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Tytul zadania: Poszukiwanie oraz wykorzystanie markerow fenotypowych,
metabolicznych i molekularnych do badania typow odpornosci na fuzarioz¢ klosow
U form pszenicy o zréznicowanej podatnosci.

Kierownik zadania: dr 7. Géral

Temat badawczy 1: Fenotypowanie porazenia klosoéw pszenicy fuzarioza ktosow (badanie odpornosci

typu Li 1l)

Cel

Ocena stopnia porazenia ktoséw przez Fusarium celem wyboru form odpornych pod wzgledem
odpornosci typu | i Il. Tworzenie mieszancow z genotypami odpornymi. Cel tematu zostat w petni

zrealizowany.

Materiaty i metody

Odporno$¢ na fuzarioze kltosow okoto 200 genotypdéw pszenicy testowana byla w warunkach
polowych w IHAR-PIB Radzikow oraz w IGR PAN w Poznaniu (pole doswiadczalne Cerekwica).
Doswiadczenia polowe zostaty zatozone w uktadzie losowanych blokow. Pszenica wysiana zostata na
poletkach o powierzchni 0,5-1m? w trzech powtorzeniach oraz w kombinacji kontrolnej. Do produkcji
inokulum zastosowane byly 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 byly inkubowane na
autoklawowanym ziarnie pszenicy w szklanych kolbach przez okoto 4 tygodni a nastepnie naswietlane
cigglym $wiattem UV przez 4 do 7 dni w temperaturze 18°C. Ziarno skolonizowane przez
F. culmorum bylo nastepnie suszone i przechowywane w lodowce w temperaturze 4°C do momentu
uzycia. W dniu, kiedy wykonywana byla inokulacja, ziarno z grzybnig i zarodnikami F. culmorum
bylo namaczane w wodzie przez okoto 2 godziny i nastepnie filtrowane w celu uzyskania zawiesiny
zarodnikéw. Zawiesiny ze wszystkich izolatow byly mieszane i stezenie zarodnikoéw ustalono na
okoto 5 x 10° zar./ml za pomoca hematokrytu. Zastosowana zostata technika inokulacji przez
opryskiwanie. Inokulacja przez opryskiwanie pozwolita na okreslenie potagczonych typéw odpornosci
I i II (odpornos¢ na infekcje oraz na rozprzestrzenianie si¢ patogena w tkankach). Technika ta
W pewnym stopniu symuluje naturalne warunki infekcji ktosa przez Fusarium.

Klosy pszenicy w fazie kwitnienia byly opryskiwane zawiesing zarodnikow w ilosci okoto 100 ml
zawiesiny na 1 m” Inokulacja przeprowadzona zostala oddzielnie na kazdym poletku na poczatku
kwitnienia i powtdrzona zostata okoto 3 dni pozniej w fazie petni kwitnienia. W fazie tej pszenica jest
najbardziej wrazliwa na infekcje klosa przez Fusarium. Inokulacje prowadzone byly w godzinach
wieczornych, kiedy wzrastala wzgledna wilgotno$¢ powietrza. Oceng porazenia rozpoczgto okoto 10
dni po ostatniej inokulacji. Zostaly przeprowadzone 2 oceny w odstgpach 7-dniowych. Nasilenie
fuzariozy klosow zostalo okreslone na podstawie proporcji porazonych kloskow w klosie (tylko
W klosach z objawami choroby) oraz proporcji kltosow prazonych na poletku. Z tych wartosci
wyliczony zostat indeks fuzariozy ktosow.

Przebadano odporno$¢ typu I (odporno$¢ na infekcje) i II (odporno$¢ na rozprzestrzenianie si¢
Fusarium w ktosie) 74 genotypdéw pszenicy ozimej oraz 9 odmian/linii wzorcowych. Do§wiadczenie
prowadzono w warunkach cze$ciowo kontrolowanych w tunelu foliowym z instalacja zraszajaca.
Zastosowana zostala metoda inokulacji punktowej klosow. Metoda ta jest uzywana do szacowania
odpornosci typu Il i pozwala na precyzyjne Sledzenie rozprzestrzeniania si¢ patogena w ktosie. Klosy
inkulowane byty w fazie pelni kwitnienia poprzez umieszczanie kropli (ok. 50 ul) zawiesiny
zarodnikow Fusarium w srodkowym kwiatku wybranych klosow za pomoca samo napetniajacej si¢
strzykawki. Stezenie zawiesiny wynosito 50 x 10° zar./ml. Inokulowanych byto po 10 ktoséw danego
genotypu. Po inokulacji w tunelu utrzymywana byta wysoka wilgotno$¢ powietrza stymulujaca rozwoj
choroby. Nasilenie fuzariozy klosow oceniano poprzez okreslanie liczby kloskow z objawami
choroby. Ocena przeprowadzona zostata 21 dni po inokulacji.

W celu okreslenia odpornosci typu I klosy pszenicy opryskiwane byly zawiesing zarodnikow
Fusarium o stezeniu 10° zar./ml. Po 7-10 dniach od inokulacji oceniano liczbe punktow infekeji. Po 21
dniach po inokulacji przeprowadzono dodatkowo oceng indeksu fuzariozy.




W ramach ustugi badawczej prowadzone byly doswiadczenia infekcyjne w 5 punktach
do$wiadczalnych. Do inokulacji zastosowane zostaty te same izolaty F. culmorum, co w IHAR-PIB
Radzikow i IGR PAN. Metodyka doswiadczenia byta podobna.

Whyniki i dyskusja

W doswiadczeniach infekcyjnych w Radzikowie i Cerekwicy przebadano odporno$¢ na fuzarioze
ktosow 224 genotypow oraz 10 odmian/linii wzorcowych pszenicy ozimej. Genotypy te pochodzily
z krzyzowan prowadzonych w spotkach hodowli roslin (153 genotypy - DW 2014) oraz z kolekcji
utworzonej w wyniku badan nad odpornoscia na fuzarioze kloséw w latach 2008-2013 (72 genotypy —
»odporne”). Wzorce stanowily odmiany wysokoplonujace — KWS Ozon, Patars, Tonacja; linie
0 wysokiej odpornosci na fuzarioze ktoséw - A40-19-1-2, UNG 136.6.1.1, Arina, 20828; genotypy
pszenicy o wysokiej podatno$ci na porazenie ktosa - SMH 8694, SMH 8816, NAD 10079.

Srednie nasilenie fuzariozy ktoséw wyniosto w Cerekwicy IFK = 23,9%, natomiast w Radzikowie
IFK = 23,5%. Nie byto istotnych statystycznie r6znic pomig¢dzy indeksami fuzariozy kltosow w obu
miejscowosciach. Wspolczynnik korelacji pomiedzy IFK w Cerekwicy i IFK w Radzikowie byt
istotny.

Zakres IFK mies$cit si¢ w granicach: Cerekwica — 5,9% (STH 1144) -72,5% (KBP_09 38), Radzikoéw
—0,5% (UNG 136.6.1.1) — 54,7% (KBP 11 21). Dla genotypow z grupy DW2104 IFK wyniost: 28,2%
w Cerekwicy i 26,8% w Radzikowie, natomiast dla genotypow z grupy ,,odporne” byto to: 15,1%
w Cerekwicy i 16,4% w Radzikowie.

Wysokos¢ roslin pszenicy w Cerekwicy byla znacznie mniejsza niz w Radzikowie i wynosita
odpowiednio 75,0 cm (52,0-102,0 cm) i 105,4 cm (81,7-136,3 cm). Jedynie 3 genotypy w Cerekwicy
mialy powyzej 100 cm, natomiast w Radzikowie byto to 2/3 genotypow. Jezeli chodzi o obie badane
grupy to grupa odpornych genotypow miala wicksza srednig wysoko$¢ roslin (94,2 cm) w poréwnaniu
do grupy genotypéw DW2014 (88,5 cm). W obu lokalizacjach zalezno$ci migdzy grupami byty takie
same.

Wysoko$¢ roslin istotnie, lecz stabo korelowala z IFK w Cerekwicy, natomiast w Radzikowie
wspolczynnik korelacji byt wysoko istotny. Srednio wysokos¢ roslin miata istotny negatywny wptyw
na nasilenie fuzariozy ktoséw. Wspoétczynniki korelacji wysokosci roslin z IFK byty negatywne, co
wskazuje na wolniejszy rozwdj choroby na klosach wyzszych genotypow. Nizsze porazenie wysokich
genotypow jest gtownie wynikiem morfologii i réznic w mikroklimacie na poziomie ktosa. Jednak
wigkszg podatno$¢ niskich odmian moze wynika¢ z obecnosci genu kartowatosci Rht-D1b (Rht2).
Genotypy w grupie ,,odporne” byty istotnie stabiej porazane fuzarioza klosow. W grupie DW2014
zidentyfikowano rowniez genotypy wykazujace odpornos¢ np. STH 1144, POB 0513, STH 2041,
NAD 11017. Wigkszo$¢ tych genotypow charakteryzowala sie¢ jednakze wysokoscia powyzej 90 cm.
Genotypy niskie (ponizej 80 cm) mialy indeksy FK przewaznie powyzej 25%. Wyjatek stanowity
genotypy DD 137/10-4 NAD 10041, STH 1124, DL 414/10, DL 414/10/6/3 z grupy DW2014 oraz
CHD 6651/06 z grupy odpornych.

W badaniach typéw odpornosci | i 1l uzyskano zréznicowanie reakcji genotypow pszenicy w zakresie
1-4 punkty infekcji (PI) dla typu I oraz 1,1-3,8 ktoskow porazonych dla typu Il. Jezeli chodzi o typ
I odpornosci to 17 genotypdéw na 83 badane (20%) miato liczbg punktoéw infekcji rowng 1, natomiast
8 (10%) powyzej 3. Najnizsza odporno$¢ typu | zanotowano u genotypu KBP10 3,4-4,0 PI.
W przypadku odpornosci typu I, najwyzsza (1,1 kloskow porazonych) charakteryzowaty si¢ dwa
wzorce odpornosci - A40-19-1-2 (R) i UNG 136.6.1.1 (VR) oraz MOB ZB 301206. Najnizsza
odpornos¢ typu 2 posiadaly genotypy STH 1129, NAD 10046 i DD 64/09 (3,7-3,8 kloska
porazonego).

Najwyzszg $rednig odporno$é obu typdéw zanotowano u genotypow: A40-19-1-2 (R), KBP 10 58,
DED 316/06, MOB WB 612006, SZD 1604/06 oraz POB 0211. Najnizsza byla odpornos¢ genotypow:
SMH 8816 (S), NAD 10079 (S) oraz STH 1129.

Brak bylo zaleznosci migdzy odpornoscia obu typow. Odpornosci obu typow oddzielnie korelowaty
z indeksami fuzariozy klosow uzyskanymi w tunelu oraz w doswiadczeniach polowych w Cerekwicy
i w Radzikowie. Wyzsze jednakze byly wspotczynniki korelacji $redniej odpornosci typu | i Il
z indeksami fuzariozy ktosow.

Analiza sktadowych gléwnych pozwolita zidentyfikowac genotypy taczace oba typy odpornosci oraz
odporno$¢ ,,polowa”. Byly to: wzorce odporne - A40-19-1-2 (R), UNG 136.6.1.1 (VR), Arina (MR)




i 20828 (R) oraz genotypy KBP 10 58, POB 0111, SMH 8553, MOB 5578/06, AND 1055/02, POB
170/04, AND 400/05, POB 0211.
W doswiadczeniach w 6 lokalizacjach badano odpornos$¢ 153 genotypéw i 3 odmian wzorcowych na
fuzariozg klosoéw. Zidentyfikowano genotypy wykazujace odporno$¢ na porazenie klosa we
wszystkich srodowiskach (wlaczajac Cerekwice 1 Radzikéw). Byly to np.: KOH 275, C 3779/10, STH
1144, STH 2170, NAD 11017, STH 188, POB 1013, NAD 11053. Znaleziono réwniez genotypy
podatne we wszystkich srodowiskach. Byty to np.: C 3634/10, KBP_11 45, KBP_10 4, DM 3404/12,
C 489/10, STH 0179, SMH 8644, NAD 10085.
Uzyskane uszeregowanie genotypow pod wzgledem indeksu fuzariozy kloséw w poszczegélnych
lokalizacjach podlegato silnym wptywom srodowiska. Najbardziej odbiegaty od pozostatych wyniki
uzyskane w Nagradowicach, niskie byly réwniez wspolczynniki korelacji IFK w Degbinie
i Polanowicach z pozostalymi. Najwigksza byta zgodnos$¢ srednich wynikéw uzyskanych
w Cerekwicy i Radzikowie z wynikami ze Smolic i Kobierzyc. Mimo tych rozbieznosci wspotczynnik
korelacji $redniego IFK w Cerekwicy i Radzikowie ze $rednim IFK z 6 lokalizacji byt wysoki
i wynosit r = 0,665. Rozbieznosci rezultatow uzyskanych w réznych lokalizacjach mogly wynikaé
W duzym stopniu ze zroznicowania warunkéw pogodowych. Szczegolnie dotyczy to odpadow
w okresie inokulacji ktosow pszenicy — pierwsza dekada czerwca oraz w poczatkowym okresie
rozwoju choroby (czerwiec). Istotny wpltyw warunkéw pogodowych na rozwdj fuzariozy ktosow
wskazuje na konieczno$¢ przeprowadzania do$wiadczen infekcyjnych, w co najmniej kilku
srodowiskach (lokalizacje, lata).
Analiza sktadowych gltéwnych, w ktorej zmiennymi byty indeksy FK z 7 lokalizacji (z wytaczeniem
Nagradowic) pozwolita na identyfikacje genotypow o stabilnej reakcji w réznych srodowiskach,
zaréwno podatnych jak i odpornych na fuzarioze ktosow.
W doswiadczeniu infekcyjnym w Cerekwicy analizowano odpornos¢ na fuzarioze ktosow linii
pszenicy ozimej uzyskanych z krzyzowania pszenicy ozimej Turnia z odmiang jara Sumai3
zawierajacg gen odpornosci Fhbl. Odporno$é¢ linii porownano z odpornosciag odmian wzorcowych
oraz najodporniejszych linii pszenicy z populacji badanej w 2014. Linie TOF6-0z wykazaly wysoka
odpornos$¢ na fuzariozg ktosow. Byta ona wyzsza niz odporno$¢ wzorca UNG 136.6.1.1 zawierajacego
gen Fhbl. Dwie linie pszenicy ozimej - C 3779/10, LAD 463/05 wykazaly wysoka odpornos¢,
zblizong do linii TOF6-0z.

W ramach ustug badawczych wykonano krzyzowania z przekazanymi z ITHAR-PIB 6 liniami

odpornymi. W 5 z tych linii w ramach prac w temacie badawczym 4 zidentyfikowano obecno$¢ lub

brak genu odpornosci Fhbl. Linia A 40-19-1-2 nie zawiera genu Fhbl, poniewaz zostala uzyskana

z krzyzowania z linig odporng SVP 72017-17-5-10-1 nie majaca w rodowodzie pozaeuropejskich

zroédet odpornosci. Do krzyzowan wykorzystano rowniez genotypy, ktére w doswiadczeniach

prowadzonych w roku 2013 wykazaty odporno$¢ na fuzariozg ktoséw i akumulacje mikotoksyn

w ziarnie (DC 185/09-2, DC 332/09, DC 21/09-4).

Whnioski

1. Zidentyfikowano genotypy pszenicy wykazujace odpornos¢ na fuzarioze kloséw warunkach
polowych (typ odpornosci | + 11).

2. Potwierdzono odpornos¢ wigkszosci genotypow z kolekcji from odpornych.

3. Stwierdzono istotny wplyw wysokosci roslin na wartosé indeksu fuzariozy ktosow.

4. Genotypy odporne miaty w wigkszosci (ok. 75%) wysokos¢ powyzej sredniej dla badanej

populacji.

Nie byto istotnej zaleznosci pomigdzy odpornoscia typu | i typu Il.

Odpornosci typu | i Il korelowaty z indeksami fuzariozy klosow z doswiadczen polowych,

jednakze wyzsze byty wspotczynniki korelacji IFK ze $rednig odpornoscig obu typow.

7. Doswiadczenia infekcyjne prowadzone w 6 lokalizacjach pokazaty silny wptyw srodowiska na
nasilenie fuzariozy ktoséw, jednakze zidentyfikowano genotypy o stabilnej reakcji (odporne,
podatne) w réznych srodowiskach.

Temat badawczy 2: Analiza zebranego materiatlu pod katem oceny odpornosci na zasiedlanie

ziarniakow (typ 1) i elementéow struktury plonu (typ V odpornosci) w formach inokulowanych

i kontrolnych
Cel

o o




Ocena odpornosci na uszkodzenie ziarna przez Fusarium oraz tolerancji genotypéw pszenicy na

fuzarioze ktoséw celem wyboru form odpornych.

Materiasy i metody

W czasie zniw zebranych zostato recznie po 20-30 ktosow z poletka w doswiadczeniach polowych —

dla 120 wybranych, wykazujacych odporno§¢ na fuzarioze klosow, genotypéw z 3 poletek

inokulowanych i1 z poletka kontrolnego. Ktosy miécone byty recznie lub laboratoryjng mtocarnig

0 stabym nawiewie dla zapobiezenia utraty lekkich porazonych ziarniakow. Proporcja ziarniakow

uszkodzonych przez Fusarium (typ odpornosci IIT) byta okre§lana wizualnie poprzez podziat proby

ziarniakow na ziarniaki zdrowe i ziarniaki z objawami porazenia przez Fusarium. Okreslona zostata

redukcja komponentow plonu ziarna w odniesieniu do prob kontrolnych. Oznaczone zostaly

nastepujace komponenty: masa ziarna z ktosa, liczba ziarniakéw w klosie, masa tysigca ziarniakow.

Whyniki i dyskusja

Srednie uszkodzenie ziarniakéw 140 genotypéw pszenicy w Cerekwicy wyniosto 57,8% wagowo oraz

67,2% liczbowo. Zakres reakcji wyniost od 14,7% (C 3779/10) do 91,5% (SMH 8817) wagowo oraz

od 19,1% (UNG 136.6.1.1, C 3779/10) do 97,0% (SMH 8644) liczbowo.

Najnizsze uszkodzenie ziarniakow zanotowano dla genotypow: UNG 136.6.1.1 (VR), C 3779/10,

LAD 463/05, STH 9059, A 40-19-1-2 (R), 20828 (R), STH 1144, KOH 275 oraz KBP 1058.

Najwyzsze dla genotypow: KWS Ozon, SMH 8585, MOB WB 612006, KBH 1131, SMH 8816 (8),

NAD 10046, NAD 10079 (S), SMH 8851, SMH 8817 oraz SMH 8644.

Redukcje masy ziarna z klosa, liczby ziarniakow w klosie oraz masy 1000 ziarniakéw wyniosty

odpowiednio 70,7%; 54,2% oraz 39,0%. Zakres reakcji: RMZK — 8,0-95,8%; RLZK — 0-93,7%;

RMTZ — 4,0-68,3%

Najnizsza redukcje MZK odnotowano dla genotypéw Arina, NAD 11017, C 3779/10, LAD 463/05,

AND 143/10 oraz NAD 11100. Najnizsza redukcje LZK odnotowano dla genotypow: Arina, AND

143/10, NAD 11100, NAD 11017, DM 2566/11, C 3779/10 oraz AND 446/10. Najnizsza redukcje

MTZ odnotowano dla genotypow: LAD 463/05, KBP 05.271, POB 1013/10, 20828 (R), SMH 8819,

UNG 136.6.1.1 (VR) oraz A 40-19-1-2 (R).

Badane zmienne korelowaty ze sobg istotnie statystycznie. Najwyzsze wspotczynniki odnotowano dla

korelacji IFK C oraz FDK C z redukcja MZK. Najnizsze byly wspotczynniki korelacji IFK C

z redukcja masy 1000 ziarniakow oraz FDK z redukcja liczby ziarniakow w klosie. Wysoki byt

wspotczynnik korelacji pomigdzy $rednim indeksem fuzariozy z Cerekwicy i Radzikowa (odp. typu

I+ Il) (przeksztatconym logarytmicznie) oraz uszkodzeniem ziarniakow FDK (odp. typu 1)

(wyrazonym liczbowo). Wspoétczynnik wynosit r = 0,656. Istotnos¢ powyzszych korelacji wskazuje,

ze w przypadku pszenicy podwyzszona odpornos¢ na porazenie ktosa w duzym stopniu determinuje

niskie uszkodzenie ziarniakéw i niska redukcje plonu ziarna.

Whioski

1. Badane genotypy wykazaty zréznicowanie odpornosé typu Il oraz typu V.

2. Zidentyfikowano genotypy pszenicy wykazujace niskie uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium.

3. Zidentyfikowano genotypy pszenicy wykazujace niska redukcje komponentow plonu.

4. Korelacje pomiedzy indeksem fuzariozy ktosow, uszkodzeniem ziarniakow i redukcja plonu ziarna
z ktosa byty istotne.

Temat badawczy 3: Analiza kumulacji/degradacii toksyn fuzaryjnych (typ IV odpornosci)

Cel

Celem planowanych badan jest okreslenie zawartosci ergosterolu (wskaznik zawartosci grzybni) oraz
toksyn fuzaryjnych — deoksyniwalenolu i pochodnych, niwalenolu i zearalenonu w ziarnie wybranych
genotypow pszenicy wykazujacych podwyzszong odpornosé na porazenie ktosa i uszkodzenie
ziarniakow przez Fusarium.

Materiasy i metody

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

Na podstawie indeksu fuzariozy klosow w Radzikowie i w Poznaniu wybrane zostaty najlepsze
genotypy (okoto 35), ktérych ziarno byto analizowane na zawarto$¢ mikotoksyn wytwarzanych przez




F. culmorum. Proby ziarna pochodzity z doswiadczen polowych w Radzikowie i Cerekwicy (razem
okoto 70 prob). Proby ziarna z 3 powtdrzen z kazdej lokalizacji zostaty zmieszane.

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

Zawarto$¢ trichotecen z grupy B w ziarnie (deoksyniwalenol [DON], niwalenol [NIV]) byta
analizowana przy wykorzystaniu techniki chromatografii gazowej. Mikotoksyny byty ekstrahowane
z 5g zmielonego ziarna za pomoca 25 ml wodnego roztworu acetonitrylu (acetonitryl:woda 84:16)
poprzez wytrzasanie na wytrzasarce przez noc. Proba zostala odwirowana (3000 obr*min -1, 5
min.), ekstrakt oczyszczony na kolumience Trich 227+ (RomerLabs). Do 4 ml oczyszczonego
ekstraktu dodano 1 pug wzorca wewnetrznego (chloraloza) i odparowano do sucha w strumieniu
powietrza. Mikotoksyny byly przeprowadzone w pochodne trimetylosilylowe za pomocg mieszaniny
silylujacej Sylon BTZ (BSA+TMCS+TMSI, 3:2:3, Supelco). Po rozpuszczeniu upochodnionej proby
W izooktanie nadmiar odczynnika silylujacego zostal roztozony i usuniety za pomoca wody. Warstwa
organiczna byla przeniesiona do wialki autosamplera i poddana analizie chromatograficznej na
chromatografie SRI 8610C, wyposazonym w kolumne BGB-5MS, o dlugosci 30m. i $rednicy
wewnetrznej 0,25mm. Gazem no$nym byt wodor. Elucje prowadzona byla w gradiencie temperatury.
Detekcje mikotoksyn przeprowadzono za pomoca detektora wychwytu elektronéow (ECD).
Identyfikacja poszczegolnych zwigzkow zostata wykonana przez pordéwnanie czasOw retencji czystych
wzorcoOw mikotoksyn. Stezenie mikotoksyn bylo okreslone na podstawie krzywej kalibracji,
z zastosowaniem chloralozy, jako wzorca wewngtrznego.

Dla porownania przeprowadzone zostaly analizy czystych zwigzkéw (standardy), prob ziarna
nieporazonego oraz proby wzorcowe ziarna ze znang zawartos$cig mikotoksyn.

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

Wyniki i dyskusja

Srednia zawarto§¢ DON w ziarnie pszenicy ozimej wynosita 38,7 ppm (mg/kg). Zakres zwarto$ci
DON wynosit od 15,6 ppm (STH 9059) do 115,6 ppm (NAD 11100). Wspoétczynnik zmiennosci
przyjmowat wartos¢ 42,4%. Najnizsza zwartosciag DON charakteryzowaty si¢ genotypy: STH 9059,
KBP 1040, LAD 463/05, NAD 11017, MOB 5578/06, POB 0212. Najwigcej DON stwierdzono
w ziarnie genotypow POB 0211, AND 1055/02, POB 0911, NAD 11100. Genotyp AND 1055/02
charakteryzowatl si¢ stabym porazeniem klosa oraz $rednim uszkodzeniem ziarniakow. W ziarnie
pszenicy nie stwierdzono obecnosci pochodnej DON — 3AcDON oraz niewielkie ilosci 15AcDON
oraz niwalenolu.

Zawarto$¢ DON korelowata istotnie z indeksem fuzariozy ktoséw w Cerekwicy oraz z uszkodzeniem
ziarniakow. Ten drugi wspolczynnik przyjmowal wyzsza warto§€. Wysoka byla wartosé
wspotczynnika korelacji ze $rednim indeksem fuzariozy ktosow w Cerekwicy i Radzikowie.

Srednia zawarto$¢ zearalenonu w ziarnie pszenicy ozimej wynosita 932 ppb (mcg/kg). Zakres
zwarto$ci ZEA miescil si¢ w granicach od 48 ppb (STH 1144) do 6450 ppb (NAD 10079 S).
Wspolczynnik zmiennosci wynosit 129,2%. Najnizszg zwarto$cia ZEA charakteryzowaly sig
genotypy: STH 1144, C 4573/10, NAD 11017, C 1/10, STH 008, KBP 1013, STH 9059 i C 3779/10.
Najwiecej ZEA stwierdzono w ziarnie genotypow: POB 0112, NAD 11100, KBP 0936.

Zawarto$¢ ZEA korelowata istotnie z indeksem fuzariozy ktosow w Cerekwicy oraz z uszkodzeniem
ziarniakdw. Ten drugi wspdtczynnik przyjmowal wyzszg wartos¢. Wysoka byla wartos$é
wspotczynnika korelacji ze s$rednim indeksem fuzariozy klosow w Cerekwicy i Radzikowie.
Zawartosci DON i ZEA korelowaty istotnie.

Whnioski

1. Badane genotypy wykazaty zréznicowana odpornos¢ typu IV.

2. Zidentyfikowano genotypy pszenicy wykazujace odpornosé typu IV.
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3. Zidentyfikowano genotypy pszenicy wykazujace niska odpornosé typu IV: niskie wartosci IFK
i FDK - wysoka zawartosé DON, srednie wartosci IFK i FDK, niska redukcja masy ziarna — bardzo
wysoka zawartosé¢é DON.

4. Stopien porazenia ktosow (IFK) oraz uszkodzenie ziarniakow (FDK) korelowaty istotnie
z zawartoscig DON i ZEA w ziarnie.

5. Wspotczynniki korelacji dla ZEA byly nizsze ze wzgledu na znacznie wigksza zmiennosé
zwartosci tej toksyny w poréwnaniu do DON.

Temat badawczy 4: Analiza polimorfizmu DNA w loci markeréw selekcyjnych dla potencjalnych
rodzicow wypierajacych i linii Muszelka+Fhb1
Cel
Celem zamierzonych badan byto okreslenie polimorfizmu DNA form rodzicielskich, ktory pozwoli na
wybor zestawu markerow molekularnych wspomagajacych selekcje osobnikow pod wzglgdem
wystepowania wprowadzanego genu odpornosci Fhbl.
Materiafy i metody
Do analiz molekularnych wykorzystano zestaw odmian/linii dawcow i biorcow oraz pierwotne zrodto
genu Fhbl odmiang Sumai3. Dawcami byto 10 genotypéw pszenicy ozimej pochodzacych z Austrii,
Wegier oraz badan prowadzonych w ramach programu Postep Biologiczny w Produkcji Roslinnej
(MRIRW lata 2008-2013) w tym otrzymanych linii Muszelka+Fhbl (AllI62 i AllI75). Natomiast
zestaw biorcow stanowito 35 odmian/linii przystanych przez 5 spétek hodowli roslin.
Analizy molekularne podzielono na dwa etapy: pierwszy, dotyczyt analizy homogennosci
i wystepowania w badanych materiatach allelu markera molekularnego UMN10 blisko sprz¢zonego
z genem Fhbl; drugi, dotyczyt analizy polimorfizmu DNA dla 10 markeréw flankujacych gen Fhbl:
gwm389, barc238, barcl2, gpw7080, gwmd493, barcl3l, wmc754, gpw3248, barc92, cfpl274.
Rozdziat i analiz¢ znakowanych produktow PCR prowadzono przy uzyciu analizatora DNA
ABI377XL (Applied Biosystems, Foster City, USA).
Wyniki
W wyniku przeprowadzonej analizy locus markera molekularnego UMN10 dla 45 obiektow,
stwierdzono poza jednym wyjatkiem homogennosé obiektéw (austryjacka linia dawcy Fhbl). Sposrod
badanych pozostatych 9 dawcow odpornosci, dwie linie wykazywaty allel podatnosci w locus markera
UMN10. Natomiast u pozostatych siedmiu linii dawcow wykryto allel odpornosci. W przypadku 35
linii biorcow, stwierdzono wystepowanie u jednej linii (STH 124) allelu odpornosci i w pozostatych
allelu podatnosci.
W drugim etapie analiz molekularnych poszukiwano polimorfizmu DNA roéznicujacego 7 linii
dawcow (tylko z allelem odpornosci) i 34 linii biorcow (tylko z allelem podatnosci) w loci markerow
flankujacych gen Fhbl. Analizowano uktad (kolejnos¢ na mapie genetycznej) i wielkosé¢ produktow
PCR dla poszczegolnych loci markerow molekularnych w poszukiwaniu zestawu markerow dla
kombinacji dawca-biorca, ktory umozliwiatby efektywna selekcje pozadanych alleli w popualcjach
mieszancowych (potomnych). W zwigzku z tym wybrano zestaw linii do krzyzowan w pigciu
kombinacjach: dawca linia Alll62 oraz pigciu biorcow, tj. SMH8527, DL414/10, STH1178,
MIB11262 i NAD 10041.
Dyskusja
W regionie wystgpowania genu Fhbl na krotkim ramieniu chromosomu 3B zostato
zidentyfikowanych wiele markerow molekularnych (np. UMN10, gwm389, barc131, wmc493
iwmc754), ktore byty wykorzystywane w MAS. Zastosowany w badaniach marker UMN10
potwierdzit swoja warto$¢ i jednoznacznie wyréznit obecnosé genu Fhbl w testowanych liniach
dawcéow, ktore w  wiekszosci przypadkow sa liniami  wyprowadzonymi po krzyzowaniach
z azjatyckimi zrodtami odpornosci na FHB. Natomiast na 35 badanych potencjalnych linii biorcow
tylko jedna linia STH124 wykazywata obecnos¢ genu Fhbl, co jest zgodne z wynikami analiz
prowadzonych przez innych badaczy, w ktérych wykazano powszechny brak tego genu odpornosci
w puli genetycznej europejskich pszenic.
Whioski
1. Marker molekularny UNM10 pozwolit na efektywne genotypowanie odmian/linii posiadajacych
gen Fhbl.




2. Analiza zestawu markerow flankujacych gen Fhbl umozliwita wybranie kombinacji form
rodzicielskich, dla ktorych bedzie mozna przeprowadzi¢ efektywna selekcje pozadanych alleli
w popualcjach mieszancowych (potomnych).

Temat badawczy 5: Wprowadzanie genu odpornosci Fhbl do genotypow pszenicy z linii
Muszelka+Fhbl

Cel

Celem tematu jest wprowadzenie genu odpornosci Fhbl do genotypow pszenicy, ktory warunkuje
zwigkszong odpornosé ktosow na porazenie przez grzyby z rodzaju Fusarium.

Zakres prac zaktadany do realizacji celu w roku sprawozdawczym zostat w petni wykonany.

Materiasy i metody

Na podstawie wynikow otrzymanych w zadaniu poprzednim, do krzyzowan wybrano dawcg
odpornosci linie Alll62 (pochodzaca od Muszelki+Fhbl) oraz pigciu biorcow: SMH8527, DL414/10,
STH1178, MIB11262 i NAD10041. Siewki wybranych obiektow jarowizowano (8 tygodni w temp.
4°C), a nastepnie prowadzono w kontrolowanych warunkach komory klimatycznej: 16 godzin
swiatta/22°C oraz 8 godzin ciemnosci/18°C. W odpowiedniej fazie rozwojowej kiosa (przed
kwitnieniem) formy mateczne (5 linii biorcéw) kastrowano i po uptywie 4-6 dni zapylano pytkiem
formy ojcowskiej Alll62. Po dojrzeniu klosow zebrano nasiona pokolenia F; z poszczegolnych
kombinacji krzyzowkowych.

Wyniki

W poszczegolnych kombinacjach krzyzowkowych zebrano od 126 do 262 nasion pokolenia F;.
Dyskusja

W hodowli roslin krzyzowania wsteczne (wypierajace) sa szeroko stosowana metoda wprowadzania
jednej lub kilku cech jednoczesnie do genotypow o wysokiej wartosci uzytkowej (biorca), ktore tych
cech sa pozbawione. Wykorzystanie markerow molekularnych w krzyzowaniach wstecznych (ang.
Marker Assisted Backcrosing, MABC) zdecydowanie zwigkszyto efektywnosé selekcji pozadanych
genotypoéw. W roszczerzonej wersji MABC, poza selekcja roslin w populacji mieszancowej, ktore
zawieraja marker molekularny sprzezony z wprowadzanym (docelowym) genem (ang. Foreground
Selection, FS), dodatkowo poszukuje si¢ obiektow dla ktorych doszto do rekombinacji pomiedzy
markerem flankujacym i wprowadzanym genem, tzw. selekcja rekombinantéw (ang. Recombinant
Selection, RS), co ma zapobiec wprowadzeniu do genomu biorcy wielu niepozadanych genéw, ktore
moga by¢ z nim sprzg¢zone.

W przypadku badan prowadzonych w ramach niniejszego tematu, gen Fhbl bedzie wprowadzany na
drodze dwoch krzyzowan wstecznych. Teoretycznie, aby otrzyma¢ po dwoch krzyzowaniach
wstecznych przynajmniej jednego osobnika heterozygotycznego dla markera centralnego
i homozygotycznego dla flankujacych markerow w typie alleli rodzicow wypierajacych (gwm389
i cfp1274) nalezy w kazdym pokoleniu (tj. FiBC, i F;BC,) przebada¢ przynajmniej po 62 osobniki
przy poziomie prawdopodobienstwa P = 0,99. Uzyskane w biezacym roku liczebnosci nasion
pokolenia F; (126-262) w pelni zabezpieczaja liczbe form matecznych, ktore bgda wykorzystane do
krzyzowan wstecznych w kolejnym roku realizacji tematu.




