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1. Tytul zadania

Poszukiwanie zroédet odpornosci owsa (Avena sativa L.) na nowy patogeniczny
I mykotoksynotworczy gatunek — Fusarium langsethiae

2. Cele zadania

Celem zadania jest uzyskanie informacji o wrazliwosci linii hodowlanych i genotypdéw owsa
na izolaty Fusarium langsethiae o zréznicowanej wirulencji oraz wyodrebnienie genotypow
owsa cechujacych si¢ najmniejszg wrazliwoscig na tego patogena.

3. Opis tematéw badawczych

3. 1. Temat badawczy 1

Analiza odpornosci owsa na porazenie przez F.langsethiae prowadzona w formie
testu liSciowego

Cel tematu badawczego 1

Celem tematu jest poszukiwanie genotypéw owsa odpornych lub wykazujacych cechy
zmniejszonej podatno$ci na porazenie przez izolaty Fusarium langsethiae o zréznicowanej
wirulencji. Cel ten zostal osiagnigty, jednak nie udato si¢ wyodrgbnic¢ genotypow catkowicie
odpornych. Wyr6zniono jednakze genotypy mniej wrazliwe na porazenie. By¢ moze wsrod
nie przebadanych do tej pory znalezione zostang genotypy odporne.

Materiaty i metody

Ocena wrazliwo$ci genotypOw owsa na porazenie przez F.langsethiae
przeprowadzona zostata w formie testu lisSciowego w laboratorium Pracowni Fitopatologii
i Mykologii Molekularnej Katedry Biologii i Ochrony Roslin Uniwersytetu Technologiczno-
Przyrodniczego w Bydgoszczy. Badania te obejmowaty 40 genotypéw owsa, w tym 6
gatunkow. Oprocz owsa zwyczajnego (Avena sativa), zarowno genotypy owsa o ziarnie
oplewionym jak i ziarnie nieoplewionym, przebadano po dwa genotypy Avena strigosa
(owies szorstki), Avena fatua (owies ghuchy), Avena magna, Avena insularis i Avena sterilis.
Na przebadane genotypy owsa sktadato si¢ rowniez 10 zarejestrowanych odmian uprawnych
owsa, 18 rodow hodowlanych oraz 2 genotypy formy ozimej owsa zwyczajnego, w tym
1 o ziarnie zo6ttym i 1 o ziarnie ciemnym. Materiat badawczy pozyskano od firm zajmujacych
si¢ hodowlg materiatu siewnego owsa, tj. Danko Hodowla Roslin Sp. z o.0., Matopolska
Hodowla Ros$lin Spétka z o.0., Hodowla Roslin Strzelce Sp. z o.0. Grupa IHAR, oraz
Porejestrowego Doswiadczalnictwa Odmianowego COBORU Stacji Doswiadczalnej Oceny
Odmian w Chrzgstowie. Do sztucznej inokulacji lisci owsa wykorzystane zostaty 3 izolaty
F. langsethiae. Dwa izolaty pozyskano z ziarna owsa w latach 2014 (FL 11H4) i 2015 (FL
298P5), a jeden z ziarna pszenicy ozimej w 2017 roku (FL 9P1-7). W sumie przetestowano
120 prob (40 genotypow owsa x 3 izolaty F. langsethiae).

Ocena wrazliwosci genotypow owsa wykonana zostata zgodnie z metodyka opisang
przez Imathiu i in. (2009). Kultury jednozarodnikowe izolatow F. langsethiae hodowane byty
na pozywce PDA w temp. 22-23°C przez 10 dni w ciemno$ci. Zawiesing zarodnikow
uzyskano poprzez splukiwanie sterylng woda powierzchni kultury a zawiesine zbierano za
pomoca pipety automatycznej. Do okreslenia koncentracji zarodnikow wykorzystano komore
Thoma, za pomoca ktorej przygotowano zawiesing o stgzeniu 5 x 10° zarodnikéw-mL>,

Liscie roznych genotypéw owsa wykorzystane w doswiadczeniu pochodzity
z dwutygodniowych ros$lin. Fragmenty dlugosci ok. 4 cm pobierano ze szczytowej czesci
pierwszego liScia. Nastepnie fragmenty lisci uszkadzano mechanicznie w $rodkowej ich
czesci po stronie doosiowej przy pomocy sterylnych 10 uL koncowek mikropipety.
Eksplantaty wylozono na ptytkach Petriego, na 0,5% agarze z woda z dodatkiem kinetyny
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(10 mg-L'l) strong odosiowa do podtoza przyklejajac je delikatnie, aby cala powierzchnia
eksplantatu stykata si¢ z podtozem. Na kazdej ptytce umieszczone po 4 uszkodzone
fragmenty lisci i na kazdy z nich w miejscu uszkodzenia natozono 5 pL zawiesiny
zarodnikow z dodatkiem TritonuX. Ptytki inkubowano w cieplarce w temp. 20°C przez 6 dni.
Wrazliwo$¢ genotypoéw okreslano poprzez mierzenie dlugosci strefy nekrozy tkanki lisci.

Wyniki

W przeprowadzonym tescie liSciowym wykazano zrdznicowang wirulencje uzytych
w badaniach izolatow F. langsethiae. Najsilniejszg wirulencjg odznaczat si¢ izolat FL 9P1-7,
a najstabszg izolat FL 11H4. Srednio dhugo$é strefy z wyraznymi zmianami chorobowymi na
liSciach owsa powodowanymi przez izolat FL 9P1-7 wynosita 35,2 mm, dla izolatu FL 11H4
wynosita ona 21,97 mm, a izolatu FL 298P5 — 31,02 mm.

Porazeniu przez F.langsethiae uleglty wszystkie gatunki owsa. Najdluzsza srednig
dhugos¢ strefy z nekroza na badanych lisciach zanotowano dla formy nieoplewionej A. sativa
(owies zwyczajny cv Nagus), ktora wynosita 32,5 mm. Najkrotsza dlugos¢ strefy
z nekrozg stwierdzono dla A. sterilis — 24,5 mm. Dlugo$¢ nekrozy obserwowana dla
poszczegdlnych gatunkow byla jednak zréznicowana w zaleznosci od genotypu gatunku owsa
i izolatu F. langsethiae zastosowanego do testowania wrazliwosci.

Wszystkie przebadane genotypy owsa byly porazane przez F.langsethiae
I stwierdzono wyrazne zroznicowanie w ich podatno$ci na tego patogena. Wsrod
18 przebadanych rodow hodowlanych odnotowano réznice w ich podatno$ci na
F. langsethiae zaréwno dla wartosci $rednich, jak rowniez dla wszystkich trzech
zastosowanych izolatow F. langsethiae. Srednio dla trzech izolatow F. langsethiae najmniej
wrazliwym byt réd STH 8.25 (25,4 mm) i POB 3938/14 (25,5 mm), a najbardziej wrazliwym
byt r6d DC10067/10/2/4 (33,1 mm). Zaobserwowano jednak odmienng wrazliwo$¢ rodow na
poszczegodlne izolaty F.langsethiae. Najmniej wrazliwym rodem owsa na porazenie przez
izolat FL 11H4 byt r6d DC 10054/8/1/1/1 (16,4 mm), na izolaty FL 298P5 — r6d STH 8.30
(20,4 mm), a na FL 9P1-7 — r6d STH 8.30 (37,8 mm). Najbardziej wrazliwym rodem owsa na
porazenie przez izolat FL 11H4 byt r6d DC10061/1/1/2 (28,7 mm), na izolat FL 298P5 —
POB 5710/16 (37,2 mm) a na FL 9P1-7 — r6d POB 3938/14 (26,6 mm). Ze wzgledu na mata
liczbg przebadanych genotypdéw nie mozna jeszcze jednoznacznie stwierdzié, iZ nie istnieja
genotypy odporne na porazenie przez tego patogena.

Srednio dla trzech izolatéw F.langsethiae stwierdzono wyrazne zrdznicowanie
pomiedzy wrazliwoscig 10 testowanymi odmianami owsa. Najmniej wrazliwa odmiang na
porazenie byta odmiana Bingo (26,6 mm), a najbardziej wrazliwg byta odmiana Amant
(34,2 mm). Badane odmiany cechowaly si¢ odmienng wrazliwo$cig na poszczeg6lne izolaty
F. langsethiae zastosowane do inokulacji. Najmniej wrazliwg odmiang owsa na porazenie
przez izolat FL 11H4 byta odmiana Bingo (17,8 mm) i Agent (17,9 mm), na izolat FL 298P5
odmiana Bingo (25,2 mm), a na FL 9P1-7 — odmiana Kozak (35,2 mm). Najbardziej wrazliwa
odmiang owsa na porazenie przez izolat FL 11H4 byta odmiana Nagus (35,7 mm), na izolat
FL 298P5 — odmiana Armani (35,8 mm), a na izolat FL 9P1-7 — odmiana Amant (39,4 mm).

Whioski

A. Izolaty F. langsethiae uzyskane z owsa i pszenicy cechowaty si¢ zroznicowang
wirulencja wobec badanych lisci owsa. Najsilniejszg wirulencjg odznaczat si¢ izolat
z pszenicy - FL 9P1-7 a najstabszg izolat FL 11H4 (z owsa).

B. Wszystkie przebadane gatunki owsa byly porazane przez F.langsethiae. Wicksza
dhugos¢ nekroz charakterystycznych dla porazenia F.langsethiae stwierdzono na
lisciach owsa zwyczajnego nieoplewionego, a najmniejszg na li§ciach Avena sterilis.

C. Odnotowano zrdznicowanie w podatno$ci analizowanych rodow hodowlanych owsa
na F. langsethiae. Najmniejszg wrazliwoscig odznaczaty si¢ rody hodowlane STH
8.251 POB 3938/14, a najbardziej wrazliwym byt rod DC10067/10/2/4.

D. Spo$rod przebadanych odmian owsa najmniej wrazliwg na F. langsethiae okazata si¢

3



odmiana Bingo, a najbardziej — Amant.

E. Do tej pory nie stwierdzono istnienia genotypéw owsa calkowicie odpornych na
porazenie przez F.langsethiae, z tego wzgledu wskazane jest dalsze poszukiwanie
genotypéw odpornych.

3. 2. Temat badawczy 2

Analiza odporno$ci owsa na F.langsethiae na podstawie jego analizy ilo$ciowej
W ziarnie technikg Real-Time PCR.

Cel tematu badawczego 2

Celem tematu jest poszukiwanie genotypow owsa odpornych lub wykazujacych cechy
zmniejszonej podatnosci na porazenie przez F.langsethiae na podstawie jego analizy
ilosciowej w ziarnie technikg Real-Time PCR. Cel ten zostal osiggnicty. Wytypowano
odmiany o mniejszej wrazliwo$ci na porazenie, jednakze nie wyodrgbniono genotypoéw
catkowicie odpornych.

Materiaty i metody

W ramach poszukiwania zrédel odpornosci przeprowadzono réwniez analize
ilosciowa 1 jako$Sciowa zasiedlenia ziarna rodéw hodowlanych, odmian uprawnych owsa,
roéznych gatunkow owsa przez F. langsethiae. Badania te wykonano dla ziarna genotypoéw
owsa pochodzacych z doswiadczen prowadzonych w warunkach naturalnych, bez sztucznej
inokulacji F. langsethiae, oraz z do$wiadczenia ze sztuczng inokulacja tym patogenem.
W badaniach tych wykorzystano technik¢ Real-Time PCR, ktora pozwala na okreslenie ilosci
materiatu genetycznego grzyba w ziarnie.

W  pierwszym typie doswiadczenia materiat badawczy pozyskano od firm
zajmujacych si¢ hodowla odmian owsa, tj. Danko Hodowla Roslin Sp. z o.0., Matopolska
Hodowla Roslin Spoétka z o.0., Hodowla Roslin Strzelce Sp. z o0.0. Grupa IHAR. Ziarno
genotypow owsa pochodzi ze S$cistych doswiadczeniach poletkowych zlokalizowanych
w Kopaszewie, Polanowicach 1 Strzelcach. Ponadto materiat badawczy pozyskano
z doswiadczen prowadzonych przez Centralny Os$rodek Badania Odmian Roslin Uprawnych
w ramach Porejestrowego Doswiadczalnictwa Odmianowego, 2z trzech punktow
doswiadczalnych, tj. ZDOO Dukla (woj. podkarpackie), SDOO Wrocikowo (woj. warminsko-
mazurskie) i ZDOO Zabnica (woj. $laskie). Ponadto testowano wrazliwo$¢ genotypow owsa
w warunkach prowokacyjnych, z zastosowaniem sztucznej inokulacji zarodnikami
F. langsethiae. Sciste do$wiadczenie polowe ze sztuczna inokulacja, wykonane w trzech
powtorzeniach, prowadzono w Stacji Badawczej Mochelek nalezacej do Uniwersytetu
Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy. W do$wiadczeniu tym badano podatno$é
15 genotypow owsa na porazenie przez F.langsethiae w wariancie ze sztuczng inokulacjg
1 dla poréwnania bez sztucznej inokulacji (kombinacje kontrolne). Materiat badawczy,
tj. material siewny owsa zwyczajnego, pozyskano od firm zajmujacych si¢ hodowla odmian
owsa, tj. Hodowli Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Grupa IHAR, Danko Hodowla Roslin Sp. z o.0.,
Matopolskiej Hodowli Roslin Spétka z o.0., po 4 genotypy z kazdej hodowli, oraz
Centralnego Os$rodka Badania Odmian Roslin Uprawnych Stacji Do$wiadczalnej Oceny
Odmian w Chrzastowie, z ktorej wykorzystano odmiang wzorcowa. Ponadto w badaniach
tych uwzgledniono po jednym genotypie owsa szorstkiego 1 owsa ghuchego.

Inokulacje¢ zawiesing zarodnikow grzyba wykonano w fazie kwitnienia owsa. Material
inokulacyjny F. langsethiae stanowit izolat FL 303P5, pozyskany z ziarna owsa odmiany
Amant uprawianej w Strzelcach, ktory w testach lisciowych cechowat si¢ silng wirulencja.
Material inokulacyjny przygotowano na plytkach Petriego na pozywce SNA
i PDA. Pozyskang zawiesing zarodnikow konidialnych, o zageszczeniu 5x10° zarodnikow
x mL?, inokulowano po 50 wiech z kazdego poletka. Inokulacje wiech przeprowadzono przy
pomocy rozpylacza ogrodniczego, uzywajac 5 ml materiatu inokulacyjnego na 1 wiechg.
Po inokulacji wiechy okrywano ostonami foliowymi i tym sposobem przez 24 godziny
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materiat inokulacyjny chroniony byl przed pradami powietrza 1 wysychaniem.
W wariancie bez sztucznej wiechy owsa opryskiwano samg woda.

W powyzszych doswiadczeniach ocena odpornosci genotypow owsa na F. langsethiae
przeprowadzona zostala na podstawie jego analizy ilo$ciowej w zebranym ziarnie technikg
Real-Time PCR, pozwalajaca na okreslenie ilosci materiatu genetycznego grzyba w ziarnie.

Izolacj¢ catkowitego DNA z ziarniakdbw owsa przeprowadzono zgodnie ze
zmodyfikowanym protokotem wg Doyle i Doyle (1990). Dla kazdej probki z 20 g osuszonego
w liofilizatorze (Scanvac, CoolSafe) i homogenizowanego przez 3 minuty w homogenizatorze
Retsch MM 400 ziarna owsa do probéwki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml pobrano 100
mg i dodano 600 ul buforu ekstrakcyjnego. Kolejne etapy izolacji sg zgodne z wyzej
wymienionym protokotem izolacji DNA z wykorzystaniem CTAB, fenolu, chloroformu
i alkoholu etylowego. Uzyskane DNA po izolacji doczyszczano przy uzyciu zestawu
Anty-linhibitor Kit. Zawarto$¢ catkowitego DNA wuzyskanego z ziarna zmierzono
spektrofotometrycznie wykorzystujac fluorometr Quantus (Promega), a do dalszych analiz
Real-Time PCR wszystkie probki rozcienczono w dejonizowanej wodzie sterylnej. Reakcja
Real-Time PCR przeprowadzona zostata w LightCycler 480 II (Roche, Szwajcaria) z uzyciem
barwnika fluorescencyjnego LightCycler 480 SYBR Green | Master.

Warunki reakcji Real-Time PCR byly takie same jak dla materiatu ktory postuzyt do
do wykonania krzywej wzorcowej. Objetos¢ pojedynczej reakcji wynosita 20 ul (13 pl
mastermiksu + 7 pl badanej probki DNA). Wszystkie proby wykonywano w trzech
powtorzeniach, a wynik koncowy jest $rednig z tych replikacji. Kontrolg negatywna stanowila
mieszanina reakcyjna bez DNA, uzupelniona woda. Ostatnim etapem reakcji byta analiza
krzywej topnienia w zakresie temperatur 65-95°C. Otrzymane wyniki przemnozono przez
miano rozcienczenia danej proby, aby uzyska¢ informacj¢ o rzeczywistej ilosci DNA grzyba
w ziarnie owsa. W reakcji zastosowano specyficzne gatunkowo startery typu SCAR (Wilson
1 in. 2004), uzyte wczesniej do przygotowania krzywej standardowej, generujace amplikon
o dhlugosci 310 pz. Badania te przeprowadzono w Pracowni Fitopatologii i Mykologii
Molekularnej Katedry Biologii i Ochrony Roslin Uniwersytetu Technologiczno-
Przyrodniczego w Bydgoszczy.

W celu pozyskania izolatbw F.langsethiae do dalszych badan, zwigzanych
z testowaniem wrazliwosci genotypow owsa, przeprowadzono izolacj¢ grzybow na pozywce
mikrobiologicznej. 1zolacja grzyboéw na pozywce PDA przeprowadzona zostata z prob ziarna
owsa pochodzacych z doswiadczen poletkowych, wykorzystywanych réwniez do testowania
wrazliwoséci genotypow owsa. Ziarno odkazano przez 3 minuty w 1% NaOCl, trzykrotnie
plukano w sterylnej wodzie destylowanej 1 wykladano po 6 sztuk na szalki Petriego
z zestalong pozywka PDA (pH 5,5), a nastepnie umieszczano w termostacie w temperaturze
22°C. Na jedna probe sktadato si¢ 100 ziarniakow owsa. Po 7-10 dniach inkubacji wyrastajace
kolonie przeszczepiano na skosy agarowe i przeznaczono do dalszego oznaczania. Szczegdlng
uwage zwrdcono na izolaty cechujace si¢ ,,proszysta” grzybnig powietrzng. Na podstawie
literatury wstepnie zakwalifikowano je jako F.langsethiae. Nastepnie potwierdzano ich
przynalezno$¢ gatunkowa metoda molekularng, przy uzyciu techniki PCR. Badania te
przeprowadzono w Pracowni Fitopatologii i Mykologii Molekularnej UTP w Bydgoszczy.

Wyniki

Na podstawie przeprowadzonej analizy ilosciowej F.langsethiae w ziarnie owsa
technikg Real-Time PCR stwierdzono zrdéznicowanie dotyczace wrazliwosci pomigdzy
przebadanymi genotypami owsa pozyskanymi od firm zajmujacych si¢ hodowla odmian.

Obecno$¢ grzyba stwierdzono we wszystkich trzech badanych miejscowosciach.
Srednio najwyzsze stezenie DNA F. langsethiae odnotowano w probach pochodzacych ze
Strzelc (21767,1 pg DNA F.L./ kg ziarna owsa). Znacznie mniejsze stgzenie tego grzyba
odnotowano w probach pochodzacych z Kopaszewa (52,6 pg DNAF.L./kg owsa) oraz
z Polanowic (319,7 pg F.L./kg owsa). Srednio z trzech miejscowosci najwigksze stezenie
DNA F. langsethiae stwierdzono w ziarnie rodu hodowlanego POB 3938/14 (101493,3 pg
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F.L./ kg owsa). Najmniej DNA tego grzyba zidentyfikowano w ziarnie rodu hodowlanego
DC 18-4 (254,7 pg F.L. / kg owsa).

Badajac wystepowanie F. langsethiae w ziarnie odmian owsa pozyskanych
z doswiadczen prowadzonych w ramach Porejestrowego Doswiadczalnictwa Odmianowego
COBORU obecnos¢ grzyba stwierdzono we wszystkich trzech badanych miejscowos$ciach
tj. ZDOO Dukla (srednio 985,28 pg DNA F.L. / kg ziarna), SDOO Wrocikowo (14,78 pg
DNA F.L. / kg ziarna) i ZDOO Zabnica (0,45 pg DNA F.L. / kg ziarna). Srednio z trzech
miejscowosci najwicksze stezenie DNA F. langsethiae odnotowano w ziarnie odmiany
Romulus (1016,67 pg DNA F.L./kg ziarna), a najmniejsze w ziarnie odmiany Monsun
(13,96 pg DNA F.L. / kg ziarna).

W ziarnie owsa pochodzacego z doswiadczenia zalozonego w Stacji Badawczej
Mochetek, w ktorej prowadzono sztuczng inokulacje wiech owsa grzybem F. langsethiae,
srednie st¢zenie tego patogena w kombinacji ze sztuczng inokulacja wynosito 12872,94 pg
DNA F.L. / kg ziarna owsa, natomiast w kombinacji kontrolnej bez sztucznej inokulacji - 1,44
pg DNA F.L. / kg. W kombinacji ze sztuczna inokulacja najwyzsze stgzenie DNA
F. langsethiae stwierdzono w ziarnie odmiany Krezus (106000,00 pg DNA F.L./ kg). DNA
F. langsethiae nie odnotowano w ziarnie owsa rodow hodowlanych DC10067/10/2/4, POB
5547/16, STH 11215 i STH 11315, natomiast w ziarnie pozostatych rodéow patogen ten
wystepowal w zréznicowanym st¢zeniu - od 8,9 do 34170 pg DNA F.L. / kg. W kombinacji
kontrolnej obecno$¢ F. langsethiae odnotowano tylko w ziarnie rodu hodowlanego
DC 10054/8/1/1/1 (6,54 pg DNA F.L. / kg), POB 3913/14 (1,30 pg DNA F.L. / kg), owsie
ghuchym (9,7 pg DNA F.L. / kg) i owsie szorstkim (4,00 pg DNA F.L. / kg).

W wyniku przeprowadzonej izolacji grzybow na pozywce PDA, z ziarna owsa
o roéznym genotypie, uzyskane izolaty F.langsethiae stanowily 0,06%. Znacznie wigcej
wyodrebniono izolatéw innych gatunkow grzybow, ktore to nie byly gldéwnym przedmiotem
badan, jednak ich wystepowanie moglo znaczaco wptywaé na liczbg uzyskanych izolatow
F. langsethiae. Z tego wzgledu zostaty one rowniez uwzglgdnione w analizie mykologicznej.
Ziarno owsa najczesciej byto zasiedlone przez gatunki grzybow uwazane za saprotroficzne
dla owsa, i byty to przede wszystkim Alternaria alternata, rzadziej inne gatunki Fusarium,
Epicoccum nigrum i Gonatobotrys simplex. W probach tych stwierdzono rowniez roézne
gatunki grzybow rodzaju Fusarium, sposrod ktorych dominowat F. poae (17,73%). Znacznie
rzadziej izolowano inne gatunki tego rodzaju, tj. F.avenaceum, F.graminearum,
F. sporotrichoides, F. tricinctum, F. culmorum, F. equiseti i F. crookwellense.

Whioski

A. Duza czulo$¢ analizy Real-Time PCR na obecnos¢ F. langsethiae w ziarnie owsa
okazata si¢ przydatna w okres$laniu podatno$ci owsa na porazenie przez tego
patogena.

B. Analizy Real-Time PCR potwierdzity zroznicowanie w zasiedleniu przez F. langsethiae
ziarna rodow hodowlanych i odmian owsa. Obecno$ci DNA grzyba nie stwierdzono
w ziarnie rodow hodowlanych: DC10067/10/2/4, POB 5547/16, STH 11315 i STH 11215.
Z przebadanych odmian najmniej grzyba odnotowano w ziarnie odmiany Monsun i Siwek.

C. Zaréwno w tescie liSciowym jaki i analizie z wykorzystaniem techniki Real-Time
PCR nie stwierdzono istnienia genotypoéw owsa catkowicie odpornych na porazenie
przez F. langsethiae.

D. Genotypy owsa, dla ktorych w zebranym ziarnie nie stwierdzono obecnosci
F. langsethiae moga stanowi¢ podstawe do uzyskania odmian o istotnie ulepszone;j
odpornosci.



