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Poszukiwanie oraz wykorzystanie markerow
fenotypowych, metabolicznych 1 molekularnych
do badania typoéw odpornosci na fuzarioze ktoséw
u form pszenicy o zroznicowanej podatnosci

Identification and application of phenotypic, metabolic and molecular markers
in studies of types of resistance to Fusarium head blight in winter wheat accessions
differing in resistance
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odpornos$é, pszenica

CELE PROJEKTU

1. Ocena stopnia porazenia kltosé6w genotypdw pszenicy ozimej przez Fusarium celem
wyboru form odpornych pod wzgledem odpornosci typu 1 oraz 2 na fuzarioze
ktosow.

2. Ocena odpornos$ci na uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium (typ odporno$ci 3) oraz
tolerancji genotypdw pszenicy na fuzarioze ktosow (typ odpornosci 4) celem wyboru
form odpornych.

3. Okreslenie zawartosci ergosterolu (wskaznik zawarto$ci grzybni) oraz toksyn
fuzaryjnych w ziarnie (typ odpornosci 5) wybranych genotypow pszenicy
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wykazujacych podwyzszong odpornos¢ na porazenie klosa i uszkodzenie ziarniakow
przez Fusarium.

4. Uzyskanie pokolenia F;BC, pi¢ciu kombinacji krzyzéwkowych pszenicy ozimej
po wezesniejszej selekcji molekularnej osobnikéw pokolenia F,BC, na obecnos¢
genu Fhbl odpornosci na fuzarioze klosa.

MATERIALY I METODY

Odporno$¢ na fuzarioze klosow genotypdéw pszenicy testowano w warunkach polo-
wych w IHAR Radzikéw oraz w IGR PAN w Poznaniu (Cerekwica). Materiat badawczy
stanowilty genotypy, ktore wykazaty odpornos¢ w roku 2017 oraz nowe niebadane
dotychczas genotypy. Formy wzorcowe stanowitly odmiany i linie odporne; wybrane
genotypy o wysokiej podatnosci na porazenie klosa; wspotczesne odmiany o wysokim
plonie. Klosy pszenicy w fazie kwitnienia opryskiwano zawiesing zarodnikow Fusarium
culmorum. Oceniano porazenie ktosow wyliczajac indeks fuzariozy ktosow (IFK).

W celu okreslenia odpornosci typu 1 klosy pszenicy opryskiwane byly zawiesing
zarodnikow F. culmorum. Oceniana byta liczba punktéow infekcji na klosach. W celu
okreslenia odpornosci typu 2 zastosowana byla metoda inokulacji punktowej. Nasilenie
fuzariozy ktosow oceniane byto poprzez okreslanie liczby ktoskow z objawami choroby.

Prowadzone byly doswiadczenia infekcyjne w 5 punktach do§wiadczalnych (Debina,
Nagradowice, Polanowice, Smolice, Strzelce). W do$wiadczeniach tych wysiano nowe
genotypy, ktorych odpornos$¢ nie byta dotychczas badana. Metodyka doswiadczenia byta
podobna w Radzikowie i Poznaniu.

Proporcja ziarniakow uszkodzonych przez Fusarium byta okreslana wizualnie poprzez
podzial proby ziarniakéw na ziarniaki zdrowe i ziarniaki z objawami poraZzenia przez
Fusarium (Argyris i in., 2003). Wyliczono wartos¢ FDK w oparciu o mase¢ ziarniakow
uszkodzonych (FDK masa) oraz ich liczbe¢ (FDK liczba) w odniesieniu do masy lub
liczebnos$ci catej proby. Okreslona zostala wzgledna warto$¢ komponentéw plonu ziarna
w odniesieniu do prob kontrolnych.

W wybranych probach ziarna pszenicy z doswiadczen z roku 2017 analizowana byta
zawartos¢ DNA F. culmorum. Wykorzystano technike real-time PCR zgodnie
z metodyka opisang przez Nicolaisen i in. (2009). Wyliczono wzgledng zawarto§¢ DNA
F. culmorum w stosunku do DNA pszenicy (pg/ug).

Ziarno z genotypow o najwyzszej odpornosci analizowano pod wzgledem zawartosci
ergosterolu oraz toksyn fuzaryjnych. Zawarto$¢ ergosterolu okreslona byla metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (Perkowski i in., 2007, 2008). Zawartos¢
trichotecenow z grupy B (deoksyniwalenol [DON], 3-acetyl deoksyniwalenol [3AcDON],
15-acetyl deoksyniwalenol [15AcDON], niwalenol [NIV]) analizowano przy
wykorzystaniu techniki chromatografii gazowej (Goral i in., 2019). Zawartos¢
zearalenonu (ZEN) oznaczano za pomocg ilosciowego testu ELISA AgraQuant® ZON
40/1000 zgodnie z procedura podang przez producenta.
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Selekcja wspomagana markerami molekularnymi (MAS)

Materialem wykorzystanym w badaniach byly rosliny pokolenia F,BC, pochodzace
z pigciu kombinacji krzyzoéwkowych. Dawcg genu odporno$ci na fuzarioze byta linia
AlIll62/1, natomiast biorcami — linie SMH8527, DL.414/10, STH1178, MIB11262 oraz
NAD10041. W ramach tematu przeanalizowano tgcznie 600 roslin — po 120 z kazdej
kombinacji. W pierwszym etapie selekcji rosliny pokolenia F,BC, testowano w poszuki-
waniu osobnikow homozygotycznych pod wzgledem genu odpornosci Fhbl (w typie
rodzica-dawcy), na podstawie analizy polimorfizmu markerow SSR sprzezonych
z genem, tj. UMNI10 lub cfb6033. Polimorfizm badano rowniez w /loci markerow
flankujacych dystalnie (gwm389) i proksymalnie (gpw3248), majac na celu selekcje
homozygot w typie rodzica wypierajacego. Po tym etapie zawe¢zono pule roslin
do osobnikéw, ktore byly homozygotami pod wzglgdem genu odpornosci Fhbl (w typie
rodzica-dawcy) oraz (w miar¢ mozliwo$ci) homozygotami w typie rodzica wypierajacego
pod wzgledem /loci markerow flankujacych. W celu potwierdzenia wynikow selekcji
przetestowano ponownie /oci wymienionych wczes$niej markerow oraz dodatkowo
zbadano polimorfizm kolejnych dwdch markeréw flankujgcych, tj. gwmd493 i barcl2,
polozonych blizej genu Fhbl.

Po zakonczeniu analiz molekularnych wybrane ro$liny pokolenia F,BC, zostaty
wykorzystane do uzyskania pokolenia F;BC,. Rosliny zostaly poddane jarowizacji
(8 tygodni w temp. 4°C), a nastepnie prowadzono je w warunkach szklarniowych.

WYNIKI

Sredni IFK w Cerekwicy wyniost 6,9% (0-33,0%), natomiast w Radzikowie 9,0%
(0,5-30,0%). Najwyzsza odpornos¢ wykazaly wzorce odporne oraz genotypy:
KBP04.164, KBP05.284, NAD13014, NAD13015, NAD13016, NAD13017, POB0316,
POB457/07, POB759/04 i STH9059.

Srednia odporno$é¢ typu 1 wyniosta 1,54 punktéw infekcji (pi) (1,00-2,89 pi).
Najwyzsza odporno$¢ typu 1 wykazat wzorzec odporny: 20816/2[Fhbl+] oraz genotypy
NAD13015, KBP10 40, NAD13014, POB0211, POB0114, STH105, NAD11053,
NAD13024, NAD13017, POB759/04, DC332/09-3, DCh4763/07, POB0616. Srednia
odporno$¢ typu 2 wyniosta 1,89 porazonych kloskoéw (pk) (0-6,71 pk). Najwyzsza
odporno$¢ typu 2 wykazato 10 wzorcéw odpornych oraz genotypy STHO032 i KOH275.
Najwyzszg $rednig odporno$é obu typoéw wykazato 9 wzorcow odpornych. Wysoka byta
rowniez odpornos¢ nastgpujacych genotypow: STH2041, NADI13016, POBO0514,
NADI13017. Srednia odpornosci obu typéw korelowata istotnie z IFK warunkach
polowych (r = 0,632).

Analiza sktadowych gtéwnych, w ktérej zmiennymi bylty IFK z lokalizacji (Poznan,
Radzikow, Debina, Nagradowice, Polanowice) pozwolita na zidentyfikowanie genotypow
wykazujacych odpormos$¢ na porazenie ktosa we wszystkich srodowiskach. Byly to np.:
ANDS82/11/50, POB1016, POB1216, NAD14008, STH5483, AND532/11, AND245/13,
STH4317, POBO0616, POB0216, POB0816, POB0516, SMH9523, NAD14020,
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POB0316, STH5407, KBP296/48, SMH9326, STHS5485, DMS850/14. Najwyzsza
odpornos¢ sposrod wzorcow wykazata odmiana Kilimanjaro.

Srednie uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium wyniosto FDK masa = 14,3%
(2,6-43,2%) oraz FDK liczba = 21,1% (3,7-52,4%). Najnizsze uszkodzenie ziarniakow
mialo 21 genotypow w tym 7 wzorcoOw odpornych. Byty to np. STH 9059, NAD 13014,
NAD 13017, POB 170/04, NAD 14008, STH 5261, STH 5316. IFK korelowat istotnie
z uszkodzeniem ziarniakow.

Redukcja plonu ziarna z ktosa (RMZK) wyniosta srednio 45,6% 90-86,4%). Liczba
ziarniakow w klosie (LZK) zostata zredukowana $rednio o 33,2% (0-81,5%). Masa
tysigca ziarniakow (MTZ) zostata zredukowana $rednio o 20,9% (0-54,9%). Najnizsza
redukcje MZK w odniesieniu do kontroli odnotowano u 7 wzorcéw odpornych, odmiany
Artist oraz 11 genotypéw (w tym: ANDS82/11/50, STH9059, POB0316). Sredni indeks
fuzariozy ktoséw oraz FDK korelowaly z redukcjami masy ziarna z klosa i liczby
ziarniakéw w ktlosie.

Zidentyfikowano genotypy taczace odporno$¢ na porazenie klosa (typ 1+2),
uszkodzenie ziarniakow (typ 3) oraz niskg redukcj¢ plonu ziarna (typ 4). Byly to:
STH9059, POB0316, NAD13014, KBP1629, STH5261 oraz czgs¢ wzorcéw odpornych.

W wybranych probach pszenicy z 2017 koncentracja DNA F. culmorum wyniosta
srednio 28034 pg na 1 pg DNA pszenicy. W probach z Poznania zawarto$¢ DNA (39117
pg/ug) byta ponad dwukrotnie wyzsza niz z Radzikowa (16952 pg/ug). Zawartos¢ DNA
korelowatla istotnie z innymi miernikami oceny odpornosci pszenicy na fuzarioze ktosow.
Bardzo wysokie byty wspotczynniki korelacji z IFK 1 FDK.

Srednia zawarto$¢ deoksyniwalenolu (DON) w ziarnie badanych genotypoéw wynosita
1495 nug/kg (58-7726 ug/kg). W probach z Poznania zawarto§¢ DON bylta bardzo niska
i wyniosta 595 pg/kg (23-8300 pg/kg). W Radzikowie natomiast byta 4-krotnie wyzsza
i wynosita 2395 pg/kg (0-13825 ng/kg). Stwierdzono obecno$¢ w ziarnie pszenicy
pochodnych acetylowych DON — 3AcDON i1 15AcDON. Zawartosci tych toksyn byty
bardzo niskie. Srednia zawarto$¢ niwalenolu (NIV) w ziarnie badanych genotypoéw byta
wyzsza niz zawartoS§¢ DON i wynosita 2778 ug/kg (353-8173 ug/kg). W probach
z Radzikowa zawarto$¢ NIV byla bardzo niska i wyniosta 67 pg/kg (0375 ug/kg).
W Poznaniu natomiast byta bardzo wysoka i wynosita 5488 pg/kg (680—16295 ng/kg).

Srednia sumaryczna zawarto$¢ trichotecenéw z grupy B w ziarnie genotypow
pszenicy wynosita 4338 ug/kg. Zakres zmiennosci od 840 (S10[Fhbl1+]) do 14465 ng/kg
(POB0416).

Zawartos¢ ZEN w ziarnie byla niska i wynosita $rednio 45 ug/kg (0-454 ug/kg).
W prébach ziarna z Poznania stwierdzono jedynie $rednio 17 ug/kg ZEN, natomiast
w probach z Radzikowa zwartos¢ ZEN wynosita 73 pg/kg.

Ze wzgledu na znaczne rdéznice w porazeniu klosow genotypow badanych w dwoch
doswiadczeniach z Radzikowie, analizowano ich wyniki oddzielnie. Analiza wielo-
czynnikowa wykazata, ze w grupie odpornych najnizsza akumulacje¢ r6znych grup toksyn
stwierdzono u wzorcow odpornych (z wyjatkiem Ariny i Fregaty) oraz u genotypow
POBO0114, NAD13014, STH9059, NAD13024 i AND82/11/50, AND4019/14, POBO111,
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NAD13024, AND4023/14, POB679/03, NAD13017, POB0616 (rys. 1). W grupie DW
najnizszg akumulacj¢ roznych grup toksyn stwierdzono u genotypéw STH6151,
STHS5347, STH6130, NADI15105, STH6116, STH6167, STH6177, NADIS115,
STHS5261, POB0517, STH6177, STH6167 1 STH6111 (rys. 2).

Biplot (axes F1 and F2: 69,06 %)
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Rys. 1. Uktad wspélrzednych dwoch skladowych gléownych dla 43 genotypow pszenicy ozimej z grupy
‘odporne’. Skladowe wyjasniaja 69,06% zmiennoS$ci odporno$ci akumulacje zearalenonu (ZEN)
i trichotecen6ow z grupy B (suma DON, NIV) w ziarnie z do§wiadczen w Poznaniu (P) i Radzikowie (R).
Wektory wskazuja kierunek wzrostu warto$ci zmiennych

Indeks fuzariozy kloséw korelowat istotnie z zwartoscig trichotecendw oraz
zearalenonu. Najnizszy byl wspotczynnik korelacji z 15AcDON, najwyzszy dla ZEN.
Uszkodzenie ziarniakéw nie korelowato z zawartoScia DON, natomiast wysokie bytly
wspotczynniki korelacji z zawartosciami NIV 1 ZEN. St¢zenie DON nie korelowato istot-
nie z zwarto$cig NIV. Istotny, lecz niski byt wspolczynnik korelacji ze stezeniem ZEN.

W wyniku selekcji we wszystkich populacjach zidentyfikowano tacznie 166 osob-
nikow homozygotycznych w loci markeréow centralnych (UMNI10 lub c¢fb6033)
sprzgzonych z genem odpornosci na fuzariozg ktosow Fhbl. Wsrdd tej grupy znalazlo si¢
135 roslin homozygotycznych (w typie rodzica wypierajacego) w locus flankujacego
proksymalnie markera gpw3248 (27 w locus markera gwm493) oraz 75 osobnikdéw
homozygotycznych w locus markera flankujacego dystalnie — gwm389 (47 w locus
markera barcl2). Najbardziej pozadanym ukladem alleli byl natomiast uktad:
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homozygota w typie rodzica dawcy w Jocus markera centralnego oraz homozygoty
w typie rodzica wypierajacego w loci markeréw flankujgcych.

Biplot (axes F1 and F2: 69,60 %)
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Rys. 2. Uklad wspolrzednych dwoch sktadowych gléwnych dla 30 genotypéw pszenicy ozimej z grupy
‘DW. Skladowe wyjasniaja 69,60% zmienno$ci odpornosci akumulacje¢ zearalenonu (ZEN)
i trichotecenow z grupy B (suma DON, NIV) w ziarnie z do§wiadczen w Poznaniu (P) i Radzikowie (R).
Wektory wskazuja kierunek wzrostu wartosci zmiennych

Po zakonczeniu analiz wybrano 55 roslin, ktore postuzyly do uzyskania pokolenia
FsBC,. Kazda z kombinacji potraktowano indywidulanie pod wzgledem kryteriow
selekcji osobnikow do dalszego rozmnazania, wybierajac te o wczesniej wspomnianej
najlepszej kombinacji alleli. Dodatkowo, w kazdej kombinacji zebrano nasiona z o$miu
ro$lin homozygotycznych w typie rodzica wypierajacego zardwno w locus markera
centralnego, jak i w Joci markerow flankujacych. Rosliny te beda stanowi¢ grupeg
kontrolng w przysztych doswiadczeniach infekcyjnych.
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