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3. Cele zadania:

1) Ocena stopnia porazenia klosow przez Fusarium celem wyboru form odpornych pod
wzgledem odpornosci typu [ i II.

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 zawartosci grzybni) oraz toksyn fuzaryjnych —
deoksyniwalenolu i pochodnych, niwalenolu i zearalenonu w ziarnie wybranych genotypdw
pszenicy wykazujacych podwyzszonag odpornos¢ na porazenie ktosa i uszkodzenie ziarniakow
przez Fusarium.

4) Krzyzowanie wsteczne mieszancow F; (uzyskanych w roku 2014) z pigcioma wybranymi
genotypami pszenicy ozimej

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

Cel tematu

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

Materialy i metody

Odpornos¢ na fuzariozg klosow 262 genotypow pszenicy testowana byta w warunkach polowych w
IHAR Radzikéw oraz w IGR PAN w Poznaniu (pole do§wiadczalne Cerekwica). Material badawczy
stanowity genotypy, ktore wykazaty odpornos¢ w roku 2015 (71) oraz nowe genotypy (127), z ktoérych
wybierane byly formy odporne. Dodatkowo badane byly linie (22) uzyskane z krzyzowan z odmiang
Sumai 3 (zawierajace lub mogace zawiera¢ gen Fhbl) oraz formy wzorcowe (odmiany o wysokim
plonie - Artist, Patras, KWS Ozon; odmiany odporne - 20828, A40-19-1-2, Arina, Bizel, Fregata,
Olivin, Petrus, Piko, UNG 136.6.1.1).

Doswiadczenia polowe zostaty zalozone w ukladzie losowanych blokéw. Pszenica wysiane byta na
poletkach o powierzchni 0,5 - Im® w trzech powtorzeniach oraz w kombinacji kontrolnej
(nieinokulowanej).

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 okolo 4 tygodni a nastgpnie byly
naswietlane cigglym $wiattem UV przez 4 do 7 dni w temperaturze 18°C. Ziarno skolonizowane przez
F. culmorum bylo nastepnie suszone i przechowywane w lodéwce w temperaturze 4°C do momentu
uzycia.



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

Zastosowano technike¢ inokulacji przez opryskiwanie (Fot. 1). Pozwolilo to na okreslenie potaczonych
typoéw odpornosci I (odporno$¢ na infekcje) oraz II (odp. na rozprzestrzenianie si¢ patogena w
tkankach). Ktosy pszenicy w fazie kwitnienia opryskiwano zawiesing zarodnikow w ilo$ci okoto 100
ml zawiesiny na 1 m™. Inokulacja prowadzona byta oddzielnie na kazdym poletku na poczatku
kwitnienia i powtarzana okoto 3 dni pdzniej w fazie pelni kwitnienia. Inokulacje prowadzone bylty w
godzinach wieczornych, kiedy wzrastata wzgledna wilgotnos$¢ powietrza. W Cerekwicy zastosowano
dodatkowe zamgtawianie klosow przez 72 po inokulacji. Ocena porazenia zostata rozpoczeta okoto 10
dni po ostatniej inokulacji. Przeprowadzono dwie oceny w odstgpach 7-dniowych. Nasilenie fuzariozy
klosow bylo okre§lane na podstawie proporcji porazonych kloskéw w klosie (tylko w klosach z
objawami choroby) oraz proporcji klosow porazonych na poletku. Z tych wartosci zostat wyliczony
indeks fuzariozy ktosow (IFK):

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

Fot. 1. Inokulacja ktosow pszenicy ozimej (z lewej) oraz mikrozraszzcze (z prawej) na polu doswiadczalnym w
Cerekwicy (IGR PAN Poznan).

Badanie odpornosci typu I (odpornosc na infekcje) i Il (odpornosc na rozprzestrzenianie si¢ Fusarium
w klosie):

Przebadano odpornos¢ 102 genotypow pszenicy ozimej oraz 9 odmian/linii wzorcowych. Dwa
doswiadczenia przeprowadzone zostaly w warunkach czesciowo kontrolowanych w tunelach
foliowych z instalacja zraszajaca.

W celu okreslenia odpornosci typu I klosy pszenicy opryskiwane byly zawiesing zarodnikow F.
culmorum o stezeniu 10° zar./ml. Po 7-10 dniach od inokulacji oceniana byta liczba punktow infekcji
na 10 klosach na poletku (Fot. 2). Po 21 dniach po inokulacji przeprowadzona zostata dodatkowo
ocena indeksu fuzariozy kltosow
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Fot. 2. Klosy pszenicy z objawami fuzariozy kltoséw po opryskaniu zawiesing zarodnikoéw
F. culmorum w celu oceny odpornosci na infekcje

Fot 3. Inokulacja punktowa kloséw pszenicy w tunelu doswiadczalnym w IHAR-PIB Radzikéw w celu oceny
odpornos$ci na rozprzestrzenianie si¢ Fusarium w klosie

W celu okreslenia odpornosci typu Il zastosowana byta metoda inokulacji punktowej klosow (Fot.3).
Metoda ta jest uzywana do szacowania odpornosci typu Il i pozwala na precyzyjne S$ledzenie
rozprzestrzeniania si¢ patogena w klosie (Buerstmayr i in. 2002, Miedaner i in. 2003). Klosy
inokulowane byly w fazie pelni kwitnienia poprzez umieszczanie kropli (ok. 50 mcl) zawiesiny
zarodnikow Fusarium w $rodkowym kwiatku wybranych klosow za pomoca samo napehiajgcej si¢
strzykawki. Stezenie zawiesiny wynosito 50 x 10? zar./ml. Inokulowanych byto po 10 ktoséw danego
genotypu. Nasilenie fuzariozy klosow oceniane byto poprzez okreslanie liczby kloskow z objawami
choroby. Ocena przeprowadzona zostata 21 dni po inokulacji.

Po inokulacji w tunelach utrzymywano wysoka wilgotnos¢ powietrza stymulujacg rozwéj choroby.

Buerstmayr H., Lemmens M., Fedak G. and Ruckenbauer P. 1999. Back-cross reciprocal monosomic analysis of Fusarium
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Genet. 104: 84-91.
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Kubo, K., Kawada, N., Fujita, M. 2013b. Evaluation of Fusarium head blight resistance in wheat and the development of a
new variety by integrating type I and II resistance. Jircas. Affrc. Go. Jp. 47: 9-19.

Miedaner T., Moldovan M., Ittu M. 2003. Comparison of spray and point inoculation to assess resistance to Fusarium head
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W ramach ustugi badawczej prowadzone byly doswiadczenia infekcyjne w 6 punktach
doswiadczalnych (Dgbina, Kobierzyce, Nagradowice, Polanowice, Smolice, Strzelce). W
doswiadczeniach przebadano 127 genotypow, badanych rownolegle w IHAR Radzikéw oraz w IGR
PAN w Poznaniu. 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 byly z liniami
ozimymi z wprowadzonymi genami odpornosci na fuzarioze 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

Warunki pogodowe Radzikowie w roku 2015 byly niesprzyjajace dla rozwoju fuzariozy kloséw
(Tabela 1). W okresie przed kwitnieniem oraz w czasie kwitnienia pszenicy (5-10 czerwca) opady nie
wystapity. Po kwitnieniu wystapity niewielkie opady. Podobne warunki utrzymywaty si¢ rowniez w
lipcu. W sierpniu (do 15) opady nie wystapity. W Poznaniu (Cerekwicy) warunki byly duzo
korzystniejsze dla rozwoju choroby. Opady w czerwcu byly 3-krotnie, a w lipcu dwukrotnie wyzsze
niz w Radzikowie. W sierpniu (suma miesigczna) opady byly 10-krotnie wyzsze, co wynikato
jednakze z jednodniowego opadu o wysokosci 53 mm, ktory wystapit 15 sierpnia.

Tabela 1. Srednia temperatura i suma opadéw w czerwcu, lipcu i sierpniu 2015 w dwoch punktach
doswiadczalnych (Poznan, Radzikow)

Poznan Radzikoéw
Miesiac Suma opadow Temp. °C Suma opadow Temp. °C
(mm) (mm)
Czerwiec 2015 73,4 16,0 25,2 17,5
Lipiec 2015 70,0 20,0 36,8 20,0
Sierpien 2015 55,9 23,1 4,8 22,6

Fot 4. Objawy porazenia pszenicy przez wirusy z6ltej karfowatoscei jeczmienia (BYDV, CYDV) w Cerekwicy i
Nagradowicach k/ Poznania.

Warunki pogodowe w Poznaniu, byly korzystne dla rozwoju fuzariozy kloséw, jednakze

rownoczes$nie wystapita choroba utrudniajgca przeprowadzenie doswiadczen. Byto to silne porazenie

przez wirusy zottej kartowatosci jgczmienia (BYDV, CYDV). Objawami choroby byto zahamowanie
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wzrostu porazonych ro§lin oraz przebarwienia lisci. Skarlowaciate ro$liny stabo si¢ ktosity i nie
nadawatly si¢ do badania odpornosci na fuzarioze ktosow.

W roku 2015 w Radzikowie wystgpito silne prazenia pszenicy rdza zolta (Puccinia striiformis).
Objawy wystapily u okoto 34% badanych genotypoéw odpornych oraz linii odpornych ,,S”. Choroba u
pszenicy wystepowata jedynie na lisciach nie miata, wigc bezposredniego wpltywu na oceng nasilenia
fuzariozy ktosow. W przypadku bardzo silnego porazenia rdza zo6lta obnizata plon ziarna, mogta mie¢,
wigc wplyw na oceng redukcji komponentéw plonu.

Z drugiej strony wystgpienie rdzy zo6ltej umozliwia eliminacj¢ genotypéw podatnych na t¢ chorobe w
puli form odpornych na fuzarioze klosow.

e 7\.‘\\\\1

Fot 5. Objawy porazenia pszenicy rdzg zotta w Radzikowie.

W doswiadczeniach infekcyjnych w Cerekwicy i Radzikowie analizowano odporno$¢ na fuzariozg
klosow 71 genotypéw pszenicy ozimej. Sredni IFK w Cerekwicy wyniost 13,4 %, natomiast w
Radzikowie byl okolo 4-krotnie nizszy i wynosit 3,6%. Na klosach 3 wzorcow odpornych (20828,
A40-19-1-2, UNG 136.6.1.1) oraz genotypu POB 0111 w Radzikowie nie wystapily objawy fuzariozy
ktosow.

Sposrod genotypow badanych w obu lokalizacjach najwyzsza odpornos¢ wykazaty POB 679/03, STH
2041, POB 0111, STH 105, NAD 11053, SMH 7983, POB 170/04. Wysoko odporne byly 3 wzorce:
20828 (bez genu Fhbl), odmiana Fregata oraz UNG 136.6.1.1 (z genem Fhbl). Najwyzsza podatnosé
wykazaty wzorce podatne: SMH 8694, SMH 8816 oraz

DD 548/09, ktéry w poprzednich latach, charakteryzowal si¢ wysoka akumulacja mikotoksyn w
ziarnie.

Wysoko$¢ roélin istotnie korelowata z IFK w Cerekwicy 1 w Radzikowie. Genotypy o najwyzszej
odpornosci miaty w wigkszosci wysoko$¢ powyzej 100 cm np. POB 679/03. Wérdd genotypoéw o
wysokosci ponizej 100 cm najodporniejsze byty DC 648/09, DD 237/09, NAD 08161 i SMH 8553. W
doswiadczeniu w Radzikowie stabe porazenia klosa wykazaty tez niskie genotypy DD 557/07 i DL
463/07.

Termin kwitnienia pszenicy miat staby wplyw na nasilenie fuzariozy ktoséw w obu lokalizacjach .
Srednie indeksy fuzariozy klosow dla 72 genotypow i 4 wzorcow odpornych badanych w
doswiadczeniach w roku 2015 i 2014 korelowaly istotnie (r = 0,589). Zidentyfikowano genotypy o
stabilnej reakcji we wszystkich 4 §rodowiskach np. odporne: UNG 136.6.1.1 (VR), A40-19-1-2 (R),
POB 679/03, 20828 (R), POB 0111, Arina (R), POB 170/04, STH 2041, KBP 10 58; podatne: SMH
8980, NAD 11100, DD 548/09 (tox), Patras, NAD 10079 (S), KWS Ozon, SMH 8694 (S), SMH 8816

(S).

W doswiadczeniach infekcyjnych w Cerekwicy i Radzikowie analizowano odporno$¢ na fuzariozg
ktosow 29 linii pszenicy ozimej (linie S) uzyskanych z krzyzowania odmian pszenicy ozimej Begra,
Korweta i Turnia z odmiang jarg Sumai 3 zawierajaca gen odpornosci Fhbl. Odpornos¢ linii
porownano z odporno$cig odmian wzorcowych. Dodatkowo w Radzikowie okre§lono plon ziarna z
poletka oraz porazenie rdzg zo6tta. Linie S wykazaty wysoka odpornos¢ na fuzarioze ktosow ($redni
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IFK 3,4%, zakres zmiennosci 1,0 -6,1%). W przypadku 22 linii byta ona wyzsza niz odpornos¢ wzorca
UNG 136.6.1.1 zawierajacego gen Fhbl. Linie S charakteryzowatly si¢ dos¢ duzg wysokoS$cig roslin.
Jedynie 2 linie (S 08, S 13) byly nizsze niz 100 cm. Dla komercyjnych odmian pszenicy S$rednia
wysoko$¢ w Radzikowie wyniosta 98,7 cm. Plon ziarna byl zréznicowany. Wahatl si¢ w granicach
0,370 — 1,125 kg. Podatnos¢ na rdze z6tta zaobserwowano u 12 linii. Wysoka byta podatnos¢ 4 linii -
S 05, S 40, S 43 [Fhbl+], S 59. Zaobserwowano wyrazny negatywny wplyw terminu kwitnienia linii
oraz porazenia przez rdz¢ zo61tg na plon ziarna (wspotczynniki korelacji r =-0,516 i r =-0,529).

Za pomocg analizy sktadowych gléwnych zidentyfikowano linie taczace korzystne cechy takie jak:
odpornos¢ na fuzariozg klosoéw, odpornos¢ na rdzg zoéta, wysoki plon ziarna, wczesno$¢ oraz
umiarkowana wysoko$¢. Byly to linie:. S 08, S 09, S 10, S 11, S 12, S 13, S 23, S 24, S 25, S 28, S 29,
S 30, S 31, S 32.

W doswiadczeniach w 8 lokalizacjach (IHAR Radzikéw, IGR PAN + 6 punktéw doswiadczalnych)
przebadano odporno$¢ 127 genotypow i 3 odmian wzorcowych (Artist, KWS Ozon, Patras) na
fuzarioze ktosow. Ze wzgledu na susze panujacg w okresie kwitnienia pszenicy oraz w kolejnych
tygodniach w Smolicach wystgpity bardzo stabe objawy fuzariozy klosow. W zwigzku z tym nie
obserwacji ze Smolic nie wlaczono do prezentowanych wynikow.

Uzyskane uszeregowanie genotypow pod wzgledem indeksu fuzariozy klosow w poszczegoélnych
lokalizacjach podlegato silnym wptywom $rodowiska. Najbardziej odbiegaty od pozostatych wyniki
uzyskane w Cerekwicy. W lokalizacji tej wystapity najwyzsze opady w okresie kwitnienia pszenicy i
w kolejnych tygodniach.

Najwigksza byta zgodnos¢ srednich wynikoéw uzyskanych w Cerekwicy i Radzikowie z wynikami z
Debiny, Kobierzyc i Nagradowic. Na skutek tych rozbieznosci wspdtczynnik korelacji $redniego IFK
w Cerekwicy i Radzikowie ze §rednim IFK z 6 lokalizacji byt niski i wynosit r = 0,322.

Analiza sktadowych gléwnych, w ktorej zmiennymi byly indeksy FK z 7 lokalizacji pozwolita na
zidentyfikowanie genotypow wykazujagcych odporno$¢ na porazenie klosa we wszystkich
srodowiskach. Byty to np.: AND 436/10, DC 406/11, DC 548/11, HRSM 889, NAD 13024,
NAD12007, POB 0314, POB0414, SMH 8879, SMH 9000, STH 3225. Znaleziono réwniez genotypy
podatne we wszystkich srodowiskach. Byty to np.: DL325/11/3, STH 1185, STH 1183, SMH 8988.

W dwoch doswiadczeniach w warunkach kontrolowanych przebadano odpornos¢ typu Ii typu Il u 80
genotypow ora 12 form wzorcowych. Srednia odporno$é¢ typu I wyniosta 1,6 punktow infekcji (pi),
zakres zmienno$ci od 1 pi do 3,0 pi. Najwyzszg odpornos$¢ typu I wykazaly genotypy: STH 2041,
KOH 275, AND 1055/02 oraz wzorce 20828 (R) i Olivin (R). Najnizsza odporno$¢ zostata
stwierdzona u genotypoéw KBP 08.13, POB 262/07, DD 557/07, DC648/09 oraz 3 wzorcow podatnych
w warunkach polowych NAD 10079 (S), SMH 8816 (S), SMH 8694 (S),

Srednia odpornos¢ typu II wyniosta 1,9 porazonych ktoskéw (pk), zakres zmiennosci od 0,6 pk do 5,0
pk. Najwyzsza odpornosc¢ typu [ wykazaly genotypy: S 43 [Fhbl+], POB 1013/10,

KBP 10 58 oraz wzorce odporne 20828 (R), A40-19-1-2 (R), UNG 136.6.1.1 (VR) i Arina (MR).
Najnizsza odpornos¢ zostala stwierdzona u genotypow CHD 6651/06, POB 0911, KBP 10 40, AND
394/07, DC648/09, AND 1055/02 oraz pszenicy twardej Komnata.

Najwyzszg $rednig odporno$¢ obu typdéw wykazaty genotypy S 43 [Fhbl+], KBP 10 58, POB 1013/10
oraz wzorce odporne A40-19-1-2 (R), 20828 (R), UNG 136.6.1.1 (VR), Arina (MR).

Indeks fuzariozy ktoséw w warunkach kontrolowanych wyniost 58,9%, zakres zmiennosci od 16,0 do
100%. Najstabiej porazone byty ktosy genotypéw S 43 [Fhb1+], KBP 10 58, STH 105, KOH 275 oraz
wzorcow odpornych A40-19-1-2 (R), 20828 (R), UNG 136.6.1.1 (VR), Arina (MR). Najsilnigj
porazone byly genotypy POB 0911 i DC648/09, formy podatne SMH 8816 (S), SMH 8694 (S) oraz
pszenica twarda Komnata.

Brak bylto korelacji obu typéw odpornosci. Odpornosci obu typoéw korelowaly istotnie z IFK w
warunkach kontrolowanych oraz z odpornoscig polowa w Radzikowie i Poznaniu (tylko typ I).
Najwyzsze warto$ci przyjmowaly wspotczynniki korelacji dla $redniej odporno$ci obu typow.

Wykonano krzyzowania plennych odmian pszenicy z liniami ozimymi z wprowadzonymi genami
odpornosci na fuzarioze klosoOw oraz z genotypami wykazujacymi podwyzszong odpornosc.
Wykonano rowniez krzyzowania dopehiajace z mieszancami uzyskanymi w roku 2014 oraz wysiano
rozmnozenie mieszancOw pokolenia F,



Dyskusja

Wspdtczynniki korelacji wysokosci roslin z IFK byly negatywne, co wskazuje na wolniejszy rozwoj
choroby na klosach wyzszych genotypdéw (Buerstmayr i in. 2000). Nizsze porazenie wysokich
genotypow jest glownie wynikiem morfologii i réznic w mikroklimacie na poziomie klosa
(Mesterhazy 1995, 2002; Yan et al., 2011). Jednak wigkszg podatnosé¢ niskich odmian moze wynikac z
obecnosci genu kartowato$ci Rht-DI1b (Rht2) (Miedaner i Voss, 2008; Kollers et al., 2013). Jak
pokazuja wyniki mozliwe jest znalezienie form o skroconej stomie odpornych na fuzarioze¢ ktosow.
Odpornosei typu I i typu II nie korelowaty ze soba, co wynika z réznych mechanizmoéw tych
odpornosci. Odporno$¢ na rozprzestrzenianie si¢ Fusarium w obrgbie klosa (typ II) jest gldwnie
zwigzana z odpornoscig na deoksyniwalenol i inne trichoteceny B. Podczas patogenezy fuzariozy
trichoteceny sa produkowane przez Fusarium powoduja nekrozg tkanki pszenicy, ktora nastepnie jest
kolonizowana przez grzybni¢ Fusarium (Gunnaiah i in., 2012). Gtéwny gen odporno$ci na fuzariozg
Fhbl wyjasniajacy 60% zmiennosci odpornosci typu II jest rowniez odpowiedzialny za obnizenie
akumulacji deoksyniwalenolu, a takze niwalenolu (Lemmens i in., 2008; Buerstmayr i in., 2009).
Odpornos$ci obu typdéw determinowane sg przez inne geny. Sposréd zmapowanych genéw odpornosci
o duzym efekcie dwa (Fhbl, Fhb2) zwigzane sg z odporno$cig 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 rezultatdéw uzyskanych w réznych lokalizacjach wynikaty przede wszystkim z
wystgpienia warunkow pogodowych niekorzystnych dla rozwoju fuzariozy ktoséw (Zatacznik 4, Rys.
5). Szczegolnie dotyczy to odpadoéw przed i w okresie inokulacji ktosow pszenicy — pierwsza dekada
czerwca oraz w poczatkowym okresie rozwoju choroby (czerwiec) (Cowger i Arellano 2013, Xu i in.
2007). Istotny wptyw warunkow pogodowych na rozwoj fuzariozy kltosow wskazuje na konieczno$é
przeprowadzania doswiadczen infekcyjnych w co najmniej kilku srodowiskach (lokalizacje, lata).

Buerstmayr, H., Steiner, B., Lemmens, M., Ruckenbauer, P., 2000. Resistance to Fusarium head blight in winter wheat:
heritability and trait associations. Crop Sci. 40, 1012-1018.

Buerstmayr, H., Ban, T., i Anderson, J. A. 2009. QTL mapping and marker-assisted selection for Fusarium head blight
resistance in wheat: A review. Plant Breed. 128: 1-26.

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

Gunnaiah, R., Kushalappa, A.C., Duggavathi, R., Fox, S., Somers, D.J. 2012. Integrated metabolo-proteomic approach to
decipher the mechanisms by which wheat QTL (FhbI) contributes to resistance against Fusarium graminearum. 7(7):
e40695. doi:10.1371/journal.pone.0040695.

Kollers, S., Rodemann, B., Ling, J., Korzun, V., Ebmeyer, E., Argillier, O., Hinze, M., Plieske, J., Kulosa, D., Ganal, M.W.,
Roder, M.S., 2013. Whole genome association mapping of Fusarium head blight resistance in European winter wheat
(Triticum aestivum L.). PLoS ONE 8, €57500. doi:10.1371/journal.pone.0057500

Kubo, K., Kawada, N., Fujita, M., 2013. Evaluation of Fusarium head blight resistance in wheat and the development of a
new variety by integrating type I and II resistance. JARQ 47, 9-19.

Lemmens, M., Koutnik, A., Steiner, B., Buerstmayr, H., Berthiller, F., Schuhmacher, R., Maier, F., Schifer, W. 2008.
Investigations on the ability of Fib! to protect wheat against nivalenol and deoxynivalenol. Cereal Res. Commun. 36: 429—
435

Mesterhazy, A., 1995. Types and components of resistance to Fusarium head blight of wheat. Plant Breeding 114, 377-386.
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., Kaszonyi, G., 2006. Sources of “environmental interactions” in phenotyping and resistance
evaluation; Ways to neutralize them. In: Ban T., Lewis J.M., Phipps E.E. (Eds.), The global Fusarium initiative for
international collaboration — strategic planning workshop held at CIMMY T: El Batan, Mexico, 14—17 March 2006. pp 84-92.
Mesterhazy, A., Toth, B., Bartok, T., Varga, M., 2008. Breeding strategies against FHB in winter wheat and their relation to
type I resistance. Cereal Research Communications 36, 37-43.

Miedaner, T., Voss, H.-H., 2008. Effect of dwarfing genes on Fusarium head blight resistance in two sets of near-isogenic
lines of wheat and check cultivars. Crop Science 48, 2115-2122.

Snijders, C. H. A. (1990). Diallel analysis of resistance to head blight caused by Fusarium culmorum in winter wheat.
Euphytica, 50(1), 1-9

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

Yan, W., Li, H.B., Cai, S.B., Ma, H.X., Rebetzke, G.J., Liu, C.J., 2011. Effects of plant height on type I and type II resistance
to Fusarium head blight in wheat. Plant Pathology 60, 506-512.

Whioski
1. Potwierdzono odporno$¢ na fuzariozg klosow warunkach polowych (typ odpornosci I+II)
wiekszosci genotypow z kolekeji from odpornych.
2. Stwierdzono istotny wptyw wysokosci roslin na wartos¢ indeksu fuzariozy ktosow.
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Nie bylo istotnej zalezno$ci pomigdzy odpornoscia typu I i typu IL.

4. Odpornosci typu I i II stabo korelowaly z indeksami fuzariozy ktosow z doswiadczen
polowych, wyzsze byly wspotczynniki korelacji IFK ze $rednig odpornoscia obu typow.

5. Doswiadczenia infekcyjne prowadzone w 8 lokalizacjach pokazaty silny wptyw $rodowiska

(susza) na nasilenie fuzariozy klosow, jednakze zidentyfikowano genotypy o stabilnej reakcji

(odporne, podatne) w réznych srodowiskach

3. 2. Temat badawczy 2: Analiza zebranego materialu pod katem oceny odpornosci na zasiedlanie
ziarniakow (typ II odpornoscei) i redukcje elementow struktury plonu (typ V odpornosci).

Cel tematu

Ocena odporno$ci na uszkodzenie ziarna przez Fusarium oraz tolerancji genotypOw pszenicy na
fuzarioze ktoséw celem wyboru form odpornych.

Materialy i metody

W czasie zniw zebranych zostato recznie po 20-30 ktosow z poletka w doswiadczeniach polowych —
dla okoto 100 wybranych genotypow, wykazujacych odpornos¢ na fuzarioze klosow, z 3 poletek
inokulowanych i z poletka kontrolnego. Ktosy mtdcone byty recznie Iub laboratoryjng mtocarnia o
stabym nawiewie dla zapobiezenia utracie lekkich porazonych ziarniakow. Proporcja ziarniakow
uszkodzonych przez Fusarium (typ odpornosci III = FDK) byta okreslana wizualnie poprzez podziat
proby ziarniakéw na ziarniaki zdrowe i ziarniaki z objawami porazenia przez Fusarium (Argyris i in.
2003). Wyliczono FDK w oparciu o mase¢ ziarniakow uszkodzonych (FDK masa) oraz ich liczbg
(FDK liczba). Okres$lona zostala redukcja komponentow plonu ziarna w odniesieniu do prob
kontrolnych. Oznaczone zostaly nastgpujace komponenty: masa ziarna z klosa, liczba ziarniakow w
klosie, masa tysigca ziarniakow.

Wyniki

Srednie uszkodzenie ziarniakoéw przez Fusarium wyniosto FDK masa = 12,5% oraz FDK liczba =
14,5%. Zakres zmiennosci wynosit dla FDK masa od 1,9 do 30,6% oraz dla FDK liczba od 2,3 do
34,8%. Uszkodzenie ziarniakow bylo zblizone w Radzikowie i Cerekwicy i wyniosto: Radzikow FDK
masa = 13,2%, FDK liczba = 13,9%; Cerekwica FDK masa = 11,7%, FDK liczba = 15,0%. Ziarniaki
pszenicy w Radzikowie byly uszkodzone stabiej niz ziarniaki w Cerekwicy. Wskazuje na to nizsza
warto$¢ FDK masa i wyzsza warto$¢ FDK liczba w Cerkwicy w poréwnaniu do Radzikowa..

Fot. 6. Uszkodzenie ziarniakéw przez Fusarium u wysoko odpornej linii pszenicy ozimej S 30.



Fot. 6. Uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium u $rednio odpornej linii pszenicy ozimej AND 340/06.

Najnizsze uszkodzenie ziarniakow (FDK liczba < 8%) miaty genotypy: S 39 [Fhbl +], S 42, S 30,
Olivin, S 11, LAD 463/05, S 43 [Fhbl+], KBH 4785/04, POB 0114, UNG 136.6.1.1, S 38 [Fhbl-],
Fregata, DD 408/07-3, STH 9059, STH 2041. Najwyzsze uszkodzenie (FDK liczba > 23%)
odnotowano u genotypow: KWS Ozon, SMH 8694 S, STH 087, DM 3873/10, DL 325/11/3 S, POB
0514, SMH 8816 S, STH 3010.

Srednia redukcja plonu ziarna z ktosa (MZK) spowodowana przez Fusarium wyniosta okoto 25%.
Wartos¢ MZK w odniesieniu do kontroli wyniosta 76,0%. Zakres zmiennosci cechy 53,0 — 100%.
Liczba ziarniakow w klosie (LZK) zostata zredukowana $rednio o 20%. Warto§¢ LZK w odniesieniu
do kontroli wyniosta 81,6%. Zakres zmiennosci cechy 56,6 — 100%. Masa tysiaca ziarniakow (MTZ)
zostata zredukowana $rednio o 15%. Warto§¢ MTZ w odniesieniu do kontroli wyniosta 86,1%. Zakres
zmiennos$ci cechy 61,6 — 100%. W doswiadczeniu w Cerekwicy redukcja komponentow plonu byta
znacznie wyzsza niz w Radzikowie. Wartosci MZK, LZK i MTZ wyniosly odpowiednio w
Cerekwicy: 58,5%, 73,2% 1 78,8%; w Radzikowie: 94,2%, 90,5% 1 93,0%.

Najnizsza redukcje masy ziarna z ktosa odnotowano u genotypow: KBP 04164, S 38 [Fhbl-], DED
389/06, LAD 463/05, S 30, AND 400/06, SMH 7983, Arina, UNG 136.6.1.1, MOB ZB 301206.

Indeks fuzariozy ktosow korelowat istotnie z uszkodzeniem ziarniakow oraz redukcja komponentow
plonu. W przypadku komponentéw plonu, najwyzsza warto$¢ miat wspotczynnik korelacji z wzgledna
warto$cia MTZ. Stopien uszkodzenia ziarniakéw korelowat istotnie z wzglednymi wartoSciami
komponentow plonu. Najwyzszy byt wspotczynnik korelacji z FDK masa z wzglgdna wartoscia MZK.

Zidentyfikowano genotypy taczace odpornos$¢ na porazenie ktosa (typ I+II), uszkodzenie ziarniakéw
(typ III) oraz niskiej redukcji plonu (typ V). Byty to np. SMH 7983, POB 759/04, Arina, AND 400/06,
LAD 463/05, DED 389/06, KBP 04164, UNG 136.6.1.1, S 38 [Fhbl-], S 30.

Dyskusja

Jednym z efektow fuzariozy klosow jest uszkodzenie ziarniakow objawiajace si¢ obnizeniem ich
masy, pomarszczeniem, przebarwieniami, a w skrajnych przypadkach catkowitym przero$nigciem
grzybnia Fusarium (Bechtel i in. 1985, Argyris i in. 2003). Ziarniaki porazone majg obnizong sit¢
kietkowania lub maja catkowicie uszkodzone zarodki oraz mogg zawieraé¢ toksyny fuzaryjne (Neuhof i
in. 2008). Fuzarioza kltoséw moze powodowac réwniez redukcje 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 zaleznosci
pomiedzy nasilenie porazenia klosa a uszkodzeniem ziarniakow i redukcja plonu ziarna. W
poréwnaniu z rokiem 2014 wspotczynnik korelacji mialy jednakze niskie wartosci, co wynikato z
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niekorzystnych warunkow dla rozwoju fuzariozy klosow w roku 2015. Szczegdlnie dotyczy to
doswiadczenia w Radzikowie

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.

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 I 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.

Whioski

1. Badane genotypy wykazaly zroznicowana odpornos¢ na uszkodzenie ziarniakow przez
Fusarium (typ 11I).
Indeks fuzariozy ktoséw istotnie korelowat z uszkodzeniem ziarniakdw pszenicy.
Fuzarioza ktoséw powodowata redukcj¢ plonu ziarna z ktosa (typ V odpornosci).
Stwierdzono istotne korelacje uszkodzenia ziarniakoéw z redukcja plonu ziarna.
Zidentyfikowano genotypy o tgczace typy odpornosci I+I1, 111 V.

AW

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

Okreslenie zawartosci 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 zawartosSci ergosterolu oraz toksyn fuzaryjnych — deoksyniwalenolu,
niwalenolu, zearalenonu (typ IV odpornosci, poszukiwane markery metaboliczne).

Na podstawie indeksu fuzariozy klosow w Radzikowie, w Poznaniu wybrane zostaly najlepsze
genotypy, (okoto 35), ktérych ziarno bylo analizowane na zawarto$¢ mikotoksyn wytwarzanych przez
F. culmorum. Proby ziarna pochodzily z doswiadczen polowych Radzikowie i Cerekwicy (razem
okoto 70 prob). Proby ziarna z 3 powtorzen z kazdej lokalizacja zostaty zmieszane.

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

TN B 400z

NIV 5976

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

Zawarto$¢ trichotecenéw z grupy B w ziarnie (deoksyniwalenol [DON], 3-acetyl deoksyniwalenol
[3AcDON], 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
wytrzasanie na wytrzgsarce przez noc. Proba zostata odwirowana (3000 obr*min -1, 5 min.), a ekstrakt
oczyszczony na kolumience Trich 227+ (RomerLabs). Do 4 ml oczyszczonego ekstraktu dodano 1 pg
wzorca wewnetrznego (chloraloza) i odparowano do sucha w strumieniu powietrza. Mikotoksyny byty
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 usuni¢ty 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 $rednicy wewnetrznej 0,25mm.
Gazem nos$nym byt wodor. Elucja prowadzona byta w gradiencie temperatury. Detekcje mikotoksyn
przeprowadzono za pomocg detektora wychwytu elektronow (ECD). Identyfikacja poszczegdlnych
zwigzkéw zostata wykonana przez porOwnanie czasOw retencji czystych wzorcow mikotoksyn.
Stezenie mikotoksyn bylo okreslone na podstawie krzywej kalibracji, z zastosowaniem chloralozy
jako wzorca wewngtrznego. Dla poréwnania przeprowadzone zostaly analizy czystych zwigzkow
(standardy), préb ziarna nieporazonego oraz proby wzorcowe ziarna ze znana zawartos$cig
mikotoksyn.

Zawarto$¢ zearalenonu (ZEA) oznaczana byla za pomocg 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

Zawarto$¢ ergosterolu (ERG) w ziarnie pszenicy wynosila $rednio 2,9 mg/kg. Zakres zmiennosci do
1,4 do 4,6 mg/kg. W Poznaniu zwarto$¢ ERG byta 4-krotnie wyzsza niz w Radzikowie, odpowiednio
4,1 mg/kg i 0,9 mg/kg. Najmniej ERG stwierdzono w ziarnie genotypow KOH 275, STH 9059, KBP
10 58, KBP 04.164 i NAD12007; najwigcej w ziarnie genotypu DD 548/09.

Zawarto$¢ deoksyniwalenolu (DON) w ziarnie pszenicy wynosila $rednio 15621 ppb. Zakres
zmienno$ci od 480 do 38065 ppb. W Poznaniu zwartos¢ DON byta 20-krotnie wyzsza niz w
Radzikowie, odpowiednio 21114 ppb i 848 ppb. Najmniej DON stwierdzono w ziarnie genotypow
DM 2566/11 i STH 9059; najwigcej w ziarnie genotypéw DM 3873/10 i DD 548/09. Nie stwierdzono
obecno$¢ niwalenolu w ziarnie oraz §ladowe ilosci pochodnych acetylowych DON.

Zawarto$¢ zearalenonu (ZEA) w ziarnie pszenicy byla bardzo niska i wynosita $rednio 43 ppb. Zakres
zmienno$ci od 0 do 148 ppb. W Poznaniu zwarto$¢ ZEA byta ponad 10-krotnie wyzsza niz w
Radzikowie, odpowiednio 80 ppb i 7 ppb. Najmniej ZEA stwierdzono w ziarnie genotypow STH
9059, DED 389/06, NAD 11053, DCh 4763/07 i AND 143/10; najwigcej w ziarnie genotypéw POB
0514 1 DD 548/09.

Indeks fuzariozy ktosow korelowatl istotnie z zwartoscig ERG i DON w ziarnie. Wspotczynniki byty
niskie. Uszkodzenie ziarniakow korelowato istotnie z zwartoSciami wszystkich metabolitow
Fusarium. Najwyzszy byl wspotczynnik dla DON. Wysoka warto$¢ miat wspolezynnik korelacji
zawarto$cig ERG (miernik ilo$ci grzybni w ziarnie) z zawarto$cig DON. Nizszy, jednakze istotny, byt
wspotczynnik korelacji ERG vs. ZEA.

Za pomocg analizy sktadowych glownych zidentyfikowano genotypy taczace odpornosci réznych

typow, czyli: typy I+1I — indeks fuzariozy klosow, typ Il — uszkodzenie ziarniakow i zawarto$¢ ERG,

typ IV — zawarto$¢ toksyn DON i ZEA; typ V — redukcja plonu ziarna (Rys. 2). Byly to genotypy:
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KBP 04.164, DED 389/06, STH 9059, LAD 463/05, POB 262/07, MOB ZB 301206, POB 0114 i
AND 143/10. Genotypy STH 105, NAD12007, NAD 11053, KBP 10 58, POB 0112, POB 170/04
charakteryzowaty si¢ niskim porazeniem ktosa i ziarniakoéw i niskg zawarto$cig metabolitow, jednakze
mialy wyzszg redukcje plony ziarna.
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Rysunek 2. Uktad wspoétrzednych dwoch sktadowych gléwnych dla 45 genotypdéw pszenicy ozimej. Sktadowe
wyjasniaja 64,85% zmienno$ci odpornosci na fuzarioze kloso6w mierzona indeksem fuzariozy klosow (IFK),
uszkodzeniem ziarniakéw (FDK), masg ziarna z klosa (MZK) oraz zawartoscia ergosterolu (ERG), zearalenonu
(ZEA) i deoksyniwalenolu (DON) w ziarnie w Radzikowie i Cerekwicy. Wektory wskazuja kierunek wzrostu
warto$ci zmiennych. Oznaczono genotypy o kumulujace odpornosci wszystkich typow.
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Dyskusja

W roku biezacym warunki byty niesprzyjajacej dla rozwoju fuzariozy kloséw, na co wskazuja niskie
wartosci poszczegdlnych zmiennych. Zawartos¢ ergosterolu w Radzikowie byta bardzo niska, co
wynikato ze znacznie nizszych odpadow w porownaniu z Cerkwica. Nawet, jednakze w tej lokalizacji
zawarto$¢ ERG bylta zblizona do wystepujacej w warunkach naturalnych w ziarniakach pszenicy bez
objawow uszkodzenia, a okreslonej na okoto 3 mg/kg (Perkowski i in. 2008). Bardzo niska byla tez
zawarto$¢ zearalenonu w Radzikowie (obecny w 40% prob) i niska w Cerekwicy (jedynie w 35% prob
powyzej limitu 100 ppb dla warunkow naturalnej infekcji). Jedynie zawarto$¢ DON byla wysoka w
ziarnie pszenicy z Cerekwicy, z tym ze dwukrotnie nizsza w poro6wnaniu z rokiem 2014.

Mimo niekorzystnych warunkow uzyskane wyniki pokazaty, ze w badanej populacji pszenicy ozimej
pochodzacej z programéw hodowlanych polskich hodowli istnieje zmienno$¢ odpornos$ci na
akumulacje toksyn fuzaryjnych w ziarnie. Dotyczy to zarowno trichotecendw, majacych zwigzek z
agresywnoscia izolatow Fusarium, jak i zearalenonu (Lemmens i in. 2004, 2008, Cowger i1 Arellano
2013). Jest to wazne w przypadku zearalenonu, ktory kumuluje si¢ w pozniejszym etapie rozwoju
fuzariozy klosoéw niz trichoteceny. Toksyna ta szczegdlnie niebezpieczna dla zwierzat hodowlanych ze
wzgledu na dzialanie estrogenne (Minervini i Dell’Aquila 2008). Stwierdzono, ze istotne byly
zalezno$ci pomigdzy porazeniem klosa, uszkodzeniem ziarniakéw a zawarto$cig toksyn w ziarnie.
Dzigki temu wydaje si¢ mozliwe wyselekcjonowanie genotypow taczacych odpornosci roznych typow
(Tamburic-Illincic 1 in. 2011). Genotypy takie sg stabilne w réznych warunkach pogodowych i
wykazuja odporno$¢ zarowno 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 FhbI 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.

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

Tamburic-Ilincic, 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.

Whioski
1. Badane genotypy wykazaly zréznicowang odpornos¢ typu IV.
2. Zidentyfikowano genotypy pszenicy wykazujace odpornos¢ typu IV.
3. Stopien uszkodzenie ziarniakow (FDK) korelowaty istotnie z zawartoscig E[RG, DON i ZEA
W ziarnie.
4. Zidentyfikowano genotypy taczace podwyzszony poziom odpornosci réznego typu.

3. 4. Temat badawczy 4
Cel tematu badawczego 4

Celem tematu bylo krzyzowanie wsteczne mieszancéOw F; (uzyskanych w roku 2014) z pigcioma
wybranymi genotypami pszenicy ozimej. Cel zostat w petni zrealizowany.

Materialy i metody

W roku poprzednim uzyskano pie¢ populacji mieszancowych F1 po skrzyzowaniu dawcy odpornosci
linii AIII62 (pochodzacej od Muszelki+Fhbl) oraz pigciu biorcow: SMH8527, DL414/10, STH1178,
MIB11262 i NAD10041. W roku biezgcym, nalezato pokolenie F; z danej kombinacji krzyzowac
wstecznie z odpowiednim rodzicem wypierajacym (biorcg). W zwigzku z tym, siewki wybranych
obiektow jarowizowano (8 tygodni w temp. 4°C), a nastgpnie prowadzono w kontrolowanych
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warunkach komory klimatycznej: 16 godzin $wiatta/22°C oraz 8 godzin ciemno$ci/18°C. W
odpowiedniej fazie rozwojowej klosa (przed kwitnieniem) formy mateczne (mieszance F;) kastrowano
i po uptywie 4-6 dni zapylano pyltkiem odpowiedniej formy ojcowskiej (linie biorcow). Po dojrzeniu
klosow zebrano nasiona pokolenia F;BC, z poszczegdlnych kombinacji krzyzéwkowych.

Wyniki
Liczb¢ nasion pokolenia F;BC; zebranych z poszczegdlnych kombinacji krzyzowkowych
przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Liczba nasion pokolenia F,BC, zebranych po skrzyzowaniu F; i biorcy genu Fhbl w
poszczegbdlnych kombinacjach.

L.p. | Kombinacja Liczba nasion

1. (SMH8527 x Alll62) x SMH8527 274

2. (DL414/10 x AIll62) x DL414/10 261

3. (STH1178 x AIll62) x STH1178 243

4. (MIB11262 x AIll62) x MIB11262 245

5. (NAD10041 x AIll62) x NAD10041 256
Dyskusja

W hodowli roslin krzyzowania wsteczne (wypierajace) sg szeroko stosowang metodg wprowadzania
jednej lub kilku cech jednocze$nie do genotypow o wysokiej wartosci uzytkowej (biorca), ktore tych
cech sg pozbawione (Michalik 2010). Zazwyczaj zrédlem korzystnych cech (o ktore chcemy ulepszy¢
nasze materiaty) sa odmiany/linie (dawcy), ktore dodatkowo zawieraja bardzo wiele niepozadanych
cech. Stad wynika konieczno$¢ wykonania wielu cykli krzyzowan wstecznych i selekeji, ktore w
ostatecznym rozrachunku pozwalajg uzyska¢ nowy, ulepszony o wprowadzang ceche 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$¢ selekcii
pozadanych genotypéw. W rozszerzonej wersji MABC, poza selekcja roslin w populacji
mieszancowej, ktore zawierajg marker molekularny sprzezony z wprowadzanym (docelowym) genem
(ang. Foreground Selection, FS), dodatkowo poszukuje si¢ obiektow dla ktéorych doszio do
rekombinacji pomigdzy markerem flankujacym 1 wprowadzanym genem, tzw. selekcja
rekombinantéw (ang. Recombinant Selection, RS). Zasadniczym celem tak pomyslanej selekcji jest
zmnigjszenie rozmiarow segmentu chromosomu dawcy zawierajacego pozadany gen, co ma zapobiec
wprowadzeniu do genomu biorcy wielu niepozgdanych genow, ktore moga by¢ z nim sprzgzone
(Collard i Mackill 2008).

W przypadku badan prowadzonych w ramach niniejszego tematu, gen Fhbl bedzie wprowadzany na
drodze dwoch krzyzowan wstecznych. Teoretycznie, aby otrzyma¢ po dwodch krzyzowaniach
wstecznych przynajmniej jednego osobnika heterozygotycznego dla markera centralnego i
homozygotycznego dla flankujacych markerow (gwm389 i cfp1274, chromosom 3B) w typie alleli
rodzicoOw wypierajgcych nalezy w kazdym pokoleniu (tj. F;BC; 1 F;BC,) przebada¢ przynajmniej po
62 osobniki przy poziomie prawdopodobienstwa P = 0,99 (Hospital 2001, Hospital i Decoux 2002).
Uzyskane w biezagcym roku liczebno$ci nasion pokolenia F{BC; (243 — 274) w petni zabezpieczaja
liczbe form matecznych, ktére po selekcji molekularnej (na obecnos¢ genu Fhbl) beda wykorzystane
do krzyzowania wstecznego w kolejnym roku realizacji tematu.

Literatura

Collard B.C.Y., Mackill D.J. 2008. Marker-assisted selection: an approach for precision plant breeding in the twenty-first
century. Phil. Trans. R. Soc. B (2008) 363: 557572

Hospital F. 2001. Size of donor chromosome segments around introgressed loci and reduction of linkage drag in marker-
assisted backcross programs. Genetics 158: 1363-1379.

Hospital F., Decoux G. 2002. Popmin: a program for the numerical optimization of population sizes in marker-assisted
backcross programs. J. Hered. 93: 383-384.

Michalik B. 2010. Hodowla roslin z elementami genetyki i biotechnologii. PWRIL , wyd. L.

Whnioski
1. Otrzymana liczba nasion w poszczegolnych kombinacjach krzyzéwkowych pokolenia F\BC; zapewnia wykonanie
koniecznych analiz molekularnych i krzyzowan wstecznych w nastgpnym roku realizacji tematu.
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