Fusarium temperatum - znaczenie i szkodliwo$¢ w uprawie kukurydzy, poszukiwanie
I charakterystyka zrodel odpornosci
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Zadanie nr 92 realizowane na rzecz postgpu biologicznego w produkcji roslinnej, dofinansowane na podstawie § 9 ust. 1 i ust. 6
rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015r. w sprawie stawek dotacji przedmiotowych dla réznych
podmiotow wykonujacych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. poz. 1170, z pdzn. zm.).

Fuzarioza kolb kukurydzy jest uwazana za jeden z najwazniejszych problemow w uprawie tej rosliny. Szkodliwos¢
choroby polega na znaczacym spadku plonu, uzyskiwaniu ziarna gorszej jakos$ci oraz jego zanieczyszczenu metabolitami
wtornymi Fusarium spp. Jest to choroba o zlozonej etiologii, a wéréd czynnikéw sprawczych wymienia si¢
migdzy innymi: Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium avenaceum, Fusarium verticillioides,
Fusarium subglutinans i Fusarium proliferatum. O ile ocena znaczenia wymienionych gatunkow byla przedmiotem
licznych analiz 1 opracowan, o tyle wiedza na temat porazenia kukurydzy (odmian, linii hodowlanych) przez
Fusarium temperatum jest fragmentaryczna. Znaczenie tego nowego patogena na $wiecie z uwagi na zagrozenie zwigzane
z wystepowaniem metabolitow wtornych w porazonych kolbach byto 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 podatnoscig na porazenie oraz ocena linii hodowlanych kukurydzy pod katem
zawartosci 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 rozwijajace;j si¢
w nastepstwie infekcji naturalnych. 1zolacje i identyfikacje prowadzono z zastosowaniem standardowych metod majacych
zastosowanie w diagnostyce mykologicznej Fusarium. Wiarygodno$¢ diagnostyki byta potwierdzana molekularnie.
Analiza molekularna opierata si¢ na sekwencjonowaniu EF-/o oraz g-tubuliny uznawanych za podstawowe markery
barkodingu. Okreslono rowniez frekwencje wystgpowania dopetnajacych typéw kojarzeniowych MAT1-1 i MAT1-2.
W badanej populacji izolatow F.temperatum wyniosta ona odpowiednio 35 do 35.

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 heksadepsypeptydowych (BEA i ENN) oraz ergosterolu (ERG).

W obrebie analizowane]j populacji F.temperatum, dla 5. izolatow, na kazdym z zastosowanych podlozy (ziarniaki ryzu
1 kukurydzy) wykryto §ladowe $ladowe ilosci fumonizyny FB;.

Wsrod 70. analizowanych izolatow F.temperatum, na ziarniakach ryzu i kukurydzy bowerycyn¢ syntetyzowalo
odpowiednio 66 i 69 izolatbw. Na ryzu, Sredni poziom tego metabolitu wynosit 812,01 ppm, za$§ na kukurydzy
140,98 ppm. Ilosciowo na podtozu ryzowym najwi¢cej BEA biosyntetyzowat izolat PFt 348 (3582,55 ppm), najmniej
za$ izolat PFt 309 (1,55 ppm). Na ziarniakach kukurydzy najwiecej BEA produkowal izolat PFt 326 (761,25 ppm),
najmniej natomiast izolat PFt 313 (4,28 ppm).

Na ryzu, wérdd 70. analizowanych izolatéw F.temperatum, 50 izolatow syntetyzowalo eniatyng Al (ENN Al).
Sredni poziom ENN Al dla populacji przebadanych izolatéw wynosit 37,09 ppm. Na podiozu ryzowym 19 izolatow
tworzylo eniatyne A (ENN A). Sredni poziom tego metabolitu dla populacji przebadanych izolatow grzyba wynosit
5,27 ppm. Ponadto 11 izolatow F.temperatum produkowato eniatyne B (ENN B). Sredni poziom ENN B dla populacji
przebadanych izolatow wynosit 3,51 ppm. Posrod 70. analizowanych izolatow F.temperatum 57 izolatéw syntetyzowato
eniatyne B1 (ENN B1), ktorej $redni poziom wynosit 48,81 ppm. Na ryzu $redni poziom ergosterolu dla populacji
przebadanych izolatow wynosit 181,22 ppm. Najwyzszy poziom (428,10 ppm) ERG zanotowano w przypadku izolatu
PFt 333, za$ najnizszy poziom tego metabolitu (15,70 ppm) wykazat izolat o numerze PFt 338.

Na ziarniakach kukurydzy wszystkie izolaty biosyntetyzowaty eniatyng Al (ENN Al). Sredni poziom ENN Al
dla populacji przebadanych izolatow wynosit 52,18 ppm. Posréd 70. analizowanych izolatow F.temperatum 17 izolatow
produkowato eniatyne A (ENN A). Sredni poziom ENN A dla populacji przebadanych izolatow wynosit 24,74 ppm.
Ponadto 18 izolatow F.temperatum tworzylo eniatyne B (ENN B). Sredni poziom tego metabolitu dla populacji
przebadanych izolatow wynosit 72,74 ppm. Wsrod 70. izolatow F.temperatum, 11 izolatow tworzylo eniatyng Bl
(ENN B1). Sredni poziom ENN Bl wynosit 30,84 ppm. Na kukurydzy $redni poziom ergosterolu dla populacji
przebadanych izolatow wynosit 282,28 ppm. Najnizszy poziom (29,20 ppm) ergosterolu zanotowano w przypadku izolatu
PFt 326, za$ najwyzszg warto$¢ tego metabolitu (761,40 ppm) wykazat izolat o numerze PFt 350.

Oceng patogeniczno$ci przeprowadzono metodg ,.toothpicks” dla 70. izolatdéw F.temperatum. Inokulowane byty
7 tygodniowe rosliny kukurydzy poprzez wprowadzenie w todyge wykataczki przerosnigtej grzybnig badanego izolatu.
Po okresie 2 tygodni od momentu inokulacji roéliny byly $cinane, pedy krojone a rozmiar nekrozy mierzony.
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Aczkolwiek wszystkie izolaty powodowaty zmiany chorobowe inokulowanych roslin, stwierdzono istotne zréznicowanie
tej cechy w obrebie badanej populacji patogendw. Izolatami dajacymi najbardziej rozlegle zmiany na pedach
inokulowanych ro$lin byty: PFt-349, PFt-362, PFt-363, PFt-352 i PFt-322. Izolaty te uzyte zostaly do oceny podatnosci
genotypow kukurydzy na F.temperatum w doswiadczeniach polowych.

Materiat badawczy do badan z zakresu podatnosci Zea mays na porazenie przez F.temperatum stanowily linie
kukurydzy Zea mays var. indentata (dent) oraz Zea mays var. indurata (flint). Doswiadczenie bylo realizowane
w 2018 roku, na terenie p6l doswiadczalnych IHAR (PIB) w Radzikowie, Hodowli Ro$lin Smolice (HRS) i Matopolskiej
Hodowli Roslin Odziat w Kobierzycach (MHR), gdzie ocenie poddawano odpowiednio 120, 60 i 60 obicktow. Zgodnie
z zalozeniami podatnos¢ kazdego genotypu na porazenie przez F.temperatum byla oceniana w dwoch lokalizacjach.
Inokulum w do$wiadczeniu infekcyjnym stanowita zawiesina zarodnikéw o mianie 10%/ ml, wprowadzana do kolb metoda
»hail punch”. Inokulacje kukurydzy przeprowadzano w fazie R2 jej rozwoju. Stopien porazenia inokulowanych kolb
kukurydzy szacowano w fazie dojrzatoéci zbiorczej, w oparciu o 6 punktows skale.

Zakres zmienno$ci analizowanej cechy dla badanych genotypéw wahat si¢ od 0,54 do 2,88. Stopien porazenia
materialow pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce (1,56) i HRS Smolice (1,39) réznit si¢ nieznacznie, lecz réznica ta
byla istotna statystycznie. Stwierdzono istotny wplyw $rodowiska na stopien porazenia kolb kukurydzy przez
F.temperatum. Istotnie silniej kolby byty porazane w Kobierzycach (1,64) i Smolicach (1,51), niz w Radzikowie (1,38).
Uzyskane wyniki wskazuja na zréznicowang podatno$é materiatdw hodowlanych na porazenie a zmienno$¢ porazenia
miata charakter ciagly. Taki rozklad cechy jest typowy dla interakcji gospodarz patogen o charakterze rasowo
niepecyficznym, a zatem do$¢ typowym przy ocenie porazenia roslin przez Fusarium spp. Na podkreslenie zashuguje
stwierdzenie mniejszej podatnosci na porazenie form flint niz dent, a stopien ich porazenia wynosit odpowiednio
1,38 i 1,57. Zalezno$¢ taka obserwowano w przypadku trzech lokalizacji do$wiadczenia tj. Smolice, Kobierzyce
i Radzikoéw. Porazenie form dent i flint wynosito odpowiednio: 1,58 i 1,43 (w Smolicach), 1,45 i 1,30 (w Radzikowie)
oraz 1,811 1,47 (w Kobierzycach) i roznice w trzech lokalizacjach doswiadczenia byly istotne statystycznie.

Okreslenie procentowego udziatu amylozy w ogolnej zawartosci skrobi przeprowadzono dla 240 préob ziarniakow
kukurydzy, pochodzacych z doswiadczen zatozonych na terenie pdl do§wiadczalnych Hodowli Roslin Smolice (60 prob)
Sp. z 0. 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 24,59% do 41,13%
i od 22,23% do 40,43%, odpowiednio dla form typu flint i dent.

Ziarniaki kukurydzy pochodzace z doswiadczen inokulacyjnych analizowano takze pod katem zawartosci
bowerycyny (BEA) oraz ergosterolu (ERG). Lacznie analizami objeto 240 prob ziarniakow pochodzacych
z doswiadczen polowych prowadzonych na terenie wyzej wymienionych lokalizacji. W porazonych ziarniakach
stwierdzono wystepowanie bowerycyny. W materiatach hodowli Smolice $rednia zawartos¢ BEA w probach kukurydzy
typu dent wynosita 3,3 ppm (doswiadczenie w Smolicach) i 6,5 ppm (do$§wiadczenie w Radzikowie), zas w probach
kukurydzy typu flint $rednia zawarto$¢ tego metabolitu wynosita 6,3 ppm i 7,6 ppm, odpowiednio dla dwoch wyzej
wymienionych lokalizacji. W materiatach hodowli Kobierzyce $rednia zawartos¢ BEA w probach kukurydzy typu dent
wynosita 7,7 ppm (do$wiadczenie w Kobierzycach) i 5,2 ppm (doswiadczenie w Radzikowie). W probach kukurydzy typu
flint $rednia zawartos§¢ BEA wynosita 6,4 ppm (doswiadczenie w Kobierzycach) i 55 ppm (doswiadczenie
w Radzikowie).

W materiatach hodowli Smolice $rednia zawarto§¢ ergosterolu w probach kukurydzy typu dent wynosita
10,9 ppm (doswiadczenie w Smolicach) i 11,2 ppm (doswiadczenie w Radzikowie), natomiast w probach kukurydzy typu
flint $rednia zawarto$¢ tego metabolitu wynosita 19,6 ppm i 9,7 ppm, odpowiednio dla do$wiadczen zlokalizowanych
w Smolicach i Radzikowie. W materiatach hodowli Kobierzyce w probach ziarniakow kukurydzy typu dent $rednia
zawartos¢ ERG wynosita 25,8 ppm (doswiadczenie w Kobierzycach) i 11,4 ppm (doswiadczenie w Radzikowie),
za$§ w probach kukurydzy typu flint $rednia zawartos$¢ tego zwigzku wynosita 23,0 ppm (doswiadczenie w Kobierzycach)
i 12,3 ppm (doswiadczenie w Radzikowie).

W podsumowaniu

e Sekwencje EF-1a oraz B tubuliny umozliwiaja jednoznaczng diagnostyke F.temperatum

e Wystepowanie idiomorfow MAT1-1 i MAT1-2 wérod izolatow F.temperatum wskazuje na potencjalng mozliwosé
wystepowania in-vivo teleomorfy badanego gatunku

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

e Dos¢ skape i1 sprzeczne doniesienia literaturowe w zakresie spektrum biosyntetyzowanych metabolitow
przez F.temperatum wskazuja na potrzebe kontynuowania prac w tym zakresie

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

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