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Uvod

1. UVOD

PSenica (Triticum aestivum L.) je najznacajniji ratarski usjev u svijetu. Ima ogromno
gospodarsko znacenje, a manifestira se visokim genetskim potencijalom rodnosti te se
koristi u prehrambenoj industriji za proizvodnju kruha, tjestenine, grisa, ulja iz klica,
Skroba, alkohola itd. Upotrebljava se u pivarskoj i farmaceutskoj industriji te za ishranu
stoke. Odlikuje se Sirokim arealom rasprostranjenosti zbog visokoga stupnja
polimorfizma (velik broj varijeteta i kultivara) te se uzgaja u cijelome svijetu i zauzima
vodecCe mjesto po posijanim povrSinama. Prema FAO (2006.), (http://apps.fao.org/),
podrucje proizvodnje pSenice u svijetu je 216 000 018 ha, s prosjecnim urodom od
2 804 kg/ha. U RH pSenica, nakon kukuruza, zauzima drugo mjesto, s 150-160 000
hektara i prosje¢nim prinosom od 4 t/ha. Prema Ortizu i sur., (2007.), dvije milijarde
ljudi jo$ uvijek nema pristup zdravoj hrani, a od toga je 800 milijuna ljudi neishranjeno.
Smatra se da bi u sljedecoj polovici stoljeca trebali porasti zahtjevi za Zitaricama za
60 %. Tome doprinosi rast populacije, smanjenje resursa vode, nepredvidivi klimatski
uvjeti i smanjena ulaganja u poljoprivredu. Prema Oldrachu i sur., (2001.), ljudska
populacija raste za oko 250 000 ljudi po danu, a obradivih povrSina sve je manje. Zbog
toga je vazno raditi na poboljSanju genetskoga potencijala pSenice, prvenstveno u
pogledu poboljSanja prinosa i kvalitete, a vazan preduvjet tome je oplemenjivanje na
otpornost na razliCite uzroCnike bolesti kojima je pSenica napadnuta. Osim zbog
etickoga gledista, i zahtjevi trziSta nameéu oplemenjivatima Zzelju za podizanje
genetskoga potencijala rodnosti do maksimalnih granica.

Medu gospodarski najvaznijim uzro€nicima bolesti koji mogu prouzrociti velike Stete
na pSenici vrste su iz roda Fusarium. Najvece Stete prave one vrste koje se javljaju na
klasu, a bolest koju izazivaju je fuzarijska palez klasa (FHB). Ta bolest pSenice rasirena
je u cijelome svijetu pa je tako i kod nas detektirana kao najvaznija bolest pSenice. Osim
8to umanjuje prinos, ima negativnih u€inaka i na svojstva kvalitete. Gubici u prinosu
mogu varirati izmedu 30 do 70 % u epidemiénim uvjetima.

Oplemenijivaci pSenice nastoje stvoriti genotip koji bi bio nositelj otpornih gena na
Fusarium wvrste. U tom nastojanju Zeli se objediniti tradicionalno i moderno
oplemenjivanje. Tradicionalni je oplemenjivacki proces dugotrajan i oplemenijivaci
moraju uzgojiti velik broj biljaka u odredenim uvjetima. Kod klasi¢noga oplemenijivanja
lociranje egzaktnoga gena, kojega se trazi izmedu ostalih 160 000 gena, moze biti vrlo
teSko i dugotrajno. U modernom oplemenjivanju dvije su kljucne tehnologije koje se
koriste: molekularni markeri i geneti¢ki inzinjering. Upotrebom molekularnih markera
moze se identificirati prisutnost gena u tkivu biljke i time skratiti proces selekcije.

Varijabilnost genotipova psenice (Triticum aestivum L.) obzirom na FHB otpornost i genetsku divergentnost 1



Uvod

Svojstva kao $to su prinos, kvaliteta i otpornost na bolesti, kvantitativna su svojstva
(poligena, multifaktorijalna ili kompleksna svojstva) i kontrolirana su s vec¢im brojem
gena, na Ciju izrazajnost u velikoj mjeri djeluju okolinski Cinitelji. Regije unutar genoma
koje sadrze gene povezane s odredenim kvantitativnim svojstvom poznate su kao QTL-
ovi (lokusi za kvantitativno svojstvo).

Otpornost na FHB je kvantitativno nasljedna i kontrolirana s minor ili major QTL-
ovima. Ta otpornost je kompleksna i podijeljena je na razliCite sastavnice:

Tip | - otpornost na inicijalnu infekciju (Schroeder i Christensen, 1963.)

Tip Il - otpornost na Sirenje patogena unutar klasi¢a (Schroeder i Christensen, 1963.)
Tip 11l - otpornost zbog reduciranja mikotoksina (Miller i sur., 1986.)

Tip IV - otpornost na infekciju u zrno (Mesterhazy, 1995., Mesterhazy i sur., 1999.)

Tip V - otpornost koja se ocitava kao tolerantnost uroda (Mesterhazy, 1995.,
Mesterhazy i sur., 1999.)

Svaki od tih tipova otpornosti uvjetovan je multiplim genima aditivnih efekata. Ti
mehanizmi otpornosti su aktivni. Pasivni mehanizmi otpornosti povezani s poligenom
otpornosti mogu biti strukturalni (razliite barijere za ulazak patogena) ili kemijski
(ishrana bilike, pH, metaboliti i enzimi biljke) (Parry, 1990.). Danas je poznat veliki broj
genotipova pSenice koji imaju gene za otpornost na fuzarijsku palez klasa i koji su
dostupni oplemenjiva€ima, ali neodgovaraju¢ih agronomskih svojstava. Identificirani
geni na molekularnoj razini mogu ubrzati i uciniti u€inkovitijim proces stvaranja novih
genotipova koji ¢e sadrzavati nove kombinacije alela koje bi se teZze mogle dobiti
klasicnim oplemenjivanjem. Trenutno je pravi izazov za oplemenjivace pronaci i stvoriti
genotipove u kojima ¢e biti inkorporirani geni za FHB otpornost, a u kombinaciji s
drugim korisnim agronomskim i gospodarskim svojstvima.

Cilj ovoga istrazivanja je: 1.) MorfoloSka identifikacija najuCestalijih Fusarium vrsta
na podrucju istoCne Hrvatske koje inficiraju ozimu pSenicu, te potvrda istih molekularnim
tehnikama; 2.) Utvrditi ukupnu otpornost na FHB na genotipovima koji se uzgajaju u
Hrvatskoj od 1905. godine; 3.) Utvrditi Tip I, Tip Il i Tip Il otpornost na FHB na
istraZivanim genotipovima; 4.) Utvrditi razlike u urodu i kvaliteti zrna usporedujuci
inokulirane i kontrolne parcele; 5.) Utvrditi korelacije izmedu FHB svojstava i razli€itih
morfoloskih i agronomskih svojstava; 6.) Utvrditi genetsku divergentnost istrazivanih
genotipova.

Na temelju postavljenih ciljeva, oCekuje se utvrditi varijabilnost u otpornosti na FHB
(za sve tipove otpornosti), kao i genetsku divergentnost unutar promatranih genotipova
te utvrditi najzastupljenije Fusarium vrste na podru¢ju isto¢ne Hrvatske.

Varijabilnost genotipova psenice (Triticum aestivum L.) obzirom na FHB otpornost i genetsku divergentnost 2



Literaturni pregled

2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Znacaj i povijest roda Fusarium

Krusna pSenica (Tr. aestivum L.) i durum pSenica (Tr. turgidum L.) izlozene su
napadu razliCitih patogena i insekata koji mogu biti rasprostranjeni globalno u cijelome
svijetu ili zastupljeni samo lokalno. Mcintosh, (1998.) (cit. po Rajaram, 1994a. i
Rajaram i van Ginkel, 1996.) navodi Sirok spektar biotskih stresova (gljivi€éna oboljenja,
insekti, nematode, bakterije, virusi) koji se mogu pojaviti na pSenici (izostavljena je
Sclerotium rolfsii Sacc.). Gljivicni patogeni koji napadaju pSenicu mogu smanijiti prinos
za 5-10 % u globalnoj proizvodnji, a procijenjeno je da godisnji gubici u urodu zrna
variraju od 600 do 700 milijuna tona (Pellegrineschi i sur., 2001.). Izmedu razli€itih
bolesti, kao rasprostranjen problem u vlaznim podrucjima sjeverne Amerike, Kine,
centralne i istoCne Europe navode i fuzarijsku palez klasa. Autori smatraju da za
moguce gubitke u prinosu, kvaliteti i drugim agronomskim svojstvima pSenice nisu
potrebne visoke razine otpornosti genotipova kontrolirane pojedinacnim genima, jer bi
se takvim pristupom samo mogli odgoditi potencijalni buduci problemi. Kao alternativu
predlazu upotrebu dugotrajnije otpornosti s manje ucinkovitosti. Od uzro€nika biljnih
bolesti, gljive su od najvece vaznosti, jer mogu prouzrociti gubitke u prinosu i do 30 %, a
preko sekundarnih produkata mogu reducirati i kvalitetu, smatraju Oldrach i sur.,
(2001.). Isti autori ukazuju na vaznost koridtenja genetickog inZinjeringa u rjeSavanju
navedenih ciljeva oplemenijivanja, koji podrazumijeva sustav kulture in vitro i transfer
DNA.

Stack, (2003.), iznosi povijest roda Fusarium. Rod Fusarium prvi je imenovao
njemacki mikolog Link 1809. godine. Gljivu koju je otkrio nazvao je Fusarium roseum.
Kasnije je otkriveno da je njegova kolekcija sadrzavala Fusarium graminearum Schw. i
F. sambucinum Fuckel, sto tada Link nije znao. Najstariji spolni oblik Gibberella zeae
(Schw.) Petch, imenovan je prema Davidu von Schweinitzu 1822. godine, kada je on taj
oblik nazvao Sphaeria zea. 1832. godine Svedski mikolog Fries pronasao je sli¢nu gljivu
na zobi i imenovao drugi rod Fusisporium i novu vrstu avenaceum. Schwabe je opisao
F. graminearum 1838. godine. 1881. godine talijanski mikolog Saccardo, P.A. je
zakljuCio da Fusarium i Fusisporium pripadaju istome rodu. Arthur je 1891. godine
zakljuCio da je blijedenje klasova posljedica cvjetne infekcije. Selby i Manns su 1909.
godine prvi pokazali povezanost izmedu izblijedenih klasova i blijedih zrna u usjevima
koji su zasijani iz izblijedenih zrna. 1923. godine Dickson je istraZivao blijedenje
klijanaca u ovisnosti o temperaturi, i najve¢a je oStecenja pronasao pri 20-24°C, a
najmanja pri 8°'C. Razvio je hipotezu o fizioloSkim razlikama izmedu pSenice i kukuruza i
njihovim reakcijama na Fusarium vrste pri razli€itim temperaturama. Velik se broj
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istraZzivanja izmedu 1920. i 1930. godine bavio problemima u ishrani Zzivotinja
izblijedenim zrnima. 1937. godine Shands zakljuCuje da toksi¢nost nije isto §to i sama
gliiva. Forgacs i Carll (1962.) identificirali su aflatoksin kao kontaminant u hrani koji
moze prouzroCiti bolesti kod ljudi. Schroeder i Christensen su 1963. godine utvrdili
razlike u osjetljivosti genotipova ovisno o vremenu klasanja.

Od 1809. godine brojni istrazivaci rade na problematici identifikacija Fusarium vrsta u
svim dijelovima svijeta. Od te godine broj identificiranih vrsta rastao je postupno, te ih
ima identificiranih viSe od 80. Upotrebom molekularnih analiza, broj identificiranih
Fusarium vrsta u sljede¢im godinama trebao bi i porasti. Goswami i sur., (2004.),
navode da je FHB prvi puta u Engleskoj opisana 1884. godine, a ve¢ se od ranih godina
20. stolje¢a smatra najveéim problemom na pSenici i jeEmu.

Nelson i sur., (1983.), smatraju Fusarium kao drustveni fenomen, odnosno razli€ita
oboljenja biljaka nastala Fusarium vrstama, koja su dovela do velikih ekonomskih
gubitaka u svijetu. Godine 1960. pogodena je komercijalna industrija banana, a uzrok joj
je bio Fusarium oxysporum f. sp. cubense, dok je u regiji srednjega zapada SAD-a
zabiljezen bankrot farmera zbog gubitaka nekoliko milijardi dolara zbog fuzarijske palezi
klasa koja se pojavila na pSenici i jeému. Od 2003. do 2007. godine zabiljeZzene su
epidemije FHB u proizvodnji pSenice u regiji SAD-a i Kanade, pri ¢emu su gubici bili
procijenjeni na milijardu americkih dolara (Anderson, 2007.). Uzroci takvih epidemija
koje su nastale napadima Fusarium vrsta najvjerovatnije su minimalna ili reducirana
obrada, koje se prakticiraju u tim zemljama od 1993. godine, te izmjena u vlaznim
razdobljima i niske razine otpornosti genotipova.

2.2. Fuzarijska palez klasa (FHB)

Fuzarijska palez klasa (scab) se prema mnogim autorima (Dubin and Ginkel, 1990.,
Bai i sur., 1994., Buerstmayr i sur., 2003., Steiner i sur., 2004., Mesterhazy i sur.,
2005., Mardi i sur., 2005., Klahr, A., 2007., Yu i sur., 2006., Toth i sur, 2008.) smatra
najStetnijom bolesti pSenice u cijelome svijetu. Osim §to umanjuju prinos pSenice i
negativno utjeCu na svojstva kvalitete, Fusarium vrste proizvode i mikotoksine koji su
Stetni za zdravlje ljudi i zivotinja. Argyris i sur., (2003.), navode da FHB umanjuje
prinos preko sterilnosti cvijeta i slaboga punjenja zrna Sto utjeCe na veli€inu, masu i
oblik zrna, pa su zarazena zrna Cesto Stura i nepravilnog oblika. Prinos je nizi i
neizravno zbog Ceste smanjene klijavosti sjemena te su i manje inficirana zrna Cesto
nize klijavosti. Kvalieta je loSija zbog zaraze, pri ¢emu je manje nakupljanje proteina,
celuloze i amiloze. Prema tim autorima, kvaliteta bi se mogla poboljSati, a u nastojanju
smanjenja infekcije, pravovremenim obavljanjem Zetve i tretmanom fungicidima.
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NajceSce spominjani mikotosini su: aflatoksini, okratoksini, trihoteceni, fumonizini,
patulin i zearalenon. Naj¢eS¢e nastaju na Zitaricama (pSenica, je€am, kukuruz, zob,
riza) i na soji, pa se mogu naéi i u njihovim proizvodima. Trihotecene, fumonizine i
zearalenon proizvode gljivice roda Fusarium. O Stetnim utjecajima mikotoksina puno se
istraZivalo, a Maiorano i sur., (2008.), navode da trihoteceni imaju citoticku aktivnost
(inhibiraju sintezu proteina, utjeCu na DNA i RNA sintezu, inhibiraju mitohondrijske
funkcije, utjeCu na stanicne membrane i staniCne diobe te na apoptozu) i mogu imati
imunosupresorki efekt, koji reducira otpornost, te na kraju dovodi do razli€itih mikrobnih
infekcija. Prema Goswamiu i sur., (2004.), konkretni simptomi povezani s toksinima
ukljuuju kod Zzivotinja: odbijanje hrane, proljev, probavnu hemoragiju i kontaktni
dermatitis. Kod ljudi F. graminearum povezan je s probavnom toksicnom aleukiom (Ata)
i akakabi toksikozama, povracanjem, anoreksijom, a kroni¢no izlaganje trihotecenima
moZe izazvati neuroloSke poremecaje i imunosupresije.

Op¢enito, rizik od FHB epidemije je visok kada su poviSene koli€ine inokuluma
(konidije ili askospore na biljnim ostacima na povrSini tla) tijekom toploga i vlaznoga
vremena u vrijeme cvjetanja genotipova pSenice (Parry i sur., 1995.). Tipi¢ni simptomi
FHB su smede izblijedene lezije na glumama i rahisi, Sto rezultira blijedenjem dijelova
klasa. Prevlake crvene i ruziCaste boje, koje potjeCu od micelija, pojavljuju se na
rubovima gluma ili u bazi klasi¢a. Inficirana zrna postaju Stura i izblijedena, siva,
ponekad s ruziCastim prevlakama, te imaju brasnjavu i bezbojnu unutrasnjost (Bushnel
i sur., 2003.).

2.3. Okolinski uvjeti

G. zeae (seksualni, telemorfni stadij F. graminearuma) stvara seksualne spore
(askospore) i aseksualne spore (makrokonidije) koje sluze za Sirenje inokuluma.
Seksualni oblik spora je formiran u peritecijama i iz njih su makrokonidije izbacene u
zrak, Sto omogucuje disperziju inokuluma od tla prema klasovima, dok Sirenje
makrokonidija ovisi o kiSnim kapljicama. Beyer i sur., (2004.), su proucavali uCinak
razliCitih koliCina relativne vlage zraka na Klijanje makrospora i askospora te na
proizvodnju deoksinivalenola (DON-a). Utvrdili su da su pri 53-80 % vlage askospore
klijale, dok makrokonidije nisu. Kod relativne vilage od 100 % makrokonidije su
proizvodile vise DON-a nego askospore. Askospore su proizvodile 65 % koli¢ine DON-a
od onoga S$to su proizvele makrokonidije. Tu pojavu obasnjavaju time $to su askospore
manje od makrokonidija. No, ve¢ pri vlazi od 70 %, askospore su proizvodile viSe
DON-a. Kako askospore isto mogu proizvesti makrokonidije, jo$ ostaje nerazjasnjeno
jesu li makrokonidije iste po kvaliteti proizvedene od micelija i askospora te koliko
makrokonidija moZe biti proizvedeno po askospori.
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Xu, (2003.), smatra da su optimalne temperature za proizvodnju makrokonidija za
Fusarium culmorum (W. G. Smith) Sacc. i F. graminearum pri 32°C, za F. avenaceum
(Fr.) Sacc. 28°C i za Microdochium nivale (Fr.) Sam i Hall. 26°C. Minimalne temperature
za proizvodnju askospora su 7-10°C, a optimalne 15-20°C. Brennan i sur., (2005.),
zabiljezili su da se infekcija izolatima F. graminearum i F. culmorum povecavala pri 10-
25°C, a smanjivala pri 25-30°C.

Osnovne uvjete za inicijalnu infekciju Fusarium vrstama navodi Dill-Macky, (2003.).
Smatra da na inicijalnu infekciju najveci utjecaj imaju inokulum, period izlaganja
inokuliranih biljaka vlazi, temperatura zraka u vrijeme inokulacije i razvojni stadij
domacina. U poljskim uvjetima je za ocCekivati varijacije koje ¢e dovesti do razli€itih
razina infekcije i moguceg izostanka infekcije. Zbog tih razloga potrebno je istrazivanje
provesti u nekoliko godina u pazljivo ponavljanim pokusima. Za pouzdanu infekciju su
potrebne temperature iznad 15°C, a optimalne su 20-25°C. Vlaga ¢e takoder utjecati na
razvoj infekcije, kao i na ekspresiju i brzinu razvoja simptoma. PoZeljna je vlaga nakon
obavljenih inokulacija od 95 %. Pri optimalnim uvjetima kolonizacija klasova s
F. graminearum moze biti vrlo brza. Gljiva se moze smjestiti u tkivu domacina u roku
24-36 sati pri 25°C. Razdoblije domacinove osjetljivosti na zarazu takoder je kritiCan
trenutak, a kod pSenice je to u razdoblju cvjetanja pa sve do rane mlije¢ne zriobe.

Lemmens i sur., (2004.), proucavali su u€inak razli¢itih tretmana prihrana duSikom
na razvoj FHB i DON kontaminacije. Pove¢avanjem koli€ina duSika povecavala se i
razina FHB simptoma, dok se sadrzaj DON-a povec¢avao samo do odredene koli€ine.
ZakljuCili su da razliCite prihrane dusikom u prakti€noj primjeni ne predstavljaju
moguc¢nost u borbi protiv FHB. Kako faktori koji utjeCu na sintezu i akumulaciju
mikotoksina jo§ nisu u potpunosti razjasnjeni, zakljuCuju da je koncentracija toksina u
zrnu vjerojatno rezultat kompleksnih interakcija izmedu domacina, patogena i okoline.
Isti autori navode da je najucinkovitija metoda u borbi protiv FHB stvaranje otpornih
genotipova, s €ime se slaZzu i mnogobrojni drugi autori (Buerstmayr i sur., 1999.,
Buerstmayr i sur., 2000., Bai i sur., 2003., Bai i Shaner, 2004., Yang i sur., 2006.,
Anderson, 2007., Dvojkovic i sur., 2007.). Osim toga, pidu i o koriStenju plodoreda,
obrade tla, kemijskoj kontroli, optimalnim i pravovremenim gnojidbama, kao nekim od
mjera za snizavanje FHB zaraze.

2.4. Fusarium vrste

Prema Bottalicou i Perroneu, (2002.), nekoliko Fusarium vrsta pojavljuje se na
strnim Zitaricama (pSenica, jeCam, zob, riza, tritikale). Simptomi bolesti mogu se pojaviti
na korijenu, stabljici i klasu. Prema istim autorima, vrste koje dominiraju u svijetu na
pSenici i ostalim strnim Zitaricama su: F. graminearum, F. culmorum i F. avenaceum. U
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manje zastupljene vrste ubrajaju se: F. poae (Peck) Wollenweber, F. cerealis Burgess,
Nelson i Toussoun, F. equiseti (Corda) Saccardo, F. sporotrichioides Sporotrichioides
Sherbakoff i F. tricintum (Corda) Saccardo. F. graminearum je ¢eSc¢i u vlaznim i toplijim
podrucjima kontinentalnih klima (centralna, zapadna i isto€na Europa), dok su F.
culmorum i F. avenaceum viSe zastuplijeni u hladnijim europskim zemljama
(sjeverozapadna Francuska, Nizozemska, Belgija, Skotska). No, utjecaji koji pogoduju
razvoju bolesti mogu dovesti do varijacija Fusarium vrsta u razliitim regijama i
godinama.

Placinta i sur., (1999.), navode da mnoge vrste roda Fusarium, Aspergillus, Penicillium
i Alternaria nisu prepoznate samo kao patogeni koji napadaju biljno tkivo, ve¢ su i
znacCajni izvori mikotoksina. Tradicionalno su gljive koje proizvode mikotoksine
podijeljene u dvije grupe: patogeni koji napadaju biljku i skladiSni patogeni. Isti autori
navode mogucnosti otkrivanja i identifikacije patogena, pri ¢emu spominju ELISU, ali
smatraju da je u sve vecoj i poboljSanoj primjeni visokotlaéna tekucinska kromatografija
i plinska kromatografija s masenom spektrofotometrijom. ZakljuCuju da mikotoksini
poput DON-a, NIV-a, zearalenona i fumonizina, predstavljaju glavnu brigu za zdravlje
ljudi i Zivotinja.

Cosié, (1997.), navodi da na podrugju istoéne Hrvatske pSenicu prema morfolo$koj
identifikaciji najce$¢e napadaju: F. graminearum, F. verticillioides (Sacc) Nirenberg, F.
avenaceum i M. nivale. Cosié i sur., (2007.), navode da je FHB bolest koja se redovno
pojavljuje na Zitaricama, a znac¢ajno umanjuje prinos i kvalitetu napadnutih usjeva. U
razdoblju od deset godina na sjemenu pSenice, je€ma i kukuruza te korovnih vrsta
(Ambrosia artemisiifolia L., Abutilon theophrasti Med., Amarantus hybridus L., A.
Retroflexus L., Sorghum halepense (L.) Pers.) na podru¢ju istoCne Slavonije
morfoloskim identifikacijama utvrdili su devet razli€itih Fusarium vrsta: F. graminearum,
F. verticillioides, F. subglutinans (Wollenweber i Reinking) Nelson, Toussoun i Marasas,
F. avenaceum, F. poae, F. culmorum, F. oxysporum, F. solani (Martius) Appel i
Wollenweber emend., Snyder i Hansen, F. sporotrichioides. ZakljuCili su da je
F. graminearum bila najdominantnija vrsta u desetogodiSnjom razdoblju na klasovima
pSenice i jeCma.

Upotreba molekularnih markera bazirana na PCR reakciji za identifikaciju vrsta i kao
identifikacijski alat postaje vrlo popularna, zakljuCuju Moller i sur., (1999.) (cit. po
Schots i sur., 1994. i Miller, 1996.). Kada su dizajnirane pocetnice i uvjeti za PCR
optimizirani, analize tada teku vrlo brzo, a i nisu teSke za izvesti. Transformacija RAPD
fragmenata u sekvence karakterizirane amplificiranim regijama (SCARSs) koriStena je i
za identifikaciju izolata F. culmorum i F. graminearum od Schillinga i sur., (1996.).
Istrazivanja su dosla do te granice da jednu Fusarium vrstu dijele na viSe podvrsta, sto
se prije morfoloskim tehnikama nije moglo otkriti. F. graminearum je monofiletski
kompleksna vrsta koja se sastoji iz najmanje devet filogenetskih vrsta, od kojih su neke
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lokalizirane u odredenim geografskim regijama. Toth i sur., (2005.), su proveli
molekularnu analizu izolata F. graminearum. lIzolati kemotipa | proizvode DON i/ili
njegove acetilne derivate, a kemotipovi tipa Il proizvode NIV i/ili fusarenonX. Zakljucili
su da izolati iz Madarske pripadaju kemotipu I. Saharan i Naef, (2008.), su proveli
detekciju genetske varijacije izmedu izolata F. graminearum, F. verticillioides i
F. oxysporum, koji dominiraju u Indiji. Unutar jedne vrste utvrdene su genetske varijacije
na temelju razlicitih amplificiranih baznih parova. Smatraju da su varijacije nastale zbog
toga Sto izolati pripadaju razli€itim geografskim regijama Indije.

Gale, (2003.), navodi zakljuCke za buduca istrazivanja koje bi trebalo uzeti u obzir
kod istrazivanja Fusarium vrsta: 1. Morfolo$ka identifikacija Fusarium vrsta trebala bi biti
nadopunjena molekularnim markerima, narocito dijagnosti¢kim probama; 2. Idealno bi
bilo da istrazivaci koji prou€avaju agresivnost izolata koriste jedinstven set genotipova i
jedinstvenu proceduru za inokulacijsku tehniku; 3. Testiranje nivoa mikotoksina
proizvedenih od specifiCnih izolata trebalo bi biti obavljeno in planta, jer je objavljeno da
razina mikotoksina in vitro ne korelira s proizvodnjom mikotoksina in planta, ali razine
mikotoksina proizvedene in planta korelirale su s agresivno$¢u izolata; 4. Kod
prou¢avanja genetske divergentnosti potrebno je napraviti sustavno uzorkovanje
izolata, kao i izabrati dovoljan broj izolata; 5. Rezultati istrazivanja iz populacijske
genetike trebaju biti integrirani s rezultatima iz drugih disciplina, pogotovo s
istrazivanjima iz epidemiologije i genomike, da bi se poboljSale strategije pri
kontroliranju FHB; 6. Potrebno je jo§ puno istrazivanja za sve Fusarium vrste koje
prouzroCuju palez klasa, jer i kod F. graminearum, iako je vrlo dobro prou¢ena vrsta, jos
uvijek postoji puno neodgovorenih pitanja. Osnova za buduéa istraZivanja trebao bi biti
opis razli¢itih rasa F. graminearum-a. | drugim vrstama trebalo bi posvetiti paznju.

2.5. Mikotoksini

Mikotoksini proizvedeni od Fusarium vrsta su kancerogeni ili promotori tumora
(fumonizini ili moniliformin) ili inhibiraju sintezu proteina (DON-deoksinivalenol, NIV-
nivalenol) i mnogi drugi koji su ukljuCeni u estrogene akcije. Najucestaliji Fusarium
mikotoksini u Europi su DON i zearalenon proizvedeni od vrsti F. graminearum i F.
culmorum. Na podrucju od centralnih prema sjevernim europskim zemljama pronaden
je moniliformin, kao posljedica Sire rasprostranjenosti F. avenaceum. Hollins i sur.,
(2002.), navode najvaznije trihotecene koji su identificirani, a po tim autorima najviSe se
paznje fokusira na tip A (T-2 toksin, Ht-2 toksin i dr.) i tip B (NIV, DON i njihovi derivati
3-ADON i 15-ADON). Unutar Europe FHB patogeni u principu proizvode DON i NIV. M.
nivale ne proizvodi mikotoksine. Isti su autori prouCavali reakcije 17 genotipova na pet
razliCitih lokacija i doSli do zakljuCka da veclina genotipova reagira jednako na umjetne
inokulacije na svim lokacijama, Sto govori o stabilnosti otpornosti genotipova.
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Akumulacija DON-a u odredenome genotipu je pod utjecajem genotipa, kemotipa,
agresivnosti Fusarium izolata i okolinskih uvjeta (temperatura i vlaga) tijekom razvoja
bolesti, smatra Del Ponte, (2007.). Mesterhazy i sur., (1999.) zakljuCuju da
akumulacija DON-a u pSenici nije samo posljedica zaraze, ve¢ moze biti i sastavnica
agresivnosti odredenog izolata. IstraZivanje tih autora nije u potpunosti potvrdilo visoku
korelaciju izmedu jakosti infekcije Fusarium vrstama i kontaminacije DON-om, pri ¢emu
kontaminacija DON-om nije uvijek bila proporcionalna koli€ini FHB, infekciji zrna ili
gubitku u prinosu. Pokazalo se da genotipovi s visokom infekcijom zrna mogu
sadrzavati niZze koli¢ine DON-a. Vjeruju da postoje dodatni mehanizmi koji reguliraju
akumulaciju DON-a. No, zakljuCuju da se oplemenjivanje na FHB treba usmijeriti na
vizualne simptome za otpornost, jer su niska infekcija zrna, i gubici u prinosu s niskom
kontaminacijom DON-om viSe ili manje koreliraju¢i parametri. Mesterhazy, (2002.), je
prou¢avao ulogu DON-a u agresivnosti kod izolata F. graminearum i F. culmorum i
utjecaj DON-a na otpornost prema FHB. DoSao je do zaklju¢aka da kod osjetljivih i
umjereno osjetljivih genotipova sposobnost Sirenja bolesti odredenog izolata, kao i
njegova agresivnost, ovisi o proizvodnji DON-a. Kod otpornijih genotipova ta
sposobnost je inhibirana. Kako je DON snazan inhibitor proteina, $to izaziva i inhibiciju
enzimatskih aktivnosti kod osjetljivih domacina, naglo rastu i simptomi bolesti. U istom
istraZzivanju autor je promatrao i utjecaj oborina na razvoj DON-a te zakljuCio da je
kontaminacija DON-om bila vie pod utjecajem koliine oborina netom nakon ucinjenih
inokulacija, nego u kasnijim razdobljima.

Kako se razvila molekularna tehnika za determinaciju Fusarium vrsta, tako su
razvijeni i molekularni markeri, koji imaju sposobnost detektirati i prisutnost gena koji su
sposobni proizvoditi mikotoksine. Demeke i sur., (2005.), proveli su molekularnu
analizu razli¢itih Fusarium vrsta i trihotecena na zrnima pSenice, je€ma, zobi, kukuruza i
rize na podrucju Kanade. Sve Fusarium vrste koje su sposobne stvarati mikotoksine
imaju Tri-5 ili Tox-5 gene. U svojem istrazivanju koristili su poCetnice za Tox-5. Smatraju
da su tradicionalne metode za identifikaciju Fusarium vrsta temeljene na morfoloSkim
karakteristikama dugotrajne i zahtijevaju iskustvo, a vrlo Cesto su i neprecizne.
Molekularnom metodom brzo su potvrdili prisutnost ispitivanih Fusarium spp., kao i
toksina te zakljucili da je ta metoda puno brza i pouzdanija od morfoloskih ispitivanja.
Bai, (2001.), je prouCavao mutantske Fusarium izolate s poremecenim Tri-5 genom.
Visoke su korelacije potvrdile prijasnja istrazivanja izmedu sadrzaja DON-a i postotka
zarazenih zrna i klasi¢a. Mutanski Fusarium izolati imali su znafajno smanjenu
virulenciju kod osjetljivih genotipova u poljskim uvjetima, Sto su potvrdili i u stakleniku,
odnosno dokazali su da izolati F. graminearum bez funkcionalnoga Tri-5 gena mogu
prouzrociti inicijalnu infekciju, ali ne i Sirenje simptoma bolesti. Kod osjetljivih genotipova
naglo blijedenje vrha inokuliranoga klasa tipicni je FHB simptom. To moze rezultirati
zbog smanjenoga dotoka vode zbog infekcije u donjem dijelu klasa. U tom izblijedenom
dijelu klasa patogen ne moze stvarati DON. Veca je akumulacija DON-a zabiljezena
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nakon sprejnih inokulacija, nego inokulacijama injekcijom. Kako se akumulacija DON-a
pojavljuje u ranom razvoju zaraze, viSe DON-a se moZe akumulirati ako je vise
infekcijskih mjesta.

Da bi zastitile potroSace od mikotoksina, mnoge zemlje, ukljuCujuc¢i EU, odredile su
maksimalne dopustene granice za sadrzaj DON-a u Zitaricama i proizvodima od
Zitarica, utvrduju Buerstmayr i sur., (2009.). Prema EU regulaciji, maksimalno
dopusteni sadrzaj DON-a u pSenicnom integralnome kruhu je 1,25 ppm, u kruhu i
pecivima 0,5 ppm i u dje€joj hrani 0,2 ppm. U SAD 1993. godine odredena je gornja
granica za koliCine DON-a u gotovim pSeniénim proizvodima od 1 ppm-a
(http://www.cfsan.fda.gov/~dms/graingui.html). U Kanadi je dopustena koli¢ina DON-a u
mekim pSenicama 2 ppm, a u djecjoj hrani 1 ppm (http://www.hc-sc.gc.ca/fn-
an/securit/chem-chim/contaminants-guidelines-directives_e.html).

2.6. Sastavnice otpornosti

Otpornost na FHB je kompleksno svojstvo, $to je u skladu s velikim brojem
C¢imbenika koji utjeCu na to svojstvo, a proizlaze iz karakteristika klasica pa sve do
obrambenih reakcija domacina. Svaki od tih Cimbenika joS dolazi pod utjecaj okolinskih
uvjeta, Sto dodatno komplicira istraZivanje. Ve¢ 1963. godine Schroeder i Christensen
utvrdili su dvije sastavnice koje doprinose FHB otpornosti. Otpornost na inicijalnu
infekciju (Tip | otpornost) i otpornost na Sirenje u klasi¢e (Tip Il otpornost) mogu biti
prisutni istovremeno u jednome genotipu. Introdukcija gena za otpornost na trihotecene
trebala bi reducirati jakost FHB u pSenici. Lemmens i sur., (1997.), uodili su korelaciju
izmedu vizualnih FHB simptoma na klasovima i kona¢noga sadrzaja DON-a (r=0,78-
0,81). Dosli su do zakljucka da selekcija bazirana na vizualnim FHB simptomima
simultano vodi do redukcije koncentracije DON-a u zrnu pSenice. Mesterhazy, (1995.,
1999.), je predlozio uvodenje jo$ dvije sastavnice otpornosti na FHB (otpornost na
infekciju u zrno i otpornost koja se oc€itava kao tolerantnost uroda).

McCormick, (2003.), navodi da je jo$ uvijek nejasno posjeduju li umjereno otporni
genotipovi na FHB i Tip Il otpornost. Trihoteceni su antibiotici i njihova biosinteza
zahtijeva specijalne adaptacije koje proizvode organizmi da bi se samozastitili.
Mikroorganizmi mogu posluziti kao donori gena kojima ¢e stvoriti mehanizme za obranu
od mikotoksina. Ti mehanizmi mogu biti promjene ciljanih proteina, metabolizam koji je
sposoban reducirati toksiCnost i redukcija interstani¢nih koncentracija antibiotika
pomocu pumpi. Browne, (2009.), smatra da se korelacija promatrana izmedu Tip | i Tip
Il otpornosti ne mozZe objasniti nezavisnim efektima te sugerira da je kombinacija Tip | i
Tip Il efekata uobiCajena pojava u ekspresiji gena koji utje€u na FHB otpornost u
pSenici. Tip Il otpornost opisana je kao otpornost na akumulaciju toksina.
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Agronomska i morfoloSka svojstva, kao Sto su datum cvjetanja, visina biljke i
morfologija klasa, povezuju se s FHB otpornosti. IstraZzujuci reakcije genotipova na
FHB, Mestrhazy, (1995.), je doSao do zaklju¢ka da razli¢ita morfoloska i agronomska
svojstva mogu utjecati na razvoj FHB na biljikama u poljskim uvjetima. Ta je svojstva
nazvao pasivnim mehanizmima otpornosti koja mogu rezultirati prividnom otpornosScu
povecavajuci mogucnost da biljno tkivo izbjegne infekciju patogenom. Autor smatra da
Su genotipovi s patuljastim rastom i genotipovi s osjem viSe osjetljivi od viSih
genotipova, kao i od onih bez osja. Parry i sur., (1995.), su to nadopunili tvrdnjom da i
genotipovi koji imaju duze internodije ispod klasa bivaju manje inficirani. Rudd i sur.,
(2001.), smatraju da kraci genotipovi s duzim nalijevanjem zrna, kao i oni s kompaktnim
klasom, opcenito bivaju viSe zarazeni, nego viSi genotipovi, koji imaju brze nalijevanje
zrna i rastresit klas. Ostala morfoloSka svojstva koja utje€u na FHB otpornost mogu biti
povezana s karakteristikama cvjetanja (vrijeme i period cvatnje, morfologija i retencija
prasnika) (Schroeder i Christensen, 1963.).

2.7. Razvojni putevi patogena

Otpornost na FHB je horizontalnoga tipa (Van Eeuwijk i sur., 1995.). Ispitujuéi
utjecaj sedam razliCitih Fusarium vrsta i M. nivale (prijasnji F. nivale) na reakcije
genotipova Mesterhazy i sur., (2005.), su zeljeli potvrditi hipotezu da je otpornost
genotipova prema svim Fusarium vrstama sli¢na. Promatrana svojstva bila su intezitet
FHB, zrna sa simptomima palezi (FDK), smanjenje u prinosu i kontaminacija DON-om.
Nakon proucavanja u razdoblju od pet godina dosli su do zaklju¢aka da je otpornost
genotipova na sli€noj razini. To je istrazivanje potvrdilo ve¢ prethodna koja su
provedena s nesto manje izolata (Mesterhazy i sur., 1999.). Korelacije su se pokazale
tonim za FHB podatke, nekada manje to¢nim za FDK i gubitak u prinosu, dok su
podaci za kontaminaciju DON-om koristili samo kod vrsta koje proizvode DON.
Mehanizmi interakcija domacin-patogen jo$ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni. Jos
uvijek postoje praznine u znanju razvoja bolesti pri krittnoj to¢ki u prva tri dana, a
isklju€ivo na stanicnome i molekularnome nivou.

Infekciju unutar cvijeta i klasa objasnjavaju Bushnell i sur., (2003.). Kada je spora
unutar cvijeta, visoka je vjerojatnost unutarnje infekcije. Prvo bivaju kolonizirani prasnici,
njuska tucka i lodikule i to ve¢ nakon dva dana nakon S$to su makorokonidije F.
graminearum bile injektirane unutar cvijeta. Kasnije moze biti napadnut zid jajnika.
Fusarium vrste koje prouzroCuju FHB stvaraju enzime koji razaraju kutikulu i staniCne
stijenke, a uklju€uju kutinaze, poligalakturonaze, endo-poligalaktouronat liaze, endo-@3-
1,4-galaktanaze, arabinaze, endocelulaze, celulaze i ksilanaze. JoS uvijek se istraZzuje
mogu li FHB patogeni proizvesti lignoliticke enzime koji bi mogli biti umijeSani u puteve
penetracije unutar lignificiranih epidermi i hipodermi cvijeta. Osnovni princip Sirenja

Varijabilnost genotipova pSenice (Triticum aestivum L.) obzirom na FHB otpornost i genetsku divergentnost 11



Literaturni pregled

FHB u klasu je preko zilnih snopova u rahili i rahisi. Od zaraZzenoga klasi¢a gljiva Siri se
apikalno i bazalno. Floem i parenhim cvijeta bivaju izobli¢eni i uruSeni, $to ukazuje na to
da floem i, vjerojatno, ksilem postaju disfunkcionalni u inficiranoj rahisi. Argrys i sur.,
(2005.), pronasli su najveci broj infekcija u rahisi, Sto ukazuje na inicijalno pokretanje u
vaskularnome tkivu. Jaca je infekcija zabiljezena u sjemenu i glumama, a manja u lemi i
palei. Kod osjetljivih genotipova zabiljeZzeno je kretanje od ubodne inokulacije prema
gore i prema dolje, dok je kod otpornih i umjereno otpornih genotipova infekcija
lokalizirana oko ubodne inokulacije. Pritsch i sur., (2000.), otkrili su sli€nosti u
infekcijskome procesu patogena u klasi¢ima kod osijetljivih i otpornih genotipova. No,
razvoj zaraze bio je sporiji kod otpornih genotipova, koji mogu razviti i neke strukturalne
obrane (debele uslojene naslage i velike papile), kao $to je genotip Frontana.

Akumulacija lignina u inficiranim klasi¢ima takoder moze igrati ulogu u otpornosti na
Sirenje patogena u tkivu domacina. Siranidou i sur., (2002.) su istrazivali utjecaj
fenolnih komponenti kod genotipova koji posjeduju Tip | i Tip Il otpornosti na FHB, jer
fenolne komponente mogu imati zna€ajnu ulogu u otpornosti biljaka. Lignin moze
stvarati mehanicke barijere pri ulasku patogena te stani¢ni zid uciniti otpornijim prema
degradiraju¢im enzimima. Lignifikacija moZe umanijiti i prolaz toksina koji otpustaju hife
gljiva u stanice domacina, a istovremeno moZze sprijeCavati i prijenos hranjiva iz stanica
domacina u patogena. U ovom istraZivanju u otpornome genotipu Frontani zabiljezena
je veca koli¢ina slobodnih fenolnih komponenti u glumama, lemama i paleama, u
zabiljezeno p-kumari¢ne i ferulicne kiseline u genotipu Frontani, dok su u ostalim
genotipovima zabiljeZzene manje koli¢ine. Nije bilo razlika u sadrzaju lignina u inficiranim
tkivima, u usporedbi sa zdravim.

Anand i sur., (2003.), utvrdili su da je FHB ostec¢enje odgodeno u genotipovima
pSenice zbog ekspresije hitinaze i B-1,3-glukanaze i/ili rizinoga taumatina. Postoji
snazan dokaz da DON faktor sudjeluje u agresivnosti patogena te pojaCava jakost
zaraze, ali nije esencijalan u inicijalnoj infekciji (Bai, 2001., Mesterhazy, 2002.).

2.8. Inokulacije i ocjenjivanje FHB otpornosti

Xu, (2003.), smatra da tlo i sjeme mogu biti jedan od izvora inokuluma, ali kao glavni
izvor inokuluma F. graminearum i F. culmorum navodi predkulturu, odnosno njihove
ostatke, kao $to su stabljike i zrna kukuruza, slama pSenice, jeCma i drugih Zitarica.

Inokulacijske tehnike izabiru se ovisno o ciljevima rada, potrebnoj razini preciznosti
te broju linija koje se ocjenjuju. 1.) Ubodna inokulacija: Otpornost na Sirenje unutar
klasi¢a tipicno se ocjenjuje inokuliraju¢i jedan sredisnji klasi¢ na klasu te se dalje biljeZi
Sirenje simptoma bolesti. Suspenzija s makrokonidijama mozZe biti unesena u cvijet
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pomocu Strcaljke ili maloga komadi¢a pamuka koji se prethodno natopi inokulumom
(Van Ginkel i sur., 1996.). Inokulum se moze ubaciti i pomocu igle iz koje se ispipetira
suspenzija (Buerstmayr, 2002.). 2.) Sprejna inokulacija: Naj¢eS¢e je koriStena u
oplemenjivackim programima da bi se ocijenile velike koliCine materijala u polju, nakon
Cega se biljeZe uCestalost (postotak klasova sa simptomima) i intezitet zaraze (postotak
zarazenih klasiéa). 3.) Sirenje zrnima: Ta metoda moze, takoder, posluZiti pri
ocjenjivanju velikih koli¢ina materijala u polju. Inokulum se Siri preko zarazenih zrna
pSenice ili kukuruza koje se razbacaju po tlu u razvojnome stadiju vlatanja strnih zitarica
i u odredenim intervalima i kasnije.

Mesterhazy, (2003.), navodi nekoliko uvjeta koji bi trebali biti zadovoljeni kod
testiranja genotipova na otpornost na FHB: 1. Inokulacije trebaju biti izvedene u istome
razvojnome stadiju kod svakoga genotipa (u ovome slu€aju je to cvjetanje); 2. Kod
inokulacija rasprskivanjem bitne su uniformne parcele u cvjetanju; 3. 24 sata nakon
inokulacija mora biti osigurana 100 % relativha vlaga (sustav za navodnjavanje ili
polietilenske vrecice); 4. Trebalo bi biti koriSteno viSe Fusarium izolata da bi se dobila
ispravna informacija o otpornosti genotipova; 5. Treba odrzati istu razinu patogenosti
izolata tijekom inokulacija (provjera testom agresivnosti); 6. Zbog razliCitosti u
progresivnoj krivulji bolesti kod genotipova, potrebno je Cetiri ili pet biljezenja zaraze da
bi se dobila slika o kapacitetu otpornosti. Zato se racuna podrucje unutar progresivne
krivulje bolesti (AUDPC); 7. Vazno je izmijeriti razliCite faktore (utjecaj na prinos,
vizualne ocjene, otpornost na infekciju na zrno), jer je otpornost na FHB kompleksno
svojstvo; 8. Kod ocjene prinosa bitno je izabrati uniformne klasove, a izostaviti one koje
nisu bili u pravo vrijeme inokulirani. Ako je rije€ o inokulaciji cijele parcele tada je treba
cijelu pozeti; 9. Bolesti lista, kao Sto je pepelnica, mogu znacajno utjecati na FHB
reakcije genotipova te bi one trebale biti kontrolirane u $to vecoj mjeri.

stadij po Zadoksovoj skali 61-69 (Zadoks i sur., 1974.), te smatraju da je vazno izvrsiti
inokulaciju Fusarium vrstama upravo u tome stadiju. Mesterhazy, (2003.), se
nadovezuje te navodi da 1-2 dana razlike u inokulaciji ne¢e znacajno utjecati na reakciju
otpornosti genotipova. lako vrste F. graminearum i F. culmorum nemaju vertikalne rase,
izolati se razlikuju zna€ajno u njihovoj agresivnosti te na taj naCin utjeCu na mjerenje
otpornosti u genotipovima. Zbog toga je potrebno koristiti viSe razli€itih vrsta u umjetnim
infekcijama.

2.9. Zastita fungicidima

Tebukonazol je prepoznat kao najucinkovitija djelatna tvar u kontroli FHB zaraze,
potvrduju Homdork i sur., (2000.), a cit. po Diehlu i Fehrmannu, (1989.), Mielkeu i
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Meyeru, (1990.) i Mauler-Machniku i Zahnu, (1994.). Smatraju da inhibira biosintezu
ergosterola gljive. U€inkovitost fungicida s tebukonazolom ovisi o vremenu i u€estalosti
primjene te koli€ini primjenjenoga fungicida. Pratili su utjecaj tebukonazola na prinos i
komponente prinosa te na proizvodnju DON-a. Promatran je utjecaj na zarazu Fusarium
vrstama, ali i na gljive Septoriu nodorum (Berk.) Berk i Erysiphe graminis D.C.. Utvrdili
su da ja fungicid Folicur podigao prinose za 31-80 %, pri ¢emu je primjena fungicida tri
dana prije inokulacije bila u€inkovitija nego nakon inokulacije. Tretiranje fungicidom u
dva navrata nije imalo ucinkovitost. Tretmani su smanijili simptome FHB za 57,3-91,8 %,
simptome S. nodorum za 44,4-66,6 %, dok su razlike kod pepelnice bile manje
naglasene. Tretman fugicidom tri dana prije inokulacije smanjio je sadrzaj DON-a za
68,8 %, a pet dana poslije za 53,5 %. Kod dva puta tretiranih genotipova smanjen je za
79,8 %. Opcenito, zaklju€uju da koncentracija mikotoksina u zrnima pSenice ne ovisi
samo o intezitetu infekcije, veC i o agresivnosti izolata Fusariuma, kao i osjetljivosti
genotipova pSenice. Prema Miedaneru i sur., (2009.), kod najbolje primjene fungicida
(s obzirom na vrijeme i koliinu primjene fungicida) moze se kontrolirati jakost FHB do
50 %.

Blandino i sur., (2006.) su istraZivali utjecaj fungicida na prinos, sadrzaj mikotoksina
i alveografske parametre u brasnu. Utvrdili su da tretiranje sjemena tebukonazolom nije
imalo znaCajne efekte na zarazu u klasanju, dok je upotreba fungicida u klasanju
smanijila pojavu i intezitet FHB, u usporedbi s netretiranim kontrolnim genotipovima. Kao
najbolji fungicid pokazao se onaj koji je sadrzavao azoksistrobin + tebukonazol, pri
¢emu se infekcija klasova smanijila za 57,9 %. U kidnoj godini fungicid je povisio prinos
za 23,8 %, a u susoj godini za 16,9 %. MjeSavina prokloraz + tebukonazol primijenjena
u klasanju smanjila je sadrzaj DON-a od 16,2 do 24,9 %, a azoksistrobin+ tebukonazol
za 57,4 %. Neki istrazivaci, poput Chala i sur., (2003.), istrazivali su utjecaj fungicida s
djelatnom tvari na bazi strobilurina i azoloma. Najmanje prinose dobili su u kontrolnim
parcelama gdje nisu koristeni fungicidi. Primjena fungicida podigla je prinose od 2,8 do
31,3 %. Koristenjem Caramba BBCH 65, dobili su signifikantno poveéanje prinosa u
usporedbi s kontrolnim parcelama.

Perkowski i sur., (2007.), usporedivali su koncentracije metabolita Fusarium spp. u
sjemenu pSenice sakuplijenoga s gospodarstava gdje je koriStena konvencionalna
obrada (s manje ili viSe intezivnom upotrebom kemijske zastite) i s gopodarstava s
odrzivom poljoprivredom koja nisu koristila kemijska sredstva. Zakljucili su da koristenje
plodoreda u odrzivoj poljoprivredi (kod dobre mehaniCke kultivacije) smanjuje rizik od
FHB zaraze do takvih granica da nedostatak kemijske zastite nema znacajne efekte na
porast koncentracije toksina nastalih od Fusarium vrsta. Moguce da je viSi sadrzaj suhe
tvari u tkivu biljaka na takvim gospodarstvima povezan s viSsom koncentracijom
fitokemijskih  tvari koje omogucavaju izbjegavanje gljivicnih napada. Kod
konvencionalne obrade bez primjene fungicida dobiveni su rezultati drastiCnoga
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povecanja koncentracije toksina u zrnima pSenice. Takvi rezultati bitni su za
proizvodacCe koji koriste odrzivu poljoprivredu, gdje je smanjena kemijska zastita, te
ukazuje da bi vecCu paznju trebali posvetiti plodoredu i mehanickoj obradi tla.

U provedenim poljskim istraZivanjima na podrucju isto¢ne Slavonije, kada je 24
genotipa tretirano izolatom F. culmorum, pokazalo se da su gubici u prinosu varirali od
1,2 do 26,5 % u usporedbi sa kontrolnim parcelama koje su prepustene prirodnim
infekcijama (Spanic i sur., 2008.). U istom istraZivanju fungicid je povecao prinose do
9,6 % u usporedbi s kontrolnim parcelama.

2.10. Oplemenjivanje na FHB otpornost

Prema Buerstmayru i sur., (2002.) oplemenjivanje na FHB vrlo je teSko iz vise
razloga: 1. Najotporniji genotipovi su egzoticnoga porijekla i posjeduju agronomska
svojstva nizih vrijednosti te su slabo prilagodeni na domace uvjete; 2. Nasljednost gena
za otpornost je oligena ili poligena; 3. Skrining za FHB okolinski je uvjetovan, spor i
skup proces. Isti autori smatraju da se primjenom molekularnih markera moze
nadopuniti klasi¢no oplemenjivanje pSenice. Mesterhazy, (2008.) smatra da vrlo dobra
otpornost genotipova moze biti identificirana, iako u manjem intezitetu, u genotipu koji
nije egzotitnoga porijekla, te naglasava da je lakSe otpornost traziti u domacem
sortimentu koji ima dobra agronomska svojstva. Oplemenjivanje na FHB otpornost
postaje jedna od glavnih strategija u oplemenjivackim programima psenice. Gene za
otpornost na FHB potrebno je inkorporirati u oplemenjivacke materijale, jer, iako se
epidemije u prirodnim uvjetima ne moraju pojaviti svake godine, moguca je prisutnost
mikotoksina.

Mackintosh i sur., (2006.) navode alternativne strategije za poboljSanje FHB
otpornosti kod genotipova pSenice koje ¢e nadopuniti tradicionalno oplemenjivanje.
Smatraju da je genetiCki inzinjering jedan od obecavajuéih pristupa. Do sada su mnoge
grupe vec¢ radile na transgenoj pSenici. Chen i sur., (1999.) su koristili rizin taumatin i
pomocu toga proteina odgodili razvoj FHB simptoma. Anand i sur., (2003.), proizveli su
transgene linije pSenice ekspresirajuéi hitinazu i B-1,3-glukanazne gene Kkoji su
omogucavali umjerenu otpornost na FHB.

Uz molekularne tehnike i geneti¢ki inzinjering istraZivanja su krenula i u nekim
drugim smjerovima, kao Sto je pristup bioloSkoj kontroli. BioloSka kontrola moze biti
dopunska strategija koja moze igrati vaznu ulogu u integriranom pristupu smanjenja
FHB zaraze. Danas je poznato oko Cetrdesetak biokontrolnih produkata za kontrolu
biljnih bolesti, navode Corio da Luz i sur., (2003.). Isprobano je in vitro oko 300
bakterija i kvasaca izoliranih sa pSenice protiv vrste F. graminearum. Vecina bakterijskih
izolata koja je pokazala biozastitnu aktivnost protiv F. graminearum pripada vrstama
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Pseudomonas te gram-pozitivnim rodovima Bacillus i Paenibacillus. Od aktinomiceta,
kao dobra biokontrola pokazale su se Streptomyces sp. Od kvasaca kao antagonisti
zabiljeZzeni su Cryptococcus nodaensis i crveni kvasac Sporobolomyces roseus. Isti
autori navode da je malo poznato o mehanizmima koji upravljaju biokontrolom protiv
FHB. Postoji jaka indikacija da su antibioza i kompeticija odgovorne za biokontrolu.
Mikoparazitizam, indukcija otpornosti i metabolicka inhibicija sinteze mikotoksina
takoder igraju ulogu u biokontroli.

2.11. Genetska otpornost na bolest u psenici

KruSna pSenica (Tr. aestivum L.) ima jedan od najvecih i najkompleksnijih genoma
kod zitarica. Ona je aloheksaploid (2n=6X=42, AABBDD) s tri homeologna genoma
(Sears, 1954.). Ukupna veli¢ina haploidnoga genoma pSenice je 16 Mb, odnosno 16
milijardi baznih parova DNA (u usporedbi s ljudskim genomom 5x viSe, koji ima priblizno
3 Mb). Preko 80 % genoma sadrzi ponavljajuée DNA sekvence. Velik dio gena nalazi se
u sva tri genoma, a upravo zahvaljujuéi takvoj genetskoj konstituciji omoguéen je visok
genetski potencijal, izrazita adaptibilnost, time i visoka distribucija diljem cijeloga svijeta.
Distribucija gena na kromosomima pSenice dobro je dokumentirana. Dilbirligi i sur.,
(2005.) navode da mape visoke genetske gustoce sadrze vise od 4300 DNA markera i
fizikalne mape koje sadrze oko 1700 DNA i oko 7000 EST markera. Komparativnim
analizama lokalizirale su se regije bogate genima (GRRs) u pSenici. ViSe od 85 % gena
nalazi se u 48 GRRs s razli¢itim veli¢inama i gustocom, a zauzimaju manje od 29 %
genoma. Preostali dio genoma siroma$an je genima i sastoji se od velikih blokova
ponavljajuce DNA. Rekombinacije se pojavljuju upravo na GRRs regijama (Dilbirligi i
sur., 2006.). Jedna od tih regija sadrzi vise od 40 najvaznijih gena za agronomska
svojstva, a lokalizirana je na dugome kraku homeologne grupe 2 (2AL, 2BL i 2DL). Na
kromosomu 3A prikazali su smjestaj i gustocu glavnih QTL-ova za prinos, i njegovih
komponenata (masa 1000 zrna, broj klasiéa po klasu, broj klasova po m?), ali i za visinu
biljke, datum klasanja i hektolitarsku masu, koji, takoder, utjeCu na prinos.

Genetska divergentnost osnova je za poboljSanje odredenih svojstava (Huang i
sur., 2002., Stepien i sur., 2007.). MorfoloSka svojstva mogu biti koriStena za
karakterizaciju genetske divergentnosti, koja su Cesto pod utjecajem okolinskih
Cimbenika. Danas se upotrebi molekularnih markera pridonosi velika paznja.

2.11.1. Genetski markeri

Genetski markeri predstavljaju genetsku raznolikost izmedu organizama ili vrsta,
iako to nisu ciljani geni, ali sluze kao naznake za odredene gene i locirani su u blizini ili
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povezani s genima od interesa. Zauzimaju odredena mjesta na kromosomu, odnosno
lokusna mjesta. Razlikuju se tri tipa genetskih markera: 1. Morfoloski (klasi¢ni ili vidljivi)
markeri, koji su, zapravo, fenotipska svojstva; 2. Biokemijski markeri koji ukljuuju
alelne varijante enzima nazvanih izoenzimi. Glavni nedostatak morfoloskih i
biokemijskih markera je taj Sto mogu biti ograni€eni u broju te su pod utjecajem
okolinskih uvjeta ili razvojnoga stadija biljke; 3. DNA (molekularni) markeri, koji otkrivaju
mjesta varijacije u DNA. Osim Sto sluze za konstruiranje povezanih mapa, imaju
primjenu i u oplemenjivanju bilja. Pomocu njih je moguce odrediti razinu genetske
divergentnosti unutar germplazme ili identificirati genotipove, procijeniti genetsku
udaljenost izmedu populacija, detektirati QTL-ove, razviti selekciju potpomognutu
markerima (MAS, identificirati sekvence korisnih gena (Korzun, 2002.). DNA markeri
osiguravaju dobru razliCitost, jer su, za razliku od nebaziranih DNA markera
(morfoloSkih, bioloskih i fizioloSkih), neograniCeni u broju, neovisni o okolini, stadiju
razvoja i kompleksnih genetskih interakcija, neovisni o dominantnosti i recesivnih
efekata te ih je lako ocjenjivati, analizirati i objasniti (Varshney i sur., 2006.).
Omogucuju mjerenje genetske raznolikosti direktho na DNA razini (Stodart i sur.,
2005.). U oplemenjivackim programima pozelino je imati Sto vecu genetsku
divergentnost za potrebe stvaranja novih genotipova kojima se zeli poboljSati otpornost
na abiotske i biotske stresove. U svrhu toga mjeri se genetska sli€nost (GS) i genetska
udaljenost (GD) izmedu roditelja, $to se kasnije mozZe upotrijebiti za procjenu o€ekivanih
genetskih varijacija u razliCitim kombinacijama potomstava. Opcenito, proucavanje
genetske divergentnosti ima dva glavna cilja: (1) analize razine polimorfizma izmedu
odredenih individua i (2) istrazivanja distribucije polimorfizma (Kremer i sur., 1998.).

DNA markeri koji su koristeni u konstrukciji molekularnih mapa pSenice klasificirani
su u tri grupe: 1. Generacija markera RFLP (eng. restriction fragment length
polymorphisms) i RAPDs (eng. randomly amplified polymorphic DNAS); 2. Generacija
markera SSRs (eng. simple sequence repeats ili mikrosateliti) i AFLPs (eng. amplified
fragment length polymorphisms) i 3. Generacija markera SNPs (eng. single nucleotide
polymorphisms) i InDels (eng. insertion-deletions). Razvijeno je i mnogo drugih tipova
markera u koje se ubrajaju STSs (eng. sequence tagged sites), SCARs (eng. sequence
characterized amplified regions), ISSRs (eng. inter simple sequence repeats) i SAMPL
(eng. selective amplification of microsatelite polymorphic loci).

2.11.1.1. RFLP

RFLP (eng. restriction fragment length polymorphism) je metoda kojom se otkrivaju
male razlike izmedu dviju DNA fragmenta na temelju postojanja ili nepostojanja nekog
restrikcijskoga mjesta. Od 1980. RFLP markeri su uspjesno koriSteni za razliCite biljne
vrste (Beckmann i sur., 1983.). Prvotno su koriSteni za mapiranje ljudskoga genoma, a

Varijabilnost genotipova pSenice (Triticum aestivum L.) obzirom na FHB otpornost i genetsku divergentnost 17



Literaturni pregled

od 1989. adaptirani su za koristenje u pSenici. RFLP metoda je bazirana na dvije
tehnike koje se koriste u Sirokome rasponu u modernoj molekularnoj biologiji: 1.
Razdvajanje DNA pomocu restrikcijskih endonukleaza i 2. transfer fragmenata DNA na
membranu. Veli€ina fragmenata provjerit Ce se gel-elektroforezom i nakon prebacivanja
na membranu pomoc¢u Southern blottinga fragmenti ¢e od interesa biti identificirani.
RFLP markeri se upotrebljavaju za identificiranje podrucja genoma koji sadrzi odredeni
gen od interesa. RFLP analiza je dobro razvijena i dobro prihvacena kod oplemenijivanja
pSenice. Omogucava izolaciju gena koji moze biti detektiran samo fenotipski i,
primjerice, potvrduje otpornost na odredenu bolest kod pSenice. Osim toga, sluzi za
selekciju agronomskih svojstava, testiranje kvalitete sjemena, procjeni raznolikosti u
kolekcijama germplazme. OgraniCavajuci faktori su joj laboratorijski intezivan rad i
skupota same metode. Kod pSenice, koja ima slozeni genom, moraju biti izolirane
velike koliine Ciste DNA.

No, zbog male frekvencije RFLP-ova u pSenici, taj pristup je manje koristan u
pSenici. Niska frekvencija RFLP-ova u pSenici se mozZe pripisati poliploidnoj prirodi,
velikom udjelu ponavljaju¢e DNA, velikoj veli€ini genoma i porijeklu odredenoga
genotipa pSenice. Ta je tehnika joS uvijek preskupa i prespora za brzu procjenu velikoga
broja potomstva upotrebljavanog u komercijalnoj proizvodnji (Gale i sur., 1995.). RFLP-
ovi se najCeScCe koriste za identifikaciju vrste ili za mapiranje lokusa za rezervne
bjelan€evine (Guptai sur., 1999.).

2.11.1.2. RAPD

RAPD (eng. randomly amplified polymorphic DNASs) je molekularna tehnika razvijena
1990., bazirana na PCR-u. Brzo je postala omillena kod biologa zbog svoje
jednostavnosti i jasnoga protokola. Zahtijeva prisutnost jednoga nasumicno izabranog
oligonukleotida koji se ponasa kao pocCetna i zavrSna pocetnica. Ta RAPD pocetnica
ima definiranu sekvencu, ali je ona obi¢no izabrana nasumic¢no. NajCesce se ti markeri
koriste za utvrdivanje genetske divergentnosti izmedu razli€itih kultivara pSenice.
Koriste se zbog niZze cijene ulaganja, moguce automatizacije i brzine analize.
Upotrebom RAPD-ova kod pSenice dobiven je nizak nivo polimorfizma.

lako su u Indiji u NCL Pure centru dobiveni dobri rezultati s obzirom na sadrzaj proteina
u zrnu koristenjem RAPD analiza (Pujar i sur., 1999.), ipak su Devos i Gale, (1992.),
zakljucili da upotreba RAPD tehnike kod pSenice nije isplativa zbog viSe razloga:

- upotreba tih markera u razli€itim laboratorijima nece teci u istim uvjetima, Sto znaci da
reakcija za istu vrstu biljke ne mora biti ponovljiva zbog prisutnih varijacija u PCR
uvjetima i razli€itim modelima temperaturnih ciklusa
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- ako se RAPD analizom utvrdi da kromosomske lokacije sli€nih bendova nisu iste,
moze ostati pitanje Sto je sa prisutnoS¢u RAPD bendova slicne molekularne tezine, ali
razliCitih sekvenci.

2.11.1.3. AFLP

AFLP (eng. amplified fragment length polymorphism) tehnologija je relativho nova
metoda, razvilena u 1990-tim za detekciju i procjenu genetske varijabilnosti u
germplazmatskoj lokaciji i pracenju biodiverziteta. Za razliku od RFLP, tehnike AFLP su
brze, manje laboratorijski intenzivne i osiguravaju vise informacija. Analize na temelju
AFLP-ova imaju kapacitet detekcije tisu¢u nezavisnih lokusa s minimalnim ulaganjima i
vremenom. AFLP-ovi se temelje na principima selektivnho amplificirajuéih restrikcijskih
fragmenata iz kompleksnoga miksa DNA dobivenih nakon digestije genomske DNA s
restrikcijskim endonukleazama. Polimorfizmi se detektiraju s razlikama u duzini
amplificiranih fragmenata. AFLP su dominantni markeri. Visoka reproducibilnost, brze
generacije, pokrica cijeloga genoma i visoki polimorfizam ¢ine AFLP analize Siroko
rasprostranjenim metodama u genotipiziranju pSenice.

2.11.1.4. Mikrosateliti ili SSR-ovi

Mikrosateliti su podrucja (lokusi) u genomskoj DNA u kojima dolazi do uzastopnih
ponavljanja kratkih slijedova (2 do 6 parova baza) nukleotida (SSRs; eng. simple
sequence repeat) i jedni su od najstabilnijih markera u pristupu kod genetskih varijacija i
divergentnosti izmedu genotipova pSenice, jer su multialelni, specifi¢ni za odredeni
kromosom i podjednako distribuirani na kromosomima (Roeder i sur, 1998.).
Genotipizacija pomocu mikrosatelita koristi se za genetiCki biodiverzitet, kod
populacijske genetike za razinu srodnosti, mapiranje genoma, kao biljezi za patogena
itd. Njihove prednosti su Sto su ucestali i nasumi¢no rasporedeni u genomima,
varijabilniji su od drugih markera, varijacije se kodominantno nasljeduju kroz generacije,
nisu pod utjecajem selekcije, moze ih se lako umnoziti PCR reakcijom i moze se
precizno utvrditi duzina alela.

Osiguravaju visoku razinu polimorfizma kod heksaploidne pSenice. Oni su
kodominantni markeri i dobiveni podaci sli¢ni su kao i kod aloenzima, ali je broj alela i
heterozigotnost visa (Ciofi i sur., 1998.). NajguS¢e baziranu mikrosatelitnu mapu
izradio je Somers i sur., (2004.) koja sadrzi 1 238 lokusa koji proZimaju 2 569 cM, s
prosjecnim intervalima udaljenosti 2,2 cM.
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Mikrosatelitni markeri sve su vise koriSteni markeri i za njihove analize dostupan je
Sirok raspon softverskih paketa, a nekoliko njih radi na temelju neograni¢enoga modela
alela (Biosys, Fstat, Genepop, GDA, Microsat, WinAnova, Popgene, Kinship)
(Beaumont i sur., 1998.). Song i sur., (2005.) su radili na razvoju i mapiranju
mikrosatelitnih markera kod pSenice. Smatraju da je razvoj informacija na temelju
molekularnih markera kod pSenice tezak posao jer oduzima puno vremena zbog
velikoga genoma pSenice, poliploidije i visokoga nivoa ponavljajuéih sekvenci. Navode
da je 570 mikrosatelitnih sekvenci pocetnica utvrdeno za genom pSenice, ali i to je
nedovoljno u usporedbi s veli€inom genoma pSenice.

2.11.1.5. SNP-ovi

U modernije vrijeme naglasak istrazivanja je na SNP markerima, koji su bialelni i vrlo
ucestali. U posljednjih par godina SNP-ovi (eng. single nucleotide polymorphism) postali
su vazna klasa molekularnih markera. Rije€ je o DNA sekvencijskoj varijaciji, koja se
pojavijuje kada pojedini nukleotid A, T, C ili G u genomu varira kod razli€itih vrsta.
Potencijalni broj SNP markera vrlo je velik, $to znaci da bi ih bilo moguce pronadi u svim
dijelovima genoma.

2.11.2. Selekcija potpomognuta molekularnim markerima (MAS)

ZnaCaj genetskin markera u oplemenjivanju bilja i njihova povezanost s
gospodarskim i agronomskim svojstvima poznata je viSe od 80 godina. Na ucinkovitost
selekcije potpomognute markerima (MAS) ukazivao je 1923. godine Sax, kada je kod
kod graha prikazao povezanost izmedu veliine sjemena i pigmentacije omotaca
sjemena (Varshney i sur., 2006.).

MAS je bazirana na konceptu da je moguce utvrditi prisutnost gena na temelju
prisutnosti markera koji su u bliskoj vezi s genom od interesa. Takvim pristupom
omogucena je veca ucinkovitost u usporedbi s fenotipski utemeljenim metodama.
Moguce primjene MAS su u: 1. TraZenju nasljednosti QTL-ova i major gena, gdje su
inokulacijske i ocjenjivaCke procedure dugotrajne i/ili skupe; 2. Introdukciji gena iz
neadaptirane germplazme u elitne linije (povratno krizanje potpomognuto markerima);
3. Oplemenjivanju na patogena; 4. Selekciji gena za otpornost (Young, 1999., Korzun,
2002.). Osnovni zahtjevi kod MAS u oplemenjivanju bilja su: 1. Marker(i) trebaju biti
usko povezani (1cM ili manje) sa Zeljenim svojstvom; 2. Za skeniranje velikih populacija
trebaju biti omoguceni ucinkoviti prosjeci; 3. Tehnika koja se koristi za skeniranje treba
biti ponavljaju¢a u razli€itim laboratorijima, kao i ekonomiéna i lako izvediva (Gupta i
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sur., 1999.). Nove marker tehnologije i poboljSane metode ucinit ¢e MAS jo$ viSe
ucinkovitom i jeftinijom.

2.11.3. Genetska divergentnost i geni otpornosti na FHB

Upotreba DNA markera u oplemenjivanju bilja i zivotinja stvorila je novi pravac u
poljoprivredi nazvan molekularno oplemenjivanje, navode Rafalski i Tingey, (1993.).
Korzun, (2002.), smatra da je u oplemenjivackim programima potrebno imati $to vecu
divergentnost za stvaranje novih genotipova kojima se zeli poboljSati otpornost na
abiotske i biotske stresove. U svrhu toga vazno je izmjeriti genetsku udaljenost i
genetsku sliCnost izmedu roditelja koji se koriste u krizanju, Sto bi kasnije moglo
posluziti za procjenu oCekivanih genetskih varijacija u potomstvu.

Huttner i Debrand, (2001.), navode Cimbenike zbog kojih bi genomiku trebalo
ukljuciti i povezati s oplemenjivanjem bilja: 1. Identifikacija gena koji imaju glavnu ulogu
u kontroli odredenih svojstava od interesa; 2. ldentifikacija germplazme s pozeljnim
alelima za svojstva; 3. Dostupnost molekularnih markera koji ¢e biti koriSteni u MAS; 4.
Dostupnost funkcionalnih gena koji mogu biti transformirani do drugih linija ili €ak drugih
vrsta koristecCi transgenezu.

Collard i sur., (2005.), zaklju€uju o ucinkovitosti DNA markera u otkrivanju razlika
izmedu odredenih genotipova. NajCeSc¢e, za krizanja Ce biti koridteni roditelji koji u
potomstvu mogu dati dovoljnu koli€¢inu polimorfizma, a biti ¢e selektirani na osnovi
razine genetske divergentnosti. Da bismo otkrili genetsku divergentnost izmedu
odredenih genotipova, potrebno je provesti genatipiziranje. Broj alela po SSR lokusu
jedan je od najvaznijih paremetara koji opisuju polimorfizam (Peng i sur., 2009.).
MorfoloSka svojstva mogu biti koriStena za karakterizaciju genetske divergentnosti, ali
nedostatak im je Sto su Cesto pod utjecajem okolinskih Cinitelja, navode Huang i sur.,
(2002.). Prema njima, genetsku divergentnost istrazivali su mnogi autori: RAPDs (Joshi
i Nguyen, 1993.), RFLPs (Siedler i sur., 1994., Kim i Ward, 2000.), AFLPs (Barrett i
Kidwell, 1998., Burkhawer i sur., 1998.), STS (Chen i sur., 1994.) i SSRs (Nagaoka i
Ogihara, 1997.).

Najpoznatiji major QTL za FHB otpornost je Qfhs.ndsu-3BS, koji je potvrden od niza
istrazivackih skupina (Bai i sur., 1999., Waldron i sur., 1999., Buerstmayr i sur.,
2002. i 2003., Liu i Anderson, 2003., Lin i sur., 2004., Mardi i sur., 2005., Somers i
sur., 2005.). Kasnije je taj QTL preimenovan u Fhbl. Prema Andersonu, (2001.),
pozicija Qfhs.ndsu-3BS je izmedu Xgwm493 i Xgwm533.

Koristenjem 152 mikrosatelitna para pocetnica otkrivena su dva znacCajna lokusa
povezana s QTL-ovima za otpornost na FHB (Xgwm533 i Xgwm274). Xgwm533 je
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smjeSten na kromosomu 3BS (Roeder i sur., 1998.). Xgwm274 je smjeSten na
kromosomu 7B i 1B. Na QTL regiju za otpornost na FHB na kromosomu 3B prvo su
ukazali Waldron i sur., (1999.). Xgwm533 je preimenovan u QFhs.ndsu-3B i
objasnjava 15,4 % varijacija otpornosti u Sumai 3/Stoa rekombinantne inbred
populacije. Taj QTL je pronaden i u populaciji iz krizanja ND2603/Butte86. Linija
ND2603 je porijeklom iz Sumai 3 populacije. Major QTL za otpornost na FHB
objasSnjava 53 % varijacije i originalno je mapiran na kromosomu 7B (Bai i sur., 1999.) i
pridruzen je na kromosomu 3B (Kolb i sur., 2001.). Bai i sur,. (1999.), upotrebom
AFLP markera mapirao je glavne QTL-ove lokalizirane na 3BS upotrebom RIL-a
deriviranih iz Ning7840 (rezistentni kultivar deriviran iz Sumai 3).

Navodi se da je 20 od 21 kromosoma kod kruSne pS$enice uklju¢eno u FHB
otpornost. 7D kromosom ne posjeduje gene otpornosti (Buerstmayr i sur, 2009.). U
literaturi se razlikuju navodi za gene uklju¢ene u FHB otpornost, sto Kolb i sur.,
(2001.), objasnjavaju: 1. FHB je kvantitativno svojstvo i o¢ekuje se rekombinacija gena;
2. Broj gena koji se rekombiniraju u populacijama varira o roditeljima; 3. Ukoliko se
koristi viSe osjetljivin genotipova u krizanjima to moze utjecati na detektirane gene; 4.
RazliCite institucije koriste razliCite tipove otpornosti; 5. Upotreba razli€itih izolata moze
dovesti do razli€itih rezultata; 6. Vec¢inom je proucavan Tip Il otpornosti, ali se geni za
druge tipove otpornosti mogu rekombinirati i zbunjivati u determinaciji gena; 7. Varijacije
u tehnikama za fenotipska opazanja mogu dovesti do razli€itih rezultata.

Zwart i sur., (2008.), proveli su istraZivanje na genotipovima pSenice iz raznih
zemalja, da bi utvrdili genetsku divergentnost te povezanost s QTL-ovima od interesa, a
povezanim s FHB otpornosti. Smatraju da se genotip koji je otporan na FHB, a nosi
alternativne izvore FHB otpornosti, moze koristiti kao potencijalan roditelj u
oplemenjivackim programima. Takoder istiCu da je poznavanje distribucije genetske
divergentnosti, naroCito genetskih veza izmedu egzotiénih materijala kao izvora
otpornosti i adaptiranih domacih genotipova, osnova za razvoj ucinkovite strategije pri
iskoriStenju gena u oplemenjivanju bilja.

Provodeci krizanja genotipova u osam razliitih kombinacija, Bai i sur., (2000.), su
utvrdili da aditivni efekt zauzima najviSe genetske varijacije kod otpornosti na FHB, iako
u nekim slu€ajevima vaznu ulogu imaju i dominantnost i epistaza. Otporan genotip na
FHB Cesto moze nastati transgresivnim razdvajanjima, kako je nastao i genotip Sumai
3, danas poznat kao izvor otpornosti na FHB. U istrazivanju tih autora geni otpornosti
kod genotipova Ning 7840 i Sumai 49 bili su djelomi¢no dominantni, dok su geni
otpornosti kod drugih roditelja bili uglavnom aditivni do djelomicno recesivni. Zabiljezena
je i epistaza, Sto ukazuje na to da kombinacija gena otpornosti ne mora uvijek povecati
razinu otpornosti, kako se to oCekuje u nekim krizanjima izmedu roditelja koji nose gene
otpornosti.
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2.12. Meduodnosi visine genotipova i gena otpornosti na FHB

Oplemenijivaci pSenice veliku paznju posvecuju konacnoj visini psenice, u svrhu da
se ostvari ravnoteza izmedu otpornosti na FHB i prihvatljivih razina prinosa. Prema
Cadalenu i sur., (1998.), koristili su se Rhtl i Rht2 geni (geni za patuljast rast) u tome
procesu, da bi smanjivali visinu biljaka kod pSenice. Kako se ta dva gena nalaze na
kromosomima 4B i 4D, dokazano je da su molekularni markeri povezani s njima. Rije€
je o lokusima Xglk556-4B i Xfba211-4D. Isti autori smatraju da je joS osam drugih
lokusa takoder znaCajno povezano s visinom biljke: Xfba347-3D, Xfba213-3D,
Xwg1026-5A, Xglk510-5B, Xfbb250-6B, Xglk547-6D, Xglk478-7A, XksuD2-7B.

Veza izmedu visine biljke i otpornosti na FHB ima genetsku osnovu, navode Hilton i
sur., (1999.). Smatraju da su geni koji kontroliraju otpornost FHB i oni koji utjeCu na
visinu biljke povezani, ili je rije€ o plejotropiji, gdje geni za niZu stabljiku promoviraju i
osjetljivost na FHB. Prisustvo gena za patuljast rast Rhtl i Rht2 u ovom istrazivanju
povecalo je osjetljivost na FHB. Kod genotipova koji imaju Rhtl, pokazalo se da su viSe
osjetljivi na S. tritici.

U UK vecina ozimih genotipova pSenice posjeduje alele za polupatuljast rast Rht-D1b
na kromosomu 4D i ve¢inom su svi genotipovi osjetljivi na FHB. Kao najotporniji genotip
prepoznat je Soissons koji posjeduje alele Rht-B1lb (poznatiji kao Rhtl), navode
Srinivasachary i sur., (2009.). Isti su autori proveli istrazivanje na populaciji nastaloj iz
krizanja otpornoga genotipa na FHB-Soissons (posjeduje Rht-Blb i Rht-Dla) X
Orvantis (posjeduje Rht-Bla i Rht-D1b tj. Rht2), genotip osjetljiv na FHB. U potomstvu
je dobiven jedan stabilan major QTL povezan s Rht-D1 lokusom, dok je Rht-B1 imao
negativne ucinke na FHB otpornost.

Istrazujuéi QTL-ove za FHB otpornost u populaciji Arina (visoki genotip) X Riband
(genotip sa Rht-D1b alelom), Draeger i sur., (2007.) su dosli do zaklju¢ka da je glavni
QTL za FHB otpornost na 4DS kromosomu, koji je objasnio 23,9 % varijance fenotipa.
Isti QTL je bio povezan s Rht-D1 (poznatiji kao Rht2) lokusom koji potvrduje fenotip za
polupatuljast rast kod pSenice. Smatraju da su vecina genotipova koja ima Rht-D1b
alele za polupatuljast rast opcenito visoko osjetljivi na FHB (cit. po Gosman i sur.,
2007.). U populaciji je pronaden i QTL na 2B za FHB otpornost, a poti¢e od Arine. Ostali
kromosomi za FHB otpornost (na temelju AUDPC-a) u populaciji su pronadeni na 6BL,
1BL, 7BL, 2B, 7DL, 7AL, dok su za otpornost na sadrzaj DON-a pronadena tri QTL-a na
kromosomima 4DS, 6BL i 7DL, za DNA patogena) na 3DL, 7BL, 4DS, 6BL i za relativhu
masu klasova na 1BL, 4DS, 2AS, 6BL i 7DL.
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3. MATERIJALI | METODE RADA

3.1. Morfoloska identifikacija Fusarium vrsta

MorfoloSke analize Fusarium vrsta provedene su u fitopatoloSkome laboratoriju
Poljoprivrednog instituta Osijek. Nakon Zetve sakupljeni su uzorci sjemena pSenice sa
simptomima koje izazivaju Fusarium vrste s tri razliCite lokacije u 2008. godini (Tovarnik,
Osijek, Pozega) na podrucju isto¢ne Hrvatske, a 2009. godine uzeti su uzorci s jos dvije
lokacije (Nova GradiSka, Slavonski Brod). Izabrana su vecinom blijeda i Stura zrna,
odnosno zrna s tipi€nim simptomima koje izazivaju Fusarium vrste. Istrazivanje je
provedeno u dvije godine (2008. i 2009.), pri ¢emu je u 2008. godini izdvojeno 276
uzoraka, a u 2009. godini 222 uzoraka.

Prvi korak je bio povrSinska sterilizacija sjemena u 80 % etilenskom alkoholu u
trajanju od 1-2 minute da bi se reducirao broj sekundarnih organizama koji bi se mogli
razviti na hranjivoj podlozi. Prije stavljanja na hranjivu podlogu, zrna su osusena na filter
papiru. Za izolaciju je koristen SNA (Speziller N&hrstoftarmer Agar), koji spada u
podloge siromasnije hranjivima. Za spravljanje SNA koristena je modificirana metoda po
Nirenberg, (1981.):

SNA modificirano (1 L) sastoji se iz slijedeceg:
1,0 g KH,PO,

1,0 g KNO3

0,5 g MgSO4x7H,0

0,5 g KCl

0,2 g Glukoza

0,2 g Saharoza

1 L dva puta destilirane H,O

20,0 g Agar

0,5 ml 1 NaOH

Nakon autoklaviranja, u medij su dodani antibiotici streptomicin-sulfat (0,05 g) i
klortetraciklin (0,01 g). Medij je izlijevan u Petrijeve zdjelice (d 60 mm). Na sredinu
ohladenih hranjivih podloga stavljeno je zarazeno sjeme pSenice. Petrijeve zdjelice su
smjestene u klima komore, gdje se pod optimalnim uvjetima (temperatura 25°C i vlaga
80 %) ve¢ nakon 2-3 dana poc€eo razvijati micelij, a nakon 7-14 dana, ovisno o vrsti,
mogle su se uociti sporodohije s konidijama. Slijedio je korak proc€iS¢avanja kulture, pri
¢emu su pod lupom steriliziranom iglom konidije iz sporodohija prenesene na svjezu
hranjivu podlogu (SNA s antibioticima) ,metodom tri poteza®“.
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Nakon 2-3 dana kvadrati agara (3x5 mm) s konidijama premjesteni su na nove hranjive
podloge (SNA bez antibiotika i PDA-potato dextrose agar). Uz kvadrate agara
smjestena su i 1-2 komada sterilnoga filter papira (izvor ugljikohidrata za patogena). Za
potrebe ovog istrazivanja koristen je komercijalni PDA (Difco, Detroit, Ml). Na PDA je
promatrana morfologija kolonija, pigmentacija i brzina rasta kulture, Sto je posluzilo kao
sekundarni kriterij pri identifikaciji. SNA podloge poticale su sporulaciju, koja je pojacana
I stavljanjem jednoga dijela podloga na razmak 40-45 cm ispod crne UV-lampe (36 W).
Drugi dio SNA podloga smjesten je u klima komore na temperaturu od 25°C i vlagu od
80 %. Nakon 7-14 dana opisani su izgledi kultura u PDA te evidentirane promjene na
SNA vezane uz makrokonidije i mikrokonidije. MorfoloSke identifikacije ucinjene su
prema identifikacijskim klju¢evima Nelsona i sur., (1983.) i Lesliea i sur., (2006).

3.2. Molekularna identifikacija Fusarium vrsta

Molekularna potvrda morfoloskih identifikacija Fusarium vrsta obavljena je u IFA-
Tulln (Austrija), na Odjelu za agrobiotehnologiju. |zabrano je 226 izolata, morfoloski
identificiranih kao F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum i F. poae.

Prvi korak u molekularnoj analizi bio je ekstrakcija DNA iz gljive. Odabrani izolati
stavljeni su na svjeZze SNA podloge. Da bi dobili odredene koliine micelija, bilo ga je
potrebno proizvesti u teku¢em mediju za rast. Koristio se Czapeck-doxov medij, za Ciju
je pripremu potrebno:

1 litra destilirane vode
3 g NaNO3;
1 g KoHPO,4

0,5 g MgS0O4

0,59 1% FeSO,

20 g Glukoza
2 g Kvasac

Nakon autoklaviranja, u Erlenmeierove tikvice od 100 ml dodano je 25 ml Czapeck-
doxovog medija te je unesen kvadrat agara (3xX5 mm) s konidijama iz SNA podloge.
Tikvice su smjestene na tresilicu, pri sobnoj temperaturi, s brzinom treSnje od 150-200
okretaja minut®. Nakon oko 72 sata dobivene su dovoljne koli¢ine micelija. Za
procijedivanje micelija iz teku¢ega medija koristen je filter za mlijeko (Calgonit). Zatim je
jos 3-4 puta uslijedilo ispiranje destiliranom vodom. Pincetom se micelij premjestio na
papirnate ubruse, kojima se €vrsto pritisnuo, da bi se odstranila suviSna tekucina. U
tarioniku, koristeCi kvarcni pijesak (SiO,; M=60,06 g/mol) i tekuéi dusik, usitnjeno je i
sastrugano oko 100-200 mg mase micelija te preneseno u Ependorf tube.
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3.2.1. Ekstrakcija DNA

U Ependorf tube s micelijem dodano je 300 ul SDS-ekstrakcijskog pufera te je
homogenizirano u termotresilici na 65°C, 20-30 minuta. Zatim je dodano 150 yl 3 M Na-
Acetata (pH 5,2). Ostavljeno je 10-tak minuta na sobnoj temperaturi te centrifugirano na
13 000 okretaja minut™ u trajanju od pet minuta. PaZljivo su skinute tube s centrifuge.
Supernatant je paZljivo prenesen u nove Ependorf tube, uz dodatak 600 ul
izopropanola. Ostavljeno je 20 minuta u hladnjaku (+4°C), uz lagano muckanje 1-2 puta.
Zatim je slijedilo centrifugiranje (13 000 okretaja minut™), u trajanju od 10 minuta.
Uklonjen je supernatant, a pelet je ispran s Wash | (76 % EtOH, 0,2 M NaOAc,
destilirana H,0), nakon Cega su uzorci kratko izvorteksirani i iscentrifugirani, a
supernatant je uklonjen. Potom je uslijedilo ispiranje s Wash Il (76 % EtOH, 10 mM
NHs Ac, destilirana H,0) te kratko vorteksiranje i centrifugiranje i uklanjanje
supernatanta. Ependorf tube ostale su otvorene da bi alkohol evaporirao, a pelet ostao
suh, nakon €ega je uslijedilo dodavanje 200 ul TE-pufera. Koli¢ina DNA izmjerena je na
UV-fotometru (Pharmacia Gene Quant photometer). Koncentracija DNA je podeSena na
50 ng/ul. Kvaliteta DNA gljive provjerena je na 1 % agaroznom gelu u 1xTAE puferu
(80-90 V, 60 mA, 100w, 30 minuta), uz koristenje a-DNA kao markera za molekuranu
tezinu (5, 10, 20, 50 ng/ul).

3.2.2. PCR-reakcije

PCR uredaj je programiran za svaku vrstu kako slijedi:
-za F. graminearum- jedan ciklus od 1 minute na 95°C, 40 ciklusa od 30 sekundi na
95°C, 30 sekundi na 62°C, i 40 sekundi na 72°C, i jedan ciklus od 10 minuta na 72°C;
-za F. culmorum-1 ciklus od 2 minute na 96°C, 40 ciklusa od 30 sekundi na 94°C, 30
sekundi na 60°C i 45 sekundi na 72°C, i jedan ciklus od 10 minuta na 72°C;
-za F. avenaceum i F. poae- jedan ciklus od 2 minute na 95°C, 40 ciklusa od 30
sekundi na 95°C, 30 sekundi na 66°C, i 45 sekundi na 72°C, i jedan ciklus od 5 minuta
na 72°C. PCR reakcije provedene su na PCR-u Primus96plus.

Za svaku reakciju koristeno je 3 ul kalupa DNA (koncentracije 50 ng/ul) pomijeSano s
17 pl PCR mastermiksa (Tablica 1.). U mastermiks su dodane specificne pocetnice za
svaku Fusarium vrstu (Tablica 2.). Koristene su pocetnice proizvodaca MWG-Biotech
AG.
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Tablica 1. Reagensi u Mastermiksu

Prednja pocetnica(2,5uM) 2,0 pl 20,0 pl 40,0 pl 200 pl
Straznja pocetnica(2,5uM) 2,0 ul 20,0 ul 40,0 pl 200 pl
10xpufer 2,0 pl 20,0 ul 40,0 pl 200 pl
dNTP’s 2mM 2,0 pl 20,0 ul 40,0 pl 200 pl
Taq 0,20 pl 2,0 pl 4,0 ul 20 ul
H,O 8,80pul 880ul 176,0 ul 880 pl

Tablica 2. Parovi pocCetnica koristeni u PCR reakcijama

Vrsta Prednja sekvenca(5'-3") Straznja sekvenca (5'-3")

F. graminearum® CTCCGGATATGTTGCGTCAA GGTAGGTATCCGACATGGCAA
F. avenaceum® GCTAATTCTTAACTTACTAGGGGCC | CTGTAATAGGTTATTTACATGGGCG
F .culmorum?® ATGGTGAACTCGTCGTGGC CCCTTCTTACGCCAATCTCG

F. poae® CAAGCAAACAGGCTCTTCACC TGTTCCACCTCAGTGACAGGT

Izvori poéetnica®: F. graminearum i F. culmorum-Nicholson i sur., (1998.), F. poae-Parry i Nicholson,
(1996.), F. avenaceum-Schilling i sur., (1996.)

PomijeSane su kompletne probe s 3 pl boje (6xLoading Dye, Fermentas). Ispipetirano je
oko 10-20 pl amplifikacijskih produkata u 1,5 % agarozni gel te je uradena horizontalna
elektroforeza u trajanju od 30 minuta u 1XTAE puferu na 80-90 V, 60 mA, 100W. Gel je
oCitan pomoc¢u UV transluminatora (UV BIO-RAD) te analiziran s Quantity one-4.5.2;
1 D Analysis Software.

3.3. Biljni materijal

|lzabrana su 24 genotipa pSenice, koji su bili zastupljeni u proizvodnji u Republici
Hrvatskoj od 1905. godine do danas. 20 genotipova potjeCe iz Hrvatske, od kojih je 17
priznato Poljopriviednom institutu Osijek (Srpanjka, Zitarka, Golubica, Super Zitarka,
Janica, Lucija, Alka, Lela, Pipi, Katarina, Renata, Aida, Seka, Felix , Ul, Tena,
OsjeCanka), a tri genotipa (Zlatna Dolina, Divana, Sirban Prolifik) potje€u iz drugih
oplemenjivackih ku¢a. Genotipovi Soissons i Renan potjeCu iz Francuske, a genotip
Libellula iz Italije. Ti su genotipovi zasijani u poljskim pokusima u Tullnu (Austriji) i
Osijeku (Hrvatskoj). U Tablici 3. Prikazana je zemlja porijekla i rodoslovlje ta 24
genotipa. Kao kontrolni genotipovi u molekularnim analizama uvrsteni su genotipovi
Courtot, Frontana, Sumai 3, Chinese Spring, Toras i Hermann, a za pokus u stakleniku
pridodani su kao kontrole dva genotipa E1-86U i E2-1T.
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Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska

Hrvatska

Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska

Hrvatska

Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska
Hrvatska
Francuska

Francuska

Madarska

Hrvatska
Italija
Rusija

Hrvatska

Hrvatska
Hrvatska
Francuska
Brazil
Kina
Kina
Njemacka
Njemacka
Austrija
Austrija

Tablica 3. Porijeklo i rodoslovlje istrazivanih genotipova

Osk.4.50-1-77/Z9.2696
Osk.6.30/2/Slavonka//Osk.6.78/1-73/Kavkaz
Slavonija/Gemini

GO3135/Zitarka

Osk.5.36-9-91/Srpanjka
Srpanjka/KutjevCanka
Osk.5.140-22-91/Sana
Favorit/5/Cirpiz/4/Jang-Kwang/2/
Atlas--66/Comanche/3/Velvet
Srpanjka/Super Zitarka
Soissons/Osk.6.83-5-91
Osk.5B.4-1-94/0sk.5.140-22-91
Zitarka/Osk.7.5-4-82/Kom.Bg.160/86//Srpanjka
Srpanjka/Rialto
Srpanjka/Demetra
Srpanjka/Kom.Bg.160-86
lena/HN-35
Mironovskaya 808/Maris
Huntsman//VPM1/Moisson/3/Courtot

Marquis/Carlotta Strampelli
Tevere/Guiliani//San Pastore
Skorospelka 2/Lutenscens 17

Leonardo/ZG 414-57

Libellula/Bezostaja 1
Tena (EMS1,5%)
Mexique-50/B-21-Versailles
Frontiera/Mentana
Funo/Taiwan

LV/Sichuan

Taras/Stamm//Herevard/3/Tarso
Nic90-3390A/Xanthos
CM-82036/Remus
CM-82036/Remus
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3.4. Poljski pokusi

24 genotipova pSenice testirano je na dvije lokacije, u Tullnu, Austrija, (2008. i 2009.
godine) i u Osijeku, Hrvatska, (2009. godine).

3.4.1. Lokacija-Tulln, Austrija

Eksperimentalno polje nalazilo se na IFA-Tulln (40°20' N, 16'4' E), 30 km zapadno od
Beca, na 180 m nadmorske visine. Tip tla je livadni-Eernozem. Prosje¢ne temperature
tijekom vegetacijskoga razdoblja u 2007./2008. bile su 7,25°C i suma oborina 401,4 mm
i 7,57°Ci579,3 mm u 2008./2009. godini. Za tretiranje sjemena u 2007. godini koriStena
je mjeSavina koju su sacinjavali Rovral TS (karbendazim 175 g/kg, iprodion 350 g/kg) u
koli€ini od 2,5 g/kg i Gaucho FS 600 rot (imidakloprid 600 g/l) u koli€ini od 0,58 ml/kg
sjemena. U 2008. godini za tretiranje sjemana koristeni su Celest Extra 050 FS
(fludioksonil 25 g/l, difenokonazol 25 g/I) u koli€ini od 2 ml/kg, pomijeSano s Gaucho FS
600 rot (imidakloprid 600 g/l) u koli€ini od 0,58 ml/kg sjemena. Vrileme sjetve u 2007.
godini bilo je u studenom, a u 2008. godini u listopadu. Parcele su bile veli¢éine 1 m?.
Sjetvena koli¢ina iznosila je 20 g/parceli. Pokus je posijan kao split-plot u dvije
repeticije. U 2008. godini u ozZujku primjenjena je gnojidba s Linzer Star
15:15:15+3S+Zn u koli€ini od 300 kg/ha te u svibnju prihrana s Kalkammonsalpeter (27
% N) u koli¢ini od 185 kg/ha. Za tretiranje korova u travnju je primjenjen Biathlon
(tritosulfuron 714 g/kg) u koli€ini od 70 g/ha te u svibnju Puma Extra (fenoksaprop-P-etil
69 g/l, mefenpir-dietil 75 g/l). U 2009. godini u travnju obavljene su tri prihrane s
Kalkammonsalpeter (27 % N) u koli¢ini od 160 kg/ha i 110 kg/ha te s DC FS 600rot u
koli¢ini s 185 kg/ha, u svibnju je obavljena josS jedna prihrana s Kalkammonasalpeterom
(27 % N) u koli¢ini od 100 kg/ha. Za tretiranje protiv korova koriStena je mjeSavina 25
g/ha Express-a SX (tribenuron-metil 500 g/kg) i 750 g/ha Platform S (karfentrazon-etil
15 g/kg, mekoprop-P 600, 3 g/kg) u svibnju. U svakoj godini, svaka parcela podijeljena
je u Cetiri tretmana pomocu plastificiranog uzeta te je svaki dio ru¢nom prskalicom
inokuliran s F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum, a Cetvrti dio posluzio je kao
kontrola, u kojem je koriStena zastita s fungicidom (Folicur®, aktivni sastojak
tebukonazol, 1,5 I/ha).

3.4.1.1. Intezitet FHB i uc¢estalost zaraze

Inokulacija ruénom prskalicom u Tullnu obavljena je kada je 50 % biljaka po parceli bilo
u stadiju cvjetanja i ponovljena je dva dana poslije. Tri tretmana inokulirana su s 25 ml
suspenzije izolata u kasno poslijepodne i Cetvrti s 25 ml fungicida nesto ranije.

Koristila se konidijska suspenzija od 5x10* ml* za F. graminearum, 2,5x10* ml™* za F.
culmorum, 2x10° mI* za F. avenaceum, pri &emu je u 2009. godini za tu vrstu 10 puta
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umanjena. Automatizirani sustav za navodnjavanje odrzavao je visoku vlaznost 20 sati
nakon inokulacija. Simptomi bolesti biljeZzeni su 10., 14., 18., 22. i 26. dan nakon prve
inokulacije. Promatrano je cijelo podrucje unutar parcele i vizualno ocijenjeno pomocu
linearne skale od 0 (nema zaraze) do 100 (100 % zaraZenost), kako je opisano u Tablici
4. Podrucje unutar progresivne krivulje zaraze (AUDPC) je izraCunato, kao intergrirano
mjerenje za ukupni intezitet bolesti (odnosno, ukupnu otpornost na ulazak patogena,
kao i njegovo Sirenje).

Tablica 4. Prikaz nacina ocjenjivanja zaraze u polju za ukupnu otpornost

%
25 4 zarazena klasi¢a/1 klas

33 6-7 zarazenih klasi¢a/1 klas
50 10 zarazeih klasi¢a/1 klas

66 12-13 zarazenih klasi¢a/1 klas
75 15 zarazenih klasi¢a/1 klas
95 Gotovo svi klasici zarazeni
100 | Potpuno zarazeno

Kod ucCestalosti zaraze ocjenjivan je postotak zarazenih klasova tako Sto je slu€ajno
uzeto 30 klasova po V4 parcele i svrstano u zarazene ili zdrave. Klasovi su oznacavani
kao zarazeni kada je barem jedan klasi¢ imao simptome prouzro¢ene Fusarium
vrstama. Ocjena je izvrSena 10., 14., 18., 22. i 26. dan nakon prve inokulacije. AUDPC
je izraCunat kao mjera za otpornost na ulazak patogena (Tip | otpornost).

3.4.1.2. Visina biljke, masa 50 klasova i ovrsenih zrna, broj zrna zarazenih
Fusariumom (FCK)

U poljskim je pokusima izmjerena visina biljke u cm od povrSine tla do vrha klasova, ne
uzimajuéi u obzir osje. Nakon Zetve izvagano je u prosjeku 50 klasova i njihovih
ovrSenih zrna, te je izraCunat postotak zrna zaraZenih Fusariumom (FCK%). Kod
odredivanja FCK-a slu¢ajno je uzeto 100 zrna od svakoga genotipa te isprano u 90 %
etilenskom alkoholu u trajanju od 20 sekundi. Nakon toga, zrna su stavljena na vlazan
filter papir u Petrijeve zdjelice te su smjeStene u klima komoru, gdje je odrzavana
konstantna temperatura od 25°C i vlaga na 80 %. Sestoga dana izradunat je postotak
zrna zarazenih Fusariumom.
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3.4.2. Lokacija-Osijek, Hrvatska

Eksperimentalni pokus postavijen je u listopadu 2008. godine na pokusaliStu
Poljoprivrednog instituta Osijek (45°32“N, 18°44“E), na 94 m nadmorske visine, gdje je
tip tla eutriCni kambisol. U osnovnoj gnojidbi primjenjeno je 50 kg/ha Uree (46 % N) te
300 kg/ha NPK 7:20:30. Sjeme je tretirano fungicidom Vitavax (3 ml/kg). Pokus je
prihranjen s 130 kg/ha KAN-a (27 % N) u veljaci te s 200 kg/ha KAN-a (27 % N) u
travnju. U ozZujku je tretirano herbicidom Tena (triasulfuron 0,75 %; klortoluron 79 %) u
koli€ini 1,5 kg/ha, a u svibnju je tretirano herbicidom Granstar (tribenuron-metil 750+/-30
g/kg) u koli¢ini od 22g/ha. U travnju je koriSten insekticid Karate protiv insekta Lema
melanope (L.) (Lambda cihalotrin 50 g/l) u koli€ini od 0,10 I/ha. Prosje¢ne temperature u
vegetacijskoj sezoni za 2008./09. Iznosile su 10,76°C, a ukupna koli¢ina oborina u
vegetacijskoj sezoni iznosila je 367,8 mm. Duzina parcele iznosila je 7 m, a Sirina 1,08
m, sa sjetvenom normom od 330 zrna/m?. Pokus je posijan kao kompletni randomizirani
blok u Cetiri repeticije. Inokulacije su obavljene od 07. do 18. svibnja 2009. u vrijeme
kada se 50 % biljaka po parceli nalazilo u fenofazi cvatnje. Parcele su inokulirane s
F. culmorum te su ostavljene i kontrolne parcele koje nisu tretirane, ve¢ su prepustene
prirodnoj infekciji. Inokulacije su izvrSene u kasno poslijepodne i ponovljene dva dana
poslije. Za odrzavanje vlage na klasovima, traktorskom prskalicom rasprskivana je voda
u nekoliko navrata tijekom dana.

3.4.2.1. Intezitet FHB

Dva tjedna nakon ucinjenih inokulacija vizualno je promatrano podrucje unutar parcele i
ocijenjeno pomocu linearne skale od 0 (nema zaraze) do 100 (100 % zarazenost) kako
je prikazano u Tablici 4. Taj je parametar uzet kao mjera za ukupan intezitet bolesti.

3.4.2.2. Agronomska svojstva i kvaliteta, visina biljke, FCK

Izmjereni su urod zrna, hektolitarska masa, masa 1000 zrna i parametri kvalitete
(sadrzaj proteina, sedimentacijska vrijednost, vlazni gluten). Sadrzaj proteina,
sedimentacijska vrijednost i vlazni gluten odredeni su pomoc¢u uredaja Infratec 1241
Grain Analyzer (ICC standardna metoda Br. 105/2; Br. 116/1; Br. 155), koji istovremeno
odreduje nekoliko parametara u zrnu, na temelju bliske infracrvene transmisije. Na svim
genotipovima izmjerena je visina, ne uzimajuci u obzir osje. Nakon Zetve promatran je
FCK (%).
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Slika 1. Poljski pokus u Tullnu (snimila V. Spanié)

3.5. Pokus u stakleniku

Deset zrna svakoga genotipa zasijano je u multi-kontejnere. Klijanci su premjesteni u
hladne komore na 4°C, u trajanju od 4-6 tjedana. Zatim je pet klijanaca svakoga
genotipa zasijano u kalice (d15 cm), koji su prethodno bili ispunjeni smjesom 70 %
komposta, 20 % treseta i 10 % pijeska. Postavljena su dva odvojena pokusa u sijecnju
2009. godine kao kompletni randomizirani blok u dva tretmana u dvije repeticije. Prvi
tretman postavljen je za primjenu DON-a, a drugi tretman za Fusarium inokulaciju,
odnosno za mjerenje Tip Il otpornosti. Tijekom prvih 30 dana temperatura u stakleniku
podesena je na 14°C tijekom dana i 10°C tijekom noci s 12 sati fotoperioda na 15 000 Ix
pomodu dva tipa lampi, MF400BUH (38 000 Im/m?) i NH360FLX (47 800 Im/m?)(Iwasaki
Electric Co.Ltd., Tokyo). U klasanju je temperatura poviSena na 20-22°C tijekom dana i
18°C tijekom no¢i, sa 16 sati fotoperioda. Relativha vlaga odrzavana je na 69 %.
Gnojidba s (0,5 g/kalicu) Blaukorn (14 % N; 7 % P,0s; 17 % K,0; 2 % MgO; 1 % Na;
9 % S) obavljena je u veljaci, 2009. U stakleniku (Slika 2.) fumigacija sumporom
provodena je dva puta tjedno. U klasanju fumigacije se nisu provodile, kako ne bi
utjecale na primjenu toksina i inokuluma.
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3.5.1. Test na Tip Il otpornost

Za testiranje na Tip Il otpornost primjenjeno je ubodno ranjavanje u klasi¢ na sredini
klasa u fazi cvjetanja. lzabrano je pet klasova po kali¢u. Za inokulaciju je korisSten izolat
IFA 104 (F. culmorum) u koncentraciji od 5x10* mI™* spora. Vizualne ocjene zaraZenosti
izvrSene su na 7., 10., 13., 16. i 19. dan nakon prve inokulacije, biljezeci broj inficiranih
klasi¢a u bazipetalnome smijeru. lzvrSena je i ocjena izbljedivanja vrSnoga djela klasa s
ocjenom 0, 0,5 ili 1. IzraCunata je prosjecCna vrijednost pet tretiranih klasova, te je
izraCunat AUDPC za daljnje statistiCke analize. Metodu ubodnoga ranjavanja klasa
pSenice inokulumom opisali su Bai i Shaner, (1994.).

Slika 2. Pokus u stakleniku (snimila V. Spani¢)
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3.5.2. Test na DON otpornost (Tip Ill otpornost)

DON (Cistoca >95 %) je proCis¢en u IFA-Tulln prema modificiranoj metodi Altpetera
i Posselta, (1994.). Za prvo tretiranje genotipova pSenice pomijeSano je 100 mg DON-a
sa 100 ml destilirane vode i dodana jedna kapljica Tweena. Za drugi tretman postupak
spravljanja otopine DON-a ucinjen je na isti nacin, ali uz koristenje manje koli¢ine DON-
a (20 mg). Za testiranje na otpornost na DON sluc¢ajnim izborom odabrano je pet
klasova po kalicu u fazi cvjetanja. Na izabranim klasovima oznacena su dva klasi¢a u
sredini klasa tako sto je Skarama odrezan vrh gluma. Unutrasnjost cvijeta, izmedu leme
i palee tretirana je s 20 pl otopine DON-a (10 g litra™® H,O, 0,1 % Tween 20) prvi dan i
nakon 24 sata tretman je ponovljen s 20 ul otopine DON-a (2 g litra™ H,0, 0,1 % Tween
20). Dva sata nakon tretmana relativna vlaga zraka u kabinetu staklenika podignuta je
na 80 %. Broj DON izblijedenih klasova (NDBS) u bazipetalnom smjeru izbrojan je na
7., 10., 13., 16. i 19. dan nakon prvoga tretmana. lzvrSena je i ocjena izbljedivanja
vrSnoga dijela klasa s ocjenom 0, 0,5 ili 1. IzraCunata je prosjecna vrijednost NDBS za
pet tretiranih klasova te je izraCunat AUDPC, u cilju daljnjih statistiCkih analiza. Metodu
su opisali Lemmens i sur., (2005.).

3.6. Proizvodnja inokuluma

U Republici Hrvatskoj, na pokusalistu P1O, pokusi su inokulirani izolatom IFA 104 (F.
culmorum), dobivenim iz IFA-Tulln, od Dr. Marca Lemmensa. Na lokaciji Tulln, u Austriji
pokusi su inficirani s tri izolata: IFA 66 (F. graminearum), IFA 104 (F. culmorum), IFA 60
(F. avenaceum).

3.6.1. F. graminearum i F. avenaceum

U kipu¢oj vodi kuhana su zrna Vigna radiata (L.) Wilczek (20 g/l vode), a tekuéa faza
prenesena je u staklene boce, te je izvrSeno autoklaviranje na 121°C u trajanju od 60
minuta. U ohladenu staklenu bocu s medijem ubacen je kvadrat agara (1x1 cm) s
konidijama iz SNA. Uvoden je u bocu sterilizirani zrak preko sterilizirane jedinice u
trajanju od pet dana i pet noc¢i, nakon €ega su spore pocele klijati, a boca je prenesena
u hladnu komoru (+4°C) u trajanju od 24 sata. Nakon toga u boci sloZila su se tri sloja
(donji-konidije, srednji-micelij, gornji-tekuci). Pazljivo je usisan gornji tekuéi sloj. Konidije
su izbrojane preko hemocitometra (Profounder 0,100 mm) te je razrijedeno na 50 000
konidija/ml za F. graminearum i 2 milijuna konidija/ml za F. avenaceum. Tube s
inokulumom su zamrznute na -80°C do upotrebe. Tu je metodu opisao Mesterhazy,
(1987.).
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3.6.2. F. culmorum

MjeSavina zrna pSenice i zobi (3:1) ostavljena je preko noc¢i u vodi, nakon Cega je
smjesa autoklavirana na 121°C u trajanju od 20 minuta. Kada se ohladilo, zrna su
inokulirana konidijama F. culmorum. Bocice su ostavljene na difuznome danjem svjetlu,
na sobnoj temperaturi, u trajanju od dva tjedna uz povremenu tresnju, sve dok se na
zrnima nije pojavilo smede-naranCasto obojenje. BoCice su smjestene josS 4 tjedna u
hladnjak na -4’C. Zatim su bocice napunjene s deioniziranom vodom i podeSavanje
konidija po ml u€injeno je na isti naCin kao za prethodne vrste, pri Cemu je koncentracija
za poljske pokuse u Austriji podeSena na 25 000 konidija/ml, a u Hrvatskoj u 2009.
godini koncentracija je podignuta na 100 000 konidija/ml. Za inokulacije u stakleniku
koncentracija je podeSena na 25 000 konidija/ml. Inokulum je zamrznut na -80°C sve do
upotrebe. Tu su metodu opisali Snijders i Van Eeuwijk, (1991.).

3.7. Pojednostavljena metoda za predvidanje koli¢ina DON-a

Upotrijebljene su vizualne ocjene za jakost bolesti u poljskim pokusima da bismo
izraCunali procijenjene vrijednosti DON-a prema formuli koju je naveo Chelkowski,
(1989.):

DONap= mg/kg

x1
100

DONap - procijenjena koli€¢ina DON-a; P - prosjean postotak zarazenih klasova

Patogenost inokuluma provjerena je po metodi Lemmensa i sur., (1993.). Podaci za
provjeru patogenosti inokuluma nisu prikazani.

Inokulacije su ucinjene u kasno poslijepodne rasprskivanjem inokuluma direktno na
klasove kako su opisali Lemmens i sur., (1993.) i Buerstmayr i sur., (2000.), u vrijeme
punoga cvjetanja prema Zadoksovoj skali, u stadiju 65 (Zadoks i sur., 1974.).
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3.8. Molekularne analize genetske udaljenosti genotipova

Varijacije istrazivanih genotipova ozime pSenice na razini DNA ispitivane su
koristenjem mikrosatelitnih  markera u IFA-Tulln  (Austrija), na Odjelu za
agrobiotehnologiju. Za potrebe izolacije genomske DNA iz biljnoga materijala uzeti su
mladi listovi pSenice dugacki 1-2 cm. Nakon Sto su osuSeni u liofilizatoru u trajanju od
72 sata, izmljeveni su u labaratorijskom oscilatornom mlinu 5-10 minuta (Tecator
Cyclotec Sample Mill, Model 1093) do sithoga praha.

3.8.1. Ekstrakcija DNA

Ekstrakcija DNA izvrSena je prema modificiranoj cetiltrimetilamonij bromid metodi
(CTAB-metoda) koju su opisali Saghai-Maroof i sur., (1984.). U Ependorf tube s
izmljevenim biljnim prahom dodano je 900 pul CTAB ekstrakcijskoga pufera (Tablica 5)
prethodno zagrijanog na 65°C u vodenoj kupelji. Zatim su uzorci premjesteni u vodenu
kupelj na 65°C, uz lagano muc¢kanje, u trajanju od 45-90 minuta. Nakon dodavanja 400
Ml kloroform-izoamilnog (24:1) alkohola, Ependorf tube stavljene su u centrifugu na 12
000 okretaja minut® u trajanju od 10 minuta. Uslijedilo je paZljivo otpipetiranje
supernatanta u nove Ependorf tube te je dodano 600 ul izopropanola, nakon ¢ega su
uzorci preneseni u hladnjak na temperaturu -20°C, u trajanju od 15 minuta. Da bismo
spustili pelet DNA, uzorci su iscentrifugirani na 8 000 okretaja minut™ u trajanju od 5
minuta. Tekuci dio je uklonjen te pelet ispran s Wash Il (Tablica 6.). Otvorene Ependorf
tube ostavljene su otvorene preko noéi da bi se pelet osuSio. Uz dodavanje 200 pl
0,1XTE pufera pH 8 (10 mM Tris-pH 8,0, 1 mM EDTA-pH 8,0), ostavljeno je 2-3 sata da
se pelet otopi, uz laganu tresnju.

Tablica 5. CTAB Ekstakcijski pufer*

10 ml 50 ml 100 ml 200 ml 500 ml
dH,0O 6,5 ml 32,5 ml 65,0 ml 130,0 ml 325,0 ml
1M Tris-7,5 100mM  1,0ml 5,0 ml 10,0 ml 20,0 ml 50,0 ml
5 M NacCl 700mM 1,4 ml 7,0 ml 14,0 ml 28,0 ml 70,0 mi
0,5M EDTA-8,0 50 mM 1,0 ml 5,0 ml 10,0 ml 20,0 ml 50,0 ml
CTAB? 1% 0,1g 059 1,0g 20g 509
14 M BME?® 140 mM 0,1 ml 0,5 ml 1,0 ml 2,0 ml 5,0 ml

1 Koristiti svjeze pripremljen i zagrijati kemikalije na 60-65°C prije dodavanja CTAB i BME
2 Alkilitrimetil-amonij bromid (Sigma M-7635)
3 B-merkaptoetanol

Varijabilnost genotipova psenice (Triticum aestivum L.) obzirom na FHB otpornost i genetsku divergentnost 36




Materijali i metode rada

Tablica 6. Kemikalije u Wash I

Apsolutni EtOH 76ml  152ml 228 ml 304 ml 380 ml
1 M NH.OAc 1mil 2ml 3ml 4 mi 5ml
dH,0O 23 ml 46 ml 69ml  92ml 115 ml

Kvantiteta DNA izmjerena je na fluorimetru (SpectraFluor Plus; Firmware V4.51-11/00;
XFluord Version: V 4.20) i podeSena na koncentraciju od 100 ng/ul. Kvaliteta DNA
provjerena je na 0,7 % agaroznome gelu horizontalnom elektroforezom (60-80 V, 60
mA, 100W, 60-90 minuta), uz dodatak molekularnoga markera za tezinu. Gel je o€itan
pomoc¢u UV transluminatora (UV BIO-RAD) i analiziran s Quantity one-4.5.2; 1 D
Analysis Software.

3.8.2. Mikrosateliti (SSR-ovi)

KoriStene su 24 pocetnice koje su sintetizirane prema sekvencama objavljenim u
Graingenes bazi podataka (http:/graingenes.org). PCR komponente razlikovale su se
ovisno o koridtenim pocetnicama (M13-pocetnice ili direktno oznalene pocetnice), a
glavne razlike bile su u koriStenju M13-30 pocetnice i koncentraciji F-poCetnice. Za
direktno oznacCene pocetnice koridteni su razliCiti PCR programi, ovisno o temperaturi
sliepljivanja pocetnica, a za M-13 pocetnice koriSteni su touch down (postupno
spustanje temperature) programi.

PomijeSane su reakcijske komponente za PCR, pri ¢emu je za pocetnice s M13
zavrSetkom koristeno: 0,02 uM prednje pocetnice, 0,2 uM zavrSne pocetnice, 0,18 uM
M13-30 oligonukleotidi (IRD700- ili IRD800-0znakom), 0,2 mM svakog dNTP-a, 1XPCR
puffer, 0,05 U/ul Taq polimeraze, 2,5 ng/ul kalupa DNA. PCR program za M13-tailed
poc&etnice bio je: 94°C na 2 minute, 30 ciklusa na 94°C u trajanju od 1 minute, 0,5°C s™
do 51°C, 51°C na 30 sekundi, 0,5°C s™ do 72°C, 72°C od 1 minute, i 72°C na 5 minuta.
PCR za direktno oznacivanje ucinjeno je prema Roeder i sur., (1998.). Za direktno
oznacivane pocetnice za PCR reakciju pomijeSano je: 0,12 uM prednje pocetnice, 0,2
MM zavrSne pocetnice, 0,2 mM svakog dNTP-a, 1xPCR puffer, 0,05 U/ul Taq
polimeraze, 2 ng/ul kalupa DNA. PCR program za direktno oznacivane pocetnice bio je:
94°C na 3 minute, 35 ciklusa na 94°C u trajanju od 1 minute, 1 minuta 50/55/60°C-ovisno
o temperaturi sljepljivanja za odredenu pocetnicu, 72°C od 2 minute, i 72°C na 5 minuta.
PCR reakcije provedene su na PCR-primus96plus .
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Mikrosatelitne analize provedene su koristeci flourescentnu fragmentnu detekciju na LI-
COR 4200 DNA sekvencijskome sustavu. Za taj sustav ili je direktno SSR marker
oznacen fluorokromom (IRD700 ili IRD800) ili je imao M13 zavrSetak. U slu¢aju M13
zavrSetka, kao tre¢a pocetnica u PCR reakciji koristena je M13-30 oligonukleotid (5’
CCC AGT CAC GAC GTT G 3’), pri €emu je ta sekvenca oznacena s fluorescentnom
bojom na 5° kraju (IRD700 ili IRD800).

PCR produkti su amplificirani na 0,7% poliakrilamidnome gelu. Prije toga razrijedeni su
s 1:5ili 1:10 pl formamid detektirajucom bojom (95 % deoinizirani formamid, 0,5 mM
EDTA, 0,1 mg/ml fuksina ruzi¢aste boje), nakon ¢ega su denaturirani 5 minuta na 95°C.
Elektroforeza je provodena na konstantnoj snazi od 40 W i konstantnoj temperaturi od
48°C. Slike gelova prebacene su na rac¢unalo i vizualno ocjenjivane.

3.9. Statisticke analize
3.9.1. Poljski pokusi i pokusi u stakleniku

Izvorni i AUDPC podaci koristeni su za daljnje statisticke analize. Analiza varijance i
Lsd testovi (ANOVA i opéi linearni model), kao i korelacijske analize izraCunate su
pomoc¢u SAS/STAT-a, verzija 9.1.2. pomo¢u PROC GLM i PROC CORR Spearman
procedure.

IzraCun podrucja unutar progresivne krivulje bolesti (AUDPC-a) (modificirano prema
Shaner and Finney, 1977.)

n

AUDPC = = {[(Yi + Yi-1)/2]* (Xi - Xi-1)}
i=1

gdje je

Yi - vizualna ocjena simptoma na i dan
Xi — dan i promatranja
n — ukupan broj promatranja

Za procjenu glavnih efekata i efekata prve i druge interakcijske osi u AMMI1 modelima
te biplot analizu koristen je software IRRISTAT 5.0 (Irristat for Windows ©, 2005.).
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3.9.2. Marker analize

Jedno od mijerila informativnosti markera je informacijski sadrzaj polimorfizma (PIC).
Informacijski sadrzaj polimorfizma je mjera za broj alela ili bendova koje marker
posjeduje, kao i frekvencija svakoga alela ili benda u datoj skupini. Za izracun PIC
vrijednosti koristena je sljedeéa formula:

PIC =1 - Zp?

tog

pi— frekvencija i alela za genotip p

Matrice sli€nosti genotipova izraCunate su koristenjem programa NTSYSpc.2.1 (Rohlf,
1998.) koristeC¢i SANH-klasteriranje uz UPGMA (Unweighted Paired Group Method
using Arithmetic averages) metodu. KoriStena su dva razliita koeficijenta: BAND
(Lynch, 1990.) i DICE (Dice, 1945.; Nei i sur.,1979.).

BAND koeficijent

Ny Ny~ broj zajedni€kin bendova kod dva genotipa; Ny i Ny-broj
Nx+Ny  individua koje su usporedivane kod dva genotipa

Sy=
DICE koeficijent
D=2a/(2a+b+c) a- pozitivna podudarnost (1,1); b (1,0) i ¢ (0,1)- nepodudarnost

Rezultati su graficki prikazani dendrogramima.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Morfoloska i molekularna identifikacija Fusarium vrsta

Za morfolosku identifikaciju Fusarium vrsta u 2008. godini na podrucju istoCne
Hrvatske izolirano je 276 uzoraka. Dominantna vrsta bila je F. graminearum (186), a iza
toga su slijedile F. avenaceum (19), F. culmorum (17), F. poae (4), F. cerealis (3) i
F. solani (2). 45 izolata svrstano je u ostale Fusarium vrste zbog nemogucénosti
identifikacije (Tablica 7). Molekularnim markerima potvrdene su prve Cetiri dominantne
Fusarium vrste, pri ¢emu izraZzeno u postocima F. graminearum zauzima 82,3 %,
F. avenaceum 8,4 %, F. culmorum 7,5 % i F. poae 1,8 % (Graf 1.).

Graf 1. Postotak najzastupljenijin Fusarium vrsta na podrucju istoCne Hrvatske
potvrdenih molekularnom identifikacijom 2008. godine

F. culmorum F.poae

F. avenaceum % s 1.8%

8,4% 4

B

F. graminearum
82,3%
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Veliina oCekivanih bendova za vrstu F. graminearum iznosila je 450 baznih parova,
570 bp za F. culmorum i 220 bp za F. avenaceum i F. poae. Slika 3 prikazuje potvrdene
bendove za svaku izoliranu Fusarium vrstu.

F. graminearum F. culmorum F. avenaceum F. poae
SM12345SM 12345SM12 345123 45SM
v

570bp "

Slika 3. Potvrda analiziranih izolata gdje se F. graminearum nalazi na 450 bp, F.
culmorum na 570 bp, F. avenaceum na 220 bp i F. poae na 220 bp (snimila V. Spanié)

Tablica 7. Broj i postotak izoliranih Fusarium vrsta u 2008. i 2009. godini morfoloSkom
identifikacijom

- Broj Izrazeno u % Broj Izrazeno u %
_ 276 100 222 100
_ 136 74 1 500
_ 45 16,3 33 14,9
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Morfoloskom identifikacijom u 2009. godini na uzorcima genotipova ozime pS$enice s
podrucja istoCne Hrvatske identificirano je 222 uzorka. Najzastupljenija vrsta bila je F.
graminearum (111), a iza toga su slijedile F. culmorum (29), F. avenaceum (27), F.
poae (16), F. equiseti (3), F. cerealis (2) i F. oxysporum (1). 33 izolata svrstano je u
ostale Fusarium vrste, jer najéeSce zbog kontaminacija nisu mogli biti identificirani.
(Tablica 7).

4.2. Horizontalna otpornost

Analizom varijance za Tip | otpornost utvrdena je statistiCki znaCajna razlika izmedu
genotipova, tretmana i godina. Interakcije nisu bile statistiCki znaCajne (Tablica 8).

Tablica 8. Analiza varijance za Tip | otpornost genotipova ozime p$enice po tretmanima
(fungicid, F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum) u dvije godine (2007./08. i
2008./09.) u Tullnu

Tip | otpornost (AUDPC)

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode Sredina kvadrata  F-vrijednost P

Genotip 23 185181,91 19,92*** <,0001
Tretman 3 10649643,89 350,67*** <,0001
Repeticija 1 1193,57 0,04ns 0,8430
Godina 1 14606280,38 480,96*** <,0001
Genotip*Tretman 69 26713,73 0,88ns 0,7320
Genotip*Godina 23 43325,74 1,43ns 0,0986
Genotip*Repeticija 23 9295,86 0,31ns 0,9993
PogrjeSka 240 30369,07

*rx ** *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Tablica 9. Spearmanov korelacijski koeficijent za srednje vrijednosti Tip | otpornosti
(AUDPC) genotipova ozime pSenice izmedu razli€itih tretmana (Fusarium izolati i
fungicid) u dvije godine (2007./08. i 2008./09.) u Tullnu

Tretman F. avenaceum F. culmorum Fungicid
F. graminearum 0,91** 0,93** 0,49*

F. avenaceum 0,84** 0,58**
F. culmorum 0,37

**p<0,01;*p=<0,05

Korelacije izmedu razli€itih izolata za Tip | otpornost genotipova bile su vrlo znacajne,
odnosno izmedu izolata F. graminearum i F. culmorum (r=0,93), kao i izmedu
F.graminearum i F. avenaceum (r=0,91), te F. avenaceum i F. culmorum (r=0,84).
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Statisticki opravdane korelacije utvrdene su izmedu kontrolnoga tretmana koiji je tretiran
fungicidom i tretmana izolatima F. graminearum (r=0,49) i F. avenaceum (r=0,58).
Korelacija izmedu tretmana fungicidom i tretmana izolatom F. culmorum nije bila
statistiCki opravdana (Tablica 9.).

Analizom varijance za ukupnu otpornost utvrdene su statistiCki znaCajne razlike
izmedu genotipova, tretmana i godina, a nije ih bilo za interakcije (Tablica 10.).

Tablica 10. Analiza varijance za ukupnu otpornost genotipova ozime pSenice po
tretmanima (fungicid, F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum) u dvije godine
(2007./08. 1 2008./09.) u Tullnu

Ukupna otpornost (AUDPC)

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode Sredina kvadrata F-vrijednost P

Genotip 23 48003,36 14,84 <,0001
Tretman 3 1687838,90 105,26*** <,0001
Repeticija 1 741,07 0,05ns 0,8300
Godina 1 6735890,46 420,08*** <,0001
Genotip*Tretman 69 8230,30 0,51ns 0,9993
Genotip*Godina 23 16717,40 1,04ns 0,4128
Genotip*Repeticija 23 3234,44 0,20ns 1,0000
PogrjesSka 240 16034,91

*xx +x *=znacajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Za ukupnu otpornost utvrdene su statistiCki znaCajne korelacije izmedu svih izolata,
F. graminearum i F. avenaceum (r=0,87), F. graminearum i F. culmorum (r=0,82), F.
avenaceum i F. culmorum (r=0,80). Izmedu tretmana fungicidom i tretmana izolatima
nisu utvrdene statistiCki znacajne korelacije (Tablica 11.).

Tablica 11. Spearmanov korelacijski koeficijent za srednje vrijednosti ukupne otpornosti
(AUDPC) genotipova ozime pSenice izmedu razliCitih tretmana (Fusarium izolati i
fungicid) u dvije godine (2007./08. i 2008./09.) u Tullnu

Tretman F. avenaceum F. culmorum Fungicid
F. graminearum 0,87** 0,82** 0,31
F. avenaceum 0,80** 0,24
F. culmorum 0,12

**p=0,01:*p=0,05

Analizom varijance za masu 50 klasova utvrdene su statistiCki znaCajne razlike
izmedu genotipova, godina, tretmana te za intrerakcije genotip*godina i
genotip*repeticija (Tablica 12.).
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Tablica 12. Analiza varijance za masu 50 klasova genotipova ozime pSenice po
tretmanima (fungicid, F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum) u dvije godine
(2007./08. i1 2008./09.) u Tullnu

Masa 50 klasova

Izvor varijabilnosti — : —
Stupnjevi slobode Sredina kvadrata F-vrijednost P

Genotip 23 1064,88 3,59*** 0,0017
Tretman 3 9412,23 64,2*** <,0001
Repeticija 1 701,30 4,78* 0,0297
Godina 1 2270,88 15,49**  0,0001
Genotip*Tretman 69 121,45 0,83ns 0,8212
Genotip*Godina 23 312,68 2,13* 0,0026
Genotip*Repeticija 23 296,79 2,02* 0,0047
Pogrjeska 240 146,61

*rx ¥ *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Visoko znacCajne korelacije utvrdene su izmedu izolata F. graminearum i
F. avenaceum (r=0,64), F. graminearum i F. culmorum (r=0,57), F. avenaceum i
F. culmorum (r=0,86). Izmedu tretmana fungicidom i tretmana izolatima utvrdene su
visoko statistiCki znaCajne korelacije, pri C¢emu je koeficijent korelacije izmedu tretmana
fungicidom i tretmana izolatom F. graminearum iznosio 0,68, izmedu fungicida i
F. avenaceum 0,63, izmedu tretmana fungicidom i F. culmorum 0,52 (Tablica 13.).

Tablica 13. Spearmanov korelacijski koeficijent za prosje¢ne vrijednosti mase 50
klasova genotipova ozime pSenice izmedu razli€itih tretmana (Fusarium izolati ifungicid)
u dvije godine (2007./08. i 2008./09.) u Tullnu

Tretman F. avenaceum F. culmorum Fungicid
F. graminearum 0,64** 0,57** 0,68**
F. avenaceum 0,86** 0,63**
F. culmorum 0,52**

**p<0,01;*p<0,05
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Analizom varijance za masu zrna dobivenu od 50 klasova utvrdene su statisticki
znaCajne razlike izmedu genotipova, tretmana, godina i interakcije genotip*godina
(Tablica 14).

Tablica 14. Analiza varijance za masu zrna dobivenu od 50 klasova genotipova ozime
pSenice po tretmanima (fungicid, F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum) u dvije
godine (2007./08. i 2008./09.) u Tullnu

Masa zrna dobivena od 50 klasova

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode Sredina kvadrata  F-vrijednost P

Genotip 23 682,40 3,49** 0,0020
Tretman 3 11294,07 74,44%+* <,0001
Repeticija 1 481,96 3,18ns 0,0760
Godina 1 772,14 5,09* 0,0250
Genotip*Tretman 69 114,76 0,76ns 0,9145
Genotip*Godina 23 257,57 1,70* 0,0272
Genotip*Repeticija 23 195,59 1,29ns 0,1751
Pogrjeska 240 151,72

*rx k* *=znacajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Tablica 15. Spearmanov korelacijski koeficijent za prosjeCne vrijednosti mase zrna
dobivene od 50 klasova genotipova ozime pSenice izmedu razliCitih tretmana
(Fusarium izolati i fungicid) u dvije godine (2007./08. i 2008./09.) u Tullnu

Tretman F. avenaceum F. culmorum Fungicid
F. graminearum 0,63** 0,58** 0,55**
F. avenaceum 0,89** 0,30

F. culmorum 0,34

**p<0,01;*p<0,05

Statisticki visoke znacajne korelacije utvrdene su izmedu izolata F. graminearum i F.
avenaceum (r=0,63), F. graminearum i F. culmorum (r=0,58), F. avenaceum i F.
culmorum (r=0,89) te izmedu F. graminearum i tretmana fungicidom (r=0,55) (Tablica
15).

4.3. Opca (ukupna, kombinirana) otpornost na FHB

Analizom varijance za ukupnu otpornost utvrdene su statistiCki visoko znacCajne razlike
izmedu proucavanih genotipova i okolina te za interakciju genotip*okolina (Tablica 16).
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Tablica 16. Analiza varijance za op¢u otpornost genotipova ozime pSenice u tri okoline
(2007./08. 1 2008./09. u Tullnu i 2008./09. u Osijeku)

Ocjena zaraze na 22. dan

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode Sredina kvadrata  F-vrijednost P
Genotip 23 685,74 9,43*** <,0001
Repeticija 1 0,00 0,00ns 0,9984
Okolina 2 22116,05 303,99*** <,0001
Genotip*Okolina 46 236,88 3,26%** <,0001
Pogrjeska 71 72,75

*rx ** *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Tablica 17. Zaraza na genotipovima ozime pSenice u % na 22. dan nakon inokulacije
izolatom F. culmorum u Osijeku u 2009. i Tullnu u 2008. i 2009. godini

Genotip Osijek-20009. Tulln-2008. Tulln-2009. Prosjek
Aida 49,8 55,0 5,0 36,6
Alka 43,5 55,0 10,0 36,2
Bezostaja 45,8 52,5 0,7 33,0
Divana 24,0 30,0 0,3 18,1
Felix 45,8 65,0 20,0 43,6
Golubica 75,0 55,0 10,0 46,7
Janica 27,8 65,0 7,5 33,4
Katarina 50,0 62,5 17,5 43,3
Lela 50,0 40,0 12,5 34,2
Libellula 15,0 35,0 3,0 17,7
Lucija 31,0 52,5 12,5 32,0
OsjeCanka 27,8 37,5 15,0 26,8
Pipi 39,3 62,5 10,5 37,4
Renan 7,5 45,0 0,3 17,6
Renata 34,0 55,0 30,0 39,7
Seka 24,5 67,5 20,0 37,3
Sirban Prolifik 13,0 37,5 0,1 16,9
Soissons 10,0 57,5 0,1 22,5
Srpanjka 22,5 65,0 25,0 37,5
Super Zitarka 70,5 70,0 20,0 53,5
Tena 38,3 40,0 5,5 27,9
Ul 25,8 32,5 0,5 19,6
Zlatna Dolina 58,0 67,5 12,5 46,0
Zitarka 64,3 65,0 12,5 47,3
Prosjek 37,2 52,9 10,5 33,5
Lsd 0,05 15,95 20,31 11,82 9,74
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Reakcije genotipova na lokaciji Tulln bile su razliite ispitujuéi ukupnu otpornost.
Postotak zarazenih klasiéa varirao je od 30,0 (Divana) do 70,0 (Super Zitarka),
ocijenjeno na 22. dan nakon prvog tretmana u 2008. godini, te od 0,1 (Soissons i Sirban
Prolifik) do 30,0 (Renata), na 22. dan u 2009. godini. U Osijeku je postotak zaraze
varirao od 7,5 % (Renan) do 75,0 % (Golubica), ocijenjeno na 22. dan (Tablica 17.).

U provedenom istraZivanju tijekom dvije godine u Tullnu i jedne godine u Osijeku, na

Zitarka (53,5 %), Zitarka (47,3 %), Golubica (46,7 %) i Zlatna Dolina (46,0 %). Najmaniji
postotak zaraze na 22. dan imali su genotipovi Sirban Prolifik (16,9 %), Renan (17,6 %),
Libellula (17,7 %), Divana (18,1 %), U1 (19,6 %) i Soissons (22,5 %) (Graf 2.).

Graf 2. AMMI model genotipova ozime pSenice za ocjenu zaraze na 22. dan nakon
prve inokulacije (2007./08.i2008./09. u Tullnu i 2008./09. u Osijeku)
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Prosjecne vrijednosti

4.4. Tip | otpornost
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Tablica 18. Analiza varijance za Tip | otpornost genotipova ozime pSenice izraCunato
pomocu AUDPC-a u dvije godine (2007./08. i 2008./09.) u Tullnu

Tip | otpornost (AUDPC)

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode  Sredina kvadrata F-vrijednost P
Genotip 23 91148,14 10,72*** <,0001
Godina 1 7694488,15 878,77***  <,0001
Repeticija 1 5214,13 0,60ns 0,0629
Genotip*Godina 23 16623,81 1,90ns 0,4478
Genotip*Repeticija 23 8503,82 0,97ns 0,5268
Pogrjeska 24 8755,98

e e *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Tablica 19. FHB simptomi (%) na genotipovima ozime pSenice na 10., 14., 18., 22. i 26.
dan nakon prvoga tretmana izolatom F. culmorum u dvije godine (2007./08. i 2008./09.)
u Tullnu

Genotip 10. dan 14. dan 18. dan 22. dan 26. dan
Aida 32,8 49,5 60,5 69,3 77,3
Alka 37,0 51,3 63,5 70,5 77,0
Bezostaja 18,0 38,0 48,8 55,8 67,8
Divana 14,3 24,8 35,0 40,0 44,3
Felix 39,0 55,0 65,8 77,3 82,0
Golubica 35,8 45,0 61,8 72,3 81,0
Janica 36,5 44,8 55,3 69,3 80,5
Katarina 39,5 55,0 67,0 74,3 78,8
Lela 32,5 43,3 62,5 66,5 73,8
Libellula 25,5 36,5 50,3 61,5 79,0
Lucija 38,8 53,3 63,0 68,8 75,0
OsjecCanka 15,3 33,5 49,3 65,3 72,5
Pipi 29,3 49,8 61,8 68,3 79,8
Renan 17,0 26,5 43,0 55,3 60,3
Renata 41,0 71,3 77,8 82,8 84,8
Seka 36,0 58,5 67,5 76,0 80,5
Sirban Prolifik 17,5 26,5 37,3 47,0 48,0
Soissons 25,0 34,5 49,8 60,5 68,0
Srpanjka 46,0 64,0 69,3 75,5 80,8
Super Zitarka 57,0 62,5 75,0 82,0 85,0
Tena 19,3 35,0 42,5 61,5 72,3
ul 22,3 31,5 38,5 52,5 63,5
Zitarka 37,5 60,5 75,5 79,8 81,0
Zlatna Dolina 34,8 45,8 68,0 71,0 77,8
Prosjek 31,2 45,7 57,9 66,8 73,8
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Analizom varijance za Tip | otpornost genotipova utvrdene su statistiCki znaCajne
razlike izmedu genotipova i godina (Tablica 18.). Istrazujuci Tip | otpornost u Tullnu u
dvije godine, reakcije genotipova bile su razliCite. Na temelju postotka zarazZenih
klasova kroz sve repeticije unutar dvije godine na 26. dan nakon prvoga tretmana,
genotipovi Divana (44,3 %), Sirban Prolifik (48,0 %), Renan (60,3 %), Ul (63,5 %) i
Bezostaja (67,8 %) imali su najmaniji postotak zaraZzenih klasova. S najviSim postotkom
zarazenih klasova bili su genotipovi Super Zitarka (85,0 %), Renata (84,8 %), Felix
(82,0 %), Zitarka (81,0 %) i Golubica (81,0 %) (Tablica 19).

4.5. Tip Il otpornost

Analizom varijance za Tip Il otpornost utvrdena je znacajnost jedino izmedu
genotipova. Nije utvrdena znacCajnost za razliCite okoline (razliCiti odjeljci staklenika) niti
za interakciju genotip*okolina (Tablica 20.). Promatrajuéi analizu varijance za
izbljedivanje vrSnoga dijela klasa utvrdene su statistiCki znaCajne razlike izmedu
istrazivanih genotipova te za interakciju genotip*okolina (Tablica 21.).

Tablica 20. Analiza variance za Tip Il otpornost genotipova ozime pSenice
izraCunato pomoc¢u AUDPC-a.) u Tullnu (2009.) u dvije razliCite okoline (odjeljci
staklenika)

Tip 1l otpornost (AUDPC)

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode Sredina kvadrata F-vrijednost P
Genotip 25 1236,27 4,96%** <,0001
Okolina 1 295,21 1,18ns 0,2772
Klas 4 260,06 1,04ns 0,3848
Repeticija 1 0,07 0,00ns 0,9867
Genotip*Okolina 25 263,39 1,06ns 0,3916
Pogrjeska 463 249,46

*rx ** *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Tablica 21. Analiza varijance za izbljedivanje vrSnoga dijela klasa genotipova ozime
pSenice izracunato pomoc¢u AUDPC-a u Tullnu (2009.) u dvije razli¢ite okoline (odjeljci
staklenika)

Izbljedivanje vrSnoga dijela klasa (AUDPC)

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode Sredina kvadrata F-vrijednost P
Genotip 25 51,42 4,35%** <,0001
Okolina 1 20,39 1,73ns 0,1896
Klas 4 28,82 2,44ns 0,0463
Repeticija 1 21,46 1,82ns 0,1784
Genotip*Okolina 25 18,22 1,54* 0,0470
PogrjeSka 463 11,82

e e *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)
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Tablica 22. Spearmanov korelacijski koeficijent za Tip Il otpornost i izblijedivanja
vrSnoga dijela klasa genotipova ozime pSenice u razli€itim okolinama (odjeljci
staklenika) u Tullnu (2009.)

Svojstvo Izbljedivanje vrSnoga dijela klasa:
Tip Il otpornost: Okolina 1 Okolina 2
Okolina 1 0,64**

Okolina 2 0,43*

**p<0,01;*p<0,05

Tablica 23. FHB simptomi (zaraZeni klasi¢i) na genotipovima ozime pSenice na 7., 10.,
13., 16. i 19. dan nakon prvoga tretmana izolatom F. culmorum u dvije okoline u
stakleniku u Tullnu (2009.)

Genotip 7. dan 10. dan 13. dan 16. dan 19. dan
Aida 1,3 2,0 2,2 2,5 2,8
Alka 0,8 1,4 2,0 3,0 3,9
Bezostaja 0,8 1,8 2,6 3,6 4,2
Divana 0,7 1,6 2,2 4.4 54
E1-86U 1,0 2,0 2,6 4,1 5.4
E2-1T 0,3 0,8 1,0 1,1 1,1
Felix 0,4 1,8 2,2 3.4 4,0
Golubica 1,2 2,0 2,8 51 7,1
Janica 1,0 1,7 2,2 3,2 4,5
Katarina 0,8 1,3 1,9 3,3 4,5
Lela 1,3 1,6 2,0 2,3 2,7
Libellula 0,5 2,0 1,4 2,3 3,7
Lucija 0,7 1,6 2,0 3,8 5,7
OsjeCanka 0,9 2,0 2,7 5,1 7,0
Pipi 1,3 2,2 3,3 6,7 8,2
Renan 1,6 1,9 2,2 2,3 2,5
Renata 1,0 1,8 2,3 2,7 3,8
Seka 0,7 1,3 1,7 2,4 4,2
Sirban Prolifik 1,4 1,7 1,8 1,8 2,0
Soissons 1,1 1,9 2,6 4,3 4,9
Srpanjka 0,8 1,3 1,8 2,4 3,3
Super Zitarka 0,8 1,7 2,0 3,6 4,5
Tena 1,0 1,7 2,0 2,4 2,9
Ul 1,5 2,0 2,4 2,7 2,8
Zitarka 1,3 1,7 2,0 2,6 3,0
Zlatna Dolina 1,2 1,7 2,1 3,5 4.1
Prosjek 1,0 1,7 2,2 3,3 4,2
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Korelacije izmedu Tip Il otpornosti i izbljedivanja vrSnoga dijela klasa visoko su
znacajne u okolini 1 (r=0,64) te znac¢ajne u okolini 2 (r=0,43) (Tablica 22).

Najveci broj zarazenih klasi¢a u dvije okoline (zadnja ocjena) imali su genotipovi Pipi
(8,2), Golubica (7,1), Osje¢anka (7,1), Lucija (5,7) i E1-86U (5,4). Najmanje zarazZenih
klasi¢a imali su genotipovi E2-1T (1,1), Sirban Prolifik (2,0), Renan (2,5) i Lela (2,7)
(Tablica 23).

4.6. Tip lll otpornost

ANOVA je izraCunata za klasi¢e koji su pokazivali DON simptome, promatranih u
odredenim danima i preracunato u AUDPC. Za tip lll otpornost i izbljedivanje vrSnoga
dijela klasa (Slika 4.) nakon tretmana DON-om varijance genotipa i interakcija
genotip*okolina su visoko znacCajne (Tablica 24. i 25.). Korelacije izmedu Tip Il
otpornosti i izbljedivanja klasa u okolini 1 i 2 bile su visoko znac¢ajne (r=0,83; r=0,84)
(Tablica 26.).

Slika 4. Izbljedenje vrénoga dijela klasa nakon tretmana DON-om (snimila V. Spani¢)

Najmanje Sirenje DON-a zabiljezeno je kod kontrolnoga genotipa E2-1T te je i na 19.
dan imao najmanje zaraZenih klasi¢a (0,1). S nesto viSim vrijednostima DON zaraze
uslijedili su genotipovi Sirban Prolifik (2,4), Renan (2,4), Divana (2,5) i U1 (2,6). Najveca
DON zaraza na 19. dan zabiljezena je kod genotipa Pipi (3,6), iza kojeg su uslijedili
genotipovi Soissons (3,1), Renata (3,1), Srpanjka (3,1), Golubica (3,0) i Lucija (3,0)
(Tablica 27).
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Tablica 24. Analiza varijance za Tip Il otpornost genotipova ozime pSenice izraCunato
pomocu AUDPC-a u Tullnu (2009.) u dvije razliCite okoline (odjeljci staklenika)

Tip 11l otpornost (AUDPC)

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode  Sredina kvadrata F-vrijednost P
Genotip 25 682,97 4,83*** <,0001
Okolina 1 184,81 1,31ns 0,2534
Klas 4 18,68 0,13ns 0,9706
Repeticija 1 8,27 0,06ns 0,8090
Genotip*Okolina 25 459,00 3,25%** <,0001
Pogrjeska 463 141,29

e e *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0.05)

Tablica 25. Analiza varijance za izbljedivanje vrSnoga dijela klasa genotipova ozime
pSenice izraCunato pomocu AUDPC-a. u Tullnu (2009.) u dvije razliCite okoline
(odjeljci staklenika)

Izbljedivanje vrSnoga dijela klasa (AUDPC)

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode  Sredina kvadrata F-vrijednost P
Genotip 25 71,44 2,99%** <,0001
Okolina 1 60,25 2,52ns 0,1131
Klas 4 20,53 0,86ns 0,4887
Repeticija 1 1,35 0,06ns 0,8120
Genotip*Okolina 25 78,66 3,29%** <,0001
Pogrjeska 463 23,91

*rx ** *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0.05)

Tablica 26. Spearmanov korelacijski koeficijent za Tip Ill otpornosti i izbljedivanja
vrSnoga dijela klasa genotipova ozime pSenice u razliitim okolinama (odjeljci
staklenika) u Tullnu (2009.)

Svojstvo Izbljedivanje vrSnoga dijela klasa:
Tip 11l otpornost: Okolina 1 Okolina 2
Okolina 1 0,83**

Okolina 2 0,84**

+*p<0,01;*p<0,05
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Tablica 27. DON simptomi (izbljedeni klasiéi) na genotipovima ozime pSenice na 7., 10.,
13., 16. i 19. dan nakon prvoga tretmana DON-om u dvije okoline u stakleniku u Tullnu
(2009.)

Genotip 7. dan 10. dan 13. dan 16. dan 19. dan
Aida 0,1 0,9 1,9 2,6 2,9
Alka 0,2 0,8 1,7 2,3 2,5
Bezostaja 0,5 1,3 1,8 2,3 2,6
Divana 0,2 1,1 1,6 2,1 2,5
E1-86U 0,1 0,6 15 2,2 2,8
E2-1T 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1
Felix 0,5 1,1 1,7 2,3 2,8
Golubica 0,7 1,7 2,4 2,8 3,0
Janica 0,3 1,6 2,4 2,7 2,8
Katarina 0,5 11 19 2,6 2,7
Lela 0,6 1,1 1,4 2,5 2,8
Libellula 0,5 1,6 2,2 2,5 2,7
Lucija 0,4 1,4 2,3 2,8 3,0
OsjecCanka 0,1 0,8 1,7 2,4 2,7
Pipi 0,6 1,4 2,3 3,1 3,6
Renan 0,3 0,8 1,3 1,9 2,4
Renata 0,2 1,0 1,9 2,5 3,1
Seka 0,4 1,3 1,7 2,6 2,8
Sirban Prolifik 0,7 1,2 1,8 2,0 2,4
Soissons 0,8 1,8 2,5 3,0 3,1
Srpanjka 0,5 1.4 2,4 2,9 3,1
Super Zitarka 0,5 1,1 1,7 2,5 2,8
Tena 0,3 1,0 1,8 2,5 2,8
Ul 1,0 2,1 2,3 2,4 2,6
Zitarka 0,5 1,4 2,4 2,7 2,9
Zlatna Dolina 0,5 1,4 2,2 2,7 2,8
Prosjek 0,5 1,2 1,9 2,4 2,7
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4.7. Korelacije izmedu promatranih tipova otpornosti

U Tablici 28. prikazane su korelacije izmedu istrazivanih tipova otpornosti. Samo je
korelacija izmedu Tip | otpornosti i ukupne otpornosti bila visoko znacajna (r=0,93).

Tablica 28. Spearmanov korelacijski koeficijent za razliCite tipove otpornosti genotipova
ozime pSenice

Svojstvo Tip Il otpornost  Tip Il otpornost Ukupna otpornost
Tip | otpornost -0,10 0,24 0,93**

Tip Il otpornost 0,34 -0,03

Tip 11l otpornost 0,20
**p<0,01;*p=<0,05

Kod ukupne otpornosti najmanji AUDPC u dvije godine u Tullnu, odnosno najmanje
simptoma zaraze imali su genotipovi Divana (AUDPC=94,8), Sirban Prolifik (114,6), Ul
(133,2), Tena (151,0), Osjecanka (153,3), Renan (163,8), Bezostaja (174,1), Libellula
(175,5), Soissons (180,0) i Lela (195,4). NajzaraZeniji su bili genotipovi Felix (334,2),
Super Zitarka (333,6), Zlatna Dolina (317,2), Renata (306,5), Seka (295,3), Srpanjka
(294,6), Zitarka (291,8), Katarina (290,4), Aida (264,5), Pipi (263,3), Janica (255,6),
Lucija (255,6), Alka (252,6) i Golubica (252,4) (Graf 3.; Dodatak 1.). Promatrajuci Tip |
otpornost u dvije godine u Tullnu, najzarazenijim su se pokazali genotipovi Super
Zitarka (AUDPC=907,0), Renata (861,9), Srpanjka (826,4) i Zitarka (796,4), dok su
najmanje simptoma imali genotipovi Divana (356,9), Sirban Prolifik (397,8), Renan
(439,1), U1 (469,0), OsjeCanka (498,5) i Tena (498,6) (Graf 4.; Dodatak 1.). Kod Tip I
otpornosti najveCu zarazu u dvie godine u Tullnu imali su genotipovi Pipi
(AUDPC=49,4), Golubica (46,4), OsjeCanka (44,0), a najmanje zarazeni bili su Libellula
(21,7), Srpanjka (21,9), Seka (23,5), Sirban Prolifik (24,4), Felix (25,8), Lela (26,7),
Tena (27,2), Katarina (28,6), Renan (29,1), Aida (29,3), Zitarka (29,7) i Divana (30,7)
(Graf 4.; Dodatak 1.). Kao najotporniji genotipovi za Tip lll otpornost u dvije godine u
Tullnu bili su genotipovi Renan (AUDPC=14,1), Divana (18,9), Osje€anka (19,2), Alka
bili su Soissons (30,4), U1 (29,2), Pipi (28,8), Srpanjka (27,2), Zitarka (26,1), Lucija
(25,9), Janica (25,6), Zlatna Dolina (25,5), Libellula (25,4), Katarina (23,2) i Bezostaja
(23,1)(Graf 4.; Dodatak 1.).
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Graf 3. Prikaz Tip | i ukupne (kombinirane) otpornosti (AUDPC) genotipova ozime

pSenice u 2007./08. i 2008./09. u Tullnu
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Graf 4. Prikaz Tip Il'i Tip Il otpornosti (AUDPC) genotipova ozime pSenice u 2007./08. i

2008./09. u Tullnu
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4.8. Agronomska svojstva

4.8.1. Urod zrna

Analizom varijance utvrdene su vrlo znaCajne razlike za urod zrna izmedu
genotipova i tretmana te za interakciju genotip*tretman (Tablica 29.).

Tablica 29. Analiza varijance za urod zrna genotipova ozime pS$enice u dva tretmana
(kontrolni i inokulirani) u Osijeku u 2009. godini

Izvor varijabilnosti — : Urod zrna =

Stupnjevi slobode Sredina kvadrata  F-vrijednost P
Genotip 23 672,95 10,55%** <,0001
Repeticija 3 100,87 1,58ns 0,1966
Tretman 1 13808,57 216,46*** <,0001
Genotip*Tretman 23 287,13 4,50*** <,0001
Pogrjeska 141 63,79

e e *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Prosjecne vrijednosti uroda zrna 24 genotipa u kontrolnome tretmanu (prirodni
uvjeti) u 2009. godini na lokaciji Osijek varirale su od 59,90 dt/ha (Ul) do 94,22 dt/ha
(Renan), a u tretmanu inokulacijom od 26,83 dt/ha (Golubica) do 81,93 dt/ha (Renan).
Veci urod zrna, u prosjeku, ostvaren je na uzorcima genotipova ozime pSenice u
kontrolnome tretmanu (79,98 dt/ha) te mozemo govoriti o gubitku uroda zrna (20,97 %)
koji nastaje zbog zaraze Fusarium izolatom. Najvece razlike uroda zrna izmedu ta dva
tretmana utvrdene su za genotipove Golubica (63,82 %), Super Zitarka (48,72 %) i Aida
(38,32 %), dok su najmanje razlike utvrdene kod genotipova Libellula (0,45 %), Divana
(2,40 %), Ul (3,26 %), Sirban Prolifik (6,88 %), Lucija (7,91 %), Soissons (8,21 %),
Srpanjka (8,32 %), Bezostaja (11,82 %), Renan (13,04 %) i OsjeCanka (15,96 %)
(Tablica 30.).

Razlika uroda zrna pokazala je visoko znacajnu korelaciju sa simptomima zaraze na
22. dan (r=0,82). Nisu utvrdene znacajne korelacije simptoma zaraze na 22. dan s
parametrima kvalitete (Tablica 31).
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Tablica 30. Urod zrna istrazivanih genotipova ozime pSenice u dva tretmana (kontrolni i
inokulirani) i njihova razlika u Osijeku 2009. godine

Genotip Kontrola Inokulacija Prosjek Razlika
dt/ha dt/ha dt/ha dt/ha %

Renan 94,22 81,93 88,08 12,29 13,04
Katarina 92,18 61,82 77,00 30,36 32,94
Soissons 89,23 81,90 85,57 7,42 8,21
Aida 88,73 54,73 71,73 34,00 38,32
Srpanjka 87,95 80,63 84,29 7,32 8,32
Alka 87,85 66,97 77,41 20,88 23,77
Seka 86,44 70,04 78,24 16,40 18,97
Felix 86,36 70,81 78,59 15,55 18,01
Renata 85,92 71,82 78,87 14,10 16,41
Pipi 85,25 59,35 72,30 25,90 30,38
Zitarka 81,64 54,66 68,15 26,98 33,05
OsjeCanka 80,82 67,92 74,37 12,90 15,96
Janica 78,25 58,89 68,57 19,36 24,74
Bezostaja 76,42 67,39 71,91 9,03 11,82
Lucija 76,28 70,25 73,27 6,03 7,91
Divana 75,51 73,70 74,61 1,81 2,40
Super Zitarka 75,15 38,54 56,85 36,61 48,72
Lela 74,23 56,64 65,44 17,59 23,70
Golubica 74,15 26,83 50,49 47,32 63,82
Tena 73,90 58,08 65,99 15,82 21,41
Zlatna Dolina 72,29 50,01 61,15 22,28 30,82
Sirban Prolifik 72,19 67,22 69,71 4,97 6,88
Libellula 64,56 64,27 64,42 0,29 0,45
Ul 59,90 57,95 58,93 1,95 3,26
Prosjek 79,98 63,01 71,50 16,96 20,97
Lsd 0,05 12,63 8,72 9,04 12,78

Tablica 31. Spearmanov korelacijski koeficijent izmedu simptoma zaraze ocijenjene na
22. dan i razlike u tretmanima za urod zrna te pokazatelja kvalitete

Svojstvo RUZ RP RVG RSV

Simptomi, 22. dan 0,82** 0,07 -0,01 -0,08
**p<0,01;*p=<0,05

RUZ- Razlika uroda zrna; RP- Razlika proteina; RVG- Razlika vlaznog glutena; RSV-
Razlika sedimentacijske vrijednosti
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4.8.2. Hektolitarska masa

Analizom varijance za hektolitarsku masu zrna utvrdene su statisticki visoko
znacajne razlike izmedu genotipova i tretmana te za interakciju genotip*tretman (Tablica
32)).

Tablica 32. Analiza varijance za hektolitarsku masu zrna genotipova ozime pSenice u
dva tretmana (kontrolni i inokulirani) u Osijeku u 2009. godini

Hektolitarska masa

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode  Sredina kvadrata  F-vrijednost P
Genotip 23 19,52 15,70*** <,0001
Repeticija 3 3,37 2,71* 0,0473
Tretman 1 1512,57 1216,46***  <,0001
Genotip*Tretman 23 25,44 20,46*** <,0001
Pogrjeska 141 1,24

wrx e *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Hektolitarska masa zrna u kontrolnome tretmanu varirala je od 78,43 kg/hl (Zlatna
Dolina) do 83,80 kg/hl (Lela), a u tretmanu gdje je izvrSena umjetna zaraza od 65,90
kg/hl (Golubica) do 78,88 kg/hl (Srpanjka). Veca hektolitarska masa u prosjeku je
ostvarena na uzorcima genotipova ozime pSenice u kontrolnome tretmanu (80,88 kg/hl),
nego u inokuliranome tretmanu (75,27 kg/hl). Najveée razlike izmedu tretmana u
hektolitarskoj masi imao je genotip Golubica (20,25 %), dok su najmanje razlike imali
genotipovi Ul (1,65 %), Libellula (1,69 %) i Sirban Prolifik (2,10 %) (Tablica 33.).
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Tablica 33. Hektolitarska masa zrna genotipova ozime pSenice u dva tretmana
(kontrolni i inokulirani) i njihova razlika u Osijeku 2009. godine

Genotip Kontrola Inokulacija Prosjek Razlika
kg/hl kg/hl kg/hl kg/hl %

Lela 83,80 77,05 80,43 6,75 8,05
Super Zitarka 83,13 70,60 76,87 12,53 15,07
Felix 82,80 77,40 80,10 5,40 6,52
Golubica 82,63 65,90 74,27 16,73 20,25
Zitarka 82,10 74,68 78,39 7,42 9,04
Pipi 81,78 72,35 77,07 9,43 11,53
Renata 81,68 77,55 79,62 4,13 5,06
Aida 81,58 74,38 77,98 7,20 8,83
Divana 81,43 78,78 80,11 2,65 3,25
OsjeCanka 81,38 76,60 78,99 4,78 5,87
Soissons 81,18 76,33 78,76 4,85 5,97
Renan 81,15 76,43 78,79 4,72 5,82
Srpanjka 81,08 78,88 79,98 2,20 2,71
Janica 80,73 76,15 78,44 4,58 5,67
Alka 80,58 74,48 77,53 6,10 7,57
Katarina 80,50 74,18 77,34 6,32 7,85
Bezostaja 80,40 75,93 78,17 4,47 5,56
Tena 80,13 75,80 77,97 4,33 5,40
Lucija 79,55 75,93 77,74 3,62 4,55
Seka 79,23 75,65 77,44 3,58 4,52
Sirban prolifik 78,73 77,08 77,91 1,65 2,10
Ul 78,65 77,35 78,00 1,30 1,65
Libellula 78,58 77,25 77,92 1,33 1,69
Zlatna dolina 78,43 69,75 74,09 8,68 11,07
Prosjek 80,88 75,27 78,08 5,61 6,90
Lsd 0,05 0,99 1,98 1,26 1,78

Varijabilnost genotipova pSenice (Triticum aestivum L.) obzirom na FHB otpornost i genetsku divergentnost 59



Rezultati istraZivanja

4.8.3. Masa 1000 zrna

U Tablici 34. analizom varijance za masu 1000 zrna utvrdene su statistiCki visoko
znacajne razlike izmedu genotipova i tretmana te interakcije genotip*tretman.

Tablica 34. Analiza varijance za masu 1000 zrna genotipova ozime p$enice u dva
tretmana (kontrolni i inokulirani) u Osijeku u 2009. godini

Masa 1000 zrna

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode Sredina kvadrata  F-vrijednost P
Genotip 23 87,00 10,54*** <,0001
Repeticija 3 41,62 5,04** 0,0024
Tretman 1 2771,72 335,76*** <,0001
Genotip*Tretman 23 38,55 4,67*** <,0001
Pogrjeska 141 8,26

*rx *#* *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

U kontrolnome tretmanu masa 1000 zrna varirala je od 38,08 g (Srpanjka) do 49,60
g (Super Zitarka), a u inokuliranome tretmanu od 26,83 g (Golubica) do 45,30 g (U1).
Veca masa 1000 zrna u prosjeku je ostvarena na uzorcima genotipova ozime pSenice u
kontrolnome tretmanu (45,33 g), nego u inokuliranome tretmanu (37,98 g). Najvecée
razlike u masi 1000 zrna izmedu tretmana imali su genotipovi Golubica (39,95 %) i
Super Zitarka (34,38 %), dok su najmanije razlike ostvarili genotipovi Srpanjka (-2,81 %)
i Sirban Prolifik (4,17 %) (Tablica 35.).
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Tablica 35. Masa 1000 zrna istraZivanih genotipova ozime pSenice u dva tretmana
(kontrolni i inokulirani) i njihova razlika u Osijeku 2009. godine

. Kontrola Inokulacija Prosjek Razlika
Genotip 0
_ g g g g %

Super Zitarka 49,60 32,55 41,08 17,05 34,38
Renata 49,35 43,80 46,58 5,55 11,25
Renan 49,33 44,90 47,12 4,43 8,98
Bezostaja 48,68 41,28 44,98 7,40 15,20
Felix 48,35 37,90 43,13 10,45 21,61
Divana 48,23 42,88 45,56 5,35 11,09
Ul 47,95 45,30 46,63 2,65 5,53
Zitarka 47,20 35,83 41,52 11,37 24,09
OsjeCanka 47,15 41,75 44,45 5,40 11,45
Seka 45,68 38,88 42,28 6,80 14,89
Lela 45,50 35,35 40,43 10,15 22,31
Libellula 45,45 40,38 42,92 5,07 11,16
Aida 44,68 34,88 39,78 9,80 21,93
Alka 44,68 36,08 40,38 8,60 19,25
Golubica 44,68 26,83 35,76 17,85 39,95
Pipi 44,45 32,58 38,52 11,87 26,70
Sirban Prolifik 44,33 42,48 43,41 1,85 4,17
Tena 43,93 41,90 42,92 2,03 4,62
Katarina 43,33 35,83 39,58 7,50 17,31
Lucija 43,28 38,03 40,66 5,25 12,13
Zlatna Dolina 42,05 30,98 36,52 11,07 26,33
Janica 41,03 36,45 38,74 4,58 11,16
Soissons 41,00 35,63 38,32 5,37 13,10
Srpanjka 38,08 39,15 38,62 -1,07 -2,81
Prosjek 45,33 37,98 41,66 7,35 16,07
Lsd 0,05 4,32 3,34 3,25 4,60
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4.9. Kvaliteta istrazivanih genotipova psSenice

4.9.1. Sadrzaj proteina

Analizom varijance za sadrzaj proteina dobivene su statistiCki znacajne razlike izmedu
genotipova i tretmana. (Tablica 36.).

Tablica 36. Analiza varijance za sadrzaj proteina genotipova ozime p$enice u dva
tretmana (kontrolni i inokulirani) u Osijeku u 2009. godini

Sadrzaj proteina

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode  Sredina kvadrata  F-vrijednost P
Genotip 23 9,76 19,48*** <,0001
Repeticija 3 2,92 5,83*** 0,0009
Tretman 1 67,10 133,95*** <,0001
Genotip*Tretman 23 0,71 1,42ns 0,1092
PogrjeSka 141 0,50

e e *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Vedi sadrzaj proteina u prosjeku je ostvaren na uzorcima genotipova ozime pSenice
u tretmanu koji je umjetno zarazen izolatom F. culmorum (14,1 %) nego u kontrolnome
tretmanu (13,0 %). U kontrolnome tretmanu najveci sadrzaj proteina je varirao od
11,4 % (Soissons) do 16,2 % (Sirban prolifik). Sadrzaj proteina kod genotipova u
inokuliranome tretmanu kretao se od 12,3 % (Alka) do 16,6 % (U1). Najvece razlike u
postotku proteina izmedu dva tretmana imali su genotipovi Divana (3,1 %), Aida (1,9 %)
i Golubica (1,9 %), a najmanje razlike imali su Sirban Prolifik (0,3 %) i Osje€anka (0,5
%) (Tablica 37.).
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Tablica 37. Sadrzaj proteina (%) genotipova ozime pSenice u dva tretmana (kontrolni i
inokulirani) i njihova razlika u Osijeku 2009. godine

Genotip Kontrola Inokulacija Prosjek Razlika
% % % %
Sirban Prolifik 16,2 16,5 16,4 0,3
Ul 15,6 16,6 16,1 1,0
Tena 14,6 15,4 15,0 0,8
OsjecCanka 13,5 14,0 13,8 0,5
Zitarka 13,4 14,9 14,2 1,5
Super Zitarka 13,2 13,8 13,5 0,6
Renan 13,2 14,2 13,7 1,0
Divana 13,0 16,1 14,6 3,1
Golubica 13,0 14,9 14,0 1,9
Libellula 13,0 14,1 13,6 11
Felix 13,0 14,2 13,6 1,2
Bezostaja 12,9 14,5 13,7 1,6
Pipi 12,7 13,3 13,0 0,6
Janica 12,7 13,5 13,1 0,8
Lela 12,7 14,1 13,4 1,4
Renata 12,6 14,1 13,4 1,5
Zlatna Dolina 12,4 13,1 12,8 0,7
Seka 12,3 13,5 12,9 1,2
Katarina 12,2 13,4 12,8 1,2
Lucija 12,0 12,7 12,4 0,7
Srpanjka 12,0 13,5 12,8 1,5
Aida 11,8 13,7 12,8 1,9
Alka 11,5 12,3 11,9 0,8
Soissons 11,4 12,4 11,9 1,0
Prosjek 13,0 14,1 13,5 1,2
Lsd 0,05 1,13 0,63 0,80 1,13

4.9.2. Sedimentacijska vrijednost brasna

Analizom varijance za sedimentacijsku vrijednost brasna utvrdene su statisticki
visoko znacajne razlike izmedu genotipova i tretmana (Tablica 38.).
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Tablica 38. Analiza varijance za sedimentacijsku vrijednost brasna genotipova ozime
pSenice u dva tretmana (kontrolni i inokulirani) u Osijeku u 2009. godini

Sedimentacijska vrijednost brasna

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode  Sredina kvadrata  F-vrijednost P
Genotip 23 528,64 17,30%** <,0001
Repeticija 3 88,69 2,90* 0,0371
Tretman 1 1996,28 65,33*** <,0001
Genotip*Tretman 23 45,37 1,48ns 0,0849
Pogrjeska 141 30,56

Frx e *=znacajnost na P<0,001, 0,01 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Tablica 39. Sedimentacijska vrijednost genotipova ozime pSenice u dva tretmana
(kontrolni i inokulirani) i njihova razlika u Osijeku 2009. godine

Genotip Kontrgla Inokulegtcija Prosjsek ?I’?azlika

cm cm cm cm %
Sirban Prolifik 59 59 59 0 0
Tena 58 61 60 3 5
Ul 57 58 58 1 2
Golubica 48 56 52 8 14
OsjecCanka 48 50 49 2 4
Super Zitarka 46 44 45 -2 -5
Zitarka 45 56 51 11 20
Divana 43 61 52 18 30
Libellula 42 49 46 7 14
Renan 41 51 46 10 20
Bezostaja 41 51 46 10 20
Lela 38 48 43 9 21
Felix 38 49 44 11 22
Janica 38 42 40 4 10
Pipi 37 37 37 0 0
Katarina 37 42 40 5 12
Renata 36 49 43 13 27
Zlatna Dolina 36 38 37 2 5
Lucija 35 37 36 2 5
Aida 34 45 40 11 24
Seka 32 41 37 9 22
Srpanjka 31 38 35 7 18
Alka 31 34 33 3 9
Soissons 29 35 32 6 17
Prosjek 41 47 44 6 14
Lsd 0,05 8,54 5,20 6,26 8,85
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VecCa sedimentacijaska vrijednost brasna u prosjeku je utvrdena na genotipovima
ozime pSenice u tretmanu u kojem je izvrSena umjetna infekcija izolatom F. culmorum
(47 cm®, nego u kotrolnome tretmanu (41 cm®. U kontrolnome tretmanu
sedimentacijska vrijednost bragna varirala je od 29 cm?® (Soissons) do 59 cm? (Sirban
Prolifik), a u inokuliranome tretmanu od 34 cm® (Alka) do 61 cm® (Tena i Divana).
Najvece razlike izmedu dva tretmana imali su genotipovi Divana (30 %), Renata (27 %),
Aida (24 %), Felix (22 %), Zitarka (20 %), Bezostaja (20 %), Renan (20 %) i Lela (21
%), a najmanije razlike imali su Super Zitarka (-5 %), Sirban Prolifik (0 %), Pipi (0 %), U1
(2 %), OsjeCanka (4 %), Zlatna Dolina (5 %) i Lucija (5 %) (Tablica 39.).

4.9.3. Vlazni gluten

Analizom varijance utvrdene su statisticki visoko znacajne razlike izmedu istrazivanih
genotipova i tretmana (Tablica 40.).

Tablica 40. Analiza varijance za vlazni gluten genotipova ozime pSenice u dva tretmana
(kontrolni i inokulirani) u Osijeku u 2009. godini

Vlazni gluten

Izvor varijabilnosti

Stupnjevi slobode Sredina kvadrata F-vrijednost P
Genotip 23 87,51 17,21%** <,0001
Repeticija 3 26,47 5,21** 0,0019
Tretman 1 515,81 101,45***  <,0001
Genotip*Tretman 23 7,20 1,42ns 0,1132
PogrjeSka 141 5,08

Frx e *=znacCajnost na P<0,001, 0,01 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

U prosjeku je vecli sadrzaj vlaznoga glutena izmjeren na uzorcima genotipova
pSenice u tretmanu koji je bio umjetno zarazen izolatom F. culmorum (33,9 %) nego na
kontrolnim uzorcima (30,6 %). U kontrolnome tretmanu vrijednosti vlaznoga glutena
varirale su od 24,5 % (Aida) do 40,3 % (Sirban Prolifik), dok se u inokuliranome
tretmanu sadrzaj vlaznoga glutena kretao od 28,5 % (Alka) do 40,1 % (U1). Najvece
razlike izmedu dva tretmana imao je genotip Divana (8,7 %), a najmanje razlike imali su
Sirban Prolifik (-0,3 %) i Pipi (0,5 %). (Tablica 41.).
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Tablica 41. Vlazni gluten genotipova ozime pSenice u dva tretmana (kontrolni i
inokulirani) i njihova razlika u Osijeku 2009. godine

Genotip Kontrola Inokulacija Prosjek Razlika
% % % %
Sirban Prolifik 40,3 40,0 40,2 -0,3
Ul 38,4 40,1 39,2 1,7
Tena 35,6 37,8 36,7 2,3
OsjecCanka 33,0 34,9 33,9 19
Super Zitarka 32,3 33,4 32,8 1,1
Libellula 32,0 35,4 33,7 3,4
Zitarka 31,8 36,1 34,0 4,3
Golubica 31,5 35,7 33,6 4,2
Renan 31,1 34,0 32,5 2,8
Divana 30,9 39,6 35,2 8,7
Pipi 30,0 30,5 30,3 0,5
Felix 29,9 34,1 32,0 4,2
Zlatna Dolina 29,8 31,1 30,4 1,3
Janica 29,8 32,3 31,0 2,5
Seka 29,6 33,4 31,5 3,9
Bezostaja 29,5 34,4 31,9 4,9
Renata 29,4 34,2 31,8 4,7
Lela 29,2 33,8 31,5 4,7
Srpanjka 28,8 33,2 31,0 4,4
Katarina 28,1 31,8 30,0 3,7
Lucija 27,1 30,2 28,6 3,2
Soissons 26,4 28,7 27,6 2,3
Alka 25,8 28,5 27,1 2,8
Aida 24,5 30,3 27,4 57
Prosjek 30,6 33,9 32,2 3,3
Lsd 0,05 3,55 2,04 2,55 3,61
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4.10. Broj zrna zarazenih Fusariumom (FCK)

Analizom varijance utvrdene su statisticki visoko znacCajne razlike izmedu genotipova
i okolina te znagajnost za interakciju genotip*okolina (Tablica 42.).

Tablica 42. Analiza varijance za broj zrna zarazenih Fusariumom na genotipovima
ozime pSenice u tri okoline (2007./08. i 2008./09. u Tullnu i 2008./09. u Osijeku)

FCK
lzvor varijabilnost Stupnjevi slobode Sredina kvadrata . k- P
vrijednost

Genotip 23 568,85 4,07*** <,0001
Repeticija 1 58,14 0,42ns 0,5210
Okolina 2 56075,69 401,33***  <,0001
Genotip*Okolina 46 277,36 1,99* 0,0046
PogrjeSka 71 139,73

*rx F* *=znacajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

NajviSe zarazenih zrna Fusariumom (%) u Tullnu (2007./08. i 2008./09.) i Osijeku
(2008./09.) imali su genotipovi Alka (58,3 %), Pipi (57,8 %), Lucija (51,1 %) i Bezostaja
(49,1 %). Najmanje zarazenih zrna imali su genotipovi Divana (18,8 %), Tena (24,8 %),
Libellula (27,6 %) i OsjeCanka (30,4 %) (Graf 5.).

Visoko znacajna korelacija utvrdena je samo izmedu lokacije u Osijeku 2009. godine i
Tullnu 2008. godine (Tablica 43.).
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Graf 5. AMMI model genotipova ozime pSenice za broj zrna zarazenih Fusariumom
(2007./08. i 2008./09. u Tullnu i 2008./09. u Osijeku)
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Tablica 43. Spearmanov korelacijski koeficient za FCK na razli€itim lokacijama i
godinama

Tretman Tulln, 20009. Osijek, 2009.
Tulln, 2008. 0,40 0,59**
Tulln, 2009. 0,30

**p<0,01;*p<0,05
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4.11. Procijenjena koli¢éina DON-a

Najmanje procijenjene koli¢ine DON-a utvrdene su kod genotipova Sirban Prolifik
(1,7 mg/kg), Renan (1,8 mg/kg), Libellula (1,8 mg/kg) i Divana (1,8 mg/kg), a najvece
kod genotipova Super Zitarka (5,4 mg/kg), Zitarka (4,7 mg/kg) Golubica (4,7 mg/kg) i
Zlatna Dolina (4,6 mg/kg) (Graf 6.).

Graf 6. Procijenjena koli¢ina DON-a
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Tablica 44. Spearmanov korelacijski koeficijent za procijenjenu koli¢inu DON-a i FCK

Svojstvo Procijenjena koli¢ina DON-a
FCK 0,48*
**p<0,01;*p<0,05

Utvrdena je znacajna korelacija (r=0,48) izmedu zrna zarazenih Fusariumom i
procijenjene koliCine DON-a (Tablica 44.).
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4.12. Visina i datum cvjetanja genotipova ozime psSenice

Analizom varijance za visinu genotipova utvrdena je statistiCki visoko znacajna
razlika izmedu genotipova i okolina te za interakciju genotip*okolina (Tablica 45.).

Tablica 45. Analiza varijance za visinu genotipova ozime pSenice u tri okoline
(2007./08. 1 2008./09. u Tullnu i 2008./09 u Osijeku)

Izvor varijabilnosti Visina biljke

Stupnjevi slobode Sredina kvadrata  F-vrijednost P
Genotip 23 2329,19 216,72*** <,0001
Repeticija 1 16,67 1,55ns 0,2170
Okolina 2 5680,26 528,52%** <,0001
Genotip*Okolina 46 42,42 3,95%** <,0001
PogrjeSka 71 10,75

Frx e *=znacajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Na obje lokacije (Osijek i Tulln) najviSi genotipovi bili su U1 (134 cm), Sirban Prolifik
(133 cm), Tena (96 cm) i Bezostaja (94 cm). Najnizi genotipovi bili su Srpanjka (56 cm),
Renata (60 cm), Seka (62 cm) i Katarina (64 cm) (Graf 7.).

Graf 7. AMMI model istrazivanih genotipova ozime p$enice za njihovu visinu (2007./08. i
2008./09. u Tullnu i 2008./09. u Osijeku)
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Spearmanovim korelacijskim koeficijentom utvrdena je visoka negativha znacajnost
izmedu visine genotipova i AUDPC-a za ukupnu otpornost (r=-0,77) te visine genotipova
i AUDPC-a za Tip | otpornost (r=-0,81). lzmedu visine genotipova i AUDPCA-a za Tip |l
otpornost (r=0,14) te izmedu visine genotipova i AUDPC-a za Tip Ill otpornost (r=-0,18)
nije utvrdena statistiCki znaCajna korelacija (Tablica 46.). Najnizi genotipovi u dvije
godine pokusa u Tullnu bili su Srpanjka (51,5 cm), Renata (55,1 cm), Seka (57,5 cm) i
Katarina (59,9 cm), a najviSi genotipovi bili su Sirban Prolifik (135,3 cm) i U1 (133,3 cm)
(Graf 8., 9., 10., 11.; Dodatak 1.).

Tablica 46. Spearmanov korelacijski koeficijent za visinu i razliite tipove otpornosti
genotipova ozime pSenice izmjereno u Tullnu u 2007./08. i 2008./09. godini

AUDPC za AUDPC AUDPC za AUDPC za
Svojstvo Tip | zaTip Tip I ukupnu
otpornost  otpornost otpornost otpornost
Visina genotipa -0,81** 0,14 -0,18 -0,77**
**p<0,01;p=<0,05
Graf 8. Ukupna otpornost (AUDPC) Graf 9. Tip | otpornost (AUDPC)
Ivisina genotipa Ivisina genotipa

Tip | otpornost (AUDPC)

o
-4
=]
)
3
%
g
£
£
3
£
5
m
c
[
=
H
5
E
S
¥

100

50 100
Visina genotipa

Graf 10. Tip Il otpornost (AUDPC) Graf 11. Tip lll otpornost (AUDPC)
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Analizom varijance za datum cvjetanja genotipova nisu utvrdene statisti¢ki znacajne
razlike izmedu genotipova, godina, niti za interakciju genotip*godina (Tablica 47.).

Tablica 47. Analiza varijance za datum cvjetanja genotipova ozime pSenice u Tullnu u
2007./08. i 2008./09. godini

Izvor Datum cvjetanja

varijabilnosti Stupnjevi slobode  Sredina kvadrata  F-vrijednost P
Genotip 23 37,87 0,67ns 0,8501
Godina 1 12,04 0,21ns 0,6464
Genotip*Godina 23 2,22 0,04ns 1,0000
PogrjeSka 48 56,50

wrx e *=znacajnost na P<0,001, 0,01 i 0,05; ns=neznacajnost (P>0,05)

Nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika izmedu datuma cvjetanja i AUDPC-a za
tipove otpornosti genotipova ozime p$enice (Tablica 48.).

Tablica 48. Spearmanov korelacijski koeficijent izmedu datuma cvjetanja i AUDPC-a za
razliite tipove otpornosti genotipova ozime pSenice

AUDPC za AUDPC za AUDPC  AUDPC za

Svojstvo Tip | Tip 1l za Tip 1 ukupnu
otpornost otpornost otpornost  otpornost
Datum cvjetanja -0,40 0,33 0,05 -0,36

**p<0,01, *p<0,05

4.13. Genetska divergentnost

KoriStena su 24 mikrosatelitna markera za 18 lokusa da bi se ocijenila genetska
udaljenost 30 genotipova pSenice. Ukupno je otkriveno 152 alela. Broj alela po lokusu
varirao je od 1 za Gwm888 do 14 za Gwm681, s prosjecnim brojem od 8,44 alela po
lokusu (Tablica 49.). Najveci broj alela po lokusu zabiljezen je na A genomu sa 7,17
alela, u usporedbi s genomom B, koji je imao 5,86 alela, i genomom D, koji je imao
5,00 alela. Najveci broj alela zabiljezen je na 7. kromosomu (9,50), dok je najmaniji broj
alela otkriven na 3. i 4. kromosomu (5,00 i 5,25) (Tablica 50.).
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Tablica 49. Prikaz koristenih mikrosatelitnih markera, njihovih kromosomskih lokacija,

oCekivanih veli€ina alela, broja alela i PIC vrijednost

Mikrosatelitni | Kromosomska

Ocekivana veli€ina Broj alela

marker lokacija alela (bp) (Na) PIC
Gwm164 1A 120 7 0,76
Gwm642 1D 180-200 5 0,69
Gwm558 2A : 7 0.75
WMC667 2A : 10 0.82
Gwm120 2B 150-170 9 0.82
Gwm349 2D 210-260 6 0,76
Gwm1071 3A 150 8 0,76
Barc84 3B - 2 0,07
Gwm160 a7 180 5 0,56
GWM610 47 170 6 0.81
GwmBs8 4B 195 1 0,08
Gwm624 4D 130-140 9 0,84
Barcs6 5A 125 6 0,66
Barc319 5A i 7 0.82
Gwm408 5B : 7 0.67
Gwm335 5B 200-240 9 0,82
Gwm190 5D 200-250 2 0.24
Barc3 6A : 5 0,75
Gwm427 6A 180-200 6 0,79
GWm219 6B 150-190 8 0,83
GwmB16 6B 180-190 5 0.72
Barc273 6D 225-240 3 0,60
Gwm681 A 190 14 0,90
GWmB70 A 135 5 0.78

Tablica 50. Prikaz broja alela i broja koristenih mikrosatelita po genomima i

kromosomima

Genom Broj alela Broj koriSenih mikrosatelita
A 7,17 12
B 5,86 7
D 5,00 5
Kromosom
1 6,50 2
2 8,00 4
3 5,00 2
4 5,25 4
5 6,20 5
6 5,40 5
7 9,50 2
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PIC vrijednosti za mikrosatelite varirale su od 0,07 do 0,90 (Tablica 49). Oko 87,5 %
SSR markera koji prozimaju 7 kromosoma A, B i D genoma imalo je PIC vrijednost veéu
od 0,50 $to ukazuje na to da je vec¢ina markera omogucila visoke razine polimorfizma.
Najvise polimorfan SSR lokus bio je Gwm681 na kromosomskoj lokaciji 7A sa 14 alela, i
najvecom PIC vrijednosti od 0,90.

Najmanja genetska sli€nost utvrdena je izmedu genotipova Pipi i Chinese Spring
(0,00), Pipi i Sumai (0,05), Janica i Courtot (0,05), Janica i Pipi (0,05), a vrijednosti su
bile iste za Diceov i Bandov koeficijent. Najveca genetska slicnost dobivena je izmedu
genotipova Super Zitarka i Zitarka (0,65), Tena i Osjeganka (0,65), istih vrijednosti za
Diceov i Bandov koeficijent. Sli¢ne vrijednosti imale su Tena i Bezostaja (Dice=0,60;
Band=0,62), Lela i Toras (0,65; 0,60), Janica i Alka (0,60; 0,61), Felix i Seka (0,57;
0,62), s malim razlikama u koeficijentima (Prilog 1).

Slika 5. Produkti amplifikacije s pocetnicama Wmc667, Gwm349, Barc273 na 30
genotipova ozime p$enice (snimila V. Spani¢)
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Na Slici 5. prikazani su produkti amplifikacije s tri markera (Wmc 667, Xgwm 349 i
Barc 273). Pomocu vrijednosti genetske sliCnosti za istrazivane genotipove ucinjena je
analiza UPGMA metodom te napravljeni dendogrami (Graf 12. i 13.). Na dendogramu
se uocCava izdvojenost genotipova Pipi i Courtat u odnosu na ostale genotipove, pa su
se, prema tome, i razdvojile dvije velike grupe. U drugoj velikoj grupi izdvojen je genotip
Ul i Frontana kao zasebna podgrupa. Prema dendogramu, najmanje udaljenosti uz
koriStenje Band koeficijenta utvrdene su za genotipove Seku i Felix, Lelu i Toras,
Zitarku i Super Zitarku, Janicu i Alku te Osjedanku i Tenu. Slian prikaz dobiven je i
pomocu Diceovog koeficijenta.
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Graf 12. Dendogram 30 genotipova kruSne pSenice baziran na 24 SSR markera.
Vrijednosti X-osi odgovaraju BAND-ovom koeficijentu sli¢nosti.
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Graf 13 Dendogram 30 genotipova kruSne pSenice baziran na 24 SSR markera.
Vrijednosti X-osi odgovaraju DICE-ovom koeficijentu sli¢nosti.
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5. RASPRAVA

5.1. Morfoloska i molekularna identifikacija Fusarium vrsta

U cilju da se utvrde najzastupljenije vrste roda Fusarium na podrucju istocne
Hrvatske, sakupljena su zrna sa simptomima FHB, s kojih je izolirano viSe od 400
Fusarium izolata. Morfoloske identifikacije su dugotrajniji procesi koji zahtjevaju dosta
rada, uz koristenje razliCitih morfoloskih karakteristika pri identifikaciji Fusarium vrsta.
Zbog slicnosti razlicitih Fusarium vrsta, €esto se na temelju morfoloSkih karakteristika
ne moze sa 100 % sigurnoSc¢u utvrditi identificirana vrsta. Taksonomistima cesto
identifikacija Fusarium vrsta predstavlja poteSko¢u zbog morfoloskih i fizioloskih razlika
izmedu izolata kod mnogih vrsta. Osim toga, morfoloSke su identifikacije komplicirane
zbog varijabiliteta u kulturi te zbog €injenice da Fusarium vrste mogu brzo mutirati i
degenerirati u kulturi. Zbog takve slozenosti kod morfoloSke identifikacije Cesto se
dogodi da se ista Fusarium vrsta pojavljuje pod drugadijim nazivima u razli¢itim
zemljama. Molekularne tehnike omugudile su puno brza i preciznija istrazivanja. U
provedenom istrazivanju prvo su ucinjene morfoloske identifikacije, a kao odli¢na
potvrda posluzile su molekularne identifikacije.

Na temelju provedenih istrazivanja i koriStenjem molekularnih markera, moze se
govoriti o dominantnosti Cetiriju Fusarium vrsta na podrucju istoCne Hrvatske.
Provedeno istraZivanje identifikacije Fusarium vrsta putem molekularnih markera
posluzilo je kao potvrda provedenoj morfoloskoj identifikaciji. Da bi se utvrdile ostale
Fusarium vrste, koje su zastupljene u manjim postocima na podrucju isto¢ne Hrvatske
potrebno je provesti istrazivanja kroz viSe godina te morfoloSku identifikaciju
nadopunjavati molekularnim metodama. U borbi protiv odredenoga patogena,
oplemenjiva€ mora poznavati i genetsku varijabilnost patogena (Martin€i¢ i Kozumplik,
1996.).

Vrsta F. graminearum bila je najdominantnija u obje godine istrazivanja. Druga vrsta
po uCestalosti u 2008. godini bila je F. avenaceum, a F. culmorum u 2009., iako su to
bile male varijacije. Ti su rezultati u skladu s istrazivanjima u drugim drzavama u Europi
(Lemmens i sur., 2004., Isebaert i sur., 2004., Gromadzka i sur., 2008.), gdje su
dominirale iste vrste. U Njemackoj Birzele i sur., (2002.), iznijeli su sljedecCe podatke o
zastupljenosti Fusarium vrsta: u 1997. godini: F. avenaceum (30 %), F. graminearum i
F. culmorum (35 %), F. poae (26 %), F. tricintum (1 %), ostale Fusarium vrste (8 %); u
1998. godini: F. avenaceum (51 %), F. graminearum i F. culmorum (37 %), F. poae (9
%), ostale Fusarium vrste (3 %). U Poljskoj Fusarium vrste istrazivali su Tomczak i
sur., (2002.). 1998. godine u regiji Zulway i Wielkopolska dominirale su: F.
graminearum (20 %; 23 %), F. culmorum (16 %; 25 %), F. avenaceum (31 %; 25 %),
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Microdochium nivale (33 %; 26 %). U 1999. godini: F. graminearum (26 %; 38 %), F.
culmorum (10 %; 7 %), F. avenaceum (29 %; 52 %), M. nivale (35 %; 3 %).

5.2. Horizontalna otpornost

U cilju analize horizontalne otpornosti, provedeno je istraZzivanje u kojemu su
koriStena tri razli€ita izolata (F. graminearum, F. culmorum i F. avenaceum), ispitujuéi
razliita svojstva (Tip | otpornost, ukupna otpornost, masa 50 klasova, masa zrna
dobivena od 50 klasova). Za kontrolni tretman koristen je fungicid. Analizom varijance
za svako svojstvo utvrdene su statistiCki znaCajne razlike izmedu genotipova kod svih
svojstava. Utvrdene su visoko znacCajne korelacije za ispitivana svojstva izmedu svih
izolata. Time je potvrdena horizontalna priroda FHB otpornosti. U slu€aju kontrolnoga
tretmana s fungicidima samo su neka svojstva statistiCki znaCajno korelirala s
tretmanima gdje su koriSteni izolati. Tako je za Tip | otpornost tretman fungicidom
korelirao s tretmanima s F. graminearum i F. avenaceum, za masu 50 klasova s
tretmanima izolatima te za masu zrna od 50 klasova s F. graminearum. Horizontalna
otpornost kontrolirana je s viSe gena pa je zato nazvana poligena ili multigena
otpornost. Ona je i nespecificna za odredene rase te je stabilna i trajna, za razliku od
vertikalne otpornosti, koja je kontrolirana jednim genom otpornosti te je manje stabilna.
IstraZivanje je pokazalo visoke korelacije izmedu svih izolata, sto ukazuje na sli¢ne
reakcije na razliite Fusarium vrste i njihove izolate, odnosno tretmane proiziSle iz
umjetnih infekcija s razli€itim izolatima Fusariuma. Tako visoke korelacije u skladu su s
prijasnjim istraZivanjima (Mesterhazy i sur., 2005.).

5.3. Pristup FHB otpornosti

Ocjena FHB otpornosti na genotipovima pSenice oduzima puno vremena, zahtjevna
je i donosi povecane troSkove zbog fenotipske ekspresije koja je kvantitativne prirode te
je pod utjecajem okolinskih uvjeta. Precizne fenotipske ocjene, nakon inokulacija,
preduvjet su istrazivanju u programima koji se bave proucavanjem genotipova pSenice
na otpornost na FHB. U ovom istrazivanju umjetne inokulacije u poljskim pokusima
provedene su individualno za svaki genotip u vrijeme cvjetanja inokulatom koji je
sadrzavao makrokonidije odredene Fusarium vrste, Sto je dovelo do razvoja FHB na
svim istrazivanim genotipovima. IstraZivanje je provedeno u Tullnu tijekom dvije godine
te u Osijeku u jednoj godini. Postavljenim poljskim pokusom na dvije lokacije unutar
dvije godine u Cetiri repeticije u Osijeku i dvije repeticije u Tullnu, kao i koristenje
sustava za navodnjavanje u Tullnu, kojim se osigurala optimalna vlaznost, omogucila se
preciznija ocjena razine otpornosti istrazivanih genotipova. Pokus u stakleniku proveden
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je u Tullnu u dvije razliCite okoline, odnosno dva razliCita odjeljka staklenika, da bi se
dobile preciznije informacije o istrazivanim svojstvima.

Da bi se utvrdile sastavnice otpornosti, koriStene su razli€ite inokulacijske tehnike.
Pojava FHB (Tip | otpornost), kao i intezitet FHB (ukupna otpornost) ocijenjeni su nakon
sprejne inokulacije u poljskim pokusima. Ukupna otpornost ovisi 0 mnogo gena Kkoji
imaju ulogu u prisutnosti ili formiranju razliCitih obrambenih struktura. Ispitivanjem
ukupne otpornosti na dvije razliCite lokacije, a izmjereno na 22. dan nakon inokulacija,
kao najotporniji bili su genotipovi nositelji gena na otpornost (Soissons, Renan) te
genotipovi koji su koriSteni u proslosti (Sirban Prolifik, Libellula, U1) i Divana. Poznato je
da genotip Renan ima QTL za otpornost na FHB na kromosomu 5AL (Gosman i sur.,
2007.), dok genotip Soissons ima stabilan major FHB QTL povezan s Rht-D1 lokusom
(Srinivasachary i sur., 2009.). Razlog manje zarazenosti kod starijih genotipova moze
biti pripisan pasivhim mehanizmima otpornosti zbog viSe stabljike, rastresitijega klasa ili
posjedovanja gena za otpornost na FHB. Ne treba iskljuciti ni moguénost promjene
izolata patogena koji su dominirali na starijim genotipovima.

Tip | otpornost moze u velikoj mjeri biti pod utjecajem okolinskih uvjeta u vrijeme
FHB infekcije, kao i pod utjecajem morfoloSkih osobina klasa. Najbolju Tip | otpornost
imali su genotipovi u literaturi poznatih otpornosti (Renan, Bezostaja) i visi stariji
genotipovi (Divana, Sirban Prolifik, U1, OsjeCanka, Tena). Bezostaja posjeduje gene za
FHB otpornost na kromosomu 2AS. Neke druge analize ukazuju da posjeduje i alele na
kromosomu 5A (Guptai sur., 2001.) te je i bilo za oCekivati da Bezostaja pripada medu
otpornije genotipove. Ban i sur., (2003.), smatraju da su genetska mjesta za Tip | i Tip
Il otpornost razliCita, a istovremeno su otkrili da jedan QTL na kromosomu 2DS
pokazuje negativne efekte na Tip | i Tip Il otpornost, §to znadi da Sumai 3 osim
otpornih, ima i osjetljive gene. Niti Shaner i Buechley, (2003.), nisu pronasli znacajne
korelacije izmedu ta dva tipa otpornosti.

Tipu Il Tipu Il otpornosti pristupilo se inokulirajuci sredidnji klasi¢ klasa te izmjerivsi
progresiju simptoma bolesti u uvjetima staklenika, gdje su regulirane temperatura i
vlaga, te je na taj nacin smanjena mogucénost pogrjeSke. Kod Tip Il otpornosti
primjenjeno je ubodno ranjavanje, a kod Tip Il otpornosti DON samo je uveden u cvijet
izmedu leme i palee bez ranjavanja. Relativha vlaga nakon inokulacija podignuta je na
80 %, da bi se usporila evaporacija primjenjene kapljice sa sporama. Smatramo da o
Tipu Il otpornosti mozemo zakljuCiti na temelju izbljedivanja vrSnoga dijela klasa na
temelju visoko znacCajnih korelacija izmedu izbljedivanja vrSnoga dijela klasa i FHB
simptoma. Ono, najvjerojatnije, nastaje jer dolazi do prekida translociranja vode i
hranjivih tvari u vrh klasa. Sredisnji dio klasa kojim putuju voda i hranjive tvari biva
uniSten na mjestu inokulacije te je onemoguéen transport vode i hranjiva kroz rahilu.
Otporniji genotipovi prema AUDPC-u u razdoblju od dvije godine u Tullnu za Tip 1l
otpornost bili su Libellula, Srpanjka, Seka, Sirban Prolifik, Felix, Lela, Tena, Katarina,
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Renan, Aida, Zitarka i Divana. Na temelju rezultata koji su prikazani Grafom 14. ili 15.,
uoCavamo kako genotip Sirban Prolifik mozda ima neke sli€ne alele s genotipom
Hermann, a Hermann je otprije poznat kao otporniji genotip (Badea i sur., 2008.).
Genotip Pipi imao je vecu zarazu nego drugi genotipovi kod Tip Il otpornosti. Medutim,
to odstupanje mozda bi trebalo pripisati nekim drugim Cimbenicima, koji su proizisli iz
sluCajnosti, a ne iz neotpornosti genotipa. Moguce je da su biljCice toga genotipa bile
nesto slabije, a samim time i klasovi, kod kojih je uslijedilo jae Sirenje zaraze. Prvi
vidljivi simptomi prouzroc€eni tretiranjem DON-om bili su izblijedene mrlje na klasi¢ima.
One su se pojavile u manje od 1 % tretiranih klasi¢éa 2 do 4 dana nakon tretmana.
Izblijedene mrlje Sirile su se u akropetalnome i bazipetalnome smijeru. Veé nakon
sedam dana, kod osjetljivih genotipova u vrSnome dijelu, iznad tretmana DON-om,
doSlo je do izbljedivanja te se zrna viSe nisu mogla normalno razviti. Kao Sto je i
oCekivano, klasovi tretirani DON-om nisu pokazivali FHB simptome (ruziCasta i
narancasta obojenja od micelija). Promatraju¢ci DON simptome tijekom pet ocjena,
zabiljezen je progresivan rast simptoma kod svih genotipova. Primjena DON-a u
sredisnji dio klasa, kod osjetljivih genotipova prouzrocila je potpuno bljedenje vrSnoga
dijela klasa, $to ukazuje na to da se o otpornosti na DON moze zakljuditi i na temelju
izbljedenja vrSnoga dijela klasa. Najotporniji genotipovi na DON, prema AUDPC-u, bili
su Renan, Divana, OsjeCanka, Alka, Lela, Aida i Tena. Genotip Divana na dendogramu
nalazi se blizu Bezostaje, Sto ukazuje na postojanje zajednickih alela za otpornost.
Medutim, na temelju kontrolnoga genotipa, koji je na 19. dan ocjene imao samo 0,1 %
zaraze, moze se postaviti pitanje posjeduju li ostali genotipovi, koji su imali preko 2 %
zaraze, otpornost na akumulaciju DON-a.

U provedenom istrazivanju nekoliko genotipova pokazalo je odredenu razinu Tip Il
otpornosti na 26. dan nakon inokulacija (E2-1T, Sirban Prolifik, Renan, Lela). Medutim,
gotovo svi genotipovi imali su nisku Tip | otpornost, koja je na 26. dan kod svih
genotipova iznosila preko 50 %, osim kod Divane (44,3 %) i Sirban prolifika (48,0 %).
Navedene su vrijednosti vrlo visoke i kod tih genotipova te je nemoguce govoriti 0 nekoj
inicijalnoj otpornosti. lako je genotip Divana imao vecu Tip | otpornost nego drugi
genotipovi, kod razvoja zaraze na 19. dan nasla se u grupi genotipova koji su imali veci
postotak zaraze, iako je imala nizak postotak simptoma do 10. dana, a kasnije je Sirenje
patogena od jedne ili viSe primarnih infekcija rezultiralo jakim napadom. Promatrajudi
ukupnu otpornost, postotak zaraze dostizao je preko 50 % kod nekih genotipova.
Genotipovi koji imaju do 20 % =zarazenih klasova mogu se proglasiti relativho
otpornijima (Sirban prolifik, Renan, Libellula, Divana i U1).
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5.4. Meduovisnost istrazivanih tipova otpornosti

U ovom istrazivanju Tip Il otpornost nije pokazala znacCajne korelacije s drugim
tipovima otpornosti. Visoka korelacija utvrdena je samo izmedu Tip | i ukupne
otpornosti. MoZe se postaviti pitanje jesu li pojava FHB i jakost FHB pod sli€¢hom
genetskom kontrolom, jer su izmedu njih utvrdene visoke korelacije. Somers, (2003.), je
pronasao slabu korelaciju izmedu inteziteta FHB i Sirenja FHB te zakljuCio da su ta
svojstva kontrolirana razli€itim lokusima. Opcenito je Sirenje FHB pokazalo malu do
umjerenu vezu s ostalim FHB svojstvima.

Bez obzira na niske korelacije koje su dobivene izmedu pojedinih svojstava, Yu i sur.,
(2008.), smatraju da se selekcijom na Tip Il otpornost moze simultano poboljSati Tip | i
Tip 11l otpornost kod pSenice.

5.5. Agronomska svojstva

Urod zrna pS$enice sloZeno je kvantitativno svojstvo, kontrolirano minor genima,
niske do srednje heritabilnosti pod jakim utjecajem okolinskih Cinitelja (Drezner i sur.,
2007.). Stoga je pozelino pokuse izvoditi na viSe lokacija, kao Sto je to u ovom
istrazivanju. Tip V otpornost je otpornost koja se o€itava kao tolerantnost uroda zrna.
Moglo bi se re¢i da genotipovi koji imaju dobar urod te ga u prisutnosti zaraze
zadrZzavaju na razini koja je iznad prosjeka drugih genotipova, potencijalno posjeduju
Tip V otpornost. Rezultati analize varijance pokazali su znacajan utjecaj genotipa,
tretmana i interakcije genotip*tretman za urod zrna. Razlike izmedu genotipova u urodu
zrna bile su za oCekivati izmedu starijih i novijih genotipova. Ogite su i razlike nastale
izmedu dva tretmana (kontrolnoga tretmana i tretmana izolatom F. culmorum). Znacajne
razlike izmedu genotipova kod svih tipova otpornosti dovele su do velikih varijacija u
urodu zrna, hektolitarskoj masi i masi 1000 zrna. U kontrolnome tretmanu bio je Sirok
raspon uroda zrna od 59,90 dt/ha do 94,22 dt/ha te u inokuliranome tretmanu od 26,83
dt/ha do 81,93 dt/ha. Razlika izmedu tretmana proiziSla je iz umjetnih infekcija
inokulatom od spora F. culmorum koje su znatno smanjile urod zrna kod nekih
genotipova. Dobro su o€uvali urode zrna stariji genotipovi, koji bi mogli biti potencijalni
nositelji gena za otpornost ili je pretpostavka da posjeduju pasivhe mehanizme, kao Sto
je duza stabljika, te su tolerantniji na napad patogena. Mozda je doSlo do promjene
patogenosti samih izolata patogena koji su tada dominirali. Tolerantnost je utvrdena u
genotipovima kod kojih je gubitak uroda (%) bio manji te s manjim FHB simptomima.
Promatrajuc¢i gubitke u urodu zrna, pojedini genotipovi imali su gubitke i preko 60 %
(Golubica) u inokuliranome tretmanu u odnosu na kontrolni. No, genotipovi Libellula,
Divana, U1 i Sirban Prolifik imali su neznatne gubitke uz niZu razinu uroda zrna. Manje
gubitke imali su i genotipovi Lucija, Soissons, Srpanjka, Bezostaja, Renan i Osje€anka.
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U prethodnim istrazivanjima inokulacije su smanijile urode do 20 % (Spanic i sur.,
2008.). Martin€i¢ i Kozumplik, (1996.) navode snizenje uroda nastaloga zarazama
Fusarium spp. od 50 do 80 %. Utvrdene su visoko znacajne korelacije (r=0,82) izmedu
gubitaka u urodu zrna i simptoma na 22. dan nakon prve inokulacije. Ta je tvrdnja
potvrda istraZivanju koje je proveo Mesterhazy, (1996.), kada je dobio visoku korelaciju
vizualnih simptoma s gubitkom uroda (0,80-0,97).

Pozeljno je da pSenica ima Sto vecu hektolitarsku masu i masu 1000 zrna, Sto bi se
moglo svrstati u parametre kvalitete. Vec¢a masa 1000 zrna daje veci udio endosperma
u zrnu i time veci prinos brasna. Vedi je prinos brasna $to je i ve¢a hektolitarska masa
(Horvat, 2005.). Genotip Golubica, koji je imao velike gubitke u urodu zrna, imao ih je i
u hektolitarskoj masi i masi 1000 zrna (20,25 %; 39,95 %). Velike gubitke kod oba
svojstva, uz male izuzetke, imali su genotipovi Srpanjka, Sirban Prolifik i U1.

5.6. Kvaliteta istrazivanih genotipova psenice

Kvaliteta pSenice kompleksno je svojstvo, genetski kontrolirano, koje je pod velikim
utjecajem vanjskih Cimbenika. Klasovi pSenice mogu biti napadnuti mnogobrojnim
gliivama, kao Sto su Tilletia caries, te vrste iz roda Fusarium, koje mogu smanijiti prinos,
klijavost i kvalitetu zrna. Druga grupa su saprofitske gljive (Alternaria, Cladosporium i
druge), koje Cine manje Stete, poput gubitka u boji ili daju crna obojenja zrna
(Chelkowski, 1991.). ZaraZzena zrna naj¢esce su izbljedena i s tamnijim embrijom. Zrna
oStec¢ena Fusarium vrstama smatraju se toksicnima te postotak takvih zrna (FDK) moze
predstavljati mjeru za toksi¢nost. Velik broj zrna normalne je veli€ine i mase te ¢e preko
90 % deoksinivalenola u takvim zrnima ostati prisutno i kod izmeljavanja. Kvaliteta
genotipova ozime pSenice determinirana je mnogobrojnim svojstvima ukljuujuéi sadrzaj
proteina, hektolitarsku masu, masu 1000 zrna i mlinarsko-pekarske karakteristike
brasna i tijesta. Drugi znaCajan pokazatelj kvalitete je zdravstvena sigurnost koja moze
biti narusena zbog stvaranja mikotoksina u zrnima pSenice. Sva ta svojstva mogu biti
pod utjecajem okoline, plodoreda i agrotehnickih mjera.

Gubitke u tehnoloSkim svojstvima te pekarskoj i pivarskoj kvaliteti zbog zaraza
Fusarium vrstama utvrdili su i Prange i sur., 2005. Sadrzaj proteina vrlo je sloZeno
svojstvo nhiZze nasljednosti, a pod utjecajem okoline, te je u negativnoj korelaciji s
urodom zrna. U ovom istraZivanju gotovo kod svih genotipova ostvaren je vedi sadrzaj
proteina, sedimentacijske vrijednosti brasna i vlaznoga glutena u tretmanu koji je
inficiran izolatom F. culmorum. Sli¢ne rezultate dobili su Pawelzik i sur., (1998.) i
Matthaus i sur., (2002.). Proteini se formiraju u ranoj fazi razvoja zrna. Pri infekcijama s
Fusarium vrstama neée doéi do smanjenja sadrzaja proteina, ve¢ ¢e biti naruSene
rezervne bjelan&evine endosperma zrna, odnosno gluten. Stura zrna bila su sitnija te su
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imala i manji endosperm, Sto je povezano s povecanjem sadrzaja proteina, a kao
posljedica iskoriStenja ugljikohidrata od strane patogena. Wang i sur., (2005.) nisu
utvrdili da je na sadrzaj proteina utjecala infekcija s F. culmorum.

Vedi sadrzaj proteina, sedimentacijske vrijednosti i vlaznoga glutena u prosjeku je
ostvaren na uzorcima genotipova ozime pSenice u tretmanu koji je umjetno zarazen
izolatom F. culmorum nego u kontrolnome tretmanu. Najveca razlika izmedu dva
tretmana za sadrzaj proteina utvrdena je kod genotipova Divana, Aida i Golubica. Sli¢an
trend nastavio se i za sedimentacijsku vrijednost, gdje su najvecCe razlike utvrdene kod
genotipova Divana, Renata, Aida, Felix, Zitarka, Bezostaja, Renan i Lela, te za vlazni
gluten kod genotipa Divana. U sva tri svojstva kvalitete manje razlike izmedu dva
tretmana utvrdene su kod genotipova Sirban Prolifik, Pipi i Super Zitarka, s malim
odstupanjima. Da bi se dobile pouzdanije informacije o utjecaju inokulacije na pekarsku
kakvocu genotipova, potrebno je prouciti primarne strukture glijadina i glutenina,
sastavnica glutena. Prihva¢eno je da glijadini utjeCu na rastezljivost, a glutenini na
¢vrstocu i i elastiCnost tijesta (Horvat, 2005.).

Prange i sur., (2005.) smatraju da visoke razine DON-a u zrnu pSenice ne moraju
nuzno narusiti pekarsku kvalitetu.

5.7. Broj zrna zarazenih Fusariumom (FCK)

Kod pojedinih genotipova postotak zrna zarazenih Fusariumom prelazio je 50 %
(Alka, Pipi, Lucija), dok su ispod 30 % FCK-a imali genotipovi Divana, Tena i Libellula.
Utvrdena je visoka korelacija (r=0,59) izmedu lokacije Osijek u 2009. godini i lokacije
Tulln u 2008. godini. Prema procijenjenim koli¢inama DON-a, Liu i sur., (1997.), utvrdili
su visoke znacajne korelacije izmedu postotka inficiranih zrna i sadrzaja DON-a. To
ukazuje da vizualna ocjena inficiranoga sjemena daje pouzdanu procjenu otpornosti na
FHB. U ovom istraZivanju dobivene su statistiCki znaCajne razlike izmedu procijenjene
koli¢ine DON-a i i vrijednosti FCK (%) (r=0,48). Mesterhazy, (1996.) je utvrdio visoke
pozitivne korelacije izmedu vizualnih FHB simptoma i postotka inficiranoga sjemena
(r=0,87-0,99).

5.8. Visina biljke i FHB otpornost

U ovom istrazivanju visina biljke bila je u znacajnoj negativnoj korelaciji s AUDPC-
om za Tip | i ukupnu otpornost, §to je znacilo da ako je bio manji AUDPC broj, visa je
bila biljka i obrnuto. S AUDPC-om za Tip Il i Tip lll otpornost visina biljaka nije pokazala
znacajne korelacije. Nizi genotipovi imaju tendenciju vece zaraze Fusarium vrstama. Na
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to je ukazano i u prethodnim istraZivanjima (Mesterhazy, 1995., Hilton i sur. 1999.,
Buerstmayr i sur., 2000., Somers i sur., 2003.). Kod prirodnih infekcija visi genotipovi
imaju klasove na vecéoj udaljenosti od primarnog izvora inokuluma (poput biljnih
ostataka) te se smatra da bi se umjetnim infekcijama trebao minimalizirati u¢inak visine
biljke.

Negativna korelacija izmedu AUDPC-a i visine biljke u ovom istrazivanju mogla bi se
pripisati ili genetskim ucincima i/ili utjecaju mikroklime. UnatoC radu sustava za
navodnjavanje, klasovi viSih biljaka mogli su se brze osusiti i na taj nain mogli su biti
izlozeni manjoj vlazi nego klasovi nizih genotipova.

Za mapirajuéu populaciju genotipa Frontane (koji je uzeta kao kontrolni genotip kod
genaotipiziranja) potvrdeno je da posjeduje QTL-ove na kromosomu 4B i 5A koji bi mogli
doprinositi FHB otpornosti (Steiner i sur., 2004.). Genotip Frontana nije pokazao vecu
slicnost s istrazivanim genotipovima. Smatra se da bi alel za polupatuljast rast Rht8
mogao utjecati na inicijalnu infekciju u poljskim uvjetima. Handa i Ban, (2008.), su
identificirali QTL nazvan QFhs.kibr-2D, koji sudjeluje u Tip | i Tip Il otpornosti, te
kontroliranju akumulacije DON-a, a usko je povezan sa SSR lokusom Xgwm261 i
alelom za polupatuljasti rast Rht8. Kratka stabljika pokazala je slabu povezanost s Tip Il
otpornosti (-0,32), i jo$ slabiju s Tip Il otpornosti (-0,18), ali znaCajne negativne
meduovisnosti s ukupnom otpornosti (-0,64). Osim utjecaja visine biljke, autori
sugeriraju na postojanje drugih potencijalnih gena u regiji QFhs.kibr-2D, vjerojatno
kontroliranih s Rht8. Ukljuuju mogucnost utjecaja MRP proteina. U ovom istrazivaniju
viSa stabljika negativno je korelirala s nizim AUDPC-om Tip | i ukupnu otpornost, dok
za AUDPC za Tip Il i Tip lll otpornost nisu utvrdene jaCe povezanosti. Postavljena je
hipoteza da kraca stabljika kod genotipova koji imaju Rht8 alel, kao genotip Sumai 3,
najcesce je sklona ostecenjima od FHB nastalim zbog inicijalne infekcije. Medutim, kod
Sumai 3 do toga ne dolazi, $to bi se moglo objasniti QTL-om koji prouzro€uje neke
epistatske efekte na Tip | i Tip 1l otpornost. Smatra se da je QTL na 2DS kompleks gena
kontroliranih s Rht8 za Tip | otpornost i specifi€nih gena za kontroliranje Tip Il otpornosti
i detoksifikaciju DON-a.

Buerstmayr i sur., (2000.) i Haberle i sur., (2009.), smatraju da je moguce tijekom
vodenja oplemenjivackoga procesa odabrati genotipove s kraéim stabljikama, ali da
ujedno imaju FHB otpornost, iako postoji znaCajna negativha korelacija izmedu
vizualnih FHB simptoma i visine biljke.

5.9. Datum cvjetanja i FHB otpornost

Mnogi autori ukazuju na otpornost ranozrelijin genotipova na Fusarium vrste. U cilju
uklanjanja zbunjuju¢ega ucinka datuma cvjetanja, genotipovi su individualno inokulirani

Varijabilnost genotipova pSenice (Triticum aestivum L.) obzirom na FHB otpornost i genetsku divergentnost 85



Rasprava

u fazi punoga cvjetanja (prema Zadoksovoj skali stadij 61-69), i dva dana poslije.
Varijacije temperatura imale su veliku ulogu tijekom dana za vrijeme inokulacija. QTL-
ovi za datum cvjetanja detektirani su u regijama genoma za koje je poznato da nose
major gene za fotoperiod i vernalizaciju (McIntosh i sur., 1998.). Gervais i sur.,
(2003.), identificirali su ko-lokalizaciju izmedu QTL-ova otpornosti i datuma cvjetanja na
kromosomu 2B. FHB otpornost znacajno je korelirala s datumom cvjetanja (Klahr i sur.,
2007.).

Schmolke i sur., (2008.), pronalaze QTL-ove za otpornost na kromosomu 7BS Kkoji
Su u vezi s QTL-om za datum cvjetanja, ali smatraju da je aditivan efekt na datum
cvjetanja imao malu vaznost. Emrich i sur., (2008.), utvrdili su da je datum klasanja
negativno koreliran s intezitetom zaraze. Kod je€ma nije pronadena znacajna korelacija
izmedu FHB simptoma i visine biljke, kao niti izmedu FHB simptoma i datuma cvjetanja
(Ma i sur., 2008.). U ovom istrazivanju nisu utvrdene korelacije izmedu datuma
cvjetanja i AUDPC-a za tipove otpornosti.

5.10. Genetska divergentnost

Ovim istraZivanjem utvrdena je genetska divergentnost izmedu 30 genotipova ozime
pSenice (Tr. aestivum) mikrosatelitnim markerima. 24 koriStena markera amplificiralo je
ukupno 152 alela, s prosje¢nim brojem od 6,33 alela po lokusu. Najveci broj alela (7,17)
po lokusu utvrden je na genomu A. Nesto manje alela utvrdeno je na genomu B (5,86), i
genomu D (5,00). Te su vrijednosti vece nego Sto su utvrdili Dreisigacker i sur.,
(2004.). Oni su utvrdili da je na genomu A prosjecan broj alela iznosio 5,90, genomu B
6,80 i genomu D 5,80. NeSto veci broj prosjecnih alela utvrdio je Dvojkovié, (2009.)
(D=9,65; A=8,86; B=8,93). Genetska sli¢nost kod istrazivanih genotipova kretala se od
0,00 do 1,00. Promatrajuci izraCunate vrijednosti pomocu Diceovog i Bandovog
koeficijenta, za o&ekivati je bilo da su visoki oni izmedu Super Zitarke i Zitarke, jer je
Zitarka jedan od roditelja Super Zitarki. OsjeSanka je nastala mutacijom na genotipu
Teni (s EMS 1,5 %), to je i razlog njihove genetske sli¢nosti.

Visoki koeficijenti genetske sliCnosti dobiveni su i izmedu Tene i Bezostaje, jer je
Bezostaja jedan od roditelja Teni. Seka i Felix takoder su slicni po genetskoj strukturi jer
imaju zajedni¢koga roditelja Srpanjku. Izmedu Janice i Alke takoder je utvrdena visoka
slicnost, takoder kao posljedica zajedniCkoga roditelja (Alka ima jednog od roditelja
Osk.5.140-22-91 koji je podrijetlom srodan genotipu Srpanjki, a jedan od roditelja Janice
je Srpanjka). Visoka genetska sli€nost izmedu Lele i Torasa teSko je objasnjiva i
najvjerojatnije proizisla nekim dalekim zajedni¢kim alelima. Dendogram je na bazi
slicnosti razdijelio genotipove u dvije velike grupe. Jedna grupa, gdje su Pipi i Courtat,
odijeljena je od druge grupe, u kojoj se genotip U1 izdvojio od drugih genotipova.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovi provedenih istrazivanja, moze se zakljuciti:

1. Na temelju morfoloskih i molekularnih analiza, na genotipovima ozime pSenice u
isto€nome dijelu Hrvatske identificirane su Cetiri najzastupljenije Fusarium vrste
(Fusarium graminearum, F. avenaceum, F. culmorum, F. poae).

2. Utvrdene su znacCajne pozitivhe korelacije izmedu razli€itih Fusarium izolata, sto
potvrduje horizontalnu narav Fusarium otpornosti.

3. Prouc€avani genotipovi ozime pSenice znacajno su se razlikovali u tipovima
otpornosti na Fusarium vrste. Najbolju ukupnu otpornost u Osijeku i Tullnu imali
su genotipovi Sirban Prolifik, Renan, Libellula, Divana i U1. Promatrajaci AUDPC
na lokaciji Tulln u dvije godine, najvecu ukupnu otpornost imali su genotipovi
Divana, Sirban Prolifik, U1 i Tena. Za Tip | otpornost najmaniji postotak zarazenih
klasova na 26. dan imali su genotipovi Divana, Sirban Prolifik, Renan, ULl i
Bezostaja. Najmanji AUDPC za Tip | otpornost imali su genotipovi Divana, Sirban
Prolifik, Renan, Ul, OsjeCanka i Tena. Promatrajuéi Tip Il otpornost, najmaniji
postotak zaraze na 19. dan imali su genotipovi Sirban Prolifik, Renan i Lela.
Najve¢u Tip Il otpornost (prema AUDPC-u) imali su genotipovi Libellula,
Srpanjka, Seka, Sirban Prolifik, Felix, Lela, Tena, Katarina, Renan, Aida, Zitarka i
Divana. Najmanje simptoma na 19. dan za Tip Ill otpornost imali su genotipovi
E2-1T, Sirban Prolifik, Renan, Divana i Ul. Prema AUDPC-u, najve¢u Tip llI
otpornost imali su genotipovi Renan, Divana, OsjeCanka, Alka, Lela, Aida i Tena.

4. Utvrdene su znacajne pozitivne korelacije izmedu Tip | i ukupne otpornosti, a
neznacajne za ostale tipove otpornosti.

5. Promatrajuéi agronomska svojstva u kontrolnome i inokuliranome tretmanu,
doslo je do gubitaka u inokuliranome tretmanu, u odnosu na kontrolni. Gubici za
urod zrna u inokuliranome tretmanu prelazili su 60 %, za hektolitarsku masu
preko 20 %, te za masu 1000 zrna preko 39 %. Najmanje gubitke za urod zrna
imali su genotipovi Libellula, Divana, U1, Sirban Prolifik, Lucija, Soissons,
Srpanjka, Bezostaja, Renan i Osje€anka; za hektolitarsku masu genotipovi U1,
Libellula, Sirban Prolifik; za masu 1000 zrna genotipovi Srpanjka i Sirban Prolifik.
Promatrajuci kvalitetu, utvrdene su viSe vrijednosti svojstava u inokuliranome
tretmanu u usporedbi s kontrolnim tretmanom. Za sadrzZaj proteina razlike izmedu
tretmana bile su od 0,6 do 3,1 %, za sedimentacijsku vrijednost od -5 do 30 %,
za vlazni gluten od -0,3 do 8,7 %.

6. Utvrdene su znaCajne negativne korelacije izmedu visine biljke i AUDPC-a za Tip
| otpornost te visine biljke i AUDPC-a za ukupnu otpornost.
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7. PomocCu mkrosatelita utvrdena je najmanja genetska udaljenost izmedu
genotipova Super Zitarke i Zitarke, Tene i Osjedanke, Tene i Bezostaje, Lele i
Torasa, Janice i Alke te Felixa i Seke.

Suradnjom oplemenjiva¢a i istrazivaa srodnih disciplina, i na molekularnoj razini
oCekuje se stvaranje otpornijih genotipova pSenice na FHB, sto ¢e omoguciti vecu i
sigurniju proizvodnju hrane u svijetu.
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Popis kratica, oznaka i simbola

POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

AFLP - Amplified fragment length polymorphisms (polimorfizam duzine amplificiranih
fragmenata)

AUDPC - The area under the disease progress curve (podrucje unutar progresivne
krivulje bolesti)

BAND - Shared band similarity index (indeks sli¢nosti zajedni¢kih bendova)

cM - CentiMorgan

DNA - Deoksiribonukleinska kiselina

dNTPs - Deoksinukletid 5'- trifosfati

DON - Deoxynivalenol (deoksinivalenol)

DONap - Approximate amount of DON in grain (procijenjena koli¢ina DON-a u zrnu)
EDTA - Etilendiamintetraacetatna kiselina

EMS - Etilmetansulfonat

EtOH - Etanol

FCK - Fusarium colonized kernels (broj zrna zarazenih Fusariumom)

FDK - Fusarium damaged kernels (broj zrna oste¢enih Fusariumom)

FHB - Fusarium head blight (fuzarijska palez klasova)

GS - Genetic similarity (genetska sli¢nost)

LSD - Least Significant difference (najmanja znacajna razlika)

QTL - Qunatitative trait loci (lokus za kvantitativho svojstvo)

MAS - Marker-assisted slection (selekcija potpomognuta markerima)

NaOAc - Natrijev-acetat

NDBS - The number of DON-bleached spikelets (broj DON-izblijedenih klasi¢a)

NIV - Nivalenol

PCR - Polymerase chain reaction (lanCana reakcija polimerazom)

PDA - Potato dextrose agar (krumpirozno dekstrozni agar)

PIC - Polymorphic information content (informacijski sadrzaj polimorfizma)

RCBD - Randomized complete blocks design (kolmpletni randomizirani blokni raspored)
RAPD - Random amplified polymorphic DNA (nasumi¢no amplificirana polimorfna DNA)
RFLP - Restriction fragment length polymorphism (polimorfizam duzine restrikcijskih
fragmenata)

SDS - Natrijev dodecil sulfat

SAHN - Sequential agglomerative hierarical nested cluster analysis (sekvencijska
aglomerativna hijerarhijska klaster analiza)

SNA - Speziller Nahrstoffarmer Agar (sintetiCki hranjivi agar)

SNP - Single nucleotide polymorphism (polimorfizam jednog nukleotida)

SSR - Simple sequence repeat (jednostavna ponavljaju¢a sekvenca)

TAE - Tris acetat EDTA

TBA - Tris borat EDTA

TE - Tris EDTA

TRIS - Tris(hidroksimetil)amino-metan

UPGMA - Unweighted pair-group method of arithmetic averages (neponderirana
metoda za sparivanje skupina na temelju prosjecnih vrijednosti)
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PRILOZI

1. Dodatak

Prikaz visine i tipova otpornosti genotipova ozime pSenice u Tullnu 2007./08. i 2008./09.
godine

_ Visina Ukupna Tip | Tip Il Tip I

Genotip biljke otpornost otpornost otpornost  otpornost
(AUDPC) (AUDPC) (AUDPC) (AUDPC)

Srpanjka 51,5 294.6 826,4 21,9 27,2
Zitarka 64,8 291,8 796,8 29,7 26,1
Golubica 70,3 252,4 692,8 46,4 27,4
Super Zitarka 68,8 333,6 907,0 32,6 22,7
Janica 66,3 255,6 672,5 31,5 25,6
Lucija 61,0 255,6 723,8 31,5 25,9
Alka 65,8 252,6 715,3 28,9 19,5
Divana 86,6 94,8 356,9 30,7 18,9
Lela 62,0 195,4 656,9 26,7 20,8
Pipi 60,3 263,3 668,6 49,4 28,8
Katarina 59,9 290,4 755,9 28,6 23,2
Renata 55,1 306,5 861,9 30,8 21,7
Aida 70,6 264,5 678,9 29,3 20,8
Seka 57,5 295,3 754.,8 23,5 22,5
Felix 63,8 334,2 757,5 25,8 21,7
Soissons 75,3 180,0 540,3 35,7 30,4
Renan 82,4 163,8 439,1 29,1 14,1
Sirban Prolifik 135,3 114,6 397,8 24,4 22,1
Ul 133,3 133,2 469,0 31,7 29,2
Libellula 77,4 175,5 567,8 21,7 25,4
Bezostaja 88,1 174,1 507,6 32,5 23,1
Zlatna Dolina 71,3 317,2 702,6 32,6 25,5
Tena 90,1 151,0 498,6 27,2 21,2
OsjeCanka 76,5 153,3 498,5 44,0 19,2

Lsd 0,05 7,59 104,61 149,64 9,81 7,39

Vi



Postotak zaraze na genotipovima ozime pSenice zabiljezen na 22. dan u Tullnu (2008. i
2009. godine) i Osijeku (2009. godine)

Genotip Osijek 2009. Tulln 2008. Tulln 2009.
Golubica 75,0 55,0 10,0
Super Zitarka 70,5 70,0 20,0
Zitarka 64,3 65,0 12,5
Zlatna Dolina 58,0 67,5 12,5
Lela 50,0 40,0 12,5
Katarina 50,0 62,5 17,5
Aida 49,8 55,0 5,5
Bezostaja 45,8 52,5 0,8
Felix 45,8 65,0 20,0
Alka 43,5 55,0 10,0
Pipi 39,3 62,5 10,5
Tena 38,3 40,0 55
Renata 34,0 55,0 30,0
Lucija 31,0 52,5 12,5
OsjeCanka 27,8 37,5 15,0
Janica 27,8 65,0 7,5
Ul 25,8 32,5 0,5
Seka 24,5 67,5 20,0
Divana 24,0 30,0 0,3
Srpanjka 22,5 65,0 25,0
Libellula 15,0 35,0 3,0
Sirban prolifik 13,0 37,5 0,1
Soissons 10,0 57,5 0,1

Renan 7.5 45,0 0,3

Vil



Matrica genetske slicnosti istraZivanih genotipova pSenice (BAND koeficijent)
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Srpanjka 1,00
Zitarka 0,48 1,00
Renan 0,38 0,35 1,00
Sirban Prolifik 0,20 0,29 0,23 1,00
Golubica 0,40 0,38 0,23 0,10 1,00
Super Zitarka 0,33 0,65 0,25 0,23 0,32 1,00
Ul 0,19 0,26 0,13 041 0,23 0,29 1,00
Libellula 0,24 0,27 0,26 0,36 041 0,30 0,26 1,00
Janica 0,28 0,37 0,10 0,25 0,55 0,30 0,20 0,30 1,00
Divana 0,25 0,23 0,32 0,25 0,19 0,23 0,36 0,19 0,21
Tena 0,32 0,19 0,32 040 0,38 0,23 0,23 0,38 0,32
Osjecanka 0,30 0,24 0,27 0,33 0,38 0,27 0,32 0,45 0,37
Lela 0,34 0,33 0,22 0,23 0,31 0,36 0,22 0,31 0,44
Pipi 0,20 0,24 0,22 0,10 0,18 0,27 0,13 0,18 0,05
Courtot 0,24 0,13 0,29 0,23 0,27 0,17 0,13 0,30 0,05
Frontana 0,19 0,31 0,21 0,22 0,18 0,26 0,09 0,30 0,24
Katarina 0,50 0,38 0,41 0,24 048 0,32 0,14 0,32 0,37
Renata 045 0,23 043 0,29 0,29 0,17 0,22 0,32 0,32
Sumai 3 0,15 0,23 0,30 0,43 0,24 0,26 0,30 0,27 0,26
Chinese Spring 0,20 0,19 0,18 0,29 0,24 0,27 0,09 0,36 0,32
Aida 0,25 0,19 0,41 0,29 0,14 0,27 0,14 0,27 0,16
Seka 0,54 0,46 0,39 0,24 0,36 0,34 0,20 0,29 0,27
Toras 0,35 0,36 0,30 0,38 0,38 0,26 0,22 0,41 0,37
Hermann 0,22 0,32 0,30 0,53 0,21 0,35 0,20 0,40 0,24
Felix 0,39 0,36 0,34 0,19 0,28 0,30 0,21 0,27 0,21
Soissons 0,38 0,39 0,33 0,32 0,27 0,33 0,29 0,26 0,20
Lucija 0,42 0,43 0,20 0,13 0,27 0,45 0,12 0,26 0,39
Bezostaja 0,43 035 0,33 0,31 0,36 0,37 0,24 0,43 0,24
Zlatna Dolina 0,24 0,37 0,13 0,40 0,47 0,27 0,22 0,40 0,54
Alka 047 035 0,19 0,35 0,35 0,19 0,19 0,24 0,61

viii



@)
3 S S 8 F T 5 B 5 3
= D QD =] o 5 S 5'-
© x — ) QD

Q
Srpanjka
Zitarka
Renan
Sirban Prolifik
Golubica
Super Zitarka
Ul
Libellula
Janica
Divana 1,00
Tena 0,43 1,00
OsjeCanka 0,45 0,65 1,00
Lela 0,19 0,23 0,28 1,00
Pipi 0,18 0,09 0,10 0,23 1,00
Courtot 0,23 0,23 0,32 0,13 0,52 1,00
Frontana 0,14 0,09 0,22 0,30 0,09 0,26 1,00
Katarina 0,20 0,20 0,32 0,51 0,10 0,27 0,40 1,00
Renata 0,33 0,29 0,29 0,47 0,27 035 0,22 0,52 1,00
Sumai 3 0,24 0,38 0,43 0,48 0,05 0,26 0,27 0,29 0,36
Chinese Spring 0,15 0,30 0,33 0,24 0,00 0,18 0,27 0,24 0,29
Aida 0,25 0,30 0,33 0,33 0,24 0,41 0,36 0,43 0,38
Seka 0,27 0,32 0,24 0,36 0,26 0,29 0,19 0,49 0,56
Toras 0,24 0,29 0,29 0,60 0,09 0,22 0,31 0,52 0,55
Hermann 0,28 0,33 0,37 0,26 0,16 0,45 0,24 0,32 0,37
Felix 0,23 0,19 0,23 0,33 0,13 0,17 0,35 0,51 0,40
Soissons 0,27 0,27 0,23 0,27 0,26 0,33 0,30 0,41 0,39
Lucija 0,27 0,18 0,22 0,26 0,17 0,20 0,29 0,31 0,34
Bezostaja 0,55 0,62 0,40 0,127 0,13 0,24 0,13 0,27 0,26
Zlatna Dolina 0,20 0,39 0,28 0,32 0,09 0,22 0,39 0,37 0,28
Alka 0,32 0,37 0,33 0,39 0,15 0,24 0,19 0,38 0,45
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Srpanjka

Zitarka

Renan

Sirban

Prolifik

Golubica

Super

Zitarka

Ul

Libellula

Janica

Divana

Tena

OsjeCanka

Lela

Pipi

Courtot

Frontana

Katarina

Renata

Sumai 3 1,00

Chinese

Spring 0,36 1,00

Aida 0,33 0,29 1,00

Seka 0,24 0,24 0,41 1,00

Toras 0,36 0,24 0,38 0,46 1,00

Hermann 0,42 0,26 0,47 0,34 0,42 1,00

Felix 0,21 0,22 0,42 0,62 0,40 0,26 1,00
Soissons 0,17 0,18 0,36 054 0,39 0,40 0,55 1,00
Lucija 0,21 0,13 0,27 0,29 0,26 0,20 0,27 0,16 1,00
Bezostaja 0,26 0,27 0,22 0,33 0,30 0,29 0,29 0,33 0,32 1,00
Zlatna

Dolina 0,28 0,33 0,37 0,38 0,47 0,46 0,32 0,31 0,26 0,22 1,00

Alka 0,25 0,30 0,20 0,51 0,38 0,28 0,34 0,33 0,37 0,37 0,44 1,00




Matrica genetske slicnosti istraZivanih genotipova pSenice (DICE koeficijent)
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Srpanjka 1,00
Zitarka 0,48 1,00
Renan 0,38 0,35 1,00
Sirban Prolifik 0,20 0,29 0,23 1,00
Golubica 0,40 0,38 0,23 0,10 1,00
Super Zitarka 0,33 0,65 0,25 0,23 0,32 1,00
U1 0,19 0,26 0,12 0,44 0,22 0,29 1,00
Libellula 0,24 0,27 0,26 0,36 0,41 0,30 0,26 1,00
Janica 0,28 0,37 0,10 0,25 0,50 0,25 0,20 0,30 1,00
Divana 0,25 0,23 0,32 0,30 0,19 0,23 0,40 0,24 0,21
Tena 0,33 0,20 0,33 0,37 0,40 0,24 0,28 0,35 0,33
Osjeéanka 0,26 0,20 0,24 0,30 0,38 0,24 0,33 0,43 0,37
Lela 0,37 0,36 0,26 0,27 0,31 0,38 0,21 0,34 0,39
Pipi 0,20 0,14 0,22 0,10 0,18 0,17 0,13 0,18 0,05
Courtot 0,20 0,09 0,26 0,19 0,27 0,13 0,13 0,27 0,05
Frontana 0,19 0,31 0,21 0,22 0,18 0,26 0,08 0,30 0,24
Katarina 0,50 0,38 041 024 0,48 0,32 0,13 0,32 0,37
Renata 0,45 0,23 043 0,29 0,29 0,17 0,21 0,32 0,32
Sumai 3 0,15 0,23 0,30 0,43 0,24 0,26 0,30 0,27 0,26
Chinese Spring 0,20 0,19 0,18 0,29 0,24 0,27 0,09 0,36 0,32
Aida 0,25 0,19 041 0,29 0,14 0,27 0,13 0,27 0,16
Seka 0,54 0,46 0,39 0,24 0,36 0,34 0,19 0,29 0,27
Toras 0,37 0,38 0,32 0,35 0,40 0,27 0,22 0,38 0,39
Herman 0,24 0,28 0,32 0550 0,22 0,32 0,21 0,42 0,19
Felix 0,34 0,40 0,30 0,28 0,28 0,34 0,21 0,31 0,26
Soissons 0,34 0,40 0,30 0,28 0,28 0,34 0,29 0,22 0,21
Lucija 0,42 0,38 0,20 0,18 0,27 045 0,12 0,30 0,39
Bezostaja 0,43 0,39 0,33 0,27 0,36 0,37 0,28 0,38 0,24
Zlatna Dolina 0,29 0,33 0,18 0,36 0,47 0,22 0,22 0,40 0,49
Alka 043 0,36 0,17 041 0,32 0,22 0,17 0,26 0,60
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Srpanjka
Zitarka
Renan
Sirban Prolifik
Golubica
Super Zitarka
Ul
Libellula
Janica
Divana 1,00
Tena 0,45 1,00
OsjecCanka 0,45 0,65 1,00
Lela 0,19 0,24 0,28 1,00
Pipi 0,18 0,10 0,10 0,23 1,00
Courtot 0,23 0,24 0,29 0,13 0,52 1,00
Frontana 0,14 0,10 0,19 0,33 0,09 0,22 1,00
Katarina 0,20 0,20 0,29 053 0,10 0,24 0,40 1,00
Renata 0,33 0,30 0,25 0,49 0,27 0,32 0,22 0,52 1,00
Sumai 3 0,24 0,40 0,40 050 0,05 0,23 0,27 0,29 0,36
Chinese Spring 0,15 0,32 0,30 0,27 0,00 0,24 0,27 0,24 0,29
Aida 0,25 0,32 0,30 0,36 0,24 0,38 0,36 0,43 0,38
Seka 0,27 0,32 0,21 039 0,26 0,26 0,19 0,49 0,56
Toras 0,25 0,25 0,25 0,65 0,20 0,19 0,33 0,52 0,57
Herman 0,35 0,31 0,35 0,31 0,17 0,44 0,21 0,33 0,39
Felix 0,23 0,15 0,20 0,36 0,09 0,23 0,39 0,51 0,36
Soissons 0,28 0,24 0,20 0,30 0,22 0,27 0,30 0,42 0,36
Lucija 0,31 0,19 0,19 0,29 0,17 0,17 0,25 0,31 0,34
Bezostaja 0,55 0,60 0,37 0,21 0,13 0,21 0,17 0,27 0,26
Zlatna Dolina 0,29 0,41 0,24 0,35 0,24 0,19 0,35 0,37 0,33
Alka 0,33 0,35 0,29 0,38 0,14 0,09 0,21 0,36 0,41
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Srpanjka
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Renan
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Prolifik

Golubica
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Libellula

Janica

Divana

Tena

OsjeCanka

Lela

Pipi

Courtot

Frontana

Katarina

Renata

Sumai 3 1,00

Chinese

Spring 0,36 1,00

Aida 0,33 0,29 1,00

Seka 0,24 0,24 0,41 1,00

Toras 0,38 0,25 0,40 0,46 1,00

Herman 0,39 0,22 0,50 0,36 0,39 1,00

Felix 0,26 0,27 0,37 0,57 0,42 0,32 1,00

Soissons 0,18 0,19 0,37 050 0,37 0,37 0,52 1,00

Lucija 0,21 0,13 0,27 0,29 0,27 0,26 0,17 0,17 1,00

Bezostaja 0,26 0,27 0,22 0,33 0,27 0,26 0,25 0,29 0,32 1,00

Zlatna Dolina 0,23 0,28 0,42 0,43 0,44 0,43 0,36 0,32 0,35 0,22 1,00

Alka 0,27 0,32 0,18 0,49 0,38 0,32 0,40 0,27 0,38 0,34 0,44 1,00
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2. Zivotopis
Valentina Spanié

Rodena sam 16. ozujka 1981. godine u Osijeku. Osnovnu $kolu zavrsila sam u Cepinu,
a srednju (Jezi¢nu gimnaziju) u Osijeku. 2000. godine sam pohadala teCaj za volontere
u lokalnim zajednicama (znanje i vjeStine s podru¢ja komunikacije, ophodenje sa
sukobom, razvoj tima i suradnje u timu). Iste godine sam zavrSila teCaj za rad na
racunalu (Spin studio, Osijek). Diplomirala sam 2005. godine na Poljopriviednome
fakultetu u Osijeku. Iste godine sam provela na poljoprivrednom istrazivackom institutu
(Odjel za oplemenijivanje zitarica) u Martonvasaru (Madarska) dva mjeseca, u sklopu
medunarodne razmjene studenata. Tijekom studiranja dobila sam dvije Rektorove
nagrade (2003./04. i 2004./05.).

Od 2006. godine zaposlena sam na Odjelu za oplemenjivanje i genetiku strnih Zitarica
Poljoprivrednoga instituta Osijek. Svoj rad zapocinjem kao znanstvena novakinja na
projektu ,Genetika i oplemenijivanje kvantitativnih svojstava psenice (0073001), a od
2007, godine na projektu ,Razvoj nove germplazme u oplemenjivanju kvantitativnih
svojstava pSenice” (073-0730718-0598) u sklopu programa ,Novi pristup u
oplemenjivanju psSenice i jeéma®“, sufinanciranim od Ministarstva znanosti, obrazovanja i
Sporta.

U sklopu svoga istrazivackoga rada provela sam osam mjeseci u IFA-Tulln (Austrija), na
Odjelu za biotehnologiju u biljnoj proizvodnji. 2008. godine dobila sam stipendiju
Sveucilista u BeCu ,Die Stipendien des Vereins der Freunde der Universitat fur
Bodenkultur Wien®. U dosadasnjem radu zavrsSila sam dva te€aja: 2007. Metodoloski
teCaj u biologiji i medicini, Institut Ruder Boskovic¢ i 2008. Tecaj iz klasi¢ne i molekularne
citogenetike u oplemenjivanju bilja, prof, Tamas Lelley, IFA-Tulln. Autorica ili koautorica
sam na Sest Al radova, na jednom A2 i tri A3 rada. Sudjelovala sam na nekoliko
domacih i medunarodnih skupova.
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