Wyniki

Analiza stopnia porazenia kolb kukurydzy przez F.temperatum

Badaniami objeto 120 genotypéw kukurydzy wytypowanych do badati przez dwie stacje hodowlane (A i B).
Do$wiadczenie bylo realizowane na terenie pél do$wiadczalnych Pafstwowego Instytutu Badawczego IHAR
W Radzikowie, Hodowli Roslin Smolice Sp. z o. 0. Grupa IHAR oraz Matopolskiej Hodowli Roslin oddziat
w Kobierzycach, gdzie ocenie poddawano odpowiednio 60, 60 i 120 obiektGw. Zgodnie z zalozeniami
podatnos¢ kazdego genotypu na porazenie przez F.temperatum byta oceniana w dwéch lokalizacjach.
Uzyskane wyniki stopnia porazenia kukurydzy zostaty przedstawione w tabeli 1.1, Zakres zmiennodci cechy
dla badanych genotypéw wahat si¢ od 1.30 (dla genotypu 105) do 4.35 w przypadku genotypu o numerze
kodowym 66 .

Zaznaczy! si¢ istotny wplyw $rodowiska na stopies porazenia kolb przez F.temperatum (rye. 1). Istotnie
silniej kolby byly porazane w Kobierzycach (2.73) i Smolicach (2.83) niz w Radzikowie (2.30). Formy flint
kukurydzy byly istotnie slabiej porazane niz dent. (ryc. 2). Stopien porazenia roélin wynosit odpowiednio
2.4312.79. Zaleimos¢ takg obserwowano w przypadku wszystkich trzech lokalizacji doswiadczenia (rye. 3),
niezaleznie od Zrédta pochodzenia (hodowli) materiatu.

Stopieri porazenia materiatléw pochodzacych z hodowli A (2.66) 1 B (2.57) réznit si¢ nieznacznie, lecz
réznica byla statystycznie istotna (rye. 5). W przypadku materiaféw pochodzacych z hodowli A zmiennosé
porazenia kolb badanych genotypéw wahala sie od 1.30 dla genotypu o numerze kodowym 105 do 4.35 dla
genotypu o numerze 66 (tab. 1.2). Formy flint pochodzace z tej hodowli byly porazone w zakresie od 1.30
do 4.06 (rye. 6), natomiast dent od 1.55 do 4.35 (rye. 7).

Zakres zmiennosci badanej cechy dla materiatéw pochodzacych z hodowli B wahat sig od wartoéei 1.80 dla
genotypu o numerze kodowym 45 do 3.31 dla genotypéw 12, 13, 24 (tab. 1.3). Formy flint pochodzace z tej
hodowli byly porazone w zakresie 1.8 —3.12 (ryc. 8), natomiast dent od 1.98 do 3.31 (ryc. 9.



Tab. 1.1. Sredni stopiefi porazenia genotypéw kukurydzy przez F.temperatum

Lp Genotyp  Hodowla Sredni stopien poratenia Lp Genotyp  Hodowla Sredni stopied porazenia
1 1 B 3,18 1,25 |61 61 A 2,72 % 1,42
2 2 B 283 £ 1,52 |62 62 A 348 + 1,29
3 3 B 3,00 % 1,40 |63 63 A 3,54 % 1,23
4 4 B 3,07 = 1,34 | 64 64 A 2,76 <+ 1,20
5 5 B 246 & 1,14 | 65 65 A 307 =+ 1,23
6 6 B 1,97 =+ 1,26 | 66 66 A 435 <« 0,91
7 7 B 281 = 1,37 |67 67 A 337 % 1,16
8 8 B 2,85 = 1,33 |68 68 A 2,88 <+ 1,01
9 9 B 3,06 <+ 1,33 | 69 69 A 342 + 1,18
10 10 B 2,59 & 0,84 | 70 70 A 242 = 0,88
11 11 B 2,80 < 1,06 ;71 71 A 1,96 = 0,65
12 12 B 3,32 & 1,36 |72 72 A 1,68 <+ 0,86
13 13 B 332 & 1,30 |73 73 A 331 + 1,26
14 14 B 2,43 =+ 1,20 | 74 74 A 283 + 0,89
15 15 B 2,10 % 1,24 |75 75 A 394 = 1,18
16 16 B 229 <+ 1,46 |76 76 A 1,86 =+ 0,79
17 17 B 2,54 = 1,59 {77 77 A 1,55 =+ 0,69
18 18 B 2,77 + 1,31 |78 78 A 1,82 =+ 0,64
19 19 B 3,00 « 1,44 |79 79 A 3,09 = 0,78
20 20 B 2,61 &+ 1,26 | 80 80 A 2,16 = 0,86
21 21 B 2,81 % 1,17 | 81 81 A 1,88 <+ 0,66
22 22 B 3,08 « 1,08 |82 82 A 382 =« 0,92
23 23 B 3,00 = 1,29 | 83 83 A 287 <+ 1,04
24 24 B 3,32 % 1,30 | 84 84 A 2,33 £ 0,78
25 25 B 309 + 1,02 | 85 85 A 2,83 + 0,91
26 26 B 242 £ 1,17 | 86 86 A 1,69 =+ 0,62
27 27 B 3,12 + 1,09 | 87 87 A 2,30 = 0,54
28 28 B 306 =+ 1,36 |88 88 A 277 =+ 1,17
29 29 B 327 =+ 1,39 | 89 89 A 292 + 0,92
30 30 B 2,72 =+ 1,35 |90 S0 A 2,16 =+ 0,99
31 31 B 1,93 =+ 1,00 |91 91 A 222 = 1,29
32 32 B 231 = 1,16 {92 92 A 3,35 % 0,93
33 33 B 1,84 <+ 0,99 1|93 93 A 3,16 =+ 0,90
34 34 B 2,03 =+ 1,25 {94 94 A 2,70 «+ 1,36
35 35 B 2,60 =+ 1,19 |95 95 A 3,12 + 1,13
36 36 B 2,05 =+ 1,16 |96 %6 A 2,14 =+ 1,48
37 37 B 2,54 &+ 1,L10 |97 97 A 1,41 =+ 0,98
38 38 B 2,63 + 1,24 |98 98 A 2,53 % 1,81
39 39 B 2,13 =+ 0,97 |99 99 A 1,84 =« 1,44
40 40 B 3,12 <+ 1,48 | 100 100 A 407 = 1,11
41 41 B 2,66 + 1,10 {101 101 A 229 = 1,14



42 42 B 240 % 1,47 (102 102 A 222 + 1,21
43 43 B 1,91 + 0,88 | 103 103 A 3,23 =% 1,26
44 44 B 2,28 = 1,07 1104 104 A 250 = 1,11
45 45 B 1,80 + 0,96 | 105 105 A 1,30 = 0,68
46 46 B 239 1,16 [ 106 106 A 2,80 =% 1,38
47 47 B 2,21 1,07 1107 107 A 1,97 & 1,01
48 48 B 226 =+ 1,03 | 108 108 A 2,03 = 1,15
49 49 B 2,19 = 1,11 | 109 109 A 331 =+ 1,43
50 50 B 248 = 1,12 | 110 110 A 387 = 1,17
51 51 B 1,97 = 0,93 111 - 111 A 251 + 1,50
52 52 B 228 & 0,80 112 112 A 306 =+ 1,27
53 53 B 1,98 =« LIS [113 113 A 232 <+ 1,33
54 54 B 2,12« 1,22 | 114 114 A 240 = 0,77
55 55 B 2,10« 1,23 | 115 115 A 253 + 1,06
56 56 B 2,38 &+ 09 |116 116 A 323 = 1,24
57 57 B 300 =% L1z (117 117 A 3,17 = 0,94
58 58 B 1,92 =+ 1,06 | 118 118 A 321 =+ 1,53
59 59 B 2,66 =+ 1,18 [ 119 119 A 221 + 1,15
60 60 B 232 + 1,06 | 120 120 A 1,69 + 0,97




Tab. I 2 Stopien p.oraZenia genotypdw kukurydzy przez F.temperatum, wartosci srednie dla
materialéw hodowli A na podstawie oceny przeprowadzonej w Kobierzycach i Radzikowie

Lp  GENOTYP  STOPIEN Lp  GENOTYP STOPIEN
PORAZENIA PORAZENIA
1 6l 2,72 ’;ﬂd 3191 2,22
j 2‘2 348 2 9% 335
3,54 393 3,16 "
4 64 276 Jpz 34 94 270 "
5 65 307 35 95 312 B
6 66 435 at 36 96 214 d
7 67 3.37 w-ac 37 97 141 ab
8 68 2 88 :d 38 08 253 fio
9 69 3,42 f 39 99 L8 Be
10 70 242 40 100 4,07 ae-al
11 7 196 : 41 101 2.29 e
i z 168 42102 2,22 dl
14 74 2 W ﬁ 122 2 gp"
15 75 e 45 105 = s
16 76 2 be 46 106 = o
1,86 2,80
17 77 155 47 107 197
1878 182 :: 48 108 208
19 79 309 " 49 109 131 ::‘;
2(1) :(1) 216 50 10 387
1,88 SR 251
i zi 3,82 :"af 2 12 3,06
2,87 53 113 232
24 84 233 L 54 114 2,40 fon
25 85 283 w 55 115 53 i
26 86 169 ad 56 116 323 2
27 87 230 o 57 117 317 P
28 88 277 " 58 118 321 P
29 89 202 59 119 221
30 90 i 60 120 ad

2,16 1,69



Tab. 1. 3. Stopieri porazenia genotypow kukurydzy przez F.temperatum, wartosci $rednie dla

materialéw hodowli B, na podstawie oceny przeprowadzonej w Smolicach i Radzikowie

Lp GENQTYP STQP:EN: Lp GENOTYP STOPIEN PORAZENIA
PORAZENIA

1 1 3,18 31 31 1,93
2 2 2,83 7 32 32 231 ®
3 3 300 F 33 33 1,84 *
4 4 3,07 34 34 2,03 *
5 5 2,46 ™ 35 35 2,60 °
6 6 1,97 ™ 36 36 2,05
7 7 2,81 F 37 37 2,54
8 8 2,85 ¥ 38 38 263 ™
9 9 3,06 " 39 39 213 ¥
10 10 2,59 " 40 40 3,12 ™
11 11 2,80 ™ 41 41 2,66
12 12 332 ° 42 42 2,40 *
13 13 3,32 ° 43 43 1,91 *
14 14 2,43 Y 44 44 2,28 ¥
15 15 2,10 * 45 45 1,80 °
16 16 2,29 @ 46 46 2,39 ¥
17 17 2,54 47 47 2,21 *
18 18 2,77 ¥ 48 48 2,26 *
19 13 3,00 F 49 49 2,19 *
20 20 2,61 * 50 50 2,48
21 21 2,81 ™ 51 51 1,97
22 22 3,08 " 52 52 2,28 ®
23 23 3,00 F 53 53 1,98
24 24 332 ° 54 54 2,12 *
25 25 3,09 ™ 55 55 2,10 *
26 26 2,42 56 56 2,38 ¥
27 27 3,12 ™ 57 57 3,00 '
28 28 306 ' 58 58 1,92 *
29 29 3,27 ™ 59 59 2,66 ©
30 30 2,72 ¥ 60 60 2,32 ¥
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Ryc. 1. STOPIEN PORAZENIA BADANYCH GENOTYPOW KUKURYDZY PRZEZ FUSARIUM temperatum
W TRZECH LOKALIZACIACH
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Ryc. 2. STOPIEM PORAZEMIA KUKURYDZY FORM FLINT | DENT PRZEZ FUSARIUM temperatum

FFGPAD T T T s e e e

2,4419a

dent flint

10



Ryc. 3. POROWNANIE STOPNIA PORAFENIA FORM FLINT | DENT KUKURYDZY PRZEZ
FUSARIUM temperatum W TRZECH LOKALIZACIACH
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Ryc. 5. SREDNI STOPIEN PORAZENIA KUKURYDZY PRZEZ FUSARIUM temperatum
{HODOWLA A [ B)
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STOPIER PORAZENIA

Ryc. 6. SREDNI STOPIEN PORAZENIA GENOTYOW KUKURYDZY FUSARIUM temperatum
(HODOWLA A, T¥P FLINT}
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STOPIER PORAZENIA

Ryc. 7. SREDMI STOPIER PORAJENIA GENOTYOW KUKURYDZY FUSARIUM temperatum
(HODOWLA A, TYP DENT}
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STOPIEN PORAZENIA
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Ryc. 8. SREDNI STOPIEN PORAZENIA GENOTYOW KUKURYDZY PRZEZ FUSARIUM temperatum
{HODOWLA B, TYP FLINT)
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Ryt. 9. SREDNI STOPIEN PORAZENIA GENOTYOW KUKURYDZY PRZEZ FUSARIUM temperatum
(HODOWLA B, TYP DENT)
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Dyskusja

Fuzarioza kolb kukurydzy jest uwazana za jeden z najwazniejszych problemdéw w uprawie tej
rosliny (White 1999). Szkodliwo$¢ choroby polega na znaczgcym spadku plonu, uzyskiwaniem
ziarna gorszej jakosci oraz jego zanieczyszczeniu metabolitami wtdrnymi Fusarium spp (Wit 1 in.
2011). Jest to choroba o etiologii zlozonej a wérdd czynnikéw sprawczych wymienia sie min.:
F.graminearum, F.culmorum, F.avenaceum, F.verticillioides, F.subglutinans, F.proliferatum
(Bottalico 1998, Hussein i in. 2002, Logrieco i in. 2002, Dorn i in. 2009, Scauflaire i in. 2011). O
ile ocena podatnosci kukurydzy na porazenie przez wspomniane gatunki byla i jest przedmiotem
licznych analiz i opracowani gdyz sg to gatunki znane od dawna, natomiast wiedza na temat
porazenia kukurydzy (odmian, linii hodowlanych czy tez genotypdw) przez F.temperatum jest
fragmentaryczna.

Przedstawione wyniki wskazujg na zréznicowang podatnosé materiatéw hodowlanych na porazenie
a zmiennos¢ ocenianej cechy (podatno$é) miata charakter ciagly. Taki rozkiad cechy jest
charakterystyczny dla interakcji (pomiedzy gospodarzem a patogenem) o charakterze rasowo
nispecyficznym i jest dosé typowy dla porazenia roslin przez Fusarium spp. Utrudnia on w duzym
stopniu jednoznaczne wytonienie genotypdw podatnych, mniej podatnych, odpornych.

Na podkreslenie zashuguje stwierdzenie mniejszej podatnosci na porazenie form flint niz dent. W
sezonie 2015 wyniki takie uzyskano w doswiadczeniach inokulacyjnych we wszystkich trzech
lokalizacjach (Kobierzyce, Smolice i Radzikéw). Uwzgledniajgc strukture ziarniakéw form dent i
flint, uzyskane wyniki sg zgodne z przyjeta wstepna hipoteza, aczkolwiek doniesienia literaturowe
nie sg w tym zakresie jednoznaczne. Loffler i in. (2010) donosit o wigkszej podatnosci form flint
niz dent, odmienne wyniki byly prezentowane przez Wita i in. (2011), natomiast Hennigen i in.
(2000) na podstawie przeprowadzonych badan nie stwierdzil réznic istotnych w stopniu porazenia
obydwu form (fint, dent) kukurydzy. Uwzgledniajac, ze wsrdd polskich materialéw hodowlanych
bardzo powszechne sg formy posrednie flint x dent, jednoznaczne wyjasnienie wspomnianej
zaleznos$ci mogloby by¢ wartosciowe.

Poniewaz przeprowadzone w roku 2015 badania oceny podatnosci obejmowaly jedynie jeden sezon
wegetacyjny, w dodatku o przebiegu warunkéw pogodowych odbiegajacych od przecigtnie
wystepujacych w kraju (bardzo wysoka temperatura, niewielka ilo§¢ opadéw), niezbgdna wydaje

sie kontynuacja prac w tym zakresie.

Whioski
1.1. Badane materiaty hodowlane réznig si¢ podatnoscia na porazenie przez F.femperatum
1.2. Formy dent sg bardziej podatne na porazenie przez F.temperatum niz flint wéréd badanych

materiatéw hodowlanych kukurydzy.
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Mierniki dla tematu badawczego 1:

Lp. miernik? wartosé miernika podana wartosé miernika
w opisie zadania zrealizowana
Liczba genotypdw objeta badaniami 120 120
Liczba lokalizacji doswiadezen infekeyjnych dla kazdego genotypu 2 2
Liczba powtérzen biologicznych dla kazdego genotypu 2 2
Liczba kolb tworzacych powt6rzenie biologiczne 10 10

* Poda¢ miernik — np. ilod¢ testéw, prob, badanych genotypéw etc.
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3.2 Temat badawczy 2: Analiza profilu metabolitéw wiornych (mykotoksyn) wystepujacych w materiale
roslinnym porazonym przez Fusarium temperatum.
Cel tematu

Celem badari jest przeprowadzenie ilosciowej i jakosciowej analizy metabolitow wtornych wytwarzanych in-

vivo przez F.femperatum. Ponadto ziarniaki zostaly poddane analizie zawartosci amylopektyn/amylozy.
Cel zostat osiagniety

Material i metody

Materiat roslinny zebrany w trakcie fenotypowania byt przewozony do laboratorium a nastepnie

analizowany w kierunku:

- dominujacych metabolitéw F. temperatum, ktore rozpoznano w badaniach in vitro tego patogena
- ergosterolu, ktérego poziom stanowi ilosciowy marker plechy patogena w materiale ro§linnym.

- amylozy/amylopektyn (obydwa zwigzki tworza skrobig, ktéra jest podstawowym komponentem
endospermu ziarniakéw).

Analiza mykotoksyn i ergosterolu

Po osiagnigeiu dojrzatosci zbiorczej kolby kukurydzy byly transportowane do laboratorium a nastgpnie
dosuszane i miécone. Frakcje ziarniakéw z wyraZnymi objawami porazenia rozdrabniano i poddawano
analizie pod katem zawartosci ergosterolu oraz metabolitéw (mykotoksyn)
F.temperatum, ktore rozpoznano w badaniach z zakresu biosyntezy mykotoksyn w warunkach in vitro tego
patogena. (Skrining metabolitéw biosyntetyzowanych przez F.remperatum jest przedmiotem tematu 3).
Badania Scauflaire i in. (2012) wskazuja, ze F.temperatum posiada zdolnoéé biosyntezy beauwerycyny.
Dane na temat mozliwosci biosynetyzy innych myotoksyn sa niejednoznaczne, wskazujg na jakosciowsz
zmienno$¢ w populacji gatunku. Procedury analizy mykotoksyn oraz ergosterolu bedg zgodne ze stosowang
metodyks ich oznaczania w trakcie realizacji tematu badawczego 3, dotyczgcego biosyntezy F.temperatum

w warunkach in vitro,
Analiza zawartosci amylozy/amylopektyn

Analiza zawartosci amylopektyn/amylozy w skrobi przeprowadzano wykorzystujac do tego celu ,Megazyme
assay kit”. W tedcie tym badang prébke skrobi zawiesza sie w sulfotlenku dwumetylu (DMSO). Z roztworu
usuwa si¢ nastepnie lipidy poprzez stracenie skrobi etanolem. Wytracong skrobig zawiesza si¢ nastepnie w
buforze octanowym, z ktérego amylopektyne wytraca si¢ konkawaling. Zawarta w supernatancie amyloza

Jest hydrolizowana do D-glukozy a nastepnie oznaczana spektrofotometrycznie (Wit 2012).

Procedura analizy ergosterolu.

Ergosterol jest podstawowym zwigzkiem sterolowym blon cytoplazmatycznych grzybéw i jest standardowo

traktowany jako marker (jakosciowy i iloéciowy) obecnosci plechy grzybéw, Zawarto$é ergosterolu
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oceniano zgodnie z metodyka przedstawiong w pracy Younga (1995). Metoda ta przewiduje ekstrakeje
ergosterolu w metanolowym roztworze wodorotlenku sodowego w warunkach promieniowania
mikrofalowego. Zmydlony ergosterol zobojetnia sie kwasem solnym a nastgpnie ekstrahuje z roztworu
pentanem, Uzyskane probki odparowuje si¢ do sucha i w takiej postaci pozostawia do momentu analizy.
Analiza ergosterolu byla przeprowadzona metods wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosujge

chromatograf Shimadzu. Rozdziat byt przeprowadzony na kolumnie RP C18, z detekcjg UV przy 282nm.

Wyniki

Analiz¢ zawartosci amylozy przeprowadzono w ziarniakach kukurydzy 60 genotypéw hodowli A 1 60
genotypéw hodowli B. Ogélem pod katem zawartoSci amylozy przebadano 240 prob kukurydzy
pochodzacychz doswiadczert zalozonych na terenie pdl do$wiadczalnych Hodowli Roslin Smolice (60 préb)
Sp. z 0. 0. Grupa IHAR oraz Matopolskiej Hodowli Roslin oddzial w Kobierzycach (60 prdb) oraz Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin [HAR Radzikéw (120 préb).

o Udzial amylozy w strukturze skrobi =ziarniakéw materialéw hodowli A, pochodzacych =z
do$wiadczenia zafozonego w Kobierzycach przedstawia tabela 2.1. Zakres zmiennosdci cechy dla
badanych genotypow tej hodowli typu flint wahat sie od 22.69% (dla genotypu 105) do 32.22% w
przypadku genotypu o numerze kodowym 166, natomiast w przypadku ziarniakdw typu dent od
23.23% do 30.00%. Sredni udziat amylozy w ziarniakach kukurydzy typu flint byt wyzszy (27.02%)
niz w ziarniakach testowanych genotypow typu dent (26.82%), jednak przy a= 0.05 nie stwierdzono
réznic istotnych pomiedzy tymi wartodeiami,

e W ziarniakach genotypéw kukurydzy pochodzgcych z hodowli B, pochodzacych z doswiadczenia
zatozonego w Smolicach, stwierdzony udzial amylozy przedstawia tabela 2.2. Istotnie wigkszy
udzial amylozy wystepowat w formach flint (29.86%) niz dent (28.28%). Zakres zmiennosci badanej
cechy dla form kukurydzy typu flint wahat si¢ od 19.55% do 35.55% a w przypadku form kukurydzy
typu dent od 21.81% do 35.39%.

o Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw materiatéw hodowli A, pochodzacych z
do$wiadczenia zalozonego w Radzikowie przedstawia tabela 2.3. Zakres zmiennosci cechy dla
badanych genotypéw tej hodowli typu flint wahat si¢ od 23.11% (dla genotypu 92) do 35.07% w
przypadku genotypu o numerze kodowym 102, natomiast w przypadku ziarniakow typu dent od
20.29% (genotyp 90) do 31.48% (genotyp 82).

o Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw materiatéw hodowli B, pochodzacych z
doéwiadczenia zalozonego w Radzikowie przedstawia tabela 2.4. Zakres zmiennosci cechy dla
badanych genotypdw tej hodowli typu flint wahat si¢ od 21.87% (dla genotypu 33) do 34.73% w
przypadku genotypu o numerze kodowym 46, natomiast w przypadku ziarniakow typu dent od
23.92% (genotyp 14) do 34.61% (genotyp 18).
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Tabela 2.1 Analiza zawartoéci amylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy hodowli A,

Kobierzyce 2015
Ip gemotyp  typ udziat amylozy [%] Ip genotyp typ udziat amylozy [%]
1 91 flint 28,59 b 0,52 1 61 dent 27,04 * 0,48
2 92 flint 28,99 * 1,02 2 62 dent 27,72 * 1,66
3 93 flint 24,67 * 2,00 3 63 dent 27,12 + G,71
4 94 flint 24,62 + 0,88 4 64 dent 29,25 + 0,65
5 95 flint 26,35 + 1,48 5 65 dent 24,84 t 0,25
6 96 flint 28,19 x 0,58 6 66 dent 25,40 * 0,69
7 57 flint 25,38 t 0,41 7 67 dent 29,85 t 0,23
8 58 flint 23,28 * 0,77 8 68 dent 26,42 t 0,46
9 95 flint 26,47 * 0,70 9 69 dent 27,09 * 0,74
10 100 flint 26,91 * 0,54 10 70 dent 26,09 t 0,52
11 101 flint 25,73 + 1,60 11 71 dent 27,52 + 0,55
12 102 flint 28,39 + 1,29 12 72 dent 23,23 * 0,98
13 103 flint 23,81 % 0,72 13 73 dent 26,97 * 0,58
14 104 flint 25,23 + 0,85 14 74 dent 26,38 % 0,33
i5 105 flint 22,70 + 1,11 15 75 dent 24,66 % 0,90
16 106 flint 26,49 * 0,91 16 76 dent 26,45 * 0,60
17 107 flint 28,76 + 2,30 17 77 dent 23,39 + 0,49
18 108 flint 30,24 + 1,81 18 78 dent 27,65 t 0,99
19 109 flint 26,61 * 0,60 19 79 dent 27,84 t 1,27
20 110 flint 26,29 + 0,56 20 80 dent 2571 t 0,52
21 111 flint 27,16 * 0,63 21 81 dent 27,51 + 1,14
22 112 flint 25,86 + 0,52 22 82 dent 25,50 * 0,44
23 113 flint 31,14 + 0,62 23 83 dent 30,01 t c,47
24 114 flint 27,37 * 0,75 24 34 dent 26,45 + 1,85
25 115 flint 30,77 A 0,68 25 85 dent 29,39 t 0,44
26 116 flint 32,23 1 1,59 26 86 dent 25,50 + 0,56
27 117 flint 23,67 + 0,54 27 87 dent 29,25 + 0,72
28 118 flint 29,32 + 0,54 28 28 dent 24,08 d 0,59
29 119 flint 27,40 t 1,71 29 89 dent 29,28 x 0,75
30 120 flint 28,84 + 1,00 30 a0 dent 27,05 % 0,65
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Tabela 2.2 Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypow kukurydzy hodowli B,

Smolice 2015
Ip  gemotyp  typ  udziat amylozy [%] Ip  Eenotyp typ udzial amylozy [3%]
1 31 flint 29,31 % 0,41 i 1 dent 29,26 * 0,50
2 32 flint 28,84 by 0,73 2 2 dent 31,26 t 0,51
3 33 flint 30,13 + 0,84 3 3 dent 27,95 * 0,71
4 34 flint 19,55 % 0,36 4 4 dent 30,36 x 0,46
5 35 flint 26,44 * 0,84 5 5 dent 29,45 % 0,59
6 36 flint 20,43 % 0,42 6 6 dent 27,60 * 0,37
7 37 flint 25,61 * 0,51 7 7 dent 32,65 * 0,29
8 38 flint 23,68 % 0,52 8 8 dent 26,11 + 0,50
9 39 flint 27,50 % 0,66 9 g dent 28,70 * 0,45
10 40 flint 27,49 * 1,01 10 10 dent 30,95 + 1,47
11 41 flint 25,69 + 0,59 11 11 dent 30,68 + 3,37
12 42 flint 28,96 * 0,81 12 12 dent 26,20 t 0,95
13 43 flint 31,68 * 0,73 13 13 dent 28,72 * 0,55
14 44 flint 35,74 % 0,85 14 14 dent 22,39 t 1,42
i5 45 flint 32,35 % 0,67 15 15 dent 21,82 % 0,66
16 46 flint 32,21 * 1,61 16 16 dent 26,87 * 0,84
17 47 flint 35,95 t 0,45 17 17 dent 25,84 * 0,45
18 48 flint 30,85 + 0,50 18 18 dent 26,48 + 2,38
19 49 flint 32,78 + 0,42 19 19 dent 27,27 % 0,48
20 50 flint 31,93 t 0,45 20 20 dent 26,98 t 0,34
21 51 flint 29,79 e 0,48 21 21 dent 26,45 * 0,45
22 52 flint 31,66 % 0,84 22 22 dent 30,80 x 0,64
23 53 flint 30,90 x 0,56 23 23 dent 26,61 * 0,92
24 54 flint 30,23 % 0,60 24 24 dent 26,16 k- 1,03
25 55 flint 33,64 % 0,84 25 25 dent 28,38 + 0,30
26 56 flint 35,55 + 1,15 26 26 dent 35,39 * 0,77
27 57 flint 30,37 * 1,02 27 27 dent 29,94 t 1,10
28 58 flint 33,45 T 0,58 28 28 dent 31,98 * 0,88
28 59 flint 32,54 + 0,67 29 25 dent 30,84 * 0,34
30 60 flint 28,69 + 0,27 30 30 dent 25,18 * 1,07
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Tabela 2.3 Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypdw kukurydzy hodowli A,

Radzikéw 2015

Ip genotyp  typ udziat amylozy [%] Ip  genotyp typ udziat amylozy [%]
1 91  flint 2849 & 285 1 61 dent 2997 ¢ 1,69
2 92  fint 2311 114 2 62 dent 2482 & 199
3 93 flint 2311 5 Li4 3 63 dent 3139 &+ 401
4 94 flint 2946 4 183 4 64 dent 2543 1 1,07

5 g5  flint 3131 088 5 65 dent 2332 4 2,10

6 96 flint 2749 &+ 077 6 66 dent 28069 1 1,69
7 g7  fint 2665 1 060 7 67 dent 2987 ¢ 134
8 98  fiint 3027 + 096 8 68  dent 2482 & 452

9 99  flint 2997 4 135 ) 69  dent 2464 4 2,00
10 100 fint 23,74 & LIl 10 70  dent 27,81 1,57
11 101 flint 2913 &+ 103 11 71 dent 2433 & 165
12 102 flint 3507 &+ 1,36 12 72 dent 2377 & 078
13 103 flint 3375 & 160 13 73 dent 2469 &+ 141
14 104 flint 2694 &+ 1,57 14 74  dent 2087 + 2,63
15 105  fint 2342 & 3,00 15 75 demt 2710 191
16 106 flint 2640 4+ 2,84 16 76  dent 2695 & LI2
17 107 flint 2459 & L77 17 77 dent 2256 4 197
18 108 flint 2775 & 173 18 78  dent 2677 + 219
13 109 fint 2332 4 2,00 19 79  dent 2445 ¢ 172
20 110 flint 2712 & 093 20 80 dent 2628 & 1,79
21 111 flint 2346 & 139 21 81 dent 2576 1+ 16l
22 112 flint 2854 . 0,67 22 82 dent 3148 4+ 225
23 113 flint 2874 & LOI 23 83 dent 2566 i 164
24 114 flint 2660 4 022 24 84 dent 2630 .+ 197
25 115 flint 2868 ;0,69 25 85  dent 2625 &+ 3,66
26 116 flint 3414+ 2,14 26 86 dent 2644 4+ 1,09
27 117 flint 27,56« 1,37 27 87  dent 2062 i+ 1,68
28 118 flint 286% & L6 28 88  dent 2515 1 064
29 119 flint 2974 + 054 29 89  dent 2072+ 0,58
30 120 flint 3100 & 1,09 30 90  demt 20229 1 0,86
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Tabela 2.4 Analiza zawartodci am

ylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy hodowli B,

Radzikéw 2015

Ip  genotyp  typ  udziat amylozy [%] ip  sgenotyp typ udziat amylozy [36]

1 31 flint 31,67 & 0,77 1 1 dent 27,64 + 1,13

2 32 flint 28,04 % 1,71 2 2 dent 33,22 t I,55

3 33 fiint 21,87 1 2,11 3 3 dent 29,93 * 0,50

4 34 flint 33,22 * 0,74 4 4 dent 28,52 % 1,25

5 35 flint 28,75 + 0,58 5 5 dent 2541 + 2,00

6 36 flint 26,44 + 0,73 6 6 dent 30,78 * 2,03

7 37 flint 27,60 t 0,64 7 7 dent 28,93 + 0,94

8 38 flint 30,47 Ex 0,72 8 8 dent 28,65 + 545

9 39 flint 33,44 + 0,59 9 9 dent 26,91 £ 8,79
10 40 flint 30,35 t 0,38 10 10 dent 28,58 + 3,28
11 41 flint 32,94 + 0,58 11 11 dent 24,80 e 1,04
12 42 flint 28,62 * 1,23 12 12 dent 24,85 t I,59
13 43 flint 28,19 * 0,45 13 13 dent 28,77 + 1,00
14 44 fint 30,20 + 1,45 14 14 dent 2392 * 1,24
15 45 flint 25,61 + 1,62 13 15 dent 27,34 t 1,46
16 46 flint 34,73 + 0,44 16 16 dent 30,67 t 2,36
17 47 flint 26,03 * 0,57 17 17 dent 32,39 + 0,88
18 48 flint 31,27 % 1,33 18 18 dent 34,61 + 0,78
19 49 flint 31,88 - 0,72 19 19 dent 29,48 + 2,33
20 50 flint 27,38 t 1,82 20 20 dent 30,79 t 0,97
21 51 fiint 32,96 + 0,85 21 21 dent 3393 + 1,06
22 52 flint 27,91 * 1,01 22 22 dent 33,03 + 1,59
23 53 flint 25,88 + 0,40 23 23 dent 31,26 £ 225
24 54 flint 33,43 t 2,09 24 24 dent 30,53 + 1,78
25 55 flint 27,39 + 0,88 25 25 dent 32,51 t 2,89
26 56 flint 28,72 & 0,89 26 26 dent 2731 + 1,87
27 57 flint 32,11 * 0,93 27 27 dent 27,68 + 0,67
28 58 flint 26,45 * 1,69 28 28 dent 2842 £ 236
29 53 flint 32,01 + 0,34 29 29 dent 32,28 + 0,57
30 60 flint 28,16 + 4,53 30 30 dent 30,13 £ 087
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Analizg zawartosci ergosterolu oraz metabolitéw F.iemperatum —~ pochodnych heptadepsydowych (BEA
oraz ENN) przeprowadzono w ziarniakach kukurydzy 60 genotypéw hodowli ,A” i 60 genotypow hodowli
»B” pochodzgeych z doswiadezen zalozonych na terenie pdl doswiadezalnych Hodowli Roslin Smolice (60
prob) Sp. z 0. o. Grupa THAR oraz Matopolskiej Hodowli Ro$lin oddziat w Kobierzycach (60 préb) oraz
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin IHAR Radzikéw (120 préb),
Zawarto$¢ badanych matabolitdw dla materiatéw pochodzacychz hodowli ,,B” oraz ,A” przedstawiajg
odpowiednio Tab.2.5 i Tab.2.6.
W materialach hodowli ,,B” érednia zawartos¢ BEA:
® wprobach kukurydzy typu dent pochodzacych z doswiadczenia w zrealizowanego w:
Smolicach wynosita 11,70 ppm, i wahata si¢ od 0,86 do 103 ppm
Radzikowie wynosila 5,92 ppm i wahata sig od 0,56 do 23,58 ppm
© w probach kukurydzy typu flint pochodzacych z doswiadezenia w zrealizowanego w:
Smolicach wynosifa 15,07 ppm, i wahata si¢ od 0,71 do 35 ppm
Radzikowie wynosita 9,79 ppm i wahata sig od 0,46 do 22,75 ppm

W materiatach hodowli ,,B” §rednia zawartosé ENN
® w prébach kukurydzy typu dent pochodzacych z doswiadczenia w zrealizowanego w
Smolicach wynosita 14,84 ppm, i wahata sig od 2,27 do 36,23 ppm
Radzikowie wynosita 9,58 ppm i wahata sig od 1,47 do 23,55 ppm
® w prébach kukurydzy typu flint pochodzacych z doswiadezenia w zrealizowanego w
Smolicach wynosita 22,28 ppm, i wahala sig od 2,1 do 48,9 ppm
Radzikowie wynosita 14,49 ppm i wahata si¢ od 1,37 do 31,79 ppm

W materialach hodowli ,,A” $rednia zawartosé BEA
° w prébach kukurydzy typu dent pochodzacych z doswiadczenia w zrealizowanego w
Kobierzycach wynosita 7,08 ppm, i wahata si¢ od 1 do 23,32 ppm
Radzikowie wynosita 6,32 ppm i wahata sie od 0,72 do 21,11 ppm
® w probach kukurydzy typu flint pochodzacych z doswiadezenia w zrealizowanego w
Kobierzycach wynosita 7,28 ppm, i wahata sig od 0,0 do 59,83 ppm
Radzikowie wynosita 5,39 ppm i wahala si¢ od 0,0 do 19,7 ppm

W materialach hodowli ,,A” §rednia zawartosé ENN
® w prébach kukurydzy typu dent pochodzacych z doswiadczenia w zrealizowanego w
Kobierzycach wynosita 11,03 ppm, i wahata si¢ od 3,32 do 19,43ppm
Radzikowie wynosita 8,71 ppm i wahata si¢ od 2,00 do 18,4 ppm
e w probach kukurydzy typu flint pochodzacych z doswiadczenia w zrealizowanego w
Kobierzycach wynosita 7.39 ppm, i wahata sig od 3,38 do 19,43 ppm
Radzikowie wynosita 5,54 ppm i wahala sig od 2,44 do 12,1 ppm

22



Tab 2.5 Zawarto$¢ ergosterolu oraz metabolitow F.¢

hodowli B _gochodzacych z do$wiadczenia przepro

emperatum (BEA 1 ENN) w ziarniakach
wadzonego w Smolicach i Radzikowie

| GENOTYP | typ b e SMOLUCE T T RADZIKOW
| ; i ERGO ! BEA . ENN ; ERGO BEA | ENN
_ ( (om) | pom) . fpom) | (opm) . {ppm) | (ppm)
P11 f 350 ' 1881 - 3166 2,28 12,23 20,58
f 2 i f L 470 1632 . 3738 | 306 | 1061 | 2430
! 3 | f . __ 510 1527 . 3542 | 397 9,93 23,02
4 f ' 380 1554 . 3398 | 247 10,10 22,00
| s f 1 1130 22,84 N 1485 | 2324
s f 220 | w525 T
| 7 ] f 230 | 8,20 533 8,84
i 8 | f 120 | 230 1,50 657 |
i 9 i f 5,70 15,90 . 21,00 3,71 1034 | 13,65
T f 1280 3400 | 4470 ' 806 | 2310 | 2906
! 1 f 530 . 1140 1250 345 741 813 ¢
Py 25 | 1730 1 1310 T i@ ] {138 852 |
L1387 f 320 730 13,70 2,08 4,75 891 |
4 f 890 ' 3500 | 23,80 578 | 22795 1547 |
15 f 11,80 © 2310 | 3230 767 | 1502 21,00 |
16 f 1630 | 23230 2440 | 1080 | 1250 15,86 |
17 f 1230 1560 19,20 800 | 10,14 12,48 |
18 f 310 | 390 12,30 202 | 254 i 8O0 |
, 19 f 110 6,80 2,10 0,72 4,42 1,37 ¢
20 f 370 | 2,90 [ 58 | 241 | 139 377 |
o f 530 | 2120 2030 . 345 . 1378 13,20
T f 1450 | 1240 48,90 943 1 806 | 3179 |
23 f 610 | 17,90 24,20 397 11,64 15,73 _{
24 130 | 450 1360 0,85 2,33 234 !
25 f 070 . p70 __310 046 | 046 202 |
26 f LLS0 | 590 11230 T T12a T iga 800
5 27 f i 760 22,70 1 1280 4,94 1801 - 832
! 28 f io13,10 | 2300 | 3320 | 852 | 1495 | 2158 |
29 f 1780 . 2800 . 3730 | 1157 188 © 2425 |
30 f 1210 | 98 | 2110 787 ! 831 | 1372
31 d__ i 18 285 | 77 120 182 i 5083 |
| = L X I 7 V- N S S 485 738
[ 33 d | 533 6,81 1133 1 347 482 T 736
e d 758 | 1098 1388 | 482 712 | gpa |
~ 35 d 773 1 990 1072 | 503 . 643 697
i 36 ! d 4,88 | 7,24 13,54 317 | 471 880 |
T d 752 . 1039 18,95 489 - 675 1232
i 38 d 205 | 3627 36,23 920 | 2358 . 2355 |
L 38 d L 1n1a 532 | 7,24 1160 | 1646 |
40 T d o035 | 03,5 2695 | 11,20 | 930 | 1751
N S T TR A ¥ A (2204 776 . 1680 . 1833 |
. 4z d 694 . 382 | 1077 451 . 380 | 700
43 d 290 450 1 1354 18 | 293 . 880
TTag ] d 1,95 7 255 7,28 127 | 185 | a73
45 ; d 161 0,86 9,40 1,05 | 0,56 ‘ 6,11
i 46 ; d 235 | 3,39 [ 765 | 158 | 220 | 497
P a7 d 143 | 185 899 | g8 . 120 5,85
48 . d 246 1573 1 857 0 T3z | s
49 d 272 231 [ 8E9 1 amr TTAs0 g
C 50 d 367 . .. 889 | 1642 | 235 57 7
ST T O Y R . R 820 . 1210
52 T d TTim U TTam 904 A T T T 5gg
53 d (153 T 086 951 | 100 056 . 618
54 d 132 | 3,14 [ 82 | 140 " 410 | 7,20 |
55 d 129 182 227 | 084 | 118 | 147
. 56 d [...480 ! 21,73 | 2835 | 317 | 1413 | 18,67
57 4 i 52 . 2366 2232 340 | 1538 14,51
T T T I T N T - T {053
B d 087 .58 2280 | 057
e 4 420 | 1320 " aasa L 273

genotypow kukurydzy
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Tab 2.6 Zawartod¢ ergosterolu oraz metabolitéw F.temperatum (BEA i ENN) w ziarniakach genotypéw

kukurydzy hodowli A, pochodzacych z doswiadczenia przeprowadzonego w Kobierzycach i Radzikowie

Genots |t KOBERZVGE "~ T wapzwew
ERGO BEA | ENN | ERGO BEA | ENN
e (pm) | (pem) | (mem) i (ppm) {ppm) _ © _ {ppm)
' 61 ' d 6,49 i1,7% 751 . 3,20 230 ¢ 620
62 d 3999 i 11,37 : 1520 | 1610 | 819 890
‘63 d 3097 0 729 1588 2520 7,10 = 1480
T ea | d 459 . 146 | 1161 . 230 180 [ s !
! 65 d 1874 . 448 1520 " 830 o bl0 0 1350
6 d 3611 ¢ 128 | 676 ' 2600 | 925 | 53p
67 d 879 | 2,86 10,15 14,10 140 - 630 |
. B8 d 2492 1 1300 | 1637 | 2510 . 935 | 14,20
L8 . d . .3885 . 1275 1701 ;1810 . 1360 10,70
Lm0 Td 372 . 100 | 1376 . "230 072 ;991 |
n 4 119 603 | 1446 " T80 320 | s0
(m Ty A58 254 1178 5,46 140 830 |
13 d 8047 o MLAl 1943 - 2510 11,30 1220
[ 74 d L7149 I 2240 1634 | 2310 ' 21,10 | 1840 !
75 d | 12,83 2,34 12,71 ;12,30 169 935 |
76 : d 1381 | 218 15,04 9,94 1,00 | 10,83
77 ; d i 14,18 3,90 16,14 12,10 290 870
78 | d 913 i 159 | 1378 , 658 3,50 | g
79 1 4 azar 330 1213 i 1410 290 ;| 810 |
80 | d | 3596 | 1500 [ 1454 | 23,10 2410 . 13320 |
49 0218 574 1020 470 630
82 d {  58ED | 2337 568 | 4219 ' !
3 d . 310 T 1732 ' 554 21,00 .
84 d 5,60 1,34 4,65 4,03
85 d 13,80 2,03 456 | 14,50
86 d 11,10 1,79 592 | 5,20
oWE o d 2330 0 481 ' 955 1 1420
88 d [ 3470 . 905 | 557 1 2160 i 970
: 89 d 18,70 1014 . 48 ' 1250
i 8o | d 450 119 ¢ 332 2,10
.- S S L9801 233 0 352 684
; 92 ! f 21,10 i 15,61 5,88 13,20 !
i gy £ 3,10 0,78 5,04 370 |
i 94 | f 6,80 i 251 1 708 490 |
95 ! f 30,20 1632 |, 6,49 20,70
98t f L 460 | 476 | 746 | 280 | 240
' 87 f ! 3,10 | 0,68 613 1 290
| o8 f 22,70 1106 | 753 | 134 |
.99 f 310 1 a1 497 1723
00 f 1 330 1930 | 958 | 246 |
. m o f o as0 08 177 L. 3w T
N f | 410 7358 Ti3g0 385 T
103 ; f 32,40 11,59 ' 9314 | 2333
w08 i f 13,20 539 | 873 | 950 |
s o f 450 L0710 745 324 i
106 | f | 1580 530 | 540 7,20 |
107 i f 15,60 3,08 11,77 1,23
108 f 1,50 0,70 4,02 1,08 |
.10 f L3040 . L8 | 725 1 749 T
10 f [ 13210 | 59,83 1375 | 3150 |
11 f P Tiss0 0 T a49 648 , 11,16
112 | f . 19,40 7,75 5,17 13,97 |
113 f i 1030 | 376 775 0 742
1 f i 230 000 | 790 . 1,66
115 f | 530 1,09 338 3,82
116 | f 10,30 2,77 646 7,42
117 | f 1980 9,30 940 | 910 N
118 f 66,00 22,14 11,73 2,70 | 159
Cooue f 821
L 120 G f 259
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Dyskusja

Skrobig tworzg dwa podstawowe komponenty amylopektyna i amyloza. Amylopektyna posiada strukture
krystaliczna i jest dominujacym skladnikiem stanowiac przecigtnie 70-80% skrobi. Pozostaty czesé 20-30%
stanowi amyloza (Li i in. 2008), posiada ona budowe amorficzng i pomimo, ze jej udziat w strukturze bielma
Jest znacznie mniejszy w istotnym stopniu decyduje o wiasciwosciach fizycznych  ziarniakéw w tym
twardosei (Dombrink-Kurtzman i Knutson 1997). Blandino i in. (2010) stwierdzili m.in. wystepowanie
istotnej korelacji pomigdzy udziatem amylozy a udziatem tzw twardego endospermu (0,50) i zawartodci
biatka (0,68). Cechy te moga wplywaé na stopiefi ich porazenia przez patogeny. Wit (2012) analizujac
zalenos¢ pomiedzy udziatem amylozy w ziarniakach czterech odmian botanicznych kukurydzy (Zea mays
var. indentata, Zea mays var. indurata, Zea mays var. everta oraz Zea mays var. saccharata) a ich
podatnoscia na porazenie przez Fusarium verticillioides stwierdzit wystepowanie istotnych koreleacji
pomigdzy tymi cechami. Warto$é wspdlezynnika korelacji wahata sig od -0,55 do -0,74 w zaleznodci od
sezonu wegetacyjnego.

W przypadku materiatéw hodowlanych, ktére byly przedmiotem analizy w roku 2015, stwierdzono
wystepowanie jedynie tendncji mniejszej podatnosci form flint niz dent na porazenie przez F.temperatum,

przy jednoczesnym wigkszym udziale amylozy w endospermie ziarniakow typu flint.

Literatura na temat wystepowania metabolitow wtérnych F.temperatum w materiale roslinnym (in-vivo) jest
bardzo skromna. Ogranicza si¢ do pracy Wang i in 2014. Stwierdzili oni wystepowanie w kolbach
kukurydzy inokulowanych izolatmi F.temperatum jedynie Fumonizyny FB1 w zakresie stezen ( 0,72 do
23,40 pg/g) oraz Fumonizyny FB2 w zakresie stezeri od 6,42 do 165,37 ng/g. Autorzy nie stwierdzi w ogdle
wystepowania zwigzkéw heptadepsypeptydowych (beauwerycyny eniatyn), ktére jak wynika z
dotychczasowych badan sg dominujacymi metabolitami F.temperatum biosyntetyzowanymi in vitro, co

przedstawiono w dyskusji tematu 3,
Whaioski

2.1 Formy flint charakteryzuja si¢ wigkszym udziatem amylozy w strukturze skrobi niz dent

2.2 Istotyny wplyw na zawartos¢ amylozy w skrobi majg warunki $rodowiska

2.3 Istnigje duze ryzyko zanieczyszcenia kompleksem metabolitéw heptadepsypeptydowych (BEA i ENN)
kolb kukurydzy porazanych przez F.temperatum.
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Wit M. 2012. Znaczenie Fusarium verticillioides w etiologii fuzariozy kolb kukurydzy. Praca doktorska 206pp.

Young J.C. 1995, Microwave-assisted extraction of the fungal metabolites ergosterol and total fatty acids. J. Agric. Food Chem. 43(11); 2904-2910.

Mierniki dla tematu badawczego 2:

Lp. miernik® warto§¢ miernika warto$é miernika
podana w opisie zadania zrealizowana
1| Liczba analizowanych genotypow ziarniakdw 120 120
2 | Liczba powtérzen 2 2
3 Liczba analizowanych mykotoksyn i ergosterolu 3 3
4 | Liczba prob analizowanych pod katem | 2x120 2x120
amylozy/amylopektyny

* Poda¢ miernik — np. iloé testow, prob, badanych genotypéw etc.
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3.3 Temat badawezy 3 Analiza populacji F.temperatum w zakresie cech istotnych w patogenezie i
epidemiologii fuzariozy kolb kukurydzy

Cel tematu

Ocena patogenicznosci, spektrum biosynetetyzowanych metabolitéw oraz zmiennosci populacji

F.temperatum

Cel zostat osiagniety

Materiat i metody
A. pozyskanie izolatow F.temperatum do badan z zakresu spektrum biosyntetyzowanych
metabolitow, patogenicznosci i zmiennosci. Izolaty pochodzily z ziarniakéw uzyskanych z kolb
wykazujacych objawy fuzariozy rozwijajacej sie w nastgpstwie infekcji naturalnych. Izolacja i
identyfikacja byla/jest prowadzona z zastosowaniem standardowych metod majacych zastosowanie
w diagnostyce Fusarium (Kwasna i in, 1991). Wiarygodnos¢ diagnostyki byta/jest potwierdzana
molekularnie, co w przypadku F.tzemperatum (z uwagi na jego podobiefistwo do innych gatunkow
Fusarium z sekeji Liseola) jest dziataniem nieodzownym. Analiza molekularna opierala sie na
sekwencjonowaniu ITS, EF-la oraz B-tubuliny uznawanych za podstawowe markery barkodingu.

Zmiennos¢ badanej populacji okreslano na podstawie cech molekularnych.

B. analiza spektrum biosyntetyzowanych metabolitéw F.temperatum prowadzono w oparciu o
ziarniaki kukurydzy i ryzu stanowiace podloze, na ktérym w warunkach in-vitro prowadzono
hodowl¢ patogena. Podloze w iloéci 50 g po doprowadzeniu do wilgotnosei 45% a nastepnie
zautoklawowaniu zaszezepiano zawiesing zarodnikéw o mianie 10°, Hodowla prowadzono w 750 ml
kolbach Erlenmeyera przez dwa tygodnie. Po tym czasie przerodnigte przez F.temperatum podioze
liofilizowano. Zliofilizowany materiat zabezpieczano w  torebkach polietylenowych i
przechowywano do czasu analizy w temperaturze —75°C. Analize spektrum biosynetyzowanych
metabolitéw F.rtemperatum prowadzono w kierunku identyfikacji: fumonizyn, pochodnych
trichothecenowych, zwiazkéw heptadepsydowych oraz ergosterolu. Analizie poddawano izolaty o

przebadanej patogenicznosci i réznych wartosciach tej cechy.

® Analiza fumonizyn - Ekstrakcja fumonizyn byla prowadzona mieszaning metanolu i wody (3
+1, V/V) z prébek materialu uprzednio rozdrobnionego. Ekstrakty po przefiltrowaniu beda nastepnie
oczyszczane na kolumnach jonowymiennych SAX i zbierane do fiolek. Uzyskany eluent nastgpnie
odparowano do sucha i przechowywano do momentu analizy w temperaturze 4°C. Analiza
fumonizyn B, i B, byfa przeprowadzana metods wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosujge
chromatograf cieczowy HP 1050 wyposazony w detektor fluorescencyjny. Po przeprowadzeniu
fumonizyn w pochodne o-ftaldialdehydowe (OPA), rozdziat byl prowadzony na kolumnie RP C18.

® Procedura analiz trichotecenéw B (DON, 3-AcDON, 15-AcDON, NIV, FUS-X) -Ekstrakcja
trichotecenéw B prowadzono z uzyciem wodnego roztworu acetonitrylu (84:16 v/v) z prébek

rozdrobnionego ziarna. Ekstrakty po przefiltrowaniu oczyszczano na kolumienkach SPE TRICH 227
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(Romerlab) i zbierane do fiolek. Uzyskany eluent odparowano do sucha i przechowywano do
momentu analizy w temperaturze 4°C. Analizg trichotecendéw przeprowadzano metodg
chromatografii gazowej stosujac chromatograf gazowy wyposazony w detektor wychwytu
elektronéw (GC-ECD). Po przeprowadzeniu mykotoksyn do pochodnych silylowych i naniesieniu

do komory nastrzykowej rozdziat byt prowadzony na kolumnie MS-5, 30 m w gradiencie temperatur
165 -310°C.

° Procedura analiz pochodnych hepatadepsdowych - Ekstrakcje prowadzono z uzyciem
metanolu z probek material: uprzednio rozdrobnionego. Ekstrakty po przefiltrowaniu zatezano i
oczyszezano na kolumienkach SPE C18 i zbierane do fiolek. Uzyskany eluent odparowano do sucha
i przechowywano do momentu analizy w temperaturze 4°C. Analiz¢ przeprowadzano metods
wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosujac chromatograf cieczowy HP 1050 Wyposazony w
detektor UV-VIS przy dtugosci fali 205 nm. Rozdziat by} prowadzony na kolumnie RP C18 , 250 x
4,6 mm, o wielkosci ziarna 5 mikrometréw w systemie izokratycznym, stosujgc jako eluent roztwér
acetonitrylu w wodzie (65:35 v/v).

C. Ocena patogenicznosci izolatéw F.temperatum zostata przeprowadzona metoda »toothpicks”
bedaca adaptacja metody opisanej przez Scauflaire i in. (2012). Inokulowane byly 7 tygodniowe
rosliny kukurydzy poprzez wprowadzenie w lodyge wykalfaczki przerosnigtej grzybnig
F.temperatum. Po okresie 2 tygodni od momentu inokulacji rosliny byty $cinane, pedy krojone a
rozmiar nekrozy mierzony. Doswiadczenie przeprowadzano przy 10 krotnym powtérzeniu dla
kazdego izolatu. Ocenie patogenicznosci poddawano izolaty F.temperatum, kiérych tozsamosé

gatunkowa zostata molekularnie potwierdzona.
Wyniki
A/ Analiza molekularna izolatow F.temperatum

Izolaty do badan pochodzity z ziarniakéw uzyskanych z kolb wykazujgcych objawy fuzariozy rozwijajacej
sig w nastepstwie infekcji naturalnych. Préby ziarniakéw pochodzily z Radzikowa, Piotrkowa Borowskiego,
Gluchowa oraz Skrzelewa. Ziarniaki wykladano na podioze PDA w szalkach petriego, a po uzyskaniau
wazrostu plechy, grzybnig o cechach Fusarium spp pasazowano na skosy. Wstepna identyfikacje uzyskanych
izolatow, przeprowadzano na podiozu SNA. Z izolatéw o cechach F. temperatum wyprowadzano kultury
jednozarodnikowe, ktdre stanowily podstawe do badan molekularnych.

Pelng charakterystykg molekulamg z zastosowaniem technik barkodingu DNA tj procedurg przewidziang w
projekeie, przeprowadzono dla 70 izolatéw F. temperatum. Jako barkody DNA wykorzystano markery o
uznanej skutecznosci w identyfikacji gatunkowej workowecéw z rzedu Hypocreales: Internal Transcribed
Spacers (ITS), Translation Elongation Factor 1-o (EF-1c) oraz fragment genu kodujacego B-tubuline. W celu
zamplifikowania tych fragmentéw genomu grzybéw catkowite DNA izolatéw F temperatum
poddawano reakeji amplifikacji z wykorzystaniem starteréw specyficznych (White i in.,1990;

O'Donnell i in.,1998; O'Donnell i Cigelnik, 1997). Zestawienie starterdw zastosowanych
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w doSwiadczeniach, ich sekwencje oraz odpowiadajace im wielkoéci amplifikowanego

fragmentu DNA przedstawia Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Charakterystyka starteréw wykorzystanych do diagnostyki molekularnej izolatow F. temperatum,

ol . INazwa |- . Wielkosé. .
Marker startera S kwen_c;a‘ starbera. amplikonu Zrédio
Elongatj_on EF1 5"ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3' 680 O'Donnell 1
Factor 1-a EF2 5-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3' pz in., 1998

. im 5-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3 O Donnell i
B-tubulin 1220 . .

i L) 5-TCTGGATGTTGTTGGGAATCC-3 P | Cigelnik,1997
Internal : . o e e
Transcribed itsh 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3 890 pz \lﬁ.;gl(;:e iin,,

Spacers its4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3
Reakcje  amplifikacji prowadzono w Tabela 3.2. Skiad mieszaniny reakcyjnej PCR
termocyklerach Applied Biosystems: 2720 Thermal Sktadnik mieszaniny Objgtosé
Cycler (96 Well) oraz Veriti 96 Well Thermal Cycler.
sterylna woda 14,0 pl
Na kaZda prébe sporzadzano 20 ul mieszaniny
o . . 10X Taq Buffer 2,0l
reakeyjnej o skiadzie przedstawionym w Tabela 3.2.
25 mM MgCl 1,6
Zastosowane warunki reakcji dla poszezegélnych = i wl
10mM dNTP Mix 0,2 1l
markerdéw zestawiono w Tabela 3. starter forward 0,2 ul
dgiat Jukt ) 3 starter reverse 0,2 pl
Rozdzial produktéw amplifikacji prowadzono polimeraza Taq 0.2l
w zelu agarozowym o stezeniu 1,8 % z dodatkiem DNA 16l

barwnika fluoryzujacego (bromku etydyny) w
buforze TBE (bufor Tris, kwas borowy, EDTA, pH 8,0). Elektroforezie poddawano 5 pl

produktu amplifikacji.

[ v

Tabela 3.3 Warunki reakeji PCR dla poszezegélnych markeréw

ITS

'EVF;lu o B-tublﬂma .

Wstepna denaturacja

5 minut, 94 °C

5 minut, 94 °C

5 minut, 94 oC

Denaturacja 30 sekund
94 °C

. . , 40 30 sekund
Przyl‘apz_an;e starterow eyki | 52 °C

Synteza nici 30 sekund
komplémentarnych 72 °C

30 sekund 35 sekund
95 °C 94 °C
40 45 sekund | 40 55 sekund
cykli | 58 °C cykli | 54 °C
75 sekund 90 sekund
72°C 72 C

Koncowe wydtuzanie
syntetyzowanego odcinka
DNA

7 minut, 72 C

7 minut, 72 C

7 minut, 72 oC
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Uzyskane amplikony oczyszczano i sekwencjonowano w Pracowni Sekwencjonowania Instytutu
Biochemii i Biofizyki przy Paristwowej Akademii Nauk. Uzyskane sekwencje Internal Transcribed Spacers
(ITS), Translation Elongation Factor 1-o (EF-la) i B-tubuliny analizowano z wykorzystaniem programéw
bioinformatycznych (MEGA 6.0 oraz DNA Baser 3.2.5). Przynaleznoé¢ do gatunku weryfikowano za
pomocg algorytmu BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) w oparciu o minimum 95% homologie
uzyskanych sekwencji wzgledem dostepnych w GenBank sekwencji izolatéw gatunku F. temperatum (Tab.
3.4)Do analiz wybierano wylacznie fragmenty sekwencji ITS, EF-1qa i B-tubuliny o wysokiej jakosci
odezytu, ktérych diugoéé wyniosta odpowiednio: 325 pz, 298 pz oraz 424 pz. Na podstawie przygotowanych
przyréwnanl / dopasowan (ang. alignment) sekwencji wykonano analize filogenetyczng za pomoca metody
najwigkszej wiarygodnosci (Maximum Likelihood, ML) kolejno dla wszystkich trzech analizowanych
regionéw EF-1a (Rye. 3.1), ITS yc. 3.2), B-tubulina (Ryc. 3.3).

Tab. 3.4 Homologia uzyskanych sekwencji wzgledem dostepnych w GenBank sekwencji izolatow
gatunku F. temperatum

S

KC964112 F. temperatum

—

PFt-1 99,5%

100,0% | KP003948 F.proliferanam | 99,7% | KC964135 F. temperatum
PFt-2 99,8% | JX087069 F. temperatum | 100,0% | KP0O03948 F.proliferatum | 99,9% | KC964135 F. temperatum

PF.3 99,9% | KR108793 F. temperatum | 99.4% | KP003948 Fprofiferatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
PFi-4 99,5% { KC964112 F. temperatum | 100,0% | KP003948 F.proliferatum | 99,5% | KC964135 F. temperatum
PFt-5 99,8% | KC964112 F. temperanom  }99,7% | KR051410 Fllemperatum | 99,9% | KC964135 F. temperatum

PFt-6 99,8% | KC964119 Ftemperatum | 100,0% | KP760063 Fproliferatum 99,5% | KC964135 F. temperatum
PFt-7 97,0% | KC964112 F. temperatum 100,0% | KP003948 F.proliferatum | 99,8% | KC964135 F. temperatum
PFt-8 99,8% | KC964112 F. temperatum | 100,0% | KPO03948 F.proliferatum | 99,2% | KC964135 F. temperatum
PFt-9 97,2% | KC964112 F.temperatum | 100,0% | KP003948 F.proliferatum | 96,7% 1§ KC964135 F. temperatum
PFt-10 | 99,8% | KC964112 F. temperatum | 100,0% | KPG039483 Fproliferatum | 99,7% | KC964135 F. temperatum
11 ; PFt-11 99,8% { KM583803 F_temperatum | 99,8% | EU%21492 F.proliferatum | 99,9% | KC964135 F. temperatum
12| PFt-12 [ 99,8% | KC964112 F. temperatum | 100,0% | KP0O03948 F.proliferatum 999% | KC964135 F. temperatum
13| PFt-13 | 99,8% | KC964112 F. temperatum | 100,0% | KR051410 Fremperatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
14 [ PFt-14 | 99,8% | KC964112 F. temperatum | 99,8% | AB374083 F.sacchari 99.9% [ KC964135 F. temperatum
15 | PFe15 | 99,6% | KC964112 F. temperatum 1 100,0% | KPG03948 Fproliferatum | 99,8% [ KC964135 F. temperatum
[6 | PFt-16 | 99,8% | KC964112 F. temperatum | 99,9% | KP003948 F.proliferarum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
17 | PFt-17 | 99,6% | KC964119 F. temperatum | 100,0% i KP003948 Fproliferatum | 98,5% | KC964135 F. temperatum
13 | PFt-18 | 99,1% | KC964112 F. temperanum | 100,0% | KRO51410 Fiemperatum  998% | KC964135 F. temperatum
19| PFt-19 | 99,8% | KT447150 F. temperatum | 100,0% | KP0O03948 F.proliferatum | 99,8% | XC964135 F. temperatum
20 | PFe-20 | 98,8% [ KC964119 F. temperatum | 100,0% | KP003948 F.proliferatum | 99,8% | KC964135 F. temperatum
2] | PFt-21 | 98,1% | KC964112 F. temperatum | 99,9% | KP003948 Fproliferatum | 99.4% ] KC964135 F. temperatum
221 PFt-22 | 98,6% | KC964112 F. temperatum | 100,0% | KP003943 F.profiferatum | 99,9% | KC964135 F. temperatum
231 PFt23  199,7% | KC964112 F temperamm | 100,0% | KP003948 F.proliferatum | 99,6% | KC964135 F. temperatum
24 | PFt-24 | 99,8% [ KMS83803 F. temperatum | 100,0% | KR0O51410 Flremperatum |99,7% | KC964135 F. temperatum
25 [PFt-25 | 99.4% [ KC964119 F. temperatum | 100,0% | KP003948 Fproliferatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
26 [ PFt-26 | 99,8% § KC964119 F. temperatum | 100,0% | KR051410 F.temperatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
27 [PF+-27 | 99,1% | KC964112 F temperatum | 99,9% | KPO03948 Fproliferatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum

Wl alon]lwv] & w|

—
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99,5%

28 [ PFt-28 KCo64119 F. temperatum | 100,0% | KP003948 Fproliferatum | 99,8% | KC964135 F. emperatum
25 | PFt-29 | 97,9% | KC964112 F. temperatum | 100,0% | JQ885453 Fusarium sp. | 99,7% | KC964135 F. temperatum
30 PFt-30 | 99,3% | KC964119 F. temperatun: | 100,0% | KPOD3948 F.proliferatum | 99,9% | KC964135 F, temperatum
31| PFt-31  |98,5% | KC964112 F. temperatum | 100,0% | KP0(3948 F.proliferatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
32| PFt-32 | 99,8% 1 KC964112 F. temperatum | 99,7% | EU272500 Fproliferatum | 99,5% | KC964135 F. temperatum
33| PFt-33 | 96,5% [ KC964119 F. temperamm | 100,0% | KP760063 F.profiferatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
34 | PFt-34 | 99,6% | KC964119 F temperatum | 100,0% | KP003948 Fproliferatum {999% | KC964135 F. temperatum
35| PFt-35 99,9% { KM583803 F. temperatum 100,0% | KP003948 F.profiferarum | 99,8% | KC964135 F. temperatum
36 | PFt-36 | 98,7% | KC964119 F. temperatum | 79,5% | KP760063 Fproliferatum | 99,8% | KC964135 F. temperatum
37| PFt-37 | 99,5% | KCO64119 F. temperatum | 99,9% { KRO51410 F.temperarum | 99,9% | KC964135 F, temperatum
38| PFt-38  {97,3% KP336409 F. subghitinans {97,1% | KP760063 Fproliferatum | 95,9% | KC964135 F. temperatum
39 [ PFt-3% | 98,8% | KC964119 F. temperatum | 99,9% | HQ631057 Fusariumsp. | 99.9% | KC964135 F. temperatum
40 | PFt-40 | 99,2% | KT447150 F. temperatum | 100,0% | KR051410 Fltemperatum | 100,0% [ KC964135 F. temperatum
41 [ PFt-41 | 99,5% | KC964119 F. temperatum | 100,0% | KPO03948 Fproliferatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
42 | PFt-42 1 99,8% | KC964112 F. temperatum | 100,0% | KPO03948 F.proliferatum | 98,1% | KC964135 F. temperatum
43 | PFt43 | 99,8% [ KC964119 F. temperatum | 100,0% | KP760063 Fproliferatum | 99,8% | KC964135 F. temperatum
44 1 PFt44 | 99,8% | KCO64115 F temperarum | 99,6% | KRO51410 F.temperatum | 99,2% [ KC964135 F. temperatum
45 [ PFt-45 | 99,8% | KT447150 F. temperarum | 100,0% [ KRO51410 Fremperamum |99,6% | KC964135 F. temperatum
46 | PFt-46 | 99,3% [ KM583803 F. temperatum  § 100,0% | KRO51410 Fliemperatum | 999% | KC964135 F. temperatum
471 PFt-47 | 99,0% | KC964112 F. temperatum | 100,0% | KRO51410 Fltemperanom | 99,0% | KC964135 F. temperatum
48 [ PFt-48  [99,5% | KC964112 F. temperatum | 100,0% | KP003943 F.proliferatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
49 | PFt-49 | 99,7% | KC964119 F. temperatum | 99,9% | KRO51410 Flemperatum | 99,6% | KC964135 F. temperatum
50 {PFt-50 [ 95,7% | KC964112 F, temperanm | 100,0% | KP003948 Fproliferatum | 99,7% | KC964135 F. temperaturm
51| PFt-51 | 99,6% | KC064119 F. temperatum | 100,0% | KP003948 Fproliferatum | 99,1% | KC964135 F. temperatum
52 | PPt-52 | 99,2% | KC964119 F. temperatum | 100,0% | KP003948 F.profiferatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
53| PFt-53 | 99,8% | KC964119 F. temperatum | 100,0% [ KPO03948 F.proliferatum 1999% | KC964135 F. temperatum
54 | PFe-54 | 97,7% | JX987074 F. temperatum | 100,0% | KP003948 Fproliferatum | 99,5% | KC964135 F. lemperatum
55 | PFt-55 | 99,8% | JX987074 F. temperarum | 100,0% | KP003948 Fproliferatum | 100,0% ] KC964135 F. temperatum
36 | PFt-56 | 99,9% | KC064119 F. temperatum | 100,0% | KP003948 Fproliferanmm | 99,7% | KC964135 F. temperatum
57 { PFt-57 | 99,4% | HM067636 F. temperarum | 100,0% | KPO03948 Fproliferatum | 99,8% | KC984135 F. temperatum
58 | PFt-58 | 99,5% | KC964119 F. temperatum | 100,0% | KP003948 F.proliferatum { 99.9% | KC964135 F. temperatum
39 PFt-59 [ 99,1% | KC964112 F temperatum | 100,0% | KP003948 F.proliferarum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
60 | PFt-60 199,9% | KM583803 F temperarum [ 99,9% | KR0O51410 Fliemperatum | 97.4% | KC964135 F. temperatum
61 { PFt-61 | 99,0% | KR108793 F temperatum | 99,8% | KC179826 Flremperatum | 99.8% | KC964135 F. temperatum
62 | PFt-62 | 97,5% | KC964112 F temperatum | 100,0% | KP003948 F.proliferatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
63 | PFt-63 | 96,8% | KM583803 F. temperatum | 100,0% | KP760063 F.proliferatum [ 999% | KC964135 F. temperatum
64 | PFt-64 | 98,9% | JX987074 F temperatum | 100,0% | KP003948 F.proliferatum | 99.9% | KC964135 F. temperatum
65| PFt-65 | 99,9% | KT447150 F. temperarum | 100,0% | KP003948 F.proliferatum | 99,9% | KC964135 F. temmperatum
66 | PFt-66 | 99,9% } KT447150 F. temperatum | 100,0% | KP003948 F.proliferamum | 99,7% | KC964135 F. temperatum
67 | PFt-67 |{99,9% | KR108793 F. temperatum | 100,0% | KROS1410 F.temperatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
68 | PFt-68 | 99,9% | KR108793 F. temperatum | 100,0% [ KP003048 Fproliferatum | 99,3% | KC964135 F. temperatum
69 | PFt-69 | 99,8% | KM583803 F.temperatam | 100,0% | KP0O03948 F.proliferatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
70 | PF-70 | 99,8% | KR108793 F. temperaturn | 100,0% | KP003943 F.profiferatum | 100,0% | KC964135 F. temperatum
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T1 PFt-89.abt
T1 PFt-70.ab1
T1 PFt-68.ab1
T1 PF1-67.8bt
T1 PFL-66.ab1
T1 PFi-65.ab1
T1 Prt64.ab1
Tt PFt62.308
T1 PFt-61.ab1
T1 PF1-59.ab1
T1 PFL.55.a01
T1 PRL54.abt
T1 PF-53 a1
T1PFt-52.ab1
T1 PF1-50.251
T1 PFI48 abl
T1 PFt-48 ab
T PRA4T.an
T1 PFi-46.abi
T1 PF-45.ab1
T PFt43.ab1
T1 PF142.ab1
T1 PFt-41.abt
T1 PF1-40.ab1
T1PF1.3%.ab{
T1 PR-38.ab1
T4 PFL-37.ab1
T PF-36.ab1
T1 PF1-35.ab1
T1 PFt-34.ab1
T1 PFt-33.a01
T1PF-32.301

Tt PF1-31.ab1
Tt PFt-30.2b1
T1 PFt-29 abl

T1 PFL-10.ab1
T1 PFt9.ab1
T1PFt8.ab1
T1PF1.ab1
T1PFt-2.ab1
Tt PFt-3.ab1
T1 PFi-d.ab1
T1 PFI-5.2b%
T1 PFt-6.ab1
T1PFt-28.ab1

T1 PF1-12.ab1
T1FF-13.ab1
T1PFt-14.ab1
Tt PFt-16.201
T1 PF-18 b1
T1 PFt-18 ab
T1 PF1-20.ab1
Tt PFL-21.a01
T1 PFt-22.ah1
T1 PFt-25.ah1
T1 PFi-26.ab1
T1 PF-27.ab1

T1 PFI-7.ak1

T1 FF1-15.ab1
T1 PFLAT.ab1
T4 PFL-23.ab1
T1 PFt-24.8b%
T1 PFt-44.5%1
T1 PFt-56.3b1
T1PF-57 an
T1PFI-E8 a1
T1PF-63.ab1

200

Ryc. 8.1 Drzewo filogenetyczne obliczone za

1 PFt-61.ab1

T1 PF-11.ab1

T1 PFI-60.ab1

(Maximum Iikelihood, ML) dla EF.

pomocg metody najwiekszej wiarygodnoéei
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1S4 PF1.6§ aht
TS4 PFt-70.ab1
TS4 PF43 ab1
154 PFt-67.ab
1754 PFt66.0bt
'S4 PFLES abi
1S4 PFt-Gd.ab1
PS4 PFE62,361
T84 PFt-61.ab1
TS4 PFE50.2b¢
ITS4 PFL49 abt
1134 PFL-55.ab1
[TS4 FFL5T abt
ITS4 PFL55.81
1S4 PFL5S ab1
ITS4 PEE54 abt
IS4 PFt-53.2b1
1S4 PPL-52.281
[FS4 PFL51.3b1
TS4 PFL£D 5b1
{154 PFi-49.ab1
TS4 PFt48.ab1
IS4 PFL4T.5b1
ITS4 PFH46.a51
1754 PFt<45.abt
IS4 FFt42 ab1
7S¢ PFt41.ab1
TS4 PF1-40.ab1
1TS54 PFL-39.ab1
ITS4 PFL37 a1
754 PFt-36.ab1
ga| IS4 PF35.a61
1S4 PFE34.am
ITS4 FFL32.401
IS4 PF1-31 abt
1154 PF1.30.2b1
V'S4 PF4-20.2b5
TS4 PFL.28.ab1
1S4 PF1-27.ab
(TS4 PF1.26 abt
'S4 PFL25.2b1
1S4 PFL24 a1
1754 PF1-23.051
T$4 FFt-22.abt
IS4 PFE20 abt
TS4 PFEAg.ab1
754 PFt-13 abt
'S4 PFLAT abt
'S4 PFLAG.ab1
1754 PFt-15.531
IS4 PFe-13.20¢
TS4 PF1-12.2b1
1S4 PFL11.ab1
(754 PFt-10.ab
IS4 PEL 801

IS4 PFtG.abt

1154 PFL-7.abt

1754 PFt.5.ab1

TS4 PFEL ab1

7SS PFL.3.abs

TS4 PFt2.3b%

TS4 PFL21.2b1
'S4 PEL1 451

1154 PF44.ab1
754 PF1-8.2bt

784 PFt.33.2b1
[7S4 FFL38 1bs
TS4 PFL43 2b3
754 PF163 2t
ITS4 PFL-14.abt

00095

Rye. 8.2 Drzewo filogenetyczne obliczone za
(Maximum Likelihood, ML) dla sekwencji T

pomocs metody najwickszej wiarygodnoéci
TS.
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T PR-&S.abt
T PR F.al
T PFLB3.ab1
TV PR-GT ub1
T1 PFrE6 an1
T1 PELES bt
T1 PPI-GS abt
Tt PFLE2 a1
Tt PF-G1 abt
Tt FFi-59 a5t
T1 FFL88. 201
T1 PFLBa.abt
T1 PF-53ab1
Tt PFLED bt
T PFL-50.pbt
T1 PRS0
Ti Pr-£R.ant
T1 PR-ET pbl
Tt L6 ah)
T{ PFr-£5 ah1
T1 PRL-E3 581
T1 PF82 abit
Ti PFLg1 aht
Tt PF-E0.a01
Tt PF-39.251
Tt PR32 01
T1FFLAT 258
Tt FFL.28.a01
Tt PR35 abt
11 PRE34 ab1
™ PFt-33.ah1
T1PFLRY ant

T1 PF:31.ab1
T PFL3.1b1
Ti FFI-23 bt

T4 PRUI0.a0T
T1PFE-B abt
TiPALBAM
TR 50t
T4 PFL-3.ab1
T PFL8.abt
TIRFLE abt
TiPAL-5.ahi
T1 PFLE.abY
T1 PR-28.201

T PR a1
TH FA-£3 b1
TtPR-t4ab1
Tt PRL15.ab1
Tt PR-18.ab1
T1 PFLER.obi
T PRL2G 201
Tt PFL21.a01
T PFL22.ab1
TEPFL@5 okt
T1 PR-26 ab1
T P27 a1

T PR b

T3 PFE15 ph
T P17 35t
Tt PFe-23.a84
Tt PFr.24 abt
Tt PRL-&4 gbt
T1 PFUEG. abt
T1 PFLSY abt
Tt FF88 apt
Tt PFL63.abt

oo

T PRC51 abd

T PF11.303

T1PRLE0 a0

Ryc. 8.8 Drzewo filogenetyczne obliczone za pomocg metody najwiekszej wiarygodnodei
(Maximum Likelihood, ML) dla B-tubuliny.
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B/ Profil metabolitow wt6rnych biosyntetyzowanych przez Fusarium temperatum

Profil metabolitéw wtérnych biosyneteyzowanych przez izolaty F.temperatum przedstawia tabela 3.5.
W badaniach uwzgledniono 25 izolatow wspomnianego gatunku dla ktérych biosynteze metabolitéw
prowadzono na dwéch podiozach tj. ziarniakach, kukurydzy oraz ryzu. Analiza zostala
przeprowadzona w kierunku wystepowania fumonizyn (FBI i FB2), pochodnych trichothecenowych
(DON, 3AcDON, 15AcDON, NIV) fuzarenonu oraz pochodnych heptadepsypeptydowych (BEA i
ENN).

Na ryzu, zaden z przebadanych 25 izolatéw F.temperatum nie wytwarzal fumonizyn, pochodnych
trichothecenowych oraz fuzarenonu. Spoéréd przebadanych izolatow Fremperatum wszystkie
tworzyly BEA i ENN. Sredni poziom BEA dla populacji przebadanych izolatéw wynosit 406 ppm.
Tlodciowo najwigcej BEA biosyntetyzowat izolat PRt 11 (1300 ppm), najmniej izolat Pft 28 (0.2 ppm).
Sredni poziom ENN dla populacji przebadanych izolatéw wynosit 81,78 ppm. Iloéciowo najwiecej
ENN biosyntetyzowat izolat Pt 21 (647 ppm), najmniej izolat Pft 23 (3,9 ppm).

Zblizone wyniki uzyskano analizujgc profil biosyntetyzowanych metabolitéw na kukurydzy. Sposrsd
25 przebadanych izolatéw F.temperatum zdolno$é do biosyntezy fumonizyny FB1 i FB2 stwierdzono
w przypadku jednego izolatu Pft-31. Poziom tych pochodnych (fumonizyny FB1 i FB2) byt bardzo
niski i wynosit odpowiednio: 2.0 i 0.24 ppm.

Zaden spodrod przebadanych izolatéw nie tworzyt na kukurydzy pochodnych trichothecenowych, w
tym DON, 3AcDON, 15AcDON, NIV a takze fuzarenonu. Zdolno$é do biosyntezy zwigzkow
heptadepsypeptydowych (BEA i ENN) stwierdzono dla 24 z 25 przebadanych pod tym katem izolatéw
F.temperatum, rozwijajacych sie na kukurydzy. Wydajnoéé biosyntezy BEA wahata si¢ od 3,80 ppm
do 112,7 ppm natomiast ENN od 23,1 do 267,2 ppm przy sredniej 128,6 ppm.
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Tab. 3.5. Profil metabolitéw wtérnych F.temperatum biosyntetyzowanych na dwéch podiozach: Tyzu i
kukurydzy. Wydajnos¢ (§rednia z dwéch powtérzes) podana w [ppm]
Lp Pft Podtoze Bl B2 DON [ 3AcDON [1I5ACDON NIV FUS BEA ENN ERG
1 14 ryz - - - - - - - 13.43] 125,76 91.34
2l 25 ryi - - - . - - - 964 9808 157.21
3 13 tyi - - - - - - - £.98 30.19 93.37
4 33 ryt - - - - - - - 9.25| 22538 14293
5 34 ryz - - - - - - - 36,57 16146 59.66
6 16 ryi - - - - - - - 32,28 80.97 21.20
7 8 ryi - - - - - - - 184.39 55.18 29.30
8 11 ryi - - - - - - - 578.48 17.68 17.16
9 23 ry - - - - - - - 652,73 35.00 50.53
10 a0 ryi - - - - - - - 938.94 23.04]  144.06)
11 7 Ty - - - - - - - 1300.15 16.96] 127.53
12, 15 ryd - - - - - - - 113621 131.79f 187.35
13 & ryi - - - - - - - 851.67 33.93 115,47
14 12 ryi - - - - - - - 9.89 86.61 95,88
15| g ryi - - - - - - 800.45|  15.63] 138.60|
16 27 ryk - - - - - - - 830.61)  18.02] 7978
17 21 ryi - - - - - - - 392.73 41,25 34.71
18 2 ryi - - - - - - - 5.30 29.46 61.69
19 28 ryi - ~ - - - - - 0.20 65.80 18.59
20 31 ryi - - - - - - - 678.40 48.20| 222,90
21 29 ryz - - “ - - - - 159.00| 647.00 95.87
22 4 ryi - - - - “ - - 6.28 16.55 5.46)
23 1 ryi - - - - - - - 187.41 3.91 58.04
24 3 ryi - - - - - - - 1076.14 10.71f 258.51
25 5 ry: - - - - - - - 225.00 20.09 70.27
Lp Pft Podioie Bt B2 DON | 3AcDON {15AcDON NV FUs BEA ENN ERG

1 14 kukurydza - - - - - - - 13.43) 125.76 83.82
2] 25 kukurydza - - - - - - - 9.64 93.06 35.49
3 13 kukurydza - - - - - - - 6,98 30.19 48.50
4 33 kukurydza - - - - - - - 9.25] 225,38 85.82
5 34 kukurydza - - - - - - - 36.57| 16146 51.82
6 16 kukurydza - - - - - - - 32.28 80.97 54.62
7 8 kukurydza - - - - - - - 16.30] 215,10 62.86
2 11 kukurydza - - - - - - - 44.50 198.40 16.90
9 23 kukurydza - - - - - - - 77401 15170 12.74
10| 30 kukurydza - - - - - - - 12.80 51.10 14.31
11 7 kukurydza - - - - - - - 3.80 66.20 14.94
121 15 kukurydza - - - - - - - 11.50 80.20 50.71
13 6 kukurydza - - - - - - - 37.70] 259.40 54,14
14 12 kukurydza - - - - - - - 112.00]  267.20| 143.45
15 9 kukurydza - - - - - - - 112.70 162.00/ 43.80
16 27 kukurydza - . - - - - - 21.10 23.10 41.42
17 21 kukurydza - - - - - - - 10.20] 154.200 184.32
18 2 kukurydza - - - - - - - 10.48) 19896 186.45
19 28 kukurydza - - - - “ - - 1530 17130 10121
20 3 kukurydaa ; - - - - - 0.00 0.00 17922
21 29 kukurydza - - - - - - - 24.80 68.20 57.05
22 4 kukurydza - - . - - - - 89.18( 118.58] 181.39
23 1 kukurydza - - - - - - - 13.43( 109.88] 142.82
24 3 kukurydza - - - - - - - 94.66 68.28 97.31
25 5 kukurydza - - - - - - - 28.75| 129.83 36.38

» hie stwierdzono
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C/ Ocena patogenicznosci izolatow

Ocene patogenicznosci przeprowadzono dla 35 izolatdw F.temperatum (Tab. 3.6). Stwierdzono
istotne zréznicowanie tej cechy w obrebie badanej populacji patogenéw. Izolatami dajacymi
najbardziej rozlegle zmiany na pedach inokulowanych roglin byly izolaty PFt-1, PFt-2, PFt-3, PFt-4
oraz PFt-5. Stanowily one podstawe do badari podatnosei genotypéw kukurydzy przez F.temperatum,

Tab. 3.6 Ocena patogenicznosci izolatéw F. temperatum
IZOLAT sz os® os’

TBEE-

_ ‘ IND
608 * 0461 - 1985 *

R T e NTHLLv (e

B M

'SZ — szerokosé nekrozy [cm] powstalej po inokulacji pedu F., temperatum
208 - odchylenie standardowe

DL - dtugosé nekrozy fem] powstatej po inokulacji pedu F.temperatum
*IND - indeks porazenia SZ*DL.
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