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WSTEP I CEL PRACY

Pszenzyto jest mieszancem mig¢dzyrodzajowym otrzymanym w wyniku skrzyzowania
pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) z zytem (Secale cereale L.). Pszenzyto nie jest w
czolowce najczesciej uprawianych zbdz na Swiecie, jednak zainteresowanie tym gatunkiem
wciagz ro$nie. Powierzchnia zasiewOw pszenzyta na $wiecie wyniosta w 2020 roku 3,8 mln ha,
z czego uprawy w Europie stanowily ponad 3,3 min ha. Polska jest liderem w $wiatowej
produkcji i hodowli odmian pszenzyta. W ciagu ostatnich pigciu lat areat upraw w Polsce
wzrést z 1,2 min ha do 1,3 mIn ha. Ze wzgledu na wickszy plon najczgsciej uprawiane

sa odmiany ozime tego gatunku.

Gloéwna przyczyng strat w ilosci 1 jakosci plonu ziarna zb6z, a tym samym najwiekszym
problemem hodowcow sa patogeny grzybowe (Singh iin. 2019). Wsréd chordb pszenzyta,
najwigksze znaczenie ekonomiczne maja: maczniak prawdziwy, rdza zotta, rdza brunatna,
septorioza paskowana lisci oraz septorioza lisci i plew. Kazda z tych chorob znaczaco wptywa

na straty plonu ziarna i pogorszenie parametrow jakosciowych pszenzyta ozimego.

Septorioza lisci iplew (SNB ang. Septoria nodorum blotch) wywotywana
przez nekrotroficzny grzyb Parastagonospora nodorum uwazana byta za chorobe powszechna,
ale nigdy o znaczeniu epidemiologicznym. Straty plonu wywolane przez patogen moga si¢gac
31-50% (Eyal i in. 1987, Bhathal iin. 2003). Stopien rozwoju choroby zalezy gtownie

od podatnosci roslin, dostepnosci inokulum, zmianowania i warunkow klimatycznych.

W 2004 roku dokonano przetomowego odkrycia biatkowych efektorow nekrotroficznych
(NE) wytwarzanych przez P. nodorum (Liu i in. 2004). Do tej pory w patosystemie
patogen - pszenica opisano dziewig¢ oddziatywan NE z genami roslin warunkujacymi
wrazliwo$¢. Liczne badania potwierdzaja, ze efektory biatkowe SnToxA, SnTox1 i SnTox3
szczegblnie wpltywaja na nasilenie septoriozy lisci i plew oraz sg szeroko rozpowszechnione w
populacji P. nodorum (Liuiin. 2012, Richards i in. 2019, Lin i in. 2020). Co ciekawe, §wiatowa
literatura przedstawia badania dotyczace interakcji NE-Snn jedynie dla pszenicy. W Zaktadzie
Fitopatologii Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin Jakub Walczewski (2014) po raz
pierwszy zaproponowat sprawdzenie odzialywania efektorow biatkowych dla odmian i linii DH
zarowno dla pszenicy, jak i pszenzyta. Jego badania potwierdzity wysoka podatno$¢ pszenzyta

na dziatanie efektora biatkowego SnTox3 (Arseniuk i in. 2019, Arseniuk 2021).

Ochrona zb6z przed chorobami polega gtéwnie na profilaktyce poprzez zastosowanie

zabiegdw agrotechnicznych, chemicznych i fizycznych. SNB najczes$ciej zwalczana
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jest przez zastosowanie $srodkow ochrony roslin (fungicydow), jednak jest to sposob drogi
i negatywnie wptywajacy na srodowisko (Cook 1999). Intensywne zabiegi istosowanie
fungicydow budza spor spoteczny oraz przyczyniaja si¢ do nabycia odpornos$ci przez patotypy
P. nodorum oraz wyodrgbnienia szczepow patogenu odpornych na $rodki ochrony ro$lin
(Peeveri in. 1994, Blixti in. 2009, Lucas i in. 2015, Pereira i in. 2020). Szkody oraz ponoszone
koszty ochrony ro$lin sa wysokie, dlatego hodowla odmian odpornych na dzialanie grzybow

patogenicznych stanowi ekonomiczng i ekologiczng alternatywe ochrony pszenzyta.

Celem niniejszej pracy byla selekcja genotypow pszenzyta ozimego o podwyzszongj
odpornosci na septorioze lisci i plew z wykorzystaniem metod biotechnologicznych. Zatozono
zweryfikowanie potencjalu  somatycznej embriogenezy iandrogenezy jako drogi
do wyprowadzenia linii pszenzyta ozimego o podwyzszonej odpornosci na infekcje

P. nodorum oraz dziatanie efektorow biatkowych wytwarzanych przez patogen.
Cele szczegotowe:
- wyprowadzenie linii somaklonalnych i podwojonych haploidow pszenzyta ozimego;

- analiza fenotypowa odpornosci siewek w warunkach kontrolowanego $rodowiska i ro$lin

dorostych w warunkach polowych;

- analiza fenotypowa odporno$ci badanych linii na efektor biatkowy SnTox3, produkowany

przez P. nodorum.

Hipoteza naukowa: Zastosowanie metod biotechnologicznych oraz testow przesiewowych
z wykorzystaniem efektora biatkowego SnTox3 umozliwia wyprowadzenie linii pszenzyta

ozimego o podwyzszonej odpornosci na septorioze lisci i plew.

MATERIALY Il METODY

Materiat ro$linny

Badanie zostato przeprowadzone na genotypach pszenzyta ozimego. Material roslinny
stanowity linie somaklonalne (SE), podwojone haploidy (DH) otrzymane w latach 2015 - 2016
orazich formy rodzicielskie. ~Genotypy wyprowadzono nadrodze androgenezy
oraz somatycznej embriogenezy z pokolenia F; po skrzyzowaniu siedmiu odmian pszenzyta
ozimego o zroznicowanej odpornosci na septorioze lisci iplew: Algoso, Borowik, Borwo,
Cyrkon, Meloman, Panteon, Tomko. Odmiany rodzicielskie zostaly wytypowane na podstawie

wynikéw badan prowadzonych przez Arseniuka i wspotpracownikéw pod katem odpornosci



pszenzyta nanekrotroficzny grzyb P. nodorum. W doswiadczeniach fitopatologicznych

wykorzystano odmiany Fredro i Pigmej jako wzorce.

Izolaty Parastagonospora nodorum

Materiatem infekcyjnym w testach stopnia porazenia otrzymanych genotypow pszenzyta
ozimego w warunkach polowych i kontrolowanego srodowiska stanowito inokulum sktadajace
si¢ z 10 izolatow patogenu o wysokiej patogenicznosci: 9074, 9282, 9079, 13-6-5, 9281, 2-
7/11, 13-6-12, 7-1-11, 37-1, 5-5/11. Izolaty pochodzily z probek naturalnie porazonych lisci
pszenicy 1ipszenzyta pozyskanych zsiedmiu lokalizacji: Bartazek (woj. Warminsko —
mazurskie), Bonin (woj. Zachodnio — pomorskie), Borowo (woj. Wielkopolskie), Grodkowice
(woj. Matopolskie), Matyszyn (woj. Lubuskie), Olesnica Mata (woj. Dolnoslgskie), Ozansk
(woj. Podkarpackie) i Smolice (woj. Wielkopolskie) w latach 2015 —2016. Sktad inokulum
zostat dobrany tak aby odpowiadat populacji patogenu w Polsce. Identyczny sktad inokulum
stosowano w doswiadczeniach polowych oraz w do§wiadczeniach prowadzonych w warunkach

kontrolowanego srodowiska w latach 2018 - 2020.

Przygotowanie efektora bialkowego SnTox3

Do przygotowania efektora biatkowego SnTox3 wykorzystano szczep drozdzy
metylotrofowych Pichia pastoris (X33 Invitrogen) zawierajacy plazmid pGAPZA
ze sklonowanym genem Sn7ox3. Plazmid otrzymano z USDA-ARS Cereal Crops Research

Unit, Edward T. Schafer Agricultural Research Center, Fargo, ND, 58102, Stany Zjednoczone.

Metody badawcze:

1.  Analiza fitopatologiczna genotypow pszenzyta ozimego w warunkach polowych

Jednostkami doswiadczalnymi pojedynczych ocen byly 2 - 4-rzadkowe poletka o
dhlugosci 1 m, rozstawie 15 cm i 10 ro$linach/rzadek. W doswiadczeniach polowych linie
pszenzyta ozimego oraz odmiany rodzicielskie wysiano w trzech losowych blokach, z ktérych
dwa zakazano (powtorzenia) a jeden stanowil kontrole. Kontrolny blok roslin opryskano
fungicydem Tilt 250 EC przed rozpoczgciem inokulacji roslin na pasach zakazanych oraz
postuzyt gltéwnie do monitorowania i oceny wystepowania ewentualnych symptomow
chorobowych powodowanych przez zewnetrzne zrodla P. nodorum i innych patogendéw. Dwa

rzedy poletek byty inokulowane trzykrotnie w ciaggu sezonu:



e pod koniec stadium butonizacji klosa (GS 45) (stezenie zawiesiny 5 — 6x10°
zarodnikow/ ml);
e 10 dni pdézniej (stezenie zawiesiny 5 — 6x10° zarodnikow/ ml);
e po wykloszeniu (GS 59) (stezenie zawiesiny 2 — 3x10° zarodnikéw/ ml).
Oceng porazenia lisci 1 ktosow przeprowadzono po pojawieniu si¢ pierwszych objawow
w 9° skali, gdzie 1- roslina krancowo podatna, 9 - ro$lina catkowicie odporna oraz przy pomocy

programu ImagelJ, gdzie 100% oznacza podatny, 0%-odporny.

2.  Analiza fitopatologiczna genotypéw pszenzyta w warunkach kontrolowanego

srodowiska

Testy fitopatologiczne w warunkach kontrolowanego $rodowiska przeprowadzono na 8
czternastodniowych siewkach majacych w pelni wyksztatcony drugi li§¢. Rosliny byty
inokulowane wodng zawiesing zarodnikow P. nodorum o stezeniu 4 - 4,5 x 10° zarodnikow/
ml i umieszczone w catkowitej ciemnosci w warunkach kontrolowanego $rodowiska: temp.
22°C 1 100% wilgotnosci przez 72 godziny. Nastepnie powrdcono do fotoperiodu 16 godzin
dzien, 8 godzin noc, temp. 20°C w nocy i 22°C w dzien oraz naturalnej wilgotno$ci wzglednej
powietrza. Po 10 - 14 dniach inkubacji zostala przeprowadzona ocena stopnia porazenia
drugiego liscia siewek. Oceng porazenia lisci i klosow przeprowadzono przy pomocy programu

Imagel, gdzie 100% oznacza podatny, 0%-odporny.

3. Ocena fenotypowa wrazliwos$ci genotypdw pszenzyta ozimego na efektor biatkowy
SnTox3

Materiatem do przeprowadzenia testow wrazliwosci na efektor biatkowy SnTox3 byly
dwutygodniowe siewki, po 3 dla kazdego genotypu. Zawiesing zawierajaca efektor biatkowy
SnTox3 wprowadzono w gorng powierzchni¢ blaszki lisciowej, zaznaczajac obszar infiltracji
nietoksycznym flamastrem. Siewki zostaty umieszczone w warunkach fotoperiodu 16 godzin
dzien, 8 godzin noc, w temp. 20°C w nocy 1 22°C w dzien oraz naturalnej wilgotnosci wzglednej
powietrza. Ocena wrazliwosci genotypow pszenzyta ozimego na SnTox3 zostala
przeprowadzona wizualnie po 4 - 8 dniach. Za wrazliwe genotypy pszenzyta ozimego zostaly
uznane linie, ktéore w zaznaczonym obszarze wykazaly chlorozy i nekrozy oraz zwijanie si¢
liscia. Genotypy niewrazliwe nie wykazaty zadnych zmian w granicach infiltrowanego obszaru.

Wynik dla kazdego genotypu byt $rednig z trzech roslin poddanych infiltracji.



4.  Analiza danych meteorologicznych

Dane pogodowe zostaly uzyskane zestacji meteorologicznej zlokalizowanej
w Radzikowie. Przebieg warunkéw pogodowych analizowano wykorzystujac pomiary
temperatury, wilgotno$ci wzglednej powietrza iopadow atmosferycznych na podstawie

dziennych danych dla dwdch okresow prowadzenia doswiadczen.

5. Analizy statystyczne przeprowadzono korzystajac z pakietu Statistica v13 oraz Excel w

pakiecie Microsoft Office 2019.

W celu ujednolicenia danych i zapewnienia rozktadu normalnego otrzymane surowe
wyniki poddano transformacji logarytmicznej. Transformacje wykonano wedlug wzoru

(Rowlings i in. 2001):

100 — P)

gdzie: P - warto$¢ cechy, In - logarytm naturalny

Tln = ln(

Przy pomocy analizy wariancji ANOVA opracowano wyniki analiz fitopatologicznych
dla linii SE, DH i odmian rodzicielskich dla kazdego typu doswiadczenia. W celu zbadania
miedzy ktorymi grupami wystepuja istotne réoznice wykonano test Duncana.

Wspolczynnik korelacji Pearsona (r) zastosowano do oceny zaleznosci miedzy
odpornoscig genotypoéw SE, DH oraz odmian rodzicielskich na SNB w warunkach polowych,

w warunkach kontrolowanego srodowiska oraz ich wrazliwosci na efektor biatkowy SnTox3.

WYNIKI I DYSKUSJA

Do niedawna pszenzyto uwazane bylo za zboze charakteryzujace si¢ wysokg odpornoscia
na wickszos$¢ chorob. Obecnie obserwuje si¢ coraz wigksze problemy ze zdrowotnoscig tego
gatunku. Szacuje sie, ze przy przecietnym porazeniu roslin przez patogen nastepuje spadek
plonu o 10-15%, natomiast przy silnym porazeniu spadek ten moze wynie$¢ nawet kilkadziesiat

procent (Wos$ i Strzembicka 2011).

Septorioza lisci iplew wywotana przez Parastagonospora nodorum to jedna
z najwazniejszych chorob pszenzyta ozimego. Stwierdzono, ze w ostatnich latach P. nodorum
byt dominujacym gatunkiem powodujacym choroby liSci pszenzyta okreslane jako septoriozy
w Polsce (Bartosiak i in. 2021). Do zwalczania SNB wcigz najczesciej stosuje si¢ srodki
ochrony roslin. Jednak w ostatnich latach zaobserwowano rozwo6j odpornosci P. nodorum
na kilka fungicydow na skutek wysokiej presji selekcyjnej wsrdd populacji patogenu (Blixt

iin. 2009, Pereira i in. 2017). Wiaczenie do uprawy odmian zboz o podwyzszonej odpornosci
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na septorioz¢ lisci iplew w znacznym stopniu przyczyni si¢ do ochrony $rodowiska

naturalnego przed nadmiernym skazeniem pestycydami.

Cele niniejszej pracy zostaly zrealizowane przez otrzymanie linii pszenzyta ozimego
o podwyzszonej odpornosci na septorioze¢ lisci i plew i niewrazliwych na dziatanie efektora
biatkowego wytwarzanego przez P. nodorum, SnTox3. Podejmowana tematyka stanowi
wyzwanie naukowe, poniewaz dotej pory prace prowadzone nad wptywem efektorow

biatkowych byty w Polsce nieliczne, zwtaszcza dla obiektow pszenzyta ozimego.

Analiza fenotypowa odpornosci siewek i roslin dorostych na septorioze lisci i plew i efektor

bialkowy SnTox3 otrzymanych linii somaklonalnych i linii podwojonych haploidéw

Zaréwno w trakcie doswiadczen prowadzonych w Zakladzie Fitopatologii w Instytucie
Hodowli 1 Aklimatyzacji Roslin, jak i w doniesieniach literaturowych nie wytypowano do tej
pory odmian catkowicie odpornych na dziatanie P. nodorum (Aguilar i in. 2005). Odpornosé
catkowita na septoriozg lisci i plew wsrod odmian zbdz jest cechg rzadka (Shaner i Buechley
1995). W przeprowadzonych badaniach podjeto probe wytypowania linii pszenzyta ozimego
o podwyzszonej odporno$ci na septoriozg lisci i plew iniewrazliwych na efektor biatkowy
SnTox3. Przetestowano acznie 18 linii somaklonalnych i 19 linii podwojonych haploidow oraz
9 odmian w latach 2018 - 2020. Wsrod badanych materiatow pszenzyta ozimego réwniez
nie stwierdzono wystepowania form catkowicie odpornych, jednak wytypowano genotypy
charakteryzujace si¢ podwyzszong odpornoscia na P. nodorum. Sredni stopien porazenia
badanych materiatow pszenzyta nie byl mocno zréznicowany, jednak wykazat statystycznie

1stotne roznice.

Na podstawie ocen fenotypowych stopnia porazenia lisci w warunkach polowych

otrzymanych linii somaklonalnych i podwojonych haploidéw, czternascie linii DH i siedem SE
zakwalifikowano do grupy charakteryzujacej si¢ podwyzszong odpornoscig na septorioze lisci
iplew, costanowi 56,76% wszystkich badanych genotypéw otrzymanych w wyniku
somatycznej embriogenezy iandrogenezy. Ich $redni stopien porazenia zostal oceniony
w zakresie 0,21 —1,64. Wsrdd genotypow o podwyzszonej odpornosci, dla jedenastu linii
nie wykazano wrazliwosci na efektor biatkowy SnTox3. Do grupy genotypéw podatnych
1 bardzo podatnych wtaczono pig¢ linii DH i jedenascie SE, co stanowi 43,24% badanych linii
somaklonalnych ipodwojonych haploidéw. Ich $redni stopien porazenia zostatl oceniony
w zakresie 1,77 —3,55. Dla jedenastu linii podatnych na septorioz¢ lisci i plew wykazano

wrazliwo$¢ na SnTox3.



W przypadku ocen prowadzonych w warunkach kontrolowanego srodowiska, czternascie

badanych genotypéw wiaczono do grupy o podwyzszonej odpornosci na P. nodorum,
co stanowi 37,84% wszystkich badanych linii pszenzyta otrzymanych w wyniku somatycznej
embriogenezy i androgenezy. W tej grupie wyrézniono trzy linie DH i jedenascie SE. Sredni
stopien porazenia oceniono w zakresie (-5,62) — (-2,95). Wérdd genotypdw charakteryzujacych
si¢ podwyzszong odpornosciag na septorioze lisci iplew, dla o§miu nie zaobserwowano
wrazliwosci na efektor biatkowy SnTox3. Natomiast szesnascie linii DH i siedem SE to formy
podatne ibardzo podatne, co stanowi 62,16% badanych genotypéw somaklonalnych
i podwojonych haploidow. Sredni stopien porazenia oceniono w zakresie (-2,93) — (-1,61). Dla

pietnastu z nich wykazano wrazliwo$¢ na SnTox3.

Podsumowujac wyniki prezentowanej pracy na wykresie 1 przedstawiono analizg
skupien (PCA ang. Principal Component Analysis) dla porazenia badanych genotypow
przez P. nodorum. Kolorami oznaczono $redni poziom wrazliwosci genotypoéw na SnTox3:
czerwony (1) - wrazliwos$¢, zielony (0) - odpornos¢ na SnTox3, z6tty - reakcja posrednia (0,5).
Wigkszo$¢ linii i odmian niewrazliwych na efektor biatkowy SnTox3 wykazala niskie
lub $rednie porazenie lisci przez P. nodorum, zardbwno w warunkach polowych (rosliny
doroste) jaki i warunkach kontrolowanego $rodowiska (siewki). Linie i odmiany wrazliwe
na SnTox3 w wigkszosci wykazaly podatno$¢ na porazenie przez P. nodorum. Natomiast
genotypy o niejednoznacznej reakcji na efektor SnTox3 mialy zrdéznicowang reakcje

na porazenie przez P. nodorum.

Wykres 1. Analiza skupien dla porazenia linii somaklonalnych, podwojonych haploidéow i odmian przez P.
nodorum w warunkach polowych i w warunkach kontrolowanego Srodowiska. Wektory wskazuja

kierunek wzrostu warto$ci zmiennych.

Biplot (axes F1 and F2: 76,61 %)

Ocena poraienia ktosa (0-9)

.

537 @

F2 (32,24 %)

Poratenie w warunkach «—— D47 @

s
= Borowik-_

[3/51:' ./ P

Meloman

OD—SZ

@ D-40 ®
53 @ Fredro .5-65 o
p-39 D-66
540 i e ©
o D-56
1 A\gos% 5399 @ +
D-44
547 @ D48 @ 555 @
D54 @ 5438 @ Tomko LY D-45

polowych (%] P D5E ®py " .

. %l DI @ o swe el i e, 5% D62 Ocena poraienia liscia (0-9)

b, =

553 043 @ 556 €563 ®pieon

Poraienie w warunkach
kontrolowanego érodowiska =
2 %1 Pigme] @ Bp.ss
cyrko®
3
5 s v :
F1 (44,37 %)

+ Active variables ®0 ©0,5 @1

8




Celem zwigkszenia postgpu hodowlanego wprowadza si¢nowe metody
biotechnologiczne, mig¢dzy innymi kultury in vitro. Przedstawione w pracy wyniki wskazuja,
ze somatyczna embriogeneza i androgeneza powoduje powstanie zmiennosci genetycznej. Przy
zastosowaniu selekcji genotypow wytypowano linie pszenzyta ozimego o podwyzszonej
odpornosci na septorioze lisci i plew. Na szczego6lng uwage zastuguja linie SE: S-43 (powstata
w wyniku krzyzowania odmian Borowik x Cyrkon), S-66 (Tomko x Meloman), S-55
(Cyrkon x Borwo) i S-63 (Meloman x Panteon) oraz DH: D-62 (Panteon x Meloman), ktore
wykazaty wysoka odpornos¢ na dziatanie P. nodorum w warunkach polowych i w warunkach
kontrolowanego $rodowiska. Dodatkowo, w przypadku tych linii nie zaobserwowano
wrazliwosci na efektor biatkowy SnTox3. Rosliny te mogg by¢ donorami w hodowli

odpornosciowe;.

Nalezy podkresli¢, ze praca nad odporno$cia roslin na choroby grzybowe powinna mie¢
charakter ciagly, poniewaz roéwnie ciagla jest zmiennos¢ patogenu. Odmiana Borowik zostala
wprowadzona do uprawy jako odmiana odporna na dzialanie patogenéw grzybowych,
natomiast w prezentowanej pracy odmiana ta zostala zakwalifikowana do genotypow
charakteryzujacych si¢ $rednig podatnoscia na SNB w warunkach polowych. Wykazuje
rowniez wrazliwo$¢ na efektor biatkowy SnTox3. Podany przyktad jestdowodem
na przelamanie odpornosci przez patogen w niedlugim czasie stad potrzeba zwickszenia
efektywno$ci 1 trwatosci odpornosci odmian zboz uprawnych na choroby w warunkach

produkcyjnych (Wolfe 1985).

Niestety efekty zastosowania kultur in vitro do tworzenia zmiennosci odpornosci
na stresy biotyczne sgtrudne do przewidzenia. Zmienno$¢ moze prowadzi¢ do spadku
lub wzrostu odpornosci otrzymanych linii w stosunku do odmian rodzicielskich (Ahmed
iin. 1996, Arseniuk iin. 1998a). Przyktadem w pracy jest odmiana Panteon. Wszystkie linie
somaklonalne i podwojone haploidy otrzymane w wyniku krzyzowania z t3 odmiang okazaty
si¢ by¢ bardziej odporne na septorioze lisci i plew w warunkach kontrolowanego §rodowiska.
Natomiast odmiana Borwo charakteryzowata si¢ najwyzsza odpornoscig na SNB w warunkach
polowych. Wszystkie linie otrzymane z tej odmiany wykazaly nizsza odporno$¢ na dziatanie
P. nodorum. Wsrod pozostatych linii DH 1 SE zaobserwowano zaréwno typy zwigkszonej jak
i obnizonej odpornosci w stosunku do odmian wyjsciowych. Podobng zaleznos¢ przedstawiono
w badaniach Gorala i Arseniuka (2003). Ponadto, udowodniono, ze uzyskanie form o istotnie
zwigkszonej odporno$ci na septorioze liSci iplew zalezy nie tylko od genotypu pszenzyta

wykorzystanego do krzyzowania, ale rowniez od metody regeneracji.



Analiza zwigzkow miedzy odporno$cia genotypow pszenzyta ozimego w warunkach

polowych i kontrolowanego $rodowiska

Ze wzgledu na mechanizm rozprzestrzeniania si¢ septoriozy lisci iplew oraz jej
wielopokoleniowy charakter wazne jest, aby w odmianach stosowa¢ zaréwno odpornosc
siewek jak iro$lin dorostych. W niniejszej pracy ocen¢ odpornosci na septorioze lisci i plew
prowadzono w warunkach infekcji polowej iw warunkach kontrolowanego $rodowiska
stosujgc identyczng mieszaning izolatow P. nodorum przez 3 lata prowadzenia badan. Na
podstawie analizy korelacji wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ mig¢dzy procentowym
uszkodzeniem powierzchni lisci siewek iro§lin doroslych pszenzyta ozimego
przez P. nodorum, zarowno dla oceny prowadzonej przy pomocy programu komputerowego (-
0,59), jak i w 9°skali (0,29). Roéwniez w doniesieniach literaturowych wykazano, ze odpornos¢
na SNB jest zalezna od stadium rozwojowego rosliny (Rosielle i Brown 1980, Fried i Meister

1987, Bostwick i in. 1993, Czembor i in. 2003, 2019, Shankar 2008).

Po przeanalizowaniu  wspotczynnikow korelacji miedzy odpornoscia badanych
genotypow pszenzyta ozimego w warunkach polowych 1ikontrolowanego $rodowiska
zaobserwowano duze zroznicowanie. Warto§¢ wspotczynnika korelacji pomiedzy odpornoscia
siewek a odpornoscig roslin dorostych ocenianych obiema metodami nie byt réwniez
powtarzalny dla poszczegélnych lat. Podobnie w pracy Shankar iin.(2008), pomimo
zastosowania identycznych izolatow do inokulacji w szklarni i na polu, wspotczynnik korelacji
dla zaleznos$ci pomi¢dzy porazeniem siewki przez P. nodorum a porazenia lisci i ktoséw roslin
dorostych byt niski i wynidst odpowiednio 0,31 i 0,09. Powyzsze prace dowodza, ze na wyniki
badan polowych moze nadal wptywa¢ naturalna populacja P. nodorum, nawet w przypadku,
gdy zastosowano identyczny izolat lub mieszaning izolatow dla obu przypadkéw. Dodatkowo,
w 9° skali oceniano caty przekrgj rosliny i postep choroby, natomiast na siewkach prowadzono

oceng porazenia pojedynczych lisci.

Pomimo, ze objawy SNB na lisciu i klosie powodowane sg przez ten sam patogen istnieje
wiele doniesien literaturowych potwierdzajacych ré6zne mechanizmy genetyczne kontrolujace
porazenie lisci i plew (Fried i Meister 1987, Wicki iin. 1999, Aguilar iin. 2005). Wartos¢
wspoélczynnika korelacji w prezentowanej pracy (0,05) potwierdzita stabg zalezno$¢ pomiedzy
porazeniem lisci 1 porazeniem klosow ocenianym w 9° skali. Istnieje coraz wigcej dowodow
nato, zereakcja roslin na porazenie liSci iporazenie kloséw w polu jest kontrolowana
przez wiele niezaleznych QTL-i (Ruud i Lillemo 2018, Czembor i in. 2019, Ruud 1 in. 2019,

Francki i in. 2020) poglebiajac ztozonos¢ genetycznej odpornosci i podatnosci roslin na SNB.
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Analiza fenotypowa zwigzku miedzy odpornos$cia linii podwojonych haploidéw i linii

somaklonalnych na SNB a wrazliwos$cig na efektor bialkowy SnTox3

Efektory bialkowe wytwarzane przez P. nodorum odgrywaja istotng role nie tylko
w wirulencji, ale réwniez specjalizacji patogenu. Powstato juz wiele prac dotyczacych
interakcji NE-Snn od momentu odkrycia pierwszych efektorow biatkowych w patosystemie
P. nodorum — pszenica (Liu i in. w 2004), jednak wciaz trwajg dyskusje i spekulacje w jakim

stopniu odpornosé/podatnosé gospodarza moze by¢ wyjasniona przez te interakcje.

Na podstawie badan Jakuba Walczewskiego z Zaktadu Fitopatologii IHAR-PIB oraz
publikacji Arseniuka iin. (2019) wykazano najwyzszy udziat genéw kodujacych efektory
biatkowe SnTox1, SnTox3 oraz SnTox5 w populacji P. nodorum wystgpujacej w Polsce.
Natomiast zaobserwowano niewielki udzial efektorow SnToxA 1SnTox2 oraz SnTox6.
Dodatkowo  nie zidentyfikowano  izolatow  wytwarzajagcych  SnTox4 i SnTox7.
Po przeprowadzeniu analizy wariancji izwigzkéw korelacyjnych w badaniu Arseniuka
iin. (2019), stwierdzono marginalny wptyw SnTox1, udzial obiektow podatnych na ten NE
wynidst zaledwie 4%. Dla SnTox5 wykazano slaba zaleznos¢ migdzy odpornoscia na ten
NE a fenotypowa odpornoscia zb6z w stadium siewki (0,17) oraz w stadium rosliny dorostej
(0,13). Wsrod badanych genotypow pszenicy ipszenzyta stwierdzono najwyzszy udziat
obiektow podatnych na dzialanie SnTox3, szczegdlnie w przypadku pszenzyta (obiekty
podatne stanowity 60%). Dodatkowo, w publikacji zaobserwowano silny zwigzek korelacyjny
pomiegdzy odporno$cig na efektor SnTox3 a fenotypowa odpornoscig w warunkach polowych

(Arseniuk i in. 2019).

Na podstawie doniesien literaturowych oraz wynikéw badan Arseniuka i Walczewskiego
o istotnej roli SnTox3 dla pszenzyta (Arseniuk i in. 2019), w prezentowanej pracy przebadano
wplyw tego efektora narozwoj septoriozy lisci iplew dlalinii SE, DH oraz odmian
rodzicielskich. W 2018 roku otrzymano tylko jedng lini¢ somaklonalng, dlatego odrzucono
wyniki dotyczace odpornosci na efektor biatkowy. Udziat genotypow wrazliwych na SnTox3
w omawianej pracy (52,7%) byt podobny do udziatu obiektow wrazliwych w pracy Arseniuka
iin. (2019) oraz do prac dotyczacych europejskich odmian. W pracy Ruud i in. (2018)
przetestowano odporno$¢ 157 odmian pszenicy jarej uprawianej w Norwegii na efektory
SnToxA, SnTox1 oraz SnTox3. Podatnos¢ na SnTox3 wykazalo 55% badanych odmian. W
kolekcji 457 elitarnych linii uprawianych w Wielkiej Brytanii zaobserwowano podatno$c¢

na SnTox3 dla 42% (Downie i in. 2018).
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Wspotczynniki korelacji ze wszystkich typéw do§wiadczen w prezentowanej pracy miaty
warto$¢ dodatnig potwierdzajac hipoteze, ze niewrazliwos¢ badanych linii pszenzyta ozimego
na efektor bialkowy SnTox3 powoduje wzrost odpornosci roslin na septoriozg lisci i plew
zard6wno w stadium siewki jaki i w stadium rosliny dorostej. Jedynym wyjatkiem byly testy
prowadzone w 2020 roku dla linii podwojonych haploidéw, wspotczynnik korelacji wyniost -
0,28. W przypadku doswiadczenia prowadzonego dlaroslin dorostych wykazano istotng
statystycznie zalezno$¢ miedzy odpornoscia na SnTox3 a odpornoscia na SNB pszenzyta

ozimego dla dwoch na trzy lata badan (w 2018 i 2020 roku), co §wiadczy o ztozonosci choroby.

Wszystkie linie SE oraz odmiany przebadane w niniejszej pracy (z wyjatkiem odmiany
Pigmej) scharakteryzowane jako odporne is$rednio odporne wykazaly niewrazliwos¢
na SnTox3. Co ciekawe, wszystkie linie DH zakwalifikowane jako $rednio odporne byly
podatne na dziatanie efektora SnTox3. Warto sprawdzi¢ odpornos¢ tych linii na inne efektory
biatkowe. Interakcje NE-Snn maja zwykle charakter addytywny, dodatkowo epistaza NE
odgrywa znaczacg role w ksztattowaniu odporno$ci fenotypowej gospodarza na SNB (Tan
iOliver 2017, John 1iin.2022). Wszystkie odmiany scharakteryzowane jako podatne

w warunkach polowych wykazywaty wrazliwo$¢ na SnTox3.

W  przypadku doswiadczen prowadzonych nasiewkach, istotnie statystyczny
wspotczynnik korelacji pomiedzy odpornoscig na SnTox3 a odporno$cia na septorioze lisci
i plew otrzymano tylko w 2019 roku (0,37). Po przeanalizowaniu wspotczynnikow korelacji
dla poszczegdlnych grup obiektow wykazano statystycznie istotny wpltyw SnTox3
na odporno$¢ odmian w2020 roku (wspotczynnik korelacji wyniost 0,53) oraz linii

somaklonalnych w 2020 roku (wspotczynnik korelacji wyniost 0,40).

Analiza zwigzkéow miedzy odpornoscia genotypéw pszenzyta ozimego a wybranymi

czynnikami meteorologicznymi

W przedstawionych badaniach stwierdzono duzy wptyw warunkéw pogodowych w
pierwszych dniach od inokulacji na porazenie li§ci pszenzyta ozimego przez SNB. Analiza
korelacji wykazala wysoka, dodatnig zalezno$§¢ migdzy udzialem porazonej tkanki a
wilgotnosciag wzgledng podczas dwoch tygodni od infekcji (0,55), zarowno dla lisci jak i
ktosow. Stwierdzono rowniez, ze porazenie lisci powodowane przez P. nodorum jest wyzsze
przy umiarkowanych temperaturach i opadach deszczu podczas 7 i 14 dni od zakazenia.
Wysokie temperatury podczas dwoch tygodni od inokulacji ograniczajg rozwdj patogenu na
lisciu 1 ktosie. Natomiast suma opadéw podczas pierwszych dni od inokulacji nie ma wptywu

na wielko$¢ porazenia klosow przez patogen. Rowniez w badaniach Arseniuka i in. (1998b)
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zaobserwowano, ze askospory najlepiej rozwijajg sic w temp. powyzej 0°C, przy opadach

deszczu powyzej | mm oraz wysokiej wilgotnosci wzglednej powietrza. Natomiast temperatura

powyzej 25°C utrudniata rozw6j 1 uwalnianie zarodnikow P. nodorum. W pracy Bartosiaka i

in. (2021) potwierdzono wplyw wysokiej temperatury na ograniczony rozwdj zarodnikow

patogenu.

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

I.

Wyprowadzone w latach 2015 - 2016 linie somaklonalne i linie podwojonych haploidow
oraz odmiany rodzicielskie pszenzyta ozimego roznity si¢ miedzy sobg pod wzgledem
odpornosci na septorioze lisSci iplew. Wytypowano cztery grupy genotypow
na podstawie ocen fenotypowych stopnia porazenia lisci przez P. nodorum w warunkach
polowych i w warunkach kontrolowanego srodowiska.

Zmienno$¢ linii somaklonalnych i podwojonych haploidéw moze by¢ stosowana jako
dodatkowe zrédlo odpornosci pszenzyta ozimego na patogeny. Wskazano linie, ktore
charakteryzowaly si¢ podwyzszong odpornos$cia na septoriozg lisci i plew w warunkach
polowych 1w warunkach kontrolowanego $rodowiska oraz wykazywaty brak
wrazliwosci na efektor biatkowy SnTox3. Wykazano, ze jedna linia podwojonych
haploidow: D-62 (Panteon x Meloman) oraz cztery linie somaklonalne: S-43
(Borowik x Cyrkon), S-66 (Tomko x Meloman), S-55 (Cyrkon x Borwo) i S-63
(Meloman x Panteon) moga by¢ donorami w hodowli odpornosciowej. Nie wytypowano
do tej pory genotypow catkowicie odpornych na dziatanie P. nodorum.

Efekty zastosowania kultur in vitro do tworzenia zmienno$ci odporno$ci na patogen
sa trudne do przewidzenia. Zmienno$§¢ moze prowadzi¢ do spadku lub wzrostu
odpornosci otrzymanych genotypow w stosunku do odmian rodzicielskich. Uzyskanie
form o istotnie zwigkszonej odpornosci na SNB zalezy nie tylko od genotypu pszenzyta
wykorzystanego do krzyzowania, ale rowniez od metody regeneracji.

Badania nad poprawa odpornos$ci na septorioze lisci i plew powinny by¢ prowadzone
dlasiewek 1 dlaroslin dorostych ze wzgledu na mechanizm rozprzestrzeniania
si¢ choroby oraz jej wielopokoleniowy charakter. W do$wiadczeniach nalezy stosowaé
identyczng mieszaning izolatow lub pojedyncze izolaty P. nodorum w warunkach
polowych i w warunkach kontrolowanego $rodowiska.

Wyniki analizy korelacji Pearsona wykorzystanej do poréwnania odpornosci badanych
genotypow pszenzyta ozimego w réznych stadiach rozwojowych wskazuja, ze odpornosé

siewek na septorioze lisci i plew nie warunkuje odpornosci w stadium ro$liny doroste;j.
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6. Nie wykazano zaleznosci miedzy porazeniem kloséw linii pszenzyta ozimego
a porazeniem lisci w do§wiadczeniu polowym.

7. Niewrazliwo$¢ badanych linii pszenzyta ozimego na efektor biatkowy SnTox3 wigze
si¢ z ich podwyzszona odpornoscig na septorioz¢ lisci i plew zaré6wno w warunkach
polowych jak i w warunkach kontrolowanego Srodowiska. Zalezno$¢ ta warunkowana
jest przez srodowisko (rok prowadzenia do§wiadczenia).

8.  Linie podwojonych haploidow zakwalifikowane jako $rednio odporne na SNB
oraz wrazliwe na dzialanie SnTox3 nalezy przetestowa¢ nainne efektory biatkowe
ze wzgledu na epistatyczne dziatanie NE wzglgdem siebie.

9.  Czynniki hydrotermiczne: $rednia temp. i wilgotnos¢ wzgledng powietrza oraz suma
opadow wptywaja narozw6j SNB, zwlaszcza w pierwszym okresie od inokulacji

pszenzyta ozimego izolatami P. nodorum.
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