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WPROWADZENIE

Fuzarioza klosow jest chorglzb& powodowayn przez grzyby patogeniczne z rodzaju
Fusarium Patogeneza fuzariozy ktoséw jestzzdna i wyr@nia sk kilka typdéw odpornéci: typ
1 - na infeka} pierwotry, typ 2 - na rozprzestrzenianie gplatogena wzdtuosadki klosowej, typ
3 - odporné¢ na uszkodzenie ziarniakow, typ 4 - tolerancja/iczgporna¢ na obnike plonu,
typ 5 - odporné& na kumulagj i degradagj toksyn fuzaryjnych w ziarniakach. Odposama
fuzarioz klosa ma charakter ztony i jest ceclp wielogenowy. Kilka lub kilkangcie QTLs
zapewnia rélinom zadawalajca odpornd¢ polows. Ekspresja cech warunkowana takimi
genami podlega diemu wptywowisrodowiska. Czynnikami sprzygggymi rozwojowi fuzariozy
s3 wysoka wilgotné¢ powietrza, wiatr i opady deszczu. Fuzarioza klosdaze prowadz do
obnizenia plonu ziarna. Jednakpowaniejszym problemem zwtanym z fuzariog klosow jest
skazenie ziarna mikotoksynami takimi jak deoksyniwalen@walenol, zearalenon, ktorey s
zwigzkami niezwykle stabilnymi.

Liczne nowe odmiany pszeyta okazuj si¢ podatne na fuzarigzkloséw na poziomie
zblizonym do pszenicy. Pojawiggie doniesieniaze w ziarnie pszetyta akumulowana me
by¢ ilos¢ mikotoksyn zblkona lub nawet wisza od tej notowanej u pszenicy, pomimo
mniejszego nasilenia objawow fuzariozy na kilosachiarniakach. Pszegto, jako forma
sztuczna, zagumne jest zaweniem bazy genetycznej odmian,zgk nie prowadzi si
krzyzowan z gatunkami macierzystymi. Me to prowadz do spadku odporgoi tego gatunku
na patogeny, w tynfrusariumspp. Podejmowaney réby poszerzenia zmienstd pszenyta
przez wprowadzanie gendéw z gatunkéw oddalonych. aikoidvo pszeiyto, jako forma
sztuczna, zagumne jest zaweniem bazy genetycznej odmian,zgk nie prowadzi si
krzyzowan z gatunkami macierzystymi. Me to prowadz do spadku odporgoi tego gatunku
na patogeny, w tyrRusariumspp.

Najbardziej skutecznym sposobem redukcji strat mtom@nych przez fuzariezZ«tosow
zb& maze by uprawa odmian odpornych. Odmiany takie, o stapiloeporndci,
charakteryzuyj si¢ brakiem lub bardzo nigkakumulacg DON-u w ziarnie.

Gtownym zrodtem odpornéci jest QTL Fhbl zlokalizowany w krotkim ramieniu
chromosomu 3B. Jest to gtowny QTL odpowiadgjza bardzo wysakodpornd¢ na fuzarioz,
ktory obecny jest w odmianie pszenicy Sumai 3,®tagcej wzorzec odporrigi na t chorolg.

MATERIAL BADAWCZY, CEL | METODYKA BADA N

Materiat badawczy: 75 genotypow pszegta ozimego i 3 formy wzorcowe (Trefl, Fredro
i Meloman)
Cel badaa:

1. Badanie odporroi typu | (odporné¢ na infekcg) i Il (rozprzestrzenianie siFusarium
w klosie) u wybranych genotypéw pszgta ozimego w dwdch lokalizacjach
z wykorzystaniem markerow fenotypowych.

2. Fenotypowanie po¥mnia klosow wybranych genotypow pszga w déwiadczeniach
infekcyjnych w dodatkowych lokalizacjach oraz amalicytogenetyczna i molekularna
mieszacow kR z uzyskanymi z krzsowania w 2015 pszegta z formami posiadagymi
gen odporngci Fhbl



3.

4.

Analiza zebranego materiatu pogtém oceny zasiedlania ziarniakOw przez patogen (typ

[Il odpornasci).

Analiza zawartéci toksyn fuzaryjnych — deoksyniwalenolu i pochodmyniwalenolu

i zearalenonu w ziarnie wybranych genotypow psgyen wykazugcych podwyszony
odpornd¢ na poraenie klosa i uszkodzenie ziarniakébw prz&usarium (typ V
odporndci).

Metodyka badan:

1.

Odpornad¢ na fuzarioz klosow testowano metgdnokulacji punktowej w warunkach
szklarniowych i polowych (typ Il odporsoi) i przez oprysk w warunkach polowych
w IHAR Radzikéw oraz w IGR PAN w Poznaniu (typll bdpornaci).
Do produkcji inokulum zastosowano 3 izolaBusarium culmorum wytwarzajce
deoksyniwalenol, niwalenol oraz zearalenon. Zawiesize wszystkich izolatéw
mieszano i ustalano¢genie zarodnikédw na okoto 100 000 (IGR Pazrab 500 000
(IHAR Radzikéw) zarodnikéw/ml (zar./ml) w rownychrgporcjach. Inokulacja byta
prowadzona w czasie kwitnienia genotypow. Po inagjul rosliny w lokalizacji
Cerekwica byly zamgtawiane, natomiast w Radzikowakulacje prowadzone byty
w godzinach wieczornych.
Nasilenie fuzariozy ktoséw okikno na podstawie proporcji paanych kioskow
w kiosie (tylko w kiosach z objawami choroby) orpmoporcji kloséw praonych na
poletku. Z tych wartéci zostat wyliczony indeks fuzariozy ktosow (IFK).
Proporcg ziarniakdw uszkodzonych przeRusarium (typ odpornéci Ill) okreslano
wizualnie poprzez podziat préby na ziarniaki zdro{¢LK- ang. healthy looking
kernelg i ziarniaki z objawami potenia przezFusarium EDK- ang. Fusarium
damaged kernelsPkreslano réwnie redukcg komponentéw plonu ziarna w odniesieniu
do préb kontrolnych (masziarna z ktosa, liczp ziarniakow w klosie, mastysigca
Ziarniakéw).
W badaniach dotygzych identyfikacji gendrhb1 wykorzystano markedd MN10.
W badaniach cytogenetycznych wykorzystano me®IEH.
Ziarno z form o najwgszej odporngci i niewielkiej obnzce parametrow plonotworczych
analizowane byto pod wzglem zawartéci ergosterolu oraz toksyn fuzaryjnych —
deoksyniwalenolu, niwalenolu, zearalenonu (typ \p@uwaci, poszukiwane markery
metaboliczne).
Zawarta¢ ergosterolu okridona byta metogl wysokosprawnej chromatografii cieczowej.
Zawarta¢ trichotecendw z grupy B (deoksyniwalenol, niwal@ramalizowano technik
chromatografii gazowej. Zawa#i®d zearalenonu (ZEA) oznaczana byla za pamoc
ilosciowego testu immunoenzymatycznego (ELISA) Agra@®adON 40/1000 (LOD
10 ppb).

WYNIKI

Badanie odpornosci typu | i Il na fuzarioze ktosow u wybranych
genotypOw pszenzyta ozimego w dwoch lokalizacjach z wykorzystaniem
markeréw fenotypowych

Badanie odporndgci w warunkach polowych

W 2016 roku badania obejmowaty 106 genotypow psgarnzimego o zriicowanym
podtazu genetycznym, pochogize z rénych kombinacji krzgowan odmian i genotypdéw
0 poznanej podwiszonej odporndi oraz trzech form kontrolnych. Wysiano genotymyvo
uzyskane (75) i te, ktére w na podstawie wynikdwdiav poprzednich latach wytypowano,
jako formy o podwyszonej odporrgei. Badania przeprowadzono wsldadczeniach



infekcyjnych w Poznaniu i Radzikowie. Bwiadczenia polowe zostaty zatme w ukiadzie
losowanych blokéw Pszeyto wysiano na poletkach o powierzchni 0,5 *Intrzech
powtorzeniach oraz w kombinacji kontrolnej pozagpolinfekcyjnym.

Zastosowano techngk inokulacji przez opryskiwanie. Po inokulacji prz&z doby
stosowano mikrozraszanie (Pozpdub inokulacg prowadzono w godzinach wieczornych,
kiedy wzrastata wilgotni@ wzgledna powietrza. Inokulagjprzeprowadzono w petni kwitnienia
kazdego genotypu.

Poraenie kloséw pszetyta ozimego w obu lokalizacjach byto znicowane
i ksztattowato si srednio dla dwéch lokalizacji od 8,6 do 39,5%. Wddi pogodowe w obu
lokalizacjach ranity si¢, szczegolnie pod wzgdem opaddéw po inokulacji, co miato istotny
wptyw na poziom infekcji.

Wspotczynnik korelacji poteenia kioséw dla genotypéw w Poznaniu i Radzikowie
wynosit r=0,207. Na niskwartas¢ wspoétczynnika korelacji mogty miewptyw uszkodzenia
mrozowe rélin pszemyta w Radzikowie. Nie spowodowaty one catkowiteggpadnicia
genotypéw, ale spowodowaly znieksztatcenidglimoi zréznicowanie terminu kwitnienia
genotypdw w poszczegoélnych powtdrzeniach.

Badanie typu Il odpornosci (na rozprzestrzenianie s patogena wzdhz osadki
kiosowej) w liniach pszettyta ozimego z introgresy chromatyny Aegilops

Przeprowadzono pilotawe badania w szklarni IGR PAN Poznaa 20 liniach podwojonych
haploidow (DH) pszetyta z introgregj chromatynyAegilops- materiat ten uzyskano w IGR
PAN - Pozna: BC,F, Sekundo xAe. kotschyi x S. ceregle

@Moreno x Ae. ovata x S. cerea)
Doswiadczenie przeprowadzono w warunkach szklarniowyalityciem grzyba patogenicznego
F. culmorum Zastosowano inokulacpunktows, sezenie 50 000 zar./ml.

Ocer rozprzestrzeniania ¢ipatogena wzdiu osadki ktosowej (Typ Il odporsoi)
przeprowadzono po 10 i 21 dniach od inokulacjirzéceh linii poraenie byto niewielkie od 0,7
do 0,8 (LPK . Wszystkie linie DH pochodzity z kombtji krzyz6wkowej: F Moreno x Ae.
ovata x S. cereale Najwicksze poraenie odnotowano u linii pochoglzej z kombinaciji
krzyzowkowej F; Moreno x Ae. ovata x S. cereale).

Badanie typu Il odpornosci w liniach pszertyta ozimego z introgresj chromatyny
Triticum monococcumi substytucjami genomu D pszenicy

Do bada odporndci typu Il na fuzariog klosow wykorzystano rownie 40 genotypow
pszeryta ozimego z introgresjchromatynyTriticum monococcunm substytucjami genomu D
pszenicy. Badania wykonano na polachévdadczalnych w Cerekwicy i Radzikowie. Na
podstawie analizy wynikow z dwoch lokalizacji wysletjonowano 6 genotypdw z paemiem
1.4 do 1,5 LPK. Wspotczynnik korelacji pogdizy wynikami z Poznania i Radzikowa byt niski

I wynosit r = 0,357.

Badanietypu | i I odpornosci w genotypach wykazujacych odpornosé¢ na fuzarioze
ktosdw pszenzyta 0zimego

Badano rownig odpornd¢ typu | i Il na fuzarioz ktloséw u 56 genotypdw pszefa ozimego,
ktore wykazywaty odporng polows w latach poprzednich. Badania wykonano w dwaoch
doswiadczeniach w RadzikowieSrednia odporng typu | wyniosta 2,27 punktéw infekcii.
Najwyzszz odporndcig obu typéw §rednia) charakteryzowalty ¢sigenotypy BOHD 1025-2,
BOH 1425-1, DANKO 2 (2014) i DS.9.

Stwierdzono brak korelacji poguzy typami odporngi | i Il. Typ | nie korelowat z indeksem
fuzariozy ktosow w Radzikowie, natomiast korelowalFK w Poznaniu. Typ Il, dla odmiany,



korelowat z IFK w Radzikowie, natomiast brak bylor&lacji z IFK w Poznaniu. Suma typow
odporndci | i Il korelowata z IFK w Radzikowie i Poznani(R* =0,318). Najwyszy byt
natomiast wspotczynniki korelacji Zeednim IFK dla obu lokalizaciji.

2. Fenotypowanie porazenia ktosdw wybranych genotypdw pszenzyta
w doswiadczeniach infekcyjnych w dodatkowych lokalizacjach oraz analiza
cytogenetyczna i molekularna mieszancOw F; z uzyskanymi z krzyzowania
w 2015 pszenzyta z formami posiadajgcymi gen odpornosci Fhbl.

Doswiadczenie infekcyjne w dodatkowych lokalizacjach
W czterech lokalizacjach na terenie Polski wysigmm 66 genotypow pszeyta badanego pod
katem fuzariozy rowniz w Radzikowie i Poznaniu. Do inokulacji zastosowam same szczepy
F. culmorumjakie stosowano w Poznaniu i Radzikowie. Najsae srednie poraenie ktosa
odnotowano w Bbinie, gdzie prawie kalego roku porzenie jest wysokie ze wzglu na
korzystne dla rozwoju tej choroby warunki (temperati opady). Najriisze w Szelejewie.
W powyzszych lokalizacjach odnotowano niewielkie objawydtiozy ktosow po infekcji
naturalnej grzybamtusarium Objawy wysipity na pojedynczych poletkach. Infekcja naturalna
nie pozwolita wgc na zrgnicowanie genotypow pod wzglem odporngci na fuzarioz klosow.

Identyfikacja molekularna markera UMN10 charakteryzujacego gerFhbl w
mieszaicach R

Analizom molekularnym poddano 15Glia mieszacowych pokolenia Fpochodzacym
z 8 kombinacji krzgowkowych pszeiyto x pszenica (z generhbl). W badaniach
wykorzystano markerUMN10, ktérego lokalizacja jest powdana z locus genu-hbl
znajdugcego s¢ na chromosomie 3B pszenicy odmiany ,Sumai3”. Zigkowano 147 rélin
posiadajcych genFhblWybrane formy, niogce genFhblodporndci na fuzarioz klosa,
zostaly poddane krzgwaniom wstecznym z pszgiem. Uzyskano ziarniaki, ktore edy
przedmiotem badeaw kolejnych latach.

Analizy cytogenetyczne
Analizom cytogenetycznym poddano 158liro mieszacowych pokolenia Fpochodzacym z 8
kombinacji krzgowkowych pszeryto x pszenica z genefhbl. Genomowa hybrydyzacjin
situ (GISH) zostata #yta, celem potwierdzenia mieszawego charakteru §tn pokolenia F,
tj. identyfikacji genoméw pszenicy (AABBDDoraz pszetyta (AABBRR).

3. Ocena fenotypowa potania ziarniakéw badanych form (typ Il odpornici)

W 2016 roku badania obejmowaty 106 genotypéw psgarnzimego o zrimicowanym
podtazu genetycznym, pochogize z rénych kombinacji krzgowan odmian i genotypdéw
0 poznanej podwaszonej odporngei oraz trzech form kontrolnych (Trefl, Meloman,eBro).
Wysiano genotypy nowo uzyskane (75) i te, ktGreawpadstawie wynikow bada
w poprzednich latach wytypowano, jako formy o podsapnej odpornii.

Odnotowano bark korelacji pamnia klosow i porzenia ziarna w lokalizacji Pozha
Cerekwica i stalp korelacg (istotrg statystycznie) w Radzikowie. Korelowatlo w niewietk
stopniu poraenie ktosa {rednie dla Poznania i Radzikowa) z pamaiem ziarna w lokalizacji
Pozna. Sredni IFK korelowat jedynie z %FDK z liczby. Wsp@ajanik miat nisly wartsé.

Okreslenie redukcji komponentow plonu ziarna
Okreslano redukaj komponentow plonu ziarna (masa ziarna z klosabéziarniakow
w ktosie, masa tygca ziarniakdw) w odniesieniu do prob kontrolnytyp(odporndci V).



Odnotowano brak korelacji pomnia kloséw i porzenia ziarna w lokalizacji Pozh&Cerekwica
i stalp korelacg (istotrg statystycznie) w Radzikowie Korelowato w niewielkistopniu
porazenie kiosa {rednie dla Poznania i Radzikowa z paaiem ziarna w lokalizacji Pozfia
Sredni IFK korelowat jedynie z %FDK z liczby. Wspajanik miat nislk wartcsé.

U genotypéw inokulowanych odnotowagrednio MZK na poziomie 62,4% kontroli.
Poraenie ziarna stabo korelowato z redukgarametrow struktury plonu. Najwgzy byt
wspotczynnik dla korelacji %FDK z liczby i MTZ %ktwli. W przypadku IFK najwyszy byt
wspotczynnik korelacji z MZK %kontroli.

Identyfikacja biatek ochronnych/obronnych
Analizy proteomiczne prowadzono na dwoch odmianagia: odmianie Tur o stosunkowo
wysokim stopniu odporrigi na poraenie F. culmorum oraz na odmianie Horyzo o gkiszej
podatndci. Wykorzystujc technike 2-D elektroforezy, uzyskangele, ktore stanowity mapy
biatkowe dla warunkéw po inokulacji i warunkow kosihych badanych odmian. Analiza
réznicowa tych map, przy wykorzystaniu programu Imagstdr 2-D Platinum, wskazata 23
biatka 0 wy'szym poziomie akumulacji u odmiany odporagja po inokulacji. Zidentyfikowane
biatka obejmowaly gtownie e komponenty komdrkowe, zyziane z aktywniia amylaz.
Uzyskane wyniki potwierdzity nagavczeniejsz hipotez, ze mechanizm odporso na
F. culmorumu zyta maze by¢ zwigzany z inhibicy alfa-amylazy grzybowej, podobnie jak
U pszenicy i przeiyta.

4. Analiza w badanym materiale zawasto toksyn fuzaryjnych w ziarnie,
kumulacja/degradacja toksyn (typ V odporse)

Srednia ilg¢ toksyny DON w Poznaniu i Radzikowie byta bardzadgona ok. 8 mg/kg.
Natomiast stwierdzono znacznie #8ya zawart@¢ toksyny NIV w Poznaniu.

Zawartg¢ zearalenonu byta okoto 8-krotnie #sza w probach ziarna z Poznania w poréwnaniu
do préb z Radzikowa.

Okreslono takze wspoétczynniki korelacji pomdzy poraeniem ziarna (FDK) a zawaéima,
zearalenonu (ZEA) i deoksyniwalenolu (DON) i pochgch, niwalenolu (NIV) w ziarnie
badanych prob. Wysokie wspotczynniki korelacji sxdzono pongdzy zawartécia
deoksyniwalenolu (DON) a % FDK m i %FDK I. Najagze wspotczynniki korelacji obliczono
dla sumy trichotecen (TCTB) a DON i NIV (r=0,919).

PODSUMOWANIE

Badajc w 2016 roku odporrié genotypdéw pszetyta ozimego pod d¢em odpornéci Typu |
(odpornd¢ na infekcg), Typu Il (odpornéé na rozprzestrzenieniagspatogena wzdiu osadki
ktosowej), Typu lll (odporn& na zasiedlanie ziarniakéw), Typu V (odpasma kumulacje
toksyn fuzaryjnych w ziarnie) z uwzglnieniem dwaoch lokalizacji Pozha-Cerekwica

i Radzikéw oraz przeprowadaaj analiz wielocechow (PCA), zidentyfikowano genotypy
tagczace r@ne typy odporngci na fuzariogz ktoséw: BOHD 1025-2, BOH 537-2, DS. 9,
DANKO 14/15, MAH 33544-4, MAH 33881-1/3, DANKO 19/3 1 BOH 534-4.



