Fusarium temperatum znaczenie i szkodliwo§¢ w uprawie kukurydzy, poszukiwanie
i charakterystyka zrédel odpornosci
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Zadanie nr 92 realizowane na rzecz postgpu biologicznego w produkcji roslinnej, dofinansowane na podstawie rozporzadzenia
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015r. w sprawie stawek dotacji przedmiotowych dla ré6znych podmiotéw
wykonujacych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U., poz. 1170).

Fuzarioza kolb kukurydzy (FKK) jest choroba o ztozonej etiologii. W kompleksie czynnikéw sprawczych
wymienia si¢ szereg gatunkow Fusarium w tym: F.acuminatum, F.anthophilum, F.avenaceum, F.culmorum,
F.equiseti, F.graminearum, F.oxysporum, F.poae, F.proliferatum, F.subglutinans, F.sporotrichioides, F.tricinctum,
F.verticillioides. Grzyby te sa znane ze swojej aktywnosci toksynotworczej. O ile ocena znaczenia wymienionych
gatunkow byla przedmiotem licznych analiz i opracowan, o tyle wiedza na temat porazenia kukurydzy (odmian, linii
hodowlanych czy tez genotypdéw) przez Fusarium temperatum jest fragmentaryczna. Znaczenie tego nowego patogena
na §wiecie z uwagi na zagrozenie zwigzane z wystgpowaniem metabolitow wtornych w porazonych kolbach bylo
inspiracja do realizacji badan, ktérych celem byta:

e Ocena podatnosci linii hodowlanych Zea mays na porazenie przez F.temperatum i wytypowanie form
charakteryzujacych si¢ niska podatnoscia na porazenie oraz ocena linii hodowlanych kukurydzy pod katem
zawarto$ci amylozy w ziarniakach

e Analiza profilu metabolitow wtornych (mykotoksyn) wystepujacych w materiale roslinnym porazonym
przez F.temperatum

e Analiza populacji F.temperatum w zakresie cech istotnych w patogenezie i epidemiologii fuzariozy kolb
kukurydzy

Izolaty F.temperatum pochodzity z ziarniakéw uzyskanych z kolb wykazujacych objawy fuzariozy rozwijajacej
sie¢ w nastepstwie infekcji naturalnych. Izolacje i identyfikacje prowadzono z zastosowaniem standardowych metod
majacych zastosowanie w diagnostyce mykologicznej Fusarium. Wiarygodno$¢é diagnostyki byta potwierdzana
molekularnie. Analiza molekularna opierata si¢ na sekwencjonowaniu EF-I/a oraz p-tubuliny uznawanych
za podstawowe markery barkodingu. Okreslono roéwniez frekwencje wystepowania dopelnajacych typow
kojarzeniowych MAT1-1 i MAT1-2. W badanej populacji izolatow F.temperatum wyniosta ona odpowiednio 42 do 28.

Profil metabolitow wtornych syntetyzowanych przez F.temperatum zbadano dla 70 izolatow, dla ktorych
biosynteze metabolitow prowadzono na ziarniakach kukurydzy i ryzu. Analiza zostata przeprowadzona w kierunku
wystepowania fumonizyn (FB; i FB,), pochodnych heptadepsypeptydowych (BEA i ENN) oraz ergosterolu (ERG).
Na ziarniakach kukurydzy i ryzu zaden z przebadanych 70 izolatow grzyba nie wytwarzal fumonizyn.

Na ziarniakach ryzu i kukurydzy, sposrod przebadanej populacji F.temperatum 60 izolatow syntetyzowato
beauwerycyne (BEA). Na ryzu $ladowe iloéci eniatyn (ENN) zanotowano w przypadku 21 izolatéw. Sredni poziom
BEA dla populacji przebadanych izolatow wynosit 425,35 ppm. Ilosciowo na ryzu najwiecej BEA biosyntetyzowat
izolat PFt 264 (2073,70 ppm), najmniej izolaty: PFt 201, PFt 221, PFt 238, PFt 239, PFt 240, PFt 245, PFt 254,
PFt 258, PFt 259 i PFt 261 (0,00 ppm). Najnizszy poziom 12,24 ppm ergosterolu na ryzu zanotowano
w przypadku izolatu PFt-221, za$ najwyzsza warto$¢ tego metabolitu 4110,64 ppm wykazat izolat o numerze PFt-234.
Na kukurydzy $§ladowe iloéci eniatyn (ENN) wykryto posrod 24 izolatow. Sredni poziom BEA dla populacji
przebadanych izolatow wynosit 121,52 ppm. llosciowo na kukurydzy najwigcej BEA biosyntetyzowat izolat PFt 234
(514,38 ppm), najmniej za$ izolaty: PFt 221, PFt 223, PFt 238, PFt 239, PFt 240, PFt 245, PFt 254, PFt 258, PFt 259 i
PFt 261 (0,00 ppm). Najnizszy poziom 2,14 ppm ergosterolu na kukurydzy zanotowano w przypadku izolatu PFt 240,
za$ najwyzszg warto$¢ tego metabolitu 716,39 ppm wykazat izolat o numerze PFt 234.

Oceng patogenicznos$ci przeprowadzono metoda ,,toothpicks” dla 70 izolatow F.temperatum. Inokulowane byty
7 tygodniowe ro§liny kukurydzy poprzez wprowadzenie w lodyge wykataczki przerosnigtej grzybnig badanego
izolatu. Po okresie 2 tygodni od momentu inokulacji rosliny byty §cinane, pedy krojone a rozmiar nekrozy mierzony.
Aczkolwiek wszystkie izolaty powodowaly zmiany chorobowe inokulowanych ro$lin, stwierdzono istotne
zroznicowanie tej cechy w obrebie badanej populacji patogendw. Izolatami dajgcymi najbardziej rozlegle zmiany
na pedach inokulowanych roslin byty: PFt-270, PFt-226, PFt-232, PFt-242 oraz PFt-218. Izolaty te uzyte zostaty
do oceny podatnosci genotypow kukurydzy na F.temperatum w do§wiadczeniach polowych.

Materiat badawczy do badan z zakresu podatnos$ci Zea mays na porazenie przez F.temperatum stanowity linie
kukurydzy Zea mays ssp. indentata (dent) oraz Zea mays ssp. indurata (flint). Do$wiadczenie bylo realizowane
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w 2017 roku, na terenie pol do$wiadczalnych THAR (PIB) w Radzikowie, Hodowli Roslin Smolice (HRS)
i Matopolskiej Hodowli Roslin Odziat w Kobierzycach (MHROK), gdzie ocenie poddawano odpowiednio 120, 60
i 60 obiektow. Zgodnie z zatozeniami podatno$¢ kazdego genotypu na porazenie przez F.temperatum byta oceniana
w dwoch lokalizacjach. Inokulum w do$wiadczeniu infekcyjnym stanowita zawiesina zarodnikéw o mianie 10%/ ml,
wprowadzana do kolb metoda ,,nail punch”. Inokulacj¢ kukurydzy przeprowadzano w fazie R2 jej rozwoju. Stopien
porazenia inokulowanych kolb kukurydzy szacowano w fazie dojrzato$ci zbiorczej w oparciu o 6 punktows skalg.

Zakres zmiennosci analizowanej cechy dla badanych genotypow wahat si¢ od 0,90 do 4,22. Stopien porazenia
materiatow pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce (2,21) i HRS Smolice (1,83) roznit si¢ nieznacznie, lecz
roznica ta byla istotna statystycznie. Stwierdzono istotny wplyw srodowiska na stopien porazenia kolb kukurydzy
przez F.temperatum. Istotnie silniej kolby byty porazane w Kobierzycach (2,22) i Radzikowie (2,01), niz w Smolicach
(1,82). Uzyskane wyniki wskazuja na zréznicowana podatno$¢ materiatow hodowlanych na porazenie a zmienno$¢
porazenia miala charakter ciagly. Taki rozklad cechy jest typowy dla interakcji gospodarz patogen o charakterze
rasowo nispecyficznym, a zatem do$¢ typowym przy ocenie porazenia roslin przez Fusarium spp. Na podkreslenie
zasluguje stwierdzenie mniejszej podatnosci na porazenie form flint niz dent, a stopien ich porazenia wynosit
odpowiednio 1,90 i 2,17. Zaleznoé¢ takg obserwowano w przypadku dwoch lokalizacji do$wiadczenia tj. Smolice
i Radzikéw. Porazenie form flint i dent wynosito odpowiednio w Smolicach 1,57 i 2,29, Radzikowie 1,94 i 2,10.
Natomiast $redni stopien porazenia form flint i dent w Kobierzycach wynosit odpowiednio 2,25 i 2,20, lecz réznica
ta nie byla istotna statystycznie.

Okreslenie procentowego udziatu amylozy w ogdlnej zawarto$ci skrobi przeprowadzono dla 240 prob
ziarniakow kukurydzy, pochodzacych z do$wiadczen zalozonych na terenie pol do§wiadczalnych Hodowli Roslin
Smolice (60 prob) Sp. z o. 0. Grupa IHAR oraz Matopolskiej Hodowli Roslin oddziat w Kobierzycach (60 prob) oraz
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin IHAR (PIB) Radzikow (120 prob). Zakres zmiennosci tej cechy wahat si¢
od 24,38% do 38,78% i od 21,46% do 39,50%, odpowiednio dla form typu flint i dent.

Ziarniaki kukurydzy pochodzace z doswiadczen inokulacyjnych analizowano takze pod katem zawartoSci
beauwerycyny (BEA) oraz ergosterolu (ERG). Lacznie analizami objeto 240 prob ziarniakéw pochodzacych
z do$wiadczen polowych prowadzonych na terenie wyzej wymienionych lokalizacji. W porazonych ziarniakach
stwierdzono wystepowanie beauwerycyny. W materiatach hodowli Smolice $rednia zawarto§¢ BEA w probach
kukurydzy typu dent wynosita 8,06 ppm (doS§wiadczenie w Smolicach) i 6,96 ppm (do§wiadczenie w Radzikowie),
za§ w probach kukurydzy typu flint §rednia zawarto$¢ tego metabolitu wynosita 4,20 ppm i 3,60 ppm, odpowiednio
dla dwoch wyzej wymienionych lokalizacji. W materiatlach hodowli Kobierzyce $rednia zawartos¢ BEA w probach
kukurydzy typu dent wynosita 7,42 ppm (do$wiadczenie w Kobierzycach) i 5,08 ppm (do§wiadczenie w Radzikowie).
W probach kukurydzy typu flint $rednia zawartos¢ BEA wynosita 6,91 ppm (do$wiadczenie w Kobierzycach) i 7,80
ppm (doswiadczenie w Radzikowie). W materiatach hodowli Smolice $rednia zawarto$¢ ergosterolu w probach
kukurydzy typu dent wynosita 23,37 ppm (do$wiadczenie w Smolicach) i 23,84 ppm (do$wiadczenie w Radzikowie),
natomiast w probach kukurydzy typu flint $rednia zawarto$¢ tego metabolitu wynosita 13,70 ppm i 13,18 ppm,
odpowiednio dla do$wiadczen zlokalizowanych w Smolicach i Radzikowie. W materialach hodowli Kobierzyce
w probach ziarniakow kukurydzy typu dent $rednia zawartos¢ ERG wynosita 18,57 ppm (do$wiadczenie
w Kobierzycach) i 15,11 ppm (doswiadczenie w Radzikowie), za§ w probach kukurydzy typu flint $rednia zawarto$¢
tego zwigzku wynosita 16,01 ppm (do$wiadczenie w Kobierzycach) i 21,75 ppm (do$wiadczenie w Radzikowie).

W podsumowaniu

e Sekwencje EF-/a oraz B tubuliny umozliwiaja jednoznaczng diagnostyke F.temperatum

o Wystepowanie idiomorfow MATI1-1 i MAT1-2 wérdd izolatow F.temperatum wskazuje na potencjalng
mozliwo$¢ wystepowania in-vivo teleomorfy badanego gatunku

e Gatunek F.temperatum jest istotnym producentem pochodnych beauwerycyny oraz eniatyn, istnieje zatem
duze ryzyko zanieczyszczenia tymi metabolitami kolb kukurydzy w warunkach infekcji naturalnej

e Dos¢ skape i sprzeczne doniesienia literaturowe w zakresie spektrum biosyntetyzowanych metabolitow
przez F.temperatum wskazuje na potrzeb¢ kontynuowania prac w tym zakresie

o F.temperatum jest gatunkiem, ktorego patogeniczno$¢ jest poréwnywalna z gatunkami Fusarium spp.,
ktérych wystepowanie powoduje istotne lub bardzo istotne straty w produkcji roslin zbozowych

e Istnieje znaczace zroznicowanie podatnosci materiatbw hodowlanych kukurydzy na porazenie
przez F.temperatum a wyrazna tendencja jest silniejsze porazenie form dent niz flint



