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3. Cele zadania:

1) Ocena stopnia porazenia ktoséw przez Fusarium celem wyboru form odpornych pod
wzgledem odpornosci typu 11 11

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

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

4) Uzyskanie pokolenia F1BC; pieciu kombinacji krzyzowkowych pszenicy ozimej po
wczesniejszej selekcji molekularnej osobnikéw pokolenia F1BCq na obecnosé¢ genu Fhbl
odpornosci na fuzariozg ktosa.

4. Opis tematow badawczych

4. 1. Temat badawczy 1: Fenotypowanie porazenia ktoséw pszenicy fuzarioza ktoséw (badanie
odpornosci typu I 1 II)

Cel tematu

Ocena stopnia porazenia klosow przez Fusarium celem wyboru form odpornych pod wzglgdem
odpornosci typu I i II. Tworzenie mieszancoéw z genotypami odpornymi.

Materialy i metody

Odpornos¢ na fuzarioze ktosow genotypow pszenicy testowana byta w warunkach polowych w
IHAR Radzikéw oraz w IGR PAN w Poznaniu (pole do§wiadczalne Cerekwica). Material badawczy
stanowily genotypy, ktore wykazaly odporno$¢ w roku 2015 i w latach wczesniejszych (113) oraz
nowe niebadane dotychczas genotypy (42). Dodatkowo badane byty linie (55) uzyskane z krzyzowan
z odmiang Sumai 3 (z genem Fhbl lub bez tego genu) oraz formy wzorcowe (odmiany odporne -
20828, A40-19-1-2, Arina, Bizel, Fregata, Olivin, Petrus, Piko, Tonacja, UNG 136.6.1.1). W sumie
wysiano 220 obiektow w 2 lokalizacjach.

Doswiadczenia polowe zostaly zatozone w ukladzie losowanych blokow. Pszenica wysiane byta
na poletkach o powierzchni 0,5 - 1m? w trzech powtdrzeniach oraz w kombinacji kontrolnej
(nieinokulowanej).
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Fot. 1. I1zolat F. culmorum na pozywce PDA oraz zarodnikowanie F. culmorum na ziarnie pszenicy w
szklanych kolbach..

Do produkcji inokulum zastosowano 3 izolaty Fusarium culmorum, wytwarzajace
deoksyniwalenol oraz zearalenon. Izolaty te zostaly przetestowane pod wzgledem agresywnosci
wobec pszenicy i pszenzyta i byly uzywane do oceny odpornosci w warunkach polowych. Izolaty
inkubowane byly na autoklawowanym ziarnie pszenicy w szklanych kolbach przez okoto 4 tygodni a
nastgpnie byly naswietlane ciaglym $wiattem UV przez 4 do 7 dni w temperaturze 18°C (Fot. 1).
Ziarno skolonizowane przez F. culmorum byto nastgpnie suszone i przechowywane w lodowce w
temperaturze 4°C do momentu uzycia.

W dniu, kiedy wykonywana byta inokulacja, ziarno z grzybnia i zarodnikami F. culmorum
namaczano w wodzie przez okoto 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 izolatoéw byly mieszane w rdwnych proporcjach.

Zastosowano technike inokulacji przez opryskiwanie (Fot. 2). Pozwolito to na okreslenie
potaczonych typoéw odpornosci 1 (odpornos¢ na infekcjg) oraz II (odp. na rozprzestrzenianie si¢
patogena w tkankach). Ktosy pszenicy w fazie kwitnienia opryskiwan0 zawiesing zarodnikow w ilo$ci
okoto 100 ml zawiesiny na 1 m™ Inokulacja prowadzona byla oddzielnie na kazdym poletku na
poczatku kwitnienia i powtarzana okoto 3 dni p6zniej w fazie petni kwitnienia. Inokulacje prowadzone
byly w godzinach wieczornych, kiedy wzrastata wzgledna wilgotnos¢ powietrza. W Cerekwicy
zastosowano dodatkowe zamgtawianie ktosow przez 72 po inokulacji. Ocena porazenia zostata
rozpoczgta okoto 10 dni po ostatniej inokulacji. Przeprowadzono dwie oceny w odstgpach 7-
dniowych. Nasilenie fuzariozy ktosow bylo okreslane na podstawie proporcji porazonych ktoskow w
ktosie (tylko w ktosach z objawami choroby) oraz proporcji ktoséw porazonych na poletku. Z tych
wartosci zostat wyliczony indeks fuzariozy ktosow (IFK):

IFK = (% porazenia kfosa x % ktosow porazonych na poletku)/100

ﬂ_

Fot. 2. Inokulacja ktosow pszenicy ozimej (z lewej) oraz mikrozraszzcze (z prawej) na polu do§wiadczalnym
w Cerekwicy (IGR PAN Poznan).

Badanie odpornosci typu I (odpornos¢ na infekcje) i 1l (odpornosé na rozprzestrzenianie sie Fusarium
w klosie):



W celu przebadania odpornosci typow 1 i 2 wysiano 80 genotypow pszenicy ozimej w dwoch
doswiadczeniach w warunkach czgéciowo kontrolowanych w tunelach foliowych z instalacja
7raszajaca.

Dla okreslenia odpornosci typu I ktosy pszenicy opryskiwane byly zawiesing zarodnikow F.
culmorum o stezeniu 10° zar./ml. Po 7-10 dniach od inokulacji oceniana byta liczba punktéw infekcji
na 10 klosach na poletku (Fot. 3).

Fot. 3. Klosy pszenicy z objawami fuzariozy ktosow po opryskaniu zawiesing zarodnikow F. culmorum w
celu oceny odpornosci na infekcje

Fot 4. Inokulacja punktowa kloséw pszenicy w tunelu do§wiadczalnym w IHAR-PIB Radzikéw w celu oceny
odporno$ci na rozprzestrzenianie si¢ Fusarium w klosie

Dla okreslenia odpornosci typu II zastosowana byta metoda inokulacji punktowej ktosow (Fot. 4).
Metoda ta jest uzywana do szacowania odpornosci typu Il i pozwala na precyzyjne $ledzenie
rozprzestrzeniania si¢ patogena w klosie (Buerstmayr i in. 2002, Miedaner i in. 2003). Klosy
inkulowane byly w fazie pelni kwitnienia poprzez umieszczanie kropli (ok. 50 mcl) zawiesiny
zarodnikow Fusarium w $rodkowym kwiatku wybranych ktoséw za pomoca samo napetniajacej sie
strzykawki. Stezenie zawiesiny wynosito 50 x 10% zar./ml. Inokulowanych byto po 10 ktoséw danego
genotypu. Nasilenie fuzariozy ktosow oceniane bylo poprzez okreslanie liczby kloskow z objawami
choroby. Ocena przeprowadzona zostata 21 dni po inokulacji.

Po inokulacji w tunelach utrzymywano wysoka wilgotno$¢ powietrza stymulujaca rozwoj
choroby.
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W ramach ustugi badawczej prowadzone byly doswiadczenia infekcyjne w 5 punktach
doswiadczalnych. W doswiadczeniach tych wysiano 153 genotypy. Byly to nowe genotypy, ktorych
odpornos$¢ nie byt a dotychczas badana. Do inokulacji zastosowano te same izolaty F. culmorum, co w
IHAR Radzikow i IGR PAN. Metodyka doswiadczenia byta podobna.

Genotypy pszenicy ozimej o korzystnych cechach agronomicznych krzyzowane byty z liniami
ozimymi z wprowadzonymi genami odpornos$ci na fuzariozg ktosow.

Van Ginkel M., Gilchrist L. 2002. How to make intelligent crosses to accumulate Fusarium head blight resistance genes
based on knowledge of the underlying resistance mechanisms. In Ward R.W. et al. in. (ed.) Proc. of the 2002
National Fusarium Head Blight Forum, Erlanger, KY. 7-9 Dec. 2002. Michigan State University, East Lansing. MI,
USA.

Wyniki

Bardzo niskie temperatury w styczniu 2016 w potaczeniu z brakiem pokrywy $nieznej
spowodowatly silne wymarzanie pszenicy w Radzikowie. Sposrod 123 genotypow odpornych
najmniejsza zimotrwato$¢ wykazaty wzorce odporne (A40-19-1-2, Bizel, UNG 136.6.1.1). Niska
zimotrwalo§¢ na poziomie 2-3 mialo jedynie 16 genotypdéw. W przypadku wigkszosci genotypow
wystapita wiosenna regeneracja roslin i mozliwe bylo przeprowadzenie inokulacji i obserwacji
nasilenia fuzariozy ktoséw. Bardzo silnie wymarzty 42 genotypy wprowadzone do badan w 2016r.
wysiane w innej czesci pol doswiadczalnych ITHAR. Z tego wzgledu plantacja zostata zlikwidowana i
nie prowadzono dalszych prac na tych obiektach. Niska zimotrwato$¢ wykazatly linie S. Zimotrwato$¢
na poziomie 1 wykazalo 23 linii. Dobra zimotrwato$¢ (powyzej 5) wykazalo 14 linii. Najlepiej
zimowaly linie uzyskane z krzyzowki Begra x Sumai 3, najstabiej z krzyzowki Korweta x Sumai 3.
Nie bylo zaleznosci pomigdzy zimotrwatoscia a obecnoscia genu Fhbl. Czes¢ linii zregenerowata i
inokulacja oraz obserwacje nasilenia fuzariozy ktoséw przeprowadzono na 45 liniach. W sumie
oceniono odpornos¢ 220 obiektdow w Poznaniu (Cerekwica) oraz 168 obiektow w Radzikowie.

Sposrod 80 genotypow wysianych w 2 doswiadczeniach wysianych w Radzikowie w celu oceny
odpornosci typéw 1 1 2 wymarzto catkowicie 5 genotypow. Oceng¢ odpornosci wykonano dla 75
genotypow.

Fot. 5. Poréwnanie genotypow pszenicy ozimej o niskiej (z lewej) i wysokiej zimotrwatosci
(z prawej) w lutym 2016.
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Warunki pogodowe Radzikowie i Cerekwicy w roku 2016 byty sprzyjajace dla rozwoju fuzariozy
ktoséw (tabela ponizej). W Radzikowie w okresie przed kwitnieniem oraz w czasie kwitnienia
pszenicy (3-7 czerwca) opady wystepowaly codziennie. Duza czgstotliwos¢ opadéw utrzymywata si¢
do konca drugiej dekady lipca. W Poznaniu (Cerekwicy) warunki w czerwcu byty zblizone. W lipcu
opady byly znacznie wyzsze niz w Radzikowie.

Tabela 1. Srednia temperatura i suma opadéw W czerwcu, lipcu i sierpniu 2016 w dwoch punktach
doswiadczalnych (Poznan, Radzikow)

Miesige Poznan/Cerekwica Radzikoéw
Suma opadow (mm) Temperatura °C Suma opadow (mm) Temperatura °C
Maj 2016 32,2 21,0 31,6 16,0
Czerwiec 2016 49,4 24,0 54,6 19,5
Lipiec 2016 130, 0 23,5 89,8 19,8
Sierpien 2016 14,1 23,0 46,0 18,9

W doswiadczeniach infekcyjnych w Cerekwicy i Radzikowie analizowano odporno$¢ na fuzarioze
klosow 158 genotypdw pszenicy ozimej oraz 10 odmian/linii wzorcowych. Sredni IFK w Cerekwicy
wyniést 12,9 %, natomiast w Radzikowie 14,3%. Srednie wartoéci IFK nie réznily si¢ istotnie,
natomiast w Radzikowie zmienno$¢ IFK byt wyzsza (0 — 48,0%) niz w Cerekwicy (3,8 — 32,3%).
Sposrod genotypow badanych w obu lokalizacjach najwyzsza odporno$é¢ (IFK < 10%) wykazaty linie
S (41 linii), wzorce odporne — UNG 136.6.1.1 [Fhb1+], A40-19-1-2, 20828 [Fhb1-], Fregata, a takze
genotypy: POB 679/03, STH 105, KBP 05.271, KBP 05.284, DL 423/11/2, AND 400/05, POB 0514,
POB 0211, STH 2041 oraz DD 557/07

Najwyzszg podatnos¢ wykazaly wzorce podatne: DL 325/11/3, SMH 8694, SMH 8816, NAD
10079, SMH 8694, SMH 8816 oraz genotypy: AND 4056/13 i DD 548/09 (tox). Ten ostatni w
poprzednich latach, charakteryzowat si¢ wysoka akumulacjg mikotoksyn w ziarnie.

Wysokos$¢ roélin istotnie korelowata z IFK w Cerekwicy, jednakze wspotczynnik byt bardzo niski.
Podobnie niski byt wspotczynnik korelacji ze $rednim IFK dla obu lokalizacji. Wynikato to z mate;j
wysokosci wigkszosci genotypow ($rednio 86,4 cm, zakres 67,3 — 104,0 cm) zwigzanej w warunkami
pogodowymi w roku biezacym. Termin kwitnienia pszenicy nie korelowat z nasileniem fuzariozy
ktosow w obu lokalizacjach.

Srednie indeksy fuzariozy klosow dla 72 genotypoéw badanych w doswiadczeniach w latach 2014,
2015 i 2016 korelowaty istotnie. Zidentyfikowano genotypy o stabilnej reakcji we wszystkich 4
srodowiskach np. odporne: UNG 136.6.1.1 (VR), A40-19-1-2 (R), POB 679/03, 20828 (R), POB
0111, Arina (MR), STH 2041, POB 170/04, STH 9059; podatne: DD 548/09 (tox), NAD 10079 (S),
SMH 8694 (S), SMH 8816 (S).

W dwodch doswiadczeniach w warunkach kontrolowanych przebadano odpornosé typu I i typu Il u

75 genotypow. Srednia odpornos¢ typu I wyniosta 1,66 punktow infekcji (pi), zakres zmiennosci od 1
pi do 2,50 pi. Najwyzsza odpornos¢ typu I wykazaly genotypy: 20828 (R), MOB WB 612006, AND
444/07, NAD 08161, MIB 08 166. Najnizsza odporno$¢ zostata stwierdzona u genotypow STH 3016,
KBH 12.21, NAD 11086, HRSM 889, HRSM 880.
Srednia odporno$é typu II wyniosta 1,64 porazonych ktoskéw (pk), zakres zmiennosci od 1,00 pk do
3,30 pk. Najwyzsza odpornos¢ typu Il wykazaty genotypy: 20828 (R), KBP 10 58, DC 332/09-3,
SMH 8874, POB 0212, MOB ZB 301206, STH 105. Najnizsza odporno$¢ zostata stwierdzona u
genotypow: STH 008, AND 1055/02, DL 423/11/2, MIB 08 166, STH 3016, STH 2078.

Najwyzsza $rednig odpornos$¢ obu typow wykazaty genotypy: 20828 (R), KBP 10 58, DD 64/09,
DC 332/09-3, STH 2041, SMH 8874; natomiast najnizsza genotypy: DL 423/11/2, NAD 11086,
HRSM 880, STH 2078, STH 3016.

Brak bylo korelacji obu typow odpornosci. Odpornos¢ typu Il korelowata istotnie z IFK
warunkach polowych w Radzikowie. Wyzsza warto$¢ mial wspotczynnik korelacji dla $redniej
odpornosci obu typow. Za pomocg analizy sktadowych gléwnych podzielono genotypy na grupy o
wysokiej odpornosci obu typodw oraz wysokiej odpornosci tylko jednego typu (Zatacznik 3: Rys. 7).

W do$wiadczeniach w 5 dodatkowych lokalizacjach przebadano odpornosé¢ na fuzarioze ktosow
150 genotypéw i 3 odmian wzorcowych (Artist, KWS Ozon, Patras). Wymarzanie wystapilo w
Debinie (wymarzto 17 genotypow) i Strzelcach (wymarzto 26 genotypow).
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Uzyskane uszeregowanie genotypow pod wzgledem indeksu fuzariozy ktosow w poszczegdlnych
lokalizacjach podlegato silnym wptywom srodowiska. W zwigzku z tym wyliczone wspotczynniki
korelacji byty istotne jednakze miaty niskie wartosci. Najbardziej odbiegaty od pozostatych wyniki
uzyskane w Smolicach. Najwicksza byta zgodnos¢ wynikoéw uzyskanych w Nagradowicach i Debinie.

Analiza sktadowych gtownych, w ktorej zmiennymi byty indeksy FK z 5 lokalizacji pozwolita na
zidentyfikowanie genotypow wykazujacych odporno$¢ na porazenie klosa we wszystkich
srodowiskach. Byty to np.: NAD 13015, NAD 13017, NAD 13014, 1115, NAD 13016, AND 4019/14,
AND 4023/14, AND 4012/14. Znaleziono rowniez genotypy podatne we wszystkich §rodowiskach.
Byly to np.: SMH 9204, DL 336/12/1, AND 836/11, DL 344/12/4, KBP 14 16. Najwyzsza odpornos¢
sposrod wzorcow wykazata odmiana Patras.

Dyskusja

Odpornosci typu I i typu II nie korelowaty ze soba, co wynika z ré6znych mechanizméw tych
odpornosci. Odporno$¢ na rozprzestrzenianie si¢ Fusarium w obrebie ktosa (typ Il) jest glownie
zwigzana z odpornoscia na deoksyniwalenol i inne trichoteceny B. Podczas patogenezy fuzariozy
trichoteceny sg produkowane przez Fusarium powoduja nekrozg tkanki pszenicy, ktora nastepnie jest
kolonizowana przez grzybni¢ Fusarium (Gunnaiah i in., 2012). Gléwny gen odpornosci na fuzarioze
Fhbl wyjasniajacy 60% zmiennos$ci odpornosci typu II jest rowniez odpowiedzialny za obnizenie
akumulacji deoksyniwalenolu, a takze niwalenolu (Lemmens i in., 2008; Buerstmayr i in., 2009).
Odpornos$ci obu typoéw determinowane sa przez inne geny. Sposréd zmapowanych genéw odpornosci
o duzym efekcie dwa (Fhbl, Fhb2) zwigzane sg z odpornoscig na rozprzestrzenianie si¢ Fusarium w
ktosie (Cuthbert i in., 2006, 2007), dwa kolejne (Fhb4, Fhb5) przede wszystkim z odpornoscig na
penetracje (Xue i in., 2010, 2011).

Rozbieznosci rezultatow uzyskanych w roéznych lokalizacjach mogly wynika¢ z wystapienia w
niektorych regionach bardzo niskich temperatur w styczniu poprzedzonych dluzszym okresem
dodatnich temperatur. Spowodowaty one wymarzanie najmniej odpornych genotypéw w niektorych
miejscowosciach. Miaty takze wplyw na rozwdj bardziej odpornych genotypow i spowodowaty
zmiany fenotypowe takie jak zmniejszenie wysokosci i opoznienie kwitnienia. Badania wtasne i
publikowane wyniki pokazaly istotny wptyw cech fenotypowych na nasilenie fuzariozy klosow
(Miedaner i in. 2008, Yan i in. 2011).

Znaczny wptyw warunkéw pogodowych na rozwdj fuzariozy ktoséw wskazuje na koniecznosé
przeprowadzania do$wiadczen infekcyjnych w co najmniej kilku srodowiskach (lokalizacje, lata). Jak
pokazuja wyniki z lat 2014 — 2016 najbardziej stabilne sa genotypy o bardzo wysokiej odpornosci (w
tym z genami o duzym efekcie np. Fhbl) lub bardzo podatne. Reakcja genotypow srednio odpornych
zmienia si¢ w dos¢ szerokim zakresie (Mesterhazy 2002, Mestrehazy i in. 2006).
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Whioski

1. Potwierdzono odporno$¢ na fuzarioz¢ kloséw warunkach polowych (typ odpornosci I+I1)
wiekszo$ci genotypdw z kolekcji from odpornych.

2. Uzyskano wysokie wartosci (0,613 — 0,775) wspotczynnikow korelacji indeksow FK dla

genotypoéw odpornych badanych w latach 2014-2016.

Nie bylo istotnej zalezno$ci pomigdzy odpornoscia typu I i typu II.

Odpornosci typu | i 1l stabo korelowaty z indeksem fuzariozy ktosow z doswiadczenia polowego,

wyzsze byly wspolczynniki korelacji IFK ze $rednig odpornoscig obu typow.

5.  Doswiadczenia infekcyjne prowadzone w 5 lokalizacjach pokazaty silny wplyw srodowiska na
nasilenie fuzariozy ktosow, jednakze zidentyfikowano genotypy o stabilnej reakcji (odporne,
podatne) w r6znych §rodowiskach.

~w

4. 2. Temat badawczy 2: Analiza zebranego materiatu pod katem oceny odpornos$ci na
zasiedlanie ziarniakow (typ III odpornosci) i redukcje elementéow struktury plonu (typ IV
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 20-30 klosow z poletka w doswiadczeniach polowych
— dla okoto 100 wybranych genotypow, wykazujacych odporno$é na fuzarioze ktoséw, z 3 poletek
inokulowanych i z poletka kontrolnego. Ktosy mtdcone byly rgcznie lub laboratoryjng mtocarnig o
stabym nawiewie dla zapobiezenia utracie lekkich porazonych ziarniakow. Proporcja ziarniakow
uszkodzonych przez Fusarium (typ odpornosci III) byta okreslana wizualnie poprzez podziat proby
ziarniakOw na ziarniaki zdrowe i ziarniaki z objawami porazenia przez Fusarium (Argyris i in. 2003).
Wyliczono wartos¢ FDK (=Fusarium damaged kernels) w oparciu o mas¢ ziarniakow uszkodzonych
(FDK masa) oraz ich liczbe (FDK liczba) w odniesieniu do masy lub liczebnosci calej proby.
Okreslona zostata wzgledna warto$¢ komponentdéw plonu ziarna w odniesieniu do prob kontrolnych.
Oznaczone zostaty nastgpujace komponenty: masa ziarna z ktosa, liczba ziarniakow w klosie, masa
tysigca ziarniakow.

Wyniki

Srednie uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium wyniosto FDK masa = 11,0% oraz FDK liczba =
14,1%. Zakres zmiennosci wynosit dla FDK masa od 2,5 do 23,7% oraz dla FDK liczba od 3,3 do
30,1%. Uszkodzenie ziarniakow w Radzikowie byto wyzsze niz w Poznaniu.

Najnizsze uszkodzenie ziarniakow (FDK liczba < 10%) miato 12 linii S, wzorce odporne: A40-19-
1-2, UNG 136.6.1.1, Fregata, Petrus oraz genotypy: KBP 04.164, POB 679/03, SMH 7983, STH 9059,
DED 389/06, POB 759/04, POB 170/04, KBP 05.284, LAD 463/05, POB 262/07. Najwyzsze
uszkodzenie (FDK liczba > 20%) odnotowano u genotypéw: C 3779/10, Piko, NAD 06133, NAD
11017, KBP 10 30, POB 0813, AND 405613, DCh 4763/07, DM 2728/09 (tox), NAD 13024, DL
325/11/3 (S), DM 3131/10, DM 3873/10 (tox), SMH 9005, STH 102, SMH 8816 (S), SMH 8694 (S).

Indeks fuzariozy ktosow korelowat wysoko istotnie z uszkodzeniem ziarniakow (r=0,834).



ziarniaki uszkodzone
(FDK)

Fot. 6. Stabe uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium u wysoko odpornej odmiany pszenicy ozimej
Fregata. FDK = 8,8%

Fot. 7. Ziarniaki pszenicy silnie uszkodzone przez Fusarium culmorum.

Sredni plonu ziarna z klosa (MZK) zostat zredukowana przez Fusarium o okoto 28%. Warto$¢
MZK w odniesieniu do kontroli wyniosta 71,9%. Zakres zmiennosci cechy 45,4 — 99,6%. Liczba
ziarniakow w ktosie (LZK) zostata zredukowana $rednio o okolo 16%. Wartos¢ LZK w odniesieniu do
kontroli wyniosta 83,7%. Zakres zmiennosci cechy 60,8 — 100,9%. Masa tysigca ziarniakow (MTZ)
zostata zredukowana $rednio o 8%. Warto§¢ MTZ w odniesieniu do kontroli wyniosta 81,8%. Zakres
zmienno$ci cechy 68,6 — 102,8%.

Najwyzsza mase ziarna z ktosa w odniesieniu do kontroli odnotowano u genotypoéw: DC 548/11,
A40-19-1-2 (R), S 39 [Fhbl+], S 33 [Fhbl+], S 57 [Fhbl+], POB 0514, S 38 [Fhbl-], DL 423/11/2,
Petrus (MR), KBP 05.284, POB 0212, KBP 08 13, S 32 [Fhb1+], 20828 (R), AND 4008/10, S 50
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[Fhb1+]. Najsilniejszej redukcji ulegt plon ziarna z ktosa u genotypow: SMH 8816 (S), DED 316/06,
C 41/10, POB 0911, STH 102, AND 340/06-1, NAD 11100, POB 170/04, DD 548/09 (tox), STH
2170, DM 3873/10. Podatny genotyp DL 325/11/3 (S) charakteryzowal si¢ $rednig redukcja MZK.
Srednig redukcje MZK miaty rowniez takie odporne genotypy jak: UNG 136.6.1.1 (VR), Olivin (R),
Arina (MR) i Bizel (R).

Indeks fuzariozy kloséw korelowat istotnie z redukcja komponentdw plonu. Najwyzsza warto$¢
miat wspolczynnik korelacji z wzgledna wartoscia MTZ (r=0,595). Stopien uszkodzenia ziarniakow
korelowal istotnie z wzglednymi warto$ciami komponentéw plonu. Najwyzszy byl wspotczynnik
korelacji z FDK liczba z wzglgdng wartoscig MTZ (r=0,604).

Zidentyfikowano genotypy taczace odporno$¢ na porazenie klosa (typ I+I), uszkodzenie
ziarniakow (typ III) oraz niska redukcje plonu ziarna (typ 1V). Byly to: A40-19-1-2 (R), S 39 [Fhb1+],
S 33 [Fhb1+], S 57 [Fhb1+], S 38 [Fhbl-], S 32 [Fhbl+], S 50 [Fhbl+], KBP 05.284, POB 0514, DL
423/11/2, Petrus (MR), POB 759/04, POB 679/03, 20828 (R).

Obserwowano rowniez genotypy o niskiej odpornosci na porazenie ktosa i matej redukcji plonu
np. POB 0212, KBP 10 30, AND 405613, DL 325/11/3 (S), DM 3131/10. Genotypy te wykazaly
tolerancje na infekcje klosa przez Fusarium czyli mialy silne porazenia klosa, duzy procent
uszkodzonych ziarniakow natomiast wykazaty niska redukcje plonu ziarna.

Dyskusja

Jednym z efektow fuzariozy ktosow jest uszkodzenie ziarniakoéw objawiajace si¢ obnizeniem ich
masy, pomarszczeniem, przebarwieniami, a w skrajnych przypadkach catkowitym przeros$nigciem
grzybnig Fusarium (Bechtel i in. 1985, Argyris i in. 2003). Ziarniaki porazone majg obnizong sile
kietkowania lub maja catkowicie uszkodzone zarodki oraz moga zawiera¢ toksyny fuzaryjne (Neuhof i
in. 2008). Fuzarioza kloséw moze powodowa¢ réwniez redukcj¢ plonu ziarna w przypadku bardzo
silnej infekcji ktosow powodujacej catkowite zahamowanie rozwoju ziarniakéw lub silng redukcje ich
masy (Yoshida i Nakajima 2010). W przeprowadzonych badaniach stwierdzono istotne zaleznos$ci
pomiedzy nasileniem porazenia klosa a uszkodzeniem ziarniakéw i redukcjg plonu ziarna. W
porownaniu z rokiem 2015 wspotczynnik korelacji mialy wyzsze wartoéci, co mogto wynika¢ z
niekorzystnych warunkow dla rozwoju fuzariozy ktosow w roku 2015 spowodowanych suszg.

Silne porazenie kltosa w wigkszos$ci przypadkow skutkowato silnym uszkodzeniem ziarniakow i
redukcjg plonu. Czg$¢ genotypow miata podwyzszong odporno$¢ typu III, co jest zjawiskiem
korzystnym poniewaz porazenie ktosa nie prowadzi do silnego uszkadzania ziarna. Tolerancja wobec
fuzarioze ktoséw (doktadnie: tolerancja wobec fuzariozy ktosow lub trichotecenow) nie jest natomiast
korzystna (Foroud i Eudes 2009). Prowadzi ona do uzyskania niezredukowanego plonu pozornie stabo
uszkodzonych ziarniakow, ktore moga by¢ skazone mikotoksynami.

Argyris J., Van Sanford D., TeKrony D. 2003. Fusarium graminearum infection during wheat seed development and its
effect on seed quality. Crop Sci 43:1782-1788.

Bechtel, D. B., Kaleikau, L. A., Gaines, R. L., and Seitz, L. M. 1985. The effects of Fusarium graminearum infection on
wheat kernels. Cereal Chem. 62:191-197.

Foroud, N. A.,Eudes F. 2009. Trichothecenes in cereal grains. Int. J. Mol. Sci. 10:147-173.

Mesterhazy, A., 2002. Theory and practice of the breeding for Fusarium head blight resistance in wheat. Journal of Applied
Genetics 43A, 289-302.

Mesterhazy, A., Toth, B., Bartok, T., Varga, M., 2008. Breeding strategies against FHB in winter wheat and their relation to
type | resistance. Cereal Research Communications 36, 37-43.

Neuhof, T., Koch, M., Rasenko, T., Nehls, 1., 2008. Distribution of trichothecenes, zearalenone, and ergosterol in a
fractionated wheat harvest lot. Journal of Agricultural and Food Chemistry 56, 7566—7571.

Yoshida, M., and Nakajima, T. 2010. Deoxynivalenol and nivalenol accumulation in wheat infected with Fusarium
graminearum during grain development. Phytopathology 100:763-773.

Whnioski

1. Badane genotypy wykazaly zroznicowang odporno$¢ na uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium

(typ 111).

2. Indeks fuzariozy ktosow wysoko istotnie korelowat z uszkodzeniem ziarniakow pszenicy.

3. Fuzarioza ktosow powodowala redukcje plonu ziarna z ktosa (typ IV odpornosci).

4.  Stwierdzono istotne korelacje indeksu fuzariozy ktoséw i uszkodzenia ziarniakow z redukcja
plonu ziarna.

5. Zidentyfikowano genotypy o taczace typy odpornosci I+1, 1111 V.



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

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

Materialy i metody

Ziarmo z form o najwyzszej odpornosci i niewielkiej obnizce parametréw plonotworczych
analizowane byto pod wzgledem zawartosci ergosterolu oraz toksyn fuzaryjnych — deoksyniwalenolu,
niwalenolu, zearalenonu (typ V odpornosci, poszukiwane markery metaboliczne).

Na podstawie indeksu fuzariozy kltosow w Radzikowie, w Poznaniu wybrane zostaly najlepsze
genotypy, (okoto 45), ktérych ziarno bylo analizowane na zawarto§¢ mikotoksyn 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.

Zawartos¢ ergosterolu okreslona byla metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.
Ergosterol zostal wyekstrahowany roztworem metanolu w $rodowisku alkalicznym przy
jednoczesnym zmydlaniu z uzyciem promieniowania mikrofalowego. Po neutralizacji roztworu,
ergosterol zostal wyekstrahowany do fazy organicznej za pomoca pentanu. Po wysuszeniu w
strumieniu azotu ergosterol byt rozpuszczany w metanolu i rozdzielany chromatograficznie technikg
HPLC na kolumnie krzemionkowej za pomoca metanolu. Detekcja prowadzona byla na detektorze
UV. Identyfikacja ergosterolu nastgpita na podstawie czasu retencji. Ilo$¢ ergosterolu zostata
okreslona na podstawie krzywej kalibracyjnej czystego wzorca (metoda wzorca zewnetrznego).

TTON ¥ 4007)

5 3AcDON 14,343

% NIV 5976
D

Rysunek 1. Chromatogram deoksyniwalenolu (DON), niwalenolu (NIV) i 3-acetyl deoksyniwalenolu
(3AcDON) w ziarnie pszenicy.

Zawarto$¢ trichotecenow z grupy B w ziarnie (deoksyniwalenol [DON], 3-acetyl deoksyniwalenol
[BACDON], 15-acetyl deoksyniwalenol [15AcDON], niwalenol [NIV]) byla analizowana przy
wykorzystaniu techniki chromatografii gazowej (rys. 1). Mikotoksyny byly ekstrahowane z 5 g
zmielonego ziarna za pomocg 25 ml wodnego roztworu acetonitrylu (acetonitryl:woda 84:16) poprzez
wytrzgsanie 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 pug
wzorca wewngtrznego (chloraloza) i odparowano do sucha w strumieniu powietrza. Mikotoksyny byty
przeprowadzone w pochodne trimetylosilylowe za pomoca mieszaniny silylujacej Sylon BTZ
(BSA+TMCS+TMSI, 3:2:3, Supelco). Po rozpuszczeniu upochodnionej proby w izooktanie nadmiar
odczynnika silylujacego zostat rozlozony i usunigty za pomoca wody. Warstwa organiczna byta
przeniesiona do wialki autosamplera i poddana analizie chromatograficznej na chromatografie SRI
8610C, wyposazonym w kolumne¢ BGB-5MS, o dlugosci 30m. i $rednicy wewnetrznej 0,25mm.
Gazem nos$nym byt wodor. Elucja prowadzona byta w gradiencie temperatury. Detekcje mikotoksyn
przeprowadzono za pomoca detektora wychwytu elektronow (ECD). Identyfikacja poszczegdlnych
zwigzkow zostata wykonana przez pordéwnanie czasdéw retencji czystych wzorcéw mikotoksyn.
Stezenie mikotoksyn bylo okreslone na podstawie krzywej kalibracji, z zastosowaniem chloralozy
jako wzorca wewngtrznego. Dla poroéwnania przeprowadzone zostaly analizy czystych zwigzkow
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(standardy), prob ziarna nieporazonego oraz proby wzorcowe ziarna ze znana zawarto$cia
mikotoksyn.

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

Bottalico A, Perrone G, 2002. Toxigenic Fusarium species and mycotoxins associated with head blight in small-grain cereals
in Europe. Eur. J. Plant Pathol. 108: 998-1003.

Mesterhazy A. Bartok T., Mirocha C.G., Komoroczy R. 1999. Nature of wheat resistance to Fusarium head blight and the
role of deoxynivalenol for breeding. Plant Breeding 118: 97-110

Perkowski, J., Wiwart, M., Busko, M., Laskowska, M., Berthiller, A., Kandler, S., Krska, R, 2007. Fusarium toxins and total
fungal biomass indicators in naturally contaminated wheat samples from north-eastern Poland in 2003. Food Additiv
Contam. 24(11), 1292-1298.

Perkowski, J., Busko, M., Stuper, K., Kostecki. M., Matysiak, A., Szwajkowska-Michatek, L., 2008. Concentration of
ergosterol in small-grained naturally contaminated and inoculated cereals. Biologia. 63(4), 542-547.

Wyniki

Srednia zawarto$é deoksyniwalenolu (DON) w ziarnie genotypoéw odpornych pszenicy wynosita
4,972 mg/kg. Zakres zmiennosci od 3,220 do 7,800 mg/kg. Dla wzorcéw odpornych byto to 3,444
mg/kg (2,023 — 5,952 mg/kg), dla wzorcow podatnych 8,757 mg/kg (8,072 — 9,430 mg/kg) oraz dla
wzorcOw o wysokiej akumulacji toksyn 8,095 mg/kg (7,948 — 8,318 mg/kg). W Poznaniu zwartos$¢
DON wyniosta 4,043 mg/kg i byla nizsza niz w Radzikowie (5,902 mg/kg) Najmniej DON
stwierdzono w ziarnie genotypow S 10 [Fhb1l+], UNG 136.6.1.1 (VR), S 32 [Fhb1+], STH 2041, STH
9059, LAD 463/05, KBP 08 13, KBP 05.284; najwigcej DON bylo akumulowane w ziarnie
genotypéw DM 3873/10 (tox), DM 2728/09 (tox), SMH 8694 (S), DD 548/09 (tox), SMH 8816 (S),
NAD 10079 (S) oraz DL 325/11/3 (S).

Stwierdzono obecnos$¢ w ziarnie pszenicy pochodnej acetylowej DON — 3AcDON oraz niwalenolu
(NIV). Brak bylo pochodnej acetylowej 15AcDON. Zawartos¢ 3AcDON wyniosta $rednio 0,195
mg/kg, zakres zmienno$ci od 0,080 do 0,380 mg/kg. Wzorce odporne akumulowaty $rednio 0,150
mg/kg 3AcDON, wzorce podatne 0,398 mg/kg oraz wzorce o wysokiej akumulacji toksyn 0,333
mg/kg. Srednia zawarto$é NIV wyniosta 2,826 mg/kg, zakres zmiennos$ci od 1,060 do 4,595 mg/kg.
Wzorce odporne akumulowaty $rednio 2,166 mg/kg NIV, wzorce podatne 5,402 mg/kg oraz wzorce 0
wysokiej akumulacji toksyn 5,445 mg/kg. Zawarto$¢ NIV w Poznaniu (4,353 mg/kg) byta okoto 3-
krotnie wyzsza niz w Radzikowie (1,299 mg/kg).

Srednia sumaryczna zawarto$é trichotecenéw z grupy B w ziarnie genotypéw odpornych pszenicy
wynosita 7,993 mg/kg. Zakres zmiennosci od 4,911 do 12,615 mg/kg. Dla wzorcéw odpornych byto to
5,760 mg/kg (3,472 — 9,194 mg/kg), dla wzorcow podatnych 14,557 mg/kg (13,322 — 16,040 mg/kg)
oraz dla wzorcéw o wysokiej akumulacji toksyn 13,873 mg/kg (13,254 — 14,378 mg/kg). W Poznaniu
zwarto$¢ trichotecenow B wyniosta 8,549 mg/kg i byta nizsza niz w Radzikowie (7,437 mg/kg)
Najmniej trichotecenéw B stwierdzono w ziarnie genotypow S 10 [Fhbl+], S 32 [Fhbl+], UNG
136.6.1.1 (VR), POB 679/03, POB 0514, A40-19-1-2 (R), KBP 05.284, KBP 04.164, KBP 08 13,
POB 759/04, STH 2041; najwigcej w ziarnie genotypéw SMH 8980, NAD 11017, DM 2728/09 (tox),
SMH 8694 (S), DM 3873/10 (tox), NAD 10079 (S), DD 548/09 (tox), SMH 8816 (S) oraz DL
325/11/3 (S).

Zawarto$¢ zearalenonu (ZEN) w ziarnie pszenicy byta niska i wynosita $rednio 263 ug/kg. Zakres
zmiennos$ci od 38 do 1164 263 pg/kg. W Poznaniu zwarto$¢ ZEN byta okoto 13-krotnie wyzsza niz w
Radzikowie, odpowiednio 488 i 37 ug/kg. Najmniej ZEN stwierdzono w ziarnie genotypow UNG
136.6.1.1 [Fhb1+], S 10 [Fhbl+], A40-19-1-2, Fregata, KBP 10 58, DD 559/07, STH 2041 oraz KBP
09 36; najwigcej w ziarnie genotypow SMH 9005, NAD 12007, NAD 11075, DL 325/11/3 (S), Arina
(MR) oraz AND 4008/10.

Zawarto$¢ ergosterolu (ERG) w ziarnie pszenicy wynosita $rednio 18,0 mg/kg. Zakres zmiennosci
do 6,7 do 35,1 mg/kg. W Poznaniu zwartos¢ ERG byta okoto 2-krotnie wyzsza niz w Radzikowie,
odpowiednio 23,1 mg/kg i 13,0 mg/kg. Najmniej ERG stwierdzono w ziarnie genotypow S 32
[Fhbl+], POB 679/03, UNG 136.6.1.1 [Fhb1+], S 10 [Fhb1+], A40-19-1-2 (R), KBP 08 13 oraz DED
389/06; najwiecej w ziarnie genotypéw NAD 10079 (S), NAD 11053, DD 548/09 (tox), SMH 8816
(S), DL 325/11/3 (S).

Indeks fuzariozy kloséw korelowal istotnie z zwartoscig trichotecenéw oraz zearalenonu w
ziarnie). Najnizszy byl wspotczynnik Korelacji dla ZEN, najwyzszy dla DON (r=0,468, r=0,782).
Uszkodzenie ziarniakow korelowato istotnie z zwartoSciami wszystkich toksyn. Najwyzszy byt
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wspotczynnik dla sumy trichotecenow, najnizszy dla ZEN (r=0,497, r=0,808). Zawartos¢ ergosterolu
(miernik ilosci grzybni w ziarnie) korelowata istotnie z porazeniem klosa, uszkodzeniem ziarniakow i
zawartosciami toksyn. Najwyzszy byl wspotczynnik dla sumy trichotecenow i DON, najnizszy dla
ZEN (r=0,869 , r=0,448).

Za pomoca analizy sktadowych gtownych zidentyfikowano genotypy taczace odpornosci roznych
typow, czyli: typy I+1I — indeks fuzariozy klosow, typ III — uszkodzenie ziarniakdéw i zawarto$¢ ERG,
typ IV — zawarto$¢ toksyn DON i ZEA; typ V — redukcja plonu ziarna (Rys. 2). Byly to genotypy: S
32 [Fhbl+], UNG 136.6.1.1 [Fhbl1+], S 10 [Fhbl+], A40-19-1-2 (R), POB 679/03, KBP 05.284,
Fregata (R), S 30 [Fhb1+], DED 389/06, POB 0514, KBP 04.164, STH 9059, SMH 7983, STH 2041,
POB 170/04, KBP 08 13.
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Rysunek 2. Uktad wspotrzednych dwoéch sktadowych glownych dla 66 genotypow pszenicy ozimej. Sktadowe
wyjasniajag 70,10% zmienno$ci odpornosci na fuzariozg ktosOw mierzonej indeksem fuzariozy ktoséw (IFK),
uszkodzeniem ziarniakéw (FDK L) oraz zawarto$cig ergosterolu (ERG), zearalenonu (ZEN) i trichotecenéw z
grupy B (TCT B) w ziarnie w Radzikowie i Cerekwicy. Wektory wskazuja kierunek wzrostu wartosci
zmiennych
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Dyskusja

W roku biezagcym warunki byty sprzyjajace dla rozwoju fuzariozy ktosoéw obu lokalizacjach, na co
wskazuja warto$ci poszczegolnych zmiennych chrakteryzujacych odpornos¢ na fuzariozg klosow.
Porazenie ktosa i ziarniakow bylo nieco nizsze w Poznaniu niz w Radzikowie mimo stosowania
systemu zamglawiania.

Zawarto$¢ ergosterolu w Radzikowie byta okolo 6-krotnie wyzsza niz w roku 2015, co wynikato
ze bardziej sprzyjajacych warunkow pogodowych dla rozwoju fuzariozy klosow (Perkowski i in.
2008). Zawarto$¢ zearalenonu byta wyzsza 4-krotnie niz w roku 2015. W wigkszo$ci zawarto$¢ tej
toksyny byta powyzej limitu 100 pg/kg

Zawarto$¢ DON byta o 50% wyzsza w ziarnie pszenicy Radzikowa niz z Cerekwicy. Podobnie
wyzsza byta zawarto$¢ pochodnej DON — 3AcDON. Natomiast zawarto$¢ niwalenolu byta wyzsza 3-
krotnie w ziarnie pochodzacym z Poznania w porywaniu do ziarna z Radzikowa. Sumaryczne
zawarto$ci trichotecenow z grupy B byly zblizone w obu miejscowos$ciach. Srednia zawarto§é
trichotecenow byta okoto 50% nizsza niz w roku 2015, z tym, ze w Radzikowie bylo 10-krotnie
wyzsza, natomiast w Cerekwicy (Poznaniu) okoto 3-krotnie nizsza. Wyniki te pokazujg bardzo silny
wptyw warunkéw pogodowych na zawartos$¢ toksyn w ziarnie, zar6wno tych w okresie kwitnienia i
dojrzewania pszenicy, ale takze warunkoéw w podczas zimy, ktore w roku 2016 bardzo silnie wplyngty
na czegs¢ genotypdw o nizszej zimotrwatosci (Musa i in. 2007, Xu i in. 2007, van der Fels-Klerks i in.
2012).

W badaniach jako wzorce wykorzystano cztery linie z zidentyfikowang obecnoscig genu
odpornosci Fhbl. Trzy z tych linii wykazatly wysoka odporno$¢ na fuzariozg klosow oraz niska
akumulacje trichotecenéw w ziarnie. Czwarta S32 [Fhbl+] wykazata réwnie niskie porazenia ktos i
ziarniakow jednakze okoto dwukrotnie wyzsza akumulacje trichotecenow. Pokazuje to, ze nie w
kazdym przypadku obecno$¢ genu odpornosci przeklada si¢ na jego ekspresje i ograniczanie
zawartosci trichotecenow.

Uzyskane wyniki pokazaly, ze w badanej populacji pszenicy ozimej pochodzacej z programow
hodowlanych polskich hodowli istnieje zmienno$¢ odpornosci na akumulacje toksyn fuzaryjnych w
ziarnie. Dotyczy to zarowno trichotecenéw, majacych zwigzek z agresywnoscia izolatéw Fusarium,
jak i zearalenonu (Lemmens i in. 2004, 2008, Cowger i Arellano 2013). Jest to wazne w przypadku
zearalenonu, ktory kumuluje si¢ w pdzniejszym etapie rozwoju fuzariozy ktosow niz trichoteceny.
Toksyna ta szczegdlnie niebezpieczna dla zwierzat hodowlanych ze wzgledu na dziatanie estrogenne
(Minervini i Dell’ Aquila 2008). Stwierdzono, Ze istotne byly zalezno$ci pomig¢dzy porazeniem klosa,
uszkodzeniem ziarniakdw a zawarto$cia toksyn w ziarnie. Silniejsze zalezno$ci wystapity dla
trichotecenow, stabsze dla zearalenonu. Przyktadem sg genotypy o niskiej akumulacji trichotecendw i
dos¢ wysokiej zawarto$ci zearalenonu w ziarnie np. S 32 [Fhb1+], POB 759/04, DD 557/07.

Dzigki stwierdzonym silnym zalezno$ciom typow odpornosci mozliwe jest wyselekcjonowanie
genotypow taczacych te odpornosci (Tamburic-Illincic i in. 2011). Genotypy takie sa stabilne w
roznych warunkach pogodowych i wykazuja odporno$¢ zaréwno na spadki plonu ziarna jaki i
skazenie ziarna przez toksyny powodowane przez fuzarioze ktosow (Burlakoti i in. 2010).

Burlakoti, R.R., Mergoum, M., Kianian, S.F., Adhikari, T.B., 2010. Combining different resistance components enhances
resistance to Fusarium head blight in spring wheat. Euphytica 172, 197-205.

Cowger, C., Arellano, C., 2013. Fusarium graminearum infection and deoxynivalenol concentrations during development of
wheat spikes. Phytopathology 103, 460-471.

Lemmens, M., Buerstmayr, H., Krska, R., Schuhmacher, R., Grausgruber, H., Ruckenbauer, P., 2004. The effect of
inoculation treatment and long-term application of moisture on Fusarium head blight symptoms and deoxynivalenol
contamination in wheat grains. European Journal of Plant Pathology 110, 299-308.

Lemmens, M., Koutnik, A., Steiner, B., Buerstmayr, H., Berthiller, F., Schumacher, R., Maier, F., Schafer, W., 2008.
Investigations on the ability of Fhbl to protect wheat against nivalenol and deoxynivalenol. Cereal Research
Communications 36(B), 429-436.

Minervini, F., Dell’Aquila, M. E. (2008). Zearalenone and reproductive function in farm animals. International Journal of
Molecular Sciences, 9(12), 2570-84.

Musa, T., Hecker, A., Vogelgsang, S. & Forrer, H.R. (2007) Forecasting of Fusarium head blight and deoxynivalenol content
in winter wheat with FusaProg. EPPO Bulletin 37: 283-289..

Neuhof, T., Koch, M., Rasenko, T., Nehls, 1., 2008. Distribution of trichothecenes, zearalenone, and ergosterol in a
fractionated wheat harvest lot. Journal of Agricultural and Food Chemistry 56, 7566—7571.

Perkowski J, Busko M, Stuper K, Kostecki M, Matysiak A, Szwajkowska-Michatek L (2008) Concentration of ergosterol in
small-grained naturally contaminated and inoculated cereals. Biologia (Bratisl) 63:542-547
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Tamburic-llincic, L., Falk, D.E., Schaafsma, A., 2011. Fusarium ratings in Ontario Winter Wheat Performance Trial
(OWWPT) using an index that combines Fusarium head blight symptoms and deoxynivalenol levels. Czech Journal of
Genetics and Plant Breeding 47, 115—122.

van der Fels-Klerx, H.J., Olesen, J.E., Madsen, M.S. & Goedhart, P.W. (2012) Climate change increases deoxynivalenol
contamination of wheat in north-western Europe. Food additives & contaminants. Part A, Chemistry, analysis, control,
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Xu, X.-M., Monger, W., Ritieni, A., Nicholson, P., 2007. Effect of temperature and duration of wetness during initial
infection periods on disease development, fungal biomass and mycotoxin concentrations on wheat inoculated with
single, or combinations of, Fusarium species. Plant Pathol. 56, 943-956

Whnioski
1. Badane genotypy wykazaty zr6znicowang odpornos¢ typu IV.
2. Zidentyfikowano genotypy pszenicy wykazujace odpornosé typu IV.

3. Indeks fuzariozy ktosoéw, stopien uszkodzenia ziarniakow oraz zawarto$¢ ergosterolu korelowaty
wysoKo istotnie z zawarto$cig trichotecenow W ziarnie.

4. Korelacja indeksu fuzariozy ktosow, stopnia uszkodzenia ziarniakow oraz zawartosci ergosterolu
byta stabsza w przypadku zearalenonu.

5. Zidentyfikowano genotypy taczace podwyzszony poziom odpornosci réznego typu.

4. 4. Temat badawczy 4

Cel tematu badawczego 4

Celem tematu bylo uzyskanie pokolenia FiBC; pigciu kombinacji krzyzowkowych pszenicy
ozimej po wczesniejszej selekcji molekularnej osobnikow pokolenia F1BCi na obecnos¢ genu Fhbl
odpornosci na fuzariozg ktosa. Cel zostal w pelni zrealizowany.

Materialy i metody

Selekcja wspomagana markerami molekularnymi (MAS). Do
3BS analiz wykorzystano tacznie 600 ro$lin pokolenia Fi1BCy
A gwm3se pochqdza,cych z Piqciu kombinacji krzyZéwkowych (po 120.d|a
30— kazdej kombinacji), w ktorych dawca odpornosci na fuzarioze
10— barc23s ktoséw (genu Fhbl) byta linia AIII62, a biorcami linie SMH8527,
,_jo_""’afc;z DL414/10, STH1178, MIB11262 i NAD10041. Ze wszystkich roélin
2,0_"3%10: ¢ F:BC; i form rodzicielskich wyizolowano DNA przy zastosowaniu
'\.{gggggg zestawu DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN GmbH,140724 Hilden,
S | R Y Niemcy) lub zestawu Nucleo Mag 96 (Macherey-Nagel GmbH & Co.
20— [TOV™e3 KG, 52355 Diiren, Niemcy) ze zmianami (Czembor i in. 2014) przy
I | I pomocy zautomatyzowanej stacji roboczej Freedom Evo (Tecan

1’0__.- wmc754 Group Ltd., Seestrasse 103, CH 8708 Mannedorf, Szwajcaria).
N s [t Analizy molekularne roslin sktadaty sie¢ z dwoch zasadniczych
etapow: testowania markera centralnego i markerow flankujacych
(rys. 3) (Roder i in. 1998, Somers i in. 2004, Song i in. 2005, Paux i
in. 2008, Liu i in. 2008, Buerstmayr i in. 2009, GrainGenes 2012).
Poczatkowo, kazda probka DNA byta analizowana pod katem
wystepowania w locus markera centralnego allelu zwigzanego z
21,07 wystepowaniem genu odpornosci Fhbl na chromosomie 3B pszenicy
— identyfikacja heterozygot. Zasadniczo testowano locus markera
centralnego UMNI10, ale w przypadku trudno$ci z jego typowaniem
zastosowano dodatkowe markery centralne cfb6033 i cfb6012 (rys.
3). Wspomniane trzy markery znajduja si¢ na kontigu 954
L crpr274 chromosomu 3B (w obregbie fragmentu DNA dlugosci 2236 Kpz),

Rysunek 3. Czeéciowa mapa ktory Zawigra gen thl (Hgo i in. 2010, 2012). W drugim etapie, juz
molekularna krétkiego ramienia w pomniejszonej puli ro$lin (tylko heterozygot dla locus markera

chromosomu pszenicy 3B centralnego) badano polimorfizm DNA w loci markerow
zawierajgca marker centralny flankujacych dystalnie i proksymalnie gen Fhbl. Poczatkowo
ggigéikoor:zrfZeii?;nghmglbil'SKO analizowano marker proksymalny cfpl1274. Nastgpnie, osobniki
flankujace (ozn. kolorem homozygotyczne w locus markera cfpl274 (w typie rodzica
zielonym i niebieskim) (Somersi  wypierajacego) badano markerem dystalnym gwm389 (rys. 3).

in. 2004, Liu i in. 2008, Paux i in. Reakcje PCR amplifikacji markerow molekularnych (gwm389 i

2008, GrainGenes 2012). UMNI10) dla badanych probek DNA przeprowadzono w objetosci
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8ul, ktora zawierala nastgpujace komponenty: 60ng matrycy DNA, 1U Taq polimerazy (Fermentas
GmbH, Niemcy), 1 x PCR bufor z domieszkg (NH4)2SO4 (Fermentas), 2,5mM MgCl12 (Fermentas),
200uM kazdego z deoksynukleotydow (Fermentas) oraz po 0,5uM kazdego z pary starterow (przy
czym jeden z pary starterow byt znakowany barwnikiem fluorescencyjnym). Przygotowanie reakcji
PCR wykonywano ,,recznie” (tradycyjne pipety mechaniczne) lub przy pomocy zautomatyzowanej
stacji roboczej Freedom Evo (Tecan). Amplifikacja prowadzona byta wedtug programu: 94°C/3min.
wstepna denaturacja, 10 cykli sktadajacych si¢ z etapow 94°C/30s, 60°C/30s i 72°C/1min. oraz 30
cykli przy obnizonej temperaturze denaturacji do 90°C. Reakcja konczyta si¢ inkubacjg 72°C/5min.

W przypadku markeréw cfpl1274, cfb6012 i cfb6033 zastosowano system amplifikacji PCR typu
‘M13” (Rampling i in 2001). W odroznieniu od wczesniej opisanego uktadu reakcji, dodany jest starter
M13 w stezeniu 0,5uM (5’-CACGACGTTGTAAAACGAC-3), ktory jest znakowany na koncu 5’
barwnikiem fluorescencyjnym (nie sa znakowane pozostate startery ‘forward’ i ‘reverse’). Ponadto,
starter ‘forward’ na koncu 5’ ma dofaczona sekwencj¢ M13 (nieznakowana), ktory wystepuje W
stezeniu 0,1uM, a starter ‘reverse 0,5uM. Amplifikacja prowadzona byla wedlug programu:
94°C/3min.; (94°C/30s, 65]51°C/30s, 72C° /1min.); (94°C/30s, 50°C/30s., 72°C/1min.) x 30 cykli,
przy czym podany w formule symbol | oznacza obnizenie temperatury przylaczania starterow z
kazdym cyklem o 1°C we wskazanym przedziale temperatur (Rampling i in. 2001).

Rozdziat i analiz¢ znakowanych produktéw PCR prowadzono przy uzyciu analizatora DNA
ABI377XL (Applied Biosystems, Foster City, USA) wspomaganego oprogramowaniem GeneScan 3.1
(Applied Biosystems), stosujac 4.5% denaturujacy zel poliakrylamidowy (Long Ranger, Cambrex Bio
Science, USA). Do nanoszenia mieszaniny poreakcyjnej na zel poliakrylamidowy stosowano
grzebienie membranowe (100 zeboéw) zgodnie z zaleceniem producenta (Web Scientific Ltd., W.
Brytania).

Ocena wystgpowania alleli w badanych loci markeréw molekularnych sprowadzata si¢ do
identyfikacji osobnikow o wiasciwym uktadzie alleli, tzn. heterozygoty w locus markera centralnego
(UMNI1O0 lub cfb6033 lub cfb6012) oraz homozygoty (w typie rodzica wypierajacego) w locus
przynajmniej jednego markera flankujacego (cfp1274 lub/i gwm389).

Krzyzowanie wsteczne i uzyskanie F:BC; dla 5 kombinacji.

Po analizach molekularnych rosliny pokolenia FiBC; o pozadanym uktadzie alleli w regionie
wystepowania genu Fhbl byly wykorzystane do krzyzowan wstecznych z odpowiednim rodzicem
wypierajacym: SMH8527, DL414/10, STH1178, MIB11262 lub NAD10041. Po jarowizacji (8
tygodni w temp. 4°C) rosliny byty prowadzone w kontrolowanych warunkach komory klimatycznej:
16 godzin $wiatta/22°C oraz 8 godzin ciemnos$ci/18°C. Wybrane formy rodzicielskie, w odpowiedniej
fazie rozwojowej ktosa (przed kwitnieniem), byly krzyzowane ze soba tak, aby uzyska¢ w kazdej
kombinacji co najmniej 200 ziarniakow pokolenia F1BCo,.

Wyniki
Badano pig¢ populacji pokolenia F1BC;, kazda liczaca po 120 roslin. Wyniki analiz, w ktorych
zastosowano wybrane markery molekularne przedstawiono na rys. 4.

Populacje Markery
Alll62 x Alll62 x Alll62x  AIllI6G2x  AllI62 X UMN10
SMH8527 DL414/10 STH1178 MIB11262 NAD10041 cfb6012

120F1BC1 120F1BC1 120F1BC1 120F1BC1 120F1BC1 = 500‘4'-’/—:—4 cfb6033

v
Heterozygoty dla markera - -~ cfp1274
centralnego o4 o6 35 66 70 =301
(UMN10, cfb6012, cfb6033) l
v ] v v
Homozygoty dla markera - ~] gwm389
flankujacego proksymlanie 8 9 15 9 12 53
(cfp1274) l
v v v v
Homozygoty dla markera
flankujacego dystalnie 1 1 1 0 0 =3
lgwm3dd) g 9 15 9 12

Liczba roslin o pozadanym uktadzie alleli (formy
rodzicielskie do krzyzowan wstecznych)

Rysunek 4. Schemat prac i liczba osobnikéw w poszczegolnych populacjach na kolejnych etapach selekcji
markerami molekularnymi.
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Koncowym wynikiem przeprowadzonych analiz MAS jest uzyskanie w kazdej populacji 8 — 12
osobnikow o pozadanym uktadzie alleli, tzn. heterozygoty w locus markera centralnego (UMN10 lub
cfb6012 lub cfb6033) i homozygoty (w typie rodzica wypierajacego) w locus markera flankujgcego
proksymalnie cfp1274. Lacznie zidentyfikowano 53 osobniki o pozagdanym uktadzie alleli. Wsrod tych
osobnikoéw wykonano réwniez analize¢ w poszukiwaniu homozygot (w typie rodzica wypierajacego)
w locus drugiego markera flankujgcego (dystalnie) gwm389, ktéra umozliwita identyfikacje 3
pozadanych roslin (po jednej w populacjach: SMH8527 x AIIl62, DL414/10 x AIIl62 i STH1178 x
AllIB2) (rys. 4).

Po analizie MAS wybrane ro$liny z kazdej populacji postuzyly do krzyzowania wstecznego z
odpowiednim rodzicem wypierajacym: SMH8527, DL414/10, STH1178, MIB11262 i NAD10041.
Liczbe nasion pokolenia Fi:BC, zebranych z poszczegdlnych kombinacji krzyzowkowych
przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Liczba nasion pokolenia FiBC, zebranych po skrzyzowaniu FiBC; i biorcy genu Fhbl w
poszczegdlnych kombinacjach.

L.p. Kombinacja Liczba nasion
1. | ((SMH8527 x AIlI62) x SMH8527) x SMH8527 186
2. | ((DL414/10 x AIII62) x DL414/10) x DL414/10 213
3. | ((STH1178 x Alll62) x STH1178) x STH1178 307
4. | (MIB11262 x AIlI62) x MIB11262) x MIB11262 262
5. | (NAD10041 x AIlI62) x NAD10041) x NAD10041 235
Dyskusja

W hodowli ro$lin krzyzowania wsteczne (wypierajace) sa szeroko stosowang metoda wprowadzania
jednej lub kilku cech jednoczesnie do genotypow o wysokiej wartosci uzytkowej (biorca), ktore tych
cech sg pozbawione (Michalik 2010). Zazwyczaj zrodtem korzystnych cech (o ktére chcemy ulepszy¢
nasze materiaty) sa odmiany/linie (dawcy), ktore dodatkowo zawieraja bardzo wiele niepozadanych
cech. Stad wynika konieczno$¢ wykonania wielu cykli krzyzowan wstecznych i selekcji, ktore w
ostatecznym rozrachunku pozwalajg uzyska¢ nowy, ulepszony o wprowadzang cech¢ genotyp, ktory
jest zblizony genetycznie do rodzica wypierajacego.

Wykorzystanie markerow molekularnych w krzyzowaniach wstecznych (ang. Marker Assisted
Backcrosing, MABC) (Collard i Mackill 2008) zdecydowanie zwigkszyto efektywnos¢ selekcji
pozadanych genotypéw. W roszczerzonej wersji MABC, poza selekcja roslin w populacji
mieszancowe;j, ktore zawieraja marker molekularny sprzezony z wprowadzanym (docelowym) genem
(ang. Foreground Selection, FS), dodatkowo poszukuje sie obiektow dla ktérych doszto do
rekombinacji pomiedzy markerem flankujacym 1 wprowadzanym genem, tzw. selekcja
rekombinantéw (ang. Recombinant Selection, RS). Zasadniczym celem tak pomyslanej selekcji jest
zmniejszenie rozmiarow segmentu chromosomu dawcy zawierajacego pozadany gen, co ma zapobiec
wprowadzeniu do genomu biorcy wielu niepozadanych gendéw, ktore moga by¢ z nim sprzezone
(Collard i Mackill 2008).

W przypadku badan prowadzonych w ramach niniejszego tematu, gen Fhbl jest wprowadzany na
drodze dwoch krzyzowan wstecznych. Teoretycznie, aby otrzymaé po dwoch krzyzowaniach
wstecznych przynajmniej jednego osobnika heterozygotycznego dla markera centralnego i
homozygotycznego dla flankujgcych markerow (gwm389 i cfp1274, chromosom 3B) w typie alleli
rodzicéw wypierajacych nalezy w kazdym pokoleniu (tj. F1BC: i F1BC;) przebadaé przynajmniej po
62 osobniki przy poziomie prawdopodobienstwa P = 0,99 (Hospital 2001, Hospital i Decoux 2002). W
zwigzku z tym, badana taczna liczba 600 osobnikéw wydaje si¢ rozsadnym kompromisem pomigdzy
praktycznym aspektem analiz (naktad pracy i koszty) a mozliwos$cig osiggnigcia sukcesu, co najmniej
(teoretycznie) dwa osobniki na kombinacje o wilasciwym uktadzie alleli. Co wiecej, w naszych
badaniach juz w pokoleniu F1BC; uzyskano trzy osobniki (na 600 badanych) o pozadanym koncowym
uktadzie alleli. Jest to wynik lepszy od tego jaki przewiduje teoria, poniewaz zaktada one, ze przy
poziomie  prawdopodobienstwa  P=0,99  otrzymanie  przynajmniej  jednego  osobnika
heterozygotycznego dla markera centralnego i homozygotycznego dla flankujacych markerow
(gwm389 i cfpl1274, chromosom 3B) w typie alleli rodzicow wypierajacych (przypadek podwdjnego
crossing-over) nalezy w pokoleniu FiBC; przebada¢ 550 osobnikow (Hospital 2001, Hospital i
Decoux 2002). Wyzsza czgstosé tego zjawiska w naszych analizach (3 na 600 roslin) mozna przypisaé
zwigkszonej czgstosci rekombinacji tego regionu chromosomu (dystalny koniec ramienia
chromosomu) w poréwnaniu do jego pozostatej czesci (Saintenac i in. 2009). W zwiazku z tym,
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uzyskane w biezagcym roku liczebnos$ci nasion pokolenia FiBC; (186 — 307) w pelni zabezpieczaja
liczbe ro$lin, ktore po selekcji molekularnej (na obecnos¢ genu Fhbl) bedg wykorzystane do
usyskania odpowiedniej liczby osobnikow w pokoleniu F:BC, o pozadanym uktadzie alleli w
badanych loci markeréw molekularnych.

Whioski

1. Markery molekularne uzyte w badaniach potwierdzity swoja przydatnos¢ w selekcji pozadanych
genotypow.

2. Otrzymana liczba nasion w poszczegolnych kombinacjach krzyzowkowych pokolenia F1BC»
zapewnia wykonanie koniecznych analiz molekularnych w nastepnym roku realizacji tematu.
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