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Wykorzystanie kultury pylnikowej w celu
polepszenia odpornosci na fuzarioze¢ Inu
witoknistego (Linum ustatissimum L.)

Use of anther culture to improve flax (Linum usitatissimum L.) resistance
to Fusarium wilt

Jedna z najpowazniejszych choréb wystepujacych na plantacjach Inu widknistego jest fuzarioza
wywolywana przez grzyb z rodzaju Fusarium. Przy silnym stopniu porazenia uprawy Ilnu przez
fuzariozg¢ plon stomy moze obnizy¢ si¢ do 60%, nasion do 80%. W kulturach pylnikowych wioknistego
(Linum ustatissimum L.) otrzymano regeneranty, u ktorych przeprowadzono obserwacje dziedziczenia
odpornosci na fuzarioz¢ w pokoleniach R2-R4. W tym celu zatozono wazonowe i polowe
doswiadczenia prowokacyjne. Jako inokulum infekcyjne uzyto nastgpujace gatunki grzybow: Fusarium
oxysporum f.lini, Fusarium avenaceum, Fusarium culmorum, Fusarium gibbosum, Fusarium
sambucinum i Fusarium poa. Dla odmiany Alba, $rednio wrazliwej na fuzarioze, otrzymano linie
regenerantow odpornych na t¢ chorobe. Najlepsza okazata si¢ linia regeneranta Alba 1000, u ktorej
obliczono 88 % roslin zdrowych w wazonowym doswiadczeniu prowokacyjnym, natomiast w testach
polowych zawsze uzyskiwata ocene¢ 9, poniewaz na poletku wystepowaty tylko rosliny zdrowe.

Stowa kluczowe: inokulacja, odporno$¢ na fuzariozg, regeneranty Inu

One of the most serious diseases found on flax plantations is fusariosis caused by a fungi from
Fusarium genus. A strong contamination of flax crops may reduce the straw yield to 60% and seeds
yield to 80%. Anther cultures of flax (Linum usitatissimum L.) allowed obtaining regenerated plants,
in which the inheritance of resistance to Fusarium was observed in R2—R4 generations. The provocative
flowerpot and field experiments were conducted for this purpose. The following fungi species were
used as infectious inoculum: Fusarium oxysporum f.lini, Fusarium avenaceum, Fusarium culmorum,
Fusarium gibbosum, Fusarium sambucinum and Fusarium poa. For an Alba variety, which was
moderately susceptible, there were resistant lines of regenerated plants obtained. A line Alba 1000
turned out to be the best one as there was 88% of healthy plants in the provocative flowerpot
experiment. The line got 9 score in the field experiments, because the plants were always healthy.
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WSTEP

Rodzaj len (Linum) nalezy do rodziny Inowatych (Linaceae) i obejmuje okoto 200
gatunkow, zktorych tylko jeden, zwany Inem siewnym lub zwyczajnym (Linum
usitatissimum L.), jest gatunkiem uprawnym, cenng rosling wtoknodajng i oleista o duzym
znaczeniu ekonomicznym. Otrzymanie nowych odmian Inu w oparciu o tradycyjne metody
hodowli jest procesem trudnym i dtugotrwatym (trwa przecigtnie 12—17 lat). Szczegolnie
waznym aspektem hodowli tworczej jest hodowla odpornosciowa, dzigki ktorej mozliwe
jest otrzymanie odmian odpornych na choroby (Andruszewska, 2006). Od wielu lat ten
aspekt jest uwzgledniany w hodowli odmian Inu wtoknistego. W Polsce powinny to by¢
odmiany odporne, na fuzarioze, ktéra powoduje duze straty w plonach i czesto jest
przyczyng dyskwalifikacji plantacji (Czyzewska, Zarzycka, 1969).

Wykorzystanie metod biotechnologicznych w potgczeniu z doswiadczeniami
prowokacyjnymi jest podstawowym elementem w selekcji materiatu roslinnego pod katem
odpornosci na fuzariozg i skroceniu okresu hodowli do 9 lat. Do tej pory opisano dodatnig
korelacj¢ pomigdzy selekcja in vitro a odpornoscig na fuzarioz¢ zregenerowanych roslin
dla wielu gatunkow, min. Cucumis sativus 1jgeczmienia (Chawla, 1987,
El-Kazzaz, 2004). W zaleznosci od st¢zenia czynnika selekcyjnego (filtratu Fusarium
oxysporum) w medium hodowlanym uzyskano ro$liny o zréznicowanej odpornosci
na patogena.

Celem przeprowadzonych badan bylo przetestowanie regenerantéw Inu wioknistego
odmiany Alba i ich potomstwa pod katem odpornosci na fuzariozg. Badania te sa
kontynuacja prac rozpoczetych przez dr Iwong Rutkowska-Krause w roku 1996
(Rutkowska-Krause i in., 2003).

MATERIAL I METODY

Materiat roslinny stanowily pylniki pobrane w stadium jednojgdrowym Inu wioknistego
zro$lin matecznych odmiany Alba (superelita), srednio wrazliwej na fuzarioze. W
kulturach pylnikowych otrzymano trzysta zregenerowanych roslin, ktére oznaczono jako
potomstwo R1. Celem obserwacji zmian w dziedziczeniu cech odpornosci na fuzarioze w
pokoleniach R2 — R4 zalozono dos$wiadczenie wazonowe, w hali wegetacyjnej w
Zaktadzie Doswiadczalnym Instytutu Witokien Naturalnych i Ro$lin Zielarskich w
Petkowie. Wysiano potomstwo R2 wybranych pigciu linii regenerantow (Alba 989, 990,
991, 997, 1000 — numery zostaly nadane przez hodowce) do gleby inokulowanej
mieszaning kilku gatunkow grzybow rodzaju Fusarium. Inokulum infekcyjne stanowity
nastepujace gatunki grzybow: F. oxysporum f. lini, F. avenaceum, F. culmorum, F.
gibbosum, F. sambucinum 1 F. poae. Celem przygotowania gleby do kazdego wazonu
dodawano 50 cm? inokulum, w tym 30 cm?® nasion pszenicy przero$nietych gatunkiem F.
oxysporum i 20 cm’® nasion przero$nigtych pozostalymi gatunkami grzybow
(Andruszewska, Dryjanska, 1988). Do$§wiadczenia obejmowaly cztery powtdrzenia, po 30
ro$lin na wazon. Porownano stopien porazenia fuzariozg regenerantow w odniesieniu do
kontroli — superelity Alba. Liczono ro$liny zdrowe i chore trzykrotnie: po wschodach, w
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fazie ,jodetki” (6-12 cm wysokosci) i w czasie kwitnienia. Rownoczes$nie zatozono
doswiadczenie w Zakladzie Doswiadczalnym Instytutu Witokien Naturalnych i Roslin
Zielarskich w Sielcu Starym na polu, na ktorym zainfekowano glebe mieszaning szesciu
gatunkow grzybow z rodzaju Fusarium wyizolowanych z chorego Inu. Odpornosé
oceniano na podstawie zdrowotnosci 1000 roslin z kazdego regeneranta. W czasie
testowania liczono rosliny zdrowe i chore w nastepujacych stadiach rozwojowych Inu: po
wschodach, w stadium ,,jodetki”, przed kwitnieniem oraz w stadium zielonej torebki. Na
podstawie wyizolowanych gatunkéw grzybow zrodzaju Fusarium identyfikowano
przyczyng choroby. Kryterium oceny odpornosci w kazdym roku testu, byla liczba
zdrowych roslin w stadium zielonej torebki, w stosunku do przyjetego wzorca (odmiany
kontrolne). Jako wzorzec dla odmian Inu widknistego przyjeto $redni procent roslin
zdrowych z odmian kontrolnych: Alby w latach 2001-2003 i w latach 2005-2007 Natasji
+ Nike.

Podstawg koncowej oceny byl §redni procent roslin zdrowych po zakonczeniu cyklu
badan danego regeneranta, tj. trzech lat testow, w porownaniu ze srednim procentem roslin
zdrowych odmian kontrolnych w latach, w ktérych testowany byt dany regenerat.

W ocenie odpornosci stosowano skale:

— bardzo odporne > 95% roslin zdrowych w stosunku do kontroli,

— odporne > 80-95% roslin zdrowych w stosunku do kontroli,

— $rednio odporne > 50-80% ro$lin zdrowych w stosunku do kontroli,
— $rednio podatne > 30-50 % roslin zdrowych w stosunku do kontroli,
— bardzo podatne < 30% roslin zdrowych w stosunku do kontroli.

Natomiast w do§wiadczeniach polowych w ocenie zdrowotnosci roslin wykorzystano
metodyke Heimanna (1983).

WYNIKI I DYSKUSJA

W oparciu o wyniki w doswiadczeniu wazonowym zaobserwowano wyrazne
zwigkszenie odpornosci na fuzarioz¢ potomstw R2-R4 w poréwnaniu z odmiang
wyj$ciowa. Nalezy zaznaczy¢, ze odmiana wyj$ciowa Alba nalezy do $rednio wrazliwych
na t¢ chorobe i w latach sprzyjajacych wystgpieniu choroby odnotowuje si¢ duze straty
plonu. Wytypowano potomstwo linii regeneranta Alba 1000. Wyniki przedstawiono na
rysunku 1.

Powyzsze wyniki potwierdzita ocena zdrowotnosci wybranych linii regeneratow
w doswiadczeniach polowych w Zakladzie Doswiadczalnym IWNiIRZ Petkowo.
W pierwszym roku do$wiadczen polowych uzyskano podwyzszong odpornos¢ linii R2
Alba 991, R2 Alba 997 i R2 Alba 1000, natomiast linie R2 Alba 989 i R2 Alba 990 nie
roznity si¢ na polu od odmiany wyjSciowej (obie otrzymaly oceng 5 w skali
dziewieciostopniowej) i pomimo dobrego wyniku w dos$wiadczeniu wazonowym, nie
testowano juz ich w latach nastgpnych. Ze wzgledu na wysoki koszt do$wiadczen
polowych zrezygnowano z ponownego testowania linii, ktore w jednym roku badan
okazaly si¢ wrazliwe na fuzariozg¢. Oparto si¢ na do$wiadczeniu hodowcy z Zaktadu
Dos$wiadczalnego IWNiRZ w Petkowie (E. Rutkowska, informacja ustna), jezeli raz linia
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okazata si¢ wrazliwa, to w nastgpnych latach, w sprzyjajacych warunkach na pewno
wystgpi u niej porazenie tg chorobg. W drugim roku kontynuowano ocen¢ R3 linii Alba
991, 9971 1000 i dotaczono do doswiadczenia pokolenie R2 linii Alba 431 1432, poniewaz
nasiona tych linii zebrano kilka tygodni pozniej. Wszystkie badane linie byly lepsze od

odmiany wyjsciowej, otrzymaly ocen¢ 9, a linia 431 — oceng 8 w skali
dziewigciostopniowe;j.
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Rys. 1. Poré6wnanie odpornosci na fuzarioze odmiany Alba (superelita) oraz wybranych linii
regenerantéw R2 otrzymanych z niej w kulturach pylnikowych. Do$wiadczenie wazonowe — hala
wegetacyjna
Fig. 1. A comparison of resistance to of Alba variety (super elite) and chosen lines of R2 regenerated
plants obtained by anther culture. Flowerpot experiment — a growth room

W trzecim roku badan dotgczono potomstwo R2 nastepnych dwoch regenerantow
otrzymanych w kulturach pylnikow (Alba 11 i Alba 12) i kontynuowano badanie pokolenia
R4 Alby 991, 997 i1 1000 oraz pokolenia R3 Alby 431 i 432. Réwniez w tym roku linie
pochodzace od regenerantow byty bardziej odporne, jedynie Alba 12 uzyskata oceng 6,
takg samg jak odmiana wyjSciowa (tab. 1).

Na szczegolng uwage zastuguje wspomniana wezesniej linia regeneranta Alba 1000. W
latach 2001-2003 wybrana linia zostala przetestowana na polu prowokacyjnym w
Zaktadzie Doswiadczalnym IWNiRZ w Sielcu Starym. W poroéwnaniu ze wzorcem, ktory
stanowita odmiana Alba odporno$¢ na fuzarioze¢ linii 1000 wynosita 125,8% w stosunku
do kontroli (tab. 2).
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Tabela 1
Ocena zdrowotnosci pokolen R2, R3, i R4 wybranych linii regenerantéw pylnikowych odmiany Alba
w doswiadczeniach polowych wedlug metodyki Heimanna
Results of the Fusarium wilt resistance test of the R2, R3 and R4 progenies of the nine lines regenerated
through anther culture. According to Heimann’s scale (Heimann, 1983)

I rok do$wiadczen 1I rok doswiadczen III rok do$wiadczen
Linia The first year of experiment The second year of experiment | The third year of experiment
(nr identyfikacyjny) ocena ocena ocena
Line odpornosci odpornosci odpornosci
(identity no.) pokolenie resistance pokolenie resistance pokolenie resistance
generation evaluation generation evaluation generation evaluation
Kontrola (Standard): 5 6 6
Alba super elita
Linie regenerantow
Lines of regenerated plants

Alba 989 R2 5

Alba 990 R2 5

Alba 991 R2 8 R3 9 R4 8

Alba 997 R2 8 R3 9 R4 8
Alba 1000 R2 9 R3 9 R4 9
Alba 431 R2 8 R3 8

Alba 432 R2 9 R3 8

Alba 11 R2 8
Alba 12 R2 6

Tabela 2

Zbiorcze zestawienie testowania linii na polu prowokacyjnym ZD IWNiIRZ Sielec Stary w latach 2001-
2003, dane udost¢pnione przez Laboratorium Fitopatologii IWNiRZ
Comparison of provocative tests results of lines conducted at INF& MP Experimental Station Sielec
Stary in 2001-2003, data provided by INF&MP Phytopathology Laboratory
Wzorzec Alba — Alba standard

W stosunku do kontroli
Comparison to the standard

Linie regenerantow
Lines of regenerated plants

Ocena odpornosci
Evaluation of the resistance

Alba 431 120,6 bardzo odporna — very resistant
Alba 1000 125,8 bardzo odporna — very resistant
Alba 997 171,0 bardzo odporna — very resistant
Alba 432 162,7 bardzo odporna — very resistant
Alba 11 149,1 bardzo odporna — very resistant
Alba 743 $rednio odporna — moderately

resistant

W latach 2004-2006 linia regeneranta Alba 1000 zostata zakwalifikowana przez
hodowcow jako rod PEK 703 i porownana w do$wiadczeniu polowym ze wzorcem Natasja
i Nike. Odmiany stanowigce wzorzec Nike i Natasja zaliczane sg do odmian Inu
wloknistego bardzo odpornych na fuzarioze. Wzigto pod uwage pierwszy i drugi rok

doswiadczen, poniewaz badany réd w znacznym stopniu przewyzszat odpornoscig wzorzec
(tab. 3).
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Tabela 3

Sredni % roslin zdrowych w latach testu 2004-2006 dla rodu PEK 703(Alba 1000)
Average % of healthy plants in 2004-2006 for PEK 703 (Alba 1000)
Wzorzec Natasja i Nike — Natasja and Nike standard

Rok Odmiana/rod W stosunku do kontroli Ocena odpornosci

Year Cultivar/Line Comparison to the standard Evaluation of the resistance
I rok doswiadczen Nike + Natasja 100,0 b. odporna — very resistant
The first year of experiment PEK 703 106,7 b. odporna — very resistant
I rok doswiadczen Nike + Natasja 100,0 b. odporna — very resistant
The second year of experiment PEK 703 124,9 b. odporna — very resistant
III rok doswiadczen Nike + Natasja 100,0 b. odporna — very resistant
The third year of experiment PEK 703 98,9 b. odporna — very resistant

Po konsultacjach z hodowcami rod PEK 703 zostat wlaczony do badan COBORU
Stupia Wielka w latach 2005-2007 na odpornos¢ na fuzariozg i porownany z odmianami
Inu wioknistego Sara i Temida wyhodowane przez Instytut Wiokien Naturalnych i Roslin

Zielarskich w Poznaniu jako odmiany bardzo odporne (rys. 2).
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Rys. 2. R6d PEK 703 w poréwnaniu z wzorcem i innymi odmianami Inu wléknistego Sara i Temida
Fig. 2. PEK 703 line compared with control and other flax cultivars (Sara and Temida)

PODSUMOWAMIE

Proces hodowlany Inu wldknistego z wykorzystaniem metod biotechnologicznych
i doswiadczen prowokacyjnych umozliwil uzyskanie roslin odpornych na fuzarioze dla
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odmiany Alba, $rednio podatnej na tego patogena. Ostra selekcja negatywna pod katem
odpornosci na fuzarioze w warunkach prowokacyjnych — gwarantuje mozliwos$¢
wyhodowania odmian Inu odpornych na t¢ chorobg.

W naszych badaniach cel, ktory sobie postawiliSmy zostat osiggnigty i stanowit
pierwszy krok w polepszeniu odpornos$ci na fuzarioz¢ odmiany Alba.

W wyniku mniejszej podatnosci roslin na fuzarioze istnieje mozliwos¢ uzyskania
wysokich plonéw stomy i nasion przy ograniczonej iloSci stosowanych Srodkow
chemicznych.
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