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ALEKSANDRA MALYSKA
TOMASZ TWARDOWSKI
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu

Co nowego w agrobiotechnologii, A.D. 20157

What’s new in Polish agrobiotechnology, A.D. 2015?

Biogospodarka i agrobiotechnologia sg wzajemnie powiazane i nierozerwalne. Liczne produkty
dostepne dla konsumenta jednoznacznie potwierdzaja znaczenie rynkowe agrobiotechnologii.
Aktualny stan legislacji w Polsce (nowelizacja ustawy ,,O0 GMO” podpisana przez Prezydenta
Bronistawa Komorowskiego 6.02. 2015 r.) w zasadniczym stopniu spowalnia rozwéj mozliwych
komercjalizacji osiagnig¢ naukowych. Jednoczes$nie porozumienia na szczeblu migdzynarodowym, jak
,» Protok6t z Nagoi”, powoduja dalsze utrudnienia i potencjalne komplikacje w kooperacji
miedzynarodowe;.

Stowa kluczowe: biogospodarka, agrobiotechnologia, legislacja

Bioeconomy and agrobiotechnology are strictly connected. Many products available on the
consumer’s market support this observation. Recent status of legislation in Poland (President Bronistaw
Komorowski signed on 6™ Feb. 2015 the amendment of Polish Statute “About GMQ”) in significant
degree slows down the development of commercial application of the scientific achievements.
Simultaneously the international agreements, like “Nagoya Protocol”, make the international
cooperation more difficult.

Key words: bioeconomy, agrobiotechnology, legislation

WPROWADZENIE

Podstawowe pytanie, na ktore musi odpowiedzie¢ nauka, jest nastepujace:
czy wystarczy dla ciagle wzrastajacej liczby ludnosci na $wiecie: zywnoS$ci, energii,
materialow, farmaceutykéw? Wielu ekonomistow uwaza, ze szansa na pozytywne
rozwigzanie tych kwestii zawarte jest w biogospodarce, czyli oparciu dalszego rozwoju
przemystowego na odnawialnych surowcach, a zatem przede wszystkim na produkcji

* Artykut ten powstat dzigki dofinansowaniu ERANET-CORNET # 2/15/2013 projektu badawczego: ,,Innowacyjne
produkty biatkowe z nasion ro$lin straczkowych, uprawianych w warunkach rolnictwa zrownowazonego do zywienia
drobiu” wspoétfinansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju.

Referat przedstawiony na konferencji IHAR PIB, Zakopane, 3 lutego 2015 r.
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rolniczej wykorzystujacej przeciez surowce odnawialne: wode, energi¢ stoneczng i ziemig
(Cancun Declaration, 2002).

Nowoczesna agrobiotechnologia, nazywana czgsto zielong biotechnologia, opiera
si¢ W znacznym stopniu na metodach inzynierii genetycznej. Jej znaczenie ekonomiczne
jest okreslone przez liczbe innowacyjnych produktow, ustug i rozwigzan dostgpnych na
rynku. Polski konsument moze aktualnie naby¢ takie przyktadowe artykuty, jak:

— zywno$¢ 1 pasze zawierajace lub wytworzone z wykorzystaniem genetycznie
zmodyfikowanych organizmoéw (GMO);

— biomateriaty, np. bawetna genetycznie zmodyfikowana (GM);

— biofarmaceutyki (przede wszystkim leki biatkowe) jako produkty mikroorganizmow

GM;

— liczne produkty przemystowe, jak np. sery i soki, w ktdrych wytworzeniu wykorzystano
enzymy produkowane z zastosowaniem mikroorganizmoéw GM;

— wiele kosmetykdw opisywanych jako ,,produkty nowoczesnych technologii DNA”;

— liczne produkty opisane jako ,,wolne od GMO”, gltownie w ramach produktow

,»organicznych”, ,,bio” i ,,naturalnych”.

Oznakowanie tych produktow jest czgsto nieadekwatne i jest uzywane raczej w celach
marketingowych niz informacyjnych. Znaczenie ekonomiczne inzynierii genetycznej jest
okreslone przez liczbe innowacyjnych produktow, ustug i rozwigzan dostepnych na rynku.

CZY WYSTARCZY ZYWNOSCI?

Odpowiadajac na tak postawione pytanie konieczne jest, niezaleznie od stosunku
do nowoczesnej biotechnologii, uwzglednienie kilku obiektywnych czynnikéw: zapewne
w 2050 1. bedzie na $§wiecie okoto 10 miliardow ludzi; natomiast bedzie mniej ziemi
uprawnej, mniej wody stodkiej, jak rowniez bedzie wyzszy standard zycia (objawiajacy si¢
m.in. wigksza konsumpcja migsa, do produkcji ktorego potrzeba wigcej roslin).
W dyskusjach naukowcdw i publicystow powraca zatem kwestia, czy bedzie mozna
wyzywi¢ tak duzg liczbe mieszkancoOw naszej planety? Jak zwigkszy¢ plony? Z pewnoscia
poprawa nawozenia czy tez nowoczesna agrotechnologia (zwalczanie chwastow,
szkodnikdw, patogenow), a zatem oparcie postepu rolniczego na osiagnigciach chemii
stworzyto wspaniate efekty. Jednakze podobnie jak w przypadku postgpu biologicznego
(doskonatg ilustracja sg osiggnigcia laureata Nagrody Nobla Normana Borlauga) wickszos¢
ekspertow ostrzega, ze te mozliwosci sg bliskie wyczerpania. W minionych latach triumfy
$wigci hodowla oparta na mutacjach (chemicznych lub radiacyjnych). Obecnie
agrobiotechnologia, czyli zmiana informacji genetycznej dokonana technikami inzynierii
genetycznej, a prowadzaca do genetycznie zmodyfikowanych organizméw jest
postrzegana jako klucz do sukcesu. Inne innowacyjne technologie (New Breeding
Techniques, NBT), jak np. cis/intrageneza, epigenetyka, nukleazy z motywem palca
cynkowego — to kolejne mozliwosci wspaniatej biologii molekularnej (European
Parliament, 2013; Komisja Europejska, 2012; European Commission, 2014).

Z przyjemnoscia i z duma mozemy odnotowa¢ polskie osiagniecia naukowe, jak
przyktadowo otrzymanie materiatow opatrunkowych (z mikroorganizmow i Inu),
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pozyskanie jadalnych szczepionek w roslinach, czy tez otrzymanie transgenicznych roslin:
ogorek, salata, ziemniak, tubin lub wysokoenergetycznych drzew GM (otrzymanie
bioenergii). Niestety, z ubolewaniem nalezy odnotowa¢ brak przeniesienia tych sukceséw
naukowych do praktyki gospodarczej.

Ogromny wzrost produkcji zywnosci w ostatnim potwieczu pozwolit znaczaco obnizy¢
liczbe ludnosci glodujacej na $wiecie, nawet mimo dwukrotnego wzrostu zaludnienia,
ktory nastapit w tym czasie. Jednak nadal co siodma osoba cierpi z powodu niedozywienia,
a okoto miliarda ludzi ma nadwagg. Jednoczesnie spodziewamy si¢ dalszego wzrostu
populacji i konieczno$ci zapewnienia zywnos$¢ dla 9 mld ludzi juz w 2050 r. Nalezatoby
zwigkszy¢ produkcje zywnosci az o 70%, co wymagatoby $redniego wzrostu produkcji
zb0z 0 44 mln ton rocznie. Osiagnigcie trwatego wzrostu produkcji rolniczej na takg skale
bedzie bezprecedensowe i wymaga wielu znaczacych zmian zarowno w procesie produkcji,
jak 1 postepiec hodowlanym, a takze w legislacji czy tez odbiorze spotecznym
innowacyjnych technologii. Dokonanie zmian we wszystkich obszarach rolnictwa, ktére
sprostalyby wzrostowi ludno$ci jest ogromnym wyzwaniem, tym bardziej biorac pod
uwage dodatkowa presjc zwigzang z globalnymi zmianami klimatycznymi i
zanieczyszczeniem §rodowiska. Wykorzystanie NBT, czyli nowych technik hodowlanych,
umozliwia przyspieszenie uzyskania postepu odmianowego, dzieki ktéremu mozna
stworzy¢ linie i odmiany roslin uprawnych, zaréwno dostosowane do lokalnych warunkdw
geoklimatycznych, jak réwniez spelniajace wymogi legislacyjne (Matyska, 2011, 2013;
Polacy ..., 2012).

LEGISLACJA

Niezwykle wazne dla rynku produktow agrobiotechnologii s3 obowigzujace normy
prawne, obejmujace zaréwno legislacje krajowa, jak tez ustalenia migdzynarodowe. Sejm
uchwalil nowelizacj¢ ustawy o organizmach genetycznie zmodyfikowanych definiujaca
takie pojecia jak: mikroorganizmy genetycznie zmodyfikowane, czy zaklad inzynierii
genetycznej; ta norma prawna zostala podpisana przez Prezydenta Bronistawa
Komorowskiego 6.02.2015 r. Niespelna dwa miesigce wcze$niej wszedt w zycie
,Protokot z Nagoi” regulujacy kwestie uczciwego 1 sprawiedliwego podzialu korzysci
ptynacych z wykorzystania zasobow genetycznych.

Nowelizacja ustawy ,,O0 GMO” zostala przyjeta przez Sejm 28 listopada 2014 r.
Natomiast 15. 01. 2015 r. Sejm popart szes¢ poprawek Senatu do nowelizacji ustawy
»,O GMO”, ktéra zaostrza przepisy gwarantujace wigksze bezpieczenstwo zwigzane z
hodowla i wykorzystaniem organizmow genetycznie zmodyfikowanych w laboratoriach.
Nowelizacja ustawy ,,O GMO” dotyczy zamknigtego uzycia zmodyfikowanych
genetycznie organizmow (GMO) i mikroorganizmow (GMM). Wprowadza definicje
»zaktadu inzynierii genetycznej”. Zgodnie z nia, sg to pomieszczenia, budynki, laboratoria
lub ich zespoty, przystosowane i przeznaczone do dokonywania zamknigtego uzycia GMM
lub GMO. Minister srodowiska wyda rozporzadzenie zawierajace wymagania dotyczace
szczegbtowych rodzajow srodkow bezpieczenstwa stosowanych w zaktadach inzynierii
genetycznej. Minister srodowiska bedzie wydawat zgody i zezwolenia na prowadzenie
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zakladow inzynierii genetycznej, zamkni¢te uzycie mikroorganizméw genetycznie
zmodyfikowanych i organizmow genetycznie zmodyfikowanych, zamierzone uwolnienie
organizméw genetycznie zmodyfikowanych do srodowiska, wprowadzenie do obrotu
produktow GMO (nie dotyczy zywnosci, pasz i produktow leczniczych) (Ustawa z dnia 22
czerwca 2001; Ustawa z dnia 15 stycznia 2015).

Stanowisko w sprawie legislacji bioekonomii w Polsce zawarte w opiniach i komen-
tarzach (jak np. opinia Komitetu Biotechnologii PAN i Prezydium PAN) jednoznacznie
wskazuje na ingerowanie politykow w sprawy nauki i hamowanie rozwoju biotechnologii
w Polsce. (Stanowisko..., 2015). W szczegolnosci krytycznie oceniono nastepujace
Kwestie:

— zostata opracowana przez Ministerstwo Srodowiska a nie przez Ministerstwa Nauki

i Szkolnictwa Wyzszego, Zdrowia, Gospodarki lub Rolnictwa;

— nie byta konsultowana z wtasciwymi podmiotami;

— wprowadzenie jej musi spowodowac powstanie niezwykle rozbudowanego aparatu
biurokratycznego;

— jest jaskrawym przykladem braku zaufania do odpowiedzialnosci $rodowiska
naukowego w Polsce.

Wprowadzenie ustawy ,,O0 GMO” w proponowanym ksztalcie umocni w spote-
czenstwie polskim irracjonalne obawy przed organizmami genetycznie zmodyfikowanymi.
Parlament Europejski popart nowe unijne przepisy, ktore ulatwig panstwom UE
wprowadzanie zakazu badz ograniczanie upraw ro$lin genetycznie modyfiko-
wanych na swym terytorium (styczen 2015). Akty prawa mie¢dzynarodowego, jak np.
,Protokot z Nagoi”, obowigzujacy od 2014 r. takze wprowadzajg utrudnienia w zakresie
wykorzystywania materiatu biologicznego i mogg mie¢ znaczenie dla migdzynarodowego
wolnego handlu, do czego jestesmy zobowigzani poprzez konwencje WTO (World Trade
Organisation) (Nagoya Protocol, 2010).

KONKLUZJE

Aktualny stan prawny oraz otoczenie spoteczne ksztaltujg unikatowe $rodowisko dla
rozwoju agrobiotechnologii w Polsce. Fakty mozna jednoznacznie i prosto sformutowaé
nastepujaco: Nie mozna ,uciec” od inzynierii genetycznej, a produkty inzynierii
genetycznej sg 1 bgdg na rynku. W naszym interesie lezy uczestnictwo w innowacyjnej
bioekonomii. Natomist w zgodnej opinii naukowej (ekspertow) analiza krok-po-kroku
(case-by-case) i merytoryczny nadzor poprzez administracje sg niezbedne.. Najwazniejsze
organizacje naukowe w Polsce, jak Prezydium PAN, Komitet Biotechnologii PAN i
Konferencja Rektorow Akademickich Szkot Polskich postrzegaja inzynieri¢ genetyczng
jako wielkg szansg.

Polscy uczeni maja doskonale i imponujgce osiggnigcia naukowe, szczegélnie
wartosciowe w kontekscie malych naktadow finansowych tozonych na nauke. JesteSmy
zbyt biednym krajem aby te efekty zmarnowac.
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Porownanie aktywnosci przeciwutleniajgce;j
r6znych odmian pszenicy ozimej naturalnie
porazonej | inokulowanej grzybami
z rodzaju Fusarium:

Comparison of the antioxidant activity of different varieties of winter wheat
naturally infected and inoculated with fungi of the genus Fusarium

Celem niniejszych badan bylo okreSlenie aktywnosci antyoksydacyjnej ekstraktow z ziarna 30
odmian pszenicy ozimej oraz zawarto$ci w nich polifenoli ogdtem. Niniejszy cel realizowano poprzez
analize préb naturalnie porazonych okre§lanych, jako kontrolne wzrastajacych w warunkach bez
ochrony chemicznej oraz préb inokulowanych grzybami z rodzaju Fusarium. Stwierdzono, iz ekstrakty
otrzymane z 30 odmian pszenicy wykazuja zréznicowana aktywnos$¢ antyutleniajaca. Analiza
statystyczna wynikow wykazata wyzsza aktywno$¢ prob inokulowanych mierzona za pomoca
zdolnosci do wygaszania wolnego rodnika ABTS® w poréwnaniu do prob kontrolnych. Zawarto$é
polifenoli ogdétem natomiast nie réznita si¢ istotnie migdzy probami kontrolnymi i inokulowanymi. W
czasie niniejszych badan nie stwierdzono istotnej zaleznosci pomigdzy zawartoscig polifenoli w
ekstraktach, a aktywnos$cig przeciwutleniajaca.

Stowa kluczowe: polifenole, pszenica, whasciwosci antyoksydacyjne

The aim of this study was to determine the antioxidant activity and total polyphenol content of the
grain extracts of 30 varieties of winter wheat. This aim was achieved by analyzing samples naturally
infected and non-treated with fungicides, described as control and samples inoculated with fungi of the
genus Fusarium. It was found that the polyphenol extracts obtained from 30 wheat cultivars had an
antioxidant activity. Statistical analysis of the results showed a higher activity in the inoculated samples

* Praca powstata w wyniku realizacji projektu badawczego onr 2012/07/B/N29/02385 finansowanego ze $rodkow
Narodowego CentrumNauki
Praca przedstawiona na konferencji IHAR — PIB, Zakopane, 3 lutego 2015 roku

Redaktor prowadzqcy: Danuta Boros
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as measured by the ability to quench free radical ABTS* compared to the controls. In contrast the total
polyphenol content in the control and inoculated samples was not significantly different. There was no
significant correlation between the content of polyphenols in the extracts and antioxidant activity.

Key words: polyphenols, wheat, antioxidant capacity
WSTEP

Wsrod substancji wykazujacych biologiczng aktywnos$¢ istotng grupe stanowia
substancje o dziataniu antystresowym w stosunku do ro$lin. Jednym z czynnikow
stresogennych jest infekcja grzybicza (Goral i Walentyn-Goéral, 2014; Wisniewska i in.,
2014 a). W ostatnim czasie znaczaco wzrasta zainteresowanie kompleksowym spojrzeniem
na mechanizmy odpornosciowe roslin, w ktérych jak donosi przedmiotowa literatura coraz
wiegksze znaczenie przywiazuje sie do procesow przeciwutleniajgcych (Adom i in., 2003;
Ciotek i Makarska, 2004).

Tabela 1
Zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w ekstraktach z réznych roslin uprawnych (Hodzic i in., 2009)
The total phenolics content in various crop extracts (Hodzic et el., 2009)

Rodzaj rosliny uprawnej Zwiazki fenolowe ogotem (mg GA/L) FRAP (umolFe''/L)

Type of crop Total phenolics (mg GA/L) FRAP (umolFe'/L)
Gryka — Buckwheat 20,35 385,71
Ryz — Rice 18,00 338,12
Owies — Oat 17,10 329,59
Jeczmien — Barley 13,56 279,40
Kukurydza — Corn 11,29 233,35
Pszenica — Wheat 8,46 190,26

mMgGA/L — miligramy kwasu galusowego na litr ekstraktu (jednostka wyrazajaca zawarto$¢ zwiagzkéw fenolowych ogotem
w przeliczeniu na kwas galusowy); milligrams of gallic acid per 1 liter of extract (a unit expressing total phenolics content
as the amount of gallic acid)

FRAP — ferrum reducting antioxidant power

umolFe'/L — liczba okreslajaca zdolno$é badanej probki do redukcji mikromoli jonu zelaza Il w jednym litrze ekstraktu; a
number of micromoles of iron ions that are reduced by one liter of the tested extract

I1os¢ 1 aktywnos¢ zwigzkow 0 charakterze antyoksydacyjnym obecnych w ziarnie zboz,
zalezy w istotny sposob od rodzaju zboza (tab. 1), odmiany oraz adaptacji rosliny do
warunkow srodowiskowych podczas wzrostu i rozwoju. Wsrod zbdz uprawianych w strefie
klimatu $rodkowoeuropejskiego istotna role odgrywaja infekcje grzybami zrodzaju
Fusarium, takimi jak: F. culmorum, F. graminearum, F. avenaceum (Wisniewska i in.,
2014 b). Zaburzaja one naturalng roéwnowage ro$lin uprawnych. Podczas infekcji
grzybiczej dochodzi do stanu zaburzenia rownowagi pomiedzy zachodzacymi w
warunkach fizjologicznych procesami utleniania, bedacymi podstawag proceséw
zyciowych, a procesami przeciwutleniajagcymi. Dochodzi wowczas do dominacji reakcji
wolnorodnikowych o charakterze utleniajgcym. Za taki stan w komorkach ro$linnych,
nazywany stresem oksydacyjnym, odpowiedzialne sg reaktywne formy tlenu, ktérych
nadmiar powstaje na skutek ich wzmozonej produkcji z endogennych zrodel organizmu
ro§linnego oraz S$rodowiskowych czynnikow zewnetrznych. Ilo$¢ 1 aktywnosc¢
przeciwutleniaczy obecnych w tkankach ro$linnych zalezy od wielu czynnikow m.in.
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od przystosowania roslin do warunkow s$rodowiskowych podczas wzrostu i rozwoju.
W prawidtowych warunkach fizjologicznych w komoérkach organizmu utrzymuje si¢
wzgledna réwnowaga pomigdzy poziomem wytworzonych rodnikéw tlenowych,
a aktywnoscig przeciwutleniaczy. W nast¢pstwie zachwiania homeostazy komorek
zachodzacego w stanach stresu, stanach zapalnych czy zaburzen fizjologicznych wzrasta
produkcja wolnych rodnikéw, prowadzac bezposrednio do stresu oksydacyjnego.
(Silverman i in., 2005), podczas ktorego rosliny wyksztatcaja antyoksydacyjny mechanizm
obronny: enzymatyczny i nieenzymatyczny (Khan i in., 2009). Drugi rodzaj obronnosci
rosliny opiera si¢ na zwigkszonej syntezie niskoczasteczkowych przeciwutleniaczy, do
ktérych naleza gltdwnie zwigzki fenolowe (Gumul i in., 2005).

Celem niniejszych badan byto okreslenie aktywnosci antyoksydacyjnej oraz zawarto$ci
polifenoli ogdétem w ekstraktach z ziarna 30 odmian pszenicy ozimej. Niniejszy cel
realizowano poprzez analiz¢ prob naturalnie porazonych okre$lonych, jako kontrolne
wzrastajgce W warunkach bez ochrony chemicznej oraz préb inokulowanych grzybami z
rodzaju Fusarium.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenie infekcyjne

Do badan wybrano 30 odmian pszenicy zwyczajnej ozimej (Triticum aestivum L.)
opisanych w pracy Goéral i in. (2015). Odmiany te znajduja si¢ w Krajowym Rejestrze
Centralnego Osrodka Badania Odmian Ros$lin Uprawnych (COBORU). Zostaty one
wprowadzone do rejestru w okresie od 1998 (Mewa) do 2009 (Belenus, Kampana).
Odmiany pszenicy ozimej rdéznity si¢ pod wzglgdem cech morfologicznych, odpornosci na
choroby oraz pochodzenia.

Doswiadczenia polowe zostaty zalozone w uktadzie split-plot. Odmiany wysiano na
poletkach o powierzchni 1 m? w trzech powtérzeniach w dwéch kombinacjach. Pierwsza
stanowita kontrole, niechroniong fungicydami oraz nieinokulowang. Druga kombinacja
inokulowana byta izolatami Fusarium culmorum. Dystans pomig¢dzy blokami wynosit 5 m.
Bloki oddzielone zostaly pasami szerokosci 1 m obsianymi dtugostoma odmiang pszenzyta
0zimego.

Do produkcji inokulum zastosowano trzy izolaty Fusarium culmorum produkujace
deoksyniwalenol (KF846 — chemotyp DON), niwalenol (KF350 — chemotyp NIV)
i zearalenon (ZFR 16 — chemotyp DON). Izolaty nalezace do chemotypu DON pochodzity
z Radzikowa i zostaly wyizolowane z klosow pszenicy (Wisniewska i Kowalczyk, 2005;
Ochodzki i Goral, 2006). Izolat o chemotypie NIV pochodzit z Holandii (oznaczony, jako
IPO348) i zostal wyizolowany z ktosa pszenicy (Snijders i Perkowski, 1990).

Izolaty byly inkubowane na autoklawowanym ziarnie pszenicy w szklanych kolbach
przez okoto 4 tygodni, a nastgpnie naswietlane ciggtym $wiattem UV przez 4 do 7 dni w
temperaturze 18°C. Ziarno skolonizowane przez F. culmorum byto nastepnie suszone
i przechowywane w lodéwce w temperaturze 4°C do momentu uzycia.

W dniu, kiedy wykonywana byla inokulacja, ziarno z grzybnig i zarodnikami
F. culmorum namaczano w wodzie przez okoto 2 godziny i nastgpnie filtrowano w celu
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uzyskania zawiesiny zarodnikow. Stezenie zawiesin zarodnikéw poszczegolnych izolatow
ustalono na okoto 5 x 105 zar./ml za pomoca hematokrytu. Zawiesiny zostaly zmieszane
w réwnych proporcjach.

Klosy pszenicy w fazie kwitnienia opryskiwano zawiesing zarodnikoéw w ilosci 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 petni kwitnienia. W fazie tej
pszenica jest najbardziej wrazliwa na infekcje klosa przez Fusarium. Inokulacje
prowadzone byly w godzinach wieczornych, kiedy wzrastata wzgledna wilgotnosc
powietrza.

W czasie zniw zebrano recznie po 100 ktoséw z kazdego poletka. Klosy mtocone byty
miocarnig laboratoryjng o stabym nawiewnie w celu zapobiezenia utracie lekkich
porazonych ziarniakow.

Przygotowanie ekstraktéw

Do analizy polifenoli oraz aktywnos$ci przeciwutleniajacej pobrane zostaty proby ziarna
0 masie 50 g. Préby wysuszono do osiggniecia suchej masy. Proby ziarna zmielono za
pomoca mtynka laboratoryjnego (WZ-1). Masa ziarna do analizy wynosita 10 g. Ekstrakcje
wykonano w trzech powtdrzeniach. Ekstrakcje prowadzona poczatkowo 40 cm® 0,16 M
HCI w 80% metanolu (v/v) przez 2 godz., z delikatnym mieszaniem w wytrzasarce z taznia
wodng o temp. 20 +2°C. Nastepnie probki wirowano (4000 x g), supernatant zachowano,
a osad ponownie ekstrahowano w podanych warunkach 40 cm?® 70% wodnego roztworu
acetonu (v/v). Po odwirowaniu oba ekstrakty taczono i przechowywane w temperaturze -
20°C. Przed przystapieniem do analiz ekstrakty rozpuszczano w100 ml MeOH (HPLC) i
dzielono na 2 czgsci.

Ogolna zawartos$¢ wolnych kwasow fenolowych (FPA — z ang. free phenolic acids)

Catkowita zawartos¢ zwiazkow fenolowych w ekstraktach oznaczono metoda
z zastosowaniem odczynnika Folina-Ciocalteu (Singleton i Rossi, 1965).

Do 0,125 ml ekstraktu dodawano 0,5 ml dejonizowanej wody i 0,125 ml odczynnika
Folina-Ciocalteu’a, a po 6 min 1,25 ml 7% wodnego roztworu Na,COs i 1ml
dejonizowanej wody. Po 90 min odczytywano absorbancje przy dtugosci fali A = 760 nm
wobec wody. Wyniki wyrazano w mg/kg probki. Proby wykonywano w trzech
powtorzeniach, a przedstawione wyniki stanowig warto$¢ srednig. Zastosowano standard
w postaci kwasu galusowego.

Metoda ABTS*+

Aktywnos¢ przeciwrodnikowsg badanych ekstraktow oznaczono metodg TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) z kationorodnikiem ABTS*+ (2,2-azynobis.
(3etylobenzotiazolino-6-sulfonian) korzystajac ze zmodyfikowanej metodyki Re i in.
(1999) (Gliszczynska-Swiglo i in., 2006).

Zasada oznaczania aktywno$ci antyoksydacyjnej polega na okresleniu stopnia
zmiatania rodnikéw ABTS*+ wytworzonych uprzednio podczas reakcji chemicznych (np.
z ditlenkiem manganu, zwigzkiem ABAP oraz nadsiarczanem potasu). Wytworzone
podczas reakcji rodniki maja barwe niebieskozielong, antyoksydanty redukujac
kationorodnik powoduja zanik barwy roztworu, przy czym spadek intensywnosci
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zabarwienia zalezy od zawarto$ci przeciwutleniaczy w roztworze. Zmiatanie rodnikow
sledzono spektrofotometrycznie, przy dtugosci fali 734 nm. Zawarto$¢ przeciwutleniaczy
wyrazono w umol TROLOX/100g s.m. Wyniki przedstawiono w mg/kg prdbki. Proby
wykonywano w trzech powtorzeniach, a przedstawione wyniki stanowig warto$¢ $rednia.

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano dwuczynnikowej analizie wariancji (ANOVA). Ocena
istotno$ci réznic pomigdzy Srednimi zostata przeprowadzona przy uzyciu wielokrotnego
testu Duncana dla poziomu istotnosci P<0,05. Zaleznos¢ pomiedzy zawarto$cig polifenoli
a aktywnoscig antyoksydacyjng wyrazono w postaci wspotczynnika korelacji. Dla §rednich
z wszystkich wynikoéw podano takze wartosci odchylenia standardowego.

WYNIKI

Zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w analizowanych probach ekstraktow z ziarna
pszenicy naturalnie porazonego oraz inokulowanego grzybami z rodzaju Fusarium
przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Zawarto$¢ ogétem wolnych kwasow fenolowych (FPA) (mg/kg) w ekstraktach z ziarna pszenicy
poddanej inokulacji grzybami z rodzaju Fusarium (inokulowane) oraz naturalnie porazonej (kontrola)
Content of free phenolic acids (FPA) (mg/kg) in extracts from grain of wheat inoculated with Fusarium
culmorum (inoculated) and naturally infected (control)

Zawarto$¢ fenoli ogotem (FPA) (mg/kg) Poj emn(_)rs; ([))rfg;%l(l)t(l)zn;arjﬁ(;a (mol
Odm_iana Content of free phenolic acids (FPA) (mg/kg) Antioxidant activity (umol TROLbX/lOOg sm)
Variety kontrola inokulowane kontrola inokulowane
control inoculated control inoculated

1 2 3 4 5
Legenda 530 540 1362 1423
Kohelia 532 543 1024 1294
Markiza 522 546 1267 1308
Mewa 543 553 970 1024
Slade 551 556 929 1199
Dorota 530 561 970 1145
Ostroga 532 563 956 1172
Anthus 551 567 1267 1402
Ludwig 546 568 1429 1443
Batuta 543 575 1308 1808
Meteor 540 575 1105 1227
Turkis 557 576 1218 1240
Belenus 552 580 794 1348
Boomer 546 580 1213 1429
Sukces 564 580 848 1240
Akteur 553 585 1673 1849
Bogatka 561 585 1281 1740
Muszelka 585 585 1294 1822
Alcazar 569 588 1592 1781
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c.d. Tabela 2

1 2 3 4 5
Smuga 546 588 1254 1321
Nateja 583 591 943 1159
Figura 572 59 1416 1632
Jenga 577 599 1159 1727
Kampana 580 614 1754 1835
Garantus 561 625 1456 1510
Ostka Strzelecka 564 628 1443 1619
Tonacja 572 636 1105 1362
Zyta 567 636 956 1375
Naridana 588 654 1267 1416
Mulan 569 665 1294 1362
Srednia£SD 5572+17,79 588°+32,15 1218%+240,78 1440°+158,37
Mean+SD
NIR #
LD+ 11,81 108,54

+SD odchylenie standardowe

+SD standard deviation

*Absorbancja — metoda ABTS"+

* Absorbance, ABTS*+ method

a, b — takie same litery w liniach oznaczaja brak istotnych roéznic na poziomie ufnosci p = 0,01

a, b — identical letters in rows denote a lack of significant differences at a significance level p = 0.01
# — Dla poréwnania $rednich z dwoch wariantow ( kontrola, inokulowane)

# — For comparison of means of two variants (control, inoculated)

Stwierdzono, iz najwigksza zawarto$¢ tych zwigzkoéw biologicznie czynnych znajduje si¢
w probach ziarna inokulowanego i wynosi od 540 do 665 (mg/kg). Nizsze st¢zenie
polifenoli ogdétem wyznaczono w probach naturalnie porazonych (kontrolnych) od 530 do
569 (mg/kg). Obliczony wspolczynnik korelacji miedzy populacja prob kontrolnych
i inokulowanych byt wysoce istotny na poziomie ufno$ci P<0,05 i wynosit r = 0,728. Do
odmian zawierajacych najwigcej polifenoli nalezaly odpowiednio: Kampana, Garantus,
Ostka Strzelecka, Tonacja, Zyta, Naridana oraz Mulan. Przeprowadzona analiza wariancji
nie wykazata istotnych réznic miedzy badanymi odmianami pod wzgledem zawartosci
polifenoli ogdétem. Poréwnujac wyniki absorbancji i wynikajace z nich zawartosci
polifenoli dla poszczegélnych odmian stwierdzono, iz dla wszystkich zawarto$é
bioaktywnych zwigzkoéw jest wyzsza w probach inokulowanych niz w probach kontrol-
nych.

Przeprowadzono rowniez badania aktywno$ci antyoksydacyjnej pozyskanych
ekstraktow. Uzyskane wyniki zdolnosci ekstraktow do eliminacji wolnych rodnikéw
ABTS*+ préb kontrolnych i inokulowanych 30 odmian pszenicy przedstawiono tabeli 2.
Odmiany przedstawiono na wykresie w kolejno$ci od odmian cechujgcych si¢ najnizszym
potencjatem antyoksydacyjnym (Mewa, Dorota, Nateja, Ostroga, Slade) do odmian
0 najwyzszym (Alcetar, Batuta, Muszelka, Kampana i Akteur). Obliczony wspotczynnik
korelacji dla potencjalu antyoksydacyjnego miedzy populacja prob kontrolnych
i inokulowanych byt wysoce istotny na poziomie ufnosci P<0,05 i wynosit r = 0,751.
W przypadku aktywnosci przeciwutleniajgcej zaobserwowano podobng tendencje, jak w
przypadku zawarto$ci polifenoli ogétem stwierdzajac, iz zdolno$¢ zmiatania wolnych
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rodnikow ABTS jest wyzsza w probach inokulowanych niz w préobach kontrolnych.
Obliczony stosunek aktywno$ci przeciwutleniajacej w probach inokulowanych w stosunku
do kontrolnych wynosit od 1,009 (odmiana: Ludwig) do 1,698 (odmiana: Belenus) (rys. 1).
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Rys. 1. Wykres warto$ci wspélczynnika krotnosci dla zdolnosci antyoksydacyjnej ekstraktow z ziarna
pszenicy poddanej inokulacji grzybami z rodzaju Fusarium oraz naturalnie porazonej (kontrola)
Fig. 1. A graph for multiplicity factor values for antioxidant activity of extract from grain of wheat
inoculated with Fusarium fungi and naturally infected (control)

DYSKUSJA

Zboza uprawiane w warunkach naturalnych narazone sa na wptyw niekorzystnych
czynnikOw okreslanych, jako stresy srodowiskowe. Nalezg do nich infekcje zarowno
bakteryjne, jak i grzybicze, ochrona chemiczna, stres wodny, mineralny oraz $wietlny. W
warunkach wymienionych stresOw pojawiajg si¢ w ro§linach mechanizmy obronne, dzigki
ktorym wzrasta ich odporno$¢ na niekorzystne czynniki srodowiskowe (Metraux, 2001).
Przyktadem tego typu dziatan jest m.in. wywotanie u ro$lin indukowanej odpornosci
nabytej (SAR) (Biiin., 1995; Clark i in., 2002). W naturalnych warunkach pojawia si¢ ona
u ro$lin w wyniku dziatania patogenow (Wisniewska i Kowalczyk, 2005). Jednym z
mechanizmoéw, ktory odgrywa istotng role w odpowiedzi rosliny na czynniki stresogenne
jest mechanizm antyoksydacyjny. Bardzo istotng rol¢ pelnia w nim zwigzki fenolowe.
Wyniki licznych badan wykazuja, ze zwiazki fenolowe moga opdzniac faze inicjacji lub
przerywac¢ tancuch reakcji wolnorodnikowych (Ray Narayana i in., 2001; Dykes i Rooney,
2007). W ramach niniejszej pracy przedstawiono wyniki zawarto$ci polifenoli ogotem w
ekstraktach pochodzacych z 30 odmian pszenicy ozimej. Niezbyt obszerna przedmiotowa
literatura wskazuje, iz odpornos¢ odmiany na choroby grzybicze zwigzana jest z wigksza
zawartoscig zwiazkoéw fenolowych (Boutigny 1 in., 2008). Zwiazki te moga wptywac na
ilos¢ i jako$s¢ produkowanych toksyn fuzaryjnych (Bakan i in., 2003; Bily i in., 2003),
Przedstawione badania wskazuja takze na niewielkie réoznice w poziomie FPA miedzy
poszczegblnymi odmianami. Zaobserwowano mianowicie, iz infekcja grzybami z rodzaju
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Fusarium spowodowata podwyzszenie zawartoéci polifenoli ogdtem w przypadku
wszystkich odmian, co do tej pory nie bylto przedstawiane w Swiatowej literaturze. Jest to
zwigzane z uwalnianiem kwaséw fenolowych z form zwigzanych, co stanowi jeden z
elementow odpowiedzi nieenzymatycznych mechanizméw odpornosciowych roslin.
Uzyskane wyniki zawartosci wolnych zwigzkéw fenolowych zostaly poszerzone
0 badanie aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktoOw z ziarna pszenicy. Zaobserwowane
tendencje wzrostu aktywnos$ci przeciwutleniajacej w wyniku inokulacji dotyczace
poszczego6lnych odmian sg bardzo interesujgce i nie byly do tej pory opisywane.
Przedstawiony na rysunku 1 wspotczynnik krotnosci zdolnoéci do zmiatania rodnika
ABTS*+ wykazat, iz odmiany (np.: Belenus) cechujace si¢ niska odpornoscia na choroby
grzybowe wykazujg wyzsza aktywnos$¢ antyoksydacyjng podczas zmasowane] infekcji
grzybami z rodzaju Fusarium, w stosunku do tych, ktore uwazane sa za bardziej odporne
na infekcje grzybicze. Pomimo, iz nie stwierdzono istotnej korelacji migdzy aktywnoS$cia
antyoksydacyjng a zawartoscig polifenoli, zaobserwowane dla calej populacji prob
tendencje sa podobne i wskazuja na aktywacj¢ mechanizmu antyoksydacyjnego podczas
infekcji grzybami z rodzaju Fusarium. Jest to prawdopodobnie zwiazane z faktem, iz na
aktywno$¢ przeciwutleniajgcg rosliny sktadajg sie nie tylko wolne kwasy fenolowe, ale
przede wszystkim kwasy zwigzane, glownie ferulowy, p-kumarynowy oraz wanilina
(Stuper-Szablewska i in., 2014). Postuluje si¢, iz w zwiazku z powyzszym przeprowa-
dzenie dalszych prac nad zawartoscig i aktywno$cia zwiazkéw o wlasciwosciach
przeciwutleniajgcych w ziarnie pszenicy uprawianej w zréznicowanych warunkach
stresogennych (takich jak dziatanie §rodkow ochrony roslin, czy jednoczesna inokulacja
grzybami z rodzaju Fusarium i ochrona chemiczna), ktore pozwola na bardziej efektywne
wyjasnienie zagadnienia stresu oksydacyjnego w konteksécie odpornosci roslin.

WNIOSKI

1. Proby inokulowane ziarna pszenicy ozimej charakteryzowaty si¢ wyzsza w stosunku
do prob kontrolnych zawartoScig polifenoli oraz aktywnoscig przeciwutleniajgca,
co wskazuje na inicjacj¢ nieenzymatycznych mechanizméw odpornosciowych roslin w
wyniku infekcji grzybiczej.

2. Znaleziona istotna rO0znica w aktywno$ci przeciwutleniajacej miedzy odmianami
wskazuje na zréznicowang odpowiedz ro$lin na infekcje grzybicza.

3. Zaobserwowano wysoce istotne korelacje migdzy prébami kontrolnymi i inokulowa-
nymi zaréwno dla zawarto$ci polifenoli i aktywnosci przeciwutleniajacej.

4. Okre$lone na podstawie analiz chemicznych tendencje dla calej populacji prob
wskazuja na wzmozong aktywnos$¢ procesow antyoksydacyjnych w ziarnie pszenicy
podczas infekcji grzybami z rodzaju Fusarium.
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ozimej. Genotypy te pochodzily z programéw hodowlanych pszenicy ozimej oraz z kolekcji utworzone;j
w wyniku badan nad odporno$cia na fuzarioze klosow w latach 2008-2013. Ktosy pszenicy
inoklulowane byty izolatmi Fusarium culmorum. Oceniano porazenie klosa oraz stopien uszkodzenia
ziarniakow. W ziarnie wybranych 61 genotypow analizowano zawarto$¢ ergosterolu, trichotecendéw z
grupy B oraz zearalenonu. Genotypy pszenicy byly istotnie zréznicowane pod wzglgdem odpornosci
na fuzarioze klosoéw. Sredni indeks fuzariozy wynist 23,7%. Stwierdzono istotny wptyw wysokosci
ro$lin na warto$¢ indeksu fuzariozy ktoséw (r = -0,528). Badane genotypy wykazaly zr6znicowang
odporno$¢ na uszkodzenie ziarniakoéw przez Fusarium ($rednio 48,4%) oraz zréznicowang zawarto$¢
ergosterolu w ziarnie (Srednio 30,9 mg-kg™?). Nasilenie fuzariozy klosow istotnie korelowato z
uszkodzeniem ziarniakdw pszenicy (r = 0,768). Genotypy pszenicy wykazaty zroéznicowang odpornos¢
na akumulacje toksyn fuzaryjnych. Srednia zwartoé¢ deoksyniwalenol (+pochodne acetylowe)
wyniosta 20,515 mg-kg™?, natomiast zearalenonu 932 ug-kg™?. Stopien porazenia ktosow, odpornosé
typu II oraz uszkodzenie ziarniakéw korelowaly istotnie z zawartos$cia ergosterolu, deoksyniwalenolu
i zearalenonu w ziarnie. Zidentyfikowano genotypy taczace odpornoéci réznych typéw na fuzariozg
ktosow.

Stowa kluczowe: Fusarium culmorum, fuzarioza klosow, pszenica 0zima, trichoteceny, zearalenon

The resistance to Fusarium head blight (FHB) of 224 lines and 10 check cultivars/lines of winter
wheat was evaluated in the field experiments in Radzikéw and Poznan/Cerekwica. These lines
originated from breeding programs of winter wheat and from the collection established based on the
results of studies on the resistance to FHB in the years 2008-2013. Spikes of wheat were inoculated
with Fusarium culmorum. Spike infection and Fusarium kernel damage were scored. In grain of
selected 61 lines accumulation of ergosterol, trichothecenes of group B, and zearalenone was analyzed.
Wheat genotypes varied significantly in resistance to FHB. The average FHB index amounted to 23.7%.
A significant effect of plant height on the FHB index value (r = -0.528) was found. The tested lines
showed varied resistance to Fusarium kernel damage (on average:48.4%) and ergosterol content in
grain (on average: 30.9 mg-kg). The severity of spike infection significantly correlated with Fusarium
kernel damage (r = 0.768). Wheat genotypes showed varied resistance to accumulation of Fusarium
toxins. Average contents of deoxynivalenol (+ acetyl derivatives) amounted to 20.515 mg-kg, while
zearalenone to 932 ug-kg?. The spike infection, resistance of type Il and Fusarium kernel damage
correlated significantly with the contents of ergosterol, deoxynivalenol and zearalenone in the grain.
Genotypes integrating the various types of resistance to FHB were identified.

Key words: Fusarium culmorum, Fusarium head blight, trichothecenes, wheat, zearalenone
WSTEP

Fuzarioza klosow jest choroba zboz powodowana przez kompleks grzyboéw z rodzaju
Fusarium (gtéwnie F. culmorum i F. graminearum) (Bottalico, 1998; Bottalico i Perrone,
2002). Grzyby te wytwarzaja toksyczne metabolity — mikotoksyny. Porazenie ktosa przez
Fusarium prowadzi do uszkodzenia ziarniakdw i akumulacji toksyn fuzaryjnych w ziarnie
(Snijders, 1990; Miller, 2008). W przypadku spozycia zywnosci lub paszy wytworzonej ze
skazonego ziarna stanowig one zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat. Ze wzgledu na
ilosci stwierdzane w ziarnie zb6z najwazniejszymi toksynami fuzaryjnymi sa
deoksyniwalenol (DON) i zearalenon (ZEA) (Bottalico i Perrone, 2002). Na odporno$¢ na
fuzarioze ktosow pszenicy sktada si¢ kilka typow (mechanizmoéow): odpornosé na infekcje
(typ I), odporno$¢ na rozprzestrzenianie sie¢ Fusarium w klosie (typ II), odpornos¢ na
uszkodzenie ziarniakéw przez Fusarium (typ Ill), tolerancja na akumulowane toksyny
(niskie porazenie ziarna lub mata redukcja plonu mimo silnego porazenia ktosa lub duzej
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zawartos$ci toksyn w ziarnie) (typ IV) oraz odpornos¢ na akumulacjg toksyn fuzaryjnych w
ziarnie (typ V) poprzez ich chemiczng modyfikacje¢ (klasa 1) lub blokowanie syntezy (klasa
2) (Mesterhazy, 2002; Boutigny i in., 2007; Foroud i Eudes, 2009).

Celem badan byto wstepne zidentyfikowanie genotypoéw pszenicy ozimej o zwigkszo-
nej odpornosci na fuzarioze ktosow powodowana przez grzyb Fusarium culmorum i niskiej
akumulacji toksyn fuzaryjnych w ziarnie. Badanie odpornosci réoznych typoéw pozwoli na
znalezienie genotypow taczacych te odpornosci, a tym samym charakteryzujacych si¢
stabilng reakcja w roznych warunkach srodowiska i uprawy.

MATERIAL I METODY

W roku 2014 w doswiadczeniach infekcyjnych w Radzikowie i Cerekwicy badano
odporno$¢ na fuzarioze ktosow 224 genotypoéw oraz 14 odmian/linii wzorcowych pszenicy
ozimej. Genotypy te pochodzity z programéw hodowlanych pszenicy ozimej (152
genotypy — DW 2014) oraz z kolekcji utworzonej w wyniku badan nad odpornoscia na
fuzarioz¢ ktosow w latach 2008-2013 (68 genotypy — ,,odporne”). Wzorce stanowilty
odmiany wysoko plonujace — KWS Ozon, Patars oraz wzorzec o wysokiej jakosci
wypiekowej ziarna — odmiana Tonacja (www.coboru.pl/dr/Publ Wynikow PDO/WWPO
_Zbozaozime_2014.pdf); linie/odmiany o wysokiej odpornosci na fuzarioze kltosow —
A40-19-1-2 (R), UNG 136.6.1.1 (VR), Arina (R), 20828 (R) (Buerstmayr i in., 1999, 2008;
Paillard i in., 2004); genotypy pszenicy o wysokiej podatnosci na porazenie ktosa w roku
2013 — SMH 8694 (S), SMH 8816 (S), NAD 10079 (S) oraz genotypy pszenicy
akumulujgce znaczne iloSci trichotecenow w 2013 — DD 548/09 (Tox), DM 2728/09
(Tox), DM 3131/10 (Tox), STH 102 (Tox) (Goral T. i in., — wyniki niepublikowane).

Klosy pszenicy w fazie kwitnienia zostaty opryskane zawiesing zarodnikow Fusarium
culmorum. Do wytworzenia inokulum wybrano trzy izolaty Fusarium culmorum tworzace
deoksyniwalenol (KF846, ZFR 16 — chemotyp DON) i zearalenon (ZFR 112 — chemotyp
DON). Izolaty nalezace do chemotypu DON pochodzity z Radzikowa i zostaly
wyizolowane z kloséw pszenicy (Wisniewska i Kowalczyk, 2005; Ochodzki i Goral,
2006).

Szczegotowa metodyka zatozenia doswiadczenia, produkcji inokulum oraz inokulacji
byta zblizona do opisanej w pracy Wisniewskiej i in. (2014).

Oceng porazenia rozpoczeto po pojawieniu si¢ objawow fuzariozy ktoséw. Obserwacje
przeprowadzono 2-krotnie: po 14 i 21 dniach od inokulacji. Nasilenie fuzariozy ktosow
(typ odpornosci I + II) zostalo okreslone na podstawie proporcji porazonych kloskow w
ktosie (tylko w klosach z objawami choroby) oraz proporcji ktosow prazonych na poletku.
Z tych wartosci wyliczono indeks fuzariozy ktosow (IFK):

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

Przeprowadzono zbior reczny 30 dojrzatych inokulowanych ktosow z kazdego poletka.
Klosy wymtdocono re¢eznie, Proporcje ziarniakéw uszkodzonych przez Fusarium (FDK)
okreslano poprzez podzial proby ziarniakéw na zdrowe i ziarniaki z objawami porazenia
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(typ odpornosci III) (Argyris i in., 2003). Do oceny FDK wybrano 126 genotypow o
odpornosci na porazenie klosa powyzej Srednie;j.

Na podstawie warto$ci IFK oraz FDK wybrano 47 genotypow o najwyzszej odpornosci
typéw I, 1l oraz Il (32 z grupy ,,odporne” oraz 15 z frupy DW2104). W ziarnie tych
genotypow oraz 14 odmian/linii wzorcowych analizowano zawarto$¢ ergosterolu (ERG)
(typ odpornosci III), trichotecenéw z grupy B (deoksyniwalenol [DON], 3-
acetyldeoksyniwalenol, 15-acetyldeoksyniwalenol, niwalenol) (typ odpornosci V) oraz
zearalenonu (ZEA) Zawarto$¢ trichotecendw z grupy B (DON, pochodne acetylowe DON
— 3-AcDON, 15-AcDON, NIV) w ziarnie analizowano przy wykorzystaniu techniki
chromatografii gazowej z detekcja wychwytu elektronéw (GC-ECD) (Perkowski i in 2007,
2008). Mikotoksyny ekstrahowano z 5 g zmielonego ziarna za pomoca 25 ml wodnego
roztworu acetonitrylu (acetonitryl:woda 84:16 v/v) wytrzasajac na wytrzasarce przez 2 h.
Probe odwirowano (3000 obrxmin?, 5 min.), auzyskany w ten sposob ekstrakt
oczyszczono na kolumience Trich 227+ (RomerLabs). Do 4 ml oczyszczonego ekstraktu
dodano 1 pug wzorca wewnetrznego (chloraloza) i odparowano do sucha w strumieniu
powietrza. Mikotoksyny przeprowadzono w pochodne (etery trimetylosilylowe) za pomoca
mieszaniny silylujacej Sylon BTZ (BSA+TMCS+TMSI, 3:2:3, Supelco). Upochodnione
mikotoksyny rozpuszczono w izooktanie, a nadmiar czynnika silylujacego roztozono i
usuni¢to za pomoca wody. Warstwe organiczng przeniesiono do fiolki autosamplera i
poddano analizie chromatograficznej przy uzyciu chromatografu SRI 8610C,
wyposazonego w kapilarng kolumne BGB-5MS, o dtugos$ci 30m i §rednicy wewngtrzne;j
0,25 mm. Gazem no$nym byt wodér. Chromatogram rozwijano w gradiencie temperatury
od 170°C do 310°C, szybko$¢ wzrostu temperatury 5°Cxmin™. Detekcje mikotoksyn
prowadzono za pomoca detektora wychwytu elektronow (ECD). Identyfikacji
poszczegdlnych zwigzkéw dokonano przez poréwnanie czasow wymywania z kolumny
czystych wzorcdw mikotoksyn: DON, 3AcDON, 15AcDON, NIV (Sigma-Aldrich).
Stezenie mikotoksyn okreslono na podstawie krzywej kalibracji, z zastosowaniem
chloralozy, jako wzorca wewnetrznego.

Zawarto$¢ zearalenonu (ZEA) oznaczano za pomocg iloSciowego testu immuno-
enzymatycznego AgraQuant® zearalenone zgodnie z procedurg podang przez producenta
(Wisniewska i in., 2014).

Zawarto$¢ ergosterolu okreslono metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(Perkowski i in., 2007, 2008). Ergosterol zostal wyekstrahowany roztworem metanolu w
srodowisku alkalicznym przy jednoczesnym zmydlaniu z uzyciem promieniowania
mikrofalowego. Po neutralizacji roztworu, ergosterol zostat wyekstrahowany do fazy
organicznej za pomocg pentanu. Po wysuszeniu w strumieniu azotu ergosterol byt
rozpuszczany w metanolu i rozdzielany chromatograficznie technika HPLC na kolumnie
krzemionkowej za pomocg metanolu. Detekcja prowadzona byla na detektorze UV przy
dhugosci fali A = 282 nm. Identyfikacji ergosterolu dokonano na podstawie czasu retencji.
Ilo$¢ ergosterolu zostata okreslona na podstawie krzywej kalibracyjnej czystego wzorca
(metoda wzorca zewnetrznego).

Dla 30 genotypow (z grupy ,,odporne”), ktore wykazaty wysoka odpornos¢ na fuzarioze
ktoséw 1 akumulacje toksyn w doswiadczeniach polowych okreslono dodatkowo
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odpornosci typu | oraz typu Il. Do badan wtaczono rowniez 12 odmian/linii wzorcowych.
Badania przeprowadzono w dwoéch niezaleznych do$wiadczeniach w IHAR — PIB
Radzikéw. Metodyka opisana zostata w pracy Gorala i in. (2015).

Analiza statystyczna zostala wykonana za pomocg pakietu Microsoft® Excel
2010/XLSTAT®©-Pro (Version 2013.4.07, Addinsoft, Inc., Brooklyn, NY, USA).
Przeprowadzono analiz¢ wariancji dla IFK, FDK, ERG, DON i ZEA (XLSTAT: ANOVA).
Obliczono wspoétczynniki  korelacji IFK, FDK, oraz zawarto$ci poszczegdlnych
metabolitbw Fusarium (XLSTAT: Correlation tests). W celu zgrupowania rodéw na
podstawie r6znych typéw odpornosci w dwoch latach badan zastosowano metode analizy
sktadowych gtownych (XLSTAT: PCA).

WYNIKI I DYSKUSJA

Srednie nasilenie fuzariozy klosow dla 224 genotypdéw pszenicy ozimej wyniosto
w Cerekwicy IFK = 23,9%, natomiast w Radzikowie IFK = 23,5%. Nie bylo istotnych
statystycznie roéznic pomiedzy indeksami fuzariozy ktoséw w obu miejscowosciach.
Wspdtczynnik korelacji pomiedzy IFK w Cerekwicy 1 IFK w Radzikowie byl istotny
i wynosit r = 0,605. Zakres IFK miescit si¢ w granicach: Cerekwica — 5,9% (STH 1144)
—72,5% (KBP 0938), Radzikow — 0,5% (UNG 136.6.1.1) — 54,7% (KBP 1121).
Dla genotypoéw z grupy DW2104 TFK wyniost: 28,2% w Cerekwicy i 26,8% w Radziko-
wie, natomiast dla genotypdéw z grupy ,,odporne” byto to: 15,1% w Cerekwicy i 16,4%
w Radzikowie.

Wysoko$¢ 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 bylo to 2/3
genotypow. Genotypy z grupy ,,odporne” miaty wiekszg $rednig wysokosc¢ roslin (94,2 cm)
w poréwnaniu do genotypéw z grupy DW2014 (88,5 cm) (rys. 1). W obu lokalizacjach
zalezno$ci pomigdzy grupami byly takie same. Wysokos$¢ roslin istotnie, lecz stabo
korelowata z IFK w Cerekwicy (r = -0,204), natomiast w Radzikowie wspotczynnik
korelacji byt wysoko istotny (r = -0,628). Wysoko$¢ roslin miata istotny negatywny wptyw
na nasilenie fuzariozy ktosow (r = -0,528).

Genotypy w grupie ,,odporne” byly istotnie slabiej porazane fuzarioza klosow.
W grupie DW2014 réwniez zidentyfikowano genotypy wykazujace odpornos¢ np. STH
1144, POB 0513, STH 2041, NAD 11017. Wigkszo$¢ tych genotypoéw charakteryzowata
si¢ jednakze wysokos$cig powyzej 90 cm. Nizsze porazenie genotypdw wysokich jest
gtownie wynikiem ich morfologii i réznic w mikroklimacie na poziomie klosa
(Mesterhazy, 1995, 2002; Yan i in., 2011). Genotypy niskie (ponizej 80 cm) miaty indeksy
FK w wiekszosci 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.
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DW2014 — genotypy z programéw hodowlanych pszenicy ozimej, odporne — genotypy o podwyzszonej odpornoéci na
fuzariozg ktosow, wz. R — wzorce odporne, wz. S — wzorce podatne, wz. plon — wzorce wysokoplonujace.
Rys. 1. Zalezno$¢ indeksu fuzariozy kloséw od wysokosci roslin 224 genotypdw pszenicy 0zimej.
Strzalka oznaczono genotypy odporne o wysokoS$ci ponizej 80 cm
DW2014 — novel breeding lines, MR — medium resistant lines, ck. R — resistant checks, ck. S — susceptible checks, ck.
yield — high-yielding checks
Fig. 1. Relationship between plant height and Fusarium head blight index for 224 lines of winter wheat.
Resistant lines shorter than 80 cm are indicated with an arrow

Wicksza podatno$¢ genotypoéw niskich moze rowniez wynika¢ z obecno$ci genu
kartowato$ci Rht-D1b (Miedaner i Voss, 2008, Kollers i in., 2013). (Draeger i in., 2007)
stwierdzili, ze takie oddziatywanie genu Rht-D1b wynika ze sprzezenia z genami
zwigkszajacymi podatno$¢ na fuzariozg klosow lub fizjologicznego efektu plejotropowego
alleli kartowatosci w locus Rht-D1 zwigkszajgcego podatnos¢. Stwierdzono réwniez, ze
gen Rht-D1b wpltywatl gtéwnie na odpornos¢ typu | (odpornosé¢ na infekcje) a nie typu Il
(odpornos$¢ na rozprzestrzeniania si¢ patogena) (Srinivasachary i in., 2008). Jednakze
(Kollers i in., 2013) znalezli istotny wptyw genu Rht-D1 zaré6wno na wystgpowanie
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(zwigzane z typem I odpornosci), jaki i nasilenie (zwigzane z typem Il odpornosci)
fuzariozy ktosow.

Srednie uszkodzenie ziarniakéw 126 genotypow pszenicy w Cerekwicy wyniosto
66,7%. Zakres reakcji miescit si¢ w granicach od 19,1% (UNG 136.6.1.1, C 3779/10) do
97,0% (SMH 8644). W Radzikowie warto§¢ FDK wyniosta 30,0% i wahata si¢ od 7,1%
(UNG 136.6.1.1, C 3779/10) do 80,9% (SMH 8177). Srednie uszkodzenie ziarniakow
korelowalo istotnie z logarytmem ze Sredniego indeksu fuzariozy ktoséw (r = 0,768)
(rys. 2).
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Rys. 2. Zalezno$¢ pomiedzy zlogarytmowanym indeksem fuzariozy kloséw (IFK) a stopniem
uszkodzenia ziarniakéw przez Fusarium (FDK) dla 126 genotyp6w pszenicy ozimej. Srednie wartosci
z do$wiadczen w Radzikowie i Cerekwicy. Oznaczono genotypy wzorcowe pszenicy (kwadraty)
Fig. 2. Relationship between log-transformed Fusarium head blight index (FHBIi) and proportion of
Fusarium damaged kernels (FDK) for 126 lines of winter wheat. Mean values from experiments in
Radzikéw and Cerekwica. Check lines/cultivars are marked with squares

Tabela 1
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Odpornos$é na fuzarioze kloséw 61 genotypow i odmian pszenicy ozimej inokulowanych izolatami
Fusarium culmorum w do$wiadczeniach w Radzikowie i Cerekwicy. Genotypy uszeregowane wg
wartoS$ci indeksu fuzariozy klosow
Resistance to Fusarium head blight in 61 lines and cultivars of winter wheat inoculated with Fusarium
culmorum in experiments in Radzikéw and Cerekwica. Lines ordered according to values of the
Fusarium head blight index

Odp. typu | Odp. typu Il | & .
Lp. Genotyp ‘()#Hf ?#;y}?) Sreﬁmaetlyf“”“ IFK(%)* EDK ()
No. Genotype Type | res. Type Il res. cg/rgbined FHBI (%)!
(#IP) (#IS)
1 2 3 4 5 6 7
1  A40-19-1-2 (R) 1,0 11 11 6,6 20,8
2  UNG 136.6.1.1 (VR) 2,0 1,1 1,6 6,8 13,1
3 KBP 1058 13 1.2 13 8,2 24,7
4 Arina (R) 2,0 1,7 1,9 8,3 32,3
5 20828 (R) 1,0 1,7 14 9,1 23,7
6 KBP04.164 2,7 2,0 2,3 9,3 43,2
7  STH 9059 2,3 1,6 2,0 9,6 19,5
8 AND 1055/02 1,0 2,3 1,7 9,9 37,8
9 STH1144 - - - 10,3 331
10 STH 008 13 33 23 10,6 27,2
11 POB 0111 1,0 2,0 15 10,6 39,4
12 DCh 4763/07 1,7 1,6 1,6 11,0 44,1
13 DED 389/-6 1,7 19 18 11,3 36,6
14 SMH 7983 1,0 2,1 1,6 11,8 43,7
15 LAD 463/05 1,0 2,6 18 12,4 23,7
16 MOB 5578/06 1,0 19 15 12,8 37,4
17 KBP 05.271 1,7 2,1 1,9 12,8 31,2
18 KBP 0820 3,0 2,2 2,6 12,8 36,6
19 NAD 11017 - - - 13,0 318
20 MOB ZB 301206 2,3 1,1 1,7 13,3 28,5
21 SMH 7974 1,7 2,3 2,0 13,4 43,1
22 POB 0211 1,0 1,6 1,3 13,4 40,2
23 KBP 1040 13 2,0 1,7 135 28,0
24 AND 143/10 - - - 13,5 44,4
25 C3779/10 - - - 13,6 23,2
26 DM 2566/11 - - - 13,8 33,4
27 KBP 1013 - - - 13,9 44,0
28 DM 3131/10 (Tox) 1,7 2,8 2,2 14,1 57,6
29 DD 137/10-4 - - - 14,2 49,3
30 DC 332/09-3 2,7 2,3 25 14,2 48,9
31 DM 3873/10 3,0 2,0 25 14,5 53,1
32 POB 457/07 2,0 14 1,7 15,0 39,7
33 KOH 275 - - - 15,2 31,2
34 SMH 8553 1,0 19 15 15,2 47,8
35 STH 9007 2,0 1,3 1,7 15,5 40,4
36 POB 1013/10 - - - 15,7 36,0
37 STHO032 2,7 31 29 15,9 38,2
38 KBP 0936 - - - 16,0 40,6
39 POB 262/07 37 2,0 2,8 16,1 34,7
c.d. Tabela 1
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1] 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
40 STH 188 - - - 16,7 50,5
41 STH 087 1,7 2,6 2,1 16,8 42,1
42 STH 105 1,3 3,3 2,3 16,9 45,7
43 POB 0112 2,3 25 2,4 17,1 50,8
44 STH 102 (Tox) 1,7 3,2 2,4 17,3 50,3
45 C4573/10 - - - 17,3 50,7
46 POB 0212 13 3,0 2,2 17,7 45,7
47 DM 2728/09 (Tox) 1,0 2,5 1,8 18,1 54,1
48 C41/10 - - - 18,2 48,1
49 POB 0911 1,3 2,5 1,9 18,6 62,9
50 DD 548/09 (Tox) 2,0 1,6 1,8 19,3 52,3
51  Tonacja (Wz) 17 2.9 23 20,4 55,4
52 POB 0713 - - - 20,5 49,6
53 KBP 1034 40 14 2,7 20,8 55,1
54 KBP 1017 - - - 21,0 55,7
55 NAD 11100 - - - 21,5 415
56 C1/10 - - - 22,7 48,6
57  Patras (wz) - - - 25,1 50,9
58 SMH 8816 (S) 3,0 31 3,1 27,3 70,1
59 SMH 8694 (S) 2,7 2,2 2,4 29,7 64,3
60 KWS Ozon (wz) - - - 30,4 58,9
61 NAD 10079 (S) 3,3 3,3 3,3 34,5 62,3
Srednie 19 22 2,0 15,7 42,1
Means

! — $rednie wartosci z doswiadczen w Radzikowie i Cerekwicy

1 — mean values from experiments in Radzikdw and Cerekwica

#PI — liczba punktéw infekcji, #PK — liczba porazonych ktoskéw, IFK — indeks fuzariozy ktosow, FDK — uszkodzenie
ziarniakow

VR, R — wzorce odporne; S — wzorce podatne; Tox — wzorce 0 wysokiej akumulacji toksyn; wz — wzorce o0 wysokim
plonie.

#IP — number of infection points, #1S - number of infected spikelets, FHBi — Fusarium head blight index, FDK —
proportion of Fusarium damaged kernels

VR, R — resistant checks, S — susceptible checks, Tox — high toxin accumulation checks, wz — high yielding checks

Do analiz erosterolu i toksyn fuzaryjnych wybrano 61 genotypéw (tab. 1). Najwyzsza
odporno$¢ na infekcje ktosa, z wyjatkiem wzorcéw odpornych, wykazaty genotypy KBP
1058, KBP 04.164 oraz STH 9059. Podatne byly, z wyjatkiem wzorcow podatnosci,
odmiany Patras i KWS Ozon. Najstabsze uszkodzenie ziarniakow, z wyjatkiem wzorcow
odpornych, wykazaty genotypy STH 9059, C 3779/10, LAD 463/05, KBP 1058. Odmiana
Arina (R) miata najwyzsze uszkodzenie ziarniakoéw spo$rod wzorcoOw odpornych.

Najwyzsza odpornos¢ typu I miaty dwa wzorce A 40-19-1-2 (R) i 20828 (R) oraz 8
innych genotypow pszenicy (Tab. 1). Najbardziej podatne byty genotypy KBP 0820, DM
3873/10, POB 262/07, KBP 1034 oraz dwa wzorce podatne SMH 8816 (S) NAD 10079
(S). Najwyzsza odporno$é¢ typu IT miaty wzorce A 40-19-1-2 (R) i UNG 136.6.1.1 (VR)
oraz genotypy pszenicy MOB ZB 301206, KBP 1058, STH 9007. Najbardziej podatne byly
genotypy STH 008 i STH 105 oraz dwa wzorce NAD 10079 (S) i STH 102 (Tox).

Sumaryczna odpornos$¢ obu typéw byta najwyzsza u genotypow KBP 1058 1 POB 0211
oraz wzorcow A 40-19-1-2 (R) i 20828 (R), natomiast najnizsza u dwoch wzorcoéw
podatnych NAD 10079 (S) i SMH 8816 (S).
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Tabela 2

Akumulacja ergosterolu i toksyn fuzaryjnych w ziarnie 61 genotyp6w i odmian pszenicy ozimej
inokulowanych izolatami Fusarium culmorum w doswiadczeniach polowych w Radzikowie i Cerekwicy
Genotypy uszeregowane wg Sredniej ze standaryzowanych zawartosci DON i ZEA
Accumulation of ergosterol and Fusarium toxins in grain of 61 winter wheat lines and cultivars
inoculated with Fusarium culmorum in experiments in Radzikéw and Cerekwica. Lines ordered

according to the average of standardised amounts of DON and ZEA

',;lg geen“(?gﬁe ERG (mg-kg?)! | DON (mg-kg®)! | ZEA (ug-kg): ERG/DON
1 2 3 4 5 6
1 A40-1912 (R) 8.1 4,055 197 2.01
2 UNG1366.L.1 (VR) 13,9 7.888 196 176
3 STH 9059 15,9 8,189 193 194
4 NAD 11017 15,1 10,090 103 150
5 20828 (R) 14,6 8510 351 171
6  KBP1040 20,4 8,912 331 2.29
7 LAD 463/05 17,0 9.759 289 174
8§  MOB 5578/06 20,0 10,710 360 187
9 C3779/10 203 12,540 207 162
10 POB 0212 26,6 11,212 377 2.37
11 KBP04.164 18,8 12,993 262 145
12 STH1144 18,5 14,804 48 124
13 C1/10 22,4 15,252 134 147
14 MOB ZB 301206 22.4 13,455 387 167
15 Arina(R) 17.2 15,859 126 1.09
16 KBP 05271 225 14,523 359 155
17  KBP 1058 16,4 15,267 281 108
18 STHO008 19,6 16,775 186 117
19  KBP1013 275 17,977 186 153
20 DED 389/-6 26,9 15,994 487 168
21 KBP 0820 201 17,062 370 171
22 POB 26207 321 15,851 632 2,03
23 STH 9007 27.2 13,418 955 2,03
24 KOH 275 19,0 16,898 586 112
25  STH 105 301 19,243 319 157
26 POB 0713 37.7 19,637 300 192
27 SMH 7983 281 14,985 970 188
28 DM 3873/10 25.0 17,834 687 140
20 STH 032 356 15,232 1030 2.34
30  POB 0111 26,9 21,814 267 123
31 DM 2566/11 255 17,562 853 145
32 POB 1013/10 26,1 15,501 1168 168
33 STH188 36,5 20,322 726 180
34 POB 457/07 33.2 20,783 684 160
35 C41/10 28,2 24,399 242 115
36 STH 102 (Tox) 38,2 18,314 1065 2,09
37 DD 137/10-4 303 20,206 908 150
38 DC 332/09-3 345 22,664 597 152
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c.d. Tabela 2

1] 2 | 3 | 4 | 5 | 6
39 C4573/10 36,2 26,876 93 1,35
40  SMH 7974 25,6 18,916 1213 1,35
41 AND 143/10 30,0 24,507 514 1,23
42 POB 0112 22,4 15,297 1727 1,47
43 KBP 1017 31,1 23,898 812 1,30
44  KBP 1034 30,5 27,092 488 1,12
45  DCh 4763/07 33,9 22,773 1120 1,49
46  POB 0211 33,2 27,686 617 1,20
47 KWS Ozon (wz) 58,0 25,315 1020 2,29
48 Tonacja 36,3 28,168 672 1,29
49  STHO087 38,1 21,104 1568 1,80
50  Patras (wz) 30,0 26,094 1011 1,15
51  SMH 8553 29,0 26,663 1084 1,09
52 DM 3131/10 (Tox) 51,6 32,520 856 1,59
53 DM 2728/09 (Tox) 47,9 28,156 1466 1,70
54  KBP 0936 35,3 26,448 1852 1,33
55  AND 1055/02 32,4 31,812 1362 1,02
56  POB 0911 59,0 36,043 1140 1,64
57 SMH 8816 (S) 79,5 45,779 1845 1,74
58 DD 548/09 (Tox) 55,5 26,525 4522 2,09
59  NAD 11100 34,7 58,654 1814 0,59
60  NAD 10079 (S) 59,9 34,474 6450 1,74
61  SMH 8694 (S) 67,8 39,956 6190 1,70

ﬁ;edme 30,9 20,515 932 1,51

eans

! — $rednie wartosci z doswiadczen w Radzikowie i Cerekwicy

1 — mean values from experiments in Radzikdw and Cerekwica

ERG — ergosterol, DON — deoksyniwalenol, ZEA — zearalenon, ERG/DON — wspotczynnik ilosci ergosterolu na 1 mg
deoksyniwalenolu w ziarnie

VR, R — wzorce odporne, S — wzorce podatne, Tox — wzorce o wysokiej akumulacji toksyn, wz — wzorce 0 wysokim
plonie

ERG — ergosterol, DON — deoxynivalenol, ZEA — zearalenone, ERG/ DON — ergosterol/deoxynivalenol ratio

VR, R — resistant checks, S — susceptible checks, Tox — high toxin accumulation checks, wz — high yielding checks

Zawarto$¢ ergosterolu W ziarnie wybranych genotypow wyniosta $rednio 30,9 mg-kg™
(tab. 2). Zakres zmienno$ci cechy miescil si¢ w granicach 8,1-79,5 mg-kg™. W prdbach
ziarna z Cerekwicy zawarto$¢ ERG byta 3-krotnie wicksza (47,3 mg-kg?) niz w probach z
Radzikowa (14,6 mg-kg1). W Cerekwicy zakres zmienno$ci cechy miescit sie w granicach
12,8 mg-kg? (A 40-19-1-2) — 138,7 mg-kg™ (SMH 8816), natomiast w Radzikowie w
granicach 4,5 mg-kg* (A 40-19-1-2) — 38,4 mg-kg* (KWS Ozon).

Srednia zawarto$¢ DON (wraz z 1 5AcDON) w ziarnie pszenicy ozimej wynosita 20,515
mg-kg? (tab. 2). Zakres zwarto$ci DON wynosit od 4,055 mg-kg? (STH 9059) do 58,654
mg-kg? (NAD 11100). W probach ziarna z Cerekwicy zawartos¢ DON byta 20-krotnie
wieksza (38,724 mg-kg™) niz w probach z Radzikowa (2,306 mg-kg?). W ziarnie pszenicy
nie stwierdzono obecnosci pochodnej DON — 3AcDON oraz §ladowe ilosci 15AcDON i
niwalenolu. W Cerekwicy zakres zmiennos$ci cechy miescit si¢ w granicach 7,997 mg-kg™!
(A 40-19-1-2) — 115,577 mg-kg* (NAD 11100), natomiast w Radzikowie w granicach
0,113 mg-kg* (40-19-1-2) — 4,629 mg-kg* (POB 0713).
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Srednia zawarto$¢ zearalenonu w ziarnie pszenicy ozimej wynosila 932 pg-kg™ (tab. 2).
W probach z Radzikowa stwierdzono sladowe zawartosci ZEA (ponizej limitu
kwantyfikacji), dlatego tez nie zostaty one uwzglednione w tabeli. Zakres zawartosci ZEA
miescit si¢ w granicach od 48 ug-kg™* (STH 1144) do 6450 pg-kg* (NAD 10079 S).

Indeks fuzariozy ktosow (IFK) oraz stopien uszkodzenia ziarniakow (FDK) korelowaty
istotnie z zawarto$cig ERG oraz iloscig toksyn fuzaryjnych (DON, ZEA) w ziarnie (tab. 3).
Najwyzsze wartosci przyjmowaty wspotczynniki korelacji FDK z zawartoscia ERG oraz
zwartosci ERG z akumulacjg DON (rys. 3, 4) Nizszy byt wspotczynnik korelacji ERG z
akumulacjg ZEA w ziarnie.

Tabela 3
Wspolezynniki korelacji odpornosci typu Ii IT, indeksu fuzariozy kloséw, uszkodzenia ziarniakéw oraz
akumulacji ergosterolu i toksyn fuzaryjnych w ziarnie 61 genotypéw pszenicy inokulowanych F.
culmorum w do$wiadczeniach w Cerekwicy i Radzikowie
Coefficients of correlation between resistances of type | and I, Fusarium head blight index, Fusarium
damaged kernels and accumulation of ergosterol and Fusarium toxins in grain of 61 lines of wheat
inoculated with F. culmorum in experiments in Cerekwica and Radzikéw

Odp. typu || Odp. typu | Sredn. typ

Zmienne #P1)! Il (#PK)* 1+ IFK (%) FDK (%) ERG DON ZEA
Variables Type I res. | Type Il res.| Type I+l | FHBi (%) ° (mg-kg™h) | (mg-kg?) | (ug-kg™h
#IP)* (#1S)* | combined*
Odp. typu Il (#KP) 0012

Type Il res. (#1S)
Sredn. typ I+1I
Type I+1l combined

0,763**  0,643**

LFlfBEO&) 0,403%*  0537**  0,655%*

FDK (%) 0256  0532%%  0526% 0773

ERG (mg-kg™) 0295  0511%*  0542%%  0771%%  0810%

DON (mg-kg™) 0218  0428%  0440%*  0,657%%  0765%%  0,848*

ZEA (ug-kg) 0237 0334*  0364*  0565%%  0541%*  0609%%  0585%*

DON+ ZEA stnd? 0279 0344%  0410%% 0667  0626**  0784%%  08L6%  0792%*

— wspolczynniki dla 42 genotypow; 2 — $rednia ze standaryzowanych zwartosci DON i ZEA. Zmienne transformowane
logarytmicznie. Wspotczynniki istotne na poziomie: * - P<0,05, ** - P<0,01

1 — coefficients for 42 lines; 2 — average from standardized concentrations of DON and ZEA. Variables log transformed.
Coefficients significant at: * - P<0.05, ** - P<0.01

Odporno$¢ typu I (na infekcjg) dla 42 genotypow korelowata jedynie z indeksem
fuzariozy ktos6éw (tab. 3). Natomiast odporno$¢ typu II (na rozprzestrzenianie si¢ Fusarium
w klosie) korelowata zarowno z IFK i FDK jak i zawarto$cig ergosterolu oraz toksyn w
ziarnie. Odporno$¢ typu Il wigze si¢ z odpornosciag na DON, ktory jest czynnikiem
niezbednym dla rozprzestrzeniania si¢ patogena w tkankach. Trichoteceny produkowane
przez Fusarium powoduje nekrozg tkanki pszenicy, ktora nastegpnie jest kolonizowana
przez grzybni¢ Fusarium (Gunnaiah i in., 2012). Gléwny gen odpornosci na fuzariozg
ktosow Fhbl ktdry wyjasnia do 60% zmiennos$ci odpornosci typu II jest odpowiedzialny
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za obnizenie toksycznosci DON (Lemmens i in. 2008, Buerstmayr i in 1. 2009). Odbywa
sie to poprzez glukozylacje DON i tworzenie stabo fitotoksycznego 3-glukozydo-
deoksyniwalenolu (Berthiller i in., 2005; Boutigny i in., 2008). Zdolno$¢ do produkcji
deoksyniwalenolu okresla agresywnos$¢ danego izolatu Fusarium (F. culmorum, F.
graminearum i innych gatunkéw produkujacych DON) (Mesterhazy, 2002).
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Rys. 3. Zalezno$¢ pomiedzy uszkodzeniem ziarniakow (FDK) a zawartoscia ERG w ziarnie 61
genotypdéw pszenicy ozimej. Oznaczono genotypy wzorcowe pszenicy (kwadraty)
Fig. 3. Relationship between Fusarium damaged kernels (FDK) and concentration of ergosterol (ERG)
in grain of 61 winter wheat lines. Check lines/cultivars are marked with squares

Korelacja typow odpornosci 11 Il z akumulacjg DON w ziarnie byta obserwowana przez
Zhuiin. (1999) u jeczmienia. Wspotczynniki dla typu I byty nieistotne lub miaty warto$ci
od 0,37 do 0,67. Dla typu II byto to 0,30 i 0,49. Nieistotne wspotczynniki dla typu I
stwierdzono stosujgc metodyke podobng do opisanej w niniejszej pracy, czyli opryskiwanie
ktoséw zawiesing rodnikoéw. Istotne byly wspolczynniki w przypadku zastosowania

31



Tomasz Géral ...

metody rozsypywania wysuszonego inokulatu na powierzchni gleby. Nalezy mieé
jednakze na uwadze, ze u jeczmienia typ odpornosci I ma mniejsze znaczenie, poniewaz
zwykle patogen nie rozprzestrzenia sie do sgsiadujacych ktoskow (Bai i Shaner, 2004).
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Rys. 4. Zalezno$¢ pomiedzy zawarto$cia ergosterolu (ERG) a akumulacja deoksyniwalenolu (DON)
w ziarnie 61 genotypdw pszenicy ozimej. Oznaczono genotypy wzorcowe pszenicy (kwadraty)
Fig. 4. Relationship between concentrations of ergosterol (ERG) and deoxynivalenol (DON) in grain
of 61 winter wheat lines. Check lines/cultivars are marked with squares

Wyliczono wspoélczynnik ERG/DON  wskazujacy ilos¢ ergosterolu (miernika
zawartosci grzybni) potrzebng do wytworzenia 1 mg deoksyniwalenolu (tab. 2). Srednia
warto$¢ wspotezynnika wynosita 1,51 mg ERG/1 mg DON. Wspoétczynnik zmieniat si¢ w
zakresie od 2,37 (POB 0212) do 0,59 (NAD 11100). Genotypy o niskiej zawartosci DON
w ziarnie (<15 mg/kg) mialy zréznicowane wartosci ERG/DON np. >2,00: POB 0212,
KBP 1040, STH 9007, A 40-19-1-2 (R) lub <1,50: NAD 11017, KBP 04.164, STH 1144
(rys. 5). Rowniez wsrdd genotypow akumulujgcych wieksze ilo$ci DON znaleziono
obiekty o wartosci ERG/DON >2,00: KWS Ozon (wz), DD 548/09 (Tox). Wysoka warto$¢
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wspotczynnika wskazuje na wyzsza odpornos¢ typu V, czyli na akumulacje trichotecenow
(Perkowski i in., 1995). Taka odporno$¢ wykazaty wymienione powyzej genotypy o
warto$ci ERG/DON powyzej 2 (rys. 5). Genotypy o wysokiej zwartoSci DON w ziarnie
mialy warto$¢ wspolczynnika zblizong do $redniej. Podobng warto$¢ miaty dwie linie
odporne, w tym linia UNG 136.6.1.1 (VR) zawierajaca gen Fhbl (Czembor P. — wyniki
niepublikowane).
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Rys. 5. Wykres rozrzutu zawartos$ci deoksyniwalenolu (DON) w ziarnie 61 genotypdw pszenicy ozimej
oraz wspolczynnika ERG/DON. Oznaczono genotypy wzorcowe pszenicy (kwadraty)
Fig. 5. Scatterplot of deoxynivalenol (DON) content in grain of 61 winter wheat lines and DON/ERG
ratio. Check lines/cultivars are marked with squares

W pracy Mesterhazy'ego (2002) stwierdzono, ze wspotczynniki IFK/DON oraz
FDK/DON byty wysokie u genotypéw odpornych. Autor wyjasnia to zjawisko faktem, ze
mechanizmy odporno$ci powoduja zwiekszong produkcje DON-u przez Fusarium w celu
zasiedlenia tkanek gospodarza. U genotypow podatnych reakcja ha DON jest silnigjsza,
wigc jego produkcja jest relatywnie mniejsza (w odniesieniu na jednostke infekcji).
W odniesieniu do wspotczynnika ERG/DON powinno to przektadac si¢ na niskg warto§¢
np. KBP 1058, NAD 11017, Arina.
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Biplot (axes F1 and F2: 64,18 %)
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Rys. 6. Uklad wspolrzednych dwoch pierwszych skladowych gléwnych dla 29 genotypow pszenicy
ozimej. Dwie pierwsze skladowe wyjasniaja 64,2% zmiennoS$ci odpornos$ci na fuzarioze klosow
mierzonej indeksem fuzariozy kloséw (IFK), uszkodzeniem ziarniakéw (FDK) oraz zawartoScia
zearalenonu (ZEA) i trichotecendw B (TRICH) w ziarnie w Radzikowie i Cerekwicy latach 2013 i 2014
oraz odpornoscia typu I (TYP I) i typu II (TYP II). Linia przerywana — genotypy o najwyzszej
odpornosci, linia kropkowana — genotypy o Sredniej odpornosci
Fig. 6. Biplot of the principal component analysis for 29 winter wheat lines. Two first components
explained 64.2% of variability of Fusarium head blight resistance characterized with FHB index (IFK),
Fusarium damaged kernels (FDK) and concentration of zearalenone (ZEA) and trichothecenes B
(TRICH) in grain in 2013 and 204 in Radzikéw and Cerekwica as well as resistance of type | (TYP 1)
and type Il (TYP I1). Dashed line — the most resistant lines, dotted line — medium resistant lines

Wartos$¢ wspotczynnika byta niska dla odpornej na infekcje ktosa odmiany Arina (1,09).
Odmiana ta miata bardzo niskie porazenie klosa, niskg zwarto$¢ ergosterolu, jednakze
srednie warto$ci FDK oraz zawartosci DON w ziarnie. Badania genetyczne wskazuja, ze u
odmiany Arina wystepuje przede wszystkim odporno$¢ typu I zlokalizowana w innych
rejonach genomu pszenicy niz pozostate loci odpornosci (Semagn i in., 2007; Buerstmayr
i in., 2009).

Miedaner i in. (2001) w swojej publikacji badali odporno$¢ pszenicy, zyta oraz
pszenzyta na fuzarioze¢ klosow. Wyliczone wspotczynniki DON/ERG miescity si¢ w
granicach od 0,42 do 0,71, srednio 0,55 oraz dla pszenicy 0,52. Wartosci te byty zblizone
do obserwowanych w niniejszej pracy (w przeliczeniu na DON/ERG $rednio 0,66).
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Wspotczynniki DON/ERG dla poszczegodlnych genotypow roznity sie istotnie. Podobnie
bylo w przypadku genotypow badanych w tej pracy (tab. 2). Wskazuje to istotny wptyw
genotypu gospodarza na akumulacje DON w ziarnie.

W badanej populacji pszenicy odpornosc 29 genotypow oceniano roéwniez w do§wiad-
czeniach infekcyjnych w roku 2013 w Radzikowie i Cerekwicy (Géral i in., 2014). Indeksy
fuzariozy ktosoéw, stopien uszkodzenia ziarniakow oraz akumulacja trichotecendw B z obu
lat korelowaty istotnie (odpowiednio r = 0,878, r = 0,448, r = 0,525). Brak byto korelacji z
akumulacjg zearalenonu w obu latach do$wiadczen.

Najwyzsza odpornos¢ wszystkich typow w czterech srodowiskach (lata, lokalizacje)
wykazata linia odporna 20828 (R) oraz genotypy KBP 1040, KBP 1058, POB 0111 i POB
0211. Pozostate srednio odporne genotypy oznaczono na rysunku 6.

WNIOSKI

1. Genotypy pszenicy byly istotnie zréznicowane pod wzglgdem odpornosci na fuzarioze

ktoséw w warunkach polowych (typ odpornosci I+11).

Stwierdzono istotny wplyw wysokosci roslin na wartos¢ indeksu fuzariozy ktosow.

3. Badane genotypy wykazaty zroznicowang odpornos¢ na uszkodzenie ziarniakow przez

Fusarium culmorum oraz zrdznicowang zawarto$¢ ergosterolu w ziarnie (typ

odpornosci III).

Nasilenie fuzariozy klosow istotnie korelowato z uszkodzeniem ziarniakéw pszenicy.

Badane genotypy wykazaly zréznicowana odporno$¢ na akumulacje toksyn

fuzaryjnych (typ odpornosci IV).

6. Stopien porazenia ktosow, odpornosc¢ typu Il oraz uszkodzenie ziarniakow korelowaty
istotnie z zawartoscig ergosterolu, deoksyniwalenolu i zearalenonu w ziarnie.

7. Genotypy 20828 (R), KBP 1040, KBP 1058, POB 0111 i POB 0211 wykazaly wysoka
odpornos¢ na fuzariozg ktoséw wszystkich badanych typow.
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procent ziarniakow uszkodzonych przez Fusarium oraz poziom toksyn fuzaryjnych w ziarniakach.
Indeks fuzariozy ktosow w Cerekwicy (19,2%) byt wyzszy niz w Radzikowie (11,0%). Wspotczynnik
korelacji porazenia klosow w obu lokalizacjach wynosit r = 0,429. Porazenie ziarniakéw bylo
zréznicowane w obu lokalizacjach. W Cerekwicy porazenie ziarna byto wyzsze ($rednio 38,7%) niz w
Radzikowie (Srednio 23,3%). Zawarto$¢ trichotecenéw z grupy B w ziarnie byla bardzo wysoka i
srednio dla obu lokalizacji wynosita 23,541mg/kg. Podobnie stwierdzono bardzo duze ilo$ci
zearalenonu — $rednio 1179 pg/kg. Zawartos$é ergosterolu (Srednio 41,0 mg/kg) istotnie korelowata z
porazeniem ziarna i zawarto$cig toksyn fuzaryjnych. Badane genotypy pszenzyta ozimego zostaty
pogrupowane na podstawie odpornosci na porazenie klosa i porazenie ziarniakow oraz zawartosci
ergosterolu i toksyn fuzaryjnych w ziarnie. W wyniku statystycznej analizy sktadowych gtownych
wytypowano 5 najlepszych genotypdw pszenzyta taczacych wysoki poziom odpornosci réznych typow.

Stowa kluczowe: deoksyniwalenol, ergosterol, Fusarium culmorum, xTriticosecale, zearalenon

Thirty five lines of winter triticale with different genetic background and three cultivars were
studied for resistance to the Fusarium head blight caused by Fusarium culmorum and for the
accumulation of toxins in the grain. Genotypes were sown in two locations: Cerekwica near Poznan
and Radzikéw near Warsaw. At the time of full anthesis triticale heads were inoculated with the spore
suspension of three strains of F. culmorum. Fusarium head blight index (FHBI), the percentage of
kernels with visible symptoms of Fusarium damage and the levels of Fusarium toxins were evaluated.
FHBI in Cerekwica (19.2 %) was higher than that in Radzikéw (11.0%). The correlation coefficient of
head infection in both locations was r = 0.429. Fusarium kernel damage varied in both locations. In
Cerekwica it was higher (38,7%) than in Radzikdw (23.3%). The content of the trichothecenes of group
B in the grain was very high and average for both locations was 23.541mg/kg. Similarly, a very large
amount of zearalenone was found and on average amounted to 1179 ug/kg. The contents of ergosterol
(on average 41.0 mg/kg) significantly correlated with kernel damage and Fusarium toxins
concentrations. The tested genotypes of winter triticale were grouped on the basis of resistance to head
and kernel infection and ergosterol and toxins concentrations in the grain. As a result of the principal
component analysis, five triticale genotypes combining high levels of resistance of different types were
identified.

Key words: deoxynivalenol, ergosterol, Fusarium culmorum, xTriticosecale, zearalenone

WSTEP

Fuzarioza ktosoéw jest chorobg zbdz powodowang przez grzyby patogeniczne z rodzaju
Fusarium. Patogeny moga rozwija¢ si¢ na ktosie w korzystnych warunkach w kazdym
okresie rozwoju, jednak najbardziej podatne na atak Fusarium sa zboza w fazie kwitnienia
(Parry i in., 1995; Siou i in., 2014). Grzyby rozwijaja si¢ w zainfekowanym kwiatku i
nastgpnie przerastajg do kolejnych kwiatkdbw w klosie i przez osadke klosowa
rozprzestrzeniaja si¢ wzdhuz klosa. Grzyby kolonizuja plewy i ziarniaki w klosie,
uszkadzajac je z roznym nasileniem. Powoduje to zardbwno obnizke plonu ziarna oraz
jakosci ziarna poprzez skazenie ziarna toksynami fuzaryjnymi, takimi jak deoksyniwalenol
(DON), niwalenol (NIV) oraz zearalenon (ZEA), ktére sa zwigzkami niezwykle stabilnymi,
nie ulegaja metabolizowaniu i s szkodliwe dla cztowieka oraz zwierzat (Kalih i in., 2015).
Skazenie ziarna mikotoksynami stwierdza si¢ nawet wtedy, kiedy nie obserwuje si¢ obnizki
plonu (Cowger i Arrellano, 2010). W porazonych ziarniakach dochodzi do zniszczenia
ziaren skrobi, a takze biatek zapasowych (Kang i Buchenauer, 2000), co wptywa, na jakos¢
wypiekowa maki.
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Patogeneza fuzariozy ktosow jest ztozona i wyrdznia si¢ kilka typow odpornosci: typ 1
— na infekcje pierwotng, typ 2 — na rozprzestrzenianie si¢ patogena wzdluz osadki
ktosowej, typ 3 — odpornos¢ na uszkodzenie ziarniakow, typ 4 — odporno$¢ na kumulacje
i degradacj¢ toksyn fuzaryjnych w ziarniakach, typ 5 — tolerancja, czyli odporno$¢ na
obnizke plonu (Mesterhazy, 1995; Foroud i Eudes, 2009).

Odporno$¢ na fuzarioze ktosa ma charakter zlozony i jest cechg wielogenows.
Wystepuje iloSciowy charakter dziedziczenia tej cechy. Kilka lub kilkanascie QTLs (loci
cech ilosciowych) zapewnia roslinom zadawalajaca odpornos¢ polowa (Faris i in., 1999;
Keller i in., 2000; Feuillet i Keller, 2004; Kalih i in., 2015). Kazdy z genéw determinuje
stosunkowo maly tzw. efekt iloSciowy, a efekty poszczegdlnych gendéw sumuja sie.
W zwigzku z tym ekspresja cech warunkowana takimi genami podlega duzemu wptywowi
srodowiska. Nasilenie fuzariozy zalezy od warunkéw pogodowych panujacych w okresie
kwitnienia pszenicy, kiedy nast¢puje infekcja. Czynnikami sprzyjajacymi sa wysoka
wilgotno$¢ powietrza, wiatr i opady deszczu.

Wedlug wielu autoréw odporno$¢ na fuzarioz¢ klosa charakteryzuje si¢ duza
odziedziczalno$cig, wystarczajgca do prowadzenia skutecznej selekcji (Buerstmayer i in.,
2003, Paillard i in., 2003). Najwicksze szkody fuzarioza powoduje u pszenicy twardej
(Triticum durum) — jest ona najbardziej podatna na te chorobe. Wielu badaczy w
ubieglych latach stwierdzato, Zze mniejszg podatno$cig na porazenie klosa (wiech)
charakteryzuja sie kolejno pszenzyto, zyto, jeczmien i owies (Langevin i in., 2004; Goral,
2007; Miedaner i in., 2001, 2004). W zwigzku z tym pszenzyto byto uwazane za zboze w
mniejszym stopniu zagrozone skazeniem mikotoksynami niz pszenica. Jednakze liczne
nowe odmiany pszenzyta okazuja si¢ w ostatnich latach podatne na fuzarioze ktoséw na
poziomie zblizonym do pszenicy (Goral i Ochodzki, 2006). Ostatnie lata badan pokazuja,
ze pszenzyto podobnie jak pszenica jest rowniez w znacznym stopniu zagrozone tg choroba
i obserwuje si¢ znaczng kumulacje toksyn fuzaryjnych w ziarnie podobng jak u pszenicy,
a nawet wyzszg mimo stwierdzanego mniejszego nasilenia objawow fuzariozy na ktosach
i ziarniakach (Comeau i in., 2008). Do tej pory zjawisko to jest niewyjasnione. Badacze
kanadyjscy sugeruja, ze by¢ moze znaczna kumulacja toksyn fuzaryjnych w ziarnie
pszenzyta moze by¢ spowodowana wieksza podatnoscia okrywy owocowo- nasiennej na
uszkodzenie przez grzyby z rodzaju Fusarium (Comeau i in., 2008; Veitch i in., 2008;
Randhawa i in., 2013). Przyczyny duzej podatnosci pszenzyta na fuzariozg ktosow upatruje
si¢ rowniez w tym, ze niektore pierwotne pszenzyta uzyskano z krzyzowan zyta z pszenica
twardg Triticum durum, ktora wykazuje duzg podatno$¢ na fuzarioze ktosoéw.

Celem badan bylo wstepne zidentyfikowanie genotypow pszenzyta ozimego
0 zwigkszonej odporno$ci na fuzarioz¢ klosow powodowang przez grzyby rodzaju
Fusarium spp. i niskiej akumulacji mikotoksyn fuzaryjnych w ziarnie, ktére mozna
wykorzysta¢ do badan nad typami odpornosci na fuzarioze ktoso6w u pszenzyta oraz jako
zrodta odpornosci w programach hodowlanych pszenzyta.
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MATERIAL I METODY

Material roslinny

Badania obejmowaty rody pszenzyta ozimego o zréznicowanym podlozu genetycznym,
pochodzace z programéw hodowlanych pszenzyta ozimego realizowanych w dwoch
firmach hodowlanych: Hodowla Roslin Strzelce oraz Danko Hodowla Ro$lin. Przebadano
odpornos¢ na fuzarioze kltoséw 1 kumulacje toksyn fuzaryjnych 35 roddéw pszenzyta
ozimego i 3 odmiany kontrolne: Fredro, Borwo i Tomko z wykorzystaniem markeréw
fenotypowych i metabolicznych.

Doswiadczenia polowe

Dos$wiadczenia polowe infekcyjne i kontrolne z genotypami pszenzyta ozimego zostaty
zalozone jesienia 2013 roku w uktadzie losowych blokow w dwdch lokalizacjach
potozonych w réznych rejonach Polski: w Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu
(pole w Cerekwicy) oraz w IHAR PIB w Radzikowie, co pozwolito na wigksze
zroznicowanie warunkow glebowych i klimatycznych (rozktad temperatury i opadow)
wplywajacych w istotny sposob na fuzariozg ktoséw. Pozwolito to na wytypowanie form
0 podwyzszonej odpornosci na fuzarioze ktoséw. Rody pszenzyta ozimego wysiano na
poletkach o powierzchni 1 m? w 3 powtdrzeniach. Gesto$¢ siewu wynosita okoto 300
ziarniakéw na m?,

Przygotowanie inokulum

Do wytworzenia inokulum wybrano trzy izolaty Fusarium culmorum tworzace
deoksyniwalenol (KF846 — chemotyp DON), niwalenol (KF350 — chemotyp NIV)
i zearalenon (ZFR 16 — chemotyp DON). Izolaty nalezace do chemotypu DON pochodzity
z Radzikowa i zostaly wyizolowane z ktosow pszenicy (Wisniewska i Kowalczyk, 2005;
Ochodzki i Goral, 2006). Izolat o chemotypie NIV pochodzit z Holandii (oznaczony, jako
IPO348) i zostal wyizolowany z ktosa pszenicy (Snijders i Perkowski, 1990). Izolaty byty
przechowywane dtugoterminowo w postaci zliofilizowanej grzybni w temperaturze -78°C.
Krotkoterminowo izolaty przechowywano na ubogiej pozywce SNA w temperaturze 4°C
(Nirenberg, 1976).

Zarodniki Fusarium wytworzono na sterylnych ziarnach pszenicy zaszczepionych
krazkami pozywki PDA przero$nigtej grzybnig F. culmorum (Wisniewska i in., 2014). Po
5-6 tygodniach powstawaty liczne sporodochia wypetnione zarodnikami. Tak wytworzone
zarodniki byly odpowiednim materialem do wykorzystania do inokulacji. Zawiesiny
uzyskane ze wszystkich izolatow miaty stezenie okoto 100 000 zarodnikéw w 1 mililitrze.
Do inokulacji stosowano mieszaning zawiesin trzech izolatéw w rownych proporcjach
(Wisniewska i in., 2014).

Inokulacja oraz ocena porazenia klosow i ziarniakéw

W obu lokalizacjach inokulacje wykonano metoda opryskiwania zawiesing zarodnikow
z dodatkiem preparatu powierzchniowo czynnego Tween 20 (Sigma-Aldrich). Metoda ta
wykazuje podobienstwo do naturalnych warunkow infekcji ktosa przez Fusarium spp. i
umozliwia okres$lenie tacznie odpornosci na infekcje (Typ I) i odpornosci na
rozprzestrzeniania si¢ patogena wzdtuz osadki ktosowej (Typ II) (Buerstmayer i in., 2003).
Stosowano okoto 100 ml zawiesiny na 1 m2. Kazdy genotyp byl inokulowany oddzielnie
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w pelni kwitnienia. Na polu doswiadczalnym IGR PAN w Cerekwicy w celu uzyskania
wysokiej wilgotno$ci powietrza sprzyjajacej infekcji ktoséw, zastosowano mikrozraszacze
przez kolejne trzy dni po inokulacji. W drugiej lokalizacji w Radzikowie do$wiadczenie
prowadzono bez mikrozraszaczy, jednak pole do§wiadczalne umiejscowione jest w poblizu
rzeki 1 obszar ten charakteryzuje si¢ duza wilgotnoscia wzgledna powietrza. Obserwacje
porazenia ktosa przeprowadzono 3-krotnie: po 12, 14 i 16 dniach od inokulacji. Nasilenie
fuzariozy ktosow (typ odpornosci I + II) zostalo okreSlone na podstawie proporcji
porazonych ktoskow w klosie (tylko w ktosach z objawami choroby) oraz proporcji ktosow
prazonych na poletku. Z uzyskanych danych obliczono indeks fuzariozy ktosow wedtug
wzoru:
IFK = (% porazenia ktosa X % ktosow porazonych na poletku)/100.

W czasie zniw zbierano r¢cznie po 20 klosow dla kazdego z 35 genotypdw i 3 form
wzorcowych (Fredro, Borwo i Tomko) wysianych w trzech powtorzeniach z polowych
do$wiadczen inokulacyjnych w Cerekwicy i Radzikowie oraz z poletek kontrolnych
nieinokulowanych. Ktosy mtdcone byly recznie lub laboratoryjng miocarnia o stabym
nawiewie dla zapobiezenia utracie lekkich porazonych ziarniakéw. Proporcja ziarniakow
uszkodzonych przez Fusarium (typ odpornosci III) byta okre§lana wizualnie poprzez
podziat proby ziarniakow na ziarniaki zdrowe (HLK — healthy looking kernels) i ziarniaki
z objawami uszkodzenia przez Fusarium (FDK — Fusarium damaged kernels) (Argyris i
in., 2003). Okres$lana byta redukcja masy ziarna z ktosa (RMZK) w odniesieniu do préb
kontrolnych.

Analizy toksyn fuzaryjnych

Stezenie toksyn fuzaryjnych (DON, NIV i ZEA) oznaczono dla kazdego genotypu
w zmieszanych frakcjach ziarna (FDK+HLK).

Zawarto$¢ trichotecendéw z grupy B (DON, pochodne acetylowe DON - 3-AcDON, 15-
AcDON, NIV) w ziarnie analizowano przy wykorzystaniu techniki chromatografii gazowej
z detekcja wychwytu elektronéw (GC-ECD). Mikotoksyny ekstrahowano z 5 g zmielonego
ziarna za pomocg 25 ml wodnego roztworu acetonitrylu (acetonitryl:woda 84:16 Vv/v)
wytrzgsajac na wytrzgsarce przez 2 h. Probe odwirowano (3000 obrxmin?, 5 min.), a
uzyskany w ten sposéb ekstrakt oczyszczono na kolumience Trich 227+ (RomerLabs). Do
4 ml oczyszczonego ekstraktu dodano 1 pg wzorca wewnetrznego (chloraloza) i
odparowano do sucha w strumieniu powietrza. Mikotoksyny przeprowadzono w pochodne
(etery trimetylosilylowe) za pomocg mieszaniny silylujacej Sylon BTZ
(BSA+TMCS+TMSI, 3:2:3, Supelco). Upochodnione mikotoksyny rozpuszczono
w izooktanie, a nadmiar czynnika silylujacego roztozono i usunigto za pomoca wody.
Warstwe organiczng przeniesiono do fiolki autosamplera i poddano analizie chromato-
graficznej przy uzyciu chromatografu SRI 8610C, wyposazonego w kapilarng kolumne
BGB-5MS, o dtugosci 30 m i srednicy wewnetrznej 0,25 mm. Gazem nosnym byt wodor.
Chromatogram rozwijano w gradiencie temperatury od 170°C do 310°C, szybko$¢ wzrostu
temperatury 5°Cxmint. Detekcje mikotoksyn prowadzono za pomocg detektora wychwytu
elektronéw (ECD). Identyfikacji poszczegolnych zwiazkow dokonano przez poréwnanie
czasow wymywania z kolumny czystych wzorcow mikotoksyn: DON, 3AcDON,
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15AcDON, NIV (Sigma-Aldrich). Stezenie mikotoksyn okreslono na podstawie Krzywej
kalibracji, z zastosowaniem chloralozy, jako wzorca wewnetrznego.

Zawarto$¢ zearalenonu (ZEA) oznaczano za pomocg ilosciowego testu immuno-
enzymatycznego AgraQuant® zearalenone zgodnie z procedurg podang przez producenta
(Wisniewska i in., 2014).

Zawarto$¢ ergosterolu okreslono metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(Perkowski i in., 2007, 2008). Ergosterol zostal wyekstrahowany roztworem metanolu
w srodowisku alkalicznym przy jednoczesnym zmydlaniu z uzyciem promieniowania
mikrofalowego. Po neutralizacji roztworu, ergosterol zostal wyekstrahowany do fazy
organicznej za pomoca pentanu. Po wysuszeniu w strumieniu azotu ergosterol byt
rozpuszczany w metanolu i rozdzielany chromatograficznie technika HPLC na kolumnie
krzemionkowej za pomocg metanolu. Detekcja prowadzona byla na detektorze UV przy
dhugosci fali A=282 nm. Identyfikacji ergosterolu dokonano na podstawie czasu retencji.
Ilo$¢ ergosterolu zostata okreslona na podstawie krzywej kalibracyjnej czystego wzorca
(metoda wzorca zewnetrznego).

Obliczenia statystyczne

Analiza statystyczna zostala wykonana za pomocg pakietu Microsoft® Excel
2010/XLSTAT®©-Pro (Version 2013.4.07, Addinsoft, Inc., Brooklyn, NY, USA).
Przeprowadzono analiz¢ wariancji IFK oraz FDK oraz poroéwnanie $rednich testem Tukeya
(XLSTAT: ANOVA). Obliczono wspotczynniki korelacji IFK, FDK, redukcji
komponentow plonu oraz zawarto$ci poszczegdlnych mikotoksyn (XLSTAT: Correlation
tests). W celu zgrupowania rodéw na podstawie roznych typow odpornosci w dwoch
lokalizacjach zastosowano metod¢ analizy sktadowych gtownych (XLSTAT: PCA).

WYNIKI I DYSKUSJA

Badania obejmowaty 35 genotypdéw pszenzyta ozimego o zrdéznicowanym podiozu
genetycznym, pochodzace z rdéznych kombinacji krzyzowan odmian i genotypow
0 poznanej podwyzszonej odpornosci oraz 3 formy kontrolne Tomko, Borwo i Fredro.
Pierwszy komponent odpornos$ci — porazenie ktosa wyrazone indeksem fuzariozy (% FK)
— wynosito w Cerekwicy $rednio IFK = 19,2% i ksztaltowato si¢ w zakresie od 7,8 do
55,8%. i byto wyzsze niz w drugiej lokalizacji — Radzikowie, gdzie $rednio odnotowano
IFK =11,0% (zakres od 4,3 do 21,3%) (tab. 1). Niskie porazenie ktosa w obu lokalizacjach
(okoto 10%) odnotowano dla genotypéw MAH 34359-1, DS.9, BOHD 1352-2, DANKO
2, DANKO 17 i BOH 537-2. Srednie porazenie klosow pszenzyta z obu lokalizacji
wyniosto 15,1% (zakres od 7,6 do 30,7%) (tab. 1).

Wspdtczynnik korelacji porazenia ktosa (%IFK) w lokalizacjach Cerekwica i Radzikow
dla badanych genotypoéw wynosit r = 0,429. Warunki pogodowe w obu lokalizacjach byty
zréznicowane, co wplyneto na duze réznice w porazeniu ktosa. Odnotowano podobna
temperatur¢ w Cerekwicy i Radzikowie w ostatniej dekadzie maja, w czasie kwitnienia
genotypow pszenzyta (okoto 18°C), natomiast stwierdzono znacznie wyzsze w tym czasie
opady w Cerekwicy, 62 mm w poréwnaniu z opadami w Radzikowie, gdzie odnotowano
tylko 42 mm (tab. 2).
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Tabela 1

Indeks fuzariozy klosow (IFK), uszkodzenie ziarniakow przez Fusarium (FDK) oraz redukcja masy
ziarna z klosa (MZK) u genotypéw pszenzyta ozimego inokulowanych F. culmorum w Cerekwicy (C)
i Radzikowie (R)
Fusarium hed blight index (FHBI), Fusarium damaged kernels (FDK) and reduction of grain yield per
spike (Yield reduction) for winter triticale lines inoculated with F. culmorum in Cerekwica (C)
and Radzikow (R)

Redukcja | Redukcja | Redukcja

L IFK (%) | IFK (%) | IFK (%) | FDK (%) | FDK (%) | FDK (%) | MZK (%) | MZK (%) | MZK (%)
N‘;‘ Genotyp® c R o c R i c R i
Genotype®  |FHBi (%) | FHBI (%) |FHBI (%) | FDK (%) | FDK (%) | FDK (%) |  Yield Yield Yield

C R avg.” C R avg.” | reduction | reduction | reduction

(%) C ()R | (Ww)avg.”
1 MAH 34359-1 9,3 59 7,6 30,6 34,2 32,4 57,8 15,9 36,8
2 DS.9 79 8,1 8,0 16,1 5,0 10,5 42,7 16,4 29,6
3 BOHD 1352-2 55 12,8 9,2 32,9 23,7 28,3 64,1 19,3 41,7
4 DANKO 2 9,5 10,3 9,9 31,6 30,0 30,8 65,5 47,8 56,6
5 DANKO 17 12,4 7.8 10,1 29,1 53 29,3 43,9 22,3 52,1
6 BOH537-2 9,5 10,7 10,1 20,3 38,2 17,2 70,8 33,3 33,1
7 DS 1238 9,3 11,8 10,5 28,2 9,3 18,8 70,0 46,8 58,4
8 MAH 33544-4 12,8 8,6 10,7 33,6 29,9 31,7 61,8 57,9 59,9
9 BOHD 1049-1 11,8 10,1 10,9 33,8 17,6 25,7 79,5 24,5 52,0
10 MAH 32247-1 13,0 8,9 11,0 40,4 26,1 33,2 81,6 37,8 59,7
11 DL 446/08 12,5 9,8 11,2 33,0 3,2 18,1 78,7 38,0 58,3
12 DANKO 4 10,8 11,8 11,3 38,9 35,0 37,0 88,0 13,3 50,6
13 DANKO 9 (Tox) 16,7 6,2 11,4 53,6 8,4 31,0 43,6 14,1 28,8
14 BOH 1062-2 14,3 9,0 11,6 29,3 17,1 23,2 56,1 8,0 32,0
15 DANKO 13 15,8 8,3 12,0 54,2 45,3 49,8 80,9 26,6 53,8
16 BOH 835-4 (Tox) 14,8 9,6 12,2 65,3 23,9 44,6 73,7 22,8 48,3
17 DC 06080-56 17,0 74 12,2 45,8 5,0 25,4 65,7 24,9 453
18 DANKO 6 12,4 12,2 12,3 29,1 29,8 29,5 63,9 34,2 49,0
19 BOHD 898-1 13,5 11,9 12,7 35,5 48,4 41,9 56,4 19,6 38,0
20 MAH 33544-3/1 18,0 75 12,8 455 20,5 27,5 85,1 38,5 354
21 BOHD 1186-1 13,5 12,0 12,8 82,3 49,6 33,0 81,8 33,8 61,8
22 DANKO1 (S) 13,8 11,9 12,8 28,3 26,7 66,0 54,8 16,0 57,8
23 BOH534-4 13,1 12,6 12,9 33,8 33,5 33,7 70,6 43,0 56,8
24 LD 121/08 21,8 4,3 13,0 45,1 32,2 38,7 68,1 12,9 40,5
25 BOHD 1025-2 18,5 8,3 13,4 44,1 19,7 31,9 73,4 33,0 53,2
26 DC 03326/06/2 13,8 14,4 14,1 31,4 28,8 30,1 78,6 15,5 47,0
27 DL 593/07 20,8 74 14,1 44,0 30,4 37,2 64,6 33,3 49,0
28 DANKO 8 24,0 6,6 15,3 47,4 4.4 25,9 67,1 1,2 34,1
29 MAH 31011-2 21,8 9,8 15,8 54,2 23,5 38,8 63,8 25,3 44,6
30 MAH 32726-1/1 16,3 15,8 16,0 34,8 27,4 31,1 46,0 20,1 33,1
31 MAH 33881-7 20,0 12,9 16,5 32,5 11,9 22,2 49,4 28,3 38,9
32 DAST 15/11 (Tox) 33,3 19,5 26,4 28,6 16,9 22,7 60,3 441 52,2
33 MAH 34068-5 (Tox) 31,9 21,3 26,6 35,7 8,4 22,0 59,7 12,3 36,0
34 Fredro 42,4 12,5 27,4 19,3 15,4 17,3 68,2 57,0 62,6
35 MAH 33116-7/1(S) 39,3 16,8 28,0 64,4 35,1 49,7 89,2 56,6 72,9
36 Borwo 48,6 11,6 30,1 38,4 18,8 28,6 69,3 25,1 47,2
37 Tomko 48,6 11,8 30,2 37,5 14,8 26,1 54,6 42,8 48,7
38 BOH 1273-1(S) 415 19,8 30,7 42,1 29,6 35,8 86,9 10,6 48,7
Srednie — Means 19,2 11,0 151 38,7 23,2 31,0 66,7 28,2 47,5

& — genotypy uszeregowane wg $redniego IFK; * — érednie dla Cerekwicy i Radzikowa; S — linie podatne na infekcje
klosa w roku 2013; Tox — linie o wysokiej akumulacji toksyn w ziarnie w roku 2013
& — genotypes ordered according to the average FHBI; # — average values for Cerekwica and Radzikéw; S- lines
susceptible in 2013; Tox — lines accumulating high amounts of toxins in 2013
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Wysoka wilgotno$¢ podczas kwitnienia pszenzyta i po kwitnieniu wptyneta na skutecz-
niejszg infekcje 1 znaczne porazenie ktosa w doswiadczeniu inokulacyjnym w Cerekwicy.

Tabela 2
Temperatura i opady w dwéch lokalizacjach Poznan-Cerekwica i Radzikow
Air temperature and precipitation in two experimental locations Peznan-Cerekwica and Radzikow

Miesiac Srednia temperatura (°C) Suma_ O_PaqéW (mm)
Mont?] Average temperature (°C) Precipitation (mm)
Cerekwica | Radzikow Cerekwica [ Radzikéw
2031V 18,1 18,2 62,0 46,0
1 16,9 16,3 28,2 61,0
Vi 22,2 21,6 61,4 78,4
Vil 18,0 18,1 58,6 87,4

Ocena porazenia klosa w sezonie 2014 byla bardzo skomplikowana, poniewaz
obserwowano duze nasilenie rdzy zottej na terenie catej Polski. Grzyb Puccinia striiformis
porazal nie tylko liscie, ale roéwniez klosy pszenzyta (do 100% ktoséw porazonych dla
niektdrych genotypow). Utrudniato to w znacznym stopniu prawidlowa ocen¢ porazenia
przez Fusarium culmorum. Mogto to by¢ powodem uzyskania niskiej korelacji wynikoéw
porazenia klosow z dwoch lokalizacji. Wiarygodna ocena porazenia klosow pszenzyta
przez Fusarium jest uwazana za trudniejsza niz u pszenicy ze wzgledu ma morfologi¢ ktosa
pszenzyta (Miedaner i in., 2004).

Uszkodzenie ziarniakéw (typ III odpornos$ci) wynosito w lokalizacji Cerekwica $rednio
%FDK = 38,7% i wahato si¢ od 16,0% (genotyp DS.9) do 82,3% (genotyp DANKO 1)
(tab. 1). U 3 genotypoéw pszenzyta ozimego (DS.9, DANKO 17, Fredro) stwierdzono
niewielki procent ziarna z wyraznymi objawami fuzariozy (do 20% FDK). Natomiast
znaczne uszkodzenie ziarna powyzej 40% FDK odnotowano u 6 genotypéw (DANKO 9,
MAH 31011-2, DANKO 13, MAH 33116-7/1, BOH 835-4, DANKO 1), z ktorych u trzech
genotypow stwierdzono duze uszkodzenie ziarna, ale niewielkie porazenie ktosa do 16%
IFK, co bardzo czesto obserwowane jest u pszenzyta. W Radzikowie uszkodzenie
ziarniakoéw byto nizsze i wyniosto 23,3%. Zakres zmiennos$ci miescil si¢ w granicach od
3,2% (DL 446/08) do 49,6% (DANKO 1). Niewielkie uszkodzenie (ponizej 6%)
stwierdzono u 5 genotypow (DL 446/08, DANKO 8, DS. 9, DC 06080-56, BOH 537-2).
Silne uszkodzenie (powyzej 40%) wystapito u 3 genotypow (DANKO 13, BOHD 898-1,
DANKO 1). Srednie uszkodzenie ziarniakow pszenzyta z obu lokalizacji wyniosto 31,0%
(zakres od 10,5 do 66,0%) (tab. 1).

Wspotezynnik korelacji uszkodzenia ziarniakow w obu lokalizacjach wyniost r = 0,318
i nie byt istotny statystycznie. Brak bylo korelacji pomiedzy indeksem fuzariozy ktoséw a
uszkodzeniem ziarniakow, zaréwno w Cerekwicy jak i w Radzikowie.

Srednia masa ziarna z ktosa po inokulacji genotypow pszenzyta ozimego byta nizsza w
porownaniu z kontrolg. Dla genotypow wysianych w doswiadczeniu w Cerekwicy redukcja
masy ziarna z ktosa (RMZK) wyniosta §rednio 66,7% i wahata si¢ od 42,7% u genotypu
DS.9 do 89,2% u genotypu MAH 33116-7/1 (tab. 1). W drugiej lokalizacji Radzikow
srednia RMZK wynosita 28,2% i wahata si¢ od 1,2% (DANKO 8) do 57,9% u genotypu
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MAH 33544-4. Srednia redukcja masy ziarna z ktosa pszenzyta z obu lokalizacji wyniosta
47,5% (zakres od 28,8 do 72,9%) (tab. 1).

Genotyp DS.9 mimo niskiego porazenia ktosa w dwoch lokalizacjach-$rednio IFK =
8,0% 1 niewielkiego procentu ziarna z wyraznymi objawami fuzariozy FDK = 10,5%
reagowal znaczng obnizka masy ziarna z ktosa po inokulacji RMZK = 29,6%. Najnizszy
ubytek masy ziarna po inokulacji w dwoch lokalizacjach stwierdzono u genotypu DANKO
9 Tox (28,8%), wspomnianego DS.9 oraz BOH 1062-2 (32,0%) (tab. 1).

Wspolczynnik korelacji redukcji MZK w obu lokalizacjach wyniost r = 0,228 i nie byt
istotny statystycznie. Obnizke masy ziarna z ktosa u genotypow pszenzyta po inokulacji
stwierdzali rowniez Oettler i Wahle (2001). Obserwowali oni réwniez duza interakcje
genotypowo-srodowiskowa (lata i lokalizacje).

Uzyskanie genotypéw pszenzyta z wigkszg odpornoscig na fuzarioz¢ klosow w procesie
hodowli jest trudne, poniewaz odpornos¢ na te chorobg jest cechg iloSciowa, modyfikowana
przez czynniki genetyczne i przez warunki Srodowiskowe, szczegdlnie temperature i opady, od
kwitnienia do stadium dojrzatosci woskowej migkkiej (Mesterhazy, 1995; Mesterhazy i in.,
2002; Miedaner, 1997; Chetkowski i in., 2000; Snijders, 2004; Cowger i in., 2009). Skutkuje
to istnieniem znacznej interakcji genotypowo-srodowiskowej (GE) (Miedaner i in., 2001;
Buerstmayr i in., 2009; Warzecha i in., 2010). Ze wzgledu na te interakcj¢ GE potrzebne sg co
najmniej dwa niezalezne doswiadczenia do fenotypowego oszacowania poziomu odpornosci.
Selekcja materialu hodowlanego pod katem odpornosci na fuzarioze kloséw jest wiec
czasochtonna i kosztowna (Hollins i in., 2003). W programach hodowlanych i badaniach nad
fuzariozg ktosow nasilenie choroby jest okreslane poprzez wizualng oceng objawow na klosie
(typ I11I) i wizualng ocene uszkodzenia ziarniakow (FDK — odpornos¢ typu I1I) w zebranych
prébach (Yang i in., 2004; Buerstmayr i in., 2009).

Zawarto$¢ trichotecenOW z grupy B w badanych probach ziarna byta znaczna i $rednio
dla dwdch lokalizacji wynosita 23,541 mg/kg i wahata si¢ od 8,806 u genotypu DS.9 do
91,342 mg/kg u genotypu DANKO 1 (tab. 3). Podobnie stwierdzono bardzo duze ilosci
zearalenonu (ZEA) od 129 nug/kg u genotypu DS.9 do 3307 ug/kg u genotypu MAH 33116-
7/1. Genotyp DS.9, u ktdrego stwierdzono najnizszg zawartos¢ ZEA wykazywal najnizsze
porazenie ktosa (Typ II i I odpornosci) i redukcje masy ziarna po inokulacji (Typ V
odpornosci) (tab. 1).

W doswiadczeniu inokulacyjnym w Cerekwicy $rednia zawarto$¢ trichotecenow B
wynosita 43,183 mg/kg (tab. 3). Zakres zmiennosci miescit si¢ w granicach 13,814 mg/kg
(MAH 33116-7/1) — 172,567 mg/kg (DANKO 1). Akumulacja trichotecenow B w ziarnie w
Radzikowie byta ponad 10-krotnie nizsza i wyniosta 3,898 mg/kg, w zakresie od 0,620 mg/kg
(DS.9) do 10,136 mg/kg (MAH 33116-7/1). Podobne zalezno$ci obserwowano dla zearalenonu
(tab. 3). Zawarto$¢ ZEA wynosita 2272 ug/kg i wahala si¢ od 248 pg/kg u genotypu DS.9 do
6251 pg/kg u genotypu MAH 33116-7/1. Byta ona znacznie wyzsza niz w Radzikowie, gdzie
srednia zwarto$¢ ZEA wynosita 126 png/kg, w zakresie od 10 pg/kg (DS.9) do 363 ng/kg (MAH
33116-7/1). Zawartosci trichotecenéw B i ZEA w ziarnie w Radzikowie i Cerekwicy
korelowaly istotnie. Wspotczynniki wynosity odpowiednio r = 0,424 i r = 0,356.

47



Halina Wisniewska ...

Tabela 3

Akumulacja ergosterolu (ERG), trichotecenéw z grupy B (TCT B) (DON i pochodne, NIV) oraz
zearalenonu (ZEA) w ziarnie genotypéw pszenzyta ozimego inokulowanych F. culmorum w Cerekwicy

(C) i Radzikowie (R)
Accumulation of ergosterol (ERG), trichothecenes of group B (TCT B) (DON and derivatives, NIV) and
zearalenone (ZEA) in grain of winter triticale lines inoculated with F. culmorum in Cerekwica (C) and
Radzikow (R)

ERG TCTB ZEA

ere | erG | M99 rere | tere |MIKD)| zea | zea (ugr";@ ERGT
(ngko) (k0| e | k)| (M0D)| 1 | (19K | Gk | S | L 5a

Lp. Genotyp*
No. Genotype®

(mg/kg) (mg/kg) (ug/kg) | stnd”
avg.® avg.® avg.’

1 DS.9 19,1 74 13,2 16,991 0,620 8,806 248 10 129 -1,366
2 DANKO17 36,6 25,2 30,9 22,704 4,809 13,757 562 96 329 -0,850
3 DS 1238 40,9 12,1 26,5 23,145 3,185 13,165 1048 253 650 -0,770
4 BOHD 1352-2 36,5 8,8 22,6 28,729 1,335 15,032 1457 43 750 -0,734
5 BOH537-2 44,1 18,1 31,1 26,042 3,015 14,529 1289 103 696 -0,637
6 Fredro 54,5 29,1 41,8 23,000 2,947 12,973 958 87 523 -0,591
7 BOH534-4 30,5 12,6 21,6 27,115 3,350 15,233 2278 58 1168 -0,529
8 DAST 15/11 (Tox) 57,3 22,6 39,9 30,774 4937 17,856 794 258 526 -0,499
9 MAH 34359-1 47,4 7,3 27,3 39,277 4,312 21,795 1810 29 919 -0,401
10 MAH 340685 (Tox) 61,1 8,6 34,9 35,716 2,981 19,348 1586 50 818 -0,392
11 DC 03326/06/2 53,0 10,7 31,9 25,881 5,263 15,572 2178 71 1125 -0,375
12 BOHD 898-1 52,2 8,9 30,5 44,628 0,713 22,670 1625 48 836 -0,370
13 DANKO 8 57,8 13,3 355 37,359 2,731 20,045 1432 244 838 -0,353
14 DANKO 2 50,8 23,2 37,0 48,042 3,714 25878 892 145 518 -0,350
15 BOH 1062-2 43,7 12,4 28,0 33,772 2,838 18,305 2407 87 1247 -0,306
16 MAH 33544-3/1 59,6 12,7 36,2 32,278 1,754 17,016 2110 43 1076 -0,295
17 Tomko 59,7 14,7 37,2 43,779 4,246 24,013 1436 55 745 -0,275
18 MAH 33881-7 59,3 12,8 36,1 40,566 1,486 21,026 1794 152 973 -0,250
19 BOHD 1025-2 54,2 79 31,0 39,301 2,928 21,114 2266 32 1149 -0,238
20 MAH 32726-1/1 56,7 9,5 331 37,305 1,141 19,223 2349 46 1198 -0,226
21 BOHD 1049-1 48,7 17,4 33,0 33,554 5,723 19,638 2296 149 1222 -0,204
22 DANKO 6 49,2 30,8 40,0 33,596 6,927 20,262 1813 158 985 -0,198
23 DANKO 4 62,5 111 36,8 37,672 3,148 20,410 2382 84 1233 -0,118
24 BOHD 1186-1 63,7 12,6 38,1 55,178 2,508 28,843 1496 150 823 -0,099
25 DL 446/08 65,3 9,5 37,4 46,623 1,734 24,179 2141 39 1090 -0,088
26 MAH 33544-4 59,3 14,3 36,8 39,519 3,653 21,586 2449 72 1260 -0,074
27 DANKO 13 67,0 21,7 44,3 42,831 6,951 24,891 2040 161 1101 0,048
28 BOH 1273-1(S) 49,6 11,8 30,7 35,694 1,807 18,750 3594 110 1852 0,064
29 LD 121/08 87,3 17,4 52,4 50,255 5,047 27,651 2022 70 1046 0,219
30 DL 593/07 84,7 15,2 50,0 51,766 4,633 28,200 2382 82 1232 0,291
31 DANKO 9 (Tox) 91,3 19,4 55,3 69,099 4,236 36,668 2410 79 1244 0,596
32 Borwo 82,7 10,0 46,4 71,819 6,790 39,304 2650 221 1435 0,615
33 MAH 31011-2 75,4 12,2 43,8 56,144 4,509 30,326 4299 18 2158 0,725
34 MAH 32247-1 69,0 11,0 40,0 43,322 3,422 23,372 5230 124 2677 0,760
35 BOH 835-4 (Tox) 101,6 10,3 56,0 73,297 3,907 38,602 3010 91 1550 0,814
36 DC 06080-56 97,7 12,7 55,2 57,812 4,566 31,189 3783 241 2012 0,857
37 MAH33116-7/1(S) 176,8 453 1111 13,814 10,136 11,975 6251 363 3307 1,961
38 DANKO1(S) 2121 336 1229 172567 10,116 91,342 4349 359 2354 3,638
Srednie — Means 66,3 15,6 41,0 43,183 3,898 23,541 2240 118 1179 -

& — genotypy uszeregowane wg wartosci ERG+TCT+ZEA stnd; $— srednie dla Cerekwicy i Radzikowa; * — $rednia ze
standaryzowanych zawartosci ERG, TCT B i ZEA; S - linie podatne na infekcj¢ ktosa w roku 2013; Tox — linie o wysokiej
akumulacji toksyn w ziarnie w roku 2013; ¢ — genotypes ordered according to the ERG+TCT+ZEA stnd value; > —
average values for Cerekwica and Radzikow; # — mean of standardized values of ERG, TCT B and ZEA, S- lines
susceptible in 2013; Tox — lines accumulating high amounts of toxins in 2013
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Badano rowniez zawartos¢ ergosterolu — miernika ilo$ci grzybni w tkance (Seitz i in.,
1979). Najmniejsze ilosci ERG (13,2 mg/kg) stwierdzono u genotypu DS.9 wykazujacego
najnizsze porazenie ktosa (8% IFK), ziarna (10,0% FDK) i najmniejsze wartosci toksyn z
grupy B i zearalenonu (tab. 1, 3). Wysoka $rednia zawarto$¢ ergosterolu stwierdzono u
genotypu pszenzyta DANKO 1 (122,0 mg/kg) oraz MAH 33116-7/1 (S) (111,1 mg/kg).
Zawarto$¢ ERG w ziarnie z dos§wiadczenia w Cerekwicy (66,3 mg/kg) byla czterokrotnie
wyzsza niz w Radzikowie (15,6 mg/kg). Wspolczynnik korelacji ERG w obu lokalizacjach
wynidst r = 0,569 i byt istotny statystycznie.

Podsumowujac, najnizsze zawarto$ci metabolitow fuzaryjnych stwierdzono w ziarnie
takich genotypow jak: DS. 9, DANKO 17, DS 1238, BOHD 1352-2, BOH 537-2, natomiast
najwyzsze w ziarnie genotypéw BOH 835-4 (Tox), DC 06080-56, MAH 33116-7/1 (S),
DANKO 1 (S) (tab. 3; ERG+TCT+ZEA stnd).

Tabela 4 obrazuje wspotczynniki korelacji pomigdzy % IFK, % FDK oraz zawartoscig
ergosterolu i1 toksyn fuzaryjnych. Odnotowano niski wspotczynnik korelacji stopnia
porazenia ktosow (% FK) a uszkodzeniem ziarniakow i zawartoscia toksyn. Istotny byt
jedynie wspotczynnik korelacji z zawarto$cig ergosterolu w ziarnie.

Tabela 4

Wspolczynniki korelacji pomiedzy indeksem fuzariozy klosow (IFK), uszkodzeniem ziarniakow przez
Fusarium (FDK), redukcja plonu (RMZK) oraz zwartos$cig ergosterolu (ERG), trichotecenow B (TCT

B) oraz zearalenonu (ZEA) w ziarnie 38 genotypow pszenzyta. Srednie z do§wiadczein w Cerekwicy

i Radzikowie

Coefficients of correlation between Fusarium head blight index (FHBI), Fusarium damaged kernels

(FDK), grain yield reduction (Yield red.) and accumulation of ergosterol (ERG), trichothecenes B

(TCT B) and zearalenone (ZEA) in grain of 38 winter triticale lines. Averages from experiments in

Cerekwica and Radzikow

Zmienne IFK FDK RMZK ERG TCTB
Variables FHBI FDK Yield red. ERG TCTB
FDK — FDK 0,067
RMZK — Yield red. 0,204 0,336
ERG — ERG 0,334 0,635 0,374
TCTB—TCTB 0,024 0,594 0,090 0,642
ZEA —ZEA 0,231 0,675 0,287 0,657 0,520

Wyro6znione wspolczynniki istotne na poziomie alfa < 0,05
Bolded coefficients significant at P < 0.05 level

Redukcja masy ziarna z klosa w istotny sposob korelowata z uszkodzeniem ziarnikow
przez Fusarium (tab. 4). Podobnie RMZK korelowata z zawartoScig ergosterolu w ziarnie.
Brak byto natomiast istotnej korelacji RMZK z zawarto$cig zearalenonu i trichotecenéw B
W ziarnie, pomimo istnienia wptywu wielkosci FDK na zawarto$¢ tych toksyn.

Stwierdzono wysoki wspolczynnik determinacji pomig¢dzy $rednim uszkodzeniem
ziarna (FDK) i $rednig zawarto$cig zearalenonu, ktory wynosit R?= 0,449 (rys. 2). Nizszy
wspotczynnik determinacji wyliczono miedzy S$rednim uszkodzeniem ziarna (FDK)
I Srednig zawartoscia trichotecenéw B i wynosit R? = 0,352 (rys. 1).
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Zawarto$¢ ergosterolu w ziarnie korelowata istotnie z procentem uszkodzenia
ziarniakow (R2 = 0,403) oraz zawartoscia zearalenonu (R2 = 0,432) i trichotecenéw B (Rz =
0,412) (rys. 3-5).

)
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e - ' S)
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0,8 t ' : - -
0,9 1.1 1,3 1,5 1,7 19

Log [FDK (%)]
Rys. 1. Zalezno$¢ pomiedzy Srednim uszkodzeniem ziarniakow (FDK) oraz §rednia zawartoscia
trichotecenéw B (TCT B) w ziarnie pszenzyta ozimego w Cerekwicy i Radzikowie
Fig.1. Relationship between proportion of Fusarium damaged kernels (FDK) and concentration of
trichothecenes B (TC B) in grain of winter triticale in Cerekwica and Radzikéw

4
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Rys. 2. Zalezno$¢ pomiedzy $rednim uszkodzeniem ziarniakéw (FDK) oraz Srednia zawartoScia
zearalenonu (ZEA) w ziarnie pszenzyta ozimego w Cerekwicy i Radzikowie
Fig. 2. Relationship between proportions of Fusarium damaged kernels (FDK) and concentration
of zearalenone (ZEA) in grain of winter triticale in Cerekwica and Radzikow
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Rys. 3. Zalezno$¢ pomiedzy Srednim uszkodzeniem ziarniakow (FDK) oraz Srednia zawartoscia
ergosterolu (ERG) w ziarnie pszenzyta ozimego w Cerekwicy i Radzikowie.
Fig. 3. Relationship between proportions of Fusarium damaged kernels (FDK) and concentration of
ergosterol (ERG) in grain of winter triticale in Cerekwica and Radzikéw
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Rys. 4. Zalezno$¢ miedzy zawartoscia ergosterolu (ERG) a akumulacja zearalenonu (ZEA) w ziarnie

pszenzyta ozimego

Fig. 4. Relationship between concentration of ergosterol (ERG) and zearalenone (ZEA) in grain

of winter triticale
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Rys. 5. Zalezno$¢ miedzy zawarto$cia ergosterolu (ERG) a akumulacja trichotecenow B (TCT B)
W ziarnie pszenzyta ozimego
Fig. 4. Relationship between concentration of ergosterol (ERG) and trichothecenes B (TCT B) in grain
of winter triticale

Ze wzgledu na zlozono$¢ odpornosci na fuzarioze kltoséw oraz rdzne jednostki miar
poszczegoélnych cech uzyskane wyniki poddano statystycznej analizie sktadowych
gtéwnych. Genotypy pszenzyta (38) zostaly pogrupowane na podstawie odpornosci na
porazenie ktosa i uszkodzenia ziarniakow w Cerekwicy i w Radzikowie oraz zawartosci
ergosterolu i toksyn fuzaryjnych w ziarnie (rys. 6). Genotypy o najwyzszej odpornosci to
te, ktore lokuja sie po przeciwnej stronie wektorow, czyli maja niskie wartosci dla
wszystkich zmiennych (DS. 9, MAH 32726-1/1, MAH 33544-4, BOH 537-2, BOHD 1352-
2).

Czeg$¢ genotypoéw badanych w biezacej pracy znalazta si¢ w do$wiadczeniach
infekcyjnych, ktorych wyniki opublikowano w pracy Wisniewskiej i in. (2014).
Poréwnanie wynikéw dla 24 genotypdw wykazato wysokg zgodnos$¢ indeksow fuzariozy
ktosow (r = 0,780) oraz zawartosci trichotecenow B (r =0,732). Wspotczynniki dla stopnia
uszkodzenia ziarniakow oraz zawartosci zearalenonu byl nieistotne i wynosity
odpowiednio r = 0,375 i r = 0,246. Najwyzszg odpornoscia wszystkich typéw wykazaly si¢
genotypy DS.91 DS. 1328. Niskg akumulacjg toksyn charakteryzowaty si¢ odmiana Fredro
i genotyp BOHD 1352-2. Najbardziej podatne byty odmiana Borwo i genotyp BOH 835-4
(Tox).
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Rys. 6. Uklad wspétrzednych dwoéch skladowych gléwnych dla 38 genotypow pszenzyta ozimego.
Skladowe wyjasniaja 55,8% zmiennoS$ci odpornosci na fuzarioze kloséw mierzona indeksem fuzariozy
klosow (IFK), uszkodzeniem ziarniakéw (FDK), redukcja masy ziarna z klosa (RMZK) oraz
zawartoScia ergosterolu (ERG), zearalenonu (ZEA) i trichotecenéw B w ziarnie w Radzikowie (R) i
Cerekwicy (C)

Fig.6. Biplot of the principal component analysis for 38 winter triticale lines. Two first components
explained 55.8% of variability of Fusarium head blight resistance characterized with FHB index (IFK),
Fusarium damaged kernels (FDK), grain yield reduction (RMZK) and concentration of ergosterol
(ERG), zearalenone (ZEA) and trichothecenes B (TCT B) in grain in Radzikéw (R) and Cerekwica (C)

WNIOSKI

1. Genotypy pszenzyta ozimego charakteryzowaly si¢ zréznicowang odpornosciag na
porazenie ktosOw i ziarniakdw przez Fusarium culmorum.

2. Stwierdzono brak korelacji pomigdzy indeksem fuzariozy kloséw a uszkodzeniem
ziarna w obu lokalizacjach.

3. Redukcja masy ziarna z ktosa w istotny sposob korelowata z uszkodzeniem ziarniakow
przez Fusarium clumorum.

4. Uszkodzenie ziarniakow oraz zawartos¢ ergosterolu korelowaty istotnie z zawartoscia
trichotecenow B i zearalenonu w ziarnie.
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5. Zidentyfikowano 5 genotypéw (DS. 9, MAH 32726-1/1, MAH 33544-4, BOH 537-2,
BOHD 1352-2) o niskim porazeniu ktosa i uszkodzeniu ziarniakow przez Fusarium
clumorum oraz niskiej akumulacji toksyn fuzaryjnych w ziarnie.
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Otrzymywanie podwojonych haploidow
Z mieszancoOw ozimych 1 jarych pszenzyta
z zastosowaniem kolchicyny w kulturach

pylInikowych =

Doubled haploid production of winter and spring triticale hybrids using
colchicine in anther cultures

Celem pracy byto podwyzszenie efektywnosci otrzymywania podwojonych haploidow w kulturach
pylnikowych 6 form mieszancowych pszenzyta ozimego i 6 form jarych poprzez zastosowanie
kolchicyny w pozywce indukujacej androgenezg. Modyfikowano stezenie kolchicyny 1 czas
traktowania (0,1 mg/l lub 1,0 mg/l kolchicyny odpowiednio przez 24, 48 i 72 godziny) w ptynnej
pozywce C17. Stwierdzono, ze optymalnymi parametrami zastosowania kolchicyny byly stgzenia 1,0
mg/l przez 24 godziny oraz 0,1 mg/l przez 48 godzin. Na podstawie analiz cytometrycznych, w tych
warunkach stwierdzono zwigkszenie liczby roslin o podwojonej liczbie chromosoméw. Wynik ten
obserwowano u 6 form ozimych ($rednio 66,2%) oraz u 2 form jarych ($rednio 52,7%), w pordwnaniu
z warunkami kontrolnymi na pozywce bez kolchicyny, w ktorych uzyskano okoto 30% podwojonych
haploid6w.

Stowa kluczowe: kolchicyna, kultury pylnikowe, podwojone haploidy, pszenzyto ozime i jare

The aim of this work was to increase the efficiency of doubled haploids production in anther
cultures of 6 winter and 6 spring triticale hybrids. The colchicine concentration and the time of its use
(0.1 mg/l or 1.0 mg/I colchicine, for 24, 48 and 72 h, respectively) in androgenesis inducing C17 liquid
medium were modified. It was found that the optimal parameters of colchicine treatment were 1.0 mg/I
for 24 hours, and 0.1 mg/l for 48 hours. Based on flow cytometry analysis, in those conditions an
increase in a number of doubled haploids was observed. The increase was observed in 6 forms of winter
(average 66.2%) and 2 forms of spring triticale (average of 52.7%), as compared to control conditions
(the C17 medium without colchicine), producing of about 30.0% of doubled haploids

Key words: colchicine, anther culture, doubled haploids, winter and spring triticale
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WSTEP

Zadaniem hodowli ro$lin jest tworzenie nowych odmian, bardziej plennych i o polep-
szonych cechach uzytkowych. Jest to proces dtugotrwaty i wynosi u pszenzyta od 10 do 12
lat. W hodowli konwencjonalnej zarejestrowanie nowych odmian jest poprzedzone
kilkuletnim procesem homozygotyzacji, w celu otrzymania wyréwnanych materiatow.
Czesto rejestracja wyprowadzonych materialdow jako nowych odmian, pomimo
korzystnych wartosci gospodarczych nie zawsze jest mozliwa ze wzglgdu na nie-
dostateczne wyréwnanie. Zmienno$¢ rekombinacyjng na poziomie gametycznym mozna
utrwali¢ w krotkim czasie, wykorzystujac haploidalne stadium roéliny dla uzyskiwania
calkowicie homozygotycznych linii z heterozygotycznego materiatu. Zastosowanie
metody kultur pylnikowych stwarza mozliwo$¢ regeneracji haploidalnych roslin w pro-
cesie indukowanej androgenezy. U pszenzyta haploidy oraz podwojone haploidy uzyskuje
si¢ najczesciej poprzez androgeneze z wykorzystaniem kultur pylnikowych (Gonzales i in.,
1997; Ponitka i in., 1999; Tuvesson i in., 2000; Arzani i Darvey, 2002; Slusarkiewicz-
Jarzina i Ponitka, 2003; Wedzony, 2003; Lantos i in., 2014). Androgeneza jest procesem,
podczas ktorego w pylnikach hodowanych na pozywce nast¢puje zmiana kierunku rozwoju
mikrospor wykazujacych zdolno$¢ do regeneracji roslin. Dotychczas dla podniesienia
efektywnosci indukcji procesu androgenezy i regeneracji zielonych roslin w kulturach
pylnikowych pszenzyta stosowano miedzy innymi stresy termiczne przed wylozeniem
pylnikow na pozywke, modyfikacje sktadu pozywek indukujacych i regeneracyjnych
dotyczace gtdéwnie zawartosci cukrow, substancji wzrostowych oraz witamin (Sharmai in.,
1982; Hassawi i Liang, 1990; Hassawi i in., 1990; Karsai i in., 1994; Slusarkiewicz-Jarzina
i Ponitka, 1997; Ponitka i in., 1999; Immonen i Robinson, 2000; Tuvesson i in., 2000;
Gonzélez i Jouve, 2000, 2005; Arzani i Darvey, 2002; Lantos i in., 2014; Slusarkiewicz-
Jarzina i Ponitka, 2014). Androgeniczne rosliny uzyskane metodg kultur pylnikowych
najczesciej sg haploidami, ale wystepuja rowniez spontanicznie podwojone haploidy lub
aneuploidy (Muranty i in., 2002; Warzecha i in., 2005; Oleszczuk i in., 2011; Ponitka i
Slusarkiewicz-Jarzina, 2011). Liczbe chromosomoéw roslin haploidalnych mozna podwoié
stosujac rozne zwiagzki indukujace, jak kolchicyna (Redha i in., 1998; Arzani i Darvey,
2001; Slusarkiewicz-Jarzina i Ponitka, 2003; Oleszczuk i in., 2004), oryzalina, trifluoralin
(Wan i in., 1991), czy kofeina (Thomas i in., 1997), przy czym najczesciej stosowana jest
kolchicyna. W procesie podwajania liczby chromosoméw roslin haploidalnych pszenzyta
najczesciej prowadzi si¢ kolchicynowanie w warunkach in vivo, poprzez zanurzenie
haploidalnych ro§lin zielonych, uzyskanych w wyniku regeneracji struktur
androgenicznych otrzymanych badz z zastosowaniem kultur pylnikowych czy tez kultur
izolowanych mikrospor, w roztworze kolchicyny o stezeniu 1000 mg/l (Slusarkiewicz-
Jarzina i Ponitka, 2003; Wirschum i in., 2012). Z uwagi na toksyczny charakter
odczynnika, jego wysokie stezenie oraz stosowane stosunkowo duze objetosci, w roznych
osrodkach na $wiecie podejmowano proby zmian procedury kolchicynowania, polegajace
na dodawaniu induktora w pierwszych etapach androgenezy i w mniejszym st¢zeniu;
szczegolng uwage zwracano na efektywnos¢ otrzymywania roslin zielonych w odniesieniu
do liczby wytozonych pylnikéw lub izolowanych mikrospor, porownujac do warunkow
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kontrolnych, bez stosowania kolchicyny w pierwszych etapach androgenezy. Arzani i
Darvey (2001), prowadzac androgeneze metoda kultur pylnikowych, do pozywki MC17
indukujgcej powstawanie struktur androgenicznych, dodawali kolchicyng w stezeniu
400 mg/l, a takze dimetylosulfotlenek (DMSO) w stezeniu 1,5%, przy inkubacji przez 72
godziny; w tych warunkach nie uzyskano zwigkszonej liczby ro$lin DH, ani roslin
zielonych, w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. Natomiast Wirschum i in. (2012),
stosujac metode izolowanych mikrospor testowali dodawanie kolchicyny do pozywki
indukujacej NBP99 w trzech stezeniach, 0,1 mg/l, 0,4 mg/l oraz 2,0 mg/l, odpowiednio
przez 24, 48 i 72 godziny. W prowadzonych od lat badaniach wtasnych, dla otrzymania
roslin DH pszenzyta stosowano z dobrymi rezultatami metode kultur pylnikowych,
prowadzac indukcje struktur androgenicznych w pozywce C17, oraz indukcj¢ podwajania
liczby chromosoméw in vivo (Ponitka i Slusarkiewicz-Jarzina, 2007).

Dla zwigkszenia efektywnosci, obnizenia kosztow, a takze ograniczenia ekspozycji
badacza na dzialanie toksycznego zwigzku w roztworze o wysokim st¢zeniu kolchicyny
(1000 mg/l) rozpoczeto prace majace na celu modyfikacj¢ stosowanej dotad metody
poprzez dodanie kolchicyny w pierwszym etapie procesu androgenezy do pozywki C17.

MATERIAL I METODY

Materialem do$wiadczalnym bylo 6 ozimych form mieszancowych pszenzyta (CT
13001, CT 13073, CT 13139, Bo 2526, Bo 2544, Bo 2626) oraz 6 form jarych (M 417,
M 437, M 443, TJ 14071, TJ 14074, TJ 14088) pochodzacych ze Spotek Hodowli Roslin:
DANKO-Choryn i Strzelce.

Rosliny hodowano w szklarni stosujac doswietlanie przez 8 godzin/ dob¢ w tempera-
turze 22°C w dzien i 17°C w nocy. Scinano pedy z klosami zawierajacymi pylniki
z mikrosporami w stadium jednojadrowym z duza wakuola i umieszczano w roztworze
mikro- i makroelementéw wedtug pozywki N6 (Chu i in., 1975) z dodatkiem auksyny 2,4-
D (kwas 2,4 dichlorofenoksyoctowy) w stezeniu 2,0 mg/l, w temperaturze 4°C, przez 6 dni,
w ciemnos$ci. Pylniki izolowano w sterylnych warunkach i umieszczano w ptynnej
pozywce C17, indukujgcej androgeneze (Wang i Chen, 1983), z dodatkiem kolchicyny w
stezeniu 0,1 mg/l lub 1,0 mg/l, odpowiednio przez 24, 48 i 72 godziny. Wyktadano po
okoto 1500 pylnikow z kazdej formy mieszancowej (200 pylnikow na szalki o $rednicy
6 cm). Pylniki z pozywki zawierajacej kolchicyne przenoszono na pozywke bez kolchicyny
i inkubowano w temperaturze 28°C, w ciemnosci. Androgeniczne struktury hodowano na
pozywece regeneracyjnej 190-2 (Zhuang i Xu, 1983) z dodatkiem kinetyny w stezeniu 1,0
mg/l, w temperaturze 22°C, przy o$wietleniu 80-100 pumoli fotonéw m=2s? przez 12
godzin. W celu regeneracji roslin wszystkie uzyskane struktury androgeniczne (o srednicy
okoto 2 mm) przektadano po 6 tygodniach kultury na szalki o $rednicy 9 cm (po 30 sztuk
na szalke). Poziom ploidalnosci zielonych roslin pszenzyta ozimego i jarego okreslano z
wykorzystaniem cytometru przeptywowego firmy PARTEC. Do badan pobierano
fragmenty lisci z roslin o wysokos$ci okoto 15 cm, rosngcych w ziemi w kontrolowanych
warunkach, w temperaturze 22/17°C, dziet/noc, przy o$wietleniu 200 umoli fotonéw m2s”
1 przez 12 godzin. Poziom indukcji androgenicznych struktur i regeneracji zielonych ro$lin
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okre$lano w stosunku do liczby wylozonych pylnikow, w przeliczeniu na 100.
Efektywno$¢ uzyskiwania roslin o podwojonej liczbie chromosoméw oceniano na
podstawie badania poziomu ploidalnosci zregenerowanych roslin z pozywki C17 z
kolchicyng, w odniesieniu do pozywki kontrolnej, bez kolchicyny.

WYNIKI

Wplyw zastosowania kolchicyny na indukcje¢ androgenezy i regeneracje zielonych

roslin

Wykazano niezaleznie od genotypu pszenzyta ozimego (tab. 1) oraz jarego (tab. 2)
zmnigjszenie efektywnos$ci indukcji androgenezy oraz regeneracji zielonych roslin wraz ze
zwigkszeniem st¢zenia kolchicyny w pozywce C17 (tab. 1 i 2). Na przyktad, dla form
ozimych traktowanych kolchicyng w stezeniu 0,1 mg/l otrzymano tacznie 3708 struktur
i 118 roslin zielonych, natomiast przy zastosowaniu dziesi¢ciokrotnie wyzszego stezenia,
1,0 mg/l lacznie otrzymano 2866 androgenicznych struktur i 87 roslin zielonych.
Zaobserwowano rowniez, niezaleznie od genotypu, spadek efektywnosci indukcji struktur
androgenicznych i regeneracji roslin zielonych ze wzrostem czasu inkubacji pylnikow

w pozywce z kolchicyna, przy czym najwigkszy spadek notowano po 72 godzinach
(tab. 1).

Tabela 1
Efektywnos$¢ uzyskiwania androgenicznych struktur, zielonych roflin oraz podwojonych haploidéw z 6
mieszancéw pszenzyta ozimego na pozywce C17 z dodatkiem kolchicyny
Frequencies of embryo-like structures, green plants and doubled haploids from 6 winter triticale
hybrids on C17 medium supplemented with colchicine

Zielone ro$liny — Green plants
Czas i stezenic ang}gg';;“igne wszystkie bada”e‘cymmet;;;giy;:d‘cy“’me‘er
Genotyp k_?ilri]h;(%réy pl);llr?izkb(’)aw Androgenic Otrigg Ia ne s haploidy | haploidy |aneuploidy
Genotype concentration No. of anthers structures obtained haploids | doubled |aneuploids
colchicine . m m T L Saploids m
: : 0, : : 0, : 0, : 0,
No. /100 anthers No. % No. | No. % No. % No. %
1 2 3 4 5 6 | 7181910 11] 12 |13 ] 14
kontrola — control 200 460 230,0 10 50 6 4 666 1 167 1 16,7
24h-0,1mg/I 200 403 2015 7 35 3 2 667 1 333 - -
24h-1,0mg/I 200 340 170,0 9 45 3 2 667 1 333 - -
48h-0,1mg/I 200 305 152,5 7 35 3 1 333 2 667 - -
CT 13001 48h-1,0mg/I 200 280 140,0 5 25 3 1 333 2 667 - -
72h-0,1mg/I 200 185 92,5 4 20 3 1 333 2 667 - -
72h-1,0mg/I 200 157 78,5 1 05 1 0 0 1 1000 - -
bez kontroli 1200 1670 1392 33 28 16 7 438 9 563 - -
without control
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c.d. Tabelal
1 [ 2 | 3 [ 4] 5 6] 7 ]8[9] 10 J1u] 12 [13]14
kontrola — control 210 49 21,0 5 24 5 4 800 1 20,0 - -
24h-0,1mg/l 210 30 143 4 19 4 2 500 2 500 - -
24h-1,0mg/I 210 52 248 4 19 4 1 250 3 750 - -
48h-0,1mg/I 210 31 148 5 24 5 2 400 3 600 - -
CT13073  48h-1,0mg/l 210 38 181 0 0 0 0 0 0 0 - -
72h-0,1mg/I 210 7 81 0 0 0 0O 0 ©0 0 -
72h-1,0mg/l 210 0 0 00 0 0 0 0 0 - -
bez kontroli 1260 168 133 13 10 13 5 385 8 615 - -
without control
kontrola — control 220 512 2327 18 81 4 2 500 2 50,0 - -
24h-0,1mg/l 220 540 2455 16 73 4 2 500 2 500 - -
24h-1,0mg/l 220 265 1205 9 41 4 1 250 3 750 - -
48h-0,1mg/l 220 287 1305 6 27 3 0 0 3 1000 - -
CT 13139 48h-1,0mg/l 220 189 89 5 23 3 1 333 2 667 - -
72h-0,1mg/l 220 20 91 2 09 2 0 0 2 1000 - -
72h-1,0mg/l 220 9 41 2 09 2 0 0 2 1000 - -
bez kontroli 1320 1310 992 40 30 18 4 222 14 778 - -
without control
kontrola — control 200 198 990 10 50 7 4 571 2 286 1 143
24h-0,1mg/l 200 203 1015 11 55 7 3 429 4 511 - -
24h-1,0mg/l 200 187 935 8 40 8 3 375 5 625 - -
48h-0,1mg/l 200 170 80 7 35 7 3 429 4 511 - -
Bo 2526 48h-1,0mg/l 200 100 500 5 25 5 2 400 3 600 - -
72h-0,1mg/l 200 54 270 2 10 2 0 0 2 1000 - -
72h-1,0mg/l 200 52 260 2 10 2 0 0 2 1000 - -
bez kontroli
Without control 1200 766 638 35 29 31 11 355 20 645 - -
kontrola — control 220 349 1586 17 77 6 2 333 2 333 2 334
24h-0,1mg/l 220 408 1855 15 68 6 2 333 3 500 1 16,7
24h-1,0mg/l 220 317 1441 10 45 6 1 187 4 667 1 16,6
48h-0,1mg/l 220 260 1182 10 45 6 3 500 3 500 - -
Bo 2544 48h-1,0mg/| 220 179 814 8 36 6 2 500 4 667 - -
72h-0,1mg/l 220 98 445 7 32 5 1 200 4 8,0 - -
72h-1,0mg/l 220 79 359 5 23 5 0 0 4 80 1 200
bez kontroli 1320 1371 1039 55 42 34 7 206 22 647 3 88
without control
kontrola — control 210 318 1514 7 33 5 2 400 2 400 1 200
24h-0,1mg/l 210 319 1519 7 33 5 3 600 2 400 - -
24h-1,0mg/l 210 212 1295 6 29 6 1 187 4 667 1 16,6
48h-0,1mg/l 210 238 1133 5 24 5 2 400 3 600 - -
Bo 2626 48h-1,0mg/I 210 214 1019 5 24 5 1 200 4 800 -
72h-0,1mg/l 210 140 667 3 14 3 0 0 3 1000
72h-1,0mg/l 210 136 648 3 14 3 0 0 3 1000 -
bez kontroli 1260 1319 1047 29 23 27 7 259 19 704 1 37

without control

> — wszystkie analizowane rosliny; total plant analyzed

L. — liczba; No. — number

W przypadku badan 6 form jarych pszenzyta, w tabeli 2. przedstawiono wyniki dla 3
form, M 437, M 443 oraz TJ 14071; z trzech pozostatych form, TJ 14088, TJ 14074, M 417
nie udato si¢ zregenerowac roslin. W genotypach M 437 oraz M 443 stwierdzono, podobnie
jak we wszystkich badanych formach ozimych, spadek efektywno$ci otrzymywania
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androgenicznych struktur i zielonych ro$lin przy wyzszym st¢zeniu kolchicyny (1,0 mg/l)
stosowanym przez 72 godziny. Obserwowano wowczas od 84,3 do 184,8 struktur/ 100
pylnikéw (w zaleznosci od genotypu), srednio 120,0 oraz od 2,5 do 15,6 zielonych roslin/
100 pylnikéw, $rednio 6,8 porownaniu z warunkami kontrolnymi (tab. 2).

Tabela 2
Efektywno$¢ uzyskiwania androgenicznych struktur, zielonych roslin oraz podwojonych haploidéw z 3
mieszancéw pszenzyta jarego na pozywce C17 z dodatkiem kolchicyny
Frequencies of embryo-like structures, green plants and doubled haploids from 3 spring triticale
hybrids on C17 medium supplemented with colchicine

Zielone rosliny — Green plants
L Struktury . badane-cytometr — analyzed-cytometer
Cf(as 1 stezenie Liczba |androgeniczne wszystkie podwojone
Genotyp o_Ichlcyny pylnikéw | Androgenic otrzymane haploidy haploidy | aneuploidy
Time and total > . .
Genotype concentration No. of structures obtained haploids doubl_ed aneuploids
colchicine anthers haploids
L. /100 1. % L. L. % L. % L. %
No. |anthers| No. No. | No. No. No.
kontrola — control 200 555 2775 20 10,0 6 4 66,7 2 333 - -
24h-0,1mg/I 200 566 2830 21 105 6 2 333 3 500 1 167
24h-1,0mg/I 200 487 2435 15 75 6 3 500 3 500 - -
48h-0,1mg/l 200 409 204,5 16 8,0 6 2 333 4 66,7 - -
M 437 48h-1,0mg/I 200 377 1885 13 6,5 5 1 200 4 800 - -
72h-0,1mg/I 200 258 129,0 9 45 5 2 400 3 60,0 - -
72h-1,0mg/I 200 182 91,0 5 25 5 2 400 3 600 - -
bez kontroli 1200 2279 1899 79 66 33 12 364 20 606 1 30
without control
kontrola — control 210 539 256,7 15 7,1 4 3 750 1 250 - -
24h-0,1mg/I 210 509 2424 16 7,6 4 2 500 2 50,0 - -
24h-1,0mg/I 210 394 187,7 10 4.8 4 3 750 1 250 - -
48h-0,1mg/I 210 370 1762 8 3,9 4 3 750 1 250 - -
M 443 48h-1,0mg/l 210 321 1529 8 3,9 4 3 75,0 1 25,0 - -
72h-0,1mg/I 210 307 1462 4 1,9 3 1 333 2 667 - -
72h-1,0mg/I 210 177 843 5 24 3 1 333 2 66,7 - -
bez kontroli
without control 1260 2078 1649 51 41 22 13 591 9 409 - -
kontrola — control 226 810 3584 39 172 15 10 66,7 5 333 - -
24h-0,1mg/I 224 785 3505 45 201 16 10 625 5 313 1 6,2
24h-1,0mg/I 224 750 3348 42 188 15 10 66,7 5 333 - -
48h-0,1mg/I 224 685 3058 40 179 15 10 667 5 333 - -
TJ 14071 48h-1,0mg/l 224 575 256,7 40 179 15 10 66,7 5 333 - -
72h-0,1mg/I 224 490 2188 35 156 15 8 533 4 26,7 3 20,0
72h-1,0mg/I 224 414 1848 35 156 15 8 533 4 267 3 200
bez kontroli 1344 3699 2752 237 176 91 56 615 28 308 7 77

without control
> — wszystkie analizowane ro$liny; total plant analyzed
L. — liczba; No. — number

Lacznie z trzech genotypOw jarych, stosujac stezenie kolchicyny 0,1 mg/l otrzymano 4379
androgenicznych struktur i 194 rosliny zielone, przy czym po 24 godzinach traktowania
kolchicyng otrzymano 1860 struktur i 82 rosliny, po 48 godzinach 1464 struktury i 64
rosliny oraz po 72 godzinach 1055 struktur i 48 roslin. Natomiast przy stezeniu kolchicyny
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1,0 mg/l otrzymano tacznie 3677 struktur i 173 rosliny (po 24 godzinach traktowania
kolchicyng otrzymano 1631 struktur i 67 roslin, po 48 godzinach 1273 struktury i 61 roslin
oraz po 72 godzinach 773 struktury i 45 roslin). Ogoétem, na pozywki z kolchicyna z trzech
badanych form jarych wytozono 3804 pylnikéw i uzyskano 8056 androgenicznych struktur
(211,7/100 pylnikéw) oraz 367 roslin zielonych (9,7/100 pylnikdw). Natomiast na
pozywke kontrolna bez kolchicyny wytozono 636 pylnikoéw, z ktérych otrzymano 1904
struktury (299/100 pylnikow) oraz 75 roslin (11,8/100 pylnikoéw) (tab. 2).

Whplyw zastosowania kolchicyny na efektywno$¢ otrzymywania roslin DH

Badania wptywu kolchicyny w pozywce C17 na efektywnos¢ otrzymywania roslin DH
wykazaty wzrost efektywnosci otrzymywania ro§lin DH we wszystkich badanych formach,
zarowno ozimych, jak i jarych, przy czym najwyzszy procent otrzymanych ros§lin DH w
stosunku do roélin zielonych uzyskano przy zastosowaniu kolchicyny w stezeniu 1,0 mg/I
przez 72 godziny. W tabeli 3 zamieszczono wyniki analiz cytometrycznych 172 ro$lin
pszenzyta ozimego i 171 jarego. Wsrod 139 roslin zielonych otrzymanych z form ozimych
po zastosowaniu kolchicyny w pozywce C17 stwierdzono 66,2% podwojonych haploidow,
30,9% haploidéw oraz 2,9% aneuploidow, natomiast posrod 146 regenerantow jarych
55,5% byto haploidami, 39% diploidami oraz 5,5% aneuploidami (tab. 3).

Tabela 3
Poziom ploidalno$ci roslin uzyskanych z mieszancéw pszenzyta ozimego i jarego oznaczony
cytometrycznie
Ploidy level of plantsobtained from winter and spring triticale hybrids analyzed using cytometry

Badane ro$liny Haploidy Podwojone haploidy | Aneuploidy
Forma pszenzyta | Warunki do§wiadczenia | Analyzed plants Haploids Doubled haploids Aneuploids
Triticale forms Experimental conditions liczba liczba liczba liczba
% % %
number number number number
bez kolchicyny
Ogodtem ozime without colchicine 3 18 545 10 303 5 15.2
Total winter z kolchicyna
with colchicine 139 43 30,9 92 66,2 4 29
bez kolchicyny
Ogotem jare without colchicine % 17 680 8 320
Total spring z kolchicyna 146 81 555 57 39,0 8 55

with colchicine

W warunkach kontrolnych bez kolchicyny, zar6wno w pszenzycie ozimym jak i jarym
uzyskano odpowiednio tylko 30,3% i 32,0% roslin DH. Wsrod badanych form jarych,
najwigcej podwojonych haploidow w stosunku do ro$lin zielonych obserwowano przy obu
badanych stezeniach, 0,1 oraz 1,0 mg/l kolchicyny przez 72 godziny w formach M 437 i
M 443 (odpowiednio 60,0% i 66,7%). Jednak z uwagi na fakt, ze w tych warunkach
nastepuje znaczny spadek indukcji struktur androgenicznych i regeneracji zielonych ro$lin,
jako optymalne parametry dla uzyskania roslin DH poprzez zastosowanie kolchicyny w
pozywce C17 przyjeto stezenie 1,0 mg/l przez 24 godziny. W tych warunkach notowano
nizsza efektywnos¢ androgenicznych struktur (od 24,8 do 170,0/100 pylnikéw w
zaleznosci od genotypu, $rednio 113,7) i zielonych roslin (od 2,9 do 4,5/100 pylnikow w
zaleznosci od genotypu, $rednio 3,7) w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi (tab. 1 i 2).
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Podobne wyniki otrzymano stosujac kolchicyne w stezeniu 0,1 mg/l przez 48 godzin (tab.
11i2). W tych warunkach notowano od 14,8 do 152,5 struktur/ 100 pylnikoéw (w zaleznosci
od genotypu), $rednio 102,4, oraz od 2,4 do 4,5 zielonych roslin/ 100 pylnikéw, $rednio
3,2. Stosujac stgzenie kolchicyny 1,0 mg/l przez 24 godziny oraz 0,1 mg/l przez 48 godzin
obserwowano podwyzszenie udzialu procentowego podwojonych haploidow wsrod
zielonych regenerantow wszystkich form ozimych, odpowiednio $rednio o 63,2% oraz
82,3%, w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi, w ktorych otrzymano $rednio jedynie
31,5% roslin DH.

DYSKUSJA

Badano wplyw stgzenia kolchicyny dodanej do pozywki C17 indukujacej androgeneze
oraz czasu inkubacji pylnikow w pozywce na efektywnos$¢ indukcji struktur
androgenicznych, regeneracji roslin zielonych oraz otrzymywania ro$lin DH z 6 ozimych
oraz, ostatecznie, z 3 jarych form mieszancowych pszenzyta. Wykazano znaczne
zwigkszenie liczby ro§lin DH u 6 badanych form ozimych i 2 jarych w wyniku
zastosowania kolchicyny w pozywce CI17. Analizujac efektywnos$¢ uzyskiwania
androgenicznych struktur i zielonych roslin ze wszystkich badanych form, wykazano, ze
wyzsze stgzenie kolchicyny, 1,0 mg/l, i dtuzszy czas traktowania pylnikow, 72 godz.,
powodowaty okoto trzykrotne obnizenie indukcji androgenicznych struktur i regeneracji
zielonych roslin zar6wno w formach ozimych jak i jarych. Natomiast $rednia efektywnos¢
otrzymywania podwojonych haploidow na pozywce z kolchicyng byta trzykrotnie wyzsza
u form ozimych (przy parametrach 1,0 mg/l, przez 72 godziny) i dwukrotnie wyzsza u form
jarych (przy wszystkich parametrach) w poréwnaniu z warunkami kontrolnymi.
Jednoczes$nie, zgodnie z przewidywaniami, na pozywce z dodatkiem kolchicyny zaréwno
w stezeniu 0,1 mg/l jaki 1,0 mg/l obserwowano obnizenie poziomu indukcji
androgenicznych struktur i regeneracji zielonych roslin.

Arzani i Darvey (2001), w do$wiadczeniach z kolchicyng dodang w stezeniu 400 mg/I
do pozywki indukcyjnej MC17 wykazali dziesigciokrotne zmniejszenie efektywnos$ci
uzyskiwania zielonych roslin u wigkszosci badanych form (z 0,6 do 0,06/100 pylnikow).
Ponadto nie obserwowano podwyzszenia liczby roslin DH; wérdéd 14 badanych form
odnotowano $rednio tylko 9,0% spontanicznych podwojen. Wiirschum i in. (2012),
stosujac kolchicyne w trzech st¢zeniach (0,1 mg/l, 0,4 mg/l oraz 2,0 mg/l) przez,
odpowiednio 24, 48, i 72 godziny, obserwowali w ciggu pierwszych godzin hodowli
MIKrospor pszenzyta na pozywce NBP99 (wg Eudes i Amundsen, 2005) podwyzszenie
efektywnosci uzyskania zielonych ro$lin z 48,3% w warunkach kontrolnych do 72% po
uzyciu kolchicyny w stezeniu 0,4 mg/l przez 24 godzin oraz w stgzeniu 0,1 mg/l przez
72 godziny (z 48,3 do 69,5%). Rownoczesnie obserwowali wzrost procentowy ro$lin
DH, np. z 29,2% na pozywce bez kolchicyny, do 50% przy stezeniu kolchicyny 0,4 mg/l
przez 24 godziny.

Sariano i in. (2007) w badaniach prowadzonych w kulturach pylnikowych i kulturach
izolowanych mikrospor pszenicy na pozywce MS3M, stanowigcej zmodyfikowang

64



Aurelia Sluskarkiewicz-Jarzina ...

pozywke MS (Hu i Kasha, 1997) wykazali, ze zastosowanie kolchicyny podczas pierw-
szych godzin kultury podwyzszyto okoto trzykrotnie liczbe zregenerowanych zielonych
ros$lin DH w trzech genotypach na cztery badane. Redha i Talaat (2008) stosujac kolchicyne
réwniez w kulturach pylnikowych pszenicy obserwowali obnizenie liczby
androgenicznych struktur u dwdch form na trzy badane: dla formy ICR-4 od 135,4 struktur
na pozywce bez kolchicyny do 33,3/ 100 pylnikow na pozywce z kolchicyng oraz
odpowiednio dla formy V-15 od 132,5do 14,9 struktur/ 100 pylnikéw. Natomiast liczba
ro$lin DH wzrosta w obu formach, odpowiednio od 1,7 i 3,1 do 11,3 i 25,7/ 100 pylnikow.

Wezesniejsze badania wiasne (Slusarkiewicz-Jarzina i Ponitka, 2003; Ponitka i
Slusarkiewicz-Jarzina, 2011; Slusarkiewicz-Jarzina i in., 2014) wykazaty, ze efektywnosé
otrzymywania spontanicznie podwojonych haploidéw pszenzyta na pozywce C17 bez
kolchicyny wynosita, np. u 7 form ozimych w zaleznosci od genotypu, od 29,6 do 75,9%
ro$lin DH ($rednio 57,5%), u 15 form od 17,6 do 80,0% ($rednio 38,0%) spontanicznych
dihaploidow oraz u 6 form jarych od 17,2 do 55,9% ($rednio 35,4%). Rowniez Oleszczuk
iin. (2004) w kulturach izolowanych mikrospor pszenzyta odmiany Bogo stwierdzili tylko
30,8% roslin ze spontanicznie podwojong liczba chromosoméw (w ro6znych
doswiadczeniach od 10,0 do 70,0%).

Poréwnujac efektywno$¢ uzyskiwania spontanicznie podwojonych haploidow z
wynikami prezentowanymi w tej pracy, dotyczacymi efektywnosci otrzymywania roslin
DH pod wplywem kolchicyny w pozywce indukujacej androgeneze stwierdzono, ze
zastosowanie kolchicyny w stezeniachl,0 mg/l przez 24 godziny oraz 0,1 mg/l przez 48
godzin w kulturach pylnikowych pszenzyta powoduje podwyzszenie efektywnosci
otrzymywania ros$lin DH. Ponadto, ze wzgledow ekonomicznych korzystniejsze jest
zastosowanie kolchicyny w pozywce indukujacej androgenezg (w st¢zeniu 0,1 lub 1,0
mg/l), w porownaniu do traktowania roztworem kolchicyny otrzymanych roslin zielonych
w warunkach in vivo (w stezeniu 1000 mg/l). Jednak aby wiarygodnie oceni¢ optacalno$¢
stosowania kolchicyny w kulturach pylnikowych, jako technik¢ alternatywng do
kolchicynowania haploidéw in vivo, autorzy pracy zamierzaja wykona¢ doswiadczenia w
kilku powtorzeniach wybierajac genotypy pszenzyta charakteryzujace si¢ sprawdzona,
wysoka efektywnos$cig indukcji androgenicznych struktur i regeneracji roslin.

WNIOSKI

1. Optymalizacja st¢zenia kolchicyny i czasu traktowania pylnikow w ptynnej pozywce
Cl7 podwyzszyta efektywnos$¢ uzyskiwania podwojonych haploiddw pszenzyta
0zimego i jarego

2. W celu obnizenia kosztoéw uzyskiwania roslin DH pszenzyta nalezy stosowac
kolchicyng w pozywce indukujacej androgenezg; powoduje to znaczne obnizenie
kosztow w poréwnaniu do metody dotad stosowanej, polegajacej na traktowaniu
roztworem kolchicyny ro$li zielonych w warunkach in vivo, poprzez zanurzenie
haploidalnych roslin w roztworze kolchicyny

3. Prezentowane badania sg pilotazowe i dlatego autorzy zamierzaja przetestowac wiecej
kombinacji stezenia kolchicyny i czasu jej stosowania w pozywce indukujacej
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androgenezg¢ pszenzyta w celu zoptymalizowania warunkow dla uzyskiwania wysokiej
efektywnosci podwojonych haploidow
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dziata na dwoch poziomach — na poziomie poréwnan aminokwas6w oraz na poziomie poréwnan ich
kodondw, tj. na poziomie kodu genetycznego. W pracy przedstawiono analiz¢ inhibitoréw proteinaz
z nasion dyniowatych oraz analiz¢ cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych. Ponadto, za pomoca
nowej metody dwupoziomowej analizy zmienno$ci genetycznej otrzymano wyniki, ktore
wykorzystano do interpretacji drzew filogenetycznych zbudowanych dla analizowanych sekwencji.
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The aim of this study is to present the possibilities of using a new method for genetic variability
analysis of organisms, including organisms of industrial use. The proposed method works at two levels
— at the amino-acid comparison level and at the amino-acid codon comparison level, i.e. at the genetic
code level. The paper presents analysis of proteinase inhibitors from squash seeds and analysis of
cytochrome ¢ of selected crops. Moreover, the results obtained using the new method of genetic
variability two-level analysis, have been used to interpret the phylogenetic trees constructed for the
analyzed sequences.
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WSTEP

Przyczyna zmienno$ci genetycznej organizmoéw sg mutacje powodujagce zmiany
w sekwencjach DNA. Powstajace zroznicowanie genetyczne organizmow, w tym roslin
uprawnych, jest istotne m.in. dla odporno$ci danego gatunku na wirusy i bakterie. Ponadto,
stopien zmienno$ci genetycznej organizmoéw informuje o ich przeszio$ci. Zrozumienie
zmienno$ci genetycznej organizméw oraz ich metabolizmu stanowi podstawe
optymalnego zaprojektowania procesdéw biotechnologicznych (Kasperski i in., 2015). Ze
wzgledu na zlozonos$¢ obliczen, np. podczas oceny interakcji genotypu z biotycznymi i
antybiotycznymi czynnikami Srodowiska w trakcie trwania okresu wegetacji roslin, w
komputerowych analizach zmienno$ci czgsto wykorzystywane sa metody sztucznej
inteligencji, w tym sztuczne sieci neuronowe (Janaszek i in., 2011). Badanie zmienno$ci
genetycznej organizmoéw moze zosta¢c wykonane poprzez budowanie drzew
filogenetycznych, w ktorych dtugosci gatezi pokazujg rozmiar zmian genetycznych migdzy
poszczegblnymi taksonami. Analiza drzewa filogenetycznego pozwala poznad
pokrewienstwo pomiedzy organizmami oraz lepiej zrozumie¢ mechanizmy narastania
zmiennosci genetycznej. Do wygenerowania drzew filogenetycznych w komputerowych
implementacjach wykorzystywane sg metody tgczenia sasiadow (ang. Neighbor Joining,
NJ), maksymalnej wiarygodnosci (ang. Maximum Likelihood, ML), maksymalne;j
oszczednosci (ang. Maximum Parsimony, MP), wnioskowania Bayesowskiego (ang.
Bayesian Inference, BI) (Hall, 2008). Wygenerowanie drzewa filogenetycznego jedna
sposrod metod NJ, ML, MP, BI poprzedzone jest zawsze wzajemnym dopasowaniem
sekwencji. Wzajemne dopasowanie sekwencji moze zosta¢ wykonane z wykorzystaniem
roéznych algorytmoéw oraz ich komputerowych implementacji, np. Clustalw, MUSCLE,
ProbCons, T-Coffee. Wybor algorytmu decyduje o uzyskanym dopasowaniu oraz w kon-
sekwencji o dlugosciach gatezi i topologii drzewa filogenetycznego. Dopasowanie
sekwencji zalezy takze od ustawionych wartoéci parametréw, w wyniku czego mozemy
uzyskac wiele dopasowan dla r6znych algorytmoéow i dla réznych ustawien parametréw. Im
wieksza zmienno$¢ sekwencji, a w szczegolnosci im wigksza ilo$¢ insercji i delecji, tym
wigksza ilos¢ mozliwych dopasowan. Ilo$¢ mozliwych drzew filogenetycznych zalezy w
istotny sposob od ilosci sekwencji, np. dla 4 taksonow ilo§¢ mozliwych drzew
ukorzenionych jest rowna 15, a dla 50 taksonoéw ilos¢ mozliwych drzew ukorzenionych
jest wigksza od ilosci atomow we wszechswiecie. Teoretycznie wybor najlepszego drzewa
wymaga przeanalizowania kazdego z mozliwych drzew, co w praktyce jest zadaniem
niemozliwym do wykonania dla wigkszej ilosci sekwencji. W konsekwencji,
w praktycznych rozwigzaniach stosowane sa rézne heurystyki. Reasumujac, ze wzgledu na
ztozono$¢ zagadnienia doktadna rekonstrukcja zmienno$ci genetycznej organizmow
poprzez proby okreslenia rzeczywistych drzew filogenetycznych najczesciej nie jest
mozliwa. Powoduje to konieczno$¢ poszukiwania nowych metod, ktére pozwola na
wiarygodniejsze okreslenie zmiennos$ci genetycznej organizmow. Zaproponowana w tej
pracy metoda bazuje na metodzie macierzy kropkowej. Jedng z zalet metody macierzy
kropkowej jest mozliwo$¢ znalezienia wszystkich mozliwych podobienstw reszt
przyrownywanych sekwencji. Metoda ta posiada takze wady (Xiong, 2006): brak
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wiarygodnosci statystycznej oceny przyrownan, mozliwo$¢ wykonywania przyrownan
sekwencji tylko parami oraz konieczno$¢ ,,recznego” taczenia sgsiednich fragmentow
identyczno$ci. W niniejszej pracy, poprzez implementacje nowej metody pokazano, w jaki
sposob mozna wyeliminowaé te ograniczenia i uzyska¢ w pelni funkcjonalng
n-wymiarowg metod¢ macierzy kropkowej, ktora posiada statystyczng oceng uzyskanych
fragmentow identycznosci oraz umozliwia automatyczne taczenie sgsiednich fragmentoéw
identyczno$ci.

MATERIAL I METODY

Przedstawione w pracy wyniki analizy zostaly wykonane dla sekwencji inhibitoréw
proteinaz z nasion dyniowatych oraz sekwencji cytochromu c wybranych roslin
uprawnych. Sekwencje zostaty pobrane z wykorzystaniem serwisow internetowych Protein
Blast i NCBI oraz informacji zawartych w literaturze (m.in. Leluk, 2000 a) i sg dostepne
pod adresem http://www.uz.zgora.pl/~akaspers/pliki/Zakopane2015/sekwencje.txt.

Wzajemne dopasowanie sekwencji zostalo wykonane z wykorzystaniem programu
ClustalW (Dereeper i in., 2008; Thompson i in., 1994). Drzewa filogenetyczne zbudowano
metoda maksymalnej wiarygodnosci (ang. Maximum Likelihood, ML), wykorzystujac
program MEGAG6 (Tamura i in., 2013). Inne, wazniejsze metody tworzenia drzew
filogenetycznych (w tym metoda ML) zostaty szczegdtowo opisane np. w ksigzce ,,Latwe
drzewa filogenetyczne” (Hall, 2008). Do szacowania wiarygodno$ci drzew
filogenetycznych wykorzystano metod¢ samoprobkowania (ang. bootstrap) dla ilosci
replikacji rownej 500.

Algorytm nowej metody dwupoziomowej analizy zmienno$ci genetycznej organizmow
zostal zaimplementowany w jezyku C# w programie dotPicker dziatajgcym pod systemem
operacyjnym  Windows. Program dotPicker jest dostgpny pod adresem
http://www.uz.zgora.pl/~akaspers/others.html. Algorytm zaproponowanej metody jest
rozszerzeniem metody macierzy kropkowej (ang. dot-matrix method) o mozliwo$¢ m.in.
wyszukiwania podobienstw dla wigcej niz dwoch sekwencji. Czyszczenie macierzy
kropkowej zostato wykonane dla wielko$ci okna (ang. window size) réwnej 100 i progu
identyczno$ci (ang. identity threshold) réwnego 10 (Kasperski i Kasperska, 2014).
Algorytm n-wymiarowej macierzy kropkowej jest powtarzany dla kazdej z sekwencji
ustawionej jako pierwsza i pozostatych sekwencji ustawionych w kolejnosci alfabetycznej
(Kasperski 1 Kasperska, 2012). Wspotrzedne uzyskanych fragmentow identyczno$ci po
kazdym kroku algorytmu sg zapamigtywane, co umozliwia automatyczne wykrycie i
potaczenie sasiednich fragmentéw identycznosci.

Nowa metoda wykorzystuje podejScie semihomologiczne (ang. semihomology
approach), ktére polega na wykrywaniu mutacji jednopunktowych (tj. tranzycji i trans-
wersji) w kodonach poréwnywanych aminokwaséw (Leluk, 1998, 2000 a, 2000 b; Leluk
i in., 2001, 2003). W podejsciu semihomologicznym wykorzystywany jest trojwymiarowy
diagram relacji genetycznych wystepujacych pomigdzy aminokwasami (Leluk i in., 2003).
Podejsécie to umozliwia okre$lenie mozliwych mechanizméw zmiennosci i przebiegu
zmiennos$ci ewolucyjnej (Kuska i in., 2005).
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Kolejne etapy dziatania algorytmu nowej metody sg nastgpujace:
a) w pierwszym kroku algorytmu pierwsza sekwencja (ze zbioru rozpatrywanych
sekwencji) jest odktadana na osi Y macierzy, a druga sekwencja (ze zbioru rozpatrywanych
sekwencji) jest odktadana na osi X. Uruchamiana jest standardowa metoda macierzy
kropkowej z dodatkowym wykrywaniem pozycji semihomologicznych (tj. tranzycji i
transwersji), w wyniku ktérej otrzymujemy zbiér fragmentow identycznosci;
b) w drugim kroku trzecia sekwencja (ze zbioru rozpatrywanych sekwencji) jest odktadana
na osi X macierzy. Standardowa metoda macierzy kropkowej z wykrywaniem pozycji
semihomologicznych jest powtarzana dla kazdego otrzymanego w pierwszym kroku
fragmentu identycznosci odktadanego kolejno na osi Y. W rezultacie otrzymujemy
zmodyfikowany zbior fragmentéw identycznosci;
c) w ostatnim kroku ostatnia sekwencja (ze zbioru rozpatrywanych sekwencji) jest
odktadana na osi X macierzy. Standardowa metoda macierzy kropkowej z wykrywaniem
pozycji semihomologicznych jest powtarzana dla kazdego otrzymanego w przedostatnim
kroku fragmentu identycznos$ci odktadanego kolejno na osi Y. W rezultacie otrzymujemy
zmodyfikowany zbidr fragmentéw identycznosci bedacy wynikowym zbiorem
fragmentow identyczno$ci dla danej sekwencji ustawionej jako pierwsza,
d) z wynikowego zbioru fragmentow identycznosci (tj. zbioru fragmentow identycznosci
okreslonego w punkcie ¢) wybierany jest najlepszy fragment identyczno$ci (zgodnie ze
stosowang w tej pracy oceng fragmentu identycznosci);
e) powyzszy algorytm jest powtarzany dla kazdej sekwencji (ze zbioru rozpatrywanych
sekwencji) odktadanej jako pierwsza na osi Y macierzy.

Stosowana w tej pracy ocena fragmentu identycznosci polega na okresleniu ilo$ci
pozycji dla otrzymanego fragmentu identycznosci:
a) pozycji konserwatywnych typu:

"R" — w danej pozycji wystgpuja te same aminokwasy,

"+" — wystepuje co najmniej 80% poréwnan tych samych aminokwasow,
b) pozycji semikonserwatywnych typu:

"#" — w danej pozycji wystepuja tylko poréwnania tych samych aminokwasow

i tranzycje,

"@"— wystepuja tylko porownania tych samych aminokwasow, tranzycie

i transwersje,

"$" — wystepujg tylko pordwnania tych samych aminokwasow i transwersje,

"*"' — wystepuje co najmniej 80% porownan tych samych aminokwasow, tranzycje

i transwersji w danej pozycji.

"-" — oznacza pozostate pozycje z dwupunktowymi lub trojpunktowymi mutacjami.

Najlepsza ocena fragmentu identycznosci oznacza kolejno najwicksza liczbe pozycji
konserwatywnych (tj. najwigcksza sume pozycji "R" i "+") oraz najwigksza liczbe pozycji
semikonserwatywnych (tj. najwieksza sume pozycji "#", "@", "$" i "*").

Statystyczng ocen¢ przyréwnan uzyskano poprzez obliczanie wspotczynnika Pa, dla
kazdego otrzymanego fragmentu identycznosci. Wspotczynnik Pa, obliczany byt wedlug
wzoru (Kasperski i Kasperska, 2012):
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5 (ijk(xu—l»”‘k

k
Pan =

X2n

gdzie:

x = 20 dla sekwencji aminokwasowych,
n — dlugos¢ fragmentu identycznosci,
a — ilos¢ identycznych pozycji.

Wartos¢ wspotczynnika Pan przyjmuje wartosci z przedziatu [0, 1] i informuje o loso-
wosci danego przyrownania. Warto$¢ Pasn = 1 oznacza, Ze przyrownanie jest calkowicie
losowe, tzn., ze otrzymany fragment identycznosci jest catkowicie losowy. Wartos$¢ Pan = 0
oznacza, ze przyrownanie jest calkowicie nielosowe, tzn., Ze otrzymany fragment
identyczno$ci jest calkowicie nielosowy. Warto§¢ wspotczynnika Pan moze zostac
obliczona np. z wykorzystaniem programu dotPicker po wybraniu opcji Tools -> Analyser.
Na rysunku 1 zostata przedstawiona przyktadowa zalezno$¢ wspotczynnika Pan od ilosci
identycznych pozycji (tj. pozycji ”a”) dla fragmentu identycznosci o dhugosci n = 100.
Zgodnie z rysunkiem 1 wzrost ilosci identycznych pozycji powoduje zmniejszanie si¢
wspotczynnika Pan, co Swiadczy o zmniejszaniu si¢ losowosci przyrownania wraz ze
wzrostem ilosci identycznych pozycji w danym przyréwnaniu.

1
0,9
0,8
0,7 R Y
0,6 \
Pan 0,5
0,4 \
0,3
0,2 K'Y
0,1 \?
0 | m

0] 2 4 6 8 10 12 14 16 13 20
a

Rys. 1. Przykladowa zalezno$¢ wspélczynnika Pan od ilo$ci identycznych pozycji
Fig. 1. The exemplary dependence of the Pan factor on the number of identical positions

OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

W pracy zostang zaprezentowane wyniki analizy inhibitorow proteinaz z nasion
dyniowatych oraz cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych.
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Badanie zmiennoSci proteinaz z nasion dyniowatych
Analize zmiennosci genetycznej proteinaz z nasion dyniowatych rozpoczeto od obliczenia
logarytmu wiarygodnosci drzew zbudowanych metodg ML (maksymalnej wiarygodnosci,
ang. Maximum Likelihood) dla tych sekwencji i roznych modeli substytucji aminokwasow
(tab. 1). Metoda ML jest metoda statystyczng, umozliwiajaca okreslenie drzewa, ktorego
wiarygodnos¢ jest najwieksza (Higgs i Attwood, 2005). Najbardziej wiarygodne drzewo (o
najwickszej wartosci logarytmu wiarygodnos$ci) otrzymano dla modelu WAG (tab. 1).

Tabela 1
Logarytmy wiarygodnosci drzew ML dla proteinaz z nasion dyniowatych
Logarithms of ML tree likelihoods for proteinase inhibitors from squash seeds

Model substytucji aminokwasow Logarytm wiarygodnosci drzewa
Amino-acid substitution model Logarithm of tree likelihood
Dayhoffa -320,29
JTT -321,59
LG -328,65
Poissona -344,29
WAG -320,14

LEF I
109 LLTI_IN
a3 LT )
kIl LAl

/_x LAl
10 SATLI

MCEL_II
MCEL_|

93 |MCELIN

MCEI_IV

71 mcaTLI
CMeTl B

MCaTl_I

HMTI
CMeTl A
a7 T

Rys. 2. Drzewo ML dla inhibitoréw proteinaz z nasion dyniowatych, otrzymane dla modelu WAG
substytucji aminokwaséw
Fig. 2. ML tree for proteinase inhibitors from squash seeds, obtained for the amino-acid substitution
WAG model

Drzewo to zostalo przedstawione na rysunku 2. W drzewie ML wiarygodnosci kladow,
zawierajacych sekwencje potozone najblizej korzenia (tj. sekwencje SATI 111 SATI III),
wynosza odpowiednio: 94%, 35% i 10% (rys. 2). Nie ma reguly, ktora okreslataby
minimalng warto$¢ okreslong metoda samoprobkowania, aby uzna¢ wezet za wiarygodny.

—
0.1
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W praktyce przyjmuje si¢, ze taka minimalng warto$cig wiarygodnosci jest 70% (Higgs
i Attwood, 2005). Z tego powodu okre$lenie na podstawie rysunku 2, ktdre sekwencje
W rzeczywistosci leza najblizej korzenia, wymaga dodatkowego sprawdzenia. Uzyskane
wyniki sprawdzono wykonujac dwupoziomowa analiz¢ zmienno$ci genetycznej organi-
zmow. Ustawiajac kazdg z sekwencji jako pierwsza otrzymano fragmenty identyczno$ci
oraz ich oceny, ktore zostaly przedstawione na rysunku 3.

sekwencja ustawiona ocena fragmentu

jako pierwsza fragment identycznosci identycznosci

[ R/Z+/#/0/$/7*/-]
SATI_I1 CP@1-+-C**+-DC@-@CA@C---G*CG [11/2/0/4/0/3/7]
SATIL_I11 CP@1-+-C**+-DC@-@CA@C---G*CG [11/2/0/4/0/3/7]
SATI_I CP@1-+-C**+-DC@-@C-C-*-G*CG [11/2/0/3/0/4/7]
LA_I1 CP@I1-+-C*-+-DC@*@CA@C---G-CG [11/2/0/4/0/2/8]
LA_I CP@I1-+-C--+-DC**@CAC---G*CG [11/2/0/3/0/3/8]
CMeTI1_B CP@1-+*C*-+-DC@--C-C--*G*CG [11/2/0/2/0/4/8]
HMTI CP@1-+*C*-+-DC@--C-C--*G*CG [11/2/0/2/0/4/8]
MR1 CP@1-+-C**+-DC@--C-C---G*CG [11/2/0/2/0/3/9]
MCEI_I CP*1-+-C**+-DC@--C@C---G-CG [11/2/0/2/0/3/9]
MCEIL_I1 CP*1-+-C**+-DC@--C@C---G-CG [11/2/0/2/0/3/9]
MCEL_I11 CP*1-+-C**+-DC@--C@C---G-CG [11/2/0/2/0/3/9]
MCEL_IV CP*1-+-C**+-DC@--C@C---G-CG [11/2/0/2/0/3/9]
CMeTI_A CP@I1-+-C*-+-DC*--C-C--*G*CG [11/2/0/1/0/4/9]
LLTI_I CP@1-+-C*-+-DC@--C-C---G-CG [11/2/0/2/0/1/11]
LLTI_11 CP@1-+-C*-+-DC@--C-C---G-CG [11/2/0/2/0/1/11]
LLTI_111 CP@1-+-C*-+-DC@--C-C---G-CG [11/2/0/2/0/1/11]
MCoTI_11 CP-1-$*C@*+-DC**-C@C-**G*CG [11/1/70/2/1/77/5]
MCoTI_1I CP-1---C@*+-DC**-C@C-**G*CG [11/1/0/2/0/6/7]
TTL_1I CP@I1-+-C*-#-DC@--C-C--*G*CG [11/1/1/2/0/3/9]
TTL_I1 CP@I1-+-C*-#-DC@--C-C--*G*CG [11/1/1/2/0/3/9]

Rys. 3. Analiza inhibitoréw proteinaz z nasion dyniowatych dla kazdej sekwencji ustawionej jako
pierwsza
Fig. 3. Analysis of proteinase inhibitors from squash seeds for each sequence put as a first one

Najlepsza ocen¢ otrzymanych fragmentéw identycznos$ci uzyskano dla sekwencji
SATI_II i SATI_II ustawionych jako pierwsze. Najlepsza ocena moze $wiadczy¢ o tym,
ze sekwencje SATI II i SATI III najmniej zmutowaly podczas ewolucji w stosunku
do pozostatych sekwencji i dlatego ich umieszczenie najblizej korzenia drzewa jest
uzasadnione. Z rysunku 3 wynika takze, ze najwicksza roznicg w stosunku do pozostatych
sekwencji wykazuja sekwencje TTIL I i TTL II, tzn. te sekwencje powinny by¢
umiejscowione w duzej odleglosci od korzenia drzewa, co jest zgodne z wynikami
przedstawionymi na rysunku 2.

Na rysunku 4 przestawiono przykltadowa analiz¢ inhibitor6w proteinaz z nasion
dyniowatych dla sekwencji SATI_II ustawionej jako pierwsza. Wynikowy fragment
identycznosci CP@I-+-C**+-DC@-@C@C---G*CG jest ,,zawieszony” w 20-wymiarowej
przestrzeni sekwencji. W pozycji 10 uzyskano "@", poniewaz w tej pozycji istnieje 13
homologii (poréwnania R z R), 4 transwersje (poréwnania R z L), dwie tranzycje (poréwnania
R z K). W pozycji 13 uzyskano "+", poniewaz w tej pozycji istnieje ponad 80% homologii
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(porownan M z M). W pozycji 16 uzyskano "*", poniewaz w tej pozycji istnieje 15 homologii
(poréwnania K z K), jedna transwersja (poréwnanie K z Q), dwie tranzycje (poréwnania K z
R), jedna mutacja dwupunktowa (poréwnanie K z S).

12345678901234567890123456789012345

SATI_I1 -——-GRICPRILMECKRDSDCLAECICQ-SGYCG-
CMeTL A === GICPRILMPCKTDDDCMLDCRCLSNGYCG-
CMeTt B  ———— VGCPRILMKCKTDRDCLTGCTCKRNGYCG-
HMT:E e VGCPRILMKCKTDDDCLLGCKCLSNGYCG-
LAy e 1CPRILMECSHDSDCFGECICLSSGYCG-
LA 1 e IRCPRIYMECKHDSDCLGECICLESGFCG-
LLTI_I —-——-ERRCPRI'YMECKHDSDCLADCVCLEHGICGG
I I I RRCPR1YMECKHDSDCLADCVCLEHGICG-
LLTI_I111 —-——-ERRCPRI'YMECKHDSDCLADCVCLEHGICG-
MCEI_Y = RICPLIWMECKRDSDCLAQCIC-VDGHCG-
MCEI_ID e RICPLIWMECKRDSDCLAQCIC-VDGHCG-
MCEI_I11 -—-EERICPLIWMECKRDSDCLAQCIC-VDGHCG-
MCEI_IV -—-EEERICPLIWMECKRDSDCLAQCIC-VDGHCG-
MCoTI_1I SGSDGGVCPKILQRCRRDSDCPGACICRGNGYCG-
MCoTI_I1 SGSDGGVCPKILKKCRRDSDCPGACICRGNGYCG-
MR e GICPRILMECKRDSDCLAQCVCKRQGYCG-
SATL.L ———— RVCPRILMRCKRDSDCLAECTCQGSGYCG-
SATI_I11 -—-ERGRICPRILMECKRDSDCLAECICQ-SGYCG-
T e CPRILMPCKVNDDCLRGCKCLSNGYCG-
T e CPRILMPCQVNDDCLRGCKCLSNGYCG-
uzyskany fragment CP@I1-+-C**+-DC@-@C@C---G*CG

identycznosci

Rys. 4. Przykladowa analiza inhibitorow proteinaz z nasion dyniowatych dla sekwencji SATI_I1
ustawionej jako pierwsza
Fig. 4. Exemplary analysis of proteinase inhibitors from squash seeds for the SATI_II sequence put as
a first one

Dynamika zmienno$ci proteinaz z nasion dyniowatych zostata przedstawiona
narysunku 5. Stosunkowo nieduza (ponizej 50%) ilo§¢ pozycji konserwatywnych
(tj. pozycji typu "R"i"+") oraz duzy zakres zmian (od ok. 10% do ok. 40%) pozycji
semikonserwatywnych (tj. pozycji typu "#", "@", "$" i "*") i pozycji Minus ("-") $wiadcza
o duzej zmiennosci proteinaz z nasion dyniowatych. Jest to wynik zgodny z wynikiem
uzyskanym dla drzewa filogenetycznego (rys. 2), dla ktorego otrzymane dystanse
ewolucyjne sg rowniez duze (skala drzewa filogenetycznego rowna 0,1).
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Rys. 5. Dynamika zmienno$ci inhibitoréw proteinaz z nasion dyniowatych rozpatrywana na dwéch

poziomach

Poziom I: pozycje konserwatywne [%] = 100*("R"+"+")/ilo$¢ pozycji
Poziom II: pozycje semikonserwatywne [%] = 100*("#"+"@"+"$"+"*")/ilo§¢ pozycji
Pozycje minus [%] = 100*("-")/ ilo§¢ pozycji

Fig. 5. Variability dynamics of proteinase inhibitors from squash seeds considered at two levels
Level I: conservative positions [%] = 100*("R"+"+")/ number of positions

Level 11: semiconservative positions [%] = 100*("#"+"@"+"$"+"*")/ number of positions
Minus positions [%] = 100*(*-")/ number of positions

SATI_I11
SATI_I
MRI

LA_1
MCEI_1
MCEI_I1
MCEI_I11
MCEI_IV
LA 11
LLTI 1
LLTI_11
LLTI_I11
MCoT1_I1
MCoTI1_1
CMeTI_B
HMT1
CMeT1_A
TTI_1
TTI_I11

Rys. 6. Analiza inhibitoréw proteinaz z nasion dyniowatych dla poréwnania kazdej sekwencji
z sekwencja SATI_II. Wspélezynnik Pan okresla statystyczna ocene uzyskanych przyréwnan

GRICPRILMECKRDSDCLAECICQ-SGYCG
R#CPR I LM-CKRDSDCLAEC#CQ-SGYCG
ICPRILMECKRDSDCLA$C#C$--GYCG
ICPRILMEC-#DSDC$$ECIC$-SGYCG
RICP$1$MECKRDSDCLASCIC---G#CG
RICP$I1$MECKRDSDCLASCIC---G#CG
RICP$I1$MECKRDSDCLASCIC---G#CG
RICP$1$MECKRDSDCLASCIC---G#CG
CPRI-MECK#DSDCL$ECIC$-SG$CG
R$CPRI-MECK#DSDCLASC#C$--G-CG
R$CPRI-MECK#DSDCLASC#CS--G-CG
R$CPRI-MECK#DSDCLASC#CS--G-CG
GH#CP#1 L$#CHRDSDC#SSC I CH-#GYCG
GH#CP#1L--C#RDSDC#$S$C I C#-#GYCG
CPRILM#CK$DSDCLA#CHCS-#CYCG
CPRILM#CK$D-DCL-#C$C$-#GYCG
ICPRILM-CK$D-DCH-$CHCH-#GYCG
CPRILM-CK-#-DCL-#C$C$-#GYCG
CPRILM-C$-#-DCL-#C$C$-#GYCG

[ R/+/#107$7%/-]
[29/0/0/0/0/0/1]
[25/0/2/0/0/0/2]
[23/0/1/0/2/0/2]
[22/0/1/0/3/0/2]
[22/0/1/0/3/0/3]
[22/0/1/0/3/0/3]
[22/0/1/0/3/0/3]
[22/0/1/0/3/0/3]
[21/0/1/0/3/0/2]
[20/0/2/0/3/0/4]
[20/0/2/0/3/0/4]
[20/0/2/0/3/0/4]
[18/0/8/0/3/0/1]
[18/0/7/0/2/0/3]
[18/0/5/0/3/0/1]~
[18/0/3/0/3/0/3]
[18/0/1/0/5/0/4]
[17/0/3/0/2/0/5]
[16/0/3/0/3/0/5]

Pan

6.67E-37
7.40E-29
1.18E-25
8.65E-24
3.36E-23
3.36E-23
3.36E-23
3.36E-23
1.38E-22
7.84E-20
7.84E-20
7.84E-20

GQWEFEFENDN

-32E-16
-32E-16
.52E-17
.52E-17
-98E-17
.21E-16

1.54E-14

Fig. 6. Analysis of proteinase inhibitors from squash seeds for comparison of each sequence with the
SATI_II sequence. The Pan factor determines the statistical evaluation of the alignments
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Dodatkowe sprawdzenie wykonano dla jednej z sekwencji uznawanej za najblizej
polozong od korzenia, tj. porownujac sekwencj¢ SATI II po kolei ze wszystkimi
pozostaltymi sekwencjami. Na rysunku 6 przedstawiono wyniki poréwnania, w kolejnosci
od wyniku majacego ocene najlepsza do wyniku o najgorszej ocenie. Najmniejszy dystans
od sekwencji SATI_II, przy zastosowaniu hipotezy jednopunktowej mutacji, uzyskano dla
sekwencji SATI_III, SATI 11 MRI, co jest zgodne rowniez z rysunkiem 2. Ponadto, wyniki
przedstawione na rysunku 6 pokazujg duzg zgodno$¢ zaproponowanego sposobu oceny
fragmentow identyczno$ci (wartosci podane w nawiasie kwadratowym) z warto$cig
wspotczynnika Pa,, ktory okresla ich statystyczng oceng. Zwigkszenie zmienno$ci
poszczegblnych sekwencji w stosunku do sekwencji SATI_Il powoduje zwigkszenie
wspotczynnika Pa, (wWyjatek stanowi pozycja oznaczona za pomocg znaku "~").

Badanie zmiennosci wybranych ro§lin uprawnych na podstawie analizy

cytochromu c

Analiz¢ zmiennosci genetycznej wybranych roslin uprawnych rozpoczgto od obliczenia
logarytmu wiarygodnos$ci drzew zbudowanych metoda ML dla cytochromu c i r6znych
modeli substytucji aminokwasow (tab. 2).

Tabela 2
Logarytmy wiarygodnosci drzew ML dla cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych
Logarithms of ML tree likelihoods for cytochrome c of selected crops

Model substytucji aminokwasow Logarytm wiarygodnosci drzewa
Amino-acid substitution model Logarithm of tree likelihood
Dayhoffa -637,77
JTT -647,19
LG -658,64
Poissona -703,36
WAG -648,84

Najbardziej wiarygodne drzewo (o najwigkszej warto$ci logarytmu wiarygodnos$ci)
otrzymano dla modelu Dayhoffa (tab. 2). Drzewo to zostato przedstawione na rysunku 7.
Z tabeli 2 i rysunku 7 wynika, ze zarowno logarytm wiarygodnosci otrzymanego drzewa,
jak 1 wiarygodnos$¢ poszczegolnych kladow sa stosunkowo mate. Malg wiarygodnosé
kladow (tj. ponizej 50%) dla cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych uzyskiwano
zarowno dla modelu Dayhoffa, jak i innych modeli substytucji aminokwasow (tj. dla
modeli JTT, LG, Poissona, WAG) oraz dla wigkszych ilosci powtdrzen réwnej 2000 w
metodzie samoprobkowania. Mata wiarygodno$¢ kladow powoduje koniecznosé
dodatkowego sprawdzenia uzyskanych wynikow. Sprawdzenie wynikéw wykonano
wykonujac dwupoziomowg analiz¢ zmienno$ci genetycznej organizmow.

Ustawiajac kazdg z sekwencji jako pierwsza otrzymano fragmenty identycznosSci
0 ocenach przedstawionych na rysunku 8. Rysunek 8 pokazuje, ze podobienstwo pomigdzy
sekwencjami jest duze, tzn. ilo$¢ pozycji konserwatywnych ("R", "+") jest znacznie
wigksza od ilosci pozycji "-", dla kazdej sekwencji ustawionej jako pierwsza. Mozna
réwniez zauwazy¢, ze ilo$¢ pozycji "$", jest wicksza od ilo$ci pozycji "#". Ponadto, ilo$¢
pozycji "*" jest wigksza zarowno od ilosci pozycji "$" (dla Pastinaca sativa rowna), jak i
pozycji "@" (dla Oryza sativa réwna).
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Cucurbita maxima

Oryza sativa
Medicago truncatula
331 Sesamum indicum
Abutilon theophrasti

Theobroma cacao

Solanum tuberosum

Ricinus communis

29! Solanum lycopersicum

Cannabis sativa

Allium ampeloprasum
Vigna radiata var radiata

Fagopyrum esculentum
Helianthus annuus
Tropaeolum majus

Zea mays

Brassica napus

Triticum aestivum

Pastinaca sativa
Spinacia oleracea

i
0.0z

Rys. 7. Drzewo ML dla cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych, otrzymane dla modelu Dayhoffa
substytucji aminokwasoéw
Fig. 7. ML tree for cytochrome c of selected crops, obtained for the amino-acid substitution Dayhoff’s

model

[ R/ +/#/0/%/*/-]
Cucurbita maxima [71/19/0/4/1/5/8]
Sesamum indicum [71/19/0/2/2/6/8]
Brassica napus [71/19/0/3/2/4/9]
Abutilon theophrasti [71/19/0/3/2/4/9]
Ricinus communis [71/19/0/2/3/4/9]
Theobroma cacao [71/718/1/3/2/5/8]
Vigna radiata var radiata [71/18/0/2/3/6/8]
Medicago truncatula [71/718/1/1/2/6/9]
Solanum lycopersicum [71/18/0/2/3/5/9]
Fagopyrum esculentum [71/18/0/2/3/5/9]
Triticum aestivum [71/18/0/2/2/4/11]
Pastinaca sativa [71/718/0/1/2/2/14]
Helianthus annuus [71/17/0/2/4/6/8]
Tropaeolum majus [71/17/0/2/3/6/9]
Solanum tuberosum [71/17/0/2/3/5/10]
Allium ampeloprasum [71/17/1/1/3/74/11]
Zea mays [71/17/0/3/72/4/11]
Cannabis sativa [71/17/0/2/3/4/11]
Spinacia oleracea [71/716/2/1/3/74/11]
Oryza sativa [71/10/1/4/3/4/15]

Rys. 8. Analiza cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych dla kazdej sekwencji ustawionej jako

pierwsza

Fig. 8. Analysis of cytochrome c of selected crops for each sequence put as a first one
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Rys. 9. Dynamika zmiennosci wybranych roslin uprawnych na podstawie analizy cytochromu c
rozpatrywana na dwoch poziomach
Poziom I: pozycje konserwatywne [%] = 100*("R"+"+")/ilo$¢ pozycji
Poziom II: pozycje semikonserwatywne [%] = 100*("#"+"@"+"$"+"*")/ilo$¢ pozycji
Pozycje minus [%] = 100*("-")/ ilo§¢ pozycji
Fig. 9. Variability dynamics of selected crops based on the analysis of cytochrome ¢ considered at two
levels
Level I: conservative positions [%] = 100*("R"+"+")/number of positions
Level 11: semiconservative positions [%] = 100*("#"+"@"+"$"+"*")/ number of positions
Minus positions [%] = 100*("-")/ number of positions

Dynamika zmienno$ci wybranych roslin uprawnych, okreslona na podstawie analizy
cytochromu c, zostata przedstawiona na rysunku 9. Duza ilo$¢ (powyzej 70%) pozycji
konserwatywnych (tj. pozycji "R" i "+") oraz stosunkowo mata (ponizej 15%) ilos¢ pozycji
semikonserwatywnych (tj. pozycji typu "#", "@", "$" i "*") i pozycji Minus ("-") moga
swiadczy¢ o matej zmiennos$ci cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych. Jest to wynik
zgodny z wynikiem otrzymanym dla drzewa filogenetycznego (rys. 7), dla ktérego
otrzymane dystanse ewolucyjne sg rowniez mate (skala drzewa filogenetycznego réwna
0,02).

Dodatkowe sprawdzenie wykonano porownujac sekwencj¢ Bassica napus (ktora mozna
uznac¢ za lezaca najblizej korzenia na podstawie rysunkow 7 i 8) po kolei ze wszystkimi
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sekwencjami. Uporzadkowane wyniki poréwnania, od oceny najlepszej do najgorszej,
przedstawiono na rysunku 10. Dla tej analizy ilo$¢ transwersji (tj. pozycji "$") przy
poréwnaniu kazdej sekwencji z sekwencjg Brassica napus jest zazwyczaj wieksza
(z trzema wyjatkami dla Pastinaca sativa, Cucurbita Maxima i Oryza sativa) od ilosci
tranzycji (tj. pozycji "#"). Najmniejszy dystans od sekwencji Bassica napus przy
zastosowaniu hipotezy jednopunktowej mutacji uzyskano dla sekwencji Cucurbita
maxima, co jest zgodne z wynikiem przedstawionym na rysunku 8. Rysunki 8 i 10
potwierdzaja takze duza odlegtos¢ sekwencji Oryza sativa i Spinacia oleracea od korzenia
drzewa. Ponadto, wyniki przedstawione na rysunku 10 pokazuja duzg zgodno$é
zaproponowanego sposobu oceny fragmentow identycznosci (wartosci podane w nawiasie
kwadratowym) z warto$cig wspotczynnika Pan, ktory okreSla ich statystyczng oceng.
Zwigkszenie zmiennosci poszczegodlnych sekwencji w stosunku do sekwencji Brassica
napus powoduje zwigkszenie wspotczynnika Pan (z jednym wyjatkiem, ktory oznaczono za
pomoca znaku "~").

[ R/+/#/0/3/7*%/-] Pan
Cucurbita maxima [108/0/1/0/1/0/2] 1.57E-134
Vigna radiata var radiata [106/0/1/0/3/0/2] 2.18E-129
Zea mays [103/0/1/0/4/0/4] 3.44E-122
Solanum lycopersicum [102/0/3/0/5/0/2] 6.74E-120
Solanum tuberosum [102/0/3/0/4/0/3] 6.74E-120
Triticum aestivum [102/0/2/0/3/0/4]~ 6.33E-121
Ricinus communis [101/0/1/0/4/0/6] 1.19E-117
Theobroma cacao [100/0/1/0/8/0/1] 2.23E-117
Tropaeolum majus [100/0/2/0/5/0/5] 1.90E-115
Sesamum indicum [100/0/1/0/5/0/6] 1.90E-115
Medicago truncatula [ 99/0/2/0/7/0/2] 3.86E-115
Abutilon theophrasti [ 99/0/1/0/6/0/6] 2.78E-113
Helianthus annuus [ 98/70/2/0/8/0/2] 6.06E-113
Fagopyrum esculentum [ 98/70/1/0/7/0/5] 4 _91E-112
Cannabis sativa [ 98/70/2/0/3/0/9] 3.74E-111
Pastinaca sativa [ 97/0/3/0/2/0/10] 4.64E-109
Allium ampeloprasum [ 96/0/1/0/6/0/9] 5.35E-107
Spinacia oleracea [ 95/0/3/0/5/0/8] 9.17E-106
Oryza sativa [ 92/0/3/0/3/0/13] 9.00E-100

Rys. 10. Analiza cytochromu ¢ wybranych roslin uprawnych dla poréwnania kazdej sekwencji
z sekwencja Brassica napus. Wspéltczynnik Pan okresla statystyczna ocene uzyskanych przyréwnan
Fig. 10. Analysis of cytochrome c of selected crops for comparison of each sequence with the Brassica
napus sequence. The Pan factor determines the statistical evaluation of the alignments

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

W pracy przedstawiono analize zmiennos$ci genetycznej wybranych organizmow
za pomoca nowej metody. W przedstawionej metodzie porownywanie sekwencji nastepuje
na poziomie aminokwasowym i w przypadku, gdy porownywane aminokwasy sg rozne

81



Andrzej Kasperski ...

nastepuje automatyczna zmiana poziomu i poréwnanie danych aminokwaséw jest
wykonywane na poziomie ich kodondw. Implementacja nowej metody wskazuje
na mozliwosci usunigcia ograniczen standardowej metody macierzy kropkowej poprzez:
a) wprowadzenie sposobu oceny otrzymanych fragmentéw identycznosci, ktory jest
zgodny ze statystyczng oceng przyrownan, okreslong przez wspotczynnik Pan,
b) zaproponowanie algorytmu n-wymiarowej macierzy kropkowej, ktory rozszerza
mozliwosci standardowej metody macierzy kropkowej o mozliwo$¢ przyroOwnania
dowolnej ilosci sekwencji oraz uwzglednienie podejscia semihomologicznego,
C) zapamietywanie w czasie obliczen wspotrzednych odnalezionych fragmentow
identyczno$ci, co umozliwia automatyczne wykrycie i taczenie sgsiednich fragmentdéw
identyczno$ci. Metoda poprawnie dziata zaréwno dla duzych zbioréw sekwencji, jak i dla
zbiorow sekwencji o niewysokim stopniu podobienstwa. Dla sekwencji o niewysokim
stopniu podobienstwa ilo§¢ fragmentow identycznosci, otrzymywanych po kazdym z eta-
poéw dziatania algorytmu, moze szybko male¢. W przypadku, gdy ilo$¢ fragmentow
identyczno$ci zmaleje do zera, konieczna moze by¢ m.in. zmiana warto$ci parametrow, tj.
zwickszenie wielko$ci okna i/lub zmniejszenie progu identycznosci w celu zwigkszenia
iloéci otrzymywanych fragmentoéw identycznosci. W przypadku duzych zbioréw sekwencji
(4. powyzej 50) konieczne moze by¢ rowniez podzielenie wejsciowego zbioru sekwencji
na mniejsze podzbiory i rozpatrywanie kazdego podzbioru osobno. W przypadku zbiorow
sekwencji o duzym stopniu podobienstwa ilos¢ otrzymywanych fragmentdéw identycznosci
po kazdym z etapoéw dziatania algorytmu moze by¢ bardzo duza (np. kilkaset), przez co
czas obliczen moze by¢ dtugi. W takim przypadku konieczne moze by¢ m.in. zmniejszenie
wielkosci okna i/lub zwiekszenie progu identycznosci wcelu redukcji ilosci
otrzymywanych fragmentéw identycznosci. Zastosowanie dwupoziomowej analizy
zmienno$ci genetycznej organizmow ulatwia zrozumienie i interpretacje wynikow,
szczegoblnie interpretacj¢ zmian na poszczegoélnych pozycjach oraz ocene¢ otrzymanych
fragmentow identyczno$ci w kontekscie jednopunktowej mutacji. Zaproponowany sposob
okreslenia charakterystyki zmian (rys. 5 1 9) pozwolil na oceng dynamiki zmian inhibitoréw
proteinaz z nasion dyniowatych (duza zmiennos$¢) oraz sekwencji cytochromu ¢ wybranych
ro$lin uprawnych (mata zmienno$¢). Dynamiki zmian okre§lone za pomocg przedstawione;j
metody dwupoziomowej analizy zmiennosci, sa zgodne z wynikami uzyskanymi dla drzew
filogenetycznych otrzymanych metoda maksymalnej wiarygodnosci (rys. 21 7).
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Zmiennos$¢ wybranych cech ilosciowych
rekombinacyjnych linii wsobnych dyni

olbrzymiej (Cucurbita maxima Duch.)

Variability of selected quantitative traits in recombinant inbred lines of winter
squash (Cucurbita maxima Duch.)

Przeprowadzono ocen¢ fenotypowa populacji dyni olbrzymiej pod wzgledem cech iloSciowych
takich jak: $rednia masa owocu, liczba owocow na roéling oraz plon handlowy. W eksperymencie
wykorzystano populacje mapujaca sktadajaca si¢ ze 112 rekombinacyjnych linii wsobnych (RIL)
pokolenia Fe dyni olbrzymiej uzyskanych z mieszanca dwoch linii wsobnych 802 x 801 o odmiennym
pochodzeniu i skrajnie zréznicowanych pod wzgledem badanych cech. Doswiadczenie polowe
zatozono w uktadzie losowym w trzech powtdrzeniach w 2013 i 2014 roku. Linie rodzicielskie
wykazywaly istotne statystycznie réznice w odniesieniu do wartosci cech. Zakres zmiennosci cech w
populacji mapujacej przekraczat wartosci cech dla linii rodzicielskich. Zakres zmiennosci dla $redniej
masy owocu wynosit od 0,6 kg do 9,0 kg, dla $redniej liczby owocow na ro$linie od 1,0 do 7,5 (2013)
i od 1,0 do 11,5 (2014), dla plonu handlowego (kg/rosling) 1,7-11,8 (2013) i 1,26-30,0 (2014).
Odziedziczalnoé¢ cech wynosita 71% dla plon handlowego, 70% dla $redniej masy owocow i 82% dla
Sredniej liczby owocow na rosling.

stowa kluczowe: dynia olbrzymia, RIL, plon handlowy, ocena fenotypowa

The present study assessed the phenotypes of winter squash (Cucurbita maxima Duch.) population
in terms of quantitative traits such as: average fruit weight, number of fruits per plant and marketable
yield. Winter squash mapping population, developed by crossing two inbred lines of different origins
and extremely diverse in terms of the studied traits, consisting of 112 recombinant inbred lines (RIL)
Fs was used. The field experiments were established in a random arrangement with three replications
in the years 2013 and 2014. Parental lines showed statistically significant differences in relation to the
value of all the studied traits. Range of variability of all studied traits in the mapping population
exceeded the values of parental lines. In case of average fruit weight the range of variation was 0.6-9.0
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kg, for the average number of fruits per plant 1.0-7.5 (2013) and 1.0-11.5 (2014). In case of marketable
yield, the variation range was 1.7-11.8 kg/plant (2013) and 1.26-30.0 kg/plant (2014). Heritability of
the traits was: 71% for marketable yield, 70% for the average fruit weight and 82% for the average
number of fruits per plant.

Key words: winter squash, RIL, yield, phenotyping

WSTEP

Dynia olbrzymia (Cucurbita maxima Duch.) jest gatunkiem dobrze przystosowanym do
uprawy w polskich warunkach klimatycznych. Moze wydawa¢ wysoki plon i nie wymaga
zabiegdbw chemicznej ochrony roslin. Owoce dyni posiadajg duza wartos¢ odzywcza,
wlasciwosci dietetyczne oraz lecznicze. Gltowna zaleta dyni olbrzymiej jest wysoka
zawarto$¢ zwigzkoéw karotenoidowych w miazszu owocoéw (Sztangret i in., 2004), co
powoduje, ze jest warzywem konkurencyjnym w stosunku do marchwi, szczegdlnie w
produkcji ekologicznej. Ponadto gatunek ten cechuje znaczna zawarto$¢ cukrowcow i
suchej masy w owocach (Niewczas i in., 2014; Niewczas i Mitek, 2007), co sprawia, ze
dynia olbrzymia jest cennym surowcem dla przemystu przetwoérczego. Jednak pomimo
wielu zalet dynia olbrzymia jest w Polsce gatunkiem uprawianym na niewielka skale.
Rosngce zainteresowanie dynia olbrzymig zwigzane z wykorzystaniem owocow w
przemysle przetworczym oraz jako pasza dla zwierzat, generuje potrzebe produkcji
nowych wartosciowych odmian tego gatunku.

Srednia masa owocu, liczba owocéw na rogling oraz plon to jedne z najwazniejszych
cech branych pod uwage w hodowli i uprawie dyni olbrzymiej. Ze wzgledu na ilosciowy
charakter cechy te podlegajg silnej modyfikacji wywotanej przez warunki srodowiska. Aby
wykluczy¢ wplyw $rodowiska, hodowla nowych, bardziej plennych odmian dyni
olbrzymiej wymaga selekcji i oceny fenotypowej materiatow wyjsciowych w kilku
sezonach. Wykorzystanie markeré6w molekularnych $cisle sprzezonych z loci tych cech
znaczaco skrocitoby proces hodowlany. Dla dyni olbrzymiej nie zidentyfikowano do tej
pory loci cech ilosciowych QTL (Quantitative Trait Loci, loci cechy ilosciowe;j)
zwigzanych z plonem i masg owocow. Identyfikacja QTL wymaga oceny fenotypowej i
genotypowej populacji uzyskanej w wyniku skrzyzowania linii rodzicielskich o skrajnych
warto$ciach badanej cechy. Wybor typu, wyprowadzenie oraz ocena fenotypowa populacji
w odpowiednio zaplanowanym do$wiadczeniu sg kluczowymi etapami w identyfikowaniu
QTL.

Rekombinacyjne linie wsobne (RIL) sg liniami homozygotycznymi, moga wigc by¢
testowane w wielu powtérzeniach oraz poddawane wplywom réznych czynnikéw
srodowiskowych. Wysoka zmienno$¢ genetyczna w populacji RIL pozwala na wykrycie
genetycznych interakcji pomigdzy poszczegolnymi loci. Z tego wzgledu linie RIL znalazty
zastosowanie w analizach cech ilosciowych prowadzacych do identyfikacji QTL (Harel-
Bejai in., 2010; Ashrafi i in., 2011; Ren i in., 2014).

Celem prezentowanej pracy byta ocena fenotypowa populacji dyni olbrzymiej
sktadajacej si¢ ze 112 linii RIL pod wzgledem cech ilo§ciowych jak: srednia masa owocu,
liczba owocow na rosling oraz plon handlowy. Praca stanowi kontynuacje zadania
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badawczego ,,Identyfikacja loci cech ilosciowych zwigzanych z zawarto$cig zwigzkow
karotenoidowych i suchej masy w owocach dyni olbrzymiej" nr PBZ-MNiSW-2/3/2006/34
realizowanego w ramach projektu ,,Nowe metody genetyki molekularnej i genomiki
stuzgce doskonaleniu odmian ro$lin uprawnych” i umozliwi skonstruowanie mapy
genetycznej oraz identyfikacj¢ QTL u dyni olbrzymie;j.

MATERIALY I METODY

W  eksperymencie wykorzystano populacje mapujaca skladajaca si¢ ze 112
rekombinacyjnych linii wsobnych (RIL) pokolenia Fs dyni olbrzymiej powstaltych w
wyniku samozapylenia mieszanca 802 x 801. Formami rodzicielskimi byty dwie linie
wsobne o odmiennym pochodzeniu, skrajnie zréznicowane pod wzglgdem badanych cech
w tym cech zwigzanych z owocami (rys. 1).

A. B.

Rys. 1. Owoce linii rodzicielskich populacji mapujacej. A i B owoce linii 802 (linia mateczna). Ci D
linia 801 (linia ojcowska)
Fig. 1. Fig. 1. Fruits of the parental lines of mapping population. A and B line 802 (maternal line) C and
D line 801 (paternal line)
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Doswiadczenia polowe zatozono w uktadzie losowym, w trzech powtorzeniach (6 ro§lin w
powtorzeniu) na polu doswiadczalnym Katedry Genetyki Hodowli i Biotechnologii Ro$lin
SGGW “Wolica’ w latach 2013 i 2014. Srednie miesigczne warto$ci temperatury i opadow
przedstawiono w tabeli 1. Nasiona badanych linii wysiewano do gruntu 15 maja, w
rozstawie: 1 m w rzedzie i 1,6 m pomigdzy rzgdami. Zbidr owocdéw przeprowadzano w
pierwszej dekadzie wrze$nia. Do oceny plonowania wybierano owoce wyrosnigte,
fizjologicznie dojrzate i zdrowe. Okreslono liczbe owocoé6w na roslinie, $rednig masg
owocOw oraz $redni plon handlowy. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy
uzyciu programu STATISTICA 10 (Statsoft Inc., USA). Jednoczynnikows analize
wariancji wykonano przy pomocy programu ANOVA. Szczegdétowego poréwnania
srednich dokonano za pomocg testu Tukeya przy poziomie istotnosci o = 0,05.
Odziedziczalno$¢ w szerokim sensie obliczono wedtug Singh i Ceccarelli (1995).

Tabela 1
Srednie miesieczne warto$ci temperatury powietrza (°C) oraz warto$ci opadéw (mm) w poréwnaniu do
Sredniej wieloletniej; Stacja Ursyn6w-SGGW
Average monthly air temperature (°C) and the rainfall (mm) compared to the long-term average;
Station Ursynéw-SGGW

Temperatura (°C) Opady (mm)
Temperature (°C) Rainfall (mm)
Miesigc $rednia wieloletnia srednia wieloletnia
Month 2013 2014 1971-2010 2013 2014 1971-2010
long-term average long-term average
1971-2010 1971-2010
Maj — May 15,6 14,4 14,1 120,0 80,6 76,2
Czerwiec — June 18,7 16,3 17,3 86,4 63,8 71,8
Lipiec — July 20,8 21,1 21,0 0,8 100,1 88,4
Sierpien — August 19,2 18,3 19,2 99,0 70,8 83,8
Wrzesien — September 12,2 15,0 13,5 96,6 7,0 60,2

WYNIKI I DYSKUSJA

Linie rodzicielskie wykazywaty istotne statystycznie réznice w odniesieniu do wartosci
badanych cech ilosciowych: $rednia masa owocu, liczba owocdéw na rosline oraz plon
handlowy. Zakres zmiennosci cech w populacji mapujacej przekraczat wartosci dla linii
rodzicielskich, co moze wskazywac¢ na wystapienie zjawiska transgresji. W przypadku
$redniej masy owocOw zakres zmiennosci wynosit od 0,6 kg do 9,0 kg w obydwu latach
badan, a §rednia ogdlna cechy ksztattowala si¢ na poziomie 2,64 kg (2013) i 2,99 kg (2014)
(tab. 2, rys. 2). Dla $redniej liczby owocoéw na roslinie zakres zmiennosci wynosit od 1,0
do 7,5 (2013) i 1,0 do 11,5 (2014), przy sredniej ogdlnej wynoszacej 2,3 (2013) i 3,48
(2014) (tab. 2, rys. 2). W przypadku plonu handlowego (kg/rosling) zakres zmiennosci
wynosit 1,7-11,8 (2013) i 1,26-30,0 (2014) przy sredniej ogolnej 5,14 (2013) i 8,96 (2014)
(tab. 2, rys. 2). Istotnie najwyzszym plonem handlowym charakteryzowaty si¢ linie 1568
(2013) i 1534 (2014), natomiast najnizszym linie 1521 i 1517 (2013) oraz 1587 (2014).
Znaczne réznice w warto$ci cech pomigdzy poszczegdlnymi latami moga wynikac z
istotnych réznic $rednich temperatur oraz r6znic w ilosci opadow. W roku 2013 wysoka
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ilo§¢ opadow w maju spowodowata zasklepienie gleby i utrudnione kietkowanie nasion a
dlugotrwata susza panujgca w lipcu zahamowata wzrost roslin i ich kwitnienie, odbijajac
sie negatywnie na wysokosci plonu (tab. 1). Natomiast rok 2014 odznaczat si¢ bardzo
dobrymi warunkami atmosferycznymi dla wzrostu i plonowania dyni zaréwno pod
wzgledem temperatur, jak i ilosci opadow (tab. 1).

Tabela 2
Srednie warto$ci badanych cech (x odchylenie standardowe) dla linii rodzicielskich oraz zakres ich
zmienno$ci w populacji mapujacej 802 x 801, w latach 2013 i 2014
Average values of studied traits (+ standard deviation) for parental lines and the range of their
variation in mapping population 802 x 801, in years 2013 and 2014

Warto$¢ cechy dla linii rodzicielskich Zakres zmienno$ci w
Value of trait for parental lines: populacji mapujacej (112
L linii RIL Fe) Srednia warto$é cechy
Qrig?f‘ linia mateczna (802) linia 2{2?&?'%2801) Range of variation in Average value of trait
maternal line (802) P (801) mapping population
(112 RIL Fg lines)
2013 | 2014 2013 | 2014 2013 | 2014 2013 | 2014
Srednia masa
owocu (kg) : ]
Average fruit 1,104 1,6+0,3 4,924 8,4+2,8 0,6-9,0 0,6-9,0 2,64x15 2,99+18
weight (kg)
Srednia liczba
owocow 37402 43t08 16403  22+00 1075 10115  23+11 34818
Average fruit
number
Sredni plon
(kg/rosling) : }
Average yield 4,3+0,1 6,715 7,7£1,2 18,2+0,8 1,7-11.8 1,26-30,0 514+23  8,96+4,8
(kg/plant)

Niewielkie odchylenia od rozktadu normalnego (rys. 2) moga by¢ spowodowane utrata
niektorych linii w trakcie kolejnych samozapylen w procesie otrzymywania linii RIL. Ze
wzgledu na sterylno$¢ niektorych linii badz bardzo poézny termin kwitnienia nie byto
mozliwe ich samozapylenie i uzyskanie nasion.

Odziedziczalno$¢ cech wynosita 71% dla plonu handlowego, 70% dla $redniej masy
owocow i 82% dla $redniej liczby owocow na rosling. Uzyskane wyniki wskazujg na
wysoki udzial zmienno$ci genetycznej w catkowitej zmiennosci wszystkich badanych
cech. Znaczny wpltyw zmiennosci srodowiskowej (18-30%) w przypadku badanych cech
wskazuje jednak na potrzeb¢ bardziej precyzyjnego oznaczenia wspotczynnika
odziedziczalnoS$ci. Zalapa i in. (2006) badajac odziedziczalno$¢ w szerokim sensie cech u
melona otrzymali poréwnywalne wyniki dla liczby owocow na roslinie (80%) natomiast
dla $redniej masy owocu otrzymali znacznie wyzsza odziedziczalno$¢ wynoszaca 89%.
Réznice w uzyskanych wynikach moga by¢ spowodowane specyfika gatunku i co za tym
idzie rozng liczbg gendéw warunkujagcych badang cechg lub tez moga wynika¢ z
wykorzystania r6znego typu populacji.
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Rys. 2. Rozklad wartosci dla $redniej masy owocu (A i B), Sredniej liczby owocow na roslinie (C i D)
oraz plonu handlowego (E i F) w populacji mapujacej 802 x 801, w latach 2013 i 2014. Obserwacje
reprezentuja wartosci Srednie dla linii RIL (dla trzech powtérzen)

Fig. 2. Distribution of values for average fruit weight (A and B), average fruit number per plant (C and
D) and marketable yield (E and F) in mapping population 802 x 801, in years 2013 and 2014.
Observations represent average value for RIL lines (for three replications)
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Praca stanowi pierwsza ocen¢ fenotypowa populacji mapujacej dyni olbrzymiej pod
wzgledem cech zwigzanych z plonem. Jak do tej pory nie zidentyfikowano QTL
zwigzanych z plonem dla tego gatunku. Prace nad oceng fenotypowg populacji dyni
olbrzymiej begda poszerzone o takie cechy jak: zawartos¢ suchej masy, zwigzkow
karotenoidowych oraz cukrowcéw w migzszu owocoOw, grubo$¢ migzszu, procentowy
udzial gniazda nasiennego oraz masa 1000 nasion. Szczegdtowa ocena fenotypowa
populacji mapujacej pozwoli na identyfikacje genow i QTL zaangazowanych w genetyczng
kontrole wielu cech na mapie genetycznej i umozliwi tworzenie nowych warto§ciowych
odmian dyni olbrzymiej.

WNIOSKI

1. Populacja RIL charakteryzowata si¢ wysoka zmiennoscig pod wzgledem $redniej masy
owocow, liczby owocoéw na rosling oraz plonu handlowego owocow. Umozliwi to
precyzyjnag lokalizacje QTL na mapie genetycznej dyni olbrzymie;.

2. Wartos¢ wspolczynnika odziedziczalno$ci w szerokim sensie byla wysoka, co
wskazuje na duzy udzial zmiennosci genetycznej w zmiennosci fenotypowej badanych
cech.

3. Zakres zmienno$ci badanych cech w populacji przekraczal wartosci cech dla linii
rodzicielskich, co moze wskazywaé na wystapienie zjawiska transgresji.
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Identyfikacja markeréw SSR przydatnych
do konstrukcji mapy genetycznej i mapowania
genOw odpornosci na kanciasta plamistos¢ lisci

ogorka (Cucumis sativus L.)*

Identification of SSR markers useful for construction of genetic map and mapping
of angular leaf spot resistance genes in cucumber (Cucumis sativus L.)

W pracy podj¢to probe identyfikacji markerow SSR uzytecznych do konstrukcji mapy genetycznej
ogorka dla populacji mapujacej 110 rekombinacyjnych linii wsobnych (RIL). Populacj¢ uzyskano z
krzyzowania amerykanskiej linii Gy14 wykazujacej tolerancj¢ na bakteryjna kanciasta plamistos¢ z
polska linia B10 wrazliwa na t¢ chorobg. Analiza bioinformatyczna zréznicowania sekwencji loci
mikrosatelitarnych pozwolita wskaza¢ markery SSR potencjalnie przydatne do mapowania w tej
populacji. Wytypowano 222 markery SSR, sposréd ktorych 160 przetestowano na liniach
rodzicielskich i wybranych RIL. Potwierdzono polimorfizm dla 103 markeréw SSR (64,4%), za$ dla
52 z nich wykazano przydatnos$¢ do konstrukcji mapy genetycznej populacji Gy14 x B10 i mapowania
gendéw odpornoscei na kanciastg plamisto$¢ lisci ogorka. Wstepnie wskazano, ze marker SSR00398
zlokalizowany na chromosomie 5 moze by¢ sprzezony z genem odpornosci na te¢ chorobg.

Stowa kluczowe: Cucumis sativus, kanciasta plamisto$¢ ogorka, markery SSR, Pseudomonas
syringae pv. lachrymans

The aim of this study was identification of SSR markers useful for construction of genetic map
of cucumber population that consists of 110 recombinant inbred lines (RILs). RILs population

* Praca byta dofinansowana przez MRiRW

Redaktor prowadzgcy: Anna Linkiewicz
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segregating for angular leaf spot (ALS) resistance was developed by crossing two inbred lines, an
American line Gy14 showing tolerance for angular leaf spot and a Polish line B10, susceptible to this
disease. A set of SSR markers was preliminary examined for polymorphism using bioinformatic
analysis. There were 222 selected SSR markers and 160 of them were further tested on parental lines
and chosen RILs. The polymorphism was confirmed for 103 (64.4%) SSR markers. Fifty two SSR
markers were found to be useful for construction of genetic map of cucumber population Gy14 x B10
and further mapping of angular leaf spot resistance genes. Preliminary results suggest that SSR00398
located on chromosome 5 may be linked to angular leaf spot resistance gene.

Key words: Cucumis sativus, angular leaf spot (ALS), SSR markers, Pseudomonas syringae pv.
lachrymans

WSTEP

Ogorek (Cucumis sativus L.) jest obok melona najlepiej poznanym gatunkiem
nalezacym do rodziny Cucurbitaceae, wykorzystywanym jako roslina modelowa
w badaniach determinacji ptci (Malepszy, Niemirowicz-Szczytt, 1991; Tanurdzic, Banks,
2004), biologii naczyniowej (Lough, Lucas, 2006) oraz reakcji na stresy biotyczne
i abiotyczne (Hammerschmidt 1999a,b). Ogobrek jest jednoczesnie waznym gospodarczo
i ekonomicznie warzywem, uprawianym w ponad 80 krajach na $wiecie (Adhikari i in.,
2012), a jego roczng produkcje szacuje si¢ na ponad 66 milionow ton, w tym okoto 500
tysiecy ton produkuje si¢ w Polsce (http://faostats.fao.org). Duze znaczenie ogérka w
Polsce powoduje, ze prowadzone sg krajowe programy hodowlane, dla ktorych istotne jest
poszukiwanie nowych zrédet odpornosci na choroby i stresy abiotyczne, a takze
identyfikacja markeréw molekularnych przydatnych do selekcji (Olczak-Woltman i in.,
2007). W ostatnich latach poznana zostata sekwencja genomu ogérka (Huang i in., 2009
— linia 9930, Waycicki i in., 2011 — linia B10, Phytozome v8.0 — linia Gyl14),
opublikowano kilka zageszczonych map genetycznych (Ren i in., 2009; Miao i in., 2011;
Yang i in., 2012), jak réwniez scharakteryzowano geny odpornosci R, kodujace biatka
NBS-LRR (Wan i in., 2013; Yang i in., 2013). Pomimo zsekwencjonowania genomu
ogorka i licznych prac genomicznych wiedza na temat tego gatunku w konteks$cie reakcji
odporno$ciowej na bakterie Pseudomonas syringae pv. lachrymans bedaca sprawcy
kanciastej plamistosci lisci ogorka jest niepetna. Jak dotychczas opracowano okoto 30 map
genetycznych ogorka, glownie dla populacji mapujacych wyprowadzonych z linii
amerykanskich, indyjskich czy tez chinskich (Ren i in., 2009; Miao i in., 2011; Yang i in.,
2012). Nie skonstruowano jednak zaawansowanej mapy genetycznej dla polskich linii lub
odmian, przystosowanych do uprawy w klimacie $rodkowoeuropejskim. Opracowane
mapy postuzyly do zmapowania genéw warunkujacych wazne cechy uzytkowe (Miao i in.,
2011), jednak nie zidentyfikowano jak dotychczas genéw warunkujgcych odpornosé na
kanciastg plamisto$¢ lisci ogorka. Proby zidentyfikowania markerdw molekularnych
sprzezonych z tymi genami umozliwily wskazanie markera RAPD OP-AO07, jednakze
marker ten byl w odlegtosci 13¢M od locus zwigzanego z genem odpornosci (Olczak-
Woltman i in., 2009). Celem pracy byla identyfikacja markerow SSR przydatnych do
konstrukcji mapy genetycznej ogorka oraz mapowania gendw odpornosci na t¢ chorobe
z wykorzystaniem populacji RIL Gy14 x B10. Konstrukcja takiej mapy przyczyni si¢ do
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identyfikacji markerow molekularnych genéw odpornosci na kanciastg plamistos¢ lisci
ogorka, ktore pozwolityby na prowadzenie selekcji pozadanych roslin juz we wczesnych
etapach hodowli.

MATERIAL I METODY

W badaniach wykorzystano populacje mapujaca RIL-Fs, w sktad ktorej wchodzito 110
rekombinowanych linii wsobnych. Nasiona linii Gy14 i F1 z krzyzowania Gyl4 x B10
uzyskano od Prof. M. J. Havey (University of Wisconsin, Madison, WI, USA). Wypro-
wadzenie linii z pojedynkow F, wykonano w tunelach na Polu Doswiadczalnym Katedry
Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin ‘Wolica’. Linie rodzicielskie charakteryzowaty
si¢ zroznicowang reakcja odporno$ciowa na bakteryjna kanciastg plamistos¢ — linia Gy14
wykazywala tolerancje na kanciastg plamistos¢, zas linia B10 byta wrazliwa na t¢ chorobe
(Olczak-Woltman i in.,, 2008). Testy patogenicznosci przeprowadzono na
dwutygodniowych roslinach ogorka w fazie dwoch lisci, zgodnie z metodyka opracowang
przez Olczak-Woltman i in. (2008). W obrgbie kazdej linii rekombinacyjnej testowano 16
roslin (4 powtorzenia i 4 rosliny w kazdym powtorzeniu). Do przygotowania inokulum
uzyto wirulentny izolat Pseudomonas syringae pv. lachrymans 814/98 (ODgg = 0,05;
1x107 CFU/ml). Inokulum nanoszono od dolnej strony liSci za pomoca recznego
opryskiwacza. Podczas trwania testu zachowywano 16 h fotoperiod. Temperatura w ciggu
dnia wynosita 25°C, a w nocy 22°C. W celu zwigkszenia wzglednej wilgotnosci powietrza
do 95-100% ro$liny nakrywano tunelikami foliowymi oraz wylaczano $wiatlo na 24 h
bezposrednio po inokulacji ro$lin. Ocen¢ stopnia porazenia roslin, w oparciu 0 dwa
porazone liScie, dokonano po 7 dniach od inokulacji uzywajac 9-stopniowej skali
bonitacyjnej wzorowanej na skali Jenkins i Wehner (1983), gdzie 1 oznacza petna
podatno$¢ za$ 9 pelng odporno$¢ na patogena (Olczak-Woltman i in., 2008). Ocena
fenotypowa populacji mapujgcej obejmowata rowniez ocene typu reakcji na infekcje. Na
podstawie oceny stopnia porazenia roslin oraz charakterystyki chloroz wyrdzniano dwie
klasy fenotypowe (Olczak-Woltman i in., 2009). Pierwsza stanowity linie z wyraznie
odcietym, jasnym, chlorotycznym halo wokét drobnych lub $redniej wielkosci nekroz
zajmujacych od 8 do 15% powierzchni lisci (typ reakcji typowy dla tolerancyjnej linii
Gyl4). W sktad drugiej grupy wchodzity linie o rozmytych, rozleglych intensywnie z61tych
chlorozach oraz duzych nekrozach obejmujacych powierzchni¢ lisci do 87% (typ reakcji
typowy dla linii B10). Segregacje tej cechy 1:1 w odniesieniu do typu reakcji
odpornos$ciowej zweryfikowano testem statystycznym chi? (v = 1, a = 0,05).

Oceng przydatnosci markerow SSR do mapowania w populacji mapujacej Gy14 x B10
opracowanych przez Ren i in. (2009) oraz Yang i in. (2012) przeprowadzono w dwdch
etapach. W pierwszym etapic wykonano analiz¢ bioinformatyczng z uzyciem algorytmu
BLAST oraz programéw Sequencher 4.5 (Gene Codes Corp., Ann Arbor, MI, USA) i CLC
Genomics Workbench 7.5 (CLCBio, Aarhus, Denmark) wykorzystujac sekwencje
genomoéw linii Gy14 (http://phytozome.net/) i B10 (http://csgenome.sggw.pl/) i wskazujac
polimorficzne markery SSR in silico. W drugim etapie przetestowano doswiadczalnie
wytypowane markery SSR na liniach rodzicielskich i o$miu losowo wybranych RIL
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populacji mapujacej, a nastepnie markery polimorficzne testowano na catej populacji
mapujacej. Segregacje 1:1 potwierdzajacag przydatnos¢ markerow do konstrukcji mapy
genetycznej oceniono testem statystycznym chi? (v = 1, a = 0,05). Test chi? uzyto réwniez
do wstepnej identyfikacji markerow SSR sprzezonych z genem odpornosci na kanciasta
plamisto$¢ ogorka. Dla kazdego markera SSR wytypowano zestaw RIL, ktore podczas
oceny fenotypowej wykazywatly tolerancje¢ na kanciasta plamisto$¢, podobnie jak linia
Gyl4. W grupie tak wyselekcjonowanych RIL obserwowano przewage linii z allelem
markera SSR charakterystycznym dla linii Gy14.

Genomowe DNA izolowano z mtodych lisci ogorka z uzyciem zestawu Gene Elute™
Plant Genomic MiniPrep Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Sktad mieszaniny
reakcyjnej PCR przy catkowitej objetosci reakcji 20 pl byt nastgpujacy: DreamTaq Buffer,
dNTPs Mix 2mM, starter F — 1uM, starter R — 1uM, DreamTaq DNA Polymerase
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) — 0,6 U, DNA 40 ng. Amplifikacje wykonano
w termocyklerze PTC-200 (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, USA) wykorzystujac
program opracowany przez Pillen i in. (2000): 94°C 1 min, 64°C 30 sek, 72°C 1 min — 10
cykli, nastepnie 30 cykli — 94°C 1 min, 55°C 30 sek, 72°C 1 min i 1 cykl — 72°C przez
5 min. Elektroforeza produktéw amplifikacji prowadzona byta w 6% denaturujacym zelu
poliakrylamidowym. Produkty rozdzialu wizualizowano metoda srebrowa wedlug
Benbouza i in. (2006).

WYNIKI | DYSKUSJA

Charakterystyka reakcji odpornosciowej RIL populacji mapujacej ogorka

Testom patogeniczno$ci poddano 110 RIL populacji mapujacej Gyl4 x B10. Podczas
oceny fenotypowej rozpatrywano odpornos¢ na bakteryjna kanciastg plamistos¢ jako dwie
oddzielne cechy. Pierwsza byt stopien nasilenia objawoéw chorobowych z wykorzystaniem
9-stopniowej skali porazenia. Lina B10 wykazywata podatnos¢ na kanciastg plamisto$¢.
Na porazonych lisciach pojawialy si¢ duze poczatkowo silnie uwodnione plamy,
przechodzace w nekrozy z pojawiajacymi si¢ wyciekami bakteryjnymi. Stopief nasilenia
objawow siegat od 50% do 75%, a czesto nawet do 87% powierzchni lisci. Srednia ocena
stopnia porazenia liSci wyniosta 4,1. Z kolei linia Gy14 charakteryzowata si¢ tolerancja na
kanciasta plamisto$¢. Na porazonych li§ciach obserwowano drobne lub $redniej wielkosci
plamy nekrotyczne, a udzial porazonej powierzchni lisci wahat si¢ od 8 do 25%, za$ $rednia
ocena stopnia porazenia li§ci wynosita 6,4. Wyniki oceny fenotypowe;j linii rodzicielskich
sa zgodne z wczesniejszymi badaniami, ktorych celem bylo wskazanie standardow
podatnos$ci i tolerancji uzytecznych podczas testowania materiatdbw hodowlanych na
kanciastg plamisto$¢ lisci ogorka (Olczak-Woltman i in., 2008). Zakres ocen stopnia
porazenia RIL scharakteryzowanych jako typ linii B10 wynosit od 2,8 do 4,9; zas dla RIL
ocenionych jako typ linii Gy14 od 5,3 do 6,6 (tab. 1, rys. 1).
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Tabela 1
Zakres ocen oraz Srednia ocena stopnia porazenia roslin w odniesieniu do typu reakcji odpornosciowej
The evaluation of range and average disease severity scores in relation to the angular leaf spot (ALS)
resistance type

Typ reakcji Zakres ocen 5 Odchylenie
o dpgfnoéciojw . Liczba linii Score range Srednia ocen stan da); dowe
ALS resistance type Number of lines m:g:mﬂm mﬁm? Mean Standard deviation
Linia Gy14 linia mateczna
Gyl4 line materna line 6.0 0 64 0,48
Linia B10 linia ojcowska
B10 line paternal line 30 50 41 0,63
Typ linii Gy14
Gy14 resistance type 55 53 6.6 6.0 0,33
Typ linii B10
B10 resistance type 51 28 4.9 4.2 0,48
40 - . v
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Rys. 1. Rozklad oceny stopnia porazenia roslin w populacji mapujacej Gy14 x B10
Fig. 1. Distribution of disease severity scores in mapping population Gy14 x B10

Druga oceniang podczas testu cecha byla obecnosci chlorotycznego halo. Na tej
podstawie wyrozniono dwie klasy fenotypowe. Pierwsza stanowily linie z wyraznie
odcietym, jasnym chlorotycznym halo wokot nekroz, podobnie jak u linii Gyl4
wykazujace tolerancj¢ na bakteryjng kanciasta plamisto$¢ lisci. W sktad drugiej klasy
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fenotypowej wchodzity linie o rozmytych, rozlegtych i intensywnych chlorozach bez halo,
podobnie jak u linii B10 i podatne na te¢ chorobe (tab. 2, rys. 2).

Tabela 2
Wyniki analizy genetycznej w odniesieniu do typu reakcji odpornosciowej
Results of genetic analysis in relation to the angular leaf spot resistance type
Liczba testowanych linii 110
Number of tested lines
Liczba obserwowanych linii (typ reakcji Typ Gyl4: odcigte, chlorotyczne halo, drobne nekrozy 55
odpornosciowej) Gy14 type: limited chlorotic halo, small necroses
Number of observed lines (angular leaf spot resistance Typ B10: rozlegte chlorozy i nekrozy 51
type) widespread chloroses and necroses
Testowane rozszczepienie 11
Tested segregation ratio )
Warto$¢ empiryczna chi? 0.2
chi?empirical value '
Wartos¢ krytyczna chi? (v =1, a = 0,05) 384

chi?critical value (v =1, a = 0.05)

A

Rys. 2. Objawy bakteryjnej kanciastej plamisto$ci ogorka wywolane przez Pseudomonas syringae pv.
lachrymans. (A) linia Gy14 tolerancyjna na kanciasta plamistos¢ lisci, (B) linia B10 podatna
na kanciasta plamistos¢ lisci
Fig. 2. Angular leaf spot symptoms on cucumber accessions caused by Pseudomonas syringae pv.
lachrymans. (A) Gy14 line tolerant to Pseudomonas syringae pv. lachrymans, (B) B10 line susceptible
to Pseudomonas syringae pv. lachrymans

Sposroéd badanych linii 55 charakteryzowalo si¢ wyraznie odcigtym halo wokot nekroz
i tolerancja, a 51 linii wykazywato rozmyte, rozlegte chlorozy i podatno$¢ na kanciasta
plamisto$¢ lisci. Dla 4 linii trudno byto okresli¢ jednoznacznie typ reakcji odpornosciowej.
Rozszczepienie fenotypowe 1:1, zweryfikowane testem chi® potwierdzito, ze cecha
obecnosci/braku chlorotycznego halo i typu chloroz jest determinowana monogenicznie.
Wezesniej wykonane badania na roslinach pokolenia F», BC; i BC, uzyskanych z krzyzowania
linii B10 x H603 rowniez wskazaty na jednogenowe dziedziczenie tej cechy. Stwierdzono
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ponadto, ze brak halo i rozlegle chlorozy sa cechg dominujaca zwigzang z podatnoscia na
kanciasta plamistos¢ (Olczak-Woltman i in., 2009). Wyniki klasycznej analizy genetycznej
potwierdzily tez, ze populacja mapujaca Gy14 x B10 osiagneta w pokoleniu Fs wysoki poziom
homozygotycznosci, a linie wchodzace w jej sktad sa wyr6wnane genetycznie, co czyni t¢
populacje przydatng do mapowania gendow odpornosci na kanciasta plamistos¢ lisci ogorka
(tab. 2).

Identyfikacja markeréw SSR przydatnych do konstrukcji mapy genetycznej

ogorka

Dostepnos¢ sekwencji genoméw ogorka linii Gyl4 i B10 pozwolita na zastosowanie
analizy bioinformatycznej do zidentyfikowania loci mikrosatelitarnych potencjalnie
réznicujacych te linie. Wytypowano w ten sposob 89 markeréw SSR sposrod 995 markerow
opracowanych przez Ren i in. (2009) oraz 133 markery sposrod 735 opracowanych przez Yang
i in. (2012), co stanowito odpowiednio 8,9% 1 18,1%. Wskazano rowniez potencjalny typ
polimorfizmu, oznaczony jako ,,expGyl14” lub ,,expB10”, gdzie polimorfizm ,.expGyl4”
oznaczal wigksza liczbe powtorzen sekwencji mikrosatelitarnej dla linii Gy14, a polimorfizm
,expB10” dla B10. W przypadku markerdw opracowanych przez Ren i in. (2009) 46 markeréw
wykazywato polimorfizm typu ,,expGyl4”, za$ 43 typu ,,expB10”. Wsrdd markerow
opracowanych przez Yang i in. (2012) 75 markerow charakteryzowalo si¢ polimorfizmem typu
»expGy14”, za$ 58 typu ,,expB10”, co sugeruje czestsza ekspansje loci mikrosatelitarnych u
linii Gy14 (tab. 3).

Tabela 3

Zestawienie loci mikrosatelitarnych wykazujacych polimorfizm na podstawie analizy bioinformatycznej
Bioinformatic analysis of results in relation to identified microsatellite loci showing polymorphism

Loci mikrosatelitarne opracowane przez:
Microsatellite loci developed by:
Ren i in. (2009) Yang i in. (2012)
liczba % wszystkich liczba % wszystkich
number of loci® number of loci®
loci % of all loci® loci % of all loci®
i mi i a.
LO_CI mlkros_atellta_Te : 995 100 735 100
Microsatellite loci®:
- zidentyfikowane bioinformatycznie w genomie linii Gy14
- bioinformatically identified in Gy14 genome 562 565 695 94,6
- zidentyfikowane bioinformatycznie w genomie linii B10
- bioinformatically identified in B10 genome 484 48,6 469 6338
Pollmorflcz_ne I90| mlkro_satellt_a}rne: 89 8.9 133 181
Polymorphic microsatellite loci:
- polimorfizm typu ,,expGy14™°
- ,,expGy14” polymorphism type® 46 46 » 102
- polimorfizm typu ,,expB10™ 43 43 58 79

,eXpB10” polymorphism type

2suma loci mikrosatelitarnych opracowanych przez Ren i in. (2009) oraz Yang i in. (2012); sum of the microsatellite loci
published by Ren et al. (2009) and Yang et al. (2012)

®95 loci mikrosatelitarnych w odniesieniu do sumy opracowanych loci; % of microsatellite loci with regard to the sum of
published loci

¢liczba powtorzen sekwencji mikrosatelitarnej wigksza dla linii Gy14; number of the microsatellite sequence repeats
greater for the line Gy14

dliczba powtérzen sekwencji mikrosatelitarnej wigksza dla linii B10; number of the microsatellite sequence repeats greater
for the line B10
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Wytypowany in silico zestaw 89 markerdéw opracowanych przez Ren i in. (2009) oraz
71 markerow opracowanych przez Yang i in. (2012), tacznie 160 markeréw SSR,
przetestowano doswiadczalnie na liniach rodzicielskich i o$miu wybranych RIL.
Potwierdzono polimorfizm dla 68,5% loci mikrosatelitarnych opracowanych przez Ren i
in. (2009) oraz dla 59% loci opracowanych przez Yang i in. (2012), tacznie dla 64,4%
markeréw SSR. Zastosowanie analizy bioinformatycznej do typowania markerow SSR
potencjalnie réznicujgcych linie rodzicielskie Gyl4 i B10 okazato si¢ efektywne, a
uzyskany stopien polimorfizmu w obrebie linii rodzicielskich i osmiu wybranych RIL
mozna uzna¢ za satysfakcjonujgcy. Dla poréwnania Yang i in. (2012) stosujac t¢ sama
metode z zestawu 1266 markeréw SSR opracowanych przez Ren i in. (2009) wskazali 731
markerow SSR (57,7%) potencjalnie roznicujacych linie Gyl4 i1 9930, jednakze
eksperymentalnie polimorfizm potwierdzono jedynie dla 312 markeréw SSR (25%).
Wykorzystanie analizy bioinformatycznej pozwolito w znacznym stopniu ograniczy¢
liczbe¢ markerow SSR wytypowanych do dalszego testowania spos$réd markerow
opracowanych przez Ren i in. (2009) oraz Yang i in. (2012). Potwierdza to zasadnos¢ jej
wykonania, jednakze metoda ta nie byla w pelni skuteczna. Dla 35,4% markeréw SSR
wytypowanych bioinformatycznie jako réznicujace linie rodzicielskie uzyskano produkty
amplifikacji, ktére jednak nie roznicowaly linii rodzicielskich. Przyczynami braku
polimorfizmu mogly by¢ niedoktadnosci analizy bioinformatycznej spowodowane
niescistosciami w sekwencjach genomow linii Gy14 i B10 wynikajacymi z btedow podczas
sekwencjonowania i/lub skladania odczytow sekwencyjnych, jak rowniez fakt, ze do
sekwencjonowania genomow wykorzystywano DNA pochodzace z innych roslin niz to,
ktére wykorzystywano do oceny polimorfizmu.

Zakres wielkos$ci uzyskanych amplikonow dla testowanych markeréw SSR wynosit od
107 do 460 par zasad (pz). Natomiast réznice w wielko$ci amplikondéw miedzy liniami
rodzicielskimi wahaty si¢ od 2 do 60 pz, przy czym dla wigkszosci markerow byt to zakres
od 2 do 10 pz. Liczba zidentyfikowanych na podstawie analizy bioinformatycznej
polimorficznych loci mikrosatelitarnych na poszczegélnych chromosomach byta
nierdbwnomierna. Najwiecej polimorficznych loci (51) zidentyfikowano dla chromosomu
3, najmniej (15) — dla chromosomu 2. Z prac dotyczacych identyfikacji gendéw
odpornosci, kodujacych biatka NBS-LRR wynika, Zze geny te u ogorka wystepuja na
chromosomach 2, 3, 4 i 5 podczas gdy nie zidentyfikowano ich na chromosomach 1, 6 7
(Huang i in., 2009; Wang i in., 2013; Yang i in., 2013). Testujac markery opracowane przez
Ren i in. (2009) na calej populacji mapujacej wykazano przydatno$¢ 52 markerow do
konstrukcji mapy genetycznej ogorka, co potwierdzono testem statystycznym chi?.
Najwigcej polimorficznych markerow SSR zidentyfikowano na chromosomie 3,
W przeciwienstwie do chromosomu 1, 2 i 4, na ktérych zidentyfikowano ich stosunkowo
mato (tab. 4). Wstepne analizy pokazaty, ze marker SSR00398 zlokalizowany na
chromosomie 5 moze by¢ sprzezony z genem odpornosci na kanciasta plamistos¢ lisci
ogorka. Z punktu widzenia konstrukcji mapy genetycznej i mapowania genow zwigzanych
Z kanciastg plamistoscig lisci ogorka konieczne sg dalsze prace nad identyfikacja markerow
SSR zlokalizowanych na chromosomach 2, 3, 4 i 5.
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Tabela 4
Lokalizacja chromosomowa loci mikrosatelitarnych ogoérka
Chromosome location of cucumber microsatellite loci
Loci mikrosatelitarne — Microsatellite loci
polimorfizm w analizie polimorfizm na podstawie wstgpne;j
bioinformatycznej analizy®
polymorphism based on bioinformatics polymorphism based on preliminary
analysis analysis? przydatr_1_e
Chromosom do konstrukcji mapy
Chromosome| oprac. przez osrac. przez oprac. przez osrac. przez genetycznej®
Ren i in. (2009) ang 1 1n. Ren i in. (2009) ang 1 1n. useful to genetic map
developed by (2012) razem developed by (2012) razem construction®
Ren et al. d:yelopid :)y total Ren et al. d:yelopid :)y total
ang et al. ang et al.
(2009) (2012) (2009) (2012)

Chrl 8 30 38 7 4 11 4

Chr2 5 10 15 4 3 7 3

Chr3 24 27 51 21 8 28 20

Chr4 8 19 27 5 8 13 3

Chrs 16 21 37 7 7 14 6

Chré 17 13 30 9 6 15 9

Chr7 11 13 24 8 6 14 7
Razem 89 133 222 61 42 103 52

Total

2wykazujace polimorfizm na podstawie wstepnej analizy na liniach rodzicielskich i o$miu losowo wybranych liniach RIL;
showing polymorphism in preliminary analysis of parental lines and a sample of eight random RILs

b przetestowane na calej populacji mapujacej, przydatne do konstrukcji mapy genetycznej; tested in the whole mapping
population, useful for genetic map construction

WNIOSKI

Ocena populacji mapujacej Gy14 x B10 pod wzglgdem cechy odpornosci na bakteryjna
kanciastg plamisto$¢ lisci wskazuje, ze populacja osiagneta w pokoleniu Fs wysoki
poziom homozygotyczno$ci, a linie wsobne wchodzace w jej sktad sa wyréwnanie
genetycznie. Umozliwia to wykorzystanie tej populacji do mapowania genow
odpornosci zwigzanych z kanciasta plamistosciag liSci ogorka.

Wysoki udziat polimorficznych markeréw SSR w poréwnaniu z poziomem
polimorfizmu opisywanym w innych pracach dotyczacych Kkonstrukcji map
genetycznych ogorka potwierdza przydatno$¢ wstepnej analizy bioinformatyczne;j loci
mikrosatelitarnych w celu typowania markeréw SSR przydatnych do mapowania.
Liczba markeréw SSR przydatnych do konstrukcji mapy genetycznej Gyl4 x B10
zidentyfikowanych na poszczeg6lnych chromosomach jest nieréwnomierna. Dla
chromosomu 3, w przeciwienstwie do chromosomu 1, 2 i 4, potwierdzono przydatno$é
najwickszej liczby markeréw SSR. W oparciu o dostgpng wiedze na temat lokalizacji
chromosomowej genéw odpornosci u ogorka konieczne jest dalsze poszukiwanie
markeréw SSR, a szczeg6lnie dla chromosomoéw 2, 3,4 5.

Sposrdd 52 markeréw SSR przetestowanych w populacji mapujacej Gyl4 x B10
wstepnie  wskazano marker SSR00398 zlokalizowany na chromosomie 5 jako
sprzezony z genem odporno$ci na bakteryjna kanciastg plamisto$¢ lisci ogorka.
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Jakos¢ konsumpcyjna bulw ziemniaka
nawozonego wsiewkami miedzyplonowymi
w integrowanym i ekologicznym

systemie produkcji

The quality of potato tubers fertilized with undersown catch crops in the integrated
and organic production system

W pracy przedstawiono wyniki badan z lat 2006-2009 majace na celu okreslenie wplywu biomasy
wsiewek migdzyplonowych przyoranych jesienia i pozostawionych do wiosny w formie mulczu na
jakos§¢ konsumpcyjna bulw ziemniaka w integrowanym i ekologicznym systemie produkcji. W
doswiadczeniu badano dwa czynniki. I. Nawozenie wsiewka miedzyplonowa: obiekt kontrolny (bez
nawozenia wsiewka miedzyplonowa), obornik, koniczyna perska, koniczyna perska + Zycica
westerwoldzka, zycica westerwoldzka, koniczyna perska — mulcz, koniczyna perska + Zycica
westerwoldzka — mulcz, Zycica westerwodzka — mulcz. 1. System produkcji: integrowany i
ekologiczny. Cechy konsumpcyjne bulw ziemniaka (ciemnienie migzszu surowego i ugotowanego oraz
smakowito$¢) nawozonego biomasa wsiewek migdzyplonowych byly zblizone do zaobserwowanych
na oborniku. Najlepsza jakos$cia konsumpcyjna, a zwlaszcza smakowitoscia, wyrozniaty si¢ bulwy
ziemniaka nawozone biomasg koniczyny perskiej, zarbwno przyoranej jesienia, jak i pozostawionej do
wiosny w formie mulczu. Ciemnienie miazszu surowego i ugotowanego bulw ziemniaka uprawianego
w ekologicznym systemie produkcji byto istotnie nizsze niz w systemie integrowanym, natomiast
smakowito$¢ bulw ziemniaka byla wyzsza w integrowanym systemie produkcji.

Stowa kluczowe: ciemnienie bulw, mulcz, obornik, smakowito$¢, system produkcji, wsiewki
miedzyplonowe, ziemniak

The work presents results of a study carried out in 2006-2009 whose objective was to determine
the influence of undersown catch crops, which were incorporated in autumn or left on the soil surface
as mulch for spring incorporation, on the quality of table potato grown in the integrated and organic
production systems. Two factors were examined in the study: 1. fertilization with undersown catch
crops: control (no undersown catch crop), farmyard manure (FYM), Persian clover, Persian clover +
westerwolds ryegrass, westerwolds ryegrass, Persian clover — mulch, Persian clover + westerwolds
ryegrass — mulch, westerwolds ryegrass — mulch; 2. production system: integrated and organic. The
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aforementioned tuber characteristics of table potato fertilized with the biomass of undersown catch
crops were similar to the traits of FYM-fertilized potato. The best quality, flavour in particular, was
determined for tubers of potato fertilized with autumn-and spring-incorporated Persian clover. Raw
flesh darkening and after cooking darkening of organic potato was significantly lower compared with
the integrated production, but the tuber flavour was better in the integrated production system.

Key words:  tuber darkening, mulch, farmyard manure, flavour, production system, undersown
catch crops, potato

WSTEP

O jakos$ci konsumpcyjnej bulw ziemniaka decyduje ich sktad chemiczny, ktory jest
uwarunkowany genetycznie, lecz modyfikowany przez czynniki srodowiskowe i agro-
technike (Sawicka, 1991; Ceglarek i in., 1998; Kaaber i in., 2002; Rézylo, 2002; Savage
iin., 2007; Zarzecka i in., 2011). Niekorzystne oddziatywanie chemizacji rolnictwa na
sktad chemiczny i1 jako$¢ konsumpcyjng bulw ziemniaka powinno by¢ sygnatem
do poszukiwania alternatywnych rozwigzan. Takim rozwigzaniem moze by¢ integrowany
i ekologiczny sposéb uprawy ziemniaka (Danilenko i Tre¢iokaite-Jarine, 2002; Sawicka i
in., 2006; Smith, 2007; Kazmierczak i Rychlik, 2014)). W tych systemach produkcji zaleca
si¢ wysycenie ptodozmianu miedzyplonami, ktéore moga by¢ zrodtem substancji
organicznej zastepujacej obornik w nawozeniu ziemniaka (Ceglarek i in., 1998; Plaza i in.,
2010; Makarewicz i in., 2014). W pismiennictwie zauwaza si¢ pewien niedobor publikacji
z tego zakresu. Stad wylania si¢ potrzeba prowadzenia tego typu badan. Probe czgsciowego
wypehnienia tej luki stanowi niniejsza praca, ktorej celem jest okreslenie wplywu biomasy
wsiewek miedzyplonowych przyoranych jesienig i pozostawionych do wiosny w formie
mulczu na jako$¢ konsumpcyjna bulw ziemniaka w integrowanym iekologicznym
systemie produkciji.

MATERIAL I METODY

Eksperyment polowy przeprowadzono w latach 2006-2009 w Rolniczej Stacji
Dos$wiadczalnej w Zawadach nalezacej do Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycznego
w Siedlcach. Badania prowadzono na glebie ptowej wytworzonej z piasku gliniastego
mocnego, 0 odczynie obojetnym, $redniej zasobnosci w przyswajalny fosfor, potas
i magnez. Zawarto$¢ wegla organicznego wynosita 0,82%. Doswiadczenie zatozono
w uktadzie split-block, w trzech powtoérzeniach. Badano dwa czynniki. I. Nawozenie
wsiewka migdzyplonowa: obiekt kontrolny (bez nawozenia wsiewka mig¢dzyplonows),
obornik, wsiewka miedzyplonowa — biomasa przyorana jesienig (koniczyna perska,
koniczyna perska + zycica westerwoldzka, zycica westerwoldzka), wsiewka
miedzyplonowa — biomasa pozostawiona do wiosny w formie mulczu (koniczyna perska,
koniczyna perska + zycica westerwoldzka, zycica westerwoldzka). II. System produkcji:
integrowany i ekologiczny.

Doswiadczenie zalozono w stanowisku po owsie. Resztki pozniwne owsa przyorano
podorywka. Nastepnie wykonano kilkukrotne bronowanie i orke przedzimowsg. Na wiosne
wsiewki migdzyplonowe wsiewano w pszenzyto jare uprawiane na ziarno. W pierwszym
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roku po nawozeniu wsiewkami mi¢dzyplonowymi uprawiano ziemniaki jadalne odmiany
Zeus. W integrowanym systemie produkcji ziemniaka, wczesng wiosng, rozsiano nawozy
mineralne, ktérych ilo§¢ w przeliczeniu na 1 ha wynosita: 90 kg N, 36,9 kg P i 99,6 kg K.
Dawki nawozenia mineralnego dostosowano do zasobnosci gleby i wielkosSci
przewidywanego plonu. Na poletkach, na ktorych jesieniag wykonano orke przedzimowa,
nawozy mineralne wymieszano z glebg za pomoca kultywatora zagregatowanego z brong.
Natomiast na poletkach z mulczem stosowano brone talerzowa 1 kultywator.
W ekologicznym systemie produkcji zamiast nawozenia mineralnego, stosowano obornik
w dawce 30 t-ha! pod pszenzyto jare uprawiane z wsiewkami miedzyplonowymi. Z dawka
30 t-ha! $wiezej masy obornika wprowadzono do gleby na 1 ha: 7,8 t suchej masy, 163,2
kg N, 48,4 kg P i 134,7 kg K. Ziemniaki wysadzano w 3. dekadzie kwietnia, a zbierano w
2. dekadzie wrzesnia. W integrowanym systemie produkcji, na plantacji ziemniaka
stosowano pielggnacje mechaniczo-chemiczng. Do wschodéw, co 7 dni, ziemniaki
obsypywano i bronowano, a tuz przed wschodami wykonano opryskiwanie mieszanka
herbicydowg Afalon 50 WP + Reglone Turbo 200 SL (1 kg + 1 dm-ha). Stonke
ziemniaczang zwalczano dwukrotnie preparatem Fastac (0,1 dm3-ha™), a zaraze ziemniaczang
trzykrotnie fungicydem Ridomil MZ 72 WP (2 dm3-ha). Natomiast w ekologicznym
systemie produkcji chwasty zwalczano mechanicznie. Od posadzenia do zwarcia rz¢dow,
co 7 dni, stosowano obsypnik z brong. Stonke ziemniaczang zwalczano dwukrotnie
preparatem Novodor SC (2,5 dm®-ha'), a zaraze ziemniaczang trzykrotnie fungicydem
Miedzian 50 WP (4 kg-ha). Podczas zbioru ziemniaka, z kazdego poletka pobrano proby
bulw w celu okreslenia cech konsumpcyjnych. Ciemnienie migzszu bulw surowych i po
ugotowaniu oceniono wedtug barwnych tablic, w odwrdconej 9-stopniowej skali dunskiej;
liczba 9 oznaczono migzsz niezmieniony, a liczba 1 migzsz czarny. Zmiany barwy miazszu
surowego bulw oceniono po 4 godzinach od chwili pokrojenia ziemniaka, a ugotowanego
po 2 i 24 godzinach. Oceny smakowitosci dokonano przy uzyciu 9-stopniowej skali, gdzie
oceng 9 — przyjeto za bardzo dobra, a ocen¢ 1 — za bardzo zla. Badania przeprowadzono
na 10 potéwkach bulw ziemniaka. Ocen¢ smakowitosci przeprowadzito 4 osoby w wieku
od 22 do 50 lat.

Kazda z badanych cech poddano analizie wariancji zgodnie ze schematem uktadu split-
block. W przypadku istotnych Zrodet zmiennosci dokonano szczegdtowego poréwnania
$rednich testem Tukeya. Do obliczen statystycznych uzyto algorytmOw witasnych pisanych
w Ms Exel 7.0.

Lata prowadzenia badan charakteryzowaly si¢ znacznym zrdéznicowaniem warunkow
pogodowych (tab. 1). Najwicksza sume opadéw odnotowano w 2008 roku. W tym tez roku
$rednia temperatura byta nizsza o 0,4°C od $redniej temperatury wieloletniej. W 2009 roku
suma opadoéw byla nizsza niz w 2008 roku, ale wyzsza od sumy wieloletniej. Srednia
miesi¢czna temperatura oscylowata wokot sredniej wieloletniej. W 2007 roku odnotowano
najmniejsza sume¢ opadow, przy najwyzszej temperaturze.
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Tabela 1
Warunki pogody podczas badan zgodnie z danymi ze Stacji Meteorologicznej w Zawadach
Weather conditions in the period of investigations, according to the data from the Meteorological
Station at Zawady

Lata Miesiae Srednie
Years Month Means
v | Vv Y [ v ] vin | X
Temperatura (°C)
Temperature (°C)
2007 8,6 14,6 18,2 18,9 18,9 131 15,4
2008 9,1 12,7 17,4 18,4 18,5 12,2 14,7
2009 10,3 12,9 15,7 194 17,7 14,6 15,1
1951-2000 7.8 13,8 171 18,7 18,0 13,0 14,7
Suma opadéw (mm)
Rainfall sum (mm)
2007 21,2 59,1 59,0 70,2 31,1 67,6 308,2
2008 28,1 85,6 49,0 69,8 75,4 63,4 371,2
2009 8,1 68,9 1452 26,4 80,9 24,9 3544
1951-2000 37,1 50,6 61,5 71,6 53,8 50,0 324,6

WYNIKI

Ciemnienie migzszu surowego bulw ziemniaka bylo istotnie modyfikowane przez
badane czynniki dos§wiadczenia i ich wspotdziatanie (tab. 2).

Tabela 2
Ciemnienie migzszu surowego bulw ziemniaka po 4 godz. (Srednie z lat 2007-2009) [skala 9°]
Raw flesh darkening of potato tubers after 4 h (means across 2007-2009) [9-point scale]

System produkcji
Nawozenie wsiewka mi¢dzyplonowa Production system Srednie
Fertilization with undersown catch crop integrowany ekologiczny Means
integrated organic
Obiekt kontrolny — Control treatment 6,4 7,0 6,7
Obornik — Farmyard manure 7,0 7,4 7,2
Koniczyna perska — Persian clover 7.4 7,8 7,6

Koniczyna perska + zycica westerwoldzka
Persian clover + westerwolds ryegrass
Zycica westerwoldzka

Westerwolds ryegrass 6.6 0 6.8
Koniczyna perska-mulcz

7,0 74 7,2

. 7,6 8,1 79
Persien clover-mulch
Koniczyna perska + zycica westerwoldzka-mulcz

. 74 78 7,6
Persian clover + westerwolds ryegrass-mulch
Zycica westerwoldzka-mulcz — Westerwolds ryegrass-mulch 6,9 7,2 7,1
Srednie — Means 7,0 75 -
NIRg,05 — LSDg.0s
Nawozenie wsiewkg miedzyplonowa — Fertilization with undersown catch crop 0,3
System produkcji — Production system 0,2
Interakcja — Interaction 0,4

Na obiektach nawozonych koniczyna perska, zarowno przyorang jesienia, jak i pozo-
stawiong do wiosny w formie mulczu oraz na obiekcie nawozonym mieszanka koniczyny
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perskiej z zycica westerwoldzka stosowang w formie mulczu odnotowano najnizszy
stopien ciemnienia migzszu surowego bulw, ktory istotnie r6znit si¢ od stopnia ciemnienia
migzszu bulw nawozonych obornikiem. Na pozostatych obiektach, nawozonych biomasa
wsiewek migdzyplonowych, z wyjatkiem zycicy westerwoldzkiej przyoranej jesienia,
stopien ciemnienia migzszu bulw nie r6znit si¢ istotnie od wystepujacego na oborniku. Na
obiekcie kontrolnym zaobserwowano najwyzszy stopien ciemnienia migzszu bulw.
Ciemnienie migzszu surowego bulw ziemniaka roznicowat takze system produkc;ji. Istotnie
mniejszy stopien ciemnienia migzsz bulw surowych otrzymano w ekologicznym niz w
integrowanym systemie produkcji. Wykazano wspoéldziatanie badanych czynnikow, z
ktérego wynika, Ze najnizszym stopniem ciemnienia migzszu surowego charakteryzowaty
si¢ bulwy ziemniaka nawozonego koniczyng perska oraz mieszankg koniczyny perskiej z
zycicg westerwoldzka stosowanymi w formie mulczu w ekologicznym systemie produkc;ji,
a najwyzszym stopniem ciemnienia bulwy ziemniaka zebrane z obiektu kontrolnego w
integrowanym systemie produkcji. Nalezy tlumaczy¢ to tym, iz ziemniaki nawozone
wsiewkami mig¢dzyplonowymi w ekologicznym systemie produkcji otrzymaly mniej
sktadnikéw pokarmowych niz ziemniaki uprawiane na obiekcie kontrolnym tylko z
nawozeniem mineralnym, w integrowanym systemie produkcji. Stad nizszy stopien
ciemnienia migzszu bulw surowych.

Analiza statystyczna wykazata istotny wplyw nawozenia wsiewka miedzyplonowa,
systemu produkcji i ich wspoéldziatania na ciemnienie migzszu ugotowanego bulw
ziemniaka po 2i 24 h (tab. 3i 4).

Tabela 3
Ciemnienie migzszu ugotowanego bulw ziemniaka po 2 godz. (Srednie z lat 2007-2009) [skala 9°]
After cooking darkening of potato tubers after 2 h (means across 2007-2009) [9-point scale]

System produkcji
Nawozenie wsiewka mi¢dzyplonowa Production system Srednie
Fertilization with undersown catch crop integrowany ekologiczny Means
integrated organic
Obiekt kontrolny — Control treatment 7,2 7,7 75
Obornik —— Farmyard manure 7.8 8,3 8,1
Koniczyna perska — Persian clover 8,1 8,4 8,3
Koniczyna perska + zycica westerwoldzka 79 82 81
Persian clover + westerwolds ryegrass ' ' '
Zycica westerwoldzka 75 81 78
Westerwolds ryegrass ' ' '
Kon!czyna perska-mulcz 8.2 8.7 85
Persien clover-mulch
Koniczyna perska + zycica westerwoldzka-mulcz 81 85 83
Persian clover + westerwolds ryegrass-mulch ' ' '
Zycica westerwoldzka-mulcz — Westerwolds ryegrass-mulch 7.8 8,0 79
Srednie — Means 7,8 8,2 -
NIRg05 — LSDg g5
Nawozenie wsiewka miedzyplonowag — Fertilization with undersown catch crop 0,3
System produkcji — Production system 0,1
Interakcja — Interaction 04
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Tabela 4
Ciemnienie migzszu ugotowanego bulw ziemniaka po 24 godz. (Srednie z lat 2007-2009) [skala 9°]
After cooking darkening of potato tubers after 24 h (means across 2007-2009) [9-point scale]

System produkcji
Nawozenie wsiewka mi¢dzyplonowa Production system Srednie
Fertilization with undersown catch crop integrowany ekologiczny Means
integrated organic

Obiekt kontrolny — Control treatment 7,0 74 72
Obornik — Farmyard manure 7,7 8,0 7.9
Koniczyna perska — Persian clover 78 8,2 8,0
Koniczyna perska + zycica westerwoldzka 76 79 78
Persian clover + westerwolds ryegrass ' ' '
Zycica westerwoldzka
Westerwolds ryegrass 7.2 8 5
Kon!czyna perska-mulcz 8,0 8.4 8.2
Persien clover-mulch
Koniczyna perska + zycica westerwoldzka-mulcz

- 78 8,2 8,0
Persian clover + westerwolds ryegrass-mulch
Zycica westerwoldzka-mulcz — Westerwolds ryegrass-mulch 75 7.8 7,7
Srednie — Means 7,6 8,0 -
NIRo,0s — LSDo.s
Nawozenie wsiewkg miedzyplonowa — Fertilization with undersown catch crop 0,2
System produkcji — Production system 0,1
Interakcja — Interaction 0,3

Stopien ciemnienia migzszu ugotowanego bulw ziemniaka na obiektach nawozonych
biomasg wsiewek migdzyplonowych, z wyjatkiem koniczyny perskiej pozostawionej do
wiosny w formie mulczu, nie réznil si¢ istotnie od odnotowanego na oborniku. Bulwy
ziemniaka nawozone koniczyng perskg stosowang w formie mulczu byly najja$niejsze.
Natomiast najintensywniejsze nasilenie barwy szarej migzszu ugotowanego odnotowano
w bulwach zebranych z obiektu kontrolnego zaréwno po 2, jak i po 24 h. Ciemnienie
migzszu ugotowanego bulw ziemniaka réznicowal takze system produkcji. Bulwy
ziemniaka pochodzace z ekologicznego systemu produkcji wyrdzniaty si¢ nizszym
stopniem ciemnienia miazszu ugotowanego po 2 i 24 h niz bulwy ziemniaka uprawianego
w integrowanym systemie produkcji. Wykazano wspotdziatanie badanych czynnikow,
z ktorego wynika, ze najjasniejsza barwa migzszu ugotowanego po 2 i 24 h charakteryzo-
waty sie¢ bulwy ziemniaka nawozonego koniczyng perska zar6wno przyorang jesienig, jak
i pozostawiong do wiosny w formie mulczu oraz mieszankg koniczyny perskiej z zycica
westerwoldzka pozostawiong do wiosny w formie mulczu w ekologicznym systemie
produkcji, a najintensywniejszym nasileniem barwy szarej bulwy ziemniaka zebrane
zZ obiektu kontrolnego w integrowanym systemie produkcji.

Smakowito§¢ bulw ziemniaka byla istotnie réznicowana przez badane czynniki
doswiadczenia i1 ich wspoéldziatanie (tab. 5). Nawozenie biomasg wsiewek miedzy-
plonowych wplywalo korzystnie na smakowito$§¢ bulw ziemniaka. Bulwy nawozone
wsiewkami miedzyplonowymi wyrozniaty si¢ lepsza smakowitoscig od bulw nawozonych
obornikiem i od bulw zebranych z obiektu kontrolnego. Najlepsza smakowito$ciag
charakteryzowaly si¢ bulwy ziemniaka nawozonego koniczyng perska zarowno przyorang
jesienia, jak i pozostawiong do wiosny w formie mulczu.
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Tabela 5
Smakowito$¢ bulw ziemniaka (Srednie z lat 2007-2009) [skala 9°]
Potato tuber flavour (means across 2007-2009) [9-point scale]
System produkcji
Nawozenie wsiewka miedzyplonowa Production system Srednie
Fertilization with undersown catch crop integrowany ekologiczny Means
integrated organic

Obiekt kontrolny — Control treatment 6,0 5,5 58
Obornik — Farmyard manure 6,7 6,3 6,5
Koniczyna perska — Persian clover 8,0 7,7 79
Koniczyna perska + zycica westerwoldzka 75 70 73
Persian clover + westerwolds ryegrass ' ' '
Zycica westerwoldzka
Westerwolds ryegrass 1 6.6 6.9
Kon!czyna perska-mulcz 83 78 8.1
Persien clover-mulch
Koniczyna perska + zycica westerwoldzka-mulcz

- 7,6 71 74
Persian clover + westerwolds ryegrass-mulch
Zycica westerwoldzka-mulcz — Westerwolds ryegrass-mulch 73 6,9 71
Srednie — Means 7.3 6,9 -
NIRg,05 — LSDo 05
Nawozenie wsiewka migdzyplonowa — Fertilization with undersown catch crop 0,3
System produkcji — Production system 0,2
Interakcja — Interaction 0,4

Smakowito$¢ bulw ziemniaka roznicowat takze system produkcji. Bulwy ziemniaka
uprawianego w integrowanym systemie produkcji charakteryzowaly si¢ lepsza
smakowito$cig niz pochodzace z ekologicznego systemu produkcji. Wykazano wspot-
dziatanie nawozenia biomasg wsiewek miedzyplonowych z systemem produkc;ji, z ktérego
wynika, Ze najlepszym smakiem wyrozniaty si¢ bulwy ziemniaka nawozonego koniczyng
perska zarowno przyorang jesienig, jak i pozostawiong do wiosny w formie mulczu w
integrowanym systemie produkcji, a najgorszym smakiem bulwy zebrane z obiektu
kontrolnego w ekologicznym systemie produkcji.

DYSKUSJA

Z punktu widzenia warto$ci konsumpcyjnej ziemniaka jadalnego istotna jest ocena
stopnia ciemnienia migzszu surowego i ugotowanego oraz smakowito$¢ bulw (Zgorska i
Frydecka-Mazurczyk, 2000; Grudzinska i Zgorska, 2006; Kazmierczak i Rychlik, 2014).
Zdaniem Zgorskiej i Frydeckiej-Mazurczyk (2000) oraz Kaabera i in. (2002) brazowienie
(ciemnienie ziemniakéw) pomimo, ze nie oddziatuje na smak i warto$¢ zywieniowg
stanowi powazny problem w przemysle spozywczym. Ciemnienie migzszu bulw surowych
jest skutkiem enzymatycznego utleniania zwigzkow fenolowych. Ciemnienie bulw
gotowanych jest z kolei procesem nieenzymatycznym. Intensywnos$¢ ciemnienia zalezy od
zawartosci zwigzkow fenolowych i jest w znacznej mierze cechg genetyczng. [los¢ tych
zwigzkow zalezy od warunkéw edaficznych m.in. typu gleby, warunkéw
meteorologicznych w okresie wegetacji, nawozenia oraz stopnia dojrzato$ci bulw, itp.
(Sawicka, 1991; Zgorka i Frydecka-Mazurczyk, 2000; Ding i in. 2005; Zarzecka i in.,
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2011). W badaniach wtasnych nawozenie biomasg wsiewek mi¢dzyplonowych istotnie
modyfikowato ciemnienie migzszu bulw. Na obiektach nawozonych koniczyna perska
zardbwno przyorang jesienig, jak i pozostawiong do wiosny w formie mulczu oraz na
obiekcie nawozonym mieszankg koniczyny perskiej z zycicg westerwoldzka stosowang w
formie mulczu odnotowano najnizszy stopien ciemnienia migzszu surowego i
ugotowanego bulw ziemniaka. Na pozostalych obicktach nawozonych biomasa wsiewek
miedzyplonowych, z wyjatkiem zycicy westerwoldzkiej przyoranej jesienig stopien
ciemnienia migzszu bulw nie ro6znit si¢ istotnie od odnotowanego na oborniku. Réwniez
badania Ptazy i in. (2010) oraz Makarewicza i in. (2014) wykazaty, ze ziemniaki uprawiane
po miedzyplonach, z wyjatkiem gorczycy bialej wykazaly mniejsza tendencje do
ciemnienia migzszu surowego i ugotowanego niz bulwy ziemniaka uprawianego na
obiekcie kontrolnym. Powyzsza zalezno$¢ potwierdzaja badania Ceglarka i in. (1998) oraz
Rézyly (2002), ktorzy wykazali, ze ziemniaki uprawiane tylko na nawozach mineralnych
charakteryzowaty si¢ wigkszym nasileniem barwy szarej niz ziemniaki uprawiane na
oborniku czy nawozach zielonych. Jest to zbiezne z wynikami badan wtasnych.

System produkcji takze istotnie réznicowat ciemnienie migzszu bulw surowych. W
przeprowadzonym doswiadczeniu ziemniaki uprawiane w ekologicznym systemie
produkcji wyrdznialy si¢ nizszym stopniem ciemnienia migzszu surowego i ugotowanego
bulw niz ziemniaki uprawiane w integrowanym systemie produkcji. Jest to zbiezne z
wynikami badan Sawickiej i Kusia (2002), Danilé¢enko i Treciokaite-Jarine (2002),
Sawickiej i in. (2006), Zarzynskiej i Goliszewskiego (2006) oraz Savage i in., (2007),
ktorzy wykazali, ze bulwy z systemu ekologicznego w poréwnaniu z integrowanym
odznaczaty si¢ mniejszym ciemnieniem migzszu surowego i ugotowanego.

Smakowito$¢ uznawana jest za najbardziej subiektywna ceche charakteryzujaca
ziemniaki jadalne. W omawianym do$wiadczeniu wykazano, ze smakowitos¢ bulw
ziemniaka nawozonego biomasg wsiewek miedzyplonowych zaré6wno przyoranych
jesienia, jak i pozostawionych do wiosny w formie mulczu dorownywala, a nawet
przewyzszata smakowito$¢ bulw ziemniaka nawozonego obornikiem. Na szczegodlne
podkreslenie zastuguje tu koniczyna perska zaré6wno przyorana jesienia, jak i pozostawiona
do wiosny w formie mulczu, po zastosowaniu ktorej ziemniaki charakteryzowaty sie
najlepszym smakiem. Jest to zbiezne z wynikami badan Ceglarka i in. (1998), Rozyty
(2002) oraz Plazy i in. (2010). Nalezy tlumaczy¢ to tym, iz stanowiska dla ziemniaka
jadalnego uzyznione roslinami bobowatymi charakteryzuja si¢ lepszym zbilansowaniem
sktadnikow odzywczych oraz prawidtlowym przebiegiem procesu ich udostepniania dla
ro$lin.

System produkcji takze réznicowal smakowito$¢ bulw ziemniaka. W badaniach
wlasnych wykazano, Zze ziemniaki uprawiane w integrowanym systemie produkcji
charakteryzowaty si¢ lepszym smakiem niz pochodzace z ekologicznego systemu
produkcji. Wyniki szczegdlowych badan prowadzonych w Szwecji (Warman i Havard,
1998) pokazuja, ze ziemniaki wyprodukowane w gospodarstwach ekologicznych
charakteryzowaly sie wyzszg oceng smakowg niz w gospodarstwach konwencjonalnych.
Badania Zarzynskiej i Goliszewskiego (2006) potwierdzaja lepsza smakowitos¢ bulw
pochodzacych z upraw ekologicznych. Powyzsze rozbieznosci wynikajg ze zrdznico-
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wanego sktadu chemicznego bulw ziemniaka. Ziemniaki pochodzace z upraw konwen-
cjonalnych zawieraja wigcej skladnikow mineralnych, w tym azotandéw, stad ich
smakowito$¢ jest gorsza.

Ziemniak przeznaczony do bezposredniego spozycia powinien charakteryzowac sig, jak
najlepszymi cechami konsumpcyjnymi. Zauwaza si¢ tu korzystne oddziatywanie wsiewek
miedzyplonowych, a zwlaszcza koniczyny perskie;j.

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

1. Cechy konsumpcyjne bulw ziemniaka (ciemnienie migzszu surowego i ugotowanego
oraz smakowito$¢) nawozonego biomasa wsiewek migdzyplonowych byty zblizone do
wystepujacych na oborniku.

2. Najlepsza jakoscig konsumpceyjng, a zwlaszcza smakowitoscig wyrdzniaty si¢ bulwy
ziemniaka nawozonego biomasg koniczyny perskiej, zarOwno przyoranej jesienig, jak
i pozostawionej do wiosny w formie mulczu.

3. Ciemnienie migzszu surowegO i ugotowanego bulw ziemniaka uprawianego w
ekologicznym systemie produkcji bylo istotnie mniejsze niz w systemie integrowanym,
natomiast smakowito$¢ bulw ziemniaka byla lepsza w integrowanym systemie
produkcji.

4. Nawozenie wsiewkami mig¢dzyplonowymi, zaré6wno W integrowanym, jak
i ekologicznym systemie produkcji wptywa korzystnie na cechy konsumpcyjne bulw
ziemniaka.
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Wplyw nawozenia mineralnego azotem na plon
| jako$¢ bulw nowych odmian ziemniaka

The influence of mineral nitrogen fertilization on the yield and tuber quality of new
potato cultivars

Celem do$wiadczen byto okreslenie wptywu zréznicowanego poziomu nawozenia mineralnego
azotem oraz wiasciwosci odmian ziemniaka na plon bulw, udziat w plonie bulw zdeformowanych,
zazielenionych i porazonych parchem zwyktym oraz na zawarto$¢ skrobi, azotanéw i suchej masy w
bulwach. Dla odmian ustalono wymagania nawozowe pod wzgledem dawki azotu oraz jej efektywnosc¢.
Badania przeprowadzono na glebie lekkiej, na ktorej przyorano stome i poplon z gorczycy biatej.
Zastosowano zroznicowany poziom nawozenia mineralnego azotem: 0, 50, 100, 150 i 200 kg N-ha'*
oraz jednakowg dawke fosforu — 17,5 kg P-hal i potasu — 99,6 kg K-ha*. Przebadano trzy odmiany
jadalne: dwie $rednio wczesne Bursztyn i Etiuda oraz jedna $rednio pdzng — Zenia. Badane odmiany
charakteryzowaly si¢ $rednimi wymaganiami odno$nie azotu mineralnego. Uzyskano jednakowa
efektywno$¢ agronomiczng maksymalnej dawki azotu dla odmian Bursztyn i Etiuda (96 kg bulw na 1
kg N) i wigksza dla odmiany Zenia (119 kg bulw na 1 kg N). Nawozenie mineralne azotem od 0 do 200
kg N-ha! miato istotny wptyw na zawartoé¢ skrobi, suchej masy iazotandw w bulwach lecz nie
wptywato na udziat w plonie bulw zdeformowanych, zazielenionych i porazonych parchem zwyktym.
Najwigkszy plon bulw i najmniejsze st¢zenie azotanow w bulwach uzyskano w przypadku odmiany
Zenia, natomiast istotnie wicksza zawarto$¢ skrobi i suchej masy w bulwach oraz mniejszy udziat bulw
z wadami wygladu dla odmian Bursztyn i Etiuda.

Stowa kluczowe: dawki azotu, plon bulw, sktad chemiczny bulw, wady bulw, wymagania nawozowe,
ziemniak

The aim of the experiments was to determine the impact of different levels of nitrogen fertilization
and the characteristics of the cultivars on the potato tuber yield, share of tubers with deformations,
greening, infection with common scab as well as starch, nitrate and dry matter contents in tubers.
Optimal nitrogen doses and their efficiency were established for the particular cultivars. The experiment
was carried on a light soil, on which straw and aftercrop of white mustard were ploughed in. In these
experiments 5 levels of mineral nitrogen fertilization were applied: 0, 50, 100, 150 and 200 kg N-ha?,
at the constant levels of phosphorus — 17.5 kg P-ha™ and potassium — 99.6 kg K-ha*. Three medium early,
table cultivars: Bursztyn, Etiuda and Zenia were tested. Studied cultivars were characterized by medium
requirements for mineral nitrogen. The agronomical efficiencies of nitrogen doses for cultivars of

Redaktor prowadzgcy: Renata Lebecka
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Bursztyn and Etiuda were similar (96 kg of tubers per 1 kg of N) and for cultivar Zenia the efficiency
was higher (119 kg of tubers per 1 kg of N). Mineral nitrogen fertilization from 0 to 200 kg N-ha* had
a significant effect on the starch content, dry matter and nitrate contents in tubers but did not influence
the share of deformed tubers, tuber greening and scab infections. The largest tuber yield and the smallest
nitrate concentration in tubers were obtained for the cultivar Zenia, but cultivars Bursztyn and Etiuda
had significantly higher contents of starch and dry matter in tubers and smaller share of tubers with
flaws.

Key words:  chemical composition of tubers, defects of tubers, doses of nitrogen, fertilization
requirements, potato, tubers yield

WSTEP

Nawozenie nalezy do gléwnych czynnikdw agrotechnicznych decydujacych
o0 potencjale plonotwdrczym poszczegdlnych odmian ziemniaka oraz jakoSci bulw
rozumianej jako ich wyglad i zawartos¢ w nich skladnikéw (Roztropowicz, 1989;
Kalbarczyk, 2003; Dmowski i in., 2004; Sawicka i in., 2011). Sposrod makroelementow
stosowanych w nawozeniu azot ma decydujacy wplyw na plon i1 jakos$¢ bulw,
a poszczegolne odmiany wykazuja zroznicowang reakcje na ten sktadnik (Wierzejska-
Bujakowska 1996 a; Jabtonski 2004 a, 2006; Trawczynski, 2004, 2007, 2008). Ustalanie
wymagan nawozowych w odniesieniu do corocznie wpisywanych do rejestru nowych
odmian umozliwia uzyskanie mozliwie najwigkszych efektow produkcyjnych
(Roztropowicz, Wierzejska-Bujakowska, 1993; Jabtonski 2004 b; Wierzbicka, Lis, 2002;
Wierzbicka, 2006; Trawczynski, 2010). Udziat bulw z defektami wygladu oraz
0 nieodpowiedniej zawarto$ci sktadnikow decyduja o ztej jakosci handlowej i zywieniowej
bulw ograniczajac ich wykorzystanie do spozycia (Nowacki, 2006 a; Rytel, 2010).

Celem badan byto okreslenie wptywu poziomu nawozenia azotem na wielko$¢ plonu
bulw, udziat bulw z wadami wygladu, zawarto§¢ skrobi, azotandw i suchej masy
w bulwach oraz ustalenie zapotrzebowania na azot mineralny nowych odmian ziemniaka.

MATERIAL I METODY

W latach 2012-2014 w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — PIB, Oddziat
Jadwisin, w $cistych doswiadczeniach polowych okreslono reakcje jadalnych odmian
ziemniaka na nawozenie mineralne azotem. Do$wiadczenia zaktadano metodg losowanych
podblokow w 3 powtdrzeniach. Badanymi czynnikami byty: zr6znicowany poziom azotu
(0, 50, 100, 150 i 200 kg N-ha') oraz trzy odmiany ziemniaka jadalnego: Bursztyn i Etiuda
($rednio wczesne) oraz Zenia (Srednio pdzna).

Badania przeprowadzono na glebie lekkiej o sktadzie granulometrycznym piasku
gliniastego (PTG, 2009). Gleba w poszczegélnych latach badan wykazywata kwasny
odczyn, wysoka zasobno$¢ w przyswajalny fosfor oraz $redniag w potas i $rednia
do wysokiej w magnez (tab. 1).

Lata badan zaliczaty sie do mokrych, o czym $wiadczg Srednie warto$ci wspotczynnika
hydrotermicznego Sielianinova dla okresow wegetacji (tab. 2). Odnotowano jednak
znaczne zroznicowanie  wartoSci  wspoOtczynnika  hydrotermicznego  pomigdzy
poszczegblnymi miesigcami okresu wegetacji w analizowanych latach. W 2012 roku

116



Cezary Trawczynski

we wszystkich miesigcach wegetacji byto wilgotno, a jedynie we wrze$niu wystgpila
posucha. W 2013 roku lipiec byt suchy, natomiast pozostale miesigce zaliczaty si¢ do
wilgotnych. W 2014 roku susza wystgpita w lipcu i wrzeéniu, a w maju zanotowano okres
posuchy. Pozostale miesiace w tych latach nalezaty do wilgotnych.

Tabela 1
Zawarto$¢ P, K, Mg w glebie oraz pH gleby
Soil contents of P, K, Mg and pH
Zawarto$é w glebie (mg-kg?)
sg:r p}}:: :,r\: Eg: Content in the soil (mg-kg™)
P P | K [ Mg
2012 5,4 85 107 69
2013 53 87 124 48
2014 5,0 77 120 34
Tabela 2

Charakterystyka warunkéw pogody w latach badan na podstawie wartosci wspotczynnikow
Sielaninova (k)
Weather conditions in the years of testing on a base of Sielianinov’s coefficient values (k)

Miesiac

sg:r Month
v | Vv | Vi [ v [ v ] 1X [ v-Ix
2012 2,28 1,21 2,06 1,95 1,61 0,67 1,63
2013 2,68 2,95 2,04 0,29 1,73 2,86 2,09
2014 1,98 0,92 1,47 0,35 1,40 0,26 1,06

K =0,0-0,5 susza — drought; k = 0,6-1,0 posucha — moderate drought; k >1,0 wilgotno — wet

Nawozenie organiczne pod ziemniaki stanowita przyorywana po zniwach podorywka
stoma pszenna w dawce 4-5 t-ha! z dodatkiem azotu mineralnego (1 kg N na 100 kg
stomy) oraz przyorywana jesienia orka przedzimowa zielona masa poplonu scierniskowego
z gorczycy biatej w dawce 15-16 t-ha’. Nawozenie mineralne fosforem i potasem
stosowano w oparciu o zasobnos$¢ gleby w przyswajalne formy tych sktadnikow. Kazdego
roku jesienig przed wykonaniem orki przedzimowe;j stosowano 17,5 kg-ha* P (superfosfat
wzbogacony — 17,4% P) i 99,6 kg-ha! K (sél potasowa — 49,8% K). Nawozenie
mineralne azotem (saletrzak 27% N) stosowano wiosng bezposrednio przed sadzeniem
bulw do dawki 100 kg-ha N oraz uzupetniajaca iloé¢ odpowiednio 50 i 100 kg-ha N (na
obiektach z dawkami 150 i 200 kg-ha' N) bezpo$rednio przed wschodami ro$lin
ziemniaka, przed ostatnim obredlaniem.

Chwasty niszczono mechanicznie i chemicznie, do wschodéw ro$lin ziemniaka
stosowano 2-krotnie obsypnik z tancuchami, a bezposrednio przed wschodami, po ostatnim
obredleniu zastosowano Afalon 450SC oraz po wschodach roslin ziemniaka Titus 23WG.
W okresie wegetacji 4-5 razy przeprowadzano zabiegi ochronne przeciwko zarazie
ziemniaka oraz 2-3 razy zwalczajace stonke.

Ziemniaki sadzono recznie w 111 dekadzie kwietnia w rozstawie 75%33 cm, a zbierano
w Il dekadzie wrze$nia. Powierzchnia poletka wynosita 14,85 m?. Podczas zbioru
okre$lono mase plonu bulw z kazdego poletka oraz zgodnie z metodyka pobierano 5-
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kilogramowe proby w celu okreslenia udziatu bulw z wadami zewngtrznymi w plonie
(zdeformowane, zazielenione, porazone parchem zwyktym) — Roztropowicz (1999). Na
podstawie $rednich prob obiektowych 0znaczono zawarto$¢ skrobi, azotanow i suchej
masy w bulwach. Zawarto$¢ skrobi oznaczono metoda polarymetryczna Eversa (hydrolize
skrobi przeprowadzono we wrzacej tazni wodnej, a nastgpnie wytrgcono biatko przy
pomocy kwasu fosforowo-wolframowego) z dokonaniem odczytéw na automatycznym
polarymetrze Polamat S. Zawarto$¢ azotanow (NOs’) oznaczono reflektometrycznie przy
uzyciu przyrzadu pomiarowego RQ Flex Merck wedlug metodyki Merck. Suchg mase
oznaczono metodg suszarkowa, poprzez suszenie nawazki miazgi ziemniaczanej W
temperaturze 60°C, a nastgpnie dosuszanie w temperaturze 105°C.

Z zaleznos$ci pomiedzy wielkoscia uzyskanego plonu bulw a zastosowanymi dawkami
azotu okreslono zapotrzebowanie odmian na azot. Na podstawie parametrow funkcji
kwadratowej Y = a + bX + cX?, gdzie Y = plon bulw; X = dawka azotu; a= plon przy dawce
0 kg-ha* N; b= przyrost plonu na 1 kg dawki N; c= wspotczynnik zmniejszajacego sig
przyrostu plonu, wyznaczono wielko§¢ maksymalnej dawki azotu X max = -b/2c. Nastepnie
wyliczono plon bulw dla maksymalnej dawki azotu Y max = (a - b?)/4c oraz efektywno$é
agronomiczng maksymalnej dawki azotu Ea = (Yn — Yo)/N, gdzie Yn = plon bulw przy
maksymalnej dawce azotu; Yo = plon bulw na obiekcie bez azotu; N = dawka azotu
(Mercik, 2002). Okreslenie wymagan wzgledem dawki azotu mineralnego dla badanych
odmian przeprowadzono przy zastosowaniu ustalonego na podstawie wieloletnich badan
podziatu odmian ziemniaka na 3 grupy: o matych (ponizej 145), $rednich (145-177) i
duzych wymaganiach (powyzej 177 kg-ha' N) — Wierzejska-Bujakowska, 1996 g;
Trawczynski, 2004.

Wyniki do$wiadczen opracowano statystycznie postugujac si¢ analiza wariancji
dwuczynnikowej i regresji kwadratowej. Analiz¢ porownania $rednich przeprowadzono
z wykorzystaniem testu Tukeya na poziomie p = 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wielko$¢ uzyskanego plonu bulw byla istotnie zrdéznicowana w odniesieniu do
badanych czynnikéw, zarébwno poziomu nawozenia mineralnego azotem, jak i odmian.
Istotnie najwigkszy plon bulw stwierdzono po zastosowaniu dawki 150 kg N-hal.
Zwigkszenie dawki do 200 kg N-ha?! spowodowato istotne obnizenie plonu bulw w
poréwnaniu do dawki azotu 150 kg-ha! (tab. 3). Podobng reakcje¢ na zastosowana dawke
azotu stwierdzono u wszystkich analizowanych odmian. Niezaleznie od wielkos$ci
zastosowanej dawki azotu istotnie najwigkszy plon bulw uzyskano dla odmiany Zenia,
a odmiany Bursztyn i Etiuda nie r6znity sie istotnie pod tym wzgledem (tab. 3).

Zaleznos¢ pomigdzy plonem i wzrastajagcymi dawkami azotu dla badanych odmian
miata uktad paraboliczny (tab. 4), co bylo potwierdzeniem wcze$niejszych doniesien W
stosunku do wielu odmian (Jabtonski, 2002, 2004 a, 2004 b, 2006; Trawczynski, 2004,
2007; Trawczynski, Wierzbicka, 2011; Wierzbicka, Lis, 2002; Wierzbicka, 2006). Na
podstawie regresji obliczono, ze maksymalna dawka azotu dla przebadanych odmian
wynosita od 141 do 144 kg-ha (tab. 4). W odniesieniu do ustalonego podzialu pod
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wzgledem zapotrzebowania ro$lin ziemniaka na azot mineralny odmiany zaliczono do
grupy o Srednich wymaganiach (Trawczynski, 2004), a efektywno$¢ nawozenia przy
maksymalnej dawce azotu wyniosta 96 kg bulw na 1 kg zastosowanego azotu dla odmian
Bursztyn i Etiuda oraz 119 kg bulw u odmiany Zenia (tab. 4).

Tabela 3
Wplyw dawek azotu na plon bulw badanych odmian (t-ha™). Lata 2012-2014
The influence nitrogen doses on the tubers yield of investigation cultivars (t-ha™?). Years 2012-2014

. Dawka N kg-ha* : .
e o
0 | 50 | 100 | 150 | 200
Bursztyn 411 48,3 53,3 55,1 52,2 50,0
Etiuda 41,7 46,3 53,5 56,1 51,4 49,8
Zenia 428 51,6 57,9 59,8 56,0 53,6
Srednia — Mean 41,9 48,7 54,9 57,0 53,2
NIRg.0s— LSDos 18 1,2

Dla wspotdziatania odmiany x dawki — r.n.; For interaction cultivars x doses — n.s.

Tabela 4
Parametry réwnan okreslajace wielko$¢ i efektywno$¢ maksymalnej dawki azotu, plon oraz
wymagania hawozowe odmian (lata 2012-2014)
Equation parameters to determine the amount and efficiency of maximum nitrogen dose, yield and
fertilization requirements of the potato cultivars (years 2012-2014)

Wiclkodé Efektywnosé
X , . " agronomiczna Wymagania
Odmiana Parametry rownan maksymalnej [Plon bulw (t-ha™) (kg bulwna 1 kg N) | nawozowe
- Equations parameters dawki N (kg-ha™)| Yield of tubers g - K9 .
Cultivar Maximum N (t-ha)) Agronomical Fertilization
dose (kg-ha) efficiency requirements
a | b [ c g (kg tubers per 1 kg N)

Bursztyn 40,9 0,1924 0,0007 143 54,6 96 $rednie*
Etiuda 40,7 0,1917 0,0007 144 54,5 96 $rednie*
Zenia 42,5 0,2378 0,0008 141 59,3 119 $rednie*

*medium

Producenci ziemniakow jadalnych daza do uzyskania jak najwigkszego udzialu w
plonie og6lnym handlowego plonu bulw, ktdéry decyduje o optacalno$ci uprawy ziemniaka
(Nowacki, 2006 b, 2009, 2010). Duzy udziat plonu handlowego w ogdlnym wynika miedzy
innymi z mozliwie najmniejszego udziatu w plonie bulw z wadami wygladu takich jak:
deformacje, zazielenienia czy porazenie parchem. Najwigkszy udzial w plonie ogdlnym
badanych odmian bulw z wadami stanowily bulwy zdeformowane, mniejszy bulwy
zazielenione, a najmniejszy bulwy porazone parchem zwyktym (tab. 5). Stwierdzono, ze
zaréwno udziat w plonie bulw zdeformowanych, zazielenionych oraz porazonych parchem
zwyktym analizowany oddzielnie, jak rowniez lacznie jako suma wad nie zalezal od
nawozenia mineralnego azotem. W dotychczas przeprowadzonych badaniach wykazano,
ze procesy prowadzace do powstawania deformacji i innych wad wygladu bulw miaty
miejsce w okresie nagromadzania plonu. Najczestsza przyczyna ich powstawania byty:
niewlasciwe zaopatrzenie roslin w wodg, wystapienie stresu wysokiej temperatury,
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porazenie przez patogeny, glownie R. solani, a z czynnikéw agrotechnicznych uprawa
gleby (Krzysztofik, 2010; Levy, 1986; Lutomirska, Jankowska, 2012). Zdaniem niektdrych
autoréw wystepowanie w plonie bulw z wadami stanowi cech¢ odmianowa (Nowacki,
2006 a; Lutomirska, Jankowska, 2012). Najwigcej bulw zdeformowanych i porazonych
parchem zwyklym stwierdzono u odmiany Zenia, odpowiednio 8,7 i 2,3%, a bulw
zazielenionych u odmiany Etiuda — 3,2%. W badaniach Lutomirskiej i Jankowskiej
(2012) udziat w plonie bulw zdeformowanych w grupie odmian $rednio wczesnych wahat
si¢ od 2,4 do 27,6%. W lacznej ocenie istotnie wigkszy procent bulw z wadami — 13,2%
wykazano dla odmiany Zenia, a istotnie mniejszy — $rednio 9,35% u odmian Bursztyn i
Etiuda (tab. 5).

Tabela 5
Sredni udzial bulw zdeformowanych, zazielenionych, porazonych parchem zwyklym i bulw z wadami
lacznie w plonie trzech odmian ziemniaka. Lata 2012-2014
Mean share of deformed tubers, greening, common scab infection and sum of defects in the yield
of three potato cultivars. Years 2012-2014

Procentowy udziat bulw
Odmiana Percentage of tubers Wady tacznie
Cultivars zdeformowanych zazielenionych z parchem zwyktym Sum of defects
deformed greening with common scab
Bursztyn 6,9 2,2 0,3 9,4
Etiuda 53 3,2 0,8 9,3
Zenia 8,7 2,2 2,3 13,2
NIRg,05 — LSDg.05 2,0 0,7 0,8 2,1

Analiza sktadu chemicznego bulw wykazata, ze poziom nawozenia mineralnego azotem
i roznice odmianowe miaty istotny statystycznie wptyw na zawarto$¢ skrobi, azotanow i
suchej masy w bulwach. Przyrost zawarto$ci skrobi w bulwach zanotowano do dawki 100
kg N-ha. Pod wptywem dawki azotu 150 i 200 kg N-ha® zawarto$¢ skrobi w bulwach
ulegta istotnemu obnizeniu (tab. 6).

Tabela 6
Wplyw dawek azotu na procentowa zawarto$¢ skrobi w bulwach badanych odmian. Lata 2012-2014
The influence of nitrogen doses on content of starch in tubers of the investigated cultivars.
Years 2012-2014

. Dawka N kg-ha* . .
i s
0 | 50 | 100 | 150 | 200
Bursztyn 15,9 16,2 16,5 16,0 15,7 16,1
Etiuda 15,9 16,1 16,4 16,1 15,7 16,0
Zenia 13,4 13,8 14,5 14,0 13,5 13,8
Srednia — Mean 15,1 15,4 15,8 15,3 15,0
NIRg 05— LSDy s 0,2 0,2

Dla wspotdziatania odmiany x dawki — 0,3.; For interaction cultivars x doses — 0.3

Zbiezno$¢ wynikéw odnosnie niekorzystnego oddzialywania duzych dawek azotu na
zawarto$¢ skrobi w bulwach potwierdzili inni badacze (Wierzejska-Bujakowska, 1996 b;
Jabtonski, 2002, 2004 a; Dmowski i in., 2004; Trawczynski, 2007; Wierzbicka, 2012). W
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odniesieniu do wilasciwosci genotypowych wykazano, ze odmiany Bursztyn i Etiuda
charakteryzowaly sie istotnie wiekszg zawarto$cig skrobi w bulwach niz odmiana Zenia
(tab. 6).

Podobnie jak w przypadku zawartoéci skrobi w bulwach wykazano wigkszy wptyw
poziomu nawozenia mineralnego azotem na gromadzenie azotanow w bulwach (od 37 do
85 mg-kg! $wiezej masy bulw) niz wplyw odmian (od 58 do 66 mg-kg™ $wiezej masy
bulw). Istotny przyrost zawartosci azotanéw w bulwach badanych odmian stwierdzono pod
wptywem wzrostu dawki azotu do 200 kg N-ha* (tab. 7). Jednak nawet przy dawce 200 kg
N-ha?! wykazano, ze byla to niska sktonno$¢ do kumulowania azotanéw, ponizej 100
mg-kg? $wiezej masy bulw (Nowacki i in., 2014). Najwickszym przyrostem zawarto$ci
azotanéw w bulwach w przedziale dawek N od poziomu 0 do 200 kg N-ha, cechowata sig
odmiana Zenia (0 55 mgkg?), za§ najmniejszym odmiana Bursztyn (0 41 mg-kg?).
Niezaleznie od wielkoSci zastosowanej dawki azotu wykazano, ze bulwy odmiany Zenia i
Bursztyn zawieraty istotnie mniej azotanow w poréwnaniu do bulw odmiany Etiuda (tab.
7).

Tabela 7
Wplyw dawek azotu na zawarto$¢ azotanéw (mg NOz-kg™! §wiezej masy) w bulwach badanych odmian.
Lata 2012-2014
The influence of nitrogen doses on the content of nitrates (mg NOs-kg™* fresh weight) in tubers of the
investigated cultivars. Years 2012-2014

Dawka N kgha*

Odmiana ] Srednio
- Dose of N kgrha™
Cultivar 0 | 50 | 100 | 150 | 200 Mean
Bursztyn 39 50 63 67 80 60
Etiuda 42 58 68 73 91 66
Zenia 29 47 55 75 84 58
Srednia — Mean 37 52 62 72 85
NIRg0s—LSDg s 10 5

Dla wspotdziatania odmiany x dawki — 12; For interaction cultivars x doses — 12

Zawarto$¢ suchej masy w bulwach byta skorelowana ze zmianami zawarto$ci skrobi w
zalezno$ci od czynnika nawozowego. Pod wptywem dawek 150 1 200 kg N-ha wykazano
istotne obnizenie zawarto$ci suchej masy w bulwach w poréwnaniu do dawki 100 kg N-ha®
! (tab. 8). Stwierdzono ponadto istotne roznice pod wzgledem zawarto$ci suchej masy w
bulwach u badanych odmian. Bulwy odmiany Bursztyn charakteryzowaty sie najwieksza,
a bulwy odmiany Zenia najmniejsza zawartoscia suchej masy w bulwach (tab. 8). Wielu
badaczy podkresla, ze zawarto$¢ suchej masy w najwigkszym stopniu uwarunkowana jest
czynnikiem genetycznym, ale podlega¢ moze zmianom pod wplywem agrotechniki, w tym
nawozenia (Simmonds, 1977; Silva; Leszczynski, 1994, 2002; Holden i in., 2003;
Wierzbicka i in., 2008).
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Tabela 8
Whplyw dawek azotu na procentowa zawarto$¢ suchej masy w bulwach badanych odmian.
Lata 2012-2014
The influence of nitrogen doses on dry matter content in tubers of the investigated cultivars.
Years 2012-2014

. Dawka N kg-ha* . .
P e
0 | 50 | 100 | 150 | 200
Bursztyn 24,3 245 25,2 25,0 24,4 24,7
Etiuda 23,7 24,0 24,2 24,1 23,8 239
Zenia 20,6 20,6 22,9 21,1 20,5 21,1
Srednia — Mean 22,9 23,0 241 234 22,9
NIRg 05— LSDgss 0,2 0,1

dla wspétdziatania odmiany x dawki — 0,3; for interaction cultivars x doses — 0.3

Analiza wielkosci uzyskanego plonu, wad wygladu bulw oraz zawartosci sktadnikow
w bulwach wykazata istotne ich zréznicowanie przez uktad warunkow pogodowych w
latach badan (tab. 9).

Tabela 9
Wplyw lat badan na plon i jako$é bulw
The influence of investigation years on the yield and tubers quality

Cecha Lata NIRo 05
Feature Years LSD,

2012 | 2013 | 2014 005
Plon bulw — Tubers yield (t-ha™) 60,3 41,0 52,2 1,2
Deformacje — Deformations (%) 4,7 9,3 7.2 2,0
Zazielenienia — Green tubers (%) 3,0 25 45 0,9
Parch zwykty — Common scab (%) 2,2 0,4 0,8 0,8
Suma wad — Sum of defects (%) 9,9 12,2 12,5 2,1
Skrobia — Starch (%) 15,5 13,9 15,0 04
Azotany — Nitrates (mg-kg™) 34,6 78,2 72,2 8,2
Sucha masa — Dry matter (%) 24,8 20,7 24,3 0,2

Poréownanie poziomu plonowania w kolejnych latach pozwolilo stwierdzi¢, ze warunki
pogodowe okresu wegetacji w 2012 roku byly najbardziej sprzyjajace, istotnie mniej
korzystne w 2014 roku i najmniej korzystne w 2013 roku. Roznica plonu bulw pomig¢dzy
skrajnymi latami wynosita ponad 30%. Sawicka i in. (2011) stwierdzili, ze zmienno$¢
plonu bulw ziemniaka determinowana przebiegiem pogody w latach skrajnych moze
dochodzi¢ do 80%. Sposrod analizowanych wad najwigksze réznice pomiedzy latami
dotyczyly procentowego udzialu w plonie bulw zdeformowanych. Lutomirska i Jankowska
(2012) wykazaty, ze wraz ze wzrostem wspotczynnika Sielininova od 0,3 do 3,0, czyli w
zakresie zmiany warunkéw glebowych z suszy do wysokiej wilgotnosci zwickszyt sie
istotnie w zbieranym plonie udziat bulw zdeformowanych. W przeprowadzonych
badaniach najwigkszy udziat bulw zdeformowanych w plonie uzyskano w roku, w ktorym
od maja do wrzesnia warto$§¢ wspolczynnika Sielianinova wahata si¢ od 0,29 do 2,95, a
najmniejszy udzial w roku o wspotczynniku w zakresie od 1,21 do 2,06. W najbardziej
sprzyjajacym plonowaniu roku badan (2012) uzyskano w tacznej ocenie istotnie
najmniejszy udziat bulw z wadami w plonie, a w latach 2012 i 2014 istotnie wicksza
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zawarto$¢ skrobi i suchej masy w bulwach, niz w 2013 roku, bardzo mokrym, z wyjatkiem
miesigca lipca, kiedy wystgpita susza. Wykazano ponadto, ze lata 2013 i 2014 z bardziej
zmiennym w okresie wegetacji ukladem warunkéw termiczno-wilgotno$ciowych
(wyrazonych wspotczynnikiem Sielianinova) wplynety na istotne zwigkszenie zawarto$ci
azotanow w bulwach w poréwnaniu do roku 2012, o bardziej wyréwnanych wartosciach
wspotczynnika Sielianinova W okresie wegetacji, co potwierdzaja wczesniejsze badania
(Reda, Lojkowska, 1993; Lis, 1996, Wierzbicka, Trawczynski, 2011; Trawczynski,
Wierzbicka, 2012). W obecnie przeprowadzonych badaniach wykazano, ze w roku o
odpowiednich warunkach termiczno-wilgotnosciowych w gtownym okresie rozwoju roslin
(czerwiec, lipiec, sierpien) uzyskuje si¢ duzy potencjat plonotworczy bulw, mniejszy udziat
w plonie bulw z wadami, wzrost zawartosci skrobi i suchej masy oraz obnizenie kumulacji
azotanow w bulwach, niz w latach z wysoka amplitudg wahan warunkéw termiczno-
wilgotnosciowych, podobnie jak w pracach Kotodziejezyk i Szmigiel (2012), Pytlarz-
Kozickiej (2002) i Wierzbickiej (2012).

WNIOSKI

1. Na podstawie reakcji plonu bulw na wzrastajgcy poziomu nawozenia mineralnego
azotem obliczono, ze uprawiajac na glebie lekkiej odmiany: Bursztyn, Etiuda i Zenia
nalezy zastosowaé¢ dawke 120 kg N-ha™.,

2. Nawozenie azotem mineralnym do 100 kg N-hal spowodowalo istotny przyrost
zawarto$ci skrobi i suchej masy w bulwach. Zawarto$¢ azotanéw w bulwach wzrastata
wraz z nawozeniem azotowym do 200 kg N-ha, ale nawet taka dawka nie wptyneta
negatywnie na jako$¢ bulw ziemniaka pod wzgledem tej cechy.

3. Udzial w plonie bulw zdeformowanych, zazielenionych i porazonych parchem
zwyktym zalezata od odmiany, nie zalezata od dawki nawozenia azotem.

4. Niezaleznie od wielkosci zastosowanej dawki azotu odmiana Zenia charakteryzowala
si¢ istotnie najwigkszym plonem bulw i najmniejszg zawarto$cig azotandw w bulwach,
a odmiany Bursztyn i Etiuda istotnie wickszg zawarto$cig skrobi i suchej masy w
bulwach oraz istotnie mniejszym udziatem bulw z wadami wygladu niz odmiana Zenia.
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