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3. Cele zadania

1) Ocena stopnia porazenia klosow przez Fusarium celem wyboru form odpornych pod
wzgledem odpornosci typu 1 oraz 2

2) Ocena odporno$ci na uszkodzenie ziarna przez Fusarium oraz tolerancji genotypow pszenicy
na fuzarioze¢ klosow celem wyboru form odpornych

3) Okreslenie zawartosci ergosterolu (wskaznik zawarto$ci grzybni) oraz toksyn fuzaryjnych —
deoksyniwalenolu i pochodnych, niwalenolu i zearalenonu w ziarnie wybranych genotypow
pszenicy wykazujgcych podwyzszong odpornos¢ na porazenie ktosa i uszkodzenie ziarniakow
przez Fusarium

4) Wykonanie oceny odpornosci na fuzarioze¢ ktoséw dla linii po selekcji molekularnej oraz
rozmnozenie co najmniej pigciu wybranych rodzin F3BC2

4. Opis tematow badawczych

4. 1. Temat badawczy 1: Fenotypowanie porazenia kloséw pszenicy fuzariozg kloséw (badanie
odpornosci typu 11 2)

Cel tematu

Ocena stopnia porazenia ktosow przez Fusarium celem wyboru form odpornych pod wzgledem
odpornosci typu 11 2. Tworzenie mieszancoOw z genotypami odpornymi.

Materialy i metody

Odporno$¢ na fuzarioze kltosé6w genotypow pszenicy testowana byta w warunkach polowych w
IHAR Radzikéw oraz w IGR PAN w Poznaniu (pole do§wiadczalne Cerekwica). Material badawczy
stanowity genotypy, ktore wykazaty odporno$¢ w roku 2018 i w latach wczesniejszych (83) oraz nowe
niebadane dotychczas genotypy (165). Formy wzorcowe stanowity odmiany i linie odporne (12) - 20828
[Fhbl1-], A40-19-1-2, Arina, Fregata, Olivin, S 10 [Fhb1+], S 11 [Fhb1+], S 12 [Fhb1+], S 13 [Fhbl1+],
S 30 [Fhbl+], S 32 [Fhbl+], UNG 136.6.1.1 [Fhbl+]; wybrane genotypy o wysokiej podatnosci na
porazenie ktosa (5) - DL 325/11/2, KBP 1416, NAD 10079, SMH 8694, SMH 8816; wspolczesne
odmiany o wysokim plonie (3) - Artist, Patras, RGT Kilimanjaro. W sumie wysiano 268 obiektow w 2
lokalizacjach.



Doswiadczenia polowe zostaly zatozone w uktadzie losowanych blokow. Pszenica wysiane byta na
poletkach o powierzchni 0,5 Iub Im2 w trzech powtorzeniach oraz w kombinacji kontrolnej
(nieinokulowanej).

Do produkcji inokulum zastosowano 3 izolaty Fusarium culmorum, wytwarzajace deoksyniwalenol,
niwalenol oraz zearalenon. Izolaty te zostaly przetestowane pod wzgledem agresywnosci wobec
pszenicy i pszenzyta i byty uzywane do oceny odpornosci w warunkach polowych. Izolaty inkubowane
byly na autoklawowanym ziarnie pszenicy w szklanych kolbach przez okoto 4 tygodni a nast¢pnie byly
naswietlane cigglym $wiattem UV przez 4 do 7 dni w temperaturze 18°C. Ziarno skolonizowane przez
F. culmorum bylo nastepnie suszone i przechowywane w lodéwce w temperaturze 4°C do momentu
uzycia.

W dniu, kiedy wykonywana byla inokulacja, ziarno z grzybnia i zarodnikami F. culmorum
namaczano w wodzie przez okolo 2 godziny i nastgpnie filtrowano w celu uzyskania zawiesiny
zarodnikow. Stezenie zawiesin zarodnikéw ustalono na okoto 5 x 10° zar./ml za pomocg hematokrytu.
Zawiesiny ze wszystkich izolatow byly mieszane w rownych proporcjach.

Zastosowano technike inokulacji przez opryskiwanie. Pozwolito to na okreslenie polgczonych
typow odpornosci [ (odpornos¢ na infekeje) oraz 2 (odp. na rozprzestrzenianie si¢ patogena w tkankach).
Klosy pszenicy w fazie kwitnienia opryskiwano zawiesing zarodnikéw w ilosci okoto 100 ml zawiesiny
na 1 m? Inokulacja prowadzona byla oddzielnie na kazdym poletku na poczatku kwitnienia i
powtarzana okoto 3 dni pdzniej w fazie pelni kwitnienia. Inokulacje prowadzone byly w godzinach
wieczornych, kiedy wzrastata wzgledna wilgotnos$¢ powietrza. W Cerekwicy zastosowano dodatkowe
zamglawianie ktosow przez 72 h po inokulacji. Ocena porazenia zostata rozpoczeta okoto 10 dni po
ostatniej inokulacji. Przeprowadzono dwie oceny w odstepach 7-dniowych. Nasilenie fuzariozy ktosow
bylo okreslane na podstawie proporcji porazonych ktoskow w klosie (tylko w klosach z objawami
choroby) oraz proporcji ktosow porazonych na poletku. Z tych wartosci zostal wyliczony indeks
fuzariozy ktosow (IFK):

% porazenia kfosa ;

IFK;= x100
" 9% ktosow porazonych na poletku;

W celu przebadania odpornosci typoéw 1 i 2 wysiano 98 genotypoéw pszenicy ozimej w dwoch
doswiadczeniach w warunkach cze$ciowo kontrolowanych w tunelach foliowych z instalacja zraszajaca.

Dla okreslenia odpornosci typu 1 ktosy pszenicy opryskiwane byly zawiesing zarodnikow F.
culmorum o stezeniu 10° zar./ml. Po 7-10 dniach od inokulacji oceniana byta liczba punktow infekcji
na 10 ktosach na poletku.

Dla okreslenia odpornosci typu 2 zastosowana byla metoda inokulacji punktowej ktosow (Fot. 4).
Metoda ta jest uzywana do szacowania odpornosci typu 2 i pozwala na precyzyjne Sledzenie
rozprzestrzeniania si¢ patogena w klosie. Klosy inkulowane byly w fazie pelni kwitnienia poprzez
umieszczanie kropli (ok. 50 mcl) zawiesiny zarodnikow Fusarium w $rodkowym kwiatku wybranych
ktoséw za pomoca samo napelniajacej sie strzykawki. Stezenie zawiesiny wynosito 50 x 103 zar./ml.
Inokulowanych byto po 10 kloséw danego genotypu. Nasilenie fuzariozy ktoséw oceniane byto poprzez
okreslanie liczby ktoskow z objawami choroby. Ocena przeprowadzona zostata 21 dni po inokulacji.

Po inokulacji w tunelach za pomoca systemu zraszajacego utrzymywano wysoka wilgotnosc
powietrza stymulujaca rozwoj choroby.

W ramach ushugi badawczej prowadzone byly doswiadczenia infekcyjne w S5 punktach
doswiadczalnych (Dgbina, Nagradowice, Polanowice, Smolice, Strzelce). W doswiadczeniach tych
wysiano 165 genotypow oraz 3 odmiany wzorcowe (Artist, Patras, RGT Kilimanjaro). Byly to nowe
genotypy, ktérych odpornos¢ nie byta dotychczas badana. Do inokulacji zastosowano te same izolaty F.
culmorum, co w IHAR Radzikow i IGR PAN. Metodyka doswiadczenia byta podobna.

Wyniki

Warunki pogodowe w roku 2019 w Poznaniu byly niesprzyjajace dla rozwoju fuzariozy ktosow. W
Cerekwicy opady byly bardzo niskie w pierwszej dekadzie czerwca. Byt to okres kwitnienia pszenicy
oraz inokulacji ktosow. Rowniez niskie byly opady w kolejnych dwoch dekadach. W drugiej potowie



czerwca wystapily bardzo wysokie temperatury dochodzace do 39°C. Zastosowanie systemu zraszania
umozliwito inokulacje ktosow. Na poczatku czerwca opady w Radzikowie byly znacznie wyzsze co
umozliwito skuteczng inokulacje. W trzeciej dekadzie brak byto opadow oraz wystapity bardzo wysokie
temperatury powietrza (do 38°C)Blad! Nie mozna odnalez¢ zZrédla odwolania.. Warunki pogodowe
spowodowaly zahamowanie rozwoju choroby i tworzenia toksyn.

Sredni IFK dla 83 genotypow w Cerekwicy wyniést 3,5 %, natomiast w Radzikowie 20,0%). Srednie
warto$ci IFK roznity si¢ istotnie. Podobnie istotne byly rdznice pomigedzy genotypami a wzorcami
odpornymi i podatnymi. Zmienno$¢ IFK wyzsza w Radzikowie i wynosita 0 — 34,8% w Cerekwicy oraz
1,0 — 56,0 % w Radzikowie.

Wisrdd genotypow badanych w obu lokalizacjach najwyzsza odpornosé (IFK < 2,9% = érednia 11,7
— odchylenie standardowe 8,85) wykazaty wzorce odporne S 10 [Fhb1+], S 13 [Fhbl+], S 12 [Fhb1+],
UNG 136.6.1.1 [Fhbl+], S 11 [Fhbl+], 20828 (R), S 32 [Fhb1+], A40-19-1-2 (R), S 30 [Fhbl+] oraz
genotyp STH 9059. Odpornos¢ wyzsza od Fregaty miaty genotypy: NAD 13015, KBP 10 58, NAD
13017, NAD 13014, KBP 04.164, AND 82/11/50, STH 2041. Wéréd genotypow z DW 2017/2018
najwyzsza odpornos¢ wykazaty: POB 0517, STH 6116 oraz NAD 15105.Najwyzsza podatnos¢ (IFK >
20,6% = $rednia 11,7 + odch. standardowe 8,9) wykazato 5 wzorcow podatnych: KBP 14 16, SMH
8816, SMH 8694, DL 325/11/3, NAD 10079 oraz genotypy STH 4433, NAD 15135, DD 506/14, STH
4567, KBP 1633, KBP 1656.

Indeksy fuzariozy ktoso6w w Radzikowie i Poznaniu (Cerekwicy) korelowaty istotnie. Wspotczynnik
wyniost r = 0,669, p < 0,001 (R? = 0,448).

Mimo niekorzystnych warunkéw dla rozwoju fuzariozy ktosow w latach 2018 1 2019 wspolczynnik
korelacji indekséw fuzariozy ktosow dla 55 genotypoéw odpornych badanych w latach 2018 i 2019 w
Radzikowie 1 Poznaniu byt istotny (r = 0,785, p < 0,001). Stabilng odporno$¢ na porazenie klosa
wykazaty genotypy (nie liczac wigkszosci wzorcow odpornych): STH 9059, NAD 13015, NAD 13017,
NAD 13014, KBP 04.164, KBP 10 58, POB 0316, NAD 13016, POB 0616.

W dwoch doswiadczeniach w warunkach kontrolowanych przebadano odpornos¢ typu 1 i typu 2 u
89 genotypéw. Srednia odpornos¢ typu 1 wyniosta 1,54 punktow infekeji (pi), zakres zmiennosci od
1,00 pi do 2,89 pi. Najwyzszg odpornos¢ typu 1 (pi < 1,14) wykazal wzorzec odporny: 20816/2 [Fhb1+]
oraz genotypy NAD 13015, KBP 10 40, NAD 13014, POB 0211, POB 0114, STH 105, NAD 11053,
NAD 13024, NAD 13017, POB 759/04, DC 332/09-3, DCh 4763/07, POB 0616. Najnizsza odporno$é
(pi > 2,16) zostala stwierdzona u genotypéw POB 1013/10, STH 2170, STH 032, POB 1216, AND
468/10,STH 8515, DM 3131/10, AND 245/13; trzech wzorcow odpornych Fregata, S 30 [Fhb1+], Arina
oraz wzorcéw podatnych NAD 10079 (S), KBP 14 16 (S). Srednia odporno$é¢ typu 2 wyniosta 2,1
porazonych ktoskow (Ipk), zakres zmiennosci od 0,4 Ipk do 5,8 Ipk. Najwyzsza odpornos¢ typu 2 (Ipk
< 1) wykazato 18 wzorcow odpornych. Wysoka odporno$¢ miaty tez genotypy STH 9059, KBP 10 58,
STH 5111, STH 6102. Najnizsza odpornos¢ (Ipk > 3,1) zostata stwierdzona u wzorcéw podatnych oraz
odmian Euforia, Sfera, Belenus, Findus, Plejada, Btyskawica, Tobak i Ceres (pszenica twarda).

Najwyzszg $rednig odporno$¢ obu typow (< 1,14) wykazato 14 wzorcow odpornych i rody: STH
9059, KBP 10 58, STH 5111, STH 6102, KBP 166; natomiast najnizsza (> 2,5) 3 wzorce podatne i
odmiany Euforia, Sfera, Plejada, Btyskawica, Tobak i Ceres (pszenica twarda).

Odpornosci typu 1 dla 4 grup genotypoéw byly zblizone i nie r6znily si¢ istotnie statystycznie. W
przypadku odpornosci typu 2 byta ona najwyzsza u wzorcoOw odpornych (wickszo$¢ z genem Fhbl), a
najnizsza dla wzorcow podatnych i odmian. Podobne zaleznos$ci stwierdzono dla usrednionej odpornosé
obu typow oraz IFK ocenianego w tunelu.

Brak byto korelacji obu typoéw odpornosci. Odpornos¢ typu 1 nie korelowata z IFK w tunelu. Z IFK
korelowata natomiast odpornos¢ typu 2 (r = 0,592) oraz potaczone odpornosci typu 1+2 (r = 0,603).

Odpornos$¢ typu 1 korelowata stabo jedynie z IFK w warunkach polowych w Radzikowie (r=0,271)
oraz ze $rednim IFK (r = 0,244). Odporno$¢ typu 2 korelowata z indeksami FK w Poznaniu (r = 0,306)
i Radzikowie (r = 0,690), jednakze wspolczynnik dla IFK w Radzikowie byt dwukrotnie wyzszy.
Podobne byty zaleznosci dla sredniej odpornosci obu typow (r =0,672 dla sredniego IFK). Indeks FK
uzyskany w do$wiadczeniu w tunelu korelowat istotnie z indeksami uzyskanymi w doswiadczeniach
polowych (r = 0,648 dla sredniego IFK).



W doswiadczeniach w 5 dodatkowych lokalizacjach badano odporno$¢ na fuzarioze ktoséw 165
genotypow 1 3 odmian wzorcowych (Artist, Patras, RGT Kilimanjaro). W Smolicach na skutek
niekorzystnych warunkéw pogodowych wystapito bardzo stabe porazenie ktosow oraz przedwczesne
zasychanie ro$lin. Z tego wzgledu nie uwzgledniono tych lokalizacji w analizie wynikow. W
Polanowicach nasilenie fuzariozy ktoséw bylto bardzo duze i zréznicowanie genotypoéw bylto niewielkie.
Ponad potowa genotypow miata maksymalne porazenie.

Uzyskane uszeregowanie genotypow pod wzgledem indeksu fuzariozy klosow w poszczegdlnych
lokalizacjach podlegato silnym wptywom srodowiska. W zwiagzku z tym wyliczone wspotczynniki
korelacji byly istotne, jednakze mialy zrdéznicowane wartosci. Najbardziej odbiegaty od wynikow
uzyskanych w Poznaniu i Radzikowie wyniki z Polanowic. Najwi¢ksza byla zgodno$¢ wynikow
uzyskanych w Debinie. Sredni IFK uzyskany w Radzikowie i Poznaniu korelowat istotnie ze $rednim
indeksem z 4 lokalizacji. Wspdtczynnik korelacji wynidst r=0,616.

Analiza sktadowych gtownych, w ktdrej zmiennymi byty indeksy FK z 6 lokalizacji pozwolila na
zidentyfikowanie genotypow wykazujagcych odporno$¢ na porazenie klosa we wszystkich
srodowiskach. Byly to np. STH 6221, NAD 16041, STHD 7246, DL423/15/7, AND 309/15, AND
311/15, SMH 9601, STHD 7124, KBP 17 9, STH 6116, POB 0918, STH 7113. Znaleziono réwniez
genotypy podatne we wszystkich srodowiskach. Byly to np.: DL 359/15/8, STH 6474, AND 61/12,
SMH 9564, STH 6466, SMH 9617. Najwyzsza odpornos$¢ sposrod wzorcow wykazata odmiana RGT
Kilimanjaro.

Srednio najwyzsza odporno$é mialy genotypy uzyskane z HR Strzelce, natomiast najnizsza
genotypy z HR Smolice i Poznanskiej HR. Sredni IFK dla genotypéw z HR Strzelce roznit sig istotnie
od srednich IFK dla genotypéw z HR Smolice, PHR i MHR.

Whnioski

1. Potwierdzono odporno$é¢ na fuzarioze¢ kloséw warunkach polowych (typ odpornosci 14+2) czgsci
genotypow z kolekcji from odpornych.

2. Zidentyfikowane nowe genotypy wykazujgce odporno$¢ na fuzarioze klosdéw w roznych
srodowiskach.

3. Zaleznosci pomiedzy odpornoscig typu 1 i typu 2 byla staba

4. Odpornos¢ typu 1 stabo korelowaly z indeksem fuzariozy ktoséw z doSwiadczenia polowego,
wysoki byt wspoleczynniki korelacji IFK odpornoscia typu 2.

5. Doswiadczenia infekcyjne prowadzone w 5 lokalizacjach pokazaty bardzo duzy wptyw srodowiska
na nasilenie fuzariozy ktosow.

6. Warunki pogodowe byly w tym roku niekorzystne dla rozwoju fuzariozy klosow, szczegolnie w
Wielkopolsce, gdzie brak byto opadéw w okresie kwitnienia pszenicy ozimej.

4. 2. Temat badawczy 2: Analiza zebranego materialu pod katem oceny odpornoSci na zasiedlanie
ziarniakow (typ 3 odpornosci) i redukcje elementéw struktury plonu (typ 4 odpornosci).

Cel tematu

Ocena odpornosci na uszkodzenie ziarna przez Fusarium oraz tolerancji genotypOw pszenicy na
fuzarioze ktosow celem wyboru form odpornych.

Materialy i metody

W czasie zniw zebranych zostato recznie po 20 kloséow z poletka w doswiadczeniach polowych —
dla okoto 100 wybranych genotypoéw, wykazujacych odporno$¢ na fuzarioze ktosdéw, z 3 poletek
inokulowanych i z poletka kontrolnego. Ktosy midcone byly recznie lub laboratoryjng mlocarnia o
stabym nawiewie dla zapobiezenia utracie lekkich porazonych ziarniakow. Proporcja ziarniakow
uszkodzonych przez Fusarium (typ odpornosci 3) byla okreSlana wizualnie poprzez podzial proby
ziarniakow na ziarniaki zdrowe i ziarniaki z objawami porazenia przez Fusarium. Wyliczono warto$¢
FDK (=Fusarium damaged kernels) w oparciu o mas¢ ziarniakow uszkodzonych (FDK masa) oraz ich



liczbe (FDK liczba) w odniesieniu do masy lub liczebnosci calej proby. Okreslona zostata wzgledna
warto$¢ komponentdéw plonu ziarna w odniesieniu do préb kontrolnych. Oznaczone zostaty nastepujace
komponenty: masa ziarna z klosa, liczba ziarniakow w ktosie, masa tysigca ziarniakow.

Wyniki

Srednie uszkodzenie ziarniakéw przez Fusarium w do$wiadczeniu w Poznaniu wyniosto FDK masa
=2,7% oraz FDK liczba = 4,7%. Zakres zmienno$ci wynosit dla FDK masa od 0,2 do 11,7% oraz dla
FDK liczba od 0,3 do 17,3%.

Srednie uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium w doswiadczeniu w Radzikowie wyniosto FDK
masa = 3,3% oraz FDK liczba = 5,3%. Zakres zmienno$ci wynosit dla FDK masa od 0,2 do 16,5% oraz
dla FDK liczba od 0.4 do 21,9%.

Najnizsze Srednie uszkodzenie ziarniakéw (FDK liczba < 1,9% = $rednia — odchylenie standardowe)
mialo 9 wzorcow odpornych i genotypy STH 9059, SMH 7983. Niskie uszkodzenie miaty genotypy:
KBP 04.164, STH 6130, POB 0316, STH 008, POB 0111, POB 170/04, STH 6116, SMH 7974. Wsroéd
genotypow z DW 18/19 niskie uszkodzenie miaty DC 15.556, AND 1090/15, DC 15.571, NAD 16041,
DD 589/15. Najwyzsze uszkodzenie (FDK liczba > 8,7% = érednia + odchylenie standardowe)
odnotowano u 2 wzorcow podatnych i 13 genotypow z grupy DW 18/19, np. SMH 9558, STHD 7504,
AND 5469/16, DL 416/15/2 .

Indeks fuzariozy ktosow uzyskany w Poznaniu korelowatl istotnie z uszkodzeniem ziarniakow w
Poznaniu. Podobne wspolczynniki uzyskano dla korelacji FDK z IFK w Radzikowie. Sredni IFK
korelowat istotnie ze wartosciami $rednimi FDK m (r = 0,783) i FDK L (r = 0,785).

Redukcja komponentéw plonu (RMZK, RLZK, RMTZ) na skutek porazenia kosow przez Fusarium
wyniosta w Poznaniu odpowiednio 18,2%; 11,9%; 10,5%. W doswiadczeniu w Radzikowie bylo to
11,1%; 5,9% oraz 8,7%.

Srednia redukcja plonu ziarna z ktosa (RMZK) na skutek porazenia koséw przez Fusarium wyniosta
14,6%. Zakres zmiennosci cechy 0 — 39,1%. Liczba ziarniakow w klosie (LZK) zostata zredukowana
srednio o 18,9%. Zakres zmienno$ci cechy 0 — 25,3%. Masa tysigca ziarniakow (MTZ) zostata
zredukowana $rednio 0 9,6%. Zakres zmiennosci cechy 0,9 — 26,3%.

Najnizsza redukcj¢ masy ziarna z ktosa w odniesieniu do kontroli (RMZK < 5,3%) odnotowano u 9
wzorcow odpornych, 7 genotypow z grupy odpornych: STH 6116, STH 6151, POB 0616, KBP 04.164,
KBP 10 58, NAD 13017, NAD 13015 oraz 4 genotypow z DW 18/19: SMH 9382, DL339/15/5, DC
15.556, AND 1090/15. Najsilniejszej redukcji ulegt plon ziarna z klosa u genotypow u wzorcow
podatnych, odmian Artist i Patras, trzech genotypow odpornych 1115, STH 008 i NAD 15105 oraz 7
genotypow z grupy DW 18/19.

Sposrod powyzszych genotypoéw o niskiej redukcji MZK trzy miaty najwyzszg redukcje LZK —
AND 1090/15, SMH 9382, DL339/15/5, natomiast 6 najwyzsza redukcjc MTZ — SMH 9382, DC
15.556, NAD 13017, DL339/15/5, KBP 10 58.

Sredni indeks fuzariozy ktoséw (Poznan + Radzikoéw) korelowat z redukcjami komponentéw plonu.
Podobne wartosci przyjmowaty wspotczynniki korelacji z uszkodzeniem ziarniakéw. Najwyzsze byly
wspotczynniki korelacji z redukcjg MTZ (r = 0,727 dla IFK i r = 0,684 dla FDK L).

Zidentyfikowano genotypy taczace odpornosc¢ na porazenie ktosa (typ 1+2), uszkodzenie ziarniakow
(typ 3) oraz niskg redukcj¢ plonu ziarna (typ 4). Byly to (nie liczac wzorcéw odpornych): z DW 18/19
- DC 15.556, DL 339/15/5, AND 1090/15; z grupy odpornych — STH 9059, KBP 04.164, POB 0616,
KBP 10 58, NAD 13017, STH 6116, NAD 13015, STH 6151, LAD 463/05, POB 170/04, POB 0517,
POB 0111. Niektore genotypy o wyzszym porazeniu ktosa i ziarniakdw wykazaty niskg redukcje plonu
ziarna. Byly to np. SMH 9382, SMH 9611, DC 15.961, POB 0818.



Whnioski

1. Badane genotypy wykazaly zréznicowang odporno$¢ na uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium
(typ 3).

2. Indeks fuzariozy ktosow istotnie korelowat z uszkodzeniem ziarniakow pszenicy. Wspotczynniki
mialy warto$ci wyzsze niz w roku 2017 i zblizone do uzyskanych w roku 2018.

3. Fuzarioza ktoso6w powodowala redukcje plonu ziarna z ktosa (typ 4 odpornosci).

4. Stwierdzono istotne korelacje indeksu fuzariozy ktosdéw i uszkodzenia ziarniakéw z redukcjg plonu
ziarna, wspotczynniki miaty wysokie wartosci

5. Zidentyfikowano genotypy o tgczace podwyzszong odpornosé typu 1+2, 31 4.

6. Niektore genotypy o Srednim porazeniu ktosa i uszkodzeniu ziarniakow wykazaty bardzo niskg
redukcje plonu ziarna.

4. 3. Temat badawczy 3: Analiza akumulacji/degradacji toksyn fuzaryjnych (typ 5 odpornosci)
Cel tematu

Okres$lenie zawartosci ergosterolu (wskaznik zawarto$ci grzybni) oraz toksyn fuzaryjnych —
deoksyniwalenolu i pochodnych, niwalenolu i zearalenonu w ziarnie wybranych genotypow pszenicy
wykazujacych podwyzszong odporno$¢ na porazenie klosa i uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium.

Materialy i metody

Ziarno z form o najwyzszej odpornosci i niewielkiej obnizce parametrow plonotworczych
analizowane byto pod wzgledem zawartosSci ergosterolu oraz toksyn fuzaryjnych — deoksyniwalenolu,
niwalenolu, zearalenonu (typ 5 odpornosci, poszukiwane markery metaboliczne).

Na podstawie indeksu fuzariozy ktosow w Radzikowie, w Poznaniu wybrane zostaly najlepsze
genotypy (okoto 45), ktorych ziarno byto analizowane na zawarto$¢ mykotoksyn wytwarzanych przez
F. culmorum. Proby ziarna pochodzity z doswiadczen polowych Radzikowie i Cerekwicy (razem okoto
70 prob). Proby ziarna z 3 powtdrzen z kazdej lokalizacja zostaty zmieszane.

Zawarto$¢ ergosterolu okreslona byla metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej.
Ergosterol zostat wyekstrahowany roztworem metanolu w §rodowisku alkalicznym przy jednoczesnym
zmydlaniu z uzyciem promieniowania mikrofalowego. Po neutralizacji roztworu, ergosterol zostat
wyekstrahowany do fazy organicznej za pomocg pentanu. Po wysuszeniu w strumieniu azotu ergosterol
byl rozpuszczany w metanolu i rozdzielany chromatograficznie technika HPLC na kolumnie
krzemionkowej za pomoca metanolu. Detekcja prowadzona byta na detektorze UV. Identyfikacja
ergosterolu nastgpila na podstawie czasu retencji. [los¢ ergosterolu zostata okreslona na podstawie
krzywej kalibracyjnej czystego wzorca (metoda wzorca zewngtrznego).

Zawarto$¢ trichotecenow z grupy B w ziarnie (deoksyniwalenol [DON], 3-acetyl deoksyniwalenol
[3AcDON], 15-acetyl deoksyniwalenol [15AcDON], niwalenol [NIV]) byla analizowana przy
wykorzystaniu techniki chromatografii gazowej. Mykotoksyny byly ekstrahowane z 5 g zmielonego
ziarna za pomoca 25 ml wodnego roztworu acetonitrylu (acetonitryl:woda 84:16) poprzez wytrzasanie
na wytrzgsarce przez noc. Proba zostata odwirowana (3000 obr*min -1, 5 min.), a ekstrakt oczyszczony
na kolumience Trich 227+ (RomerLabs). Do 4 ml oczyszczonego ekstraktu dodano 1 pg wzorca
wewngtrznego (chloraloza) i odparowano do sucha w strumieniu powietrza. Mykotoksyny byly
przeprowadzone w pochodne trimetylosilylowe za pomoca mieszaniny silylujgcej Sylon BTZ
(BSA+TMCS+TMSI, 3:2:3, Supelco). Po rozpuszczeniu upochodnionej proby w izooktanie nadmiar
odczynnika silylujacego zostal roztozony i usuniety za pomoca wody. Warstwa organiczna byla
przeniesiona do wialki autosamplera i poddana analizie chromatograficznej na chromatografie SRI
8610C, wyposazonym w kolumng¢ BGB-5MS, o dtugosci 30m. i §rednicy wewnetrznej 0,25mm. Gazem
nosnym byt wodor. Elucja prowadzona byla w gradiencie temperatury. Detekcje mykotoksyn
przeprowadzono za pomoca detektora wychwytu elektronéw (ECD). Identyfikacja poszczegolnych
zwigzkow zostala wykonana przez poréwnanie czasow retencji czystych wzorcoOw mykotoksyn.
Stezenie mykotoksyn byto okreslone na podstawie krzywej kalibracji, z zastosowaniem chloralozy jako



wzorca wewnetrznego. Dla porownania przeprowadzone zostaty analizy czystych zwigzkow
(standardy), prob ziarna nieporazonego oraz proby wzorcowe ziarna ze znana zawartoscig mykotoksyn.

Zawarto$¢  zearalenonu (ZEN) oznaczana byla za pomoca ilosciowego testu
immunoenzymatycznego (ELISA) AgraQuant® ZON 40/1000 (LOD 10 ppb) (Romer Laboratories)
zgodnie z procedurg podang przez producenta.

Wyniki

Srednia zawarto$¢ deoksyniwalenolu (DON) w ziarnie badanych genotypoéw wynosita 1,750 mg/kg.
Zakres zmiennos$ci od 0,092 (S 11 [Fhb1+]) do 8,863 mg/kg (DL325/11/3 (S)). W probach z Poznania
zawarto$¢ DON byta wyzsza i wyniosta 2,290 mg/kg (0,105 — 13,998 mg/kg). W Radzikowie natomiast
byta 2-krotnie nizsza i wynosita 1,211 mg/kg (0— 4,306 mg/kg).

Stwierdzono obecnos¢ pochodnej acetylowej DON — 3AcDON w ziarnie pszenicy. Zawartos¢ tej
toksyny byla bardzo niska. Wyniosta $rednio 0,076 mg/kg, zakres zmiennosci od 0 do 0,459 mg/kg. Nie
stwierdzono obecno$ci 15AcDON.

Srednia zawarto$¢ niwalenolu (NIV) w ziarnie badanych genotypow byta nizsza niz zawartos¢ DON
i wynosita 0,477 mg/kg. Zakres zmiennosci od 0,013 (S 32 [Fhb1+]) do 1,657 mg/kg (DC 1718/13). W
probach z Poznania i Radzikowa zawartosci NIV byly zblizone, odpowiednio 0,499 mg/k (0 — 2,580
mg/kg) oraz 0,455 mg/kg (0 — 2,481 mg/kg).

Srednia sumaryczna zawarto$¢ trichotecenéw z grupy B w ziarnie genotypow pszenicy wynosita
2,304 mg/kg. Zakres zmienno$ci od 0,124 (S 11 [Fhb1+]) do 1,940 mg/kg (DL325/11/3 (S)). W probach
z Poznania zawartos$¢ trichotecenow z grupy B wyniosta 2,905 mg/kg (0,128 — 17,385 mg/kg). W
Radzikowie natomiast byta nizsza i wynosita 1,704 mg/kg (0 — 5,330 mg/kg).

Zawarto$¢ ZEN w ziarnie byla bardzo niska i jedynie w 15 probach (na 144 analizowane)
przekroczyta limit detekcji LOD = 0,020 mg/kg. Najwigcej ZEN bylo w 3 probach wzorcow podatnych
z Radzikowa.

Najmniej DON stwierdzono w ziarnie wzorcow 10 wzorcéw odpornych (z wyjatkiem Ariny) oraz
genotypéw POB 0717, POB 0517, STH 9059 i KBP 04.164. Wsréd genotypow z DW 2018/2019
najmniej DON akumulowaty DC 15.571, NAD 16041 i DC 15.556. Najwigcej DON byto akumulowane
w ziarnie wzorcoOw podatnych, odmian Artist i Patras oraz genotypu SMH 9382 z DW 2019/2019.

Najmniej NIV stwierdzono w ziarnie wzorcow 9 wzorcoéw odpornych (z wyjatkiem Ariny i Fregaty)
oraz genotypoéw POB 0517, SMH 7983, AND 4023/14, STH 9059, POB 0111. Wsrod genotypow z DW
2018/2019 najmniej NIV akumulowaty AND 309/15, DD 589/15, DC 15.556, NAD 16041. Najwiecej
NIV byto akumulowane w ziarnie wzorcéw podatnych, odmiany Artist oraz 6 genotypow z DW
2019/2019.

Srednia zawarto$¢ ergosterolu w ziarnie pszenicy wyniosta 5,25 mg/kg. Zakres zmiennosci miescit
si¢ w granicach od 1,60 mg/kg (S 11 [Fhbl+]) do 18,36 mg/kg (KBP 14 16 S).

Indeks fuzariozy klosow korelowal istotnie z zawarto$cig trichotecenow. Najwyzszy byt
wspotczynnik korelacji z sumg trichotecenéw (r = 0,835), najnizszy dla 3AcDON (r = 0,622).
Uszkodzenie ziarniakow korelowato z zawarto$ciag wszystkich toksyn, najwyzszy byt wspotczynnik
korelacji z sumg trichotecenow (r = 0,922 dla FDK L). Stezenie DON korelowato istotnie z zawartoscia
NIV (r=0,848).

Analiza wieloczynnikowa wykazata, ze w grupie wzorcow odpornych najwyzsza odpornosc
réznych typow wykazaty linie 20828, S11 [Fhbl+] i S13 [Fhbl+] (Rysunek 1). W grupie genotypow
wykazujacych odpornos$¢ w latach poprzednich byty to STH 9059, SMH 7983, KBP 04.164, POB 0517,
POB 0616, POB 0717, SMH 7974, AND 4023/14, POB 170/04, NAD 13017, STH 6130, STH 6151,
POB 0316, STH 6116, POB 0111, NAD 13024, POB 679/03, NAD 13014. Wsrdéd genotypow z DW
2018/2019 najwyzsza odpornos¢ roznych typow wykazaty AND 309/15, NAD 16041, DC 15.556 i DC
15.571. Najwyzsza podatno$cig charakteryzowato si¢ 5 wzorcow podatnych oraz genotyp SMH 9382 z
DW 2018/2019. Z tym ze jego podatnos$¢ byta zblizona do podatnosci odmian wzorcowych Artist i
Patars.
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Rysunek 1. Uktad wspolrzgdnych dwoch sktadowych gléwnych dla 72 genotypdw pszenicy ozimej. Sktadowe
wyjasniaja 80,92 zmiennosci odpornosci na fuzarioz¢ ktosow mierzong IFK, FDK L oraz akumulacja ergosterolu
(ERG) i trichotecenéw z grupy B (DON, NIV) w ziarnie z do§wiadczen w Poznaniu (P) i Radzikowie (R). Wektory
wskazujg kierunek wzrostu warto$ci zmiennych.

Porownano zawarto$ci toksyn w ziarnie 39 genotypoéw badanych w latach 2018 1 2019. Zawartosci
DON korelowaly istotnie (r = 0,629), wyzszy byl wspotczynnik korelacji dla NIV (r = 0,773).
Wspdtczynnik korelacji dla sumarycznej zawarto$ci trichotecenow B byt istotny i wynosit r = 0,790.

Ranking genotypdéw na podstawie zawartosci trichotecenéw B byl w obu latach zblizony. Jedynie
odmiana Fregata wykazala nizszg zawartos¢ trichotecenéw B (gléwnie DON) w roku 2019 niz w roku
2018 (w poréwnaniu do innych genotypow). Wyzszg zawarto§¢ DON mialy natomiast 3 odmiany
wzorcowe i genotypy NAD 13041 i NAD 15105. Najnizsza $rednig zawartos¢ toksyn miato 9 wzorcow
odpornych w tym 7 z genem Fhbl oraz genotypy STH 9059, STH 6151, POB 0517, POB 679/03, STH
6116, POB 0111 1 AND 4023/14.

Whioski

1. Badane genotypy pszenicy wykazalty zroznicowana odporno$¢ typu 5 oraz zidentyfikowano
genotypy wykazujgce podwyzszong odpornos¢ tego typu.

2. Stwierdzono mate réznice pomi¢dzy dwiema lokalizacjami, jezeli chodzi o akumulacj¢ toksyn
DON i NIV w ziarnie.

3. Indeks fuzariozy kloséw i stopien uszkodzenia ziarniakow korelowaty wysoko istotnie z
zawartoscig trichotecenéw w ziarnie.

4. Zidentyfikowano genotypy taczace podwyzszony poziom odpornosci roznego typu.



4. 4. Temat badawczy 4
Cel tematu badawczego 4

Celem zadania byto przeprowadzenie oceny odpornosci na fuzarioz¢ ktosa dla linii pszenicy po
selekcji molekularnej oraz rozmnozenie co najmniej pigciu wybranych rodzin FsBC,. Cel zostat
zrealizowany.

Materialy i metody

W dos$wiadczeniu wykorzystano nasiona zebrane z roslin pokolenia F,BC, wybrane po selekcji
wspomaganej markerami molekularnymi (MAS) przeprowadzonej w roku 2018. Rosliny te pochodzity
z pigciu kombinacji krzyzowkowych, gdzie dawca genu odpornosci na fuzarioze byta linia AIll62/1,
natomiast biorcami — linie SMH8527, DL414/10, STH1178, MIB11262 oraz NAD10041. Do testow
fitopatologicznych wybrano 49 linii zawierajacych gen Fhbl, tzn. homozygotycznych w typie rodzica
dawcy w loci markeréw sprzezonych z genem oraz (w miar¢ mozliwo$ci) homozygotycznych w typie
rodzica wypierajacego w loci markerow flankujacych. Dodatkowo wybrano 15 linii kontrolnych
(obiekty po krzyzowaniach wstecznych, ale bez genu Fhbl), w ktorych nie wykryto genu odpornosci,
23 wzorce odporne (w wigkszosci z genem Fhbl) 1 5 wzorcow podatnych oraz 12 odmian o roéznej
podatnosci.

W celu przebadania odpornosci na fuzarioze ktosow typu 1 (na infekcj¢ pierwotng) i typu 2 (na
rozprzestrzenianie si¢ Fusarium w klosie) wybrane linie i wzorce wysiano w dwoch doswiadczeniach
w warunkach czgsciowo kontrolowanych w tunelach foliowych z instalacjg zraszajacg. Dla okreslenia
odpornosci typu 1 klosy pszenicy opryskiwane byly zawiesing zarodnikow 2 izolatow chemotypu
3ADON F. culmorum o stezeniu 10° zar./ml. Po 7-10 dniach od inokulacji oceniano liczba punktow
infekcji na 10 klosach na poletku. Dla okreslenia odpornos$ci typu 2 zastosowano metode inokulacji
punktowej ktoséw. Ktosy inkulowane byly w fazie pelni kwitnienia poprzez umieszczanie kropli (ok.
50 mcl) zawiesiny zarodnikow F. culmorum w srodkowym kwiatku wybranych ktoséw za pomoca samo
napehiajacej sie strzykawki. Stezenie zawiesiny wynosito 50 x 103 zar./ml. Wykorzystano te same
izolaty, ktorych uzyto do badania odpornosci typu 1. Kazdym izolatem inokulowano po 5 ktoséw danej
linii. Nasilenie fuzariozy klosow oceniano poprzez okreslanie liczby kloskow z objawami choroby.
Oceng przeprowadzono 21 dni po inokulacji. W czasie trwania do$wiadczenia wysokg wilgotno$é
powietrza stymulujgca rozwoj choroby utrzymywano za pomocg systemu zraszajgcego.

Po zakonczeniu doswiadczenia z kazdej rodziny F3;BC, zebrano nasiona, ktére zostang wykorzystane
w kolejnym roku badan.

Wyniki

Wyniki uzyskane w badaniu odpornosci typu 1 dla 49 linii pszenicy z genem Fhbl pochodzacych
ze wszystkich pigciu rodzin F;BC, zawieraty si¢ w przedziale od 1 do 2,4 pi (punkty infekcji), natomiast
dla typu 2 od 1 do 3,2 pk (porazone ktoski). Wyniki dla 15 linii kontrolnych mieécity si¢ w przedziatach
1,2-2,0 pii 1,4 — 3.6 pk, odpowiednio dla typoéw 1 i 2. Srednie wartosci odpornosci typu 1 i 2 dla linii
z genem Fhbl wyniosty odpowiednio 1,6 pii 1,7 pk. Dla linii kontrolnych wartosci te wyniosty 1,6 pi i
2,7 pk.

Linie z genem Fhbl i linie kontrolne nie roznity si¢ od siebie istotnie pod wzgledem odpornosci
typu 1. Nie wykryto rowniez istotnych réznic pomigdzy badanymi liniami a wzorcami odpornymi (w
wiekszo$ci z genem Fhbl) i podatnymi. Roznice wykryto natomiast w odporno$ci typu 2, co obrazuje
zatgczony wykres pudetkowy (Rysunek 2), zgodnie z ktorym linie z genem Fhbl wykazywaly istotnie
wyzszg odpornos$¢ na rozprzestrzenianie si¢ Fusarium w klosie w poréwnaniu do linii kontrolnych,
odmian i wzorcoéw podatnych oraz istotnie mniejsza odpornos¢ w poréwnaniu do wzorcow odpornych.

Poréwnano rowniez wyniki uzyskane w badaniach odpornosci obu typéw dla poszczegoélnych
rodzin FsBC, zawierajgcych gen Fhbl. Istotne roznice wykryto jedynie w odpornosci typu 1 pomigdzy
rodzinami FUS 27 i FUS 34. Nie wykryto istotnych réznic w odpornosci typu 2 pomiedzy badanymi
rodzinami zawierajagcymi gen Fhbl.
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Rysunek 2. Wykres pudetkowy obrazujacy réznice w odpornosci typu 2 u badanych linii/odmian pszenicy.

Whioski

1. Linie z genem FhbI pochodzace z pigciu rodzin F3BC, wykazywaly istotnie wyzsza odpornos¢
niz linie kontrolne, odmiany oraz wzorce podatne.
2. Uzyskane wyniki potwierdzajg opisywany w literaturze wptyw genu Fhbl na odpornosé typu 2.



