezimowały i ocenę przeprowadzono jedynie w Krzeczowicach w województwie podkarpackim. Uzyskane oceny z jednego środowiska posłużyły do wstępnych analiz ukierunkowanych na identyfikację dodatkowych genów odporności efektywnych w stadium rośliny dojrzałej. 
Rozkład stopnia porażenia roślin przez P.recondita w oceniany w trzech terminach istotnie odbiegał od normalnego (Rys. 1). W pierwszym terminie nasilenie objawów było niskie, natomiast w kolejnych terminach następował stopniowy rozwój choroby (Tab. 5). Na obserwowane zróżnicowanie fenotypowe istotny wpływ wywierał genotyp, termin obserwacji oraz interakcja obu tych czynników. 
Tab. 5. Rozwój objawów rdzy brunatnej na linach pszenicy w Krzeczowicach

	Termin
	Średnia
	Minimum
	Maksimum
	Odch.std

	26.05
	9,00
	8,00
	9,00
	0,07

	27.06 
	8,27
	2,00
	9,00
	1,35

	07.07
	7,32
	2,00
	9,00
	2,17
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Fig. 1. Rozkład stopnia porażenia roślin przez P.recondita w dwóch terminach (27.06 i 07.07) w lokalizacji Krzeczowice.
Scharakteryzowany fenotypowo materiał (wybrane 94 genotypy) był również analizowany usługowo metodą wheat GBS (1.0) uzyskując 13116 markerów SNP i 27027 markerów eSNP. Na podstawie wybranych losowo 1784 markerów SNP przeprowadzono wstępną analizę struktury populacji i wyeliminowano dwie linie o wysokim podobieństwie (0.96) do pozostałych linii. Uzyskany obraz rozkładu genotypów sugeruje obecność pojedynczej populacji i brak występowania subpopulacji (Rys. 2). Dane te jednak powinny zostać zweryfikowane dodatkowymi obliczeniami w programie STRUCTURE. 
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Rys. 2. Rozkład 94 genotypów na dwóch pierwszych składowych głównych wyjaśniających odpowiednio 6 i 4.2% całkowitej zmienności.
W celu selekcji dodatkowych markerów związanych z genami odporności na rdzę brunatną obliczono współczynniki korelacji pomiędzy stopniem porażenia przez rdzę brunatną a wystepowaniem markerów. Wyłaczono z dlaszej analizy 89 markerów, które nie różniocowały materiałów i wybrano 797 markery o współczynniku korelacji powyżej 0.3. Allele te następnie zredukowano do 301 loci, zakładając że oba allele powinny mieć istotny związek z oceną nasilenia objawów rdzy brunatnej. Analiza Kruskal –Wallis pozwoliła na wyselekcjonowanie 80 markerów SNP o istotnym związku z rejonami odporności na P.recondita (Tab. 6).

Tab. 6. Lokalizacja wybranych sekwencji DArTseq w bazie BLAST i średnie wartości stopnia nasilenia objawów rdzy brunatnej w grupach odmian z różnymi allelami.

	Chr.
	Sekwencja podobna
	Wynik
	Średnia A
	Średnia H
	Średnia B
	Klon

	3B
	>emb|FN564426.1| T.aestivum  3B-specific BAC
	30.1
	7,7
	6,8
	6,4
	990279

	3B
	>emb|FN564434.1| T.aestivum  3B-specific BAC
	30.1
	8,3
	
	7,0
	991666

	3B
	>emb|HE996518.1| T.aestivum cv. Arina SNP 3B,
	30.1
	7,0
	
	8,3
	1001319

	3B
	>emb|FN564435.1| T.aestivum  3B-specific BAC
	35.6
	9,0
	
	8,7
	1026470

	3B
	>dbj|AK335001.1| T.aestivum cDNA, WT011_M04
	35.6
	7,4
	
	4,5
	1058239

	
	gb|HQ390157.1|  T.aestivum UCDTA00608 
	30.1
	5,9
	9,0
	7,3
	1082623

	
	dbj|AK333461.1|  T.aestivum cDNA, WT006_I12
	75.2
	7,5
	3,2
	4,5
	1086400

	3B
	emb|FN564434.1|  T.aestivum  3B-specific BAC 
	30.1
	7,4
	7,6
	4,2
	1089828

	
	dbj|AK335063.1|  T.aestivum cDNA, WT011_P13 
	31.9
	8,5
	5,0
	8,3
	1094721

	
	dbj|AK334817.1|  T.aestivum cDNA, WT011_C18
	30.1
	7,4
	9,0
	4,2
	1097751

	
	dbj|AK332809.1|  T.aestivum cDNA, WT004_O22
	120
	7,9
	5,0
	6,9
	1127625

	3B
	emb|FN564430.1|  T.aestivum  3B-specific BAC 
	35.6
	7,2
	3,2
	4,5
	1128101

	
	dbj|AK334802.1|  T.aestivum cDNA, SET1_C05
	31.9
	7,6
	
	6,1
	1129999

	3DS
	dbj|AK333784.1|  T.aestivum cDNA, WT008_E20
	102
	7,4
	
	5,1
	1140305

	3B
	gb|HQ391038.1|  T.aestivum UCDTA01489
	31.9
	8,1
	7,4
	6,7
	1156111

	3B
	dbj|AK331728.1|  T.aestivum cDNA, WT002_D10
	31.9
	7,4
	3,2
	4,5
	2245435

	
	dbj|AK335126.1|  T.aestivum cDNA, WT012_C03
	30.1
	7,3
	
	5,4
	2259613

	3B
	emb|FN564430.1|  T.aestivum  3B-specific BAC 
	30.1
	7,4
	9,0
	8,3
	2261906

	
	dbj|AK330759.1|  T.aestivum cDNA, SET5_D18
	35.6
	6,1
	9,0
	8,3
	2266964

	
	>dbj|AK333350.1| T.aestivum cDNA, WT006_E04
	33.7
	6,5
	4,2
	7,6
	1005316

	3DS
	emb|HE774676.1|  T.aestivum  arm 3DS-specific
	31.9
	7,5
	
	5,6
	1239504


Wstępna analiza lokalizacji SNP wskazuje na lokalizację genów warunkujących reakcję na P.recondita w warunkach Krzeczowic na chromosomach 3B, 3DS, 6A. Ponadto sekwencje SNP wykazywały podobieństwo do genów Lr1, Lr10 z chromosomów 5DL i 1AS odpowiednio. Do programu piramidyzacji należy włączyć geny zlokalizowane na chromosomie 3DL/3BL Lr24/Sr24 oraz geny Lr27/Sr2/Yr30 z 3BS i Lr32 lub Lr38 z 3DS. W miarę udostępniania informacji o sekwencji genomu pszenicy oraz po dodatkowej ocenie fenotypowej stopnia porażenia przez P.recondita analiza powinna być powtórzona z uwzględenieniem uniwersalności uzyskiwanych efektów oraz po korekcie danych DArTseq (uwględnienie wadliwych oznaczeń stanu heterozygotycznego).
W kolejnej analizie wykorzystano bazę danych CerealsDB do identyfikacji kontigów w sekwencji zsekwencjonowanym genomie pszenicy zwyczajnej (http://www.cerealsdb.uk.net/CerealsDB/). Zidentyfikowane 80 sekwencji połączono w 11 kontigów, które następnie wykorzystano do identyfikacji rejonów pszenicy w serwisie BLAST. 
Największy kontig odpowiadał fragmentowi 7Am Triticum monococcum. Kolejne sekwencje odpowiadały fragmentom chromosomów 3B, rejonowi genu VRN2 i Glu3-Pm3 (1AS), czyli nie uzyskano dodatkowych informacji.
Identyfikacja wirusów w materiałach (zad. 3)

Występowanie wirusów badano metodą RT-PCR namnażając w celach diagnostycznych fragmenty materiału genetycznego poszczególnych wirusów. O obecności wirusów wnioskowano na podstawie występowania fragmentów DNA o określonej wielkości po rozdziale produktów na żelu agarozowym (Tab. 1).


Materiał testowano na obecność wirusów BYDV (barley yellow dwarf virus) i CYDV (cereal yellow dwarf virus) z rozróżnieniem patotypów MAV, PAV (wielkość markera referencyjnego PAV-590) i SGV. 

Tabela 7. Liczba roślin z określonymi patotypami wirusów BYDV i CYDV.

	Miejscowość
	Liczba roślin badanych 
	Liczba roślin z patotypami BYDV/CYDV

	
	
	BYDV
	PAV
	SGV
	RPV
	MAV

	Antoniny
	20
	7
	2
	0
	2
	0

	Strzelce
	26
	11
	1
	1
	2
	11

	Kobierzyce
	15
	0
	0
	0
	0
	0


Analizy występowania wirusów BYDV i CYDV przeprowadzono na materiale z trzech miejscowości (Tab. 7). W badanych próbach stwierdzono duże zróżnicowanie w występowaniu wirusów BYDV i CYDV w różnych lokalizacjach. Najczęstszą przyczyną występowania objawów karłowatości w analizowanym materiale był wirus BYDV-MAV w Strzelcach. Mniejsze zagrożenie stanowił CYDV-RPV. Uzyskane wyniki są zgodne w charakterystyką patotypów otrzymaną w poprzednich latach i wymagają weryfikacji sekwencji uzyskanych markerów diagnostycznych. Sekwencjonowanie uzyskanych fragmentów pozwoli na weryfikację uzyskanych danych.
Założenie doświadczenia porównawczego w wybranych lokalizacjach (zad 4)
W 2012 roku założono 2 doświadczenia polowe w miejscowościach Strzelce, Smolice, Pustków oraz Krzeczowice. Celem tych doświadczeń jest weryfikacja czy wprowadzane geny przyczyniają się do poprawy plonowania w warunkach infekcji wirusem BYDV i grzybem Puccinia recondita. Uwzględniając możliwość przełamania genu Lr19 drugim celem jest określenie uwarunkowań genetycznych warunkujących wysoką odporność na rdzę brunatną w wybranych genotypach pszenicy zwyczajnej w celu wykorzystania uzyskanych informacji do rozszerzenia obecnego programu badawczego.
Streszczenie wykonanych prac i uzyskanych wyników 

Celem badań było określenie, a) które spośród testowanych genotypów zawierają markery genów warunkujących tolerancję na wirusa żółtej karłowatości jęczmienia (BYDV) oraz markery genu Lr19 warunkującego odporność na rdzę brunatną, b) jakie są dodatkowe efektywne geny odporności na P.recondita w polskich materiałach hodowlanych, c) jakie patotypy wirusa BYDV i wirusa żółtej karłowatości zbóż (CYDV) stanowią główną przyczynę występowania objawów karłowatości w kraju oraz d) założenie doświadczenia porównawczego w wybranych lokalizacjach dla potwierdzenia efektywności działania genu Bdv2 oraz identyfikacja efektywnych genów odporności na rdzę brunatną.
Harmonogram prac w bieżącym roku sprawozdawczym był realizowany zgodnie z planem. Postawiony w tytule cel badań został osiągnięty. Występowanie genów Lr19 i Bdv2 stwierdzono u 407 genotypów pochodzących ze Strzelec, z Choryni lub Kobierzyc. Ze względu na rekombinacje wprowadzonego segmentu z chromosomami pszenicy oraz heterozygotyczność materiałów testy powinny być kontynuowane. Równocześnie wdrożono szybką metodę detekcji genu Lr19 z wykorzystaniem direct-PCR, co umożliwia skrócenie czasu trwania testów. Zgodnie z przeprowadzonymi badaniami wstępnie stwierdzono, że efektywne geny odporności w warunkach Krzeczowic to Lr1, Lr10 oraz geny Lr zlokalizowane na chromosomach 3D i 3B (Lr24/Sr24; Lr27/Sr2/Yr30; Lr32 lub Lr38)

W wyniku przeprowadzonych badań stwierdzono, że przyczyną karłowatości wszystkich roślin pochodzących z Kobierzyc i części badanych roślin z pozostałych lokalizacji nie były wirusy BYDV/CYDV. Wirus BYDV-MAV stanowił przyczynę karłowatości w materiałach ze Strzelec. 
7. 
Najważniejsze osiągnięcia
· Identyfikacja genotypów z genami Lr19 i Bdv2 w materiałach pochodzących ze Strzelec, Choryni i Kobierzyc.
· Dostosowanie systemu selekcyjnego do trójgenomowego charakteru translokacji z Thinopyrum i wdrożenie metody direct-PCR
· Potwierdzenie rozkładu patotypów wirusów BYDV i CYDV w wybranych lokalizacjach na terenie Polski

8.
Forma upowszechnienia wyników:

Wyniki będą dostępne na specjalnej stronie internetowej: http://mtyrka.sd.prz.edu.pl/pl/67/
9.
Wykaz prac opublikowanych w roku sprawozdawczym dot. danego tematu:

10.
Wykaz prac złożonych do druku.

Ciszkowicz E. Wykorzystanie izotermalnej amplifikacji DNA za pośrednictwem

pętli w diagnostyce roślin. Postępy Biologii Komórki (przyjęte do druku).

11.
Przyczyny ewentualnych odstępstw od harmonogramu zapisanego w karcie realizacji 


tematu.


Temat realizowany zgodnie z harmonogramem. 
12.
Informacja o wynikach współpracy naukowo-technicznej krajowej i z zagranicą (przy 
współpracy z zagranicą  podać kraj, firmę, temat). 
13. W przypadku udziału w konferencjach, sympozjach, szkoleniach i warsztatach itp,  w szczególności zagranicznych
a) cel i korzyści oraz stopień wykorzystania do realizacji zadania:

b) w jaki sposób wyjazd podniósł wartość merytoryczną  realizowanego zadania.
Data

  





Podpis kierownika tematu

ANEKS
Tabela S1. Szczegółowe wyniki oznaczeń genów Lr19 i Bdv2 na materiałach z Kobierzyc. Liczbowe oznaczenia alleli oznaczają wielkość markerów w parach zasad; na – próbka nie oznaczona, +/- - obecność lub brak genu.
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2
	
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2

	Kob_1(K 56)
	na
	0
	-
	
	PT_7
	0
	0
	-

	Kob_2(K 57)
	0
	0
	-
	
	PT_8
	0
	0
	-

	Kob_3(K 61)
	na
	0
	-
	
	PT_9
	na
	na
	na

	Kob_4(K 65)
	na
	0
	-
	
	PT_10
	na
	0
	-

	Kob_5(K 71)
	0
	0
	-
	
	PT_11
	0
	0
	-

	Kob_6(K 73)
	na
	0
	-
	
	PT_12
	0
	0
	-

	Kob_7(K 81)
	na
	0
	-
	
	PT_13
	0
	0
	-

	Kob_8(K 85)
	na
	na
	na
	
	PT_14
	0
	0
	-

	Kob_9(K 87)
	0
	0
	-
	
	PT_15
	0
	0
	-

	Kob_10(K 96)
	0
	0
	-
	
	PT_16
	0
	0
	-

	Kob_11(K 97)
	0
	0
	-
	
	PT_17
	0
	0
	-

	Kob_12(K 98)
	0
	0
	-
	
	PT_18
	0
	0
	-

	Kob_13(K 99)
	0
	0
	-
	
	PT_19
	0
	0
	-

	Kob_14(K 104)
	1
	h
	+(het)
	
	PT_20
	0
	0
	-

	Kob_15(K 105)
	1
	1
	+
	
	PT_21
	0
	0
	-

	Kob_16(K 135)
	0
	0
	-
	
	PT_22
	0
	0
	-

	Kob_17(K 136)
	0
	0
	-
	
	PT_23
	0
	0
	-

	Kob_18(K 137)
	0
	0
	-
	
	PT_24
	0
	0
	-

	Kob_19(K 138)
	na
	0
	-
	
	PT_25
	0
	0
	-

	Kob_20(K 139)
	0
	0
	-
	
	PT_26
	0
	0
	-

	Kob_21(K 140)
	0
	0
	-
	
	PT_27
	0
	0
	-

	Kob_22(K 141)
	0
	0
	-
	
	PT_28
	0
	0
	-

	Kob_23(K 149)
	na
	na
	na
	
	PT_29
	0
	0
	-

	Kob_24(K 150)
	0
	0
	-
	
	PT_30
	0
	0
	-

	Kob_25(K 152)
	0
	0
	-
	
	PT_31
	0
	0
	-

	Kob_26(K 153)
	na
	0
	-
	
	PT_32
	0
	0
	-

	Kob_27(K 154)
	na
	0
	-
	
	PT_33
	0
	0
	-

	Kob_28(K 155)
	0
	0
	-
	
	PT_34
	0
	0
	-

	Kob_29(K 156)
	0
	0
	-
	
	PT_35
	0
	0
	-

	Kob_30(K 158)
	0
	0
	-
	
	PT_36
	na
	0
	-

	Kob_31(K 159)
	0
	0
	-
	
	PT_37
	0
	0
	-

	Kob_32(K 160)
	0
	0
	-
	
	PT_38
	0
	0
	-

	Kob_33(K173)
	0
	na
	-
	
	PT_39
	0
	0
	-

	Kob_34(K 175)
	0
	0
	-
	
	PT_40
	0
	0
	-

	Kob_35(K 181)
	0
	0
	-
	
	PT_41
	na
	0
	-

	Kob_36(K 200)
	na
	0
	-
	
	PT_42
	0
	0
	-

	Kob_37(K 208)
	na
	0
	-
	
	PT_43
	0
	0
	-

	Kob_38(K 58)
	0
	0
	-
	
	PT_44
	0
	0
	-

	Kob_39(K 171)
	0
	0
	-
	
	PT_45
	0
	0
	-

	PT_1
	0
	0
	-
	
	PT_46
	0
	0
	-

	PT_2
	0
	0
	-
	
	PT_47
	0
	0
	-

	PT_3
	0
	0
	-
	
	PT_48
	0
	0
	-

	PT_4
	0
	0
	-
	
	PT_49
	0
	0
	-

	PT_5
	0
	0
	-
	
	PT_50
	0
	0
	-

	PT_6
	0
	0
	-
	
	PT_51
	0
	0
	-
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	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2
	
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2

	PT_52
	na
	0
	-
	
	TD_1
	0
	0
	-

	PT_53
	0
	0
	-
	
	TD_2
	0
	0
	-

	PT_54
	0
	0
	-
	
	TD_3
	0
	0
	-

	PT_55
	na
	0
	-
	
	TD_5
	0
	0
	-

	PT_56
	0
	0
	-
	
	TD_7
	0
	0
	-

	PT_57
	0
	0
	-
	
	TD_8
	0
	0
	-

	PT_58
	0
	0
	-
	
	TD_10
	0
	0
	-

	PT_59
	0
	0
	-
	
	TD_11
	0
	0
	-

	PT_60
	0
	0
	-
	
	TD_15
	0
	0
	-

	PT_61
	0
	0
	-
	
	TD_16
	0
	0
	-

	PT_62
	0
	0
	-
	
	TD_17
	0
	0
	-

	PT_63
	0
	0
	-
	
	TD_18
	0
	0
	-

	PT_64
	0
	0
	-
	
	TD_21
	0
	0
	-

	PT_65
	0
	0
	-
	
	TD_26
	0
	0
	-

	PT_66
	0
	0
	-
	
	TD_27
	0
	0
	-

	PT_67
	0
	0
	-
	
	TD_28
	0
	0
	-

	PT_68
	0
	0
	-
	
	TD_30
	0
	0
	-

	PT_69
	0
	0
	-
	
	TD_31
	1
	h
	+(het)

	PT_70
	0
	0
	-
	
	TD_32
	0
	0
	+

	PT_71
	0
	0
	-
	
	TD_33
	1
	h
	+(het)

	PT_72
	0
	0
	-
	
	TD_34
	1
	1
	+

	PT_73
	0
	0
	-
	
	TD_35
	1
	1
	+

	PT_74
	0
	0
	-
	
	TD_36
	0
	0
	-

	PT_75
	0
	0
	-
	
	TD_37
	1
	h
	+(het)

	PT_76
	0
	0
	-
	
	TD_38
	1
	h
	+(het)

	PT_77
	0
	0
	-
	
	TD_39
	1
	h
	+(het)

	PT_78
	0
	0
	-
	
	TD_40
	1
	1
	+

	PT_79
	0
	0
	-
	
	TD_41
	1
	h
	+(het)

	PT_80
	0
	0
	-
	
	TD_42
	1
	h
	+(het)

	PT_81
	0
	n
	-
	
	TD_43
	0
	0
	-

	PT_82
	0
	0
	-
	
	TD_44
	1
	h
	+(het)

	PT_83
	0
	0
	-
	
	TD_45
	1
	1
	+

	PT_84
	0
	0
	-
	
	TD_46
	1
	h
	+(het)

	PT_85
	0
	0
	-
	
	TD_47
	0
	0
	-

	PT_86
	0
	0
	-
	
	TD_48
	1
	h
	+(het)

	PT_87
	0
	0
	-
	
	TD_49
	1
	1
	+

	PT_88
	0
	0
	-
	
	TD_51
	1
	h
	+(het)

	PT_89
	0
	0
	-
	
	TD_52
	0
	0
	-

	PT_90
	0
	0
	-
	
	TD_53
	1
	h
	+(het)

	PT_91
	0
	0
	-
	
	TD_54
	1
	h
	+(het)

	PT_92
	0
	0
	-
	
	TD_55
	1
	h
	+(het)

	PT_93
	0
	0
	-
	
	TD_56
	1
	1
	+

	PT_94
	na
	0
	-
	
	TD_57
	1
	h
	+(het)

	PT_95
	0
	0
	-
	
	TD_58
	1
	h
	+(het)

	PT_96
	0
	0
	-
	
	TD_59
	0
	0
	-

	PT_97
	0
	0
	-
	
	TD_60
	1
	h
	+(het)

	PT_98
	0
	0
	-
	
	TD_61
	0
	0
	-

	PT_99
	0
	0
	-
	
	TD_62
	0
	0
	-

	PT_100
	0
	0
	-
	
	TD_63
	0
	0
	-


Tabela S1. Kontynuacja

	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2
	
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2

	TD_64
	1
	h
	+(het)
	
	TD_74
	1
	1
	+

	TD_65
	0
	0
	-
	
	TD_75
	1
	h
	+(het)

	TD_66
	1
	h
	+(het)
	
	TD_76
	1
	1
	+

	TD_67
	0
	0
	-
	
	TD_77
	1
	h
	+(het)

	TD_68
	1
	h
	+(het)
	
	TD_78
	1
	h
	+(het)

	TD_69
	1
	h
	+(het)
	
	TD_79
	1
	1
	+

	TD_70
	0
	0
	-
	
	TD_80
	1
	h
	+(het)

	TD_71
	0
	0
	-
	
	TD_81
	1
	h
	+(het)

	TD_72
	0
	0
	-
	
	TD_82
	1
	h
	+(het)

	TD_73
	1
	h
	+(het)
	
	TD_83
	1
	1
	+


Tabela S2. Szczegółowe wyniki oznaczeń genów Lr19 i Bdv2 na materiałach z Choryni. Oznaczenia w tabeli zgodnie z opisem przy tabeli S1.
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2
	
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2

	C_1
	1
	1
	+
	
	C_34
	1
	h
	+(het)

	C_2
	1
	h
	+(het)
	
	C_35
	1
	h
	+(het)

	C_3
	1
	h
	+(het)
	
	C_36
	0
	0
	-

	C_4
	1
	h
	+(het)
	
	C_37
	0
	0
	-

	C_5
	1
	h
	+(het)
	
	C_38
	1
	h
	+(het)

	C_6
	0
	0
	-
	
	C_39
	1
	h
	+(het)

	C_7
	0
	0
	-
	
	C_40
	1
	h
	+(het)

	C_8
	1
	h
	+(het)
	
	C_41
	1
	h
	+(het)

	C_9
	1
	h
	+(het)
	
	C_42
	0
	0
	-

	C_10
	1
	h
	+(het)
	
	C_43
	1
	h
	+(het)

	C_11
	1
	h
	+(het)
	
	C_44
	1
	h
	+(het)

	C_12
	1
	h
	+(het)
	
	C_45
	1
	h
	+(het)

	C_13
	1
	h
	+(het)
	
	C_46
	0
	0
	-

	C_14
	1
	h
	+(het)
	
	C_47
	1
	1
	+

	C_15
	1
	h
	+(het)
	
	C_48
	0
	0
	-

	C_16
	1
	h
	+(het)
	
	C_49
	1
	h
	+(het)

	C_17
	0
	0
	-
	
	C_50
	1
	h
	+(het)

	C_18
	1
	h
	+(het)
	
	C_51
	1
	h
	+(het)

	C_19
	0
	0
	-
	
	C_52
	1
	h
	+(het)

	C_20
	1
	h
	+(het)
	
	C_53
	1
	h
	+(het)

	C_21
	1
	h
	+(het)
	
	C_54
	0
	0
	-

	C_22
	1
	h
	+(het)
	
	C_55
	0
	0
	-

	C_23
	0
	0
	-
	
	C_56
	0
	0
	-

	C_24
	1
	h
	+(het)
	
	C_57
	0
	0
	-

	C_25
	1
	h
	+(het)
	
	C_58
	0
	0
	-

	C_26
	0
	0
	-
	
	C_59
	1
	h
	+(het)

	C_27
	1
	h
	+(het)
	
	C_60
	1
	h
	+(het)

	C_28
	1
	h
	+(het)
	
	C_61
	1
	1
	+

	C_29
	1
	h
	+(het)
	
	C_62
	1
	h
	+(het)

	C_30
	1
	h
	+(het)
	
	C_63
	0
	0
	-

	C_31
	1
	h
	+(het)
	
	C_64
	1
	1
	+

	C_32
	1
	h
	+(het)
	
	C_65
	1
	h
	+(het)

	C_33
	0
	0
	-
	
	C_66
	1
	h
	+(het)


Tabela S2. Kontynuacja.

	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2
	
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2

	C_67
	1
	h
	+(het)
	
	C_92
	0
	0
	-

	C_68
	1
	h
	+(het)
	
	C_93
	0
	0
	-

	C_69
	1
	1
	+
	
	C_94
	0
	0
	-

	C_70
	1
	h
	+(het)
	
	C_95
	0
	0
	-

	C_71
	1
	1
	+
	
	C_96
	0
	0
	-

	C_72
	0
	0
	-
	
	C_97
	0
	0
	-

	C_73
	1
	h
	+(het)
	
	C_98
	0
	0
	-

	C_74
	1
	h
	+(het)
	
	C_99
	0
	0
	-

	C_75
	1
	h
	+(het)
	
	C_100
	0
	0
	-

	C_76
	n
	0
	-
	
	C_101
	1
	1
	+

	C_77
	1
	h
	+(het)
	
	C_102
	1
	1
	+

	C_78
	1
	h
	+(het)
	
	C_103
	1
	h
	+(het)

	C_79
	1
	h
	+(het)
	
	C_104
	1
	h
	+(het)

	C_80
	0
	0
	-
	
	C_105
	0
	0
	-

	C_81
	0
	0
	-
	
	C_106
	0
	0
	-

	C_82
	0
	0
	-
	
	C_107
	1
	1
	+

	C_83
	0
	0
	-
	
	C_108
	1
	1
	+

	C_84
	0
	0
	-
	
	C_109
	1
	1
	+

	C_85
	0
	0
	-
	
	C_110
	1
	1
	+

	C_86
	0
	0
	-
	
	C_111
	1
	1
	+

	C_87
	0
	0
	-
	
	C_112
	1
	1
	+

	C_88
	0
	0
	-
	
	C_113
	1
	1
	+

	C_89
	0
	0
	-
	
	C_114
	1
	1
	+

	C_90
	0
	0
	-
	
	C_115
	1
	1
	+

	C_91
	0
	0
	-
	
	C_116
	1
	1
	+


Tabela S3. Szczegółowe wyniki oznaczeń genów Lr19 i Bdv2 na materiałach z Choryni. Oznaczenia w tabeli zgodnie z opisem przy tabeli S1.

	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2
	
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2

	TA_1
	0
	0
	-
	
	TA_18
	1
	h
	+(het)

	TA_2
	0
	0
	-
	
	TA_19
	1
	h
	+(het)

	TA_3
	0
	0
	-
	
	TA_20
	1
	h
	+(het)

	TA_4
	0
	0
	-
	
	TA_21
	1
	h
	+(het)

	TA_5
	0
	0
	-
	
	TA_22
	1
	h
	+(het)

	TA_6
	0
	0
	-
	
	TA_23
	1
	h
	+(het)

	TA_7
	0
	0
	-
	
	TA_24
	0
	0
	-

	TA_8
	0
	0
	-
	
	TA_25
	1
	h
	+(het)

	TA_9
	0
	0
	-
	
	TA_26
	1
	h
	+(het)

	TA_10
	1
	h
	+(het)
	
	TA_27
	1
	h
	+(het)

	TA_11
	1
	h
	+(het)
	
	TA_28
	1
	h
	+(het)

	TA_12
	1
	h
	+(het)
	
	TA_29
	1
	h
	+(het)

	TA_13
	1
	h
	+(het)
	
	TA_30
	1
	h
	+(het)

	TA_14
	1
	h
	+(het)
	
	TA_31
	1
	h
	+(het)

	TA_15
	1
	h
	+(het)
	
	TA_32
	1
	h
	+(het)

	TA_16
	1
	h
	+(het)
	
	TA_33
	0
	0
	-

	TA_17
	1
	h
	+(het)
	
	TA_34
	1
	h
	+(het)


Tabela S3. Kontynuacja
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2
	
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2

	TA_35
	1
	h
	+(het)
	
	TA_81
	1
	h
	+(het)

	TA_36
	1
	h
	+(het)
	
	TA_82
	1
	h
	+(het)

	TA_37
	1
	h
	+(het)
	
	TA_83
	1
	h
	+(het)

	TA_38
	0
	0
	-
	
	TA_84
	0
	0
	-

	TA_39
	1
	h
	+(het)
	
	TA_85
	1
	h
	+(het)

	TA_40
	1
	h
	+(het)
	
	TA_86
	0
	0
	-

	TA_41
	1
	h
	+(het)
	
	TA_87
	1
	h
	+(het)

	TA_42
	1
	h
	+(het)
	
	TA_88
	1
	h
	+(het)

	TA_43
	1
	h
	+(het)
	
	TA_89
	1
	h
	+(het)

	TA_44
	1
	h
	+(het)
	
	TA_90
	1
	h
	+(het)

	TA_45
	1
	h
	+(het)
	
	TA_91
	1
	h
	+(het)

	TA_46
	1
	h
	+(het)
	
	TA_92
	1
	h
	+(het)

	TA_47
	1
	h
	+(het)
	
	TA_93
	1
	h
	+(het)

	TA_48
	1
	h
	+(het)
	
	TA_94
	1
	h
	+(het)

	TA_49
	1
	h
	+(het)
	
	TA_95
	0
	0
	-

	TA_50
	1
	h
	+(het)
	
	TA_96
	0
	0
	-

	TA_51
	1
	h
	+(het)
	
	TA_97
	0
	0
	-

	TA_52
	1
	h
	+(het)
	
	TA_98
	1
	h
	+(het)

	TA_53
	1
	h
	+(het)
	
	TA_99
	1
	h
	+(het)

	TA_54
	1
	h
	+(het)
	
	TA_100
	1
	h
	+(het)

	TA_55
	1
	h
	+(het)
	
	TA_101
	1
	h
	+(het)

	TA_56
	1
	h
	+(het)
	
	TA_102
	1
	h
	+(het)

	TA_57
	1
	h
	+(het)
	
	TA_103
	1
	h
	+(het)

	TA_58
	1
	h
	+(het)
	
	TA_104
	0
	0
	-

	TA_59
	1
	h
	+(het)
	
	TA_105
	0
	0
	-

	TA_60
	1
	h
	+(het)
	
	TA_106
	1
	h
	+(het)

	TA_61
	0
	0
	-
	
	TA_107
	1
	h
	+(het)

	TA_62
	1
	h
	+(het)
	
	TA_108
	1
	h
	+(het)

	TA_63
	1
	h
	+(het)
	
	TA_109
	1
	h
	+(het)

	TA_64
	0
	0
	-
	
	TA_110
	1
	h
	+(het)

	TA_65
	1
	h
	+(het)
	
	TA_111
	1
	h
	+(het)

	TA_66
	0
	0
	-
	
	TA_112
	1
	h
	+(het)

	TA_67
	1
	h
	+(het)
	
	TA_113
	1
	h
	+(het)

	TA_68
	0
	0
	-
	
	TA_114
	1
	h
	+(het)

	TA_69
	1
	h
	+(het)
	
	TA_115
	1
	h
	+(het)

	TA_70
	1
	h
	+(het)
	
	TA_116
	n
	n
	na

	TA_71
	0
	0
	-
	
	TA_117
	1
	h
	+(het)

	TA_72
	1
	h
	+(het)
	
	TA_118
	1
	h
	+(het)

	TA_73
	1
	h
	+(het)
	
	TA_119
	1
	h
	+(het)

	TA_74
	0
	0
	-
	
	TA_120
	1
	h
	+(het)

	TA_75
	0
	0
	-
	
	TA_121
	1
	h
	+(het)

	TA_76
	0
	0
	-
	
	TA_122
	1
	h
	+(het)

	TA_77
	1
	h
	+(het)
	
	TA_123
	1
	h
	+(het)

	TA_78
	0
	0
	-
	
	TA_124
	1
	h
	+(het)

	TA_79
	0
	0
	-
	
	TA_125
	1
	h
	+(het)

	TA_80
	1
	h
	+(het)
	
	TA_126
	1
	h
	+(het)


Tabela S3. Kontynuacja

	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2
	
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2

	TA_127
	1
	h
	+(het)
	
	TA_173
	1
	h
	+(het)

	TA_128
	1
	h
	+(het)
	
	TA_174
	1
	h
	+(het)

	TA_129
	1
	h
	+(het)
	
	TA_175
	1
	h
	+(het)

	TA_130
	1
	h
	+(het)
	
	TA_176
	1
	h
	+(het)

	TA_131
	1
	h
	+(het)
	
	TA_177
	1
	h
	+(het)

	TA_132
	1
	h
	+(het)
	
	TA_178
	1
	h
	+(het)

	TA_133
	n
	h
	+(het)
	
	TA_179
	1
	h
	+(het)

	TA_134
	1
	h
	+(het)
	
	TA_180
	1
	h
	+(het)

	TA_135
	1
	h
	+(het)
	
	TA_181
	1
	h
	+(het)

	TA_136
	0
	0
	-
	
	TA_182
	1
	h
	+(het)

	TA_137
	1
	h
	+(het)
	
	TA_183
	n
	h
	+(het)

	TA_138
	0
	0
	-
	
	TA_184
	1
	h
	+(het)

	TA_139
	1
	h
	+(het)
	
	TA_185
	1
	h
	+(het)

	TA_140
	1
	h
	+(het)
	
	TA_186
	1
	h
	+(het)

	TA_141
	0
	0
	-
	
	TA_187
	1
	h
	+(het)

	TA_142
	1
	h
	+(het)
	
	TA_188
	1
	h
	+(het)

	TA_143
	0
	0
	-
	
	TA_189
	1
	h
	+(het)

	TA_144
	1
	h
	+(het)
	
	TA_190
	1
	h
	+(het)

	TA_145
	1
	h
	+(het)
	
	TA_191
	1
	h
	+(het)

	TA_146
	1
	h
	+(het)
	
	TA_192
	1
	h
	+(het)

	TA_147
	1
	h
	+(het)
	
	TA_193
	1
	h
	+(het)

	TA_148
	0
	0
	-
	
	TA_194
	1
	h
	+(het)

	TA_149
	1
	h
	+(het)
	
	TA_195
	1
	h
	+(het)

	TA_150
	1
	h
	+(het)
	
	TA_196
	1
	h
	+(het)

	TA_151
	0
	0
	-
	
	TA_197
	1
	h
	+(het)

	TA_152
	0
	0
	-
	
	TA_198
	1
	h
	+(het)

	TA_153
	1
	h
	+(het)
	
	TA_199
	1
	h
	+(het)

	TA_154
	1
	h
	+(het)
	
	TA_200
	1
	h
	+(het)

	TA_155
	1
	h
	+(het)
	
	TA_201
	1
	h
	+(het)

	TA_156
	n
	n
	na
	
	TA_202
	1
	h
	+(het)

	TA_157
	0
	0
	-
	
	TA_203
	1
	h
	+(het)

	TA_158
	1
	h
	+(het)
	
	TA_204
	1
	h
	+(het)

	TA_159
	1
	h
	+(het)
	
	TA_205
	1
	h
	+(het)

	TA_160
	1
	h
	+(het)
	
	TA_206
	1
	h
	+(het)

	TA_161
	1
	h
	+(het)
	
	TA_207
	1
	h
	+(het)

	TA_162
	1
	h
	+(het)
	
	TA_208
	1
	h
	+(het)

	TA_163
	1
	h
	+(het)
	
	TA_209
	1
	h
	+(het)

	TA_164
	1
	h
	+(het)
	
	TA_210
	1
	h
	+(het)

	TA_165
	1
	h
	+(het)
	
	TA_211
	1
	h
	+(het)

	TA_166
	1
	h
	+(het)
	
	TA_212
	1
	h
	+(het)

	TA_167
	1
	h
	+(het)
	
	TA_213
	1
	h
	+(het)

	TA_168
	1
	h
	+(het)
	
	TA_214
	1
	h
	+(het)

	TA_169
	1
	h
	+(het)
	
	TA_215
	1
	h
	+(het)

	TA_170
	1
	h
	+(het)
	
	TA_216
	1
	h
	+(het)

	TA_171
	0
	0
	-
	
	TA_217
	1
	h
	+(het)

	TA_172
	1
	h
	+(het)
	
	TA_218
	1
	h
	+(het)


Tabela S3. Kontynuacja

	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2
	
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2

	TA_219
	1
	h
	+(het)
	
	TA_265
	1
	1
	+

	TA_220
	1
	h
	+(het)
	
	TA_266
	1
	1
	+

	TA_221
	1
	h
	+(het)
	
	TA_267
	1
	1
	+

	TA_222
	1
	h
	+(het)
	
	TA_268
	1
	1
	+

	TA_223
	1
	h
	+(het)
	
	TA_269
	1
	1
	+

	TA_224
	1
	h
	+(het)
	
	TA_270
	1
	1
	+

	TA_225
	1
	h
	+(het)
	
	TA_271
	1
	1
	+

	TA_226
	1
	h
	+(het)
	
	TA_272
	1
	1
	+

	TA_227
	1
	h
	+(het)
	
	TA_273
	1
	1
	+

	TA_228
	1
	h
	+(het)
	
	TA_274
	1
	1
	+

	TA_229
	1
	h
	+(het)
	
	TA_275
	1
	1
	+

	TA_230
	1
	h
	+(het)
	
	TA_276
	1
	1
	+

	TA_231
	1
	h
	+(het)
	
	TA_277
	1
	1
	+

	TA_232
	1
	h
	+(het)
	
	TA_278
	1
	1
	+

	TA_233
	1
	h
	+(het)
	
	TA_279
	1
	1
	+

	TA_234
	1
	h
	+(het)
	
	TA_280
	1
	1
	+

	TA_235
	1
	h
	+(het)
	
	TA_281
	1
	1
	+

	TA_236
	1
	h
	+(het)
	
	TA_282
	1
	1
	+

	TA_237
	1
	h
	+(het)
	
	TA_283
	1
	1
	+

	TA_238
	1
	h
	+(het)
	
	TA_284
	1
	1
	+

	TA_239
	1
	h
	+(het)
	
	TA_285
	1
	1
	+

	TA_240
	1
	h
	+(het)
	
	TA_286
	1
	1
	+

	TA_241
	1
	h
	+(het)
	
	TA_287
	1
	1
	+

	TA_242
	1
	h
	+(het)
	
	TA_288
	1
	1
	+

	TA_243
	1
	h
	+(het)
	
	TA_289
	1
	1
	+

	TA_244
	1
	h
	+(het)
	
	TA_290
	1
	1
	+

	TA_245
	1
	h
	+(het)
	
	TA_291
	1
	1
	+

	TA_246
	1
	h
	+(het)
	
	TA_292
	1
	1
	+

	TA_247
	1
	h
	+(het)
	
	TA_293
	1
	1
	+

	TA_248
	1
	h
	+(het)
	
	TA_294
	1
	1
	+

	TA_249
	1
	h
	+(het)
	
	TA_295
	1
	1
	+

	TA_250
	1
	h
	+(het)
	
	TA_296
	1
	1
	+

	TA_251
	1
	h
	+(het)
	
	TA_297
	1
	1
	+

	TA_252
	1
	h
	+(het)
	
	TA_298
	1
	1
	+

	TA_253
	1
	h
	+(het)
	
	TA_299
	1
	1
	+

	TA_254
	1
	h
	+(het)
	
	TA_300
	1
	1
	+

	TA_255
	1
	h
	+(het)
	
	TA_301
	1
	1
	+

	TA_256
	1
	h
	+(het)
	
	TA_302
	1
	1
	+

	TA_257
	na
	na
	na
	
	TA_303
	1
	1
	+

	TA_258
	1
	h
	+(het)
	
	TA_304
	1
	1
	+

	TA_259
	1
	h
	+(het)
	
	TA_305
	1
	1
	+

	TA_260
	1
	1
	+
	
	TA_306
	1
	1
	+

	TA_261
	1
	1
	+
	
	TA_307
	1
	1
	+

	TA_262
	1
	1
	+
	
	TA_308
	1
	1
	+

	TA_263
	1
	1
	+
	
	TA_309
	1
	1
	+

	TA_264
	1
	1
	+
	
	TA_310
	1
	1
	+


Tabela S3. Kontynuacja

	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2
	
	Próbka
	AG15
	SCS
	Lr19/Bdv2

	TA_311
	1
	1
	+
	
	TA_324
	1
	1
	+

	TA_312
	1
	1
	+
	
	TA_325
	1
	1
	+

	TA_313
	1
	1
	+
	
	TA_326
	1
	1
	+

	TA_314
	1
	1
	+
	
	TA_327
	1
	1
	+

	TA_315
	1
	1
	+
	
	TA_328
	1
	1
	+

	TA_316
	1
	1
	+
	
	TA_329
	1
	1
	+

	TA_317
	1
	1
	+
	
	TA_330
	1
	1
	+

	TA_318
	1
	1
	+
	
	TA_331
	1
	1
	+

	TA_319
	1
	1
	+
	
	TA_332
	1
	1
	+

	TA_320
	1
	1
	+
	
	TA_333
	1
	1
	+

	TA_321
	1
	1
	+
	
	TA_334
	1
	1
	+

	TA_322
	1
	1
	+
	
	TA_335
	1
	1
	+

	TA_323
	1
	1
	+
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