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WPROWADZENIE

Fuzarioza klosow jest chorgbpowodowan przez grzyby z rodzajurusarium, ktéra mae
prowadzé do obnkenia plonu ziarna. Jednak powaniejszym problemem zwkanym z fuzariog
klosOw jest skzenie ziarna mikotoksynami, takimi jak deoksyniwalefDON), niwalenol (NIV),
zearalenon (ZEA). Spgwaniezywnaosci lub paszy skaonej mikotoksynami wywotuje tie choroby u
ludzi i zwierat okreslane ogolnie, jako mikotoksykozy. Powsze fakty stworzyty potrzebkontroli i
zredukowania zawargoi mikotoksyn w ziarnie zb0 Najbardziej skutecznym sposobem redukcji strat
powodowanych przez fuzaripxktoséw zbé@ moze by uprawa odmian odpornych. Odmiany takie, o
stabilnej odporngei, charakteryzuj sie brakiem lub bardzo nigkakumulacg DON-u w ziarnie. Uprawa
takich odmian pozwoli rGwniena ograniczenie stosowania fungicydow.

Liczne nowe odmiany pszgyta okazuj sie podatne na fuzarigzktoséw na poziomie zkionym
do pszenicy. Pojawigjsic doniesieniaze w ziarnie pszetyta akumulowana nm@ by ilos¢ mikotoksyn
zblizona lub nawet wisza od tej notowanej u pszenicy, pomimo mniejszageilenia objawow
fuzariozy na klosach i ziarniakach. Brak jakaibtvyjasnienia tego zjawiska. Dodatkowo pszgto, jako
forma sztuczna, zagrone jest zawzeniem bazy genetycznej odmiar;gk nie prowadzi si krzyzowan
Z gatunkami macierzystymi. Me to prowadz do spadku odporgoi tego gatunku na patogeny, w tym
Fusarium spp.

MATERIAL BADAWCZY, CEL | METODYKA BADA N
Materiat badawczy: 75 genotypdw pszewmta ozimego i 3 formy wzorcowe (Tomko, Fredro i bieian)
Cel badani:

1. Badanie odpornoi typu | (odporné¢ na infekcg) i Il (rozprzestrzenianie siFusarium w klosie)

u wybranych genotypow pszaria ozimego w dwoch lokalizacjach z wykorzystanisarkerow
fenotypowych.

2. Zalaenie polowych déowiadczé infekcyjnych z wybranymi genotypami pszgta ozimego w
dodatkowych lokalizacjach oraz piramidyzacja genédporndci poprzez krzyowanie z
formami o podwyszonej odporngei (typ Il odporndci). Wprowadzenie genurhbl do
pszeriyta przez krzgowanie pszetyta z formami pszenicy posiagaymi genFhbl

3. Analiza zebranego materiatu podtédm oceny zasiedlania ziarniakéw przez patogen [tiyp
odporndci) w tym identyfikacja biatek w ziarniakachamicujacych odporne i podatne genotypy
pszemyta inokulowane szczepariusarium cul morum.

4. Okrélenie zawartéci toksyn fuzaryjnych — deoksyniwalenolu i pochodmy niwalenolu i
zearalenonu w ziarnie wybranych genotypdéw psyenwykazujcych podwyszory odporndé
na poraenie kltosa i uszkodzenie ziarniakbéw prEesarium.



M etodyka badan:

Odpornd¢ na fuzarioz ktoséw testowano metgdnokulacji punktowej w warunkach szklarniowych
i polowych (typ Il odpornéci) i przez oprysk w warunkach polowych w IHAR Rédmv oraz w IGR
PAN w Poznaniu (typ | i Il odporrai).

Do produkcji inokulum zastosowano 3 izolafpsarium culmorum (KF846, ZFR112, ZFR16)
wytwarzapce deoksyniwalenol, niwalenol oraz zearalenon. 2ainy ze wszystkich izolatow mieszano i
ustalano stzenie zarodnikbw na okoto 100 000 (IGR Paznlb 500 000 (IHAR Radzikow)
zarodnikow/ml (zar./ml) w réwnych proporcjach. Intécja byta prowadzona w czasie kwitnienia
genotypow. Po inokulacji &iny w lokalizacji Cerekwica byly zamgtawiane, natast w Radzikowie
inokulacje prowadzone byly w godzinach wieczornych

Nasilenie fuzariozy kloséw okéno na podstawie proporcji pammych ktoskow w ktosie (tylko w
ktlosach z objawami choroby) oraz proporcji ktosévazpnych na poletku. Z tych wasdd zostat
wyliczony indeks fuzariozy kloséw (IFK).

Proporcg ziarniakow uszkodzonych prz€msarium (typ odpornéci Ill) okreslano wizualnie poprzez
podziat proby na ziarniaki zdrowe (HLK-healthy laod kernels) i ziarniaki z objawami paenia przez
Fusarium (FDK-Fusarium damaged kerngl©kreslano réwnie redukcg komponentéw plonu ziarna w
odniesieniu do préb kontrolnych (magiarna z ktosa, licap ziarniakow w kiosie, mas tysigca
Ziarniakow).

Ziarno z form o najwgszej odpornéci i niewielkiej obnice parametrow plonotworczych
analizowane byto pod wzglem zawartéci ergosterolu oraz toksyn fuzaryjnych — deoksymhanalu,
niwalenolu, zearalenonu (typ IV odpo#eg poszukiwane markery metaboliczne).

Zawarta¢ ergosterolu okrdona byta metogl wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Zaw&ito
trichotecendw z grupy B (deoksyniwalenol, niwal@nahalizowano technikchromatografii gazowe;j.
Zawarta¢ zearalenonu (ZEA) oznaczana byta za pamib@sciowego testu immunoenzymatycznego
(ELISA) AgraQuant® ZON 40/1000 (LOD 10 ppb) (Ronk@boratories).

WYNIKI

W 2015 roku badania obejmowaty 89 genotypdw pszenzyta ozimego o zréznicowanym podtozu
genetycznym, pochodzace z réznych kombinacji krzyzowan odmian i genotypdw O poznane)
podwyzszong odpornosci oraz trzech form kontrolnych (Tomko, Meloman Fredro). Wysiano
genotypy nowo uzyskane i te, ktére na podstawie wynikéw badan w poprzednich latach
wytypowano, jako formy o podwyzszonel odpornosci. Przy wyborze genotypéw do krzyzowan
uwzgledniano rowniez zadawalgjgce cechy rolnicze (plon i jakosé). Zastosowano technike
inokulacji przez oprysk, poniewaz ten sposdb inokulacji przypomina natural ne warunki infekgji.

1. Okreslono odpornosci typu | (na infekcje) oraz typu Il (na rozprzestrzenienie sie

patogena wzdtuz osadki ktosows)).

Inokulacje przeprowadzono w petni kwitnienia kazdego genotypu, poniewaz pszenzyto jest
najbardzigy podatne na atak Fusarium w fazie kwitnienia i w tg fazie rozwojowe zarodniki



najtatwigl wnikaja w gtab ktosa. Aby prawidtowo nastgpito zainfekowanie ktosa niezbgdna jest
kropla wody przez okoto dwa dni po inokulacj, ktéra potrzebna jest do skietkowania zarodnikow w
kiosie. Stad tez w lokalizacji Poznan zastosowano mikrozraszanie, a w Radzikowie inokulacje
prowadzono w godzinach wieczornych, kiedy wzrasta wilgotnos¢ wzgledna powietrza. Porazenie
ktosa pszenzyta ozimego w obu lokalizacjach byto zréznicowane i ksztattowato si¢ srednio dla
dwoéch lokalizacji od 3,6 do 22,2%. Warunki pogodowe w obu lokalizacjach réznity sig,
szczegdlnie pod wzgledem opaddw w czasie kwitnieniai tuz po inokulagji, co miato istotny wptyw
na poziom infekcji. W lokalizacji Poznan ilos¢ opaddw bytaw czerwcu prawie 3-krotnie wyzsza niz
w Radzikowie. Podobnie w lipcu odnotowano rowniez dwukrotnie wigcel opadow w lokalizagji
Poznan. Duze ilosci opaddw w lokalizacji Poznan wptynety na znacznie wyzsze porazenie ktosa w
tg lokalizacji w poréwnaniu z porazeniem tych samych genotypéw w Radzikowie. W lokalizacji
Poznan -Cerekwica porazenie ktosow pszenzyta (IFK%C) wahato si¢ od 7,5 do 27%, natomiast w
Radzikowie porazenie ktosdw (%I FK) byto nizsze i ksztattowato sie od 0,0 do 20% i u 7 genotypow
nie obserwowano porazenia ktosow. Biorgc pod uwage srednie porazenie z dwdéch lokalizadji,
naj nizsze porazenie ktosa ponizg) 5% odnotowano dla5 genotypow: DL 446/08, DS. 9, BOHD 898-
1, DANKO 1 (2014), BOH 835-4. Niewielkie porazenie ponizg 10% odnotowano jeszcze dla 42
genotypow. Genotyp DS.9 testowano juz w 2014 i w tym roku odnotowano u niego najnizsze
porazenie. Podobnie Dankol i DL 446. Najwigksze porazenie ktosa, powyzel 20% odnotowano u 5
genotypow.
Nalezy zwréci¢ uwage, ze w 2015 roku na poletkach z pszenzytem a takze pszenica pojawit si¢
wirus zOtteg kartowatosci jeczmienia (BYDV, CYDV) i to bardzo obnizyto kondycje roslin. Pojawita
si¢ takze rdza z6tta na ktosach, co rowniez utrudniato prawidtowa oceng.
Srednie dotyczce badanych parametrow odpaitio liczba punktéw infekciji, liczba pozanych
ktoskéw, IFK w tunelu, IFK w polu w Radzikowie, IF& polu w Poznaniu byly wisze dla pszeiyta
w poréwnaniu z pszeri¢c co potwierdza,ze w ostatnim czasie napuje wyr&ne zalamanie
odporndci pszenyta na fuzariog kloséw, co z pewniwia powodow& bedzie zwekszory ilos¢
szkodliwych dla cziowieka i zwiegr toksyn fuzaryjnych. Pszeyto przede wszystkim przecie
uzywane jest na pasze dla zwigrz
Odnotowano wysokie wspotczynniki korelacji peaidy indeksem fuzariozy obserwowanym w
Radzikowie a typem | i Il odporgoi, jak réwnieg pomidzy poraeniem ktoséw (IFK) 4cznie w
Radzikowie i Poznaniu a éeiadczeniem inokulacyjnym prowadzonym w warunkackscowo
kontrolowanych w tunelu w Radzikowie. Wspotczyndiéterminaciji pomidzy srednig odporndcia typu
li Il oraz érednim indeksem fuzariozy w Radzikowie i Poznanjmesit R=0,3271.

W lokalizacji Pozna ponadto wykorzystano w badaniach odpécnoa fuzarioz ktosow typu |l
(na rozprzestrzenianieespatogena wzdiu osadki klosowej) 42 linie pszeyta ozimego z introgresja
chromatynyT. monococcum oraz substytugjlub addycy chromosomu 1D lub 3D Z. aestivum odm.
Panda uzyskanych w IGR PAN w Poznaniu. Odnotowaskien poraenie kiosa od 1,0 do 4.6 dla

szczepu KF 846 is(ednio 1,6) i nisze od 1,0 do 1,8 przy zastosowaniu do inokulacigspu ZFR 112



($rednio 1,38). Niewielkie poranie wyliczonerednio dla obu szczepdw culmorum odnotowano dla 8
genotypow. Natomiast patenie powyej 2 (od 2,10 do 2,8) obserwowano u trzech genatyp6

Prowadzono réowniez doswiadczenia inokulacyjne w czterech dodatkowych lokalizacjach na terenie
Polski: (Debinie, Matyszynie, Szelgjewie i Borowie. Warunki pogodowe we wszystkich lokalizacjach
prowadzenia doswiadczen byty bardzo zr6znicowane, stad nie uzyskano wysokich korelacji pomiedzy
lokalizacjami r=0,503 .

Trzy wysokoplonujce, nowoczesne odmiany i linie psz¢gia ozimego (odmiana Twingo oraz
linie MAH7314 i MAH 7213) przekrzzowano z 4 liniami pszenicy wykazgymi odporné¢ na
fuzarioz ktoséw i zawierajcymi gen odporngi Fhbl z odmiany Sumai 3. Dla potwierdzenia obeono
genu FHb1l (chromosom 3BS) w genotypach pszenicgytych do krzyowan, przeprowadzono
identyfikacg molekulara genotypdw pszenicy za pompmarkera UMN10. Krzgowania wykonano w
szklarni w dniach od 21.04 do 11.05.2015. Uzyskagd@tem 211 ziarniakow. Ziarniaki jesignivysiano

w szklarni do doniczek z ziemicelem rozmnzenia.

2. Okreslano typ 11 odpornosci zwigzany z por azeniem ziar niak Ow.

Okreslano procent ziarniakdéw z wyraznymi objawami fuzariozy (%FDK m =z masy) oraz (%FDK | =z
liczby) u 75 genotypdw pszenzyta ozimego i trzech odmian wzorcowych (Fredro, Meloman i Tomko).
Procent ziarniakow z wyraznymi objawami fuzariozy (%oFDK m) w lokalizacji Poznan wahat si¢ od 4,1
do 30,20% (FDK % masa), srednio 12,27%. Natomiast % liczby porazonego ziarna (%FDK liczba) wahat
si¢ od 5,7 do 39,4 ( srednio 18,8%). Porazenie ziarnaw lokalizacji Radzikow byto nizsze i wahato si¢ od
1,0 do 26,6 %FDK masa (srednio 10,6) i od 1,2 do 25,3%FDK z liczby ($rednio 11,0). Uwzgl¢dnigjac
dwie lokalizacje badan stwierdzono, ze ngjmnigjsze porazenie ziarna (typ |11 odpornosci) odnotowano dla
genotypdéw DS.9 i DL446. Niskie porazenie ziarna odnotowano jeszcze u genotypu MAH 33115-4/1
(ponizg 6% FDK). Ngwigkszy procent ziarna z wyraznymi objawami fuzariozy odnotowano u genotypu
BOHD 2027-1 odpowiednio FDK m =28,4% i FDK 1=32,2%.

Dla wszystkich genotypéw inokulowanych i kontrolnych (bez inokulacji) okreslono elementy struktury
plonu: masg ziarna z ktosa (MZK), liczbg ziarna z ktosa (LZK) oraz masg tysigca ziarniakow (MT2Z).
Biorac pod uwage wyniki okreslone dla kontroli oraz genotypéw inokulowanych okreslono redukcje
eementéw struktury plonu RMZK, RLZK oraz RMTZ po inokulacji szczepami F. culmorum. U
wszystkich badanych obserwowano genotypéw pszenzyta ozimego w lokalizacji Poznan redukcje
wszystkich trzech badanych parametréw struktury plonu (MZK, LZK, MTZ). Jednakze w tym roku nie
byto sprzyjaacych warunkéw do rozwoju fuzariozy i obnizka parametrow struktury byta znacznie nizsza
niz w latach sprzyjajacych rozwojowi tej choroby. Odnotowano srednio najwyzsza obnizke masy ziarna z
ktosa 028%.

Stopien porazenia ziarniakOw jest zwigzany z potencjatem odpornosci roslin na fuzarioze ktosdw.
Metabolizm rosliny w warunkach stresow jest uzalezniony m.in. od stopnia akumulacji niektorych biatek,
w tym biatek ochronnych/obronnych. Identyfikacja takich biatek moze by¢ bezposrednim wskaznikiem
stopnia odpornosci rosliny.



W wyniku analiz poréwnawczych pomiedzy mapami biatkowymi 2-D charakteryzujacymi
ziarmiaki linii 0 wysokim stopniu porazenia i ziarniaki linii 0 niskim stopniu porazenia,
wyselekcjonowano 23 plamki biatkowe, ktére pokazaly statystycznie istotny, zréznicowany poziom
akumulagji biatek pomigedzy badanymi grupami roslin. Szes¢ biatek pokazato wyzszy poziom akumul agji
u linii 0 wyzszym porazeniu i 7 biatek u linii 0 nizszym porazeniu. Zidentyfikowane biatka byty
zaangazowane W metabolizm aminokwasow, biosynteze biatek i ich fatdowanie, gromadzenie materiatow
zapasowych, homeostaze redox, system detoksyfikacji, mitochondrialny transport elektrondw, ‘ procesing
RNA’ oraz metabolizm wegglowodanowy.

3. Analiza zawartosci ergosterolu i kumulacji /degradacji toksyn fuzaryjnych w ziarnie (typ 1V
odpornosci)

W doswiadczeniach inokulacyjnych badano w ziarniakach zawarto$¢ ergosterolu (ERG) — miernika
ilosci grzybni w tkance. Zawartosé ERG srednio dla dwéch lokalizacji (Poznan i Radzikéw) prowadzenia
doswiadczen wynosita 4,9mg/kg i wahata sie od 1,4mg/kg (BOH534-4) do 8,1mg/kg (MAH34068-5). U
genotypu DS. 9 wykazujacego niewielkie porazenie ktosa (%IFK) oraz niewielki procent porazonego
ziarna (%FDK) odnotowano réwniez niewielka ilos¢ ergosterolu (5,5 mg/kg).
Badano rowniez akumulacj¢ toksyn fuzaryjnych: deoksyniwalenol (DON), zearalenon (ZEA) oraz
niwalenol (NIV). Niwaenolu nie stwierdzono w badanych prébach. Zawartos¢ DON wynosita srednio
dla dwach lokalizacji 11298 ppb i wahata si¢ od 1900 (BOHD 1025-2) do 39500 ppb (Danko 1).
Namnigg DON stwierdzono w ziarnie genotypéw: BOHD 1025-2, DL 446/08, DC 06080-56, LD 121/08
i DANKO 21; ngjwi¢ceg) w ziarnie genotypow: BOH 835-4 i DANKO 1 (2014).
Zawartos¢ ZEA bytaniskai wynosita srednio dla dwaéch lokalizacji 41ppb i wahata si¢ od 10 (DL446/08)
do 188 ppb (Danko 8). Nagmnig ZEA stwierdzono w ziarnie genotypdw: DL 446/08, BOHD 1025-2,
MAH 34359-1, BOHD 1186-1, DANKO 21; ngjwigcgl w ziarnie genotypéw: BOH 835-4 i DANKO 8
(2013).
Okreslono takze zaleznosci pomiedzy porazeniem ziarna (FDK) a zawartoscig ergosterolu (ERG),
zearalenonu (ZEA) i deoksyniwaenolu (DON) w ziarnie badanych prdb. Najwyzszy wspétczynnik
korelacji stwierdzono pomiedzy zawartoscig deoksyniwalenolu (DON) a zawartosciag zearalenolu (ZEA)
r=0,665
Zaleznosé¢ pomiedzy srednim uszkodzeniem ziarniakow (FDK liczba) a srednig zawartoscig ergosterolu
(ERG) w ziarnie z doswiadczen inokulacyjnych w Poznaniu i Radzikowie wynosita natomiast r=0,511.
Wspdtczynnik korelacji wyliczony dla zawartosci deoksyniwalenolu (DON) i liczby uszkodzonych
Ziarniakow (FDK liczba) byt nizszy i wynosit r=0,414. Ngjwyzszy wspétczynnik korelacji stwierdzono
pomigdzy uszkodzeniem ziarniakéw (FDK liczba) a zawartoécig zearalenonu (ZEA). Wspétczynnik ten
wynosit r=0,558.

Synteza badan
Ze wzgledu na ztozonos¢ odpornosci na fuzarioze ktosdw oraz rézne jednostki miar poszczegélnych
badanych cech uzyskane wyniki poddano statystycznej analizie sktadowych gtéwnych . Genotypy
pszenzyta badane w projekcie zostalty pogrupowane na podstawie odpornosci na porazenie ktosa (1IFK) i



uszkodzenie ziarniakéw (FDK) oraz zawartosci ergosterolu (ERG) i toksyn fuzaryjnych w ziarnie (DON i

ZEA) . Oznaczono 6 genotypOw pszenzyta 0zimego o ngjwyzszej odpornosci: DL446/08, DS.9,
MAH33881-7, BOHD1025-2, LD121/08, MAH33881-1/3.
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PODSUM OWANIE
Uzyskanie genotypow pszenzyta z wiekszg odpornoscia na fuzarioze ktosdw jest trudne,
poniewaz odpornos¢ na tg¢ chorobe jest cechg ilosciowa, modyfikowana przez czynniki
genetyczne i przez warunki srodowiskowe, szczegdlnie temperature i opady, od kwitnienia do
stadium dojrzatosci woskowej migkkiej.
Obserwowana jest znaczna interakcja genotypowo-srodowiskowa i dlatego konieczne s3, co
najmnig dwa niezalezne doswiadczenia do fenotypowego oszacowania poziomu odpornosci.
Na podstawie analizy sktadowych gtéwnych dla 37 genotypdw pszenzyta ozimego z
uwzglednieniem zmiennosci odpornosci na fuzariozg ktosdw mierzong indeksem fuzariozy
ktosow (IFK), uszkodzeniem ziarniakow (FDK) i zawartosciag ergosterolu (ERG), zearaenonu
(ZEA) i deoksyniwalenolu (DON) w ziarnie w Radzikowie i Cerekwicy oznaczono 6 genotypow
pszenzyta 0zimego 0 nawyzszej odpornosci: DL446/08, DS.9, MAH33881-7, BOHD1025-2,
LD121/08, MAH33881-1/3.
Genotypy te moga stanowi¢ zrodto odpornosci przeznaczone do badan nad odpornoscig oraz
moga by¢ wykorzystane do krzyzowan.



