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1. WSTEP

Uprawom ro$lin zbozowych zagraza wielu patogenicznych grzybow pochodzenia glebowego,
powodujacych rozlegle straty w agrocenozach. Patogeny poprzez oddziatywanie na gospodarke wodna
i pokarmowa roslin, powoduja obnizenie kondycji ro§lin, wzmozone reakcje na stres biotyczny i wiele
innych oddziatywan, co z kolei przektada si¢ na wielko$¢ oraz jako$¢ uzyskiwanego plonu. Do
patogendéw o wzrastajgcym znaczeniu nalezg grzyby z rodzaju Rhizoctonia, ktore powodujg wicle
problemow w uprawach zboz, zwlaszcza form ozimych (Guo i in. 2005, Hamada 2011, Lemanczyk
i Kwasna 2013). Do najbardziej szkodliwych nalezy Rhizoctonia cerealis (E.P. Hoeven) R.T. Moore
(teleomorfa Ceratobasidium cereale D.l. Murray et Burpee) powodujacy ostra plamisto$¢ oczkows.
Ponadto znaczne straty wsrod upraw wywotuje Rhizoctonia solani J.G. Kithn (teleomorfa
Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk) powodujacy porazenie kietkow, korzeni, todyg réznych
gatunkow roslin, w tym réwniez zb6z.

Skuteczna ochrona ro$lin bazuje obecnie na stosowaniu preparatdéw chemicznych, czesto
w formie zaprawy, aczkolwiek preparaty te nie sg w stanie w pelni zagwarantowa¢ ochrony zar6wno
przed R. cerealis jak i R.solani wuprawach pszenicy i innych ro$lin. Ponadto konwencjonalna
ochrona chemiczna jest metoda nieprzyjazng srodowisku jak rowniez jest krotkotrwata ze wzgledu na
powszechne zjawisko uodparniania si¢ mikroorganizméw na substancje czynne fungicydow. Badania
wielu naukowcow wskazuja na potrzebg pilnego poszukiwania alternatywnych metod ochrony roslin.
Gloéwny nacisk ktadzie si¢ jednak na poszukiwanie uwarunkowan odpornosci pszenicy na patogeny,
co umozliwitoby otrzymanie materiatu, z ktérego mozna by wyhodowaé¢ odmiany charakteryzujace si¢
mniejszg podatnoscig lub nawet odpornoscig na ostrg plamistos¢ oczkowa.

Od wielu lat bada sie zagadnienia odpornosci roslin na patogeny, procesy wnikania patogenow,
sposobdw odbioru i przekazywania informacji/sygnatow o infekcji, proceséw indukcji mechanizmow
obronnych, ich aktywacji oraz przebiegu. Rosliny i patogeny od zawsze pozostawaly w ,,wyscigu
zbrojen” wmysl tzw. ,modelu zygzaka”. Obie grupy organizméw dopasowujg strategie ataku
(patogeny) 1 obrony (rosliny). W toku ewolucji rosliny wypracowaty wiele mechanizmow obronnych
wobec patogendéw oraz szkodnikow pasozytujacych lub zZerujacych na nich. Na skuteczno$é takiego
mechanizmu naktada si¢ caly szereg innych indukowanych reakcji m.in. o podlozu genetycznym
i biochemicznym (Liu i in. 2001, Patkowski 2008). Wtasciwe rozpoznanie patogenu przez rosling
w procesie infekcji jest kluczowe dla efektywnej obrony. Tak samo istotny jest niezaklocony ciag
reakcji informacyjnych oraz indukujacych przeprowadzanych przez receptory roslin.

Najstarszg 1 zarazem najpowszechniej wystepujacg formag odpornosci jest tzw. niegoScinnosé
(ang. nonhost). Zjawisko to wynika z istnienia specyficznych barier, ktore uniemozliwiaja wtargnigcie
patogenu do rosliny. Bariery takie moga wynika¢ z budowy organu roSliny, struktury S$ciany
komorkowej, grubej kutykuli, zawartosci szkodliwych lub odstraszajacych zwigzkow chemicznych,
niewrazliwo$ci na dziatanie toksyn oraz enzymow wydzielanych przez patogeny oraz dziatania
indukowanych mechanizméw obronnych. Patogeny na drodze ewolucji wypracowaly jednak sposoby
przetamywania w/w barier przy uzyciu szeregu mechanizméw. O patogenach takich méwimy jako
o przystosowanych lub zaadaptowanych do danej roé$liny (gospodarza). W odpowiedzi ro$liny
wytworzyly mechanizmy obronne oparte na rozpoznaniu specyficznego czynnika (efektora). Zjawisko
takie nosi nazwe¢ odpornosci indukowanej efektorem ETI (ang. effector triggered immunity).

Wtlasciwe rozpoznanie elicytora, wchodzacego np. w sklad Sciany komodrkowej bakterii lub
grzyba, zapoczatkowuje szereg reakcji, ktore maja na celu zwalczenie patogena probujacego wtargnac
do ustroju rosliny, badz tez uniemozliwi¢ jego dalszg ekspansje. Dziatanie takie opiera si¢ m.in. na
dziataniu pewnych wyspecjalizowanych biatek enzymatycznych znanych jako biatka PR (ang.
pathogenesis related).

2. CEL BADAN

Celem przeprowadzonych badan bylo przetestowanie dostgpnych genotypdw pszenicy pod katem
ich wrazliwosci na grzyby z rodzaju Rhizoctonia, w celu wyselekcjonowania materiatu genetycznego
charakteryzujacego si¢ obnizong podatnoscia, ktory moglby postuzy¢ do ewentualnej hodowli
odpornosciowej. Przeprowadzone badania miaty rowniez na celu scharakteryzowanie relacji roslina-
patogen i rozpoznanie mechanizméw obronnych biorgcych udzial w procesach ograniczania rozwoju
patogenow. Majac na uwadze tak sformutowany cel glowny za cele szczegdtowe przyjeto:



o zweryfikowanie w warunkach polowych i w te$cie bibutowym podatno$ci odmian pszenicy na
porazenie przez R. cerealis i R. solani,

e okreslenie wplywu badanych mikroorganizméw na podstawowe parametry biometryczne
roéznych genotypow pszenicy,

o okreslenie wystepowania 1 aktywnosci wybranych markerow enzymatycznych z grupy
oksydoreduktaz oraz hydrolaz w odpowiedzi na grzyby z rodzaju Rhizoctonia,

o okreslenie zawartosci metabolitow biologicznie aktywnych w procesach obronnych.

3. METODYKA BADAN
3.1. Badania wrazliwos$ci odmian pszenicy prowadzone w warunkach polowych

W latach 2013-2014 i 2016-2017, w warunkach prowokacyjnych ze sztuczng inokulacja,
przeprowadzono doswiadczenie poletkowe dotyczace podatnosci genotypdéw pszenicy (203 odmiany)
na porazenie przez grzyby z rodzaju Rhizoctonia. Doswiadczenie wykonano w Stacji Badawczej
Wydziatu Rolnictwa i Biotechnologii UTP w Mochetku. Przedplon dla pszenicy byt rzepak ozimy. Na
mikropoletka o powierzchni 0,35 m? (0,35 x 1,0 m) wysiewano po 100 niezaprawionych ziarniakow
poszczegbdlnych odmian pszenicy i dodawano po 15 g inokulum R. cerealis (AG-DI) lub R. solani
(AG-5) przygotowanego na autoklawowanym ziarnie prosa. W czasie trwania do$wiadczenia nie
stosowano ochrony fungicydowej.

W celu otrzymania materiatu inokulacyjnego do kolb Erlenmeyera nawazano po 50 g ziaren prosa
po czym zalewano 30 ml wody destylowanej. Nast¢pnie ziarno autoklawowano przez 60 min
w 121°C. Na tak przygotowany material naszczepiano skrawki pozywki PDA przero$nigte grzybnia
testowanych izolatoéw Rhizoctonia (R. cerealis AG-D podgrupa, izolat Ww 542 oraz R. solani AG-5,
izolat Ww 11). Do badan wybrano izolaty Rhizoctonia odznaczajgce si¢ silng wirulencja, pozyskane
z podstawy zdzbel pszenicy ozimej. Inokulum inkubowano przez 3 tygodnie w temp. 20°C do
catkowitego przero$nigcia ziaren prosa grzybnig. Po 7 dniach inkubacji codziennie potrzasano kolbami
w celu rozbicia wigkszych skupisk. Tak przygotowane inokulum zostalo wykorzystane zaréwno
w polowych badaniach prowokacyjnych jak réwniez w badaniach wazonowych.

3.2. Badanie wrazliwosci odmian pszenicy prowadzone w teScie bibulowym

W teécie bibulowym przebadano wrazliwos¢ 162 odmian pszenicy. W tym celu na plytkach
Petriego Anumbra (200x30 mm), wytozonych trzema zwilzonymi (16 ml sterylnej wody) sgczkami
bibuty, naktadano krazki agaru przerosniete grzybnig R. solani lub R. cerealis. Na wylozone krazki
naktadano nast¢pnie podkietkowane (3 dniowe) ziarniaki pszenicy. Po uptywie 10 dni dla R. solani
i 15 dni dla R. cerealis rosliny oceniano pod wzgledem wystepowania objawoéw chorobowych. Oceny
dokonywano na podstawie 5-stopniowej skali bonitacyjnej (O - brak objawow, 4 - silne porazenie).
Uzyskane wyniki poddawano przeliczeniu na indeks chorobowy wedtug przeksztalcenia Townsenda-
Heubergera (1943).

3.3. Badania aktywnosci wybranych markeréw odpornosci

W celu zbadania reakcji genotypéw pszenicy zatozono eksperyment wazonowy.
W doswiadczeniu wykorzystano 5 genotypow pszenicy: Triticum aestivum ssp. aestivum cv. Toras,
Triticum turgidum ssp. durum cv. Karmadur, Triticum aestivum ssp. spelta cv. Rokosz, Triticum
sphaerococcum, Triticum persicum, ktore stanowily pierwszy czynnik do$wiadczalny. W celu
ulatwienia zapisu w niniejszej pracy przyjeto skrocone nazwy gatunkow, odpowiednio: T. aestivum,
T.durum, T. spelta, T.sphaerococcum, T. persicum. Wymienione genotypy roslin pochodzity
z kolekcji genotypoéw roélin Katedry Agronomii Wydziatu Rolnictwa i Biotechnologii UTP. Jako
drugi czynnik zastosowano rézne genotypy grzyboéw z rodzaju Rhizoctonia (R. cerealis AG-DI izolat
Ww 542, R.solani AG-5 izolat Ww 11, R. solani AG-1IC, Rhizoctonia sp. AG-B0). Wszystkie
wykorzystane w badaniach izolaty grzybow pochodzily z kolekcji patogenéw Pracowni Mykologii
Molekularnej, Fitopatologii i Entomologii, WRiB UTP.

Testowane rosliny uprawiano na podtozu sktadajagcym si¢ z substratu torfowego Gramoflor
Profisubstrat i piasku kwarcowego (w proporcji 4 : 1 objetosciowo). Do kazdej doniczki wysiewano
po 20 ziaren pszenicy w 4 powtorzeniach. Wysiane ziarniaki przykrywano warstwg piasku



kwarcowego, na ktory wyktadano inokulum, po 2 g ziarna prosa przerosnigte grzybnig Rhizoctonia.
Nastepnie warstwe z inokulum przykrywano podstawowym substratem glebowym. Doswiadczenie
prowadzono w komorze wzrostowej (fitotronie) w nastepujacych warunkach: fotoperiod 16:8
(dzief/noc), promieniowanie PAR 125 pmol-m?s™, temperatura 20°C w dziefi i w nocy, wilgotnoéé
powietrza minimum 80%.

Ros$liny od momentu wschodéw codziennie liczono i oceniano pod katem wystepowania
ewentualnych objawow chorobowych. Po uptywie 15 dni ro$liny wazono i poddawano ocenie
porazenia w skali 5-stopniowej. Uzyskane wyniki poddawano przeliczeniu na indeks chorobowy
wedtug przeksztatcenia Townsenda-Heubergera (1943). Nastepnie materiat roslinny zabezpieczano do
dalszych analiz poprzez zamrozenie w -80°C.

3.4. Oznaczenia aktywnos$ci wybranych markeréw

Material pochodzacy z doswiadczen fitotronowych wykorzystano do oznaczenia aktywnosci
wybranych markeréw odpornosci. Badanymi markerami byly m.in.: enzymy klasy hydrolaz bioracych
udziat w bezposrednim zwalczaniu patogendw (chitynaz i glukanazy), enzymy z klasy oksydoreduktaz
biorgcych udziat w wybuchu oksydacyjnym oraz utrzymywaniu homeostazy redoks — dysmutaza
ponadtlenkowa. Ekstrakcj¢ biatek PR prowadzono w 50 mM buforze Sorensena o pH 7,0 z dodatkiem
1 M NaCl, 1% PPVP, 1 mM EDTA i 1 mM akorbinianu sodu. Otrzymany ekstrakt traktowano jako
zrédlo biatek cytozolowych, apoplastycznych i jonowo zwigzanych z $ciang komodrkowa.

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) okreslono wedlug metody Beauchampa
i Fiodorovicha (1971), w ktoérej miara aktywno$ci enzymatycznej jest zdolno$¢ do hamowania
fotochemicznej redukcji blekitu tetrazoliowego. Jako jednostke aktywnosci przyjeto reakcje
hamowania redukcji NBT w odniesieniu do probki kontrolnej (050%) zgodnie z definicja
zaproponowang przez McCord i Fridorovich (1969). Aktywnos$¢ enzymow okreslano w przeliczeniu
na 1l g $wiezej masy i 1 mg biatka.

Aktywno$¢ chitynaz (CHI) i B-1,3-glukanaz (GLU) oznaczano zmodyfikowang metoda Abeles
(1970a,b) na podstawie reakcji Millera (1959). Warto$¢ uwolnionych ekwiwalentow glukozy
odczytywano z krzywej wzorcowej w zakresie 20-100 pg. Aktywno$¢ enzymow okreslano
w jednostkach u (1 u =1 nM) w przeliczeniuna 1 h, i 1 g $wiezej masy lub na 1 mg biatka.

Stezenie biatka oznaczono za pomocg metody Bradford (1976). Jako standardu do krzywej
wzorcowej uzyto albuminy wotowej w stezeniu w zakresie 0-50 pg. Zawarto$¢ wolnych cukrow
okreslano wedlug metody DuBois (1956) zmodyfikowanej przez Bacete i in. (2017). Zawarto$¢
wolnych ekwiwalentow glukozy okre$lano na podstawie krzywej kalibracyjnej dla glukozy w zakresie
0-40 pg. Zawarto$¢ wolnych cukréw przeliczano na g Swiezej masy.

3.5. Analizy statystyczne

Otrzymane dane poddano analizie statystycznej wykonanej w MS Excel, programie Statistica
13.3 oraz R Core Team (wersja 4.0.3) znaktadka R Studio. Normalizacje rozkladu danych
empirycznych przeprowadzono za pomoca transformacji Boxa-Coxa. Dla wynikdéw opisujacych
stopien porazenia ro$lin, biomase¢ oraz stopnia relatywnej intensywnosci interakcji, zarowno dla
pojedynczej ro$liny jak i w ujeciu cato$ciowym, aktywnosci chitynaz, [B-1,3-glukanaz, SOD,
zawartosci wolnych cukrow przeprowadzono dwuczynnikowa/dwukierunkowa analize wariancji przy
uzyciu testu post-hoc HSD Tukeya dla poziomu istotnosci p=0,05, w celu wyznaczenia obiektow
istotnie roznych, jak roéwniez istotnosci interakcji miedzy czynnikami. Do obliczen zaleznos$ci
pomiedzy wartosciami indeksow chorobowych dla poszczegélnych odmian pszenicy a testowanym
patogenem oraz zalezno$ci stopnia porazenia pomiedzy poszczegélnymi czeSciami roslin
wykorzystano wspotczynnik korelacji liniowej r-Persona. Wielowymiarowa technika eksploracyjna
sktadowych gtownych PCA (ang. principle component analysis) zostata wykorzystana do wyjasnienia
wielocechowego zréznicowania gatunkdéw pszenicy w odniesieniu do kazdego z badanych patogenow
oraz klasyfikacji odmian pszenicy w ujeciu dwodch pierwszych skladowych. W celu okreslenia
adekwatnosci doboru zmiennych wejsciowych do analizy czynnikowej wykonano test KMO (Kaisera-
Meyera-Olkina). Wykonano analize hierarchiczna metoda K-§rednich w odniesieniu do
przetestowanych genotypéw pszenicy na patogeny R.solani AG-5 i R.cerealis AG-DI
w doswiadczeniach polowych jak i laboratoryjnych - bibutowych. Ilos¢ wymaganych grup (klastrow)



obliczono z zastosowaniem algorytmu ,,Gap statistic”, ,,Wss” i ,,Silhouette”, bootstrap 1000. Znajac
optymalng liczb¢ grup wykonano grupowanie gatunkéw pszenicy o podobnym charakterze w uktadzie
dwuwymiarowym wedtug Kassambara (2017a,b).

4. WYNIKI
4.1. Wrazliwos$¢ genotypow pszenicy na Rhizoctonia okreslana w warunkach polowych

W doswiadczeniu polowym przeprowadzonym w warunkach prowokacyjnych obserwowano
podobienstwa pod wzgledem licznosci przedziatéw indeksu chorobowego (Tabela 1). 17,3% roélin nie
wykazywato jakichkolwiek zmian chorobowych (DI = 0,0%) w kombinacjach z inokulacja R. cerealis
AG-DI, z kolei dla wariantu z inokulacja R. solani AG-5 na 18,6% roslin nie stwierdzono objawow
chorobowych. Podobnie rozktadala si¢ liczno$¢ w przedziatach 0-5% wynoszaca 32,7% dla
R. cerealis i 30,2% dla R. solani. W przedziale liczno$ci indeksu chorobowego 10-15% zdecydowanie
wigcej roslin porazanych bylo przez R. cerealis (17,3%), a w tym samym przedziale 6,9% genotypow
porazonych zostato przez R. solani. Kolejne dwie klasy licznosci reprezentowane byly przez rosliny
inokulowane R. solani, gdzie 9,3% z nich wykazywato porazenie w zakresie 15-20%, 2,3% w zakresie
20-25%, oraz 4,7% w zakresie 25-30%. Maksymalne odnotowane warto$ci indeksu chorobowego
wyniosty 15% dla R. cerealis i 29,2% dla R. solani.

Tabela 1. Liczno$¢ dla indekséw chorobowych [%] obserwowana dla objawow chorobowych powodowanych
przez Rhizoctonia w polowym do$wiadczeniu prowadzonym w warunkach prowokacyjnych w latach 2013-2014
oraz 2016-2017

Klasa R. cerealis AG-DI R. solani AG-5
x<0,0 17,3 18,6
0,0<x<5,0 32,7 30,2
5,0<x<10,0 32,7 27,9
10,0<x<15,0 17,3 6,9
15,0<x<20,0 0,0 9,3
20,0<x<25,0 0,0 2,3
25,0<x<30,0 0,0 4,7
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Rys. 1. Grupowanie hierarchiczne odmian pszenicy w testach polowych metodg K-srednich w formie drzewa
filogenetycznego

Wyniki doswiadczen polowych poddano analizie wiclowymiarowej w postaci grupowania
hierarchicznego metoda K-$rednich (Rys. 1). Testowane odmiany przyporzadkowano do trzech grup
roznigeych si¢ pod wzgledem podatno$ci na R. cerealis AG-DI oraz R. solani AG-5. Grupa 1 zawiera
49 badanych odmian, z kolei grupa 2 zawiera 65 odmian oraz grupa 3, w ktorej znajduja si¢ 29
z badanych odmian pszenicy. W wyniku przeprowadzonej analizy okre$lono dwa wymiary kolejno
odpowiadajace za 39,5% wariancji (wymiar 1) oraz 26,9% wariancji (wymiar 2).

Grupg 1 stanowity rosliny o umiarkowanej podatnosci na patogeny zrodzaju Rhizoctonia.
Dodatkowo grupa ta zlokalizowana jest dodatnio wzgledem wymiaru 2 oraz w duzej mierze ujemnie
wzgledem wymiaru 1. W skltad wymienionej grupy wchodzily takie genotypy jak: Adagio, Alba,



Ambition, Anthus, Batuta, Benatka Kresowa, Blondynka, Bockris, Bogatka, Digger, Galvano, Gecko,
Jenga, Kepler, Kuban, Loyal, Ludwig, Lukullus, Magnatka, Meteor, Mewa, Muza, Nadobna, Nateja,
Olivart, Operetka, Opus, Patras, Platin, Quibon, Rapsodia, Rubens, Rywalka, Sailor, Satyna, Smuga,
Speedway, Sukces, Symfonia, Tacitus, Toras, Trend, Tuereg, Tulecka, Turkis, Turnia, Wybred,
Zawisza i Zyta.

Grupe roslin o najmniejszej podatnosci na badane patogeny zawiera klaster nr 2 zlokalizowany
dodatnio na wymiarze 1 oraz w duzej mierze ujemnie na wymiarze 2. Nalezg tutaj takie odmian jak:
Adequat, Akratos, Akteur, Almari, Altigo, Arkadia, Astoria, Bamberka, Banderola, Baryton, Boomer,
Bystra, Crackin, Dekan, Dorota, Drifter, Elipsa, Estivus, Fidelius, Figura, Flairway, Forkida, Forum,
Fregata, Garantus, lIllico, Julius, Juma, Kampana, Kaspart, Katart, Kobiera, Kobra Plus, Kohelia,
Kolystar, Kranich, Kredo, KWS Dacanto, KWS Magic, KWS Ozon, Legenda, Linus, Meister,
Monsoon, Naridana, Natula, Nutka, Olwin, Ostka Strzelecka, Ostroga, Oxal, Pegassos, Popstar,
Praktik, Profilus, Rockystar, Roma, Rysa, Sakwa, Slade, Szmaragd, Tonacja, Wydma, Wysoko-
Litewka i Zobel.

Najmniej liczng grupe (nr 3) stanowily rosliny podatne na patogeny. Grupa zlokalizowana jest
ujemnie wzgledem obu wymiaréw. Nalezg tutaj takie odmiany jak: Adler, Alcazar, Askalon, Asrtal,
Baletka, Barroko, Bellenus, Brilant, Centenaire, Cubus, Elena, Estero, Expert, Finezja, Flair, Florett,
Global, Henrik, Jantarka, Kobra, Kris, Markiza, Mulan, Muszelka, Rochvord, Samurai, Scor, Skagen,
Torrild.

4.2. Wrazliwo$¢ odmian pszenicy na Rhizoctonia okreslana w tescie bibulowym

Przeprowadzono testy bibutowe (Tabela?2), w ktorych podkietkowane ziarniaki pszenicy
wystawione zostaly na dziatanie R.cerealis AG-DI iR.solani AG-5. Nastepnie oceniano
wystepowanie objawow chorobowych na korzeniach, podstawie pgdu oraz liSciach. Rosliny reagowaty
W zréznicowanym stopniu na zastosowane patogeny.

Tabela 2. Nasilenie objawéw chorobowych (DI w %) powodowanych przez R. cerealis AG-DI i R. solani AG-5
- test bibutowy

R. cerealis AG-DI [%)] R. solani AG-5 [%]

Klasa K . | podstawa | ., . .| podstawa | .., .
orzenie pedu liscie | korzenie pedu liscie

x<0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 8,1
0,0<x<10,0 1,6 0,0 0,0 39,8 0,0 48,0
10,0<x<20,0 7,2 0,0 3,2 46,3 0,0 24,4
20,0<x<30,0 37,6 0,0 6,4 13,8 0,0 11,4
30,0<x<40,0 34,4 0,8 11,2 0,0 1,6 4,1
40,0<x<50,0 16,0 0,8 29,6 0,0 14,6 3,2
50,0<x<60,0 2,4 3,2 23,2 0,0 39,0 0,0
60,0<x<70,0 0,8 12,8 20,0 0,0 34,1 0,0
70,0<x<80,0 0,0 51,2 6,4 0,0 8,1 0,8
80,0<x<90,0 0,0 30,4 0,0 0,0 2,4 0,0
90,0<x<100,0 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0
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Rys. 2. Grupowanie hierarchiczne odmian pszenicy w testach bibutowych metoda K-$rednich w formie drzewa
filogenetycznego

Przeprowadzona wielowymiarowa analiza grupowania odmian pszenicy hierarchiczng metoda
K-$rednich wykazata optymalng liczb¢ grup na 3, przy wykorzystaniu algorytmu ,,Gap statistic”.
Dlatego tez wszystkie badane odmiany pszenicy w tescie bibulowym przyporzadkowano wedle trzech
réznigcych si¢ grup. Grupowanie wykonano zaréwno w ujeciu dwuwymiarowym jak i drzewa
filogenetycznego (Rys. 2). Procedura grupowania skutkowata otrzymaniem trzech klastrow (grup)
o licznosci kolejno: klaster 1 - 53, klaster 2 - 29 oraz klaster 3 - 67. W ramach Klastru nr 1
zaobserwowano odmiany pszenicy o niskiej podatno$ci na oba patogeny z rodzaju Rhizoctonia.
W grupie nr 2 znalazty si¢ odmiany roélin podatnych na badane patogeny. Trzeci klaster stanowig



ro§liny o umiarkowanej podatnosci na wybrane patogeny. Jednoczesnie klaster ten stanowi
najliczniejsza grupe pod wzgledem liczby zrzeszanych odmian.

Hierarchiczna metoda klasyfikacji odmian ro$lin w ukladzie dwuwymiarowym wykazata
wariancj¢ pierwszego wymiaru ma poziomie 40,7% oraz 20,2% dla drugiego wymiaru.
Zaobserwowano, ze w ukltadzie dwuwymiarowym grupa nr 1 jest w zdecydowanej wickszosci
spolaryzowana dodatnio zaré6wno dla pierwszego jak i drugiego wymiaru. Grupa odmian
0 umiarkowanej podatnosci na patogeny wykazuje scentralizowany charakter, natomiast grupa roslin
o charakterze podatnym na oba patogeny wykazuje ujemng polaryzacje wzgledem wymiaru nr 1 oraz
dodatnig dla wymiaru nr 2.

Odmianami o najmniejszej podatno$ci na Rhizoctonia, nalezace do klastru 1, byty takie odmiany
jak: Adagio, Adler, Akratos, Akteur, Alcazar, Almari, Altigo, Asrtal, Bamberka, Banderola, Barroko,
Batuta, Brilant, Crackin, Dorota, Drifter, Fidelius, Figura, Flair, Flairway, Florett, Forkida, Garantus,
Henrik, Jantarka, Kampana, Kobra, Kohelia, Ludwig, Magnatka, Markiza, Mewa, Nadobna, Naridana,
Nateja, Natula, Nutka, Operetka, Pegassos, Popstar, Rochvord, Rockystar, Sakwa, Satyna, Scor,
Skagen, Slade, Sukces, Symfonia, Tacitus, Torrild, Trend i Zyta. Natomiast grupg¢ 2, zrzeszajaca
odmiany o najwiekszej podatnosci na badane patogeny stanowily takie odmiany jak: Adequat,
Arkadia, Arktis, Artist, Belissa, Elan, Estivus, Folklor, Forum, Hondia, Jutta, Kris, KWS Dacanto,
KWS Dakota, KWS Livius, KWS Ozon, Oxal, Patras, Pengar, Platin, RGT Kilimanjaro, Rokosz,
Rotax, Sailor, Speedway, Tobak, Treffer, Tulecka i Zeppelin.

W sktad klastru 3 wchodzg genotypy o umiarkowanej podatnosci na badane patogeny i naleza
tutaj takie odmiany pszenicy jak Alba, Ambition, Anthus, Askalon, Baryton, Bellenus, Benatka
Kresowa, Blondynka, Bockris, Bogatka, Boomer, Bystra, Centenaire, Cubus, Dekan, Digger, Elena,
Estero, Expert, Finezja, Fregata, Galvano, Gecko, Global, Illico, Jenga, Julius, Juma, Kaspart, Katart,
Kepler, Kobiera, Kobra Plus, Kolystar, Kranich, Kredo, Kuban, Legenda, Loyal, Lukullus, Meteor,
Monsoon, Mulan, Muszelka, Olivart, Olwin, Opus, Ostroga, Profilus, Quibon, Rapsodia, Roma,
Rubens, Rysa, Rywalka, Samurai, Smaragd, Smuga, Tonacja, Toras, Tuereg, Turkis, Turnia, Wydma,
Wysokolitewka, Zawisza i Zobel.

Nalezy ponadto nadmienié, ze uzyskane wyniki hierarchizacji cech podatnosci odmian pozwolity
na zaobserwowanie pewnych zbieznosci co do przynaleznosci do poszczegdlnych klastrow roslin
pochodzacych z do$wiadczen polowych oraz laboratoryjnych. W przypadku roslin podatnych na
dzialanie obu patogenow zaobserwowano, ze jedynie rosliny odmiany Kris, pochodzace
z dos$wiadczen polowych jak i laboratoryjnych, znajdowaty si¢ w grupach o podobnej podatnos$ci,
a tym samym lokalizacji wzgledem wymiaru pierwszego. W przypadku grupy roslin 0 umiarkowanej
podatno$ci zaobserwowano zbiezno§¢ dla takich odmian jak: Alba, Ambition, Anthus, Benatka
Kresowa, Blondynka, Bockris, Bogatka, Digger, Galvano, Gecko, Kepler, Kuban, Loyal, Lukullus,
Meteor, Olivart, Opus, Quibon, Rapsodia, Rubens, Rywalka, Smuga, Toras, Tuereg, Turkis, Turnia,
Zawisza. W przypadku trzeciej grupy roslin 0 najmniejszej podatnosci na badane patogeny
zaobserwowano, ze takie odmiany jak: Akratos, Akteur, Almari, Altigo, Bamberka, Banderola,
Crackin, Dorota, Drifter, Fidelius, Figura, Flairway, Forkida, Garantus, Kampana, Kohelia, Naridana,
Natula, Nutka, Pegassos, Popstar, Rockystar, Sakwa i Slade wykazywaty podobna lokalizacj¢ zarowno
w do$wiadczeniach bibutowych jak i polowych, tj. oba klastry byty dodatnie dla pierwszego wymiaru.



4.3. Badania relacji roslina-patogen - Analiza skladowych gléwnych

Jedenascie zmiennych dla genotypow pszenicy uwzgledniono w wielowymiarowej analizie
sktadowych glownych (ang. principal component analysis, PCA). Zmiennym nadano symbole od x1 do
x11 wedtug nastepujacej kolejnosci:

X - CHI/gSM

Xz2- CHI/mg

X3- GLU/gSM

X4- GLU/mg

Xs- SOD/gSM

Xs- SOD/mg

X7 - wolne cukry/gSM

Xs - indeks chorobowy (DI)
Xo - $redni stopien porazenia
X10- g/biomasa na rosling
Xi1 - g/biomasa catkowita

W  przeprowadzonej wielowymiarowej analizie skladowych gléwnych dodatnie wartosSci
tadunkow $wiadczyly o tym, ze im wicksze nat¢zenie cech tym wigksza role miat ich udziat
w sktadowej. Z kolei im warto$¢ tadunku byta mniejsza tym mniejsza jego rola w sktadowej. Diugosc¢
wektora odpowiada warto$ci tadunku (min. 0,0; max. 1,0) a znak na skali (od -1 do +1) kierunkowi
zalezno$ci. Im dalej dana zmienna potozona jest od $rodka kota tym lepiej jest reprezentowana przez
widoczny uktad czynnikow.

PCA dla R. cerealis AG-DI
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Rys. 3. Projekcja cech gatunkow pszenic na ptaszczyznie sktadowych gtéwnych dla porazenia przez R. cerealis
AG-DI



PCA dla R. cerealis AG-DI (Rys. 3) wykazala, ze pierwsza sktadowa, ktora wygenerowata 50,81%
catkowitej wariancji, ma nastgpujace tadunki dla poszczegolnych cech:

Z;=-0,82 X1-0,80 X2+ 0,89 X3+ 0,80 X4-0,23 Xs5- 0,77 X6-0,70 X7+ 0,80 X3 +0,80 Xo- 0,43 Xyo-
0,52 Xu1

Druga sktadowa, ktora wykazata 32,6% wariancji, ma nastepujace tadunki:

Z;=0,43 X1+ 0,42 X2+ 0,36 X3+ 0,32 X4+ 0,91 X5+ 0,51 Xs+ 0,61 X7+ 0,22 Xg+ 0,22 Xo - 0,85
X10- 0,84 X1

PCA dla R. solani AG-5
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Rys. 4. Projekcja cech gatunkow pszenic na plaszczyzng sktadowych gtownych dla R. solani AG-5

PCA dla R. solani AG-5 (Rys. 4) wykazata, ze pierwsza sktadowa Z, ktéra wygenerowata 49,76%
catkowitej wariancji, ma nastepujace tadunki dla poszczego6lnych cech:

Z;=0,73 X1+ 0,72 X2- 0,31 X3- 0,41 X4+ 0,92 X5+ 0,83 Xs+ 0,95 X7+ 0,61 Xg+ 0,61 Xo- 0,68 Xuo
- 0,70 Xu1

Druga skladowa Z», ktora wykazata 38,43% wariancji, ma nast¢pujace fadunki:

Z;=-0,62 X1-0,63 X2+ 0,91 X5+ 0,82 X4+ 0,30 Xs5- 0,41 Xs- 0,08 X7+ 0,61 Xg+ 0,61 Xo- 0,70 X1o
- 0,65 Xu1



PCA dla R. solani AG-1IC
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Rys. 5. Projekcja cech gatunkow pszenic na plaszczyzng sktadowych gtownych dla R. solani AG-1IC

PCA dla R. solani AG-1IC (Rys. 5) wykazata, ze pierwsza sktadowa Z1, ktora wygenerowata 49,98%
calkowitej wariancji, ma nastepujace tadunki dla poszczegolnych cech:

Z1 =054 X1+ 0,49 X,+ 0,23 X3-0,07 X4+ 0,84 X5- 0,10 Xs+ 0,81 X7+ 0,92 Xg+ 0,92 Xg- 0,95 Xy
- 0,97 X1z

Druga sktadowa Z, ktéra wykazata 34,56% wariancji, ma nastepujace tadunki:

Z>=0,83 X1+ 0,85 X5-0,92 X5-0,72 X4+ 0,04 X5+ 0,67 Xg+ 0,50 X7- 0,32 Xg- 0,32 Xg+ 0,27 Xqo-
0,22 X1

5. WNIOSKI

1. W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen wykazano brak catkowitej odpornosci badanych
odmian pszenicy na R. cerealis i R.solani. Oba patogeny wykazywaty preferencje co do
miejsca proliferacji tkanek. R. cerealis AG-DI infekowat w silniejszym stopniu podstawg pedu
natomiast R. solani AG-5 - korzenie.

2. W badaniach polowych i laboratoryjnych wyodrebniono grupe genotypoéw roslin, ktora
charakteryzowata si¢ wysoka jak i obnizong podatno$cig na grzyby z rodzaju Rhizoctonia. Tym
samym okreslono pule genotypow wykazujacych preferowane cechy.

3. Najbardziej podatnym genotypem pszenicy okazata si¢ odmiana Kris, zar6bwno w badaniach
polowych jak i laboratoryjnych, tym samym nie wykazuje ona preferencji jako no$nik cech
odpornosci w ewentualnej hodowli odpornosciowe;.

4. Najmniej podatne na porazenie okazaly si¢ takie odmiany jak: Akratos, Akteur, Almari, Altigo,
Bamberka, Banderola, Crackin, Dorota, Drifter, Fidelius, Figura, Flairway, Forkida, Garantus,
Kampana, Kohelia, Naridana, Natula, Nutka, Pegassos, Popstar, Rockystar, Sakwa i Slade. Tym
samym mogg one postuzy¢ do dalszych procesow hodowlanych jako rezerwuar cech obnizonej
podatnosci na oba gatunki Rhizoctonia.

5. Stwierdzono dodatnia korelacj¢ pomiedzy licznoscig obserwowanych objawoéw chorobowych na
lisciach (0,56), jak rowniez intensywnosciag wystepowania objawow chorobowych (0,44)



powodowanych przez R. cerealis i R. solani. Tym samym mozna przypuszcza¢ o wystepowaniu
podobnych reakcji obronnych w tych tkankach wzglgdem obu badanych patogenow.

6. Indeks interakcji roslina-mikroorganizm (RII) wykazat bardzo silny pasozytniczy charakter dla
R. solani AG-1IC oraz silny dla R. solani AG-5. R. cerealis AG-DI charakteryzowat sig¢
znacznie stabszym oddziatywaniem pasozytniczym wobec badanych roslin, dlatego tez stanowit
on mniejsze zagrozenie dla badanych roslin w poréwnaniu do obu szczepéw R. solani.

7. W badaniach wazonowych najmniej podatnymi genotypami na dziatanie R. cerealis AG-DI
byly pszenica twarda, pszenica okragloziarnowa ipszenica zwyczajna. w przypadku obu
szczepow R. solani najlepsze cechy opornosci wykazywata tylko pszenica zwyczajna. Zaden
z pozostatych genotypow nie wykazywal zadowalajacych cech opornosci wzgledem R. solani.
Tym samym mozna stwierdzi¢, iz inne badane gatunki pszenic nie sa dobrym zrédiem
odpornosci w hodowli odpornosciowej pszenicy zwyczajne;.

8. Najwyzsza obserwowang aktywno$cig chitynaz charakteryzowaly si¢ ro$liny pszenicy
okragloziarnowej, aczkolwiek nie przektadata sie¢ ona na stabsze porazenie ro$lin przez R. solani
czy R. cerealis. Najwyzszg aktywnoscia -1,3-glukanaz charakteryzowaly si¢ rosliny pszenicy
twardej, co jednocze$nie przektadato si¢ na najstabsze porazenie roslin przez R. cerealis.
Najwyzsza aktywnos$cig specyficzng dysmutazy ponadtlenkowej w tkankach charakteryzowaty
si¢ rosliny pszenicy okragloziarnowej oraz zwyczajnej. Jednoczes$nie obie pszenice lepiej
radzity sobie w kontakcie z badanymi patogenami.

9. Analiza PCA dla R. cerealis AG-DI wykazata dodatnie powigzanie aktywnosci -1,3-glukanaz
z $rednim stopniem porazenia. Aczkolwiek analiza sugeruje wystepowanie cech opornosci na
sktadowej Z2 powiazanie z aktywnoscig dysmutazy ponadtlenkowej, chitynaz oraz zawartoscia
wolnych cukrow. Z kolei PCA dla R. solani AG-5 wykazata dodatnie, umiarkowane powiazanie
aktywnosci enzymoéw z klasy, chitynaz, dysmutazy ponadtlenkowej oraz zwarto$cia wolnych
cukrow w tkankach, oraz w mniejszym stopniu z aktywnoscia B-1,3-glukanaz. Najsilniejsze
powigzanie wzgledem wymienionych cech zaobserwowano dla pszenicy okragloziarnowe;.
Analiza dla R. solani AG-11C wykazata natomiast dodatnie powigzanie aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej z zawarto$cig wolnych cukréw. Najmocniej powigzane byly one z pszenicg
okragloziarnows.

10. Ekspozycja roslin na Rhizoctonia AG-B0 powodowala zréznicowang reakcje roslin pod katem
pobudzenia aktywnos$ci wybranych markerow. Zaobserwowano stymulacje chitynaz w tkankach
pszenicy okragtoziarnowej, ktorej rosliny wykazywaly istotnie wigkszg aktywnosS¢.
w przypadku glukanaz stymulujacy efekt zaobserwowano dla roslin pszenicy orkisz. Istotnie
wieksza zawarto$¢ cukrow zaobserwowano tylko dla pszenicy zwyczajnej. Wskazuje to na
mozliwo$¢ wykorzystania Rhizoctonia AG-BO w biologicznej ochronie zbéz przed
patogenicznymi gatunkami Rhizoctonia.
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