SPRAWOZDANIE \))
z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinne;j @

InAaAH

Zadanie nr 6

Poszukiwanie oraz wykorzystanie markeréw fenotypowych,
metabolicznych i molekularnych do badania typow odpornosci
na fuzarioze ktoséw u form pszenicy o zréznicowanej

podatnosci

Okres realizacji: 1.01.2014 - 31.12.2020 r.

Kierownik zadania:

Dr hab. Tomasz Géral IHAR-PIB Radzikow
t.goral@ihar.edu.pl

Wykonawcy zadania:

Prof. dr hab. Halina Wisniewska IGR PAN Poznan

Dr hab. Pawet Czembor, prof. IHAR PIB IHAR-PIB Radzikéw
Dr Piotr Ochodzki IHAR-PIB Radzikow
Dr hab. Michat Kwiatek IGR PAN/UP Poznan

Dr Magdalena Radecka-Janusik IHAR-PIB Radzikdéw



mailto:t.goral@ihar.edu.pl

Zadanie nr 6: Poszukiwanie oraz wykorzystanie markeréw fenotypowych, metabolicznych \\ﬁ @
i molekularnych do badania typow odpornosci na fuzarioze ktosow u form pszenicy GR

InAd o zréznicowanej podatnosci ﬁ PAN

2)

3)

4)

5)

Cele projektu

Uzyskanie genotypdw pszenicy ozimej (Triticum aestivum) o zwiekszonej odpornosci na fuzarioze
ktoséw powodowang przez grzyby z rodzaju Fusarium spp. i niskiej akumulacji mykotoksyn fuzaryjnych
W ziarnie.

Fenotypowanie porazenia ktoséw wybranych genotypdw pszenicy w doswiadczeniach infekcyjnych w
réznych srodowiskach, w wieloletnim cyklu badawczym celem uzyskania istotnej poprawy odpornosci
pszenicy ozimej z uwzglednieniem najwazniejszych typow odpornosci: typ 1 — odpornos¢ na infekcje,
typ 2 — odpornos¢ na rozprzestrzenianie sie Fusarium w ktosie, typ 3 — odpornosé na uszkodzenie
ziarniakdw przez Fusarium, typ 4 — tolerancja wobec fuzariozy ktoséw i obecnosci mykotoksyn
(trichotecendw), typ 5 — odpornos¢ na akumulacje mykotoksyn (trichotecendw).

Przeprowadzenie analizy wielocechowej — uwzgledniajgcej wszystkie badane cechy zidentyfikowane
kazdego roku u badanych genotypdéw taczacych rézne typy odpornosci na fuzarioze ktoséw

Zachowanie kolekcji ziarna genotypow wykazujgcych podwyzszong odpornos¢ w Zaktadzie
Fitopatologii IHAR-PIB

Wprowadzanie genu odpornosci na fuzarioze ktosow Fhbl do materiatdw hodowlanych pszenicy
ozimej na drodze selekcji wspomaganej markerami molekularnymi.

Zatozone w projekcie cele zostatly zrealizowane



Materiaty i metody

IHAH Tematy badawcze 1, 2, 3

1) Doswiadczenia infekcyjne w Poznaniu i Radzikowie oraz doswiadczenia infekcyjne w 5-
6 lokalizacjach (sp6tki hodowlane — materiaty z doswiadczen wstepnych)

2) Produkcja inokulum F. culmorum, inokulacja ktoséw zawiesing zarodnikéw oraz ocena
indeksu fuzariozy ktosow (IFK) (typ odpornosci 1+2).

3) Zbiér ktoséw wybranych genotypdw (Poznan, Radzikéw) oraz ocena uszkodzenia
ziarniakow przez Fusarium (FDK) (typ 3) i redukcji komponentéw plonu (typ 4)

4) Analizy zawartosci metabolitéw Fusarium w ziarnie: ergosterol (typ 3) oraz zearalenon
(ZEN), trichoteceny z grupy B (deoksyniwalenol=DON i pochodne, niwalenol=NIV) (typ
5). Metody immunoenzymatyczne i chromatograficzne (HPLC, GC).

5) Badanie odpornosci typu 1 (infekcja pierwotna) i 2 (rozprzestrzenianie sie Fusarium w

ktosie): inokulacja punktowa i ocena po 21 dniach (typ 2), opryskiwanie ktoséw i ocena
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1) Daweca odpornosci (gen Fhb1) linia Alll62 (FUS9), rodzice (linie) wypierajgcy: SMH8527

- roksymalnie (FUS12), DL414/10 (FUS24), STH1178 (FUS27), MIB11262 (FUS34) i NAD10041 (FUS40).

2) Po kazdym krzyzowaniu wstecznym prowadzono selekcje roslin wybierajac tylko osobniki z
allelem rodzica dawcy w locus markera centralnego (UMN10) oraz z allelami rodzicéw

o 3) Woyprowadzone rodziny F3BC2 i F4BC2 badano w doswiadczeniach polowych pod wzgledem
odpornosci typu 1 (na zakazenie patogenem) i typu 2 (na rozprzestrzenianie sie Fusarium w

Czesciowa mapa molekularna krotkiego k{'os e )
ramienia chromosomu pszenicy 3B
zawierajagcamarker centralny sprzezony
z genem Fhb1i flankujace.



Wyniki Tematy badawcze 1, 2, 3

Typ 1i 2 odpornosci

W latach 2014 — 2020 przebadano odpornosé na fuzarioze ktoséw (IFK) 1118
genotypdw pszenicy ozimej oraz 5 odmian wzorcowych (Artist, KWS Ozon,
Patras, RGT Kilimanjaro, Tonacja). Doswiadczenia infekcyjne przeprowadzono
w 5 — 8 lokalizacjach (zaleznie od roku i warunkéw pogodowych — susza,
wymarzanie).

Stwierdzono duze zrdznicowanie odpornosci genotypéw (Rysunek 2).
Zidentyfikowano genotypy odporne oraz wysoko podatne we wszystkich
srodowiskach.

Obserwowano bardzo silny wptyw warunkdéw srodowiska (rok, lokalizacja) na
nasilenie fuzariozy ktosow.

W latach 2014 - 2020 w doswiadczeniach w Poznaniu i Radzikowie
przebadano odporno$¢ na fuzarioze ktoséow (IFK) 192 genotypdw pszenicy
oraz 25 form wzorcowych.

Genotypy wybierane byty na podstawie niskiego IFK w roku poprzednim w
doswiadczeniach prowadzonych w kilku lokalizacjach (powyzej)

Najnizsze indeksy FK zanotowano w latach 2015 i 2018, najwyzszy w roku
2016 (zblizony do wartosci IFK w latach 2014, 2017 i 2020) (Rysunek 3)

W roku 2020 IFK dla wybranych genotypdéw o podwyziszonej odpornosci
wynosit 13,2% (4,5 — 18,7%), natomiast IFK dla nowych genotypdéw pszenicy
badanych w ramach Doswiadczenia Wstepnego wynosit 24,9% (9,6 — 45,0%).

Typ 3 odpornosci

W latach 2014 — 2019 przebadano odpornos¢ na uszkodzenie ziarniakow (FDK)
163 genotypéw o podwyzszonej od odpornosci oraz 29 form wzorcowych.
Badano réwniez FDK dla 131 genotypdw wybranych z doswiadczen wstepnych.
Najnizsze FDK zanotowano w roku 2019 (5,3%), najwyzsze w latach 2014
(42,7%), 2015 (14,9%) i 2016 (14,3%).

W kolejnych latach badan uszkodzenie ziarniakdw (FDK) korelowato z
porazeniem ktosa (IFK) w obu lokalizacjach doswiadczalnych.

Na podstawie oceny IFK oraz FDK wybierano corocznie genotypy wykazujace
podwyzszong odpornos¢ do przeprowadzania analiz zawartosci ERG oraz
toksyn fuzaryjnych
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Rysunek 2. Uktad wspdtrzednych dwdch pierwszych
sktadowych gtéwnych dla 1123 genotypdw pszenicy ozimej
badanych w latach 2014 —2020 w 7 lokalizacjach. Zaznaczono
genotypy o najwyzszej odpornosci na fuzarioze ktoséw (IFK).
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Rysunek 3. Srednie indeksy fuzariozy kloséw (IFK) dla
wybranych genotypdw wykazujgcych odpornosé na fuzarioze
ktoséw. Doswiadczenia w Poznaniu i Radzikowie w latach
2014 - 2020.




Wyniki Tematy badawcze 1, 2, 3 Typ 5 odpornosci

W latach 2014 — 2020 przeanalizowano zawarto$¢ toksyn fuzaryjnych w ziarnie genotypow wybranych z doswiadczen w Poznaniu i
Radzikowie. Analizowano 151 genotypdw pszenicy, 6 odmian oraz 24 form wzorcowych (odpornych i podatnych).

Najnizsze zawartosci trichotecendw z grupy B (TCT B = suma DON i NIV) zanotowano w latach 2019 (2,304 mg/kg) i 2018 (4,338 mg/kg),
najwyzsze w latach 2014 (20,256 mg/kg) i 2017 (11,205 mg/kg).

Zearalenon (ZEN) wystepowat w duzych ilosciach w latach 2017 (0,600 mg/kg), 2014 (0,464 mg/kg) i w 2016 (0,262 mg/kg). W
pozostatych 3 latach jego zawartos$¢ byt Srednio ponizej 0,100 mg/kg.

Niskie zawartos$ci toksyn w latach 2018 i 2019 wynikaty z warunkéw pogodowych niekorzystnych dla rozwoju fuzariozy ktoséw i/lub
tworzenia sie mykotoksyn (wysoka temperatura powietrza, niskie opady).

W wiekszosci lat IFK korelowat z uszkodzeniem ziarnikow FDK (0,445 — 0,842), zawartoscig trichotecenéw z grupy B (0,500 — 0,857) i ZEN
(0,392 —0,834). Wyjatkiem byt rok 2015, kiedy nie zanotowano korelacji z FDK i ZEN i stabg z TCT B.

We wszystkich latach badan stopien uszkodzenia ziarnikdw (FDK) korelowat istotnie z zawartoscig trichotecenéw B (0,554 — 0,850) i ZEN
(0,396 —0,719).

Zawartos¢ ergosterolu (ERG) (wskaznik ilosci grzybni; typ 3 odpornosci) korelowata istotnie z zawartoscig trichotecenéw B (0,630 —
0,946) i ZEN (0,341 — 0,810). Zawartos¢ ERG korelowata rowniez z uszkodzeniem ziarniakdéw przez Fusarium (0,373 — 0,878).

= Korelacje dla wynikow ze wszystkich lata badan wskazuja, ze  Zmienne IFK FDK L ERG DON NIV TCTB
najlepszym wskaznikiem zawartosci trichotecenéw B jest  FDKL 0,392 Wspdiczynniki istotne na
uszkodzenie ziarniakéw FDK oraz zawarto$¢ ERG (Tabela). Nieco E';?\l g'ziz g'zgg 0.368 poziomie alfa < 0,001
stabiej z toksynami korelowato porazenie ktosa IFK. ’ ’ ’
=W perypadkuyZEN najlepszym wr;kainikiem ilosci byta zwarto$¢ ERG d 0,549 0.77% 0,802 0,595
TCTB 0,564 0,714 0,619 0,968 0,804
oraz stopien porazenia kfosow. ZEN 0581 0360 0,687 0474 0588 0,575
3 - = Genotypy wykazujgce podwyiszong odpornos¢ na fuzarioze
ktosow rdéinego typu (odpornos¢ na porazenie ktosa, na
2 ao1912 [th;:] @ M ERG uszkodzenie ziarniakdw, na akumulacje toksyn fuzaryjnych w
Sf”"“*] 202:7 || FeTHmeniaro Na ziarnie) w ciggu kilku lata badar zostaty wtgczone do kolekgji
;\:MO[F% Nm%/mgoi?s K IHAR-PIB. Przyktad na Rysunku 4 (wyniki z lat 2017 —2019, ma
S 06 —ae 1K zielono oznaczone wzorce odporne) ,
N P SEos /Kﬁega e -~ . ] Kf)lekq.a .ObeijJe , 50 geno:cy‘pow pszgmcy oIZ|meJ
stisoss /1 A\ naohao2s FDK L nieposiadajacych gendéw odpornosci na fuzarioze ktoséw o
2 SMH 7983 1 o DON duzym efekcie (np. Fhb1, Fhb2, Fhb5) co wynika z braku Zrédet
DL325/11/3 tych gendéw w ich rodowodach.
-3 , ) . ) , ; X = W kolekcji znajdujg sie rowniez 23 linie/odmiany o wysokiej
- 5

Rysunek 4 F1 (89,44 %)

odpornosci na fuzarioze ktoséw, w tym wiekszos¢ z genem Fhb1.
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Rysunek 4. Srednia odpornoéé¢ na rozprzestrzenianie sie
Fusarium w ktosie (typ 2) dla grup genotypdw pszenicy.
Srednie z do$wiadczen w latach 2014 — 2020. Istotno$¢ réznic
$rednich okreslona za pomoca testu Kruskala-Wallisa.

Temat badawczy 4

Stwierdzono istotne roznice w odpornosci typu 2
(Rysunek 5). Linie z wprowadzonym genem Fhbl

. . . ;s 2+
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, . . .. ., (n=98) (n=30) pszenicy odporne podatne
wzorcdw podatnych oraz istotnie mniejszg odpornosé (n=22) (n=52) (n=8)

w poréwnaniu do wzorcéw odpornych (genotypy

W latach 2014-2020 przebadano typy odpornosci 1 i 2 dla 206
genotypow pszenicy wybranych na podstawie niskiego IFK w
doswiadczeniach polowych oraz 38 wzorcow. Pod wzgledem
typu 1 genotypy odporne nie roznity sie od wzorcow podanych,
byty natomiast istotnie bardziej odporne pod wzgledem typu 2
(Rysunek 4). Genotypy te (nieposiadajgce znanych gendw
odpornosci) byty bardziej podatne od wzorcéw odpornych z
genem Fhb1.

Odpornos¢ typu 2 korelowata ze srednim IFK z doswiadczen w
Poznaniu i Radzikowie (r = 0,524), dla typu 1 wspétczynnik byt
dwukrotnie nizszy (r = 0,238)
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posiadajgce geny odpornosci na fuzarioze ktoséw, w  Rysunek 5. Srednia odporno$¢ na rozprzestrzenianie sie Fusarium w

tym Fhb1).

ktosie (typ 2) dla grup genotypéw pszenicy. Srednie z do$wiadczen w
latach 2019 i 2020. Istotnos¢ réznic Srednich okreslona za pomocg testu
Kruskala-Wallisa.



Zadanie nr 6: Poszukiwanie oraz wykorzystanie markeréw fenotypowych, metabolicznych %.\‘\\) @

i molekularnych do badania typéw odpornosci na fuzarioze ktoséw u form pszenicy IGR

InAad 0 zréznicowanej podatnosci ﬂ PAN
Whioski

* Reakcja genotypow pszenicy na infekcje ktosa przez Fusarium podlega bardzo silnym wptywom srodowiska (rok,
lokalizacja), w ktérym przeprowadzane sg doswiadczenia infekcyjne.

* Najwiekszg zmiennos¢ obserwuje sie w przypadku ilosci toksyn fuzaryjnych akumulowanych w ziarnie pszenicy w
poszczegdlnych srodowiskach.

* W przypadku pszenicy stwierdzono istotne zaleznosci (korelacje) pomiedzy porazeniem ktosa, uszkodzeniem
ziarniakdow i zawartoscig toksyn fuzaryjnych (trichotecendw grupy B) w ziarnie. Zaleznosci te sg stabsze dla
zearalenonu.

* Najlepszym wskaznikiem zawartosci trichotecendw grupy B w ziarnie byt stopien uszkodzenia ziarniakéw.

*  Wprowadzanie genu Fhb1 metodg krzyzowan wstecznych wspomaganych markerami molekularnymi jest skuteczng
metoda na uzyskanie genotypdw o podwyzszonym poziomie odpornosci (typu 2) na rozprzestrzenianie sie Fusarium
w kfosie.

Osiggniecia

* Przebadano odpornos¢ na fuzarioze kioséw (porazenie ktosa) ponad 1000 genotypdw pszenicy ozimej w
doswiadczeniach infekcyjnych w zréznicowanych srodowiskach i zidentyfikowano formy odporne.

* Zidentyfikowano genotypy pszenicy ozimej (nieposiadajgce gendw odpornosci o duzym efekcie) wykazujace
podwyzszong odpornosc na fuzarioze ktoséw i tgczace rézne typy odpornosci w tym na akumulacje mykotoksyn.

* Genotypy te, ktorych odpornosc zostata potwierdzona w ciggu kilku lat badan (okoto 50) zostaty wtgczone do
kolekcji Zaktadu Fitopatologii IHAR-PIB

*  Wprowadzono gen Fhb1 odpornosci na fuzarioze ktosdw do materiatdw hodowlanych polskich Spétek Hodowli
Roslin wzbogacajgc w ten sposéb pule materiatéw Zrédtowych do hodowli odpornosciowej zaadaptowanych do
warunkow glebowo-klimatycznych Polski.

* Udowodniono skutecznos¢ wykorzystanej w temacie badawczym metody hodowli molekularnej, ktéra moze by¢
wykorzystana w Spoétkach Hodowli Roslin.
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