Wyniki

Analiza stopnia porazenia kolb kukurydzy przez F.tremperatum

Badaniami objeto 120 genotypéw kukurydzy wytypowanych do badan przez dwie stacje hodowlane
Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa THAR (HRS Smolice) i Malopolskiej Hodowli Roslin oddziat w
Kobierzycach (MHR Kobierzyce). Doswiadczenie bylo realizowane na terenie pdl dos$wiadczalnych
Panstwowego Instytutu Badawczego IHAR w Radzikowie, HRS Smolice oraz MHR Kobierzyce, gdzie
ocenie poddawano odpowiednio 120, 60 i 60 obiektéw. Zgodnie z zatozeniami podatnosé kazdego genotypu
na porazenie przez F.temperatum byla oceniana w dwoch lokalizacjach.

Uzyskane wyniki stopnia porazenia kukurydzy zostaly przedstawione w tabeli 1.1. Zakres zmiennosci cechy
dla badanych genotypéw wahat si¢ od 0,75 (dla genotypu S-47) do 3,07 w przypadku genotypu o numerze
kodowym K-37 .

Stopien porazenia materialéw pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce (1,41) i HRS Smolice (1,44) réznit
si¢ nieznacznie, i rdznica ta przy « =0,05 nie byla statystycznie istotna (F=0,74 p=0,3906)

W przypadku materialéw pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce zmiennos¢ porazenia kolb badanych
genotypow wahata si¢ od 0,80 dla genotypu o numerze kodowym K-51 do 3,70 dla genotypu o numerze K-
37 (tab. 1.2). Formy flint pochodzace z tej hodowli byly porazone w zakresie od 0,84 do 2,54 (rye. 1.1),
natomiast dent od 0,80 do 3,07 (ryc. 1.2).

Zakres zmiennosci badanej cechy dla materialéw pochodzgcych z hodowli HRS Smolice wahal sie¢ od
wartosci 0,75 dla genotypu o numerze kodowym S - 47 do 2,52 dla genotypu S-34 (tab. 1.3). Formy flint
pochodzace z tej hodowli byly porazone w zakresie 0,80 do 2,38 (rye. 1.3), natomiast dent od 0,75 do 2,52
(ryc.1.4).

Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancji, z ryzykiem bledu a =0,05 stwierdzono istotny wplyw
warunkéw $rodowiska na stopieh porazenia badanych genotypéw kukurydzy (F=78,04 p=0.000). Sredni
stopiefi porazenia materialéw badanych w Radzikowie wyosit 1,24 i byl istotnie mnigjszy niz w
Kobierzycach (1,60) i Smolicach (1.62)

Nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy stopniem porazenia form flint i dent w Zadnej z miejscowosei w
ktorych byly zakladane doswiadczenia. Porazenie form dent i flint wynosito odpowiednio w Smolicach 1,67

11,57 (F=2,95 p= 0,086), Kobierzycach 1,58 i 1,62 (F=0,91, p=0,340) oraz Radzikowie (F=1,22 p=0,345)



Tab. 1.1. Sredni stopien porazenia 120 genotypéw kukurydzy przez F.temperatum

Lp Genotyp sradni stopier porazenia Lp Genotyp sredni stopier porazenia
1 5-1 0,88 x 0,85 31 $-31 1,16 r 1,00
2 5-2 1,11 + 0,87 32 5-32 1,33 + 0,97
3 S-3 1,09 + 0,86 33 S-33 1,51 + 1,17
4 5-4 1,11 + 1,04 34 S-34 2,52 * 1,49
5 55 1,26 + 1,01 35 5-35 0,95 + 0,75
6 5-6 141 = 1,13 36 5-36 0,88 + 0,48
7 5-7 1,52 + 087 37 5-37 1,64 £ 1,06
8 5-8 1,23 + 0,82 38 5-38 2,46 + 1,19
9 59 1,22 + 111 39 5-39 1,88 + 1,36
10 5-10 1,21 * 0,81 40 5-40 2,05 * 1,05
11 5-11 1,20 + 1,05 41 5-41 1,42 131
12 5-12 1,13 + 0,89 42 5-42 2,15 + 1,10
i3 5-13 1,93 + 1,51 43 5-43 1,43 + 0,94
14 5-14 1,43 + 1,06 44 S-44 1,03 + 0,74
15 5-15 1,71 + 0,94 45 S-45 0,88 + 0,81
16 5-16 1,585 + 0,96 46 S-46 1,14 + 1,03
17 5-17 1,13 t 0,76 47 5-47 0,75 * 0,75
18 5-18 1,06 £+ 0,75 48 5-48 1,00 + 1,10
19 S-19 1,83 + 1,10 49 5-49 1,34 £ 1,02
20 $-20 1,54 = 1,27 50 5-50 0,79 r 0,52
21 5-21 1,53 + 0,86 51 S-51 1,21 * 1,13
22 5-22 2,08 + 1,11 52 5-52 1,47 + 0,95
23 5-23 2,10 x 0,98 53 5-53 1,50 * 1,03
24 S-24 1,12 x 0,70 54 5-54 2,11 r 1,14
25 S-25 2,05 + 1,30 55 5-55 1,16 + 0,82
26 S-26 0,80 + 0,81 56 5-56 0,85 £ 0,85
27 S-27 1,63 + 1,08 57 5-57 1,75 + 1,21
28 S-28 2,38 + 1,60 58 $-58 1,22 1,10
29 5-29 0,97 + 0,83 59 S-59 1,29 ¥ 1,17
30 5-30 0,85 *+ 0,76 60 5-60 1,50 + 1,19



Tab. 1.1 cd. Sredni stopiefi porazenia 120 genotypéw kukurydzy przez F.tfemperatum

Lp Genotyp §redni stopien porazenia Lp Genotyp sredni stopieft poratenia

61 K-1 0,85 * 0,76 91 K-31 1,32 + 0,39
62 K-2 1,62 *r 0,82 92 K-32 1,68 + 1,51
63 K-3 1,55 £ 0,79 93 K-33 1,00 + 0,43
64 K-4 0,80 + 0,72 g4 K-34 1,84 + 0,62
65 K-5 1,41 + 0,93 95 K-35 1,69 + 0,53
66 K-6 1,64 * 091 %6 K-36 1,28 * 0,31
67 K-7 2,11 + 0,75 97 K-37 3,07 + 0,31
68 K-8 1,37 + 0,77 98 K-38 2,50 = 0,77
69 K-5 1,42 + 0,73 99 K-39 1,02 + 021
70 K-10 1,34 + 0,78 100 K-40 2,31 + 1,10
71 K-11 0,92 * 0,63 101 K-41 1,00 0,21
72 K-12 1,18 * 0,75 102 K-42 2,15 + 0,68
73 K-13 1,61 x 0,84 103 K-43 1,34 + 0,53
74 K-14 2,07 1,27 104 K-44 1,45 * 0,63
75 K-15 1,68 + 0,83 105 K-45 2,00 1,17
76 K-16 1,28 r 0,70 106 K-46 0,95 + 0,65
77 K-17 0,89 + 0,76 107 K-47 1,30 * 0,50
78 K-18 2,55 + 0,51 108 K-48 1,23 * 034
79 K-19 2,05 + 1,30 109 K-49 0,88 * 0,50
80 K-20 0,85 + 0,48 110 K-50 1,65 * 0,52
81 K-21 1,34 + 0,84 111 K-51 0,80 + 046
82 K-22 1,04 t 092 112 K-52 1,08 + 0,72
83 K-23 145 t 093 113 K-53 0,95 + 0,31
84 K-24 1,75 + 1,08 ila K-54 0,92 + 0,23
85 K-25 1,45 + 0,88 115 K-55 0,81 = 0,35
86 K-26 0,84 + 0,52 116 K-56 1,08 + 0,48
87 K-27 1,51 + 098 117 K-57 0,95 + 0,19
88 K-28 1,26 + 0,64 118 K-58 1,33 + 0,75
89 K-29 2,46 + 1,02 119 K-59 1,13 * 0,21
90 K-30 1,24 x 0,59 120 K-60 1,78 + 0,96



Tab. 1.2. Stopiefi porazenia genotypow kukurydzy przez F.femperatum, wartosci Srednie dla materialow
hodowli Kobierzyce z wyréznionymi grupami jednorodnymi, dla form flint (K1- K30) i dent (K31- K60), na
podstawie oceny przeprowadzonej w Kobierzycach i Radzikowie
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Tab. 1. 3. Stopien porazenia genotypéw kukurydzy przez F.temperatum, wartosci $rednie dla materiatdéw
hodowli Smolice z wyréznionymi grupami jednorodnymi, dla form flint (S1 — S30) i dent (S31- S 60), na

podstawie oceny przeprowadzonej w Smolicach i Radzikowie
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Ryc. 1.1. Sredni stopien porazenia genotypow kukurydzy (formy flint) hodowli MHR Kobierzyce

przez Fusarium temperatum
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Rye. 1. 2. Sredni stopien porazenia genotypéw kukurydzy (formy dent) hodowli MHR Kobierzyce

przez Fusarium temperatum
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Ryc. 1.3. Sredni stopien porazenia genotypéw kukurydzy (formy flint) hodowli HRS Smolice przez

Fusarium temperatum
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kukurydzy (formy dent) hodowli HRS Smolice przez

I3

ypOw

Ryc. 1.4. Sredni stopien porazenia genot

Fusarium temperatum




Dyskusja

Grzyby z rodzaju Fusarium uwazane sg za jedne z najistotniejszych patogendw kukurydzy. Wynika to z:
powszechnego wystepowania Fusarium spp, duze] agresywnosdcei tych grzybow jak rowniez mozliwosci
wytwarzania przez te patogeny znaczacych ilosci metabolitéw wtérnych. Porazeniu moga ulegaé
praktycznie wszystkie czesci rosliny w réznych fazach rozwojowych (korzenie, siewki, todygi kolby).
Szczegodlnie duzo uwagi poswiecy sig fuzariozie kolb z uwagi na wplyw tej choroby na redukeje plonu a
takze na fizyczna, fizjologiczng i fitosanitarna jako$é¢ ziarniakéw. Etiologia fuzariozy kolb kukurydzy jest
ztozona. Jako przyczyne choroby wymienianych jest szereg gatunkdéw Fusarium w tym F. acuminatum, F.
anthophilum, F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum, F. oxysporum, F. poae, F. proliferatum, F.
subglutinans, F. sporotrichioides, F. tricinctum, F. verticillioides, F. venenarum. (Bottalico 1998, Hussein i
in. 2002, Dorn i in. 2009, Scauflaire i in. 2011). Gatunki te roznia si¢ w istotnym stopniu patogenicznodcia,
spektrum biosyntetyzowanych metabolitéw, jak tez objawami. Wymienione cechy a zwlaszcza
zrdéznicowanie wystepujacych objawow, staly sie powodem wyrdznienia dwoch jednostek chorobowych:
»Gibberella ear rot (GER)” ktérej przyczyna sg gatunki zaliczane do dawnej sekeji Discolor

w~Fusarium ear rot (FER)” ktdrej przyczyna sa gatunki zgrupowane w obrebie dawnej sekeji Liseola.
Informacje czy odporno$é na jeden z gatunkdw Fusarium warunkuje jednoczesnie odpornosé na gatunki
pokrewne uznawane jako przyczyna GER i/lub FER sa sprzeczne. Do$wiadczenia Mesterchazego dotyczace
fuzariozy klosow pszenicy pokazuja, ze te same QTL determinuja odporno$¢ na rézne Fusarium spp.
(Mestrhazy 1 in. 2007). Wystepowanie istotnej korelacji pomiedzy odpornoscia kukurydzy na Fusarium
graminearum i Fusarium verticillioides stwierdzil takze Presello i in. (2004). Natomiast na niezalezne
podloze odpornosei kukurydzy na poszezegblne gatunki Fusarium spp. wskazywal Rheeder i in. (1990).
Wiedza na temat porazenia kukurydzy (odmian, linii hodowlanych czy tez genotypow) przez F.temperatum
jest fragmentaryczna.

Przedstawione wyniki wskazuja na zroznicowana podatno$¢ materialéw hodowlanych na porazenie a
zmienno$¢ ocenianej cechy (podatno$é) miata charakter ciagly. Taki rozkiad cechy jest charakterystyczny
dla interakcji (pomigdzy gospodarzem a patogenem) o charakterze rasowo nispecyficznym i jest do$é
typowy dla porazenia roélin przez Fusarium spp. Utrudnia on w duzym stopniu jednoznaczne wylonienie
genotypdw podatnych, mniej podatnych, odpornych.

Jak wynika z przeprowadzonych analiz istotny okazal sig efekt srodowiskowy. Istotnie silniej porazone byly
materialy badane w Kobierzycach i Smolicach. Jest to zjawisko znane w doswiadczalnictwie polowym,
opisywane takze w kontekscie podatnosci zbdz na Fusarium spp. Mesterhazy i in. (2012), podkreéla
koniecznoéé¢ zaktadania tego typu doswiadczein co najmniej w dwoch lokalizacjach.

Nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy stopniem porazenia form flint i dent. W sezonie 2016 wyniki
takie uzyskano w do$wiadczeniach inckulacyjnych we wszystkich trzech lokalizacjach (Kobierzyce, Smolice
i Radzikéw). Doniesienia literaturowe nie sg w tym zakresie jednoznaczne. Loffler 1 in. (2010) donosil o
wigkszej podatnosei form flint niz dent, odmienne wyniki byly prezentowane przez Wita i in. (2011),
natomiast Hennigen i in. (2000) na podstawie przeprowadzonych badan nie stwierdzit réznic istotnych w
stopniu porazenia obydwu form (fint, dent) kukurydzy. Uwzgledniajac, ze wsrdd polskich materiatow
hodowlanych bardzo powszechne sg formy posrednie flint x dent, jednoznaczne wyjasnienie wspomnianej
zaleznosci mogloby by¢ wartosciowe. W tym celu za wskazane nalezy uznaé przeprowadzenie precyzyjnego
doswiadczenia szklarniowego.

Whioski

1.1. Badane genotypy kukurydzy pochodzace ze HRS Smolice i MHR Kobierzyce réznig sie istotnie
podatnoscia na porazenie przez F.temperatum
1.2. Nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy stopniem porazenia form flint i dent
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Mierniki dla tematu badawczego 1:

Lp. micrnik? wartoéé miernika podana warto§é miernika
w opisic zadania zrealizowana
Liczba genotypow objeta badaniami 120 120
Liczba lokalizacji doswiadezen infekeyjnych dla kazdego genotypu 2 2

2 Poda¢ miernik — np. ilos¢ testéw, prob, badanych genotypéw etc.
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3.2 Temat badawczy 2: Analiza profilu metabolitow wtdrnych (mykotoksyn) wystepujacych w
materiale ro§linnym porazonym przez Fusarium temperatum.

Cel termnatu

Celem badan jest przeprowadzenie ilo§ciowe] i jakosciowe] analizy metabolitéw wtornych wytwarzanych in-

vivo przez F.temperatum. Ponadto ziarniaki zostaly poddane analizie zawartoéci amylopektyn/amylozy.
Cel zostal osiagniety
Material i metody

Material rodlinny zebrany w trakcie fenotypowania byt przewozony do laboratorium a nastepnie

analizowany w kierunku:

- dominujgcych metabolitéw F.temperatum, ktdre rozpoznano w badaniach in vitro tego patogena
- ergosterolu, ktérego poziom stanowi ilosciowy marker plechy patogena w materiale roslinnym.
- amylozy/amylopektyn (obydwa zwiazki tworza skrobig, ktéra jest podstawowym komponentem

endospermu ziarniakow).

Analiza mykotoksyn

Po osiggnigciu dojrzatosci zbiorezej kolby kukurydzy byly transportowane do laboratorium a nastepnie
dosuszane i mfécone. Frakcje ziarniakow z wyraznymi objawami porazenia rozdrabniano i poddawano
analizie pod katem zawartosci ergosterolu oraz metabolitow (mykotoksyn) F.temperatum, ktore rozpoznano
w badaniach z zakresu biosyntezy mykotoksyn w warunkach in vitro tego patogena. (Skrining metabolitéw
biosyntetyzowanych przez F.temperatum jest przedmiotem tematu 3). Badania Scauflaire i in. (2012)
wskazuja, ze F.lemperatum posiada zdolnosé biosyntezy beauwerycyny. Dane na temat mozliwosci
biosynetyzy innych mykotoksyn sa niejednoznaczne, wskazujg na jakosciowa zmienno$é w populacji
gatunku. Procedury analizy mykotoksyn oraz ergosterolu bedg zgodne ze stosowang metodyka ich
oznaczania w trakcie realizacji tematu badawczego 3, dotyczacego biosyntezy F.temperatum w warunkach

in vitro.
Procedura analizy ergosterolu.

Ergosterol jest podstawowym zwigzkiem sterolowym blon cytoplazmatycznych grzybdw i jest standardowo
traktowany jako marker (jakosciowy i ilosciowy) obecno$ci plechy grzybéw. Zawarto$¢ ergosterolu
oceniano zgodnie z metodyks przedstawiong w pracy Younga (1995). Metoda ta przewiduje ekstrakcje
ergosterolu w metanolowym roztworze wodorotlenku sodowego w warunkach promieniowania
mikrofalowego. Zmydlony ergosterol zobojetnia sie kwasem solnym a nast¢pnie ekstrahuje z roztworu
pentanem. Uzyskane prébki odparowuje sie¢ do sucha i w takiej postaci pozostawia do momentu analizy.
Analiza ergosterolu byla przeprowadzona metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosujac
chromatograf Shimadzu, Rozdziat byt przeprowadzony na kolumnie RP C18, z detekcjg UV przy 282nm.

14



Analiza zawarto$ci amylozy/amylopektyn

Analiza zawarto$ci amylopektyn/amylozy w skrobi przeprowadzano wykorzystujgce do tego celu ,,Megazyme
assay Kit”. W tescie tym badana probke skrobi zawiesza si¢ w sulfotlenku dwumetylu (DMSO). Z roztworu
usuwa sie nastepnie lipidy poprzez stracenie skrobi etanolem. Wytracong skrobi¢ zawiesza si¢ nastgpnie w
buforze octanowym, z ktérego amylopektyne wytraca si¢ konkawaling. Zawarta w supernatancie amyloza

jest hydrolizowana do D-glukozy a nastgpnie oznaczana spektrofotometrycznie (Wit 2012).

Wyniki

Analize zawartosci amylozy przeprowadzono w ziarniakach kukurydzy 60 genotypéw hodowli MHR
Kobierzyce i 60 genotypoéw hodowli HRS Smolice. Ogotem pod katem zawartosci amylozy przebadano 240
prob kukurydzy pochodzacych z doswiadezen zalozonych na terenie pdl do$wiadezalnych Hodowli Roslin
Smolice (60 préb) Sp. z 0. 0. Grupa IHAR oraz Malopolskiej Hodowli Roslin oddzial w Kobierzycach (60
prob) oraz Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin IHAR Radzikéw (120 prob).

e Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw materiatéw hodowli MHR Kobierzyce,
pochodzacych z doswiadczenia zatozonego w Kobierzycach przedstawia tabela 2.1 i tabela 2.2.
Zakres zmiennosci cechy dla badanych genotypdéw tej hodowli typu flint wahat si¢ od 21,39% (dla
genotypu K-14) do 37,27% w przypadku genotypu o numerze kodowym K-1, natomiast w przypadku
ziarniakow typu dent od 26,35% (K-44) do 37,49% (K-38§). Sredni udzial amylozy w ziarniakach
kukurydzy typu flint byt wyzszy (30,81%) niz w ziarniakach testowanych genotypdéw typu dent
(29,69%), i przy o= 0.05 réznice te byly statystycznie istotne.

e W ziarniakach genotypow kukurydzy pochodzacych z hodowli HRS Smolice, pochedzacych z
do$wiadczenia zalozonego w Smolicach, stwierdzony udzial amylozy przedstawia tabela 2.3 i tabela
2.4, Istotnie wiekszy udziat amylozy wystepowal w formach dent (30,23%) niz flint (32,38%).
Zakres zmiennosci badanej cechy dla form kukurydzy typu flint wahat sie od 21,33% do 35.19% a w
przypadku form kukurydzy typu dent od 28,38% do 38,83%.

¢ Udzial amylozy w strukturze skrobi =ziarniakéw materialdw hodowli MHR Keobierzyce,
pochodzacych z doswiadezenia zatozonego w Radzikowie przedstawia tabela 2.5 i tabela 2.6. Zakres
zmiennos$ci cechy dla badanych genotypéw tej hodowli typu flint wahat si¢ od 29,31% (dla genotypu
K-9) do 41,17% w przypadku genotypu o numerze kodowym K-22, natomiast w przypadku
ziarniakdw typu dent od 24,38% (genotyp K-48) do 40,86% (genotyp K-46).

e Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw materiatéw hodowli HRS Smolice, pochodzacych z
doswiadczenia zalozonego w Radzikowie przedstawia tabela 2.7 i tabela 2.8. Zakres zmiennosci
cechy dla badanych genotypéw tej hodowli typu flint wahal si¢ od 27,90% (dla genotypu S-25) do
41,14% w przypadku genotypu o numerze kodowym S-2, natomiast w przypadku ziarniakow typu
dent od 26,32% (genotyp 5-40) do 33,88% (genotyp S - 59).
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Tab. 2.1. Analiza zawarto$ci amylozy w ziarniakach genotypdw kukurydzy (typu flint), hodowli MHR

Kobierzyce, z doswiadczenia zatoZonego w Kobierzycach

Lp

No

Miejsce

Amyloza

1

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
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K-6
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Kébiér'zyc'e”
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Kbb.ié.rzy:(.:e.
- Kob:ig_fzyc_;_e_:__“;._ e

Kobierzyce

Kébiérzycé

Koblerzyce
' Kobieriyce -
~ Kobierzyce - -

Kobierzyc.e. o

Kobiérzycé

Kobie'rzycé' '

o l_(pbief_zyée__-:;'

© kobierzyce

2846

e

0

L S T L

SLe6

0,42

046

e

247

.0’45

m-r___'_-
o
U ker
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Tab. 2.2. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy (typu dent), hodowli MHR

Kobierzyce, z doSwiadczenia zalozonego w Kobierzycach

No

Miejsce

Typ

Amyloza

10
11
12
13
14
15
16
17

18

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

K-31
K-32
K-33
K-34
K-35
K-36
K-37
K-38

K-39

K-40
K-41

K-42

K43
K-44

K-45 -

K-46

K-47 . .
a8
K49
K-50

K-51
K-52
K-53
K-54
K-55
K-56

K-57.

K-58
K-59

K-60

- Kobierzyce
Kobierzyée
Kobierzyce = °

Kobierzyce

Kobierzyce

Kobferzyce |

Kobierzyce

Kobierzyce

~ Kobierzyce -
Kobierz.ycé.

- Kobierzyce
Kbbiériy.cé.
" Kobierzyce " -
.. Kbbierz;/c.e'
~Kobierzyce . -
..kol:).ié.r;y(.:.é
Kobierzyce . -
K;Jbié}zyée '.

_ Kobierzyce.
Kobié.rzx./.ce:
Kobie_rzyte _' S
K(I)bierzyce.

* Kobierzyce -

Kobie rzycé

Kobierzyce -
Ko bierzyceﬂ

- Kobierzyce

Kobierzyte

Kobierzyce -

Kobierzyce

- Dent .
Dent
_ Dent :.
Cpent
~ Dent
.Dent. |
Dent
Dent
Dent

Dent

Dent
Dent
ol
-Dent
" Dent
Coem
Dent.
Dent
" Dent
* Dent i
Dent |
- Dent
Dent
~ o Dent
Dent
+ Dent.

Deht

30,54
2675
2816
3749
©3325
3400
Dent 2917

ms

3088
L2925
i
P
3169 o
S
28,92 o
Ll
31,2
3026
29,0
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2933

L o S ¥ L * SH S S TR

[

=+ b O SO W U W oH S

-

T
069

0
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26.'35. Sl
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Tab. 2.3. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy (typu flint), hodowli HRS
Smolice, z dodwiadczenia zaloZzonego w Smolicach

Lp

No

Miejsce

Typ

Amyloza

BW N e

L= v - B It I ¥

il
12
13
14
15
16
17
18
i9
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

51

S-2

5-3
5-4
5-5
5-6
5-7
5-8
59

S-10

S$-12

$-13

5-14

S-15

5-16

517

5-18

©5-19
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$-21
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5-23
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$-25
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5-28
S-29
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. Smolice = .~
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Smolice

: Smo_li_cé
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Smolice .

: Smolice : - ¢
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“Smolice

Smolice
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S
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Flint
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SHlint s
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:,{ﬁmp
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Flint
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.. Fli'n.t |
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CFlint o
Rt
- Flint
Flint.'
CFlint o
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Flint
F_Iint
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3467
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3344
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35.20
3248
s
i 2975 i
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25.73
27.64
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ok 23_:39_._5
2836
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3148 &

T S o P - ol s ¥ F Y P S TS v SO S TS TS "N T o v
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060
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Tab. 2.4. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypdw kukurydzy (typu dent), hodowli HRS
Smolice, z doswiadczenia zatozonego w Smolicach

-
T

No

Miejsce

Typ

Amyloza

W o N Sy N R W N

NONONRNNNN B R R R R R R
g BB N B H REBRNRRSB GG I a G B &6 8 b o
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5-36
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$59

5-60

- Smolice
Smo]E:cé'. N
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N be:nt :
Dent Y
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:Ij.en't.' o
Dent
Dent
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“.D.ehf.
' Dent |

Dent

T
3175
29.20 -
3396

3209
3022
3346
3081

30.79

w07

31.10

3076
3267

S
i __3_2_1_.:_5'5_ o
3432

3236
3047
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32.96
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2839
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I+
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Tab. 2.5. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypdéw kukurydzy (typu flint), hodowli MHR
Kobierzyce, z doswiadczenia zatozonego w Radzikowie

o
c

No

Miejsce

Typ

Amyloza

W o0 & W R W N

W NN NN NN NN KN N R R e e e 2 2 2
O W M NN R WNRE O W NN R W N RO

K-1
K-2
K-3
K-4
K-5
K-6

K-10

K11
K-12
K-13

K-14
K-15
K-16

K17

K-18

K-19 -

K-20
K-21
K-22

K-23

K-24

K-25

K-26
27
K-28

K29

K-30

* Radzikéw .

Radzikéw

Radzikéw =

Radzikéw

Radzikéw

Radzikow

‘Radzikéw

Radzikc').w

Radzikow . -
Radzikéw

- Radzikéw -

Radzikow

 Radzikéw -
Radzikéw
. Radnkow '. oo
Radziké\:‘v'.'

- Radzikéw = -
' Radzikéw
Radzikéw . -
.Ra.'dzik.éw '

. Radzikéw
Radzikéw
Radzikow
Radzikﬁw .'

Radzikéw -

Radzikow
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Radzi'kc’nw

: _Radz_ikéw' B

Radzikéw'

THne
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Flint -
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Hlint

Flint
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Flint

CFlint -
Flint
i

Flint
. Flint. .

CFhint

Flint

Flint'

CFlint
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F'I'i.nt o
 Fint
' Flint
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e
Flint
'F.Iint -
. Fint

" Elint
¥ .'.."Flint.':_ :
Flint
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31,95

36,22

30,57
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3734
2048
3501

3373
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3488
32,89
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0,41

062
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017
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0,25
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L1830
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d-f
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g-h

g-h
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Tab. 2.6. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy (typu dent), hodowli MHR
Kobierzyce, z doswiadczenia zalozonego w Radzikowie

-
=

No

Miejsce

Typ

Amyloza

L 0 N Y T R W N R

W N N N NN N NN NN R kA ke kel b e e
G W v N N R W N RO O N W AW N RO

K-31
K-32
K-33
K-34
K-35
K-36
K-37
K-38
K-39
K-40

K41

K-42
K-43
K-44
K-45
K-46
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K-52
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Radzikéw - °

Radzikéw.

Radzikow

Radzikdw

Radzikow
Radzikow
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Radzikéw
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Radzikéw
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S
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Tab. 2.7. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy (typu flint), hodowli HRS

Smolice, z doswiadczenia zalozonego w Radzikowie

-
o

No

Miejsce

Typ

Amyloza
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Tabela 2.8. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy (typu dent), hodowli HRS
Smolice, z doswiadczenia zalozonego w Radzikowie
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No

Miejsce

Typ

Amyloza
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‘Radzikéw ' .
Radzikéw

Radzikow

Radiikéw

. Radzikow - .-
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Analizg zawarto$ci ergosterolu oraz beauwerycyny metabolitbw F.remperatum

przeprowadzono

w ziarniakach kukurydzy 60 genotypéw hodowli ,,A” i 60 genotypéw hodowli ,,B” pochodzgcych z

dodwiadczen zalozonych na terenie pél doswiadezalnych Hodowli Roslin Smolice (60 préb) Sp. z o. o.

Grupa IHAR oraz Malopolskiej Hodowli Roslin oddziat w Kobierzycach (60 prdb) oraz Instytutu Hodowli i

Aklimatyzacji Roslin JHAR Radzikéw (120 prob). Lacznie analizami pod katem metabolitow F.temperatum

objeto 240 prob ziarniakow.

Zawartos¢ badanych matabolitéw dla materialéw pochodzacych z obydwu hodowli przedstawiaja

odpowiednio Tab 2.9 i Tab. 2.10.

W materiatach hodowli Smolice srednia zawartosé BEA:

. w probach kukurydzy typu dent pochodzacych z doswiadezenia zrealizowanego w:

Smolicach wynosita 3,59+2,03 ppm, i wahala sie od 1,23 do 10,45 ppm
Radzikowie wynosita 2,25+2,13 ppm i wahala sie od 0,24 do 9,15 ppm

. w probach kukurydzy typu flint pochodzacych z doswiadczenia zrealizowanego w:

Smolicach wynosita 3,2542,45 ppm, i wahala sie od 0,75 do 9,52 ppm
Radzikowie wynosita 2,62+1,53 ppm i wahala sie od 0,84 do 6,96 ppm

W materiatach hodowli Kobierzyce érednia zawarto$é BEA:

. w prébach kukurydzy typu dent pochodzacych z doswiadczenia zrealizowanego w:

Kobierzycach wynosita 5,54+1,44 ppm, i wahata si¢ od ,21 do 21,90 ppm
Radzikowie wynosita 3,00+5,12 ppm i wahata sie od 0,36 do 10,59 ppm

. w probach kukurydzy typu flint pochodzacych z doswiadczenia zrealizowanego w:

Kobierzycach wynosita 5,83+3,38 ppm, i wahala sie od 1,65 do 16,6 ppm
Radzikowie wynosita 3,43+2,49 ppm i wahata si¢ od 0,68 do 13,24 ppm
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Tab. 2.9. Zawarto$¢ ergosterolu oraz BEA w ziarniakach uzyskanych z kolb kukurydzy (Hodowla Smolice)
inokulowanych F.temperatum z doswiadczenia przeprowadzonego w Smolicach i Radzikowie

Hodowla Smolice Doswiadczenie Smolice Doswiadczenie Radzikdw
L.p. Genotyp ERG [ppm] BEA [ppm] ERG [ppm] BEA [ppm]
1 51 5,41 1,07 8,62 3,13
2 S2 14,60 3,40 7,05 2,16
3 $3 7,98 1,37 9,34 0,99
4 S4 11,15 2,76 8,54 1,66
5 S5 24,29 5,21 14,30 2,15
6 S6 7,05 1,49 18,16 3,25
7 S7 14,51 1,65 12,31 3,60
8 S8 7,34 1,18 12,57 1,69
9 S9 11,06 2,19 8,61 1,41
10 510 3,11 1,12 29,23 5,79
11 $11 10,43 2,13 13,27 2,14
12 $12 15,70 2,92 16,25 1,26
13 S13 24,82 7,49 21,47 3,99
14 S14 45,89 9,18 13,65 2,21
15 S15 16,75 3,48 10,23 1,60
16 S16 11,29 2,33 16,59 3,87
17 S17 8,45 1,28 17,60 2,98
18 S$18 21,41 3,32 3,22 0,87
19 $19 17,60 4,29 14,35 4,27
20 S20 5,47 1,99 12,55 3,24
21 $21 12,90 1,42 26,16 4,17
22 $22 24,26 6,10 12,51 2,53
23 $23 29,55 5,36 42,17 6,96
24 S24 10,27 2,56 10,24 2,16
25 S25 34,47 9,52 9,65 1,55
26 S 26 4,34 0,75 7,35 0,85
27 S27 14,87 2,97 11,65 0,90
28 528 51,00 6,98 13,68 4,80
29 $29 6,10 1,49 7,62 1,13
30 $30 5,38 0,76 7,21 1,36
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Tab. 2.9 cd. Zawartosé ergosterolu oraz BEA w ziamiakach uzyskanych z kolb kukurydzy (Hodowla
Smolice) inokulowanych F.temperatum z doswiadczenia przeprowadzonego w Smolicach i Radzikowie

Hodowla Smolice Doswiadczenie Smolice Doswiadczenie Radzikow
L.p. Genotyp ERG [ppm] BEA [ppm] ERG [ppm] BEA [ppm]
31 531 11,69 2,39 4,67 1,70
32 $32 25,17 6,42 6,47 1,98
33 $33 16,37 4,00 6,20 2,17
34 S 34 20,15 5,21 24,63 6,20
35 $35 3,12 3,12 4,58 0,36
36 S36 7,38 1,69 3,37 1,27
37 S 37 10,26 5,13 8,32 1,21
38 S 38 15,47 4,50 24,31 7,59
39 $39 66,60 7,26 11,37 1,60
40 540 56,21 10,46 15,26 2,18
41 $41 13,59 4,26 13,26 4,12
42 542 18,60 1,49 51,27 9,16
43 543 8,06 1,54 15,21 2,97
44 544 5,11 2,37 3,20 1,03
45 545 10,30 1,30 7,52 0,52
46 546 16,25 2,31 10,27 0,89
47 S 47 7,46 1,59 9,65 0,87
48 548 19,55 3,27 3,26 0,47
49 549 31,25 3,98 10,23 1,85
50 S50 12,52 2,60 9,26 0,95
51 551 16,57 4,39 4,66 0,70
52 $52 13,15 3,05 6,52 1,12
53 S$53 19,75 6,34 6,54 2,09
54 S54 15,50 3,58 21,84 4,13
55 555 20,14 2,19 6,35 0,95
56 556 13,55 1,24 3,25 0,24
57 557 13,47 3,55 23,54 3,26
58 558 13,46 2,58 10,52 1,26
59 559 16,78 3,28 4,26 1,14
60 S 60 12,58 2,75 16,22 3,19
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Tab. 2.10. Zawartos¢ ergosterolu oraz BEA w ziarniakach uzyskanych z kolb kukurydzy (Hodowla
Kobierzyce) inokulowanych F.temperatum z doswiadczenia przeprowadzonego w Kobierzycach i
Radzikowie

Hodowla Kobierzyce

Doswiadczenie Kobierzyce

Doswiadczenie Radzikow

L.p. Genotyp ERG [ppm] BEA [ppm] ERG [ppm] BEA [ppm]
1 K1 29,87 2,10 9,63 3,11
2 K2 51,25 7,68 15,52 6,25
3 K3 24,24 2,95 8,60 2,36
4 K4 20,56 3,12 6,41 1,46
5 K5 60,26 6,30 19,61 3,27
6 Ko 30,28 7,98 12,67 2,59
7 K7 11,72 12,21 14,65 2,37
8 K8 15,37 3,26 22,95 3,54
9 KS 28,57 4,26 18,32 4,22
10 K10 7,91 4,26 29,55 6,64
11 K11 8,26 4,64 3,17 0,87
12 K12 7,70 541 30,31 3,57
13 K13 17,32 6,25 16,52 4,60
14 K14 18,56 10,25 7,03 2,60
15 K15 10,69 6,45 19,65 3,26
i6 K16 11,12 2,60 16,54 3,25
17 K17 9,27 4,80 2,34 0,69
18 K18 36,53 7,82 12,61 6,46
19 K19 61,25 16,60 8,65 1,70
20 K20 4,31 2,15 3,29 1,07
21 K21 31,52 3,59 23,61 1,37
22 K22 12,82 3,25 18,08 3,21

23 K23 42,90 4,58 16,15 2,24

24 K24 45,30 6,54 12,61 2,17

25 K 25 17,54 5,78 18,65 3,98
26 K26 13,64 1,65 4,70 0,95
27 K27 45,36 10,56 10,32 2,17

28 K28 5,48 5,13 10,67 3,24

29 K29 8,93 9,59 45,22 13,24

30 K30 26,37 3,29 26,31 6,54
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Tab. 2.10 cd. Zawarto$¢ ergosterolu oraz BEA w ziarniakach uzyskanych z kolb kukurydzy (Hodowla
Kobierzyce) inokulowanych F.temperatum z doswiadczenia przeprowadzonego w Kobierzycach i
Radzikowic

Hodowla Kobierzyce Doswiadczenie Kobierzyce Doswiadczenie Radzikow

L.p. Genotyp ERG [ppm] BEA [ppm] ERG [ppm] BEA [ppm]
31 K31 14,60 4,27 8,65 2,13
32 K32 58,80 14,21 16,32 1,96
33 K33 7,26 1,87 7,32 1,54
34 K 34 24,76 5,87 13,26 1,55
35 K35 25,76 4,21 4,57 2,14
36 K36 12,48 2,35 25,62 3,27
37 K37 74,76 21,70 36,22 8,54
38 K38 28,25 11,30 16,32 4,60
39 K39 8,57 1,69 5,64 1,97
40 K40 90,41 21,50 21,31 4,17
41 K41 11,27 2,55 10,27 1,56
42 K42 14,62 6,50 41,21 7,22
43 K43 6,24 2,69 13,61 3,24
44 K 44 18,70 2,60 12,36 1,99
45 K 45 15,51 11,28 8,90 2,16
46 K 46 6,35 1,23 13,61 2,16
47 K47 8,27 2,17 13,62 2,57
43 K 48 13,59 4,26 10,65 5,12
49 K49 9,84 1,55 7,27 0,92
50 K50 15,30 5,25 16,32 3,21
51 K51 23,54 3,57 7,69 1,42
52 K52 27,37 4,57 5,16 0,36
53 K53 14,36 4,26 4,61 1,13
54 K54 3,49 1,33 22,36 3,12
55 K55 23,54 3,26 8,52 1,56
56 K56 21,20 6,30 8,52 1,66
57 K57 6,30 2,70 8,22 2,87
58 K 58 33,26 7,57 3,87 2,59
59 K59 4,25 1,21 23,15 2,87
60 K 60 5,35 2,16 21,62 10,60
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Dyskusja

Beauwerycyna zostala po raz pierwszy wyizolowana w 1963 roku z patogenicznego dla owadow
gatunku Beauveria bassiana i od nazwy rodzajowej grzyba utworzono nazwe metabolitu wtérnego
(Hamill 1 in. 1969 wg Desjardins 2006). Nastgpnie metabolit ten stwierdzono w plesze
Paecilomyces fumoso-roseus 1 Polyporus sulphureus (Bernardini 1 in. 1975; Badan 1 in. 1978) oraz
w izolatach licznych Fusarium spp w tym Fusarium subglutinans F. bulbicola, F. denticulatum, F.
lactis, F. phyllophillum, F. pseudocircinatum oraz F. succisae (Guptaiin, 1991 Santini 1 in. 2012).
Beauwerycyna jest metabolitem powszechnie stwierdzanym w ziarniakach zboz. Jego
wystepowanie stwierdzono min w prébach pszenicy, jeczmienia, owsa, zyta oraz kukurydzy
pochodzacych z Finlandii (Jestoi i in. 2004) Norwegii (Uhlig i in. 2006), Niemiec (Goertz i in.
2010), Szwecji (Fredlund i in. 2013), Italii (Juan i in. 2013). Nalezy podkreslié, ze najwyzszy
poziom zanieczyszczenia beauwerycyng byt obserwowany w przypadku kukurydzy 6402 pg/kg
(Goertz i in. 2010). Po raz pierwszy, w 1993 roku naturalne wystepowanie bowerycyny stwierdzono
w Polsce, w kolbach kukurydzy porazonych przez F. subglutinans (Logrieco i in. 1993). Metabolit
stwierdzono w 93% prob przy sredniej zawartosci BEA 18 pg/g.

Uwzgledniajac mozliwosé wystepowania BEA w kukurydzy, cytotoksyczne/genotoksyczne
wlasciwodcl tego zwigzku oraz mozliwoséé biosntezy BEA przez F.femperatum w warunkach in
vitro, za celowe uznano analize wystgpowania BEA w kolbach kukurydzy inokulowanych
wspomnianym gatunkiem. Stwierdzone ilogci BEA nalezy uznaé za znaczace, lecz daleko mniejsze
niz te stwierdzone przez Goertz i in. (2010), w kukurydzy porazonej przez F.subglutinans i
pochodzacej z Niemiec 6402 pg/kg.

Endosperm ziarniakow moze stanowi¢ do 85% masy ziarniaka a jego podstawowym komponentem
pozostaje skrobia. Tworza jg dwa podstawowe komponenty amylopektyna i amyloza.
Amylopektyna posiada strukture krystaliczna i jest dominujgcym skladnikiem stanowiac przecietnie
70-80% skrobi. Pozostaly cze$é 20-30% stanowi amyloza (Li i in. 2008), posiada ona budowe
amorficzng 1 pomimo, Ze jej udzial w strukturze bielma jest znacznie mniejszy w istotnym stopniu
decyduje o wilasciwodciach fizycznych ziarniakéw w tym twardo$ci (Dombrink-Kurtzman i
Knutson 1997). Blandino i Reyneri (2007) stwierdzili m.in. wystgpowanie istotnej korelacji
pomigdzy udzialem amylozy a udzialem tzw twardego endospermu (0,50) 1 zawartodei biatka
(0,68). Cechy te mogg wplywaé na stopien ich porazenia przez patogeny.

W przypadku materiatéw hodowlanych, ktore byly przedmiotem analizy w roku 2016, stwierdzono
wigkszym udziale amylozy w endospermie ziarniakdéw typu flint w materiatach hodowlanych

pochodzacych ze Smolic oraz Kobierzyc, przy czym rdznice fe nie byly istotne .
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Wnioski

2.1 Skrobia form flint charakteryzuje si¢ wickszym udziatem amylozy
2.2 Istotyny wplyw na zawarto$¢ amylozy w skrobi majg warunki srodowiska

2.3 Istnigje duze ryzyko zanieczyszcenia kolb kukurydzy porazanych przez F.temperatum beauwerycyna

Mierniki dla tematu badawczego 2:

Lp. miernik? wartos$é miernika wartoé¢ miernika
podana w opisie zadania zrealizowana
1 Liczba analizowanych genotypdw 120 120
2 Liczba obiektoéw (prob ziamiakéw badanych pod katem 240 240
zawartosci  mykotoksyn i ergosterolu, udziatu
amylozy/amylopektyny

3 Podaé miernik — np. ilo$é testéw, prob, badanych genotypéw etc.
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3.3 Temat badawczy 3 Analiza populacji F.temperatum w zakresie cech istotnych w patogenezie i
epidemiologii fuzariozy kolb kukurydzy
Cel tematu

Ocena patogenicznosei, spektrum biosyntetyzowanych metabolitow oraz zmiennod$ci populacji

F.temperatum

Cel zostal osiagnigty

Material i metody
A. pozyskanie izolatow F.remperatum do badan z zakresu spektrum biosyntetyzowanych
metabolitdéw, patogenicznosci i zmiennosei. Izolaty pochodzily z ziarniakow uzyskanych z kolb
wykazujacych objawy fuzariozy rozwijajacej sie w nastepstwie infekcji naturalnych. lzolacja i
identyfikacja byla/jest prowadzona z zastosowaniem standardowych metod majgcych zastosowanie
w diagnostyce Fusarium (Kwasna i in. 1991). Wiarygodnos¢ diagnostyki bylafjest potwierdzana
molekularnie, co w przypadku F.temperatum (z uwagi na jego podobienstwo do innych gatunkéw
Fusarium z dawnej sekcji Liseola) jest dzialaniem nieodzownym. Analiza molekularna opierala sie
na sekwencjonowaniv EF-lo oraz B-tubuliny uznawanych za podstawowe markery barkodingu.

Zmiennos¢ badanej populacji okreslano na podstawie cech molekularnych.

B. analiza spektrum biosyntetyzowanych metabolitow F.tfemperatum prowadzono w oparciu o
ziarniaki kukurydzy stanowigce podloze, na ktdérym w warunkach in-vitro prowadzono hodowle
patogena. Podioze w ilosci 50 g, po doprowadzeniu do wilgotno$ci 45% a nastepnie
zautoklawowaniu zaszczepiano zawiesing zarodnikdéw o mianie 10°. Hodowla prowadzono w 750 ml
kolbach Erlenmeyera przez dwa tygodnie. Po tym czasie przeroénigte przez F.temperatum podtoze
liofilizowano. Zliofilizowany material zabezpieczano w torebkach polietylenowych i
przechowywano do czasu analizy w temperaturze —75°C. Analize spektrum biosynetyzowanych
metabolitéw  Fl.temperatum prowadzono w kierunku identyfikacji: fumonizyn, zwigzkéw
heptadepsydowych oraz ergosterolu. Analizie poddawano izolaty o przebadanej patogenicznosei i

réznych wartoéciach tej cechy.

. Analiza fumonizyn - Ekstrakcja fumonizyn byla prowadzona mieszaning metanolu i wody (3
+1, V/V) z prébek materiafu uprzednio rozdrobnionego. Ekstrakty po przefiltrowaniu beda nastepnie
oczyszczane na kolumnach jonowymiennych SAX i zbierane do fiolek. Uzyskany eluent nastepnie
odparowano do sucha i przechowywano do momentu analizy w temperaturze 4°C. Analiza
fumonizyn B; i B2 byla przeprowadzana metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosujac
chromatograf cieczowy HP 1050 wyposazony w detektor fluorescencyjny. Po przeprowadzeniu

fumonizyn w pochodne o-ftaldialdehydowe (OPA), rozdziat by prowadzony na kolumnie RP C18.

. Procedura analiz pochodnych hepatadepsdowych - Ekstrakeje prowadzono z uzyciem
metanolu z probek materiatu uprzednio rozdrobnionego. Ekstrakty po przefiltrowaniu zatezano i

oczyszezano na kolumienkach SPE C18 i zbierane do fiolek. Uzyskany eluent odparowano do sucha
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i przechowywano do momentu analizy w temperaturze 4°C. Analize przeprowadzano metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosujac chromatograf cieczowy HP 1050 wyposazony w
detektor UV-VIS przy dugosci fali 205 nm. Rozdziat byl prowadzony na kolumnie RP Ci8 , 250 x
4,6 mm, o wielkosci ziarna 5 mikrometréw w systemie izokratycznym, stosujgc jako eluent roztwor

acetonitrylu w wodzie (65:35 v/v).

C. Ocena patogenicznosci izolatdw F.femperatum zostala przeprowadzona metodg ,,toothpicks”
bedaca adaptacja metody opisanej przez Scauflaire i in. (2012). Inokulowane byly 7 tygodniowe
rosliny kukurydzy poprzez wprowadzenie w lodyge wykataczki przerodnietej grzybnig
F.temperatum. Po okresie 2 tygodni od momentu inokulacji rosliny byly scinane, pgdy krojone a
rozmiar nekrozy mierzony. Doswiadczenie przeprowadzano przy 10 krotnym powtdrzeniu dla
kazdego izolatu. Ocenie patogenicznodci poddawano izolaty F.temperatum, ktorych tozsamosé

gatunkowa zostata molekularnie potwierdzona.

Wyniki
A/ Analiza molekularna izolatoéw F.temperatum

Izolaty do badan pochodzily z ziarniakéw uzyskanych z kolb wykazujacych objawy fuzariozy rozwijajacej
si¢ w nastgpstwie infekcji naturalnych. Préby ziarniakéw pochodzity z Radzikowa, Piotrkowa Borowskiego,
Gluchowa oraz Skrzelewa. Ziarniaki wykladano na podloze PDA w szalkach Petriego, a po uzyskaniu
wzrostu plechy, grzybnie o cechach Fusarium spp. pasazowano na skosy. Wstepng identyfikacje uzyskanych
izolatdéw, przeprowadzano na podiozu SNA. Z izolatdw o cechach F. temperatum wyprowadzano kultury
Jjednozarodnikowe, ktére stanowily podstawe do badan molekularnych.

Peina charakterystyke molekularng z zastosowaniem technik barkodingu DNA tj. procedurg¢ przewidziana w
projekcie, przeprowadzono dla 70 izolatdw F. femperatum. Jako barkody DNA wykorzystano markery o
uznanej skutecznosci w identyfikacji gatunkowej workowcdw z rzedu Hypocreales: Translation Elongation
Factor 1-o (EF-1a) oraz fragment genu kodujgcego P-tubulinge. W celu zamplifikowania tych fragmentow
genomu grzybow caltkowite DNA izolatéw F.temperatum poddawano reakcji amplifikacji z wykorzystaniem
starteréw specyficznych (White i in. 1990; O’Donnell i in. 1998; O’Donnell i Cigelnik 1997). Zestawienie
starterow zastosowanych w dodwiadczeniach, ich sekwencje oraz odpowiadajace im wiclkodei

amplifikowanego fragmentu DNA przedstawia Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Charakterystyka starterow wykorzystanych do diagnostyki molekularnej izolatow F. femperatum.

Nazwa . Wielkosé
Marker o o Sekwencja startera amplikonu Zr6dio
E]Qngation EF1 5-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3 680 O’'Donnell 1
Factor 1-a | EF2 5-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3' bz in. 1998
T 5-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3 oD T
i . - = onnell 1
B-tubulina T22 5-TCTGGATGTTGTTGGGAATCC-3 1220 pz Cigelnik 1997
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Reakcje amplifikacji prowadzono w termocyklerach
Applied Biosystems: 2720 Thermal Cycler (96 Well) oraz
Veriti 96 Well Thermal Cycler. Na kazdg probe
sporzadzano 20 pl mieszaniny reakcyjnej o skladzie
przedstawionym w Tabela 3.2. Zastosowane warunki

reakcji dla poszezegdinych markeréw zestawiono w Tabela
3.

Rozdzial produktéw amplifikacji prowadzono w
zelu agarozowym o stezeniu 1,3 % z dodatkiem barwnika

fluoryzujacego (bromku etydyny) w buforze TBE (bufor

Tris, kwas borowy, EDTA, pH 8,0). Elektroforezie poddawano 5 pl produkta amplifikacji.

Tabela 3.3 Warunki reakeji PCR dla poszezegéinych markerow

Tabela 3.2, Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR

Sktadnik mieszaniny Objetosdé
sterylna woda 14,0 pl
10X Taq Buffer 2,0
25 mM MgCls 1,6 ul
10mM dNTP Mix 0,2 nl
starter forward 0,2 ul
starter reverse 0,2 nl
polimeraza Taq 0,2 ul
DNA 1,6 ul

R et S Marker 0
Etapy reakeji PCR © - o MEAERRE o e T
oy EF-1a B-tubulina
Wstepna denaturacja 5 minut, 94 °C 5 minut, 94 °C
Denaturacja 30 sekund 35 sekund
95 °C 94 oC
Praytaczanie starterbw 40 45 sekund | 40 55 sekund
evkli | 58 °C evkli | 54 °C
Synteza nici 75 sekund 90 sekund
komplementarnych 72 °C 72 °C
Koncowe wydluzanie
syntetyzowanego odcinka 7 minut, 72 °C 7 minut, 72 °C
DNA

Uzyskane amplikony oczyszczano i sekwencjonowano w Pracowni Sekwencjonowania Instytutu

Biochemii i Biofizyki przy Panstwowej Akademii Nauk. Uzyskane sekwencje, Translation Elongation Factor

1-o (EF-1ar) 1 B-tubuliny analizowano z wykorzystaniem programéw bioinformatycznych (MEGA 6.0 oraz

DNA Baser 3.2.5). Przynaleznosé do gatunku weryfikowano za pomoca 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

wylgeznie fragmenty sekwencji EF-1o 1 B-tubuliny o wysokiej jakosci odezytu, ktérych dhugosé wyniosta

odpowiednio:, 298 pz oraz 424 pz. Na podstawie przygotowanych przyréwnan / dopasowan (ang. alignment)

sekwencji wykonano analize filogenetyczna za pomoca metody najwiekszej wiarygodnosci (Maximum

Likelihood, ML) kolejno dla wszystkich analizowanych regionéw EF-1a (Ryc. 3.1) i p-tubulina (Ryc. 3.2).
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Tab. 3.4 Homologia uzyskanych sekwencji wzgledem dostepnych w GenBank sekwencii izolatow

gatunku F. temperatum

" 'BLAST Elongation Factor -

" BLAST B-tubulina .

IZOLAT
1 PFt-101 99.7% KM583803 F. temperatum | 99,8% KC964135 F. temperatum
2 PFt-102 99.8% KU802943 F_temperatum | 100,0% KC964135 F. temperatum
3 PFt-103 99.7% JX987074 F. temperatum | 99,5% KC964135 F. temperatum
4 PFt-104 99.8% KC964119 F. temperatum | 99,4% KC964135 F. temperatum
5 PFt-105 99.8% KM583803 F. temperatum | 99,5% KC964135 F. temperatum
6 PFt-106 99.7% KLU902943 F. temperatum | 98,7% KC964135 F. temperatum
7 PFt-107 99.7% JX987074 F. temperatum { 99,5% KC964135 F. temperatum
8 PFt-108 99.8% KM583803 F. temperatum | 100,0% KC964135 F. temperatum
9 PFt-10% 99.7% KUg902943 F. temperatum | 99,7% KC964135 F. temperatum
10 PFt-110 99.8% KT447148 F. temperatum | 99,6% KC864135 F. temperatum
11 PFt-111 99.8% KT447148 F. temperatum | 100,0% KC964135 F. temperatum
12 PFt-112 99.7% JX987074 F. temperatum | 99,3% KCg64135 F. temperatum
13 PFt-113 99.7% KM583803 F. temperatum | 98,4% KCo64135 F. temperatum
14 PFt-114 99.8% KM583803 F. temperatum | 99,0% KC864135 F. temperatum
15 PFt-115 99.8% KM583803 F. temperatum | 994% KC9864135 F. temperatum
16 PFt-116 99.8% KU902943 F. temperatum | 99,8% KC964135 F.temperatum
17 PFt-117 99.7% JX987074 F. temperatum | 99,5% KC964135 F. temperatum
18 PFt-118 99.5% KM583803 F. temperatum | 99,1% KC964135 F. temperatum
19 PFt-119 99.8% KM583803 F. temperatum | 99,3% KC964135 F. temperatum
20 PFt-120 99.8% KM583803 F. temperatum | 992% KCB64135 F. temperatum
21 PFt-121 99.7% KM583803 F. temperatum | 99,3% KC964135 F. temperatum
22 PFt-122 99.8% KM583803 F. temperatum | 99,7% KC964135 F. temperatum
23 PFt-123 98.8% KM583803 F. temperatum | 99,6% KC964135 F. temperatum
24 PFt-124 99.7% JX987074 F. temperatum | 99,6% KC964135 F. temperatum
25 PFt-125 99.7% JX087074 F. temperatum | 99,9% KC964135 F. temperatum
26 PFt-126 99.8% KM583803 F. temperatum | 100,0% KC964135 F. temperatum
27 PF¢-127 99.5% JXO87074 F. temperatum | 99,7% KC964135 F. temperatum
28 PFt-128 99.7% JX987074 F. temperatum | 99,8% KC864135 F. temperatum
29 PFt-129 99.7% JX987074 F. temperatum | 99,6% KC964135 F. temperatum
30 PFt-130 99.8% KM583803 F. temperatum | 98,6% KC984135 F. temperatum
31 PFt-131 99.7% JX987074 F. temperatum | 99 3% KC964135 F. temperatum
32 PFt-132 100.0% KM583803 F. termperatum | 99,6% KC864135 F. temperatum
33 PFt-133 89.8% KM583803 E. temperatum | 99,4% KLCo64135 F. temperatum
34 PFt-134 99.8% KT447148 F. temperatum | 99,8% KC964135 F. temperatum
35 PFt-135 99.8% KM583803 F. temperatum | 98,5% KC964135 F. temperatum
36 PFt-136 99.8% KM583803 F. temperatum | 98,6% KC964135 F. temperatum
37 PFt-137 99.8% KM583803 F. temperatum | 99,5% KC964135 F. temperatum
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" BLAST Elongation Fact

_ BLASTB-tubulina

{ZOLAT
38 PFt-138 99.8% KM583803 F. temperatum | 99.4% KC964135 F. temperatum
39 PF{-139 99.8% KM583803 F. temperatum | 99,9% KC964135 F. temperatum
40 PFt-140 99.8% KME83803 F. temperafum | 100,0% KC964135 F. temperatum
41 PFt-141 99.8% JX987074 F. temperatum | 99,0% K(C964135 F. temperatum
42 PFt-142 99.7% KU902843 F. temperatum | 99,6% KCo64135 F. temperatum
43 PFt-143 89.7% JXO87074 F. temperatum | 99.7% KCg64135 F. temperatum
44 PFt-144 99.8% KM583803 F. temperatum | 100,0% KC964135 F. temperatum
45 PFt-145 99.7% JX987074 F. temperatum | 99,4% KC964135 F. temperatum
46 PFt-146 99.8% KM583803 F. temperatum | 99,3% KC964135 F. temperatum
47 PFt-147 99.8% KM583803 F. temperatum | 99,7% KC964135 F. temperatum
48 PFt-148 99.8% KM583803 F. temperatum | 99,8% KC864135 F. temperatum
49 PFt-149 99.8% KM583803 F. temperatum | 87,8% KC964135 F. temperatum
50 PFt-150 99.8% KT447148 F. temperatum | 98,7% KC964135 F. temperatum
51 PFt-151 99.5% KC964119 F. temperatum | 99,8% KC964135 F. temperatum
52 PFt-152 99.8% KT447148 F. temperatum | 99,5% KC964135 F. temperatum
53 PFt-153 98.8% KM583803 F. temperatum | 993% KC964135 F. temperatum
54 PFt-154 98.7% JX987074 F. temperatum | 99,0% KC964135 F. temperatum
55 PFt-155 99.8% KM583803 F. temperatum | 992% KC964135 F. temperatum
56 PFt-156 998.8% KU902943 F. temperatum | 995% K(C864135 F. temperatum
57 PFt-157 99.8% KT447148 F. temperatum | 89,7% KCg64135 F. temperatum
58 PFt-158 99.8% KM583803 | F. temperatum | 99,9% KC964135 F. temperatum
59 PFt-159 99.8% KC514067 | F. subglutinans | 99,5% KC964143 | F. subglutinans
60 PFt-160 89.8% KM583803 F. temperatum | 99,8% KC964135 F. temperatum
61 PFt-161 99.7% KM462951 F. subglutinans | 99,6% KC964143 F. subglufinans
62 PFt-162 99.8% JX269005 F. subgiutinans | 98,2% KC964143 F. subglutinans
63 PFt-163 99.7% KC964119 F. temperatum | 99 5% HQ141627 E. sporotrichoides
64 PFt-164 99.8% KM583803 F. temperatum | 99,7% KC964135 F. temperatum
85 PFt-165 99.8% KM583803 F. temperatum | 99,2% KC964135 F. temperatum
66 PFt-166 99.5% KM583803 F.temperatum | 98,4% K(C964135 F. temperatum
67 PFt-167 99.8% KM583803 F. temperatum | 99,8% KC964135 E. temperatum
68 PFt-168 99.8% KM583803 F. temperatum | 89,9% KC964135 F. temperatum
69 PFt-169 99.5% KM583803 F. temperatum | 99,5% KC964135 F. femperatum
70 PFt-170 98.5% JX987074 F. temperatum | 99,9% KC964135 F. temperatum
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EFt PF-168.abt
EFt PF-1E9.abt
EFt FF-167.abt
EFt PP-165.ab1
EFt PF-1E5.3bt
EFt PFH-164.abt
EF2 PFH-1E3{rav).ab1
EFt PF-160.abt
EFt PF-138.30%
EFt PR-157.301
EFt FF-155.3b%
EFt PP-153.3b1
EFt PF-152.ab1
EFt PF-151.ab1
EF1 PF-150.abi
EFt PF-149.301
EFt PF-148.ab1
EFf PF-147.ab1
EFt PF-145.301
EF$ PFi-14£.2b1
EF% PF-141.a3b1
EFt PFi-140.3D1
EF1 PFi-129.301
EFi FF:-123.ab1
EF$ PF:-137.3b1
EF1 FF-135.301
§1 |EFt PF-135.3b1
EFi PR-124.ab1
EF1 PFL133.a01
EFt FFL132.ab1
EF1 PF:-120.ab1
EFi PF-i25.3b1
EFt PF-123.3b1
EFi PF:122.301
EFt FFH-121.abi
EF{ PF:120.abi
EF% PF-119.ab1
EF$ PF:-148.ab1
EF$ FFri15.ab1
EF$ FF-142.3b1
EF1 FR-113.301
EF1 FF-141abl
EF% PF:-140.3b1
EF1 PF-108.ab1
EF1 PR-1E5.301
EF1 PF-1D1.301
EF1 PF-1D4.abl
EF1 PFL-107.301
EF1 PEE-112.abt
EF1 PFE-117.abt
£F1 PRI-124.a01
EF1 PFL-125,ab1
EF1 PFL-127.ab1
EF1 PFL-128.ab1
EF1 PFL-120.3b1
EF1 PPL-131.ab1
EF1 PFL-143.a1
EF1 PF:-145.ab1
EF1 PF:-184,abt
EF{ PEL-170.ab1
EF1 PF:102.301
EFf PFL1G5.abl
EF1 PFt-1146.ab1
EFY PFt-142.ab1
EF1 FFI-1E5.ab1
BFt PR-103.301
EFt PF-105.3b1
EF1 PF-155.ab1
EF1 PFHi61.ab1
EF1 PFI-162.abt

4

Ryc. 3.1 Drzewo filogenetyczne obliczone za pomoca metody najwigkszej wiarygodnosei (Maximum
Likelihood, ML) dla EF.



T1PFF-143.ab1
T1FP-17d.3b1
T1FF-197.301
T1BF-155.ah1
T1PP-154.3b1
T1PP-180.301
T1PP-158.301
T1PF-157.3b1
T1PF-135.ab1
T PP-154 a1
T1PP-152.301
T1PP-151.301
T1PF:-150.3b1
T1PF-1£3.3D01
T1PF-147.301
T1BF-125.3b1
T!PP-124.3b1
T1PR-143 301
T1PR-122 301
T1PP-140.301
T1PF-130.301
T1PR-137.201
T1FP-135.301
T1FF-135.301
T1PF-135.ab1
T1PP-133.200
T1RP-131.ab1
T1FR-123.3b1
T1FR-123.301
ag | T1PPA1Z7.301
[1T1 FP-125.301
T1FP-125.3b1
Tt PF-124.3b1
TtPF-123.301
T1PP-122.3b1
T1PP-121.301
T1PE-119.301
T1PP-113.ab1
TI1FP-115.3b1
T1PP-111.ab1
T1PF-110.301
T1PP-109.301
T1PF-103.301
- TS T22 PEE104 301
T1FP-105.a01
T1RR-105.a01
T1FR-103.a01
T1PF-132.301
T1PF-101.301
T1.T22PFL-469.30%
T1.T22 PFE-166.304
T1.722 PFt-153 abt
T1.T22PF-141.ab%
- T4 T22 PFI-145.301
T4 PFE-i07 abs
Tt PFE-112.abs
T4 PFE113an1
T4 DF:-114.3bt
TH PF-115.36%
T8 SFL-1i7.a03
| T8 PF-120.303
T4 PFL-531.a03
Ti PFE-132.abt
Tt PFL-138.akt
T: PF-1d46 363
T% PF-156.ab5
T1EEE-152.a01
T1EFR1EL.301
T.T22PA-1E230t
T4.TE2FFE163.a01

o

a3z

Ryc. 3.2. Drzewo filogenetyczne obliczone za pomoca metody najwiekszej wiarygodnosei
(Maximum Likelihood, ML} dla p-tubuliny.
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B/ Profil metabolitow wtornych biosyntetyzowanych przez Fusarium temperatum

Profil metabolitéw wtormych biosyneteyzowanych przez izolaty F.temperatum przedstawia tabela 3.5.
W badaniach uwzgledniono 70 izolatow wspomnianego gatonku dla ktorych biosynteze metabolitéw
prowadzono na ziarniakach kukurydzy. Analiza zostala przeprowadzona w kierunku wystepowania
fumonizyn (FB1 i FB2) oraz pochodnych heptadepsypeptydowych (BEA i ENN).

Na kukurydzy, zaden z przebadanych 70 izolatow F.temperatum nie wytwarzal fumonizyn. Sposrod
przebadanych izolatéw F.temperatum wszystkie tworzyly BEA oraz sladowe ilosci ENN w przypadku
9 izolatéw. Sredni poziom BEA dla populacji przebadanych izolatéw wynosit 73,67 ppm. llosciowo
najwigcej BEA biosyntetyzowat izolat Pft 160 (560 ppm), najmniej izolat Pft 110, 131, 162, 164, 165,
166 (0.0 ppm).
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Tab. 3.5. Profil metabolitéw wtérnych F.temperatum biosyntetyzowanych na kukurydzy.

FB1 FB2 BEA ENN ERG FB1 FB2 BEA ENN
Lp Izolat tp lzolat
feppm}l  [ppm]  [ppm]  [ppm]  [ppm] fppml  [ppm}l  Ippm]  [ppm]
Ft-101- Ft-136-
i - - 40.25 - 66.30 36 - - 29.75 -
2016 2016
Ft-102- F1-137-
2 - - 6.00 . 3.10 37 - - 44.60 -
2016 2016
Ft-103- Ft-138-
3 - . 10.25 - 15.20 38 -- - 147.50 -
2016 2016
Ft-104- Ft-139-
4 - - 66.75 - 32.70 39 - - 4,00 -
2016 2016
Ft-105- Ft-140-
5 - - 35.73 - 12.10 40 - - 36.25 -
2016 2416
Ft-106- Ft-141-
6 - - 450 - 2.10 41 - - 104,50 -
2016 2016
Ft-107- Ft-142-
7 - - 46,81 + 37.50 42 - - 297.50 -
20186 2016
F-108- Ft-143-
8 - - 1.27 - 4.90 43 - - 40,00 -
20186 2016
Ft-109- Ft-144-
9 - - 33,08 + 61.00 a4 - - 18,50 -
20186 2016
Ft-110- Fi-145-
10 - - 0.00 - 13.50 45 -- -- 90.25 -
2016 2016
F+111- F+146-
1% - - 256.02 - 131.80 46 - - 65.00 -
2016 2016
Ft-112- Ft-147-
12 . - 10.92 - 42.90 a7 - - 3.00 -
2018 2016
Ft-113- Ft-148-
13 - - 41.50 - 46.80 48 - - 6.50 -
2016 2016
Ft-114- Ft-149-
14 - - 110.89 + 35.70 49 - - 34.00 -
2016 2016
Ft-115- Ft-150-
15 - - 159,66 + 120.50 50 - - 9.50 -
2016 2016
Ft-116- Ft-151-
16 - - 6.06 - 32.10 51 - - 38.50 -
2016 2016
Ft-117- Ft-152-
17 - - 118.56 - 68.50 52 - - 238.75 -
2016 2016
Ft-118- Ft-153-
18 -- - 172.22 - 167,30 53 - - 258.75 -
2016 2016
Ft-119- Ft-154-
19 - - 194.45 + 89.30 54 - - 13.85 -
2016 2016
Ft-120- Ft-155-
20 - - 23.09 - 78.10 55 - - 36.83 -
2016 2016
Ft-121- Ft-156-
21 - - 287.49 - 224.20 56 - - 57.68 -
2016 2016
Ft-122- Ft-157-
22 - - 9.45 - 23.10 57 - - 5.88 -
2016 2016
Ft-123- Ft-158-
23 -- - 4,25 - 4.80 58 -- -- 63.20 -
2016 2016
24 Ft-124- - - 74.00 - 32.00 59 Ft-159- - - 77.73 +
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fppm]

58.10

67.80

167.40

12.10

57.90

134.20

194.70

65.30

145.30

190.30

123.10

13.70

2.60

67.90

12,20

45.10

168.40

189.20

32.90

63.80

115.80

24.60

47.30

23.80



25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

- nie stwierdzono

2018
Ft-125-
2016
Ft-126-
2016
Ft-127-
2016
Ft-128-
2016
Ft-129-
2016
Ft-130-
216
Ft-131-
2016
Ft-132-
2016
Ft-133-
2016
F-134-
216
Ft-135-
216

94.25

2.75

39.50

2,86

48.50

31.93

0.00

62.33

69.62

57.77

65.35

124.00

3.70

67.00

43.60

174.00

21.40

1.30

35.70

145.20

178.10

92.10

41

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

2016
Ft-162-
2016
Ft-163-
2016
Ft-164-
2016
Ft-165-
2016
Ft-166-
2016
Ft-167-
2016
Ft-168-
2018
Ft-169-
2016
Ft-170-
2016
Ft-160-
2016
Ft-161-
2016

0.00

450.50

0.00

0.00

0.00

6.47

26.53

131.53

60.41

565.70

5.57

3.30

186.20

2.30

34.60

12.40

32.50

12.80

132.00

80.10

213.10

3.60



C/ Ocena patogenicznosci izolatdw

Oceng patogenicznosci przeprowadzono dla 70 izolatéw F.remperatum (Tab. 3.6). Stwierdzono
istotne zréznicowanie tej cechy w obrebie badanej populacji patogendw. Izolatami dajacymi
najbardziej rozlegie zmiany na pedach inokulowanych ro$lin byly izolaty PFt-158, PFt-156, PFt-117,
PFt-125 oraz PFt-136. Stanowily one podstawe do badan podatnodci genotypow kukurydzy przez
F.temperatum.

Tab. 3.6. Ocena patogenicznos$ci izolatow F. temperatum

IZOLAT DLUGOSE? SZEROKOSC? INDEKS PORAZENIA?
PFt-101 166 *+ 0,69 bp 068 + 016 gl 116 * 0,56 d-m
PFt-102 165 + 0,34 bp 066 + 018 ¢l 1,09 £ 0,36 b-m
PFt-103 156 * 0,59 bk 066 + 014 ek 1,07 & 055 b
PFt-104 1,57 % 0,45 bk 0,59 * 0,5 ah 0,93 * 0,37 bt
PFt-105 1,47 + 0,52 b-e 0,62 + 0,14 ad 091 + 0,34 be
PFt-106 1,67 = 036 br 0,66 + 023 ¢ 1,14 + 055 dm
PFt-107 164 = 0,53 bk 0,61 £ 0,14 a- 1,02 = 044 bg
PFt-108 1,80 = 068 cv 066 = 0,13 dk 124 + 060 eo
PFt-109 1,47 + 046 b 060 +* 0,13 a-i 08 ¢ 037 be
PFt-110 1,59 + 0,53 bk 0,63 + 0,17 a-i 1,01 £ 043 bg
PFt-111 1,59 = 023 bk 059 + 0,18 a-i 093 = 029 bf
PFt-112 1,56 + 0,57 bk 0,64 & 020 b 1,05 & 0,78 b
PFt-113 2,13 = 054 sw 0,58 + 0,41 ad 124 t 037 e
PFt-114 162 £ 0,66 b-m 0,53 + 0,10 a-b 08 + 038 ad
PFt-115 1,94 = 0,65 iw 051 * 0,13 a- 1,04 + 053 b
PFt-116 1,84 = 0,65 dv 064 + 0,24 di 1,23 + 0,69 fn
PFt-117 231 + 063 wx 0,65 £ 0,22 ek 1,56 + 0,85 mp
PFt-118 2,06 = 063 pw 063 + 015 a-i 1,23 £ 0,31 e-n
PEt-119 1,88 = 047 gw 055 + 016 af 1,00 = 0,30 b
PFt-120 1,82 + 044 cv 064 £ 0,12 ak 1,17 = 035 dmn
PFt-121 18 + 042 jw 0,62 % 0,13 ad 1,14 = 022 dm
PFt-122 1,8 % 0,70 kw 067 £ 019 gl 1,28 % 063 fp
PFt-123 1,73 & 0,87 bs 060 % 0,11 a-i 1,07 %+ 062 b
PFt-124 161 + 063 bk 0,56 £ 0,15 af 0,94 ¢ 0,55 b-f
PFt-125 2,62 = 070 xx 0,59 + 0,A7 a-i 1,58 = 068 n-p
PFt-126 1,73 + 044 bs 066 = 0,13 dxk 1,17 + 043 d-m
PFt-127 2,02 £ 058 ow 067 t 0,14 gl 1,33 = 038 hp
PFt-128 1,8 & 052 gw 0,64 % 0,14 ak 1,24 # 0,48 e-p
PFt-129 2,00 +* 038 |lw 0,68 + 021 d 1,36 = 0,44 g
PFt-130 1,97 = 053 I|w 0,66 + 0,11 dk 1,32 =z 041 gp
PFt-131 191 = 074 kw 0,64 * 012 af 1,24 + 058 en
PFt-132 209 & 061 rw 0,65 * 0,14 dk 142 + 064 kp
PFt-133 1,74 * 048 b-s 0,5 + 0,09 ai 1,05 + 039 b
PFt-134 221 + 064 vx 064 £ 0,13 aj 1,42 * 055 kp
PFt-135 1,80 = 064 cs 064 + 0,14 ¢ L,18 + 054 dm
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Tab. 3.6 cd. Ocena patogenicznosei izolatéw F. temperatum

IZOLAT
PFt-136
PFt-137
PFt-138
PFt-139
PFt-140
PFt-141
PFt-142
PFt-143
PFt-144
PFt-145
PFt-146
PFt-147
PFt-148
PFt-149
PFt-150
PFt-151
PFt-152
PFt-153
PFt-154
PFt-155
PFt-156
PFt-157
PFt-158
PFt-159
PFt-160
PFt-161
PFt-162
PFt-163
PFt-164
PFt-165
PFt-166
PFt-167
PFt-168
PFt-169
PFt-170

DL — dhugos¢ nekrozy [cm] powstatej po inokulacji pedu F. fremperatum
237 — szeroko$¢ nekrozy [cm] powstalej po inokulacji pedu F. temperatum

2,18
1,62
1,85
1,55
1,85
1,74
1,87
1,47
1,63
1,73
2,08
1,63
1,54
2,03
1,61
1,90
1,65
1,56
2,09
1,92
2,15
1,83
2,07
1,94
1,69
1,71
1,72
1,61
1,53
1,86
1,34
1,38
1,56
1,58
1,54

DEUGOSEL

*

H + + H+ I+

I+ K

= + + 4+ H+ H+ R+ HF H+ O+ H O+ K O B M W MW+ B W M

H H

H+

I+

0,76
0,39
0,82
0,40
0,66
0,70
0,72
0,42
0,60
0,72
0,94
0,40
0,29
0,85
0,32
0,60
0,65
0,53
0,59
0,54
0,48
0,69
0,96
0,49
0,45
0,50
0,48
0,36
0,66
0,50
0,26
0,44
0,61
0,47
0,63

Uu-x

f-v
b-k
d-v

jv
b-g
bl
b-s
o-W
b-n
b-h

o-w

d-v
a-c
by

b-k
b-k
b-k

3IND — indeks porazenia SZ*DL

0,75
0,59
0,56
0,65
0,58
0,62
0,65
0,57
0,58
0,58
0,70
0,63
0,62
0,55
0,59
0,54
0,63
0,58
0,66
0,55
0,74
0,69
0,66
0,59
0,61
0,66
0,60
0,78
0,63
0,66
0,51
0,58
0,69
0,65
0,79
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SZEROKOSC?

+

+

H+ M

= + + K H + H+ H+ O+

I+

+ H

|5 B

i+ H

H H M W+ H+

+ O+

I+

I+

I+

0,10
0,11
0,16
0,22
0,11
0,20
0,16
0,16
0,12
0,06
0,16
0,09
0,14
0,18
0,18
0,17
0,15
0,15
0,15
0,12
0,14
0,21
0,16
0,10
0,12
0,15
0,12
0,06
0,14
0,18
0,09
0,15
0,21
0,15
0,17

a-i

d-k
a-g
a-h

a-i

INDEKS PORAZENIA3

1,65
0,98
1,06
1,02
1,07
1,17
1,21
0,88
0,95
0,99
1,42
1,03
0,96
1,12
0,98
1,05
1,01
0,91
1,37
1,02
1,53
1,29
1,43
1,13
1,01
1,14
1,02
1,27
1,03
1,27
0,68
0,79
1,12
1,05
1,23

+

[ R N e R . U - TN S T N & N - S &S N N & N & RS N L N S | N S N N« S B B N & o b N o N o S

153

0,63
0,36
0,62
0,46
0,44
0,73
0,56
0,42
0,40
0,38
0,64
0,31
0,29
0,51
0,39
0,50
0,35
0,38
0,47
0,19
0,16
0,61
0,84
0,31
0,29
0,43
0,33
0,36
0,55
0,56
0,17
0,29
0,58
0,45
0,52

o-p
b-i
b
b
bl
d-m
e-n
a-e
b-f
b-i
I-p
b-j
b-f
c-l
b-g
b-j
b-i
b-f
i-p
b
p
f-p

a-C
d-|

b-h
e-p



