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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 są gatunki z rodzaju Thinopyrum spp 

Pszenica zwyczajna (Triticum eastivum L.) jest jednym z najważniejszych zbóż uprawianym w Polsce na areale ponad 2 mln ha (FAOSTAT, 2012). Rdza brunatna (Puccinia triticina) jest groźną chorobą grzybową pszenicy, która powoduje spadek plonów. Znanych jest ponad 50 genów odporności na rdzę brunatną
 a gen Lr19 należy do nielicznych efektywnych genów zapewniających odporność w warunkach Polski. 
Źródłem genu Lr19 jest translokacja z Thinopyrum ponticum (2n = 10x = 70; JJJJsJs) [syn Agropyron elongatum, Lophopyrum ponticum] do dystalnej części długiego ramienia chromosomu 7D pszenicy zwyczajnej. Fragment T.ponticum oprócz genu Lr19 zawiera również gen Sr25 warunkujący odporność na rdzę źdźbłową oraz gen Y – warunkujący żółte zabarwienie mąki
,
. 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 odmiany ‘Agatha’ metanosulfonianem etylu (EMS) uzyskano linie ‘Agatha-28’ i ‘Agatha-235’ o genotypie Lr19/Sr25-/Y-. Odmiana ‘Agatha’ była wykorzystana również do indukcji translokacji przez rekombinację homeologiczną i uzyskania serii linii 7Ag#1 (źródło genu Lr29, T7DL-7Ae#1L.7Ae#1S ), 7Ag#2, 7Ag#3, oraz 7Ag#7. Wprowadzany z translokacją Th. ponticum gen Sr25 jest efektywny przeciw nowej rasie rdzy źdźbłowej Ug99. Dodatkowo, obecność segmentu może się wiązać ze zwyżką plonu ziarna o 10% - 13%
. 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
.
Inna translokacja z Th. intermedium (2n = 6x = 42; genome JJsS) [syn. Agropyron intermedium, Agropyron glaucum] do ramienia 7DL przenosi gen Bdv2 odporności na wirusa żółtej karłowatości jęczmienia (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 również źródłem 2 innych genów odporności na BYDV dla pszenicy: Bdv3 (linia substytucyjna P29 - 7E/7D) i Bdv4 (2D-2Ai-2). Obecnie, w wyniku krzyżowania linii TC5 (Bdv2) z T4m (Lr19 i Sr25) uzyskano mieszańce trójgenomowe ‘Pontin’
,
, które mogą znaleźć zastosowanie praktyczne w hodowli nowych odmian pszenicy zwyczajnej.

Pomiędzy segmentem Thinopyrum ponticum a chromosomem 7DL pszenicy mogą występować rekombinacje. Do wspomagania selekcji genotypów z genem Lr19 stosowano markery izoenzymatyczne
, polimorfizm długości fragmentów restrykcyjnych - RFLP
 oraz różne warianty reakcji łańcuchowej polimerazy (PCR): polimorfizm produktów powielania zsekwencjonowanego regionu - SCAR
, miejsca znaczone sekwencyjnie - STS
,
,
,
, polimorfizm sekwencji powielonej i pociętej - CAPS
, proste powtórzenia sekwencji - SSR 
 i analogi genów odporności - RGA
. Niezależnie opracowano serię markerów do wspomagania selekcji genu Bdv2 wprowadzonego z translokacją pochodzącą od Th. intermedium. Stosowano markery RFLP i SSR
, SCAR
 oraz STS
,
,
,
 w tym również markery dla rekombinowanej translokacji ‘pontin’.

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) ocena zmienności fenotypowej w doświadczeniu porównawczym w wybranych lokalizacjach. 

MATERIAŁ I METODY
Materiały badawcze


Materiał badawczy do identyfikacji genów tolerancji na wirusa żółtej karłowatości jęczmienia (BYDV) i rdzę brunatną stanowiło 815 ozimych genotypów pszenicy zwyczajnej pochodzących ze Strzelec (243), Kobierzyc (99), Antonin (100), Nagradowic (170) i Choryni (203). Analizy konwertowanych markerów GBS wykonano na 94 liniach pszenicy z Kobierzyc.

Występowanie patotypów wirusów żółtej karłowatości badano w 50 próbkach liści pszenicy pochodzących z Antonin (17), Strzelec (16) i Kobierzyc (17).

Identyfikacja wirusów w roślinach

W celu identyfikacji patotypów wirusa BYDV i wirusa żółtej karłowatości zbóż (CYDV) wykonano izolację całkowitego RNA wykorzystując 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

Zadanie 1. Identyfikacja materiałów zawierających markery DNA odporności na BYDV i Lr19
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 ograniczając się do markerów AG15 i zestawu SCS265/253. 
W wyniku testowania 815 genotypów pod kątem występowania markerów genów Bdv2 i Lr19, obecność translokacji Thinopyrum stwierdzono w materiałach ze Strzelec, Choryni i Kobierzyc (Tab. 3). 

Tabela 3. Występowanie markerów genu Bdv2 i Lr19 w 815 genotypach z 5 miejscowości.

	Źródło 
materiałów
	Liczba linii
	Lr19/Bdv2

	
	
	-
	homo
	hetero

	Antoniny
	100
	100
	0
	0

	Choryń
	203
	4
	173
	26

	Kobierzyce
	99
	70
	15
	13

	Nagradowice
	170
	170
	0
	0

	Strzelce
	243
	25
	94
	124

	Łącznie
	815
	369
	282
	163


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. Na podstawie doświadczenia przeprowadzonego na wzajemnych rozcieńczeniach próbek odpornych (R) i wrażliwych (S) stwierdzono, że do wykrycia obu alleli wystarczy obecność 1 rośliny odpornej wśród 250 wrażliwych, natomiast obecność mniej niż 1 rośliny wrażliwej tle 9 roślin odpornych nie jest wykrywana przy zastosowanych warunkach reakcji (Fot. 1). 
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Fot. 1. Czułość oznaczenia SCS265/253 do wykrywania alleli odpornych i wrażliwych w mieszaninach próbek.
Zadanie 2. Konwersja markerów SNP na system selekcyjny bazujący na reakcji PCR

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
.

Nowe narzędzia genomiki mogą stanowić wydajne narzędzie selekcji genomowej bo dostarczają dużej liczby markerów DNA (do 0.5 mln) dla wybranych genotypów, jednak wiążą się ze stosunkowo wysokim kosztem analizy przypadającym na 1 genotyp (około 250 zł/próbka). Stąd, można uznać za uzasadnione opracowywanie narzędzi do wstępnej, taniej preselekcji dużej liczby genotypów, co pozwoliłoby na odrzucenie próbek o niepożądanym genotypie przed decyzją o skanowaniu całego genomu. 
W ramach badań prowadzonych w poprzednim roku uzyskano dane dla 94 linii pszenicy zwyczajnej obejmującej genotypy o trwałej odporności na rdzę brunatną. Ponieważ linie te nie zawierają genu Lr19 to ich reakcja na patogena jest determinowana przez inne efektywne geny. Poznanie lokalizacji i identyfikacja markerów sprzężonych z tymi genami stanowią cenne informacje (o charakterze podstawowym) dla hodowców o genach, które należy nagromadzić w odmianach w celu uzyskania trwałego efektu odporności na rdzę brunatną.
W ramach zadania nr 4 oceniono 100 linii pszenicy pod względem odporności na rdzę brunatną. Rośliny zostały ocenione w Krzeczowicach w 2012, oraz Henrykowie, Krzeczowicach i Kobierzycach w 2013 roku. 
Materiał został przanalizowany usługowo metodą wheat GBS (1.0) w 2012 roku i uzyskano 13116 markerów SNP oraz 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. Na podstawie analiz programem STRUCTURE nie stwierdzono występowania subpopulacji w grupie badanych linii pszenicy.

W celu selekcji dodatkowych markerów związanych z genami odporności na rdzę brunatną przeprowadzono pełną analizę asocjacji pomiędzy stopniem porażenia przez rdzę brunatną a wystepowaniem markerów. 
Do konwersji wybrano 30 markerów istotnie (p<0.001) zasocjowanych z odpornością na rdzę brunatną, które wyjaśniały od 11.2% do 39.5% zmienności (Tab. 4). Dodatkowo zidentyfikowano 242 markery e-SNP. Wszystkie wybrane markery były grupowane i wydzielono 12 grup jednorodnych. W doborze markerów do konwersji wybrano markery reprezentujące każdą grupę. Miejsca mutacji zidentyfikowano w wyniku analiz BLAST sekwencji na portalu URGI (http://wheat-urgi.versailles.inra.fr/Seq-Repository/BLAST). Spośród 28 sekwencji, sześć nie nadawało się do projektowania starterów, ponieważ mutacje były położone zbyt blisko końców sekwencji. Pozostałe markery były zlokalizowane na ramionach chromosomów 2BL, 3B, 4AL, 5DL, 7AL i 7AS.
Wskazanym lokalizacjom odpowiadają następujące znane geny odporności:

a) 2BL – Lr50 (z T. timopheevii subsp. armeniacum)
 lub Lr58 (z Ae. triuncialis)

b) 3B – Lr27+Sr2 
c) 4AL – Lr28 z Ae. speltoides
d) 5DL – Lr1
e) 7AS – Lr47 z Ae. speltoides
f) 7AL – Lr20 (+Pm1, Sr22)
Przeprowadzono wstępne testy zaprojektowanych starterów na 4 liniach genotypowanych metodą DArT w celu potwierdzenia zgodności segregacji i odrzucono 14 oznaczeń (Tabela 5). Zgodność z segregacją testowano na 4 próbkach polimorficznych pod względem testowanych markerów określając precyzyjnie (z dokładnością do 0.1˚C) temperatury topnienia produktów PCR (analiza high resolution melting, HRM) w obecności 1X stężonego barwnika Evagreen. Wybranych 9 oznaczeń przetestowano na całym zestawie genotypów (Tabela 6). Występowanie opracowanych markerów HRM pokrywało się z wynikami genotypowania oryginalnymi markerami DArTseq w zakresie od 76.7 do 100.0%. Spośród 9 testowanych markerów HRM cztery (995079, 2289637, 1049342 i 985161) cechowały się najwyższą zgodnością powyżej 95% mogą stanowić podstawę selekcji genów odporności w rejonach 4AL, 5DL, 7AL i 7AS. Pomimo dużego procentu odrzucanych oznaczeń należy pamiętać, że konwertowane markery stanowią jedynie około 11% całego zestawu markerów możliwych do konwersji.
Tabela 4. Markery GBS wybrane do konwersji na podstawie istotnych związków z nasileniem objawów rdzy brunatnej równocześnie w 3 lokalizacjach. Obramowano mutacje punktowe zidentyfikowane w sekwencjach zdeponowanych w bazie URGI.
	Marker
	Mutacje GBS
	Sekwencja markera
	Startery (5’-3’) 
	Uwagi

	7AL_9_1233596
	38:C>T
	TGCAGTTCTCTCATGTCAACCTTGTTGAAAAACTCTTTCGGGCGTGGCATATGTGGAAGGACCAAAGGT
	1233596_R_G44: TGGTCCTTCCACATATGCCAC

1233596_R_G40C: CTTCCACATATGCCACGCCC

1233596_R_G40T: CTTCCACATATGCCACGCCT

1233596_F: TGCAGTTCTCTCATGTCAACC
	ASA (G/A): F+G40C; F+G40T

HRM: F+G44

	7AL_9_1020699
	36:G>C
	TGCAGTCTTCTCTGAATTCACGAGTTATTATTCAGAGATTCTCCACCCTCAAAGAACTCAGCAGACCGA
	1020699_F: TCTGAATTCACGAGTTATTATTCA
1020699_R: TCTGCTGAGTTCTTTGAGGG
	HRM

	7AL_9_2296169
	59:C>T
	TGCAGTCGTCGCTCCTTGCACATTTTGCTGATCGAGAAGGCTCGCCATGGCTGCTGCGACGTTGCTCCT
	
	Nie testowane

	7AL_11_1218818
	44:T>C
	TGCAGGCCATGGCAGGCCGACGACAAGAGCAATGCGCATGTCAGTGCTACGGAGAGCTTAAGCCAGCCG
	1218818_F: GCAGGCCGACGACAAGAG
1218818_R: GCTGGCTTAAGCTCTCCGT
	HRM

	7L_11_1144554
	38:A>G
	TGCAGGCGCGTGACTCTGGAGCCTATAAATCCACGCGTACCGCTGCCCACACGGATCATAAAACCCTGA
	1144554_F GCGTGACTCTGGAGCCTAT
1144554_R GGGTTTTATGATCCGTGTGGG
	HRM

	7AL_9_1133449
	14:A>G
	TGCAGACTGACTGCATGCGGTTGGCGGAGATCCGCCGCCGCCGAAGTGAACTCCCGAGATCGGAAGAGC
	
	Nie testowane

	7AL_9_1113515
	47:A>G
	TGCAGATATCCCTGTACTGTAACTTAATCTGCTTCTGTCTGCTTTGTATTTACAGATGCAGATCTTTGT
	1113515_F TGCAGATATCCCTGTACTGT
1113515_R GCATCTGTAAATACAAAGCAGACA
	HRM

	7AL_9_2290017
	64:G>A
	TGCAGGAACACGCGGCCTGTGGACGTTGCCCGCGAGCAGTCTCGATCCATCGATCGAGTTCATCGGAAG
	
	Nie testowane

	7L_11_1126398
	13:T>C
	TGCAGTAGTAGCATGTTTCTTACCGTGGCCAGTAAACGAGGCCACCCAGAAACATTCCAAAAACGATGA
	1126398_F GTAGCATGTTTCTTACCGTGGC
1126398_R TTTTGGAATGTTTCTGGGTGGC
	ASA

	3B_5_1862863
	50:C>T
	TGCAGGTTGGCGTAACGTGGATTAGGCTGGAATATGCCATCTCGAGCGCGCGTTACCATGGGGTGGATG
	1862863_F: CGTAACGTGGATTAGGCTGG
1862863_R: TCCACCCCATGGTAACGC
	ASA (A/G), HRM

	5DL_5_1049342
	25:C>T-
	TGCAGCCACATGTGATGAACTGTTACAGCACAAATACACCTGATCGCAGTAGGATCACCAACAGATTTG
	1049342_F TGCAGCCACATGTGATGAACT
1049342_R TGTTGGTGATCCTACTGCGA
	HRM

	7DS_10_1006050
	67:T>C
	TGCAGCGCGCGCCGCCGCCATGCAGCTCGCCGCTCTGTGCACCGACCCCTTCGTGCTCTCCTGCACCTT
	
	Nie testowane

	2BL_10_1096661
	28:T>A
	TGCAGCCAGGCTGCTGCCTACACGTGCATACACACCCCCTTGGTGGGCTCACGACGTGAAAAATCGTCA
	1096661_F CAGGCTGCTGCCTACA
1096661_R TGACGATTTTTCACGTCG
	HRM


Tabela 4. Markery GBS wybrane do konwersji na podstawie istotnych związków z nasileniem objawów rdzy brunatnej równocześnie w 3 lokalizacjach - kontynuacja

	Marker
	Mutacje GBS
	Sekwencja markera
	Startery (5’-3’) 
	Uwagi

	7AS_5_985161
	48:A>G
	TGCAGGGGCACAACATGGTATGCTTAACACCGACGCTTGTCGCTTGATACCGCTCCAAAATTTCAAGTC
	985161_F GGGCACAACATGGTATGCTTAA
985161_R GACTTGAAATTTTGGAGCGG
	ASA, HRM

	5AL_5_1109310
	24:T>C
	TGCAGCAACGCGAGGGGTACCATCTAGTTCCCATATAATTAATCCACTTCAGCGAGAACAAACTTCCTA
	1109310_F CAGCAACGCGAGGGGTA
1109310_R GTTTGTTCTCGCTGAAGTGG
	HRM

	4AL_12_1093756
	60:A>G
	TGCAGGGGGCGCAGTGCATCTACGGCGTGGGGGAGGTGCGGATGTGCGCGTCAGAGTTCTACCTCGGCG
	1093756_F GCAGGGGGCGCAGTG
1093756_R GTAGAACTCTGACGCGCACAT
	ASA

	3B_9_1001319
	56:G>C
	TGCAGGACAACACCGACAAGGCAACGCACGGATACTTGATTACTGAGCGTCCGAGGGGACGCAGCCTAC
	1001319_F TGCAGGACAACACCGACAAG
1001319_R GTAGGCTGCGTCCCCTC
	HRM

	4AL_12_992558
	31:G>A
	TGCAGAAACGAAGCGCGATCAAGGCGGCTCGGGGCCTGCATAGGCGGCTCATTGGCAGAGACGGAGGCG
	992558_F GAAACGAAGCGCGATCAAGG
992558_R CCTCCGTCTCTGCCAATGAG
	HRM

	7AS_10_1091724
	20:C>T
	TGCAGTGTTGCGCGAGGCAGCGTAGCCGTGTGAAGCGGCAAGTGCGACCAAGGCTGGAGCGTGCGACTC
	1091724_A_F GCGCGAGGCAGCGTA
1091724_R GCACGCTCCAGCCTTGG

1091724_F TGCAGTGTTGCGCGAG
	ASA

	7AL_5_995079
	37:A>G
	TGCAGCGCCGCTTTGTTCCTATGTTTAGTACCACACTACTCGGCTAAGAAGGAACCACGCGACTTAAAT
	995079_F AGCGCCGCTTTGTTCCTATG
995079_R TAAGTCGCGTGGTTCCTTCT
	HRM

	5DL_5_1132221
	13:A>C
	TGCAGGCGACCAAACAACGTGCAAAATATGACCTAGAGCGTGCATACCCTTAAACAGGAGCCGATCGAG
	1132221_F GCGACCAAACAACGTGCAAA
1132221_R TCGATCGGCTCCTGTTTAAGG
	HRM

	3B_8_1004919
	40:G>C
	TGCAGCCCGAACCCGCGCTCGTAGTACCCGAGGTAGGGGAGGCCGTCGGTGCAGTGGACCTGGAACCCG
	1004919_F GAACCCGCGCTCGTAGTA
1004919_R GGGTTCCAGGTCCACTGC
	

	7AL_11_1000256
	61:G>C
	TGCAGGATAGCTGCATGATTTCAGCGTGAATTAAGAATACTTCCATGTTGAAAATACACAGGTGTAGTA
	1000256_F CAGGATAGCTGCATGATTT
1000256_R CTACACCTGTGTATTTTCAAC
	ASA, HRM

	7AS_5_996562
	38:T>A
	TGCAGCTTGACCTGCATGAACAAGAACTACTCCATAATTGGTGTGGTTGAGCATCATGGACGCTGATGA
	996562_F TGCAGCTTGACCTGCATGA
996562_R CGTCCATGATGCTCAACCAC
	

	2S_6_1004051
	24:G>C
	TGCAGAGAGGTGTAAGCAGGCGAAGAGGAGGACGGGGAGGAGGAGCTGCTGCG CGCTGCCTGTGCAAGC
	1004051_F CAGAGAGGTGTAAGCAGGCG
1004051_R AGGCAGCGCGCAGCAT
	

	7AL_9_991666
	14:C>G
	TGCAGCTGCACACACTACAAACACATCAGGATCTCCAAATAAGCGCTGTTCTGGATTGAAAAAAGACCC
	
	Nie testowane

	4AL_10_2289637
	27:G>A
	TGCAGCTAGCAAAGAAGAATAACTTCAGCCTTGATCAGCAGAAACCAAATGATGAAGCTACTGTCGACA
	4AL_2289637_F TGCAGCTAGCAAAGAAGAAT
4AL_2289637_R TGTCGACAGTAGCTTCATCA
	

	7AL_9_992498
	66:C>T
	TGCAGAGACACTCTGCGAAATTTGTCAGTTTGGCCGAAGCTGAAGATATCCAATGGAGTCATGTAGCGT
	
	Nie testowane


Tabela. 5. Wynik wstępnych testów wybranych markerów z wyznaczonymi temperaturami topnienia odpowiadającymi obecności Tm(1) lub braku mutacji Tm(0).
	Marker
	Lokalizacja
	Zgodność z segregacją 
	Tm(0)
	Tm(1)

	1096661
	2BL
	-
	
	

	1004051
	2S
	-
	
	

	1001319
	3B
	+
	84.7,-
	81

	1004919
	3B
	+
	-
	82

	1862863
	3B
	+
	77.8,-
	78

	1093756
	4AL
	-
	
	

	2289637
	4AL
	+
	75
	>76

	992558
	4AL
	+
	83
	-

	1109310
	5AL
	-
	
	

	1049342
	5DL
	+
	76
	>76

	1132221
	5DL
	-
	
	

	1000256
	7AL
	-
	
	

	1020699
	7AL
	-
	
	

	1113515
	7AL
	-
	
	

	1218818
	7AL
	+
	80
	<79.4

	995079
	7AL
	+
	78
	<77.8

	985161
	7AS
	+
	78
	77

	996562
	7AS
	-
	
	

	1126398
	7L
	+
	72
	-

	1144554
	7L
	-
	
	

	1233596
	7AL
	-
	
	

	1233596
	7AL
	-
	
	

	1091724
	7AS
	-
	
	

	1091724
	7AS
	-
	
	


Tabela 6. Porównanie segregacji markerów DArTseq z markerami HRM.
	 Marker
	Lokalizacja
	Liczba porównań
	Zgodne
	Tm1
	Tm2

	1004919
	3B
	67
	57
	85.3-86.0
	86.1-86.4

	1862863
	3B
	79
	74
	81.9-82.4
	81.5-81.8

	2289637
	4AL
	90
	89
	79.5-80.4
	79.0-79.4

	992558
	4AL
	60
	48
	86.3-85.3
	86.4-86.9

	1049342
	5DL
	69
	67
	80.2-80.8
	80.1-79.4

	1218818
	7AL
	80
	73
	83.7-84.4
	84.5-84.6

	995079
	7AL
	81
	77
	81.4-82.0
	82.1-82.3

	985161
	7AS
	83
	83
	82.3-82.9
	81.4-81.9

	1126398
	7L
	76
	67
	75.9-76.2
	76.4


Zadanie 3. Identyfikacja wirusów w materiałach 

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. 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. Pomimo powtarzania oznaczeń nie udało się wykryć wirusa BYDV w badanym materiale. Dlatego też przeprowadzono dodatkowe analizy ze starterami specyficznymi dla wirusa karłowatości pszenicy (WDV, wheat dwarf virus)
. Występowanie wirusa WDV stwierdzono w 9 próbkach z Antonin i 8 z Strzelec i Kobierzyc (Fot. 2). 
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Fot.2. Detekcja wirusa WDV w karłowych roślinach pochodzących z Antonin (A), Strzelec (S) i Kobierzyc (K).
W celu identyfikacji izolatów wirusa wykorzystano materiał zabezpieczony w 2012 roku. Sekwencjonowanie wykonano dla 4 kolonii uzyskanych po klonowaniu bakteryjnym produktów RT-PCR ze starterami Lu1-4 i Shu-Yan na roślinie karłowej pochodzącej ze Antonin. Na każdej próbie wykonano reakcję z dwoma flankującymi starterami. Podobne próby sekwencjonowania wykonane na 10 koloniach reprezentujących 5 próbek, w których wykryto WDV, nie zakończyły się sukcesem a uzyskane sekwencje nie wykazywała podobieństwa do wirusa tylko do fragmentów genomu pszenicy zwyczajnej lub elementów plazmidów. Sekwencje analizowano w programie Sequencing Analysis Software V5.4 (Applied Biosystems) a następnie składano w programie CLC Main Workbench 6.7.1. Analizy BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Sekwencje wirusa kodujące fragment białka płaszcza BYDV (Aneks) uzyskano po raz pierwszy w kraju i uzyskane sekwencje należały do izolatów typu PAV i PAS (Fig 1.). Polskie izolaty były najbliżej spokrewnione z amerykańskimi (co może być wynikiem zrealizowanego w USA programu sekwencjonowania genomu wirusa BYDV).
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Rys. 1. Wzajemne zależności pomiędzy sekwencjami kodującymi białko płaszcza. 
Zadanie 4. Prowadzenie doświadczenia porównawczego w wybranych lokalizacjach

W 2012 roku 94 linie stanowiące materiał wyjściowy w hodowli pszenicy zwyczajnej zostało ocenionych pod kątem objawów rdzy brunatnej w trzech miejscowościach (Tabela 7). Badane genotypy cechowały się wysoką zmiennością pod względem krzywej rozwoju rdzy brunatnej. Wartości skośności wskazują, że rozkład zmienności cech Lr_AUDPC w Krzeczowicach i Henrykowie istotnie odbiegał od normalnego.
Tabela 7. Zmienność wybranych cech w populacji 94 linii ocenianych w larach 2012-2013 w trzech lokalizacjach – Henryków (H), Krzeczowice (K) i Kobierzyce (O).

	Cecha
	Miejscowość
	Średnia
	Min
	Maks
	Skośność

	Lr_AUDPC
	H-13
	267.0
	20.2
	997.2
	1.25

	
	K-13
	278.4
	40.3
	969.8
	1.29

	
	O-13
	611.2
	21.7
	1336.7
	0.03

	
	K-12
	886.7
	62.0
	2306.6
	0.27

	Kłoszenie
	H-13
	160.0
	156.0
	165.0
	0.54

	
	K-13
	155.5
	150.0
	158.0
	-1.10

	
	O-13
	160.4
	156.0
	165.0
	-0.09

	Wysokość
	H-13
	95.6
	75.0
	108.0
	-0.60

	
	K-13
	74.7
	52.0
	97.0
	0.09

	
	O-13
	92.3
	74.0
	107.0
	0.09

	Mączniak
	H-13
	7.1
	5.0
	8.0
	-0.57

	
	K-13
	7.5
	4.0
	9.0
	-0.49

	
	K-12
	7.1
	4.0
	9.0
	-0.04

	Wyleganie
	K-13
	8.3
	5.0
	9.0
	-1.54

	Zimotrwałość
	K-13
	7.7
	6.0
	9.0
	-0.71

	Septorioza kłosa
	K-13
	6.5
	4.0
	8.0
	-0.37

	Septorioza liści
	O-13
	5.1
	2.0
	9.0
	0.18

	Plamistość
	K-13
	5.4
	3.0
	7.0
	-0.10

	Fuzarioza kłosa
	H-13
	7.0
	5.0
	8.0
	-0.27

	Fuzarioza liści
	H-13
	6.9
	6.0
	8.0
	0.05


W przypadku materiałów tolerancyjnych na BYDV, porównano zmiany plonu z mikrodoświadczeń prowadzonych w warunkach bez środków ochrony na mszyce i z zastosowaniem tych środków w lokalizacjach wybranych na podstawie zmiennych populacji izolatów BYDV (Strzelce i Smolice). Doświadczenia założono dla 83 genotypów. Analiza w układzie jednoczynnikowym pozwoliła stwierdzić, że genotypy chronione plonowały istotnie (p=0.029) wyżej niż kontrolne (średnio 1.08 vs 1.04 kg/poletko). Natomiast analiza dwuczynnikowa z uwzględnieniem markerów i oprysku nie wykazała istotnych różnic pomiędzy genotypami.
197 i 44 genotypy różniące się pod względem występowania genu Lr19 zostały ocenione pod kątem nasilenia objawów rdzy brunatnej w niezależnych doświadczeniach i stwierdzono, że grupa genotypów z markerem była odporna (ocena średnia 7.2 i 7), natomiast grupa linii bez markera była wrażliwa (średnio 3.7 i 3.6). Pod względem plonowania obie grupy nie różniły się istotnie w obu doświadczeniach, natomiast 10 linii z genem Lr19 plonowało powyżej (0.5-14.4%) wzorca KWS Ozon.
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) identyfikacja dodatkowych efektywnych genów odporności na P.recondita w polskich materiałach hodowlanych, c) określenie jakie patotypy wirusa BYDV 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 445 genotypach pochodzących ze Strzelec, z Choryni lub Kobierzyc. Określono czułość oznaczenia SCS265/253 do wykrywania alleli odpornych i wrażliwych w mieszaninach próbek. Zgodnie z przeprowadzonymi badaniami stwierdzono, że efektywne geny odporności w warunkach południowej Polski zlokalizowane są na chromosomach 2BL (Lr50 z T. timopheevii subsp. armeniacum lub Lr58 z Ae. triuncialis), 3B (Lr27+Sr2), 4AL (Lr28 z Ae. speltoides), 5DL (Lr1) i 7AS (Lr47 z Ae. speltoides).

W wyniku przeprowadzonych badań stwierdzono, że w roku 2013 przyczyną karłowatości wszystkich badanych roślin pochodzących z Kobierzyc, Strzelec i Antonin był wirus WDV. Analiza sekwencji wirusa BYDV wyizolowanego z rośliny z Antonin pozwoliła stwierdzić, że za infekcję odpowiedzialne były izolaty PAV i PAS wykazujące dużą homologię sekwencji do izolatów z USA, Nowej Zelandii, Francji i Niemiec.
7. 
Najważniejsze osiągnięcia
· Identyfikacja genotypów z genami Lr19 i Bdv2 w materiałach pochodzących ze Strzelec, Choryni i Kobierzyc.
· Identyfikacja markerów GBS zasocjowanych z odpornością na P.recondita i konwersja markerów na system wyznaczania temperatur topnienia o wysokiej rozdzielczości
· Identyfikacja polskich izolatów PAV i PAS wirusa BYDV
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.

Tyrka M., Ciura J., Szeliga M. Optymalizacja systemu selekcji genotypów pszenicy zwyczajnej z translokacją ‘pontin’. Folia Pomeranae Universitatis Technologiae Stetinensis. 
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 ze Strzelec. Liczbowe oznaczenia alleli oznaczają wielkość markerów w parach zasad; na – próbka nie oznaczona, hetero/homo oznacza obecność genu w stanie homo- lub heterozygotycznym.
	Nr próbki
	AG15
	SCS
	Bdv2/Lr19
	
	Nr próbki
	AG15
	SCS
	Bdv2/Lr19

	1
	1
	12
	hetero
	
	46
	1
	2
	homo

	2
	1
	12
	hetero
	
	47
	1
	2
	homo

	3
	0
	1
	-
	
	48
	1
	2
	homo

	4
	1
	12
	hetero
	
	49
	1
	2
	homo

	5
	1
	2
	homo
	
	50
	1
	2
	homo

	6
	1
	12
	hetero
	
	51
	1
	2
	homo

	7
	1
	2
	homo
	
	52
	1
	2
	homo

	8
	1
	2
	homo
	
	53
	1
	2
	homo

	9
	1
	2
	homo
	
	54
	1
	2
	homo

	10
	1
	2
	homo
	
	55
	1
	2
	homo

	11
	1
	2
	homo
	
	56
	1
	2
	homo

	12
	1
	2
	homo
	
	57
	1
	2
	homo

	13
	1
	12
	hetero
	
	58
	1
	2
	homo

	14
	1
	2
	homo
	
	59
	1
	2
	homo

	15
	1
	2
	homo
	
	60
	1
	2
	homo

	16
	1
	12
	hetero
	
	61
	1
	2
	homo

	17
	1
	12
	hetero
	
	62
	1
	2
	homo

	18
	1
	2
	homo
	
	63
	1
	2
	homo

	19
	1
	2
	homo
	
	64
	1
	2
	homo

	20
	1
	12
	hetero
	
	65
	1
	2
	homo

	21
	1
	2
	homo
	
	66
	1
	2
	homo

	22
	1
	2
	homo
	
	67
	1
	2
	homo

	23
	1
	2
	homo
	
	68
	1
	2
	homo

	24
	1
	12
	hetero
	
	69
	1
	2
	homo

	25
	1
	2
	homo
	
	70
	1
	2
	homo

	26
	1
	2
	homo
	
	71
	1
	2
	homo

	27
	1
	12
	hetero
	
	72
	1
	2
	homo

	28
	1
	12
	hetero
	
	73
	1
	2
	homo

	29
	1
	12
	hetero
	
	74
	1
	2
	homo

	30
	1
	12
	hetero
	
	75
	1
	2
	homo

	31
	0
	1
	-
	
	76
	1
	2
	homo

	32
	1
	12
	hetero
	
	77
	1
	2
	homo

	33
	0
	1
	-
	
	78
	1
	2
	homo

	34
	1
	2
	homo
	
	79
	1
	2
	homo

	35
	1
	12
	hetero
	
	80
	1
	2
	homo

	36
	0
	1
	-
	
	81
	1
	2
	homo

	37
	0
	1
	-
	
	82
	1
	2
	homo

	38
	1
	12
	hetero
	
	83
	1
	2
	homo

	39
	1
	2
	homo
	
	84
	1
	2
	homo

	40
	1
	12
	hetero
	
	85
	1
	2
	homo

	41
	1
	2
	homo
	
	86
	1
	2
	homo

	42
	1
	2
	homo
	
	87
	1
	2
	homo

	43
	1
	2
	homo
	
	88
	1
	2
	homo

	44
	1
	2
	homo
	
	89
	1
	2
	homo

	45
	1
	2
	homo
	
	90
	1
	2
	homo


Tabela S1. Szczegółowe wyniki oznaczeń genów Lr19 i Bdv2 na materiałach ze Strzelec – kontynuacja.
	Nr próbki
	AG15
	SCS
	Bdv2/Lr19
	
	Nr próbki
	AG15
	SCS
	Bdv2/Lr19

	91
	1
	2
	homo
	
	140
	1
	12
	hetero

	92
	1
	2
	homo
	
	141
	1
	12
	hetero

	93
	1
	2
	homo
	
	142
	1
	12
	hetero

	94
	1
	2
	homo
	
	143
	1
	12
	hetero

	95
	1
	2
	homo
	
	144
	1
	12
	hetero

	96
	1
	2
	homo
	
	145
	1
	12
	hetero

	97
	1
	2
	homo
	
	146
	1
	12
	hetero

	98
	1
	2
	homo
	
	147
	0
	1
	-

	99
	1
	2
	homo
	
	148
	1
	12
	hetero

	100
	1
	2
	homo
	
	149
	0
	1
	-

	101
	1
	2
	homo
	
	150
	1
	12
	hetero

	102
	1
	2
	homo
	
	151
	0
	1
	-

	103
	1
	2
	homo
	
	152
	0
	1
	-

	104
	1
	2
	homo
	
	153
	0
	1
	-

	105
	1
	2
	homo
	
	154
	1
	12
	hetero

	106
	1
	2
	homo
	
	155
	0
	1
	-

	107
	1
	2
	homo
	
	156
	0
	1
	-

	108
	1
	2
	homo
	
	157
	0
	1
	-

	109
	1
	2
	homo
	
	158
	1
	12
	hetero

	110
	1
	2
	homo
	
	159
	1
	12
	hetero

	111
	1
	2
	homo
	
	160
	1
	12
	hetero

	112
	1
	2
	homo
	
	161
	1
	12
	hetero

	113
	0
	1
	-
	
	162
	1
	1
	-

	114
	0
	1
	-
	
	163
	1
	1
	-

	115
	0
	1
	-
	
	164
	1
	12
	hetero

	116
	0
	1
	-
	
	165
	1
	12
	hetero

	117
	1
	12
	hetero
	
	166
	1
	1
	-

	118
	1
	12
	hetero
	
	167
	1
	12
	hetero

	119
	1
	12
	hetero
	
	168
	1
	12
	hetero

	120
	1
	12
	hetero
	
	169
	1
	12
	hetero

	121
	1
	12
	hetero
	
	170
	1
	12
	hetero

	122
	1
	12
	hetero
	
	171
	1
	2
	homo

	123
	1
	12
	hetero
	
	172
	1
	12
	hetero

	124
	1
	12
	hetero
	
	173
	1
	12
	hetero

	125
	1
	12
	hetero
	
	174
	1
	12
	hetero

	126
	1
	12
	hetero
	
	175
	1
	12
	hetero

	127
	1
	12
	hetero
	
	176
	1
	12
	hetero

	128
	1
	12
	hetero
	
	177
	1
	12
	hetero

	129
	1
	2
	homo
	
	178
	1
	12
	hetero

	130
	1
	12
	hetero
	
	179
	1
	12
	hetero

	131
	1
	12
	hetero
	
	180
	1
	12
	hetero

	132
	1
	12
	hetero
	
	181
	1
	1
	-

	133
	1
	12
	hetero
	
	182
	1
	12
	hetero

	134
	1
	12
	hetero
	
	183
	1
	12
	hetero

	135
	1
	12
	hetero
	
	184
	1
	2
	homo

	136
	1
	2
	homo
	
	185
	1
	12
	hetero

	137
	1
	12
	hetero
	
	186
	1
	12
	hetero

	138
	1
	12
	hetero
	
	187
	0
	1
	-

	139
	1
	12
	hetero
	
	188
	0
	1
	-


Tabela S1. Szczegółowe wyniki oznaczeń genów Lr19 i Bdv2 na materiałach ze Strzelec – kontynuacja

	Nr próbki
	AG15
	SCS
	Bdv2/Lr19
	
	Nr próbki
	AG15
	SCS
	Bdv2/Lr19

	189
	1
	12
	hetero
	
	217
	1
	12
	hetero

	190
	0
	1
	-
	
	218
	1
	12
	hetero

	191
	1
	12
	hetero
	
	219
	1
	12
	hetero

	192
	0
	1
	-
	
	220
	1
	12
	hetero

	193
	1
	12
	hetero
	
	221
	1
	12
	hetero

	194
	1
	12
	hetero
	
	222
	1
	12
	hetero

	195
	1
	12
	hetero
	
	223
	1
	12
	hetero

	196
	1
	12
	hetero
	
	224
	1
	12
	hetero

	197
	1
	12
	hetero
	
	225
	1
	12
	hetero

	198
	1
	12
	hetero
	
	226
	1
	12
	hetero

	199
	1
	12
	hetero
	
	227
	1
	12
	hetero

	200
	1
	12
	hetero
	
	228
	1
	12
	hetero

	201
	1
	12
	hetero
	
	229
	1
	12
	hetero

	202
	1
	12
	hetero
	
	230
	1
	12
	hetero

	203
	1
	12
	hetero
	
	231
	1
	12
	hetero

	204
	1
	12
	hetero
	
	232
	1
	12
	hetero

	205
	1
	12
	hetero
	
	233
	1
	12
	hetero

	206
	1
	12
	hetero
	
	234
	1
	12
	hetero

	207
	1
	12
	hetero
	
	235
	1
	12
	hetero

	208
	1
	12
	hetero
	
	236
	1
	12
	hetero

	209
	1
	12
	hetero
	
	237
	1
	12
	hetero

	210
	1
	12
	hetero
	
	238
	1
	12
	hetero

	211
	1
	12
	hetero
	
	239
	1
	12
	hetero

	212
	1
	12
	hetero
	
	240
	1
	12
	hetero

	213
	1
	12
	hetero
	
	241
	1
	12
	hetero

	214
	1
	12
	hetero
	
	242
	1
	12
	hetero

	215
	1
	12
	hetero
	
	243
	1
	12
	hetero

	216
	1
	12
	hetero
	
	
	
	
	


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

	49
	0
	1
	-
	
	101
	0
	1
	-

	50
	0
	1
	-
	
	102
	0
	1
	-

	51
	1
	12
	hetero
	
	103
	0
	1
	-

	52
	1
	12
	hetero
	
	104
	0
	1
	-

	53
	1
	12
	hetero
	
	105
	0
	1
	-

	54
	1
	12
	hetero
	
	106
	0
	1
	-

	55
	1
	2
	homo
	
	107
	0
	1
	-

	56
	1
	12
	hetero
	
	108
	0
	1
	-

	57
	1
	12
	hetero
	
	109
	0
	1
	-

	58
	1
	2
	homo
	
	110
	0
	1
	-

	59
	0
	1
	-
	
	111
	0
	1
	-

	60
	1
	2
	homo
	
	112
	n
	1
	-

	61
	1
	2
	homo
	
	113
	0
	1
	-

	63
	1
	2
	homo
	
	114
	n
	1
	-

	64
	1
	2
	homo
	
	115
	0
	1
	-

	65
	1
	12
	hetero
	
	116
	0
	1
	-

	66
	1
	12
	hetero
	
	117
	n
	1
	-

	67
	1
	12
	hetero
	
	118
	0
	1
	-

	68
	1
	2
	homo
	
	119
	0
	n
	-

	69
	1
	2
	homo
	
	120
	0
	1
	-

	70
	1
	12
	hetero
	
	121
	n
	1
	-

	71
	1
	2
	homo
	
	122
	0
	1
	-

	72
	1
	2
	homo
	
	123
	0
	1
	-

	73
	1
	12
	hetero
	
	124
	0
	1
	-

	74
	0
	1
	-
	
	125
	0
	1
	-

	75
	1
	2
	homo
	
	126
	n
	1
	-

	77
	1
	2
	homo
	
	127
	n
	1
	-

	79
	1
	2
	homo
	
	128
	0
	1
	-

	80
	1
	12
	hetero
	
	129
	0
	1
	-

	81
	1
	2
	homo
	
	130
	0
	n
	-

	82
	1
	2
	homo
	
	131
	n
	1
	-

	83
	n
	1
	-
	
	132
	n
	n
	n

	84
	0
	1
	-
	
	133
	0
	1
	-

	85
	n
	1
	-
	
	134
	0
	1
	-

	86
	n
	1
	-
	
	135
	0
	1
	-

	87
	n
	1
	-
	
	136
	0
	n
	-

	88
	0
	1
	-
	
	137
	0
	1
	-

	89
	n
	1
	-
	
	138
	0
	1
	-

	90
	0
	1
	-
	
	139
	0
	1
	-

	91
	n
	1
	-
	
	140
	0
	1
	-

	92
	0
	1
	-
	
	141
	0
	1
	-

	93
	0
	1
	-
	
	142
	0
	1
	-

	94
	0
	1
	-
	
	143
	0
	1
	-

	95
	0
	1
	-
	
	144
	0
	1
	-

	96
	0
	1
	-
	
	145
	n
	1
	-

	97
	0
	1
	-
	
	146
	0
	1
	-

	98
	0
	1
	-
	
	147
	0
	1
	-

	99
	0
	1
	-
	
	148
	0
	1
	-

	100
	1
	12
	hetero
	
	149
	0
	1
	-

	
	
	
	
	
	150
	n
	1
	-


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

	Nr próbki
	AG15
	SCS
	Bdv2/Lr19
	
	Nr próbki
	AG15
	SCS
	Bdv2/Lr19

	1
	1
	2
	homo
	
	51
	1
	2
	homo

	2
	1
	2
	homo
	
	52
	1
	2
	homo

	3
	1
	2
	homo
	
	53
	1
	2
	homo

	4
	1
	2
	homo
	
	54
	1
	2
	homo

	5
	1
	2
	homo
	
	55
	1
	2
	homo

	6
	1
	2
	homo
	
	56
	1
	2
	homo

	7
	1
	2
	homo
	
	57
	1
	2
	homo

	8
	1
	2
	homo
	
	58
	1
	2
	homo

	9
	1
	2
	homo
	
	59
	1
	2
	homo

	10
	1
	2
	homo
	
	60
	1
	2
	homo

	11
	1
	2
	homo
	
	61
	1
	2
	homo

	12
	0
	1
	-
	
	62
	1
	2
	homo

	13
	1
	2
	homo
	
	63
	1
	2
	homo

	14
	1
	2
	homo
	
	64
	1
	2
	homo

	15
	1
	2
	homo
	
	65
	0
	2
	homo

	16
	1
	2
	homo
	
	66
	1
	2
	homo

	17
	1
	2
	homo
	
	67
	1
	2
	homo

	18
	1
	2
	homo
	
	68
	1
	2
	homo

	19
	1
	2
	homo
	
	69
	1
	2
	homo

	20
	1
	2
	homo
	
	70
	1
	2
	homo

	21
	1
	2
	homo
	
	71
	1
	2
	homo

	22
	1
	2
	homo
	
	72
	1
	2
	homo

	23
	1
	2
	homo
	
	73
	1
	2
	homo

	24
	1
	2
	homo
	
	74
	1
	2
	homo

	25
	1
	2
	homo
	
	75
	1
	2
	homo

	26
	1
	2
	homo
	
	76
	1
	2
	homo

	27
	1
	2
	homo
	
	77
	1
	2
	homo

	28
	1
	2
	homo
	
	78
	1
	2
	homo

	29
	1
	2
	homo
	
	79
	1
	2
	homo

	30
	1
	2
	homo
	
	80
	1
	2
	homo

	31
	1
	2
	homo
	
	81
	1
	2
	homo

	32
	1
	2
	homo
	
	82
	1
	2
	homo

	33
	1
	2
	homo
	
	83
	1
	2
	homo

	34
	1
	2
	homo
	
	84
	1
	2
	homo

	35
	1
	2
	homo
	
	85
	1
	2
	homo

	36
	1
	2
	homo
	
	86
	1
	2
	homo

	37
	1
	2
	homo
	
	87
	1
	2
	homo

	38
	1
	2
	homo
	
	88
	1
	2
	homo

	39
	1
	2
	homo
	
	89
	1
	2
	homo

	40
	1
	2
	homo
	
	90
	1
	2
	homo

	41
	1
	2
	homo
	
	91
	1
	2
	homo

	42
	1
	2
	homo
	
	92
	1
	2
	homo

	43
	1
	2
	homo
	
	93
	1
	2
	homo

	44
	1
	2
	homo
	
	94
	1
	2
	homo

	45
	1
	2
	homo
	
	95
	1
	2
	homo

	46
	1
	2
	homo
	
	96
	1
	2
	homo

	47
	1
	2
	homo
	
	97
	1
	2
	homo

	48
	1
	2
	homo
	
	98
	1
	2
	homo

	49
	1
	2
	homo
	
	99
	1
	2
	homo

	50
	1
	2
	homo
	
	100
	1
	2
	homo


Tabela S3. Szczegółowe wyniki oznaczeń genów Lr19 i Bdv2 na materiałach z Choryni – kontynuacja.
	nr próbki
	AG15
	SCS
	Bdv2/Lr19
	
	nr próbki
	AG15
	SCS
	Bdv2/Lr19

	101
	1
	2
	homo
	
	152
	1
	2
	homo

	102
	1
	2
	homo
	
	153
	1
	12
	hetero

	103
	1
	2
	homo
	
	154
	1
	2
	homo

	104
	1
	2
	homo
	
	155
	1
	2
	homo

	105
	1
	2
	homo
	
	156
	1
	2
	homo

	106
	1
	2
	homo
	
	157
	1
	2
	homo

	107
	1
	2
	homo
	
	158
	1
	2
	homo

	108
	1
	2
	homo
	
	159
	1
	2
	homo

	109
	1
	2
	homo
	
	160
	1
	2
	homo

	110
	1
	2
	homo
	
	161
	1
	12
	hetero

	111
	1
	2
	homo
	
	162
	1
	2
	homo

	112
	1
	2
	homo
	
	163
	1
	12
	hetero

	113
	1
	2
	homo
	
	164
	1
	2
	homo

	114
	1
	2
	homo
	
	165
	1
	2
	homo

	115
	1
	2
	homo
	
	166
	1
	2
	homo

	116
	1
	2
	homo
	
	167
	1
	12
	hetero

	117
	1
	2
	homo
	
	168
	1
	12
	hetero

	118
	1
	2
	homo
	
	169
	1
	2
	homo

	119
	1
	2
	homo
	
	170
	1
	12
	hetero

	120
	1
	2
	homo
	
	171
	1
	2
	homo

	121
	1
	2
	homo
	
	172
	1
	2
	homo

	122
	1
	2
	homo
	
	173
	1
	2
	homo

	123
	1
	2
	homo
	
	174
	1
	12
	hetero

	124
	1
	2
	homo
	
	175
	1
	2
	homo

	125
	1
	2
	homo
	
	176
	1
	12
	hetero

	126
	1
	2
	homo
	
	177
	1
	12
	hetero

	127
	1
	2
	homo
	
	178
	1
	12
	hetero

	128
	1
	2
	homo
	
	179
	1
	2
	homo

	129
	1
	2
	homo
	
	180
	1
	2
	homo

	130
	1
	2
	homo
	
	181
	1
	2
	homo

	131
	1
	2
	homo
	
	182
	1
	12
	hetero

	132
	1
	2
	homo
	
	183
	1
	12
	hetero

	133
	1
	2
	homo
	
	184
	1
	12
	hetero

	134
	1
	12
	hetero
	
	185
	1
	12
	hetero

	135
	1
	2
	homo
	
	186
	1
	12
	hetero

	136
	1
	2
	homo
	
	187
	1
	2
	homo

	137
	1
	2
	homo
	
	188
	1
	12
	hetero

	138
	1
	2
	homo
	
	189
	1
	12
	hetero

	139
	0
	2
	homo
	
	190
	1
	2
	homo

	140
	1
	2
	homo
	
	191
	1
	2
	homo

	141
	1
	12
	hetero
	
	192
	1
	2
	homo

	142
	1
	2
	homo
	
	193
	0
	1
	-

	143
	1
	12
	hetero
	
	194
	0
	1
	-

	144
	1
	2
	homo
	
	195
	0
	1
	-

	145
	1
	12
	hetero
	
	196
	1
	2
	homo

	146
	1
	12
	hetero
	
	197
	1
	12
	hetero

	147
	1
	12
	hetero
	
	198
	1
	2
	homo

	148
	1
	12
	hetero
	
	199
	1
	2
	homo

	149
	1
	2
	homo
	
	200
	1
	2
	homo

	150
	1
	2
	homo
	
	201
	1
	2
	homo

	151
	1
	12
	hetero
	
	202
	1
	2
	homo

	
	
	
	
	
	203
	1
	2
	homo


Fragmenty sekwencji wirusa BYDV występującego w próbce z Antonin.
>BYDV_Shu_Yan_kol8

aagagtgtgaaaggtgacgactccacatctgcattcaatcctcctctccattccggagaacaactcgcAAAACGAATATTAATTACCAAATCTTAGCCGGGTTTGGGATAGGGTTTATAGTAAGTATTCCCTGTACATTAGCTCTCACGTACTTTATTTACAATAAAGTTTCAGACACCACTAGAGAGGTGGTGAATGAATTCAGTAGGCCGTAGAGGACCTAGACGAGCAAATCAAAATGGCCCAAGAAGGCGGCGCCGTAGAGCAATTCGGCCAGTGGTTGTGGTCCAACCCAATCGAGCAGGACCCAGACGACGAAATGGTCGACGCGCAGGAAGAAGAGGGCCAGATTCTATACCTGGATCAGCAGGCAGGACTGAGGTATTCATATTCTCAGTCGACAACCTTAAAGCCAACTCTTCCGGGACAATCAAATTCGGCCCCAGTCTATCGCAATGCCCAGCGCTTTCAGACGGAATACTTAAGTCCTACCACCGTTACAAGATCACAAGTATCCGTGTTGAGTTTAAGTCACACGCGTCCGCAACTACGGCCGGGCGCTATCTTTATTGAACTCGACACCGCGTGCAAACAATCAGCCCTAGGTAGCTACATTAATTCCTTCACAATCAGCAGGACCGCCTCAAAGGTCTTCAGAGCCGAAGCGATTAACGGGAAGGAATTCCAGGAATCAACGATAGACCAGTTCTGGATGctctacaaggccaatggaaccaccactgacacggcaggcacaattcatgatcacgatgagtgtcagtaatgacgca
> BYDV_Shu_Yan_kol11

cgactccacatctgcaatcaaTACTGCTTTCCATACCGGAAAACCACTCACAAAACGAATATTAATTACCAAATCTTAGCTGGGTTTGGGATAGGGTTCATAGTTAGTATACCCTGTACATTAGCTCTCGCGTACTTTATTTACAATAAAGTTTCAGACACCACTAGAGAGGTGGTGAATGAATTCAGTAGGCCGTAGAGGACCTAGACGCGCAAATCAAAATGGCACAAGAAGGCGGCGCCGTAGAGCAATTCGGCCAGTGGTTGTGGTCCAACCCAATCGAGCAGGACCCAGACGACGAAATGGTCGACGCGCAGGAAGAAGAGGGCCAGATTCTATACCTGGATCAGCAGGCAGGACTGAGGTATTCATATTCTCAGTCGACAACCTTAAAGCCAACTCTTCCGGGACGATCAAATTCGGTCCCAGTCTATCGCAATGCCCAGCGCTTTCAGACGGAATACTTAAGTCCTACCACCGTTACAAGATCACAAGTATCCGTGTTGAGTTTAAGTCACACGCGTCCGCAACTACGGCCGGCGCTATCTTTATTGAACTCGACACCGCGTGCAAACAATCAGCCCTGGGTAGCTACATTAATTCCTTCACAATCAGCAGGACCGCCTCAAAGGTCTTCAGAGCCGAAGCGATTAACGGGAAGGAATTCCAGGAATCAACGATAGACCAGTTCTGGATGCTCTACAAGGCCAATGGAACCactactgacacggcaggcacaattcattatcacgatgagtgt
>BYDV_Shu_Yan_kol12

atcctcctctccattccggAGAACAACTCGCAAAACGAATATTAATTACCAAATCTTAGCCGGGTTTGGGATAGGGTTTATAGTAAGTATTCCCTGTACATTAGCTCTCACGTACTTTATTTACAATAAAGTTTCAGACACCACTAGAGAGGTGGTGAATGAATTCAGTAGGCCGTAGAGGACCTAGACGAGCAAATCAAAATGGCCCAAGAAGGCGGCGCCGTAGAGCAATTCGGCCAGTGGTTGTGGTCCAACCCAATCGAGCAGGACCCAGACGGCGAAATGGTCGACGCGCAGGAAGAAGAGGGCCAGATTCTATACCTGGATCAGCAGGCAGGACTGAGGTATTCATATTCTCAGTCGACAACCTTAAAGCCAACTCTTCCGGGACAATCAAATTCGGCCCCAGTCTATCGCAATGCCCAGCGCTTTCAGACGGAATACTTAAGTCCTACCACCGTTACAAGATCACAAGTATCCGTGTTGAGTTTAAGTCACACGCGTCCGCCACTACGTCGGGCGCTATCTTTGTTGAACTCGACACCGCGTGCAAGCAATCAGCCCTGGGTAGCTACATTAATTCCTTCACCATCAGCAAAACTGCCTCCAAAAACTTCAGAGCCGAGGCGATTAATGGGAAGGACTTCCAAGAATCAACGATAGACCAGTTCTGG
> BYDV_Lu1_Lu4

actgacactcatcgtgataatgaattgtsctgccgtgtcagtggtggttccattggccttgtagagcATCCAGAACTGGTCTATCGTTGATTCCTGGTATTCCTTCCCGTTAATCGCTTCGGCTCTGAAGACCTTTGAGGCGGTCCTGCTGATTGTGAAGGAATTAATGTAGCTACCCAGGGCTGATTGTTTGCACGCGGTGTCGAGTTCAATAAAGATAGCGCCGGCCGTAGTTGCGGACGCGTGTGACTTAAACTCAACACGGATACTTGTGATCTTGTAACGGTGGTAGGACTTAAGTATTCCGTCTGAAAGCGCTGGGCATTGCGATAGACTGGGGCCGAATTTGATTGCCCCTGAAGAGTTGGCTTTAAGGTTGTCGACTGAGAATACGAATACCTCAGTCCCGCCTGTTGGTCTAAATacaggatttgccctcctcttcccttgcgtcraccatttcgtcgtctgggtcccgctcgattgggttggaccacaaccactgg
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