Mykobiom endosfery pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) i jego
charakterystyka w ujeciu sposobu transmisji grzybow endofitycznych i ich
wplywu na reakcje odpornosciowe pszenicy

Mikroorganizmy, a w tym grzyby odgrywaja wazng rol¢ W prawidlowym rozwoju
I funkcjonowaniu rosliny. Cho¢ interakcje te moge wydawac si¢ bezobjawowe, to obecnos¢
mikroorganizmow poprawia zdolnosci adaptacyjne rosliny do srodowiska, w ktorym zyje i jego
zmian. Grzyby pelnig istotng role w naturalnych ekosystemach. Te, ktore wystepuja
w wewnetrznych tkankach roslin, nie wywotujagc symptomoéw chorobowych okresla sie¢
endofitami. Interakcje migedzy grzybami endofitycznymi a ros§ling gospodarzem sg niezwykle
ztozone, aich skutki zréznicowane. Jednoznaczne okreslenie funkcji (komensalna,
patogeniczna, symbiotyczna) endofitow W roslinie jest trudne, poniewaz ten sam gatunek
grzybow, w zalezno$ci od warunkow srodowiskowych, moze zmienia¢ swoj styl zycia i przejs¢
z patogena do komensala czy odwrotnie. Zaobserwowano wystepowanie grzybow
endofitycznych w tkankach pszenicy. Ich obecnos¢ wplywata na zmniejszenie podatnosci na
stresy biotyczne i abiotyczne czy pozytywnie wplywata na wzrost i rozwoj roslin. Obecna
wiedza na temat grzybow endofitycznych W pszenicy opiera si¢ na badaniach prowadzonych
w waskim zakresie warunkéw doswiadczalnych, wtym genotypéw pszenicy, organdw
ro$linnych, stadium rozwoju rosliny czy warunkow srodowiskowych. Celem pracy doktorskiej
byto poznanie struktury iczynnikow determinujgcych sklad gatunkowy grzybow
zasiedlajacych endosfere pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) oraz zbadanie wptywu
zmian zachodzacych w mykobiomie endosfery pszenicy na ekspresje wybranych genow

roslinnych.

W przedstawionej pracy badano dziesi¢¢ polskich odmian pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum L.): pig¢ formy jarej: Arabella, Bombona, Kandela, Rospuda i Rusatka i pie¢ formy
ozimej: Arkadia, Bamberka, Euforia, Legenda i Ostroga. Wykonano cztery doswiadczenia
Scisle ze sobg powigzane. W wyniku badan wyizolowano z endosfery polskich odmian pszenicy
zwyczajnej 879 izolatow grzybow, z czego molekularnie zidentyfikowano 828, a na poziomie
gatunku 521. w endosferze pszenicy wzrastajacej w warunkach kontrolowanych (generacja G1
i G2) ipolowych zidentyfikowano 85 nast¢pujacych rodzajow/gatunkéw grzybow. Celem
Do$wiadczenia nr 1 bylo okreslenie r6znorodnos$ci i zmian w sktadzie spotecznosci grzybow
wyizolowanych z endosfery ro$lin, uwarunkowanych odmiang pszenicy, organem ro$linnym
I warunkami wzrostu. Zidentyfikowano 28 gatunkéw lub rodzajow grzybow endofitycznych

wyizolowanych z ro$lin uprawianych w warunkach szklarniowych, 35 gatunkéw lub rodzajow



endofitoéw wyizolowanych z roslin rosngcych na polu, uprawianych w systemie ekologicznym
oraz 52 gatunki/rodzaje grzybow wyizolowanych z ro$lin uprawianych w systemie
tradycyjnym. Doswiadczenie nr 2 polegatlo na wykonaniu testéw antagonistycznych
w bikulturach, wykorzystujac nastepujace szczepy grzybow: T. viride E80, T. koningii E191,
T. hamatum E81, P. olsonii E69 1, P. expansum E193, P. crustosum E106, S. spinificis E11, S.
strictum E22, F. proliferatum E202, P. aloum E35, C. candelabrum E83, N. golenkoana E208.
Obliczono procent zahamowania wzrostu dla wszystkich badanych szczepow w5 dniu
koinkubacji. Analiza wynikow wykazata wptyw badanych szczepoéw na siebie. Doswiadczenie
nr 3 polegato na analizie sktadu spotecznosci grzybow w dwoch generacjach roslin G1 i G2
wzrastajacych w warunkach szklarniowych, atakze w aksenicznych siewkach pszenicy
traktowanych wyselekcjonowanymi na podstawie wynikéw uzyskanych w Doswiadczeniu nr
2 szczepami grzybow, mieszaning tych grzybow oraz wodg sterylng jako kontrolg. w pokoleniu
G2 wyizolowano i zidentyfikowano prawie 3-krotnie mniej izolatow niz w pokoleniu G1.
Tylko 9 gatunkow/rodzajéw grzybow endofitycznych byto wspodlnych dla obydwu pokolen,
a byly to: Fusarium sp., F. proliferatum, T. koningii, A. lecanii, Trichoderma sp., P. crustosum,
T. hamatum, P. olsonii, Cladosporium sp. Analiza porownawcza sktadu mykobiomu dwéch
generacji roslin pszenicy G1 i G2 wykazata, ze F. proliferatum wystgpuje we wszystkich
odmianach pszenicy ozimej i w obydwu badanych pokoleniach. Oprocz F. proliferatum
w obydwu generacjach zaobserwowano wystepowanie A. lecanii w odmianie Legenda
i T. koningii w odmianie Euforia. Natomiast grzyby z rodzaju Trichoderma zidentyfikowano
w dwoch generacjach jedynie w pszenicy odmiany Bombona. Siedem dni po traktowaniu 14-
dniowych siewek aksenicznych pszenicy wybranymi endofitami dokonano identyfikacji
molekularnej re-izolowanych szczepow grzybow. wtym celu przeprowadzono analize
porownawcza sekwencji nukleotydowych odpowiednich markeréw filogenetycznych dla
wyizolowanych grzybow zsekwencjami nukleotydowymi uzyskanymi wyjSciowo po
pierwotnej izolacji badanych endofitow z tkanek pszenicy. Analiza porownawcza sekwencji
wykazata, ze szczepy F. proliferatum, P. olsonii, P. expansum i T. hamatum byty zdolne do
ponownego zasiedlenia tkanek badanych odmian pszenicy. Do$wiadczenie nr 4 miato na celu
analiz¢ ekspresji wybranych gendw pszenicy po 7 dniach od traktowania roslin zawiesing
F. proliferatum E202, P. olsonii E69_1, P. expansum E193, T. hamatum E81 oraz mieszaning
tych grzybow. Do analiz wybrano gen HSP70 kodujacy biatko szoku cieplnego, PR9 kodujacy
peroksydazg oraz SOD kodujacy dysmutaze ponadtlenkows. Zaobserwowano, ze ekspresja
badanych genéw (SOD, PR9, HSP70) zalezy od genotypu ro$liny/odmiany jak rowniez
gatunkow grzybow, ktdrymi rosliny byly traktowane.



