3. Opis tematéw badawczych

3. 1. Temat badawczy 1: Ocena podatnosci linii hodowlanych Zea mays na porazenie

przez Fusarium temperatum

Cel tematu

Ocena stopnia porazenia kolb kukurydzy przez Fusarium temperatum celem rozpoznania i okreslenia

znaczenia tege grzyba jako sprawcy fuzariozy kolb kukurydzy.
Materiat i metody (opisaé jak w publikacji)

Z uwagi na wystepujacg duza zmienno$¢ w doSwiadczeniach polowych planowany uklad
do$wiadczenia w 2018 roku odpowiadal schematowi badan z poprzednich lat (2015-2017).

» Inokulacyjne doswiadczenia polowe

Materiat badawczy stanowily istotne i majace znaczenie gospodarcze w Polsce linie podgatunkéw
kukurydzy: kukurydzy pastewnej — konski zab (Zea mays var. indentata) oraz kukurydzy zwyklej (Zea mays
var. indurata). Doswiadczenie zatoZono na terenie pdl doéwiadczalﬁych IHAR-PIB w Radzikowie, Hodowli
Roslin Smolice (HRS) i Mafopolskiej Hodowli Roslin Odzial w Kobierzycach (MHR). Zgodnie z
zalozeniami uwzglgdniono w badaniach ogélem 120 genotypéw rocznie, w tym 60 form kukurydzy typu
flint oraz 60 form kukurydzy typu dent. Kazdy z genotypéw wysiano w dwéch miejscowosciach w
Radzikowie i Smolicach oraz Radzikowie i Kobierzycach. W kazdej lokalizacji zastosowano 2 powtérzenia
dla kazdego genotypu kukurydzy, gdzie jedno powtdrzenie stanowily 10 zebranych inokulowanych kolb.

Inoknlum stanowita zawiesina zarodnikéw o mianie 10% ml, kidra wprowadzano do kolb metodg ,,nail
punch” (Wit i in. 2011). Inokulacje kukurydzy przeprowadzano w fazie R2 jej rozwoju 1 obejmowala ona w
pojedynczym powtdrzeniu 10 kolb. Uktad doswiadczenia zaktadat zastosowanie dwdch powtérzen.

*  Przygotowanie inokulum

Inokulum przygotowano w oparciu o 5 izolatéw F.temperatum po uprzedniej weryfikacji ich
patogenicznosci. Weryfikacje patogenicznogei wykonano w do$wiadczeniu szklarniowym przy zastosowanin
metody inokulacji typu ,,toothpicks™ opisanej w temacie 3. Sposérdd 70 izolatéw F.temperatum wybrano 5
najbardziej patogenicznych, wobec roélin kukurydzy ocenianych w warunkach szklarniowych. Jako podioze
do wzrostu grzybow zastosowano ziarniaki po uprzednim ich doprowadzeniu do wilgotnodci 45 % i
zautoklawowaniu. Hodowlg prowadzono przez okres 3 tygodni, po czym jej wzrost przerywano a zarodniki

wymywano z powierzchni ziarniakéw woda destylowana.
* Ocena stopnia porazenia kukurydzy (fenotypowanie)

Stopien porazenia inokulowanych kolb kukurydzy szacowano w fazie dojrzalosci zbiorczej. Stosowano 6
punktows skalg porazenia o nastgpujgcej konstrukcji: 0- kolby bez oznak porazenia, 1- bardzo stabe
porazenie do 3%, 2- stabe porazenie (3 -10%), 3- srednie porazenie, (10 — 30%), 4- silne porazenie (30 —

50%), 5- bardzo siine porazenie ponad 50 %.

Wit M., Warzecha R., Mirzwa-Mroz E., Jablonska E., Ochodzki P., Waskiewicz A., Wakulinski W. 2011. Susceptibility of flint and dent maize
ears to Fusarium species. Phytopathologia. 60: 35-45.



Wyniki

Analiza stopnia porazenia kolb kukurydzy przez F.temperatum
Badaniami objeto 120 genotypéw kukurydzy wytypowanych do badaii przez dwie stacje hodowlane (A i B).
Doswiadczenie bylo realizowane na terenie pdl doswiadczalnych Pafistwowego Instytutu Badawezego THAR
w Radzikowie, Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa IHAR (HRS Smolice) oraz Matopolskiej Hodowli
Roslin oddziat w Kobierzycach (MHR Kobierzyce), gdzie ocenie poddawano odpowiednio 60, 60 i 120
obiektow. Zgodnie z zalozeniami podatno$¢ kazdego genotypu na porazenie przez F.temperatum byla
cceniana w dwoch lokalizacjach.
Uzyskane wyniki stopnia porazenia kukurydzy zostaly przedstawione w tabelach 1.1-1.7 oraz na rycinach
1.1-1.8.
Zakres zmiennodci cechy dla badanych genotypéw wahat sie od 0,54 (dla genotypu S$-20) do 2,88
w przypadku genotypu o numerze kodowym K-47 (tabela 1.1).
Sredni stopien porazenia materiatéw pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce (1,56) i HRS Smolice (1,39)
r0znil si¢ znacznie i réznica ta przy o =0,05 byla statystycznie istotna (F=51,44  p= 0,0000).
Formy flint pochodzace z hodowli MHR Kobierzyce byly porazone w zakresie od 0,80 do 2,28 (rycina 1.1),
natomiast dent od 0,85 do 2,88 (rycina 1.2).
Formy flint pochodzgce z hodowli HRS Smolice byly porazone w zakresie 0,54 do 2,35 (rycina 1.3),
natomiast dent od 1,03 do 2,03 (rycina 1.4),
W przypadku materialéw pochodzgcych z hodowli HRS Smolice testowanych w Smolicach (tabela 1.2)
stwierdzono:
» zmienno$¢ porazenia kolb badanych genotypdéw od 0,65 dia genotypu o numerze kodowym S-20
do 3,25 dla genotypu o numerze $-30.
» Formy flint byly porazone w zakresie od 0,65 (S-20) do 3,25 (8-30), natomiast dent od 1,05 (S-31)
do 2,20 (8-45).
W przypadku materialéw pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce testowanych w Kobierzycach (tabela
1.3) stwierdzono:
» zmiennos$¢ porazenia kolb badanych genotypow od 0,50 dla genotypu o numerze kodowym K-23 do
3,45 dla genotypu o numerze K-45,
* Formy flint byly porazone w zakresie od 0,50 (K-23) do 3,05 (K-3), natomiast dent od 0,65 (K-57) do
3,45 (K-45).
W przypadku materiatéw pochodzacych z hodowli HRS Smolice testowanych w Radzikowie (tabela 1.4)
stwierdzono:
o zmienno$¢ porazenia kolb badanych genotypéw od 0,42 dla genotypu o numerze kodowym S-20 do
2,55 dla genotypu o numerze S-56.
» Formy flint byly porazone w zakresie od 0,42 (S-20) do 1,95 (8-24), natomiast dent od 0,70 (8-44) do
2,55 (8-56).
W przypadku materialdw pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce testowanych w Radzikowie
(tabela 1.5) stwierdzono:



. zmienno$¢ porazenia kolb badanych genotypow od 0,70 dla genotypu o numerze kodowym K-
26 do 3,15 dla genotypu o numerze K-46.

. Formy flint byly porazone w zakresie od 0,70 (K-26) do 2,70 (K-4), natomiast dent od 1,05 (K-
57)do 3,15 (K-46).

Stopiefi porazenia materiatéw pochodzacych z hodowli A (Smolice i Radzikéw) i B (Kobierzyce
i Radzikow) rézmit sie nieznacznie, lecz roznica ta byla istotna statystycznie. W przypadku materiaty
roslinnego pochodzacego z hodowli A i B $redni stopien porazenia kolb wynosit odpowiednio 1,39 i 1,56
(F=51,44 p=0,0000) (rycina 1.8).

W przypadku materiatéw pochodzacych z hodowli HRS Smolice, testowanych w Smolicach i Radzikowie
(hodowla A) zmienno$¢ porazenia kolb badanych genotypéw wahala si¢ od 0,54 dla genotypu o numerze
kodowym 8-20 do 2,35 dla genotypu o numerze S-30. Formy flint pochodzgce z tej hodowli byly porazone
w zakresie od (1,54 do 2,35, natomiast dent od 1,03 do 2,03 (tabela 1.6).

Zakres zmiennosci badanej cechy dla materialow pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce, testowanych w
Kobierzycach i Radzikowie (hodowla B) wahal si¢ od wartosci 0,80 dla genotypu o numerze kodowym K-26
do 2,88 dla genotypu K-47. Formy flint pochodzace z tej hodowli byly porazone w zakresie 0,80 do 2,28,
natomiast dent od 0,85 do 2,88 (tabela 1.7).

Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancji, z ryzykiem bledu o =0,05 stwierdzono istotny wplyw
warunkéw Srodowiska na stopieni porazenia badanych genotypéw kukurydzy (F=40,41 p=0,000). Sredni
stopieil porazenia materiatéw badanych w Radzikowie wynosit 1,38 i byt istotnie mniejszy niz w Smolicach
(1,51) 1 Kobierzycach (1,64) (rycina 1.5). Formy flint kukurydzy byly istotnie stabie] porazane niz dent
(rycina 1.6). Stopief porazenia roslin wynosit odpowiednio 1,38 i 1,57. Zaleznos¢ taka obserwowano w
przypadku trzech lokalizacji do§wiadczenia tj. Smolice, Kobierzyce i Radzikéw. Porazenie form dent i flint
wynosito odpowiednio:

e w Smolicach 1,58 i 1,43 (F=9,70 p=0,0018),

* w Radzikowie 1,45 i 1,30 (F=20,90 p=0,0000)

» wKobierzycach 1,81 i 1,47 (F=39,39 p=0,0000)

Roéznice w trzech lokalizacjach doswiadezenia byly istotne statystycznie (rycina 1.7).
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Tabela 1.1. Sredni stopien porazenia 120 genotypéw kukurydzy przez F.temperatum

ip Genotyp $redni stopien porazenia Lp Genotyp sredni stopiei porazenia
1 51 1,83 + 11,34 31 5-31 1,25 + | 0,63
2 5-2 1,16 + | 0,64 32 $-32 1,69 + | 0,69
3 S-3 1,78 + (1,12 33 $-33 1,03 + | 0,58
4 54 1,35 + | 0,62 34 5-34 1,35 + (0,53
5 5-5 1,30 * | 0,76 35 5-35 1,48 = (0,72
6 5-6 1,30 t 10,66 36 5-36 1,46 + (0,72
7 57 0,95 * 10,71 37 $-37 1,68 + 10,83
8 5-8 1,68 + 10,89 38 5-38 1,60 * 10,84
9 5-9 1,23 * | 0,63 39 $-39 1,23 + | 0,77
10 5-10 1,33 £ 0,53 40 S-40 1,03 + | 0,66
11 5-11 0,83 + | 0,68 41 5-41 1,55  |0,75
12 5-12 1,50 * | 0,99 42 5-42 1,54 * | 0,76
i3 5-13 1,15 0,92 43 5-43 1,80 * (0,88
14 5-14 1,18 + 10,64 a4 S-44 1,25 * | 0,95
15 5-15 1,05 + 1 0,76 45 S-45 1,80 + |1,34
16 5-16 1,08 * | 0,66 46 S-46 1,15 10,70
17 5-17 1,00 * | 0,73 47 S-47 1,38 + 10,63
18 5-18 1,10 + | 0,59 48 5-48 1,23 + 10,48
19 5-19 1,33 + | 0,70 49 S-49 1,25 + | 0,63
20 5-20 - 0,54 | + 10,51 50 $-50 1,55 * (0,93
21 5-21 1,25 + 10,71 51 $-51 1,58 t | 0,96
22 S-22 0,90 + 10,50 52 5-52 1,26 + [ 0,55
23 5-23 1,68 + | 0,64 53 5-53 1,18 + (0,38
24 S-24 1,59 + 10,82 54 S-54 1,45 + 10,81
25 5-25 1,68 + {080 55 S-55 1,68 + [ 0,76
26 5-26 1,55 + 10,64 56 5-E56 2,03 + 11,17
27 5-27 1,03 + 10,72 57 S-57 1,85 + [ 0,58
28 5-28 1,48 + { 0,68 58 5-58 1,49 + 10,51
29 5-29 1,17 + 10,77 59 S-59 1,15 + 10,74
30 5-30 2,35 + ] 1,46 60 $-60 1,77 £ 11,01
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Tabela 1.1 cd. Sredni stopien porazenia 120 genotypéw kukurydzy przez F.temperatum

Lp Genotyp sredni stopien porazenia Lp Genotyp sredni stopied poraZenia

61 K-1 1,03 + | 0,48 91 K-31 1,73 + | 0,60
62 K-2 1,53 + | 0,74 92 K-32 1,30 + | 0,61
63 K-3 2,28 * | 1,20 93 K-33 1,33 + | 0,62
64 K-4 2,15 + | 0,98 94 K-34 1,53 £ 0,64
65 K-5 1,16 + | 0,37 95 K-35 1,85 + | 0,87
66 K-6 1,33 + | 0,69 96 K-36 1,10 t 10,38
67 iK-7 1,13 + | 0,47 97 K-37 1,48 + 10,72
68 K-8 1,38 + | 0,63 98 K-38 1,95 * 10,75
69 K-9 1,08 + 10,43 99 k-39 1,14 + 0,48
70 K-10 1,05 + | 0,45 100 K-40 2,14 * [ 1,00
71 K-11 1,15 + | 043 101 K-41 1,85 | 1,01
72 K-12 1,65 * | 0,80 102 K-42 2,83 * [0,90
73 K-13 1,85 + | 0,77 103 K-43 0,93 * | 0,42
74 K-14 1,50 z | 0,93 104 K-44 1,35 + [0,62
75 K-15 1,20 + |0,52 105 K-45 2,53 + 11,09
76 K-16 1,72 + | 0,86 106 K-46 2,80 £ |0,82
77 K-17 1,25 + | 0,49 107 K-47 2,88 * | 0,82
78 K-18 1,25 £ (0,54 108 K-48 1,73 + | 0,88
79 K-19 2,18 + | 0,81 109 K-49 2,21 * | 0,66
80 K-20 2,03 £ [1,12 110 K-50 2,00 = [ 1,01
21 K-21 1,44 + | 0,60 111 K-51 1,13 + 10,56
82 K-22 1,72 + | 0,86 112 K-52 1,03 + | 0,53
83 K-23 0,88 + | 0,61 113 K-53 1,40 + | 0,67
84 K-24 1,80 + [ 0,94 114 K-54 1,43 * | 0,64
85 K-25 1,20 + | 0,41 115 K-55 1,08 + | 0,69
86 K-26 0,80 + | 0,46 116 K-56 1,63 + [ 0,59
87 K-27 1,60 + | 0,78 117 K-57 0,85 * | 0,53
28 K-28 1,62 + 10,75 118 K-58 1,80 * | 0,65
29 K-29 0,83 + | 0,55 119 - K-55 1,75 0,59
a0 K-30 1,43 + | 0,59 120 K-60 1,90 + 10,71
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Tabela 1.2. Sredni stopieri porazenia 60 genotypéw kukurydzy (SH Smolice) form Flint (81-830) oraz Dent

(S31-860) przez F.temperatum w do$wiadczeniu zatozonym w Smolicach

Lp Genotyp sredni stopieri porazenia lp Genotyp sredni stopiefl porazenia
1 S-1 2,55 + [ 1,19 31 531 1,05 + 10,22
2 5-2 1,39 + 10,78 32 5-32 1,65 +* 10,59
3 53 2,50 + 1,00 33 S-33 1,15 * | 0,37
4 5-4 1,50 + | 0,69 34 S-34 1,65 | 0,49
5 5-5 1,35 + [ 0,75 35 5-35 1,85 + | 0,67
6 5-6 1,35 | 0,49 36 5-36 1,60 + 10,82
7 S-7 0,90 + | 0,85 37 5-37 2,05 * (0,92
8 S-8 1,65 £ (081 38 5-38 1,35 + [ 0,59
5 59 1,20 * 10,41 39 5-39 1,50 + 10,83
10 5-10 1,25 + | 0,44 40 5-40 1,25 + | 0,64
11 5-i1 0,90 + 10,72 41 5-41 1,85 + 10,88
12 5-12 2,15 + (0,93 42 5-42 2,05 + 10,69
13 5-13 0,80 + [ 0,70 43 5-43 2,05 + 10,94
14 5-14 1,10 + | 0,64 44 5-44 1,80 + 10,95
15 5-15 1,21 + | 0,75 45 5-45 2,20 + | 1,28
16 5-16 1,21 + (0,42 46 5-46 1,30 + | 0,66
17 5-17 0,90 + | 0,64 47 5-47 1,65 + | 0,75
18 - 5-18 1,20 + 10,52 48 5-48 1,35 + [ 0,59
19 5-19 1,74 + {1 0,56 49 5-49 1,30 +* | 0,73
20 5-20 ' '0,65‘ + 1049 50 5-50 1,65 + | 0,81
21 5-21 1,55 + 10,83 51 $-51 1,95 + | 0,94
22 s-22 1,00 + 10,46 52 S-52 1,21 +* 1042
23 5-23 2,00 + 10,58 53 S-53 1,25 + 1044
24 S-24 1,25 + | 0,64 54 S-54 1,30 + 10,73
25 5-25 1,50 x+ | 0,65 55 5-55 1,65 + {067
26 S-26 1,55 + | 0,69 56 5-56 1,50 + 10,69
27 5-27 0,72 * | 0,67 57 S-57 1,30 + 10,62
28 S-28 1,65 * | 0,81 58 5-58 1,50 + | 0,51
29 5-25 0,75 + | 0,45 - 55 5-59 1,30 * 0,86
30 S-30 3,25 + 11,16 60 S-60 1,74 + | 1,05
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Tabela 1.3. Sredni stopief porazenia 60 genotypow kukurydzy (MHR Kobierzyce) form Flint (K1-K30) oraz

Dent (K31-K60) przez F.temperatum w doswiadezeniu zatozonym w Kobierzycach

Lp Genotyp Sredni stopien porazenia Lp Genotyp sredni stopiefi porazenia

1 K-1 1,20 + 1041 31 K-31 1,85 * | 0,67
2 K-2 1,68 £ | 0,75 32 K-32 1,50 * | 0,69
3 K-3 3,05 + | 1,10 33 K-33 1,00 10,32
4 K-4 1,60 + | 0,68 34 K-34 1,55 + | 0,60
5 K-5 1,10 * | 0,31 35 K-35 1,68 + | 6,82
& K-6 1,65 + 0,31 36 K-36 1,10 + (0,31
7 K-7 1,28 * {046 37 K-37 1,65 + | 0,75
8 K-8 1,32 + 10,58 38 K-38 2,20 * | 0,70
9 K-9 1,17 + 1051 39 K-39 0,94 + | 0,42
10 K-10 1,15 £ 1049 40 K-40 2,50 + 10,64
11 K-11 1,15 + | 0,37 41 K-41 2,60 + [ 0,98
12 K-12 1,60 £ | 0,82 42 K-42 3,40 * 10,50
13 K-13 1,80 + | 0,85 43 K-43 0,75 * |0,44
14 K-14 2,00 + | 112 44 K-44 1,60 + i 0,68
15 K-15 1,00 + | 0,46 45 K-45 3,45 1051
16 K-16 1,85 + | 0,99 46 K-46 2,45 * [ 0,60
17 K-17 1,30 + | 0,47 47 K-47 3,15 * 10,81
18 K-18 1,15 + | 0,59 48 K-48 2,00 * 11,03
is K-19 1,95 * | 0,69 49 K-49 2,68 + {048
20 K-20 . 2,88 + | 0,78 50 K-50 2,65 + 10,88
21 K-21 1,32 + | 0,67 51 K-51 1,10 + {045
22 K-22 1,26 + | 0,56 52 K-52 0,75 + 10,44
23 K-23 0,50 + | 0,51 53 K-53 1,20 + 10,52
24 K-24 1,65 + | 0,93 54 K-54 1,55 + | 0,76
25 K-25 1,40 + | 0,50 55 K-55 0,80 x (0,70
26 K-26 0,90 £ 1045 56 K-56 1,55 + | 0,80
27 K-27 1,90 + [091]| 57 K-57 0,65 * | 0,67
28 K-28 1,47 £ 1061 58 K-58 1,95 # | 0,69
29 K-29 0,80 + | 0,52 59 K-59 1,55 + [ 0,60
30 K-30 1,10 + (031 60 K-60 2,15 * 081

i4




Tabela 1.4. Sredni stopien porazenia 60 genotypéw kukurydzy (SH Smolice) form Flint (§1-830) oraz Dent

(831-860) przez F.temperatum w do$wiadczeniu zatozonym w Radzikowie

Lp Genotyp sredni stopiesi poraienia lp Genotyp $redni stopien porazenia

1 s-1 1,10 * | 1,07 31 5-31 1,45 £ 0,83
2 5-2 0,95 + 10,39 32 5-32 1,74 + | 0,81
3 S-3 1,05 £ | 0,65 33 5-33 0,90 £ 10,72
4 S-4 1,20 * | 0,52 34 S-34 1,05 + | 0,39
5 S-5 1,25 + 10,79 35 S-35 1,10 + | 0,55
6 5-6 1,24 * [ 0,83 36 S-36 1,32 * | 0,58
7 S-7 1,00 £ | 0,56 37 $-37 1,30 * | 0,47
8 s-8 1,70 = 0,98 38 5-38 1,85 + | 0,99
] 59 1,26 + | 0,81 39 5-39 0,95 * | 0,60
10 5-10 1,42 £ | 0,61 40 5-40 0,80 + 10,62
11 5-11 0,75 + | 0,64 41 5-41 1,25 + | 0,44
12 5-12 0,85 + | 0,49 42 S-42 1,00 + 10,33
i3 §-13 1,50 £ | 1,00 43 S-43 1,55 * 10,76
14 5-14 1,25 | 0,64 44 5-44 0,70 + 10,57
15 5-15 0,50 + | 0,72 45 5-45 1,60 +* { 1,35
16 5-16 0,95 + 10,83 46 5-46 1,00 + 14,73
17 5-17 1,18 + | 0,87 47 S-47 1,10 + 10,31
18 5-18 1,00 + | 0,65 48 5-48 1,10 + 10,31
19 5-19 0,95 + | 0,60 49 5-49 1,20 + | 0,52
20 5-20 0,42 + 1051 50 5-50 1,45 + 1 1,05
21 S-21 0,95 + | 0,39 51 S-51 1,20 * [ 0,83
22 5-22 0,80 + 0,52 52 5-52 1,30 + 10,66
23 5-23 1,31 + 1048 53 S-53 1,10 + 10,31
24 5-24 1,95 + | 0,85 54 5-54 1,60 + | 0,88
25 5-25 1,85 + | 6,88 55 5-55 1,70 x* | 0,86
26 5-26 1,55 + | 0,60 56 5-56 2,55 + 1,32
27 5-27 1,30 + | 0,66 57 5-57 1,90 + [ 0,55
28 5-28 1,30 | 0,47 58 5-58 . 1,47 z | 0,51
29 S-29 1,50 + |08} | 59 S-59 . 1,00 + | 0,56
30 5-30 1,45 + 11,15 60 5-60 1,80 + | 1,01
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Tabela 1.5. Sredni stopien porazenia 60 genotypdw kukurydzy (MHR Kobierzyce) form Flint (K1-K30) oraz

Dent (K31-K60} przez Ffemperatum w do$wiadezeniu zatozonym w Radzikowie

Lp Genotyp sredni stopien porazenia ip Genotyp $redni stopien porazenia
1 K-1 0,85 + | 049 31 K-31 1,60 + | 0,50
2 K-2 1,35 £ | 0,70 32 K-32 1,10 * [ 0,45
3 K-3 1,50 t | 0,69 33 K-33 1,65 + 10,67
4 K-4 2,70 + 1092 34 K-34 1,50 £ 10,69
5 K-5 1,22 + 10,43 35 K-35 2,00 + 10,92
) K-6 1,00 + 10,32 36 K-36 1,10 + 10,45
7 K-7 1,00 = {046 37 K-37 1,30 + | 0,66
8 K-8 1,45 + {0,669 38 K-38 1,70 + 10,73
9 K-9 1,00 = | 0,32 39 K-39 1,32 t | 0,48
10 K-10 0,85 £ | 0,39 40 K-40 1,24 = | 0,44
11 K-11 1,15 + | 0,49 41 K-41 1,30 + | 0,47
12 K-12 1,70 £ | 0,80 42 K-42 2,25 * | 0,85
13 K-13 1,80 + | 0,70 43 K-43 1,10 + 0,31
14 K-14 1,00 £ | 0,00 44 K-44 1,10 £ | 0,45
15 K-15 1,40 + | 0,50 45 K-45 1,60 + | 0,60
16 K-16 1,58 t | 0,69 46 K-46 3,15 t | 0,38
17 K-17 1,20 + | 0,52 47 K-47 2,60 + | 0,75
18 K-18 1,35 + | 0,49 48 K-48 1,45 % | 0,60
19 K-19 2,40 + | 0,88 49 K-49 1,75 + | 0,44
20 X-20 1,30 + | 0,80 50 K-50 1,35 # | 0,67
21 K-21 1,55 + | 0,51 51 K-51 1,15 = | 0,67
22 K-22 2,15 £ | 0,88 52 K-52 1,30 | 0,47
23 K-23 1,25 + | 0,44 53 K-53 1,60 x | 0,75
24 K-24 1,85 £ | 094 54 K-54 1,30 + | 0,47
25 K-25 1,00 £ | 0,00 55 K-55 1,35 x | 0,59
26 K-26 0,70 £ | 047 56 K-56 1,70 + 10,57
27 K-27 1,30 | 0,47 57 K-57 1,05 * 10,22
28 K-28 1,75 * {085 58 K-58 1,65 * 10,59
29 K-29 0,85 + | 0,59 59 K-59 1,85 * {051
30 K-30 1,75 t | 0,64 60 K-60 1,65 * (0,49
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Tabela 1.6. Stopien porazenia genotypdw kukurydzy przez F.temperatum, wartodci $rednie dla materiatdw
hodowli Smolice z wyrdznionymi grupami jednorodnymi, dla form Flint (S1 — 830) i Dent (S31- 8 60), na

podstawie oceny przeprowadzone] w Smolicach i Radzikowie

Lp | Genotyp | Sredni stopieti porazenia lp | Genotyp éredni stopiefi poraZenia
1 5-1 1,831 £ | 1,34 | ™ 31 $-31 1,25 + | 0,63 |%k
2 5-2 1,161 = | 064 | bh 32 5-32 1,69 + | 0,69 ™
3 S-3 1,78 | + | 1,12 |°u 33 5-33 1,03 + | 0,58 |be
4 S-4 135 | £ | 062 |@&n 34 5-34 1,35 + | 053 &0
5 55 130 | + | 076 | ¢! 35 5-35 1,48 + | 0,72 &P
6 5-6 1,30 | + | 0,66 | 36 5-36 1,46 + | 0,72 | &P
7 5-7 0,95 | + | 0,71 |bd 37 5-37 1,68 + | 083 mt
8 S-8 1,68 | £ | 0,89 |mt 38 5-38 1,60 + | 084(M
9 5-9 1,23 | £ | 063 |d 39 5-39 1,23 + | 0,77 | ¢
10 §-10 1,33 | £ | 053 &m 40 5-40 1,03 + | 0,66 |be
11 s-11 | 0,83 | + | 0,68 | b 41 5-41 1,55 £ | 075 |Fs
12 5-12 1,50 1 + | 0,99 |hr 42 5-42 1,54 + | 0,76 |Fs
13 5-13 1,15 1 + | 0,92 | bE 43 5-43 1,80 £ |0,88 |pu
i4 5-14 1,18 1 % | 064 | N 44 S5-44 1,25 + | 0,05 | &k
15 5-15 105 | £ {076 |bf 45 $-45 1,90 + | 1,34 |t
16 5-16 1,08 £ | 066 |0 46 5-46 1,15 + | 0,70 | b8
17 5-17 1,00 | £ Q73 |Pe 47 5-47 1,38 + | 063 |80
18 5-18 1,10 | + | 0,59 |PF 48 5-48 1,23 + | 048 |¢
19 5-19 1,33 | £ | 0,70 |&m 49 5-49 1,25 + | 0,63 10k
20 5-20 0,54 | + | 051 |¢? 50 5-50 1,55 + | 0983 }is
21 5-21 1,25 | + | 0,71 | @k 51 5-51 1,58 £ |09 |t
22 5-22 0,9 | + | 050 |Pbc 52 $-52 1,26 + {055 |
23 5-23 1,68 | £ | 0,64 | M 53 $-53 1,18 £ ]038|¢h
24 5-24 1,59 | £ {082 |kt 54 5-54 1,45 + 081 |8&°
25 5-25 1,68 | + | 0,80 | Mt 55 5-55 1,68 + 076 | ™t
26 5-26 1,55 | + 10,64 s 56 5-56 2,03 | 1,17 |uw
27 §-27 1,03 | £ | 0,72, be . 57 5-57 1,85 + | 058 |
28 5-28 1,48 | = | 0,68 |&P 58 5-58 1,49 £ | 051 |¢er
29 5-29 1,17 | = | 0,77 |bb 59 ; 5-59 1,15 + | 0,74 | be
30 5-30 235 | = | 1,46 | ¥ 60 $-60 1,77 + | 1,01 |ov
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Tabela 1.7. Stopien porazenia genotypdw kukurydzy przez F.temperatum, wartodci srednie dla materiatow
hodowli Kobierzyce z wyréznionymi grupami jednorodnymi, dia form Flint (K1- K30) i Dent (K31- K60),

na podstawie oceny przeprowadzonej w Kobierzycach i Radzikowie

Lp | Genotyp | $redni stopien porazenia Lp | Genotyp $redni stopien porazenia
1 K-1 1,03 | = | 048 |@® 31 K-31 1,73 + | 0,60 P
2 K-2 1,531 = | 074 |1 32 K-32 1,30 # {0,618
3 K-3 2,28 | % | 1,20 |®=ab 33 K-33 1,33 £ 106280
a K-4 2,15 | + {098 |v= 34 K-34 1,53 £ 1064 |
5 K-5 1,16 | £ | 037 |d 35 K-35 1,85 £ | 0,87 |t
6 K-6 1,33 | + | 0,69 |&n 36 K-36 1,10 + | 0,382
7 K-7 1,13 | = | 0,47 |bt 37 K-37 1,48 £ | 072 |if
8 K-8 1,38 | + | 063 |80 38 K-38 1,95 £ | 075 | %
g K-9 1,08 | £ | 043 |2¢ 39 K-39 1,14 x | 0,48 | bt
10 K-10 1,051 + | 045 |2f 40 K-40 2,14 £ | 1,00 | v
11 K-11 1,15 = | 043 |« 41 K-41 1,95 £ | 1,01 | we
12 K-12 i65 | = | 0,80 |ow 42 K-42 2,83 + | 0,90 | acad
i3 K-13 1,85 | £ | 0,77 | ¥ 43 K-43 0,93 + | 042 |2
14 K-14 1,50 | * | 0,03 |k 44 K-44 1,35 + | 062 |
15 K-15 1,20 | £ | 052 |k 45 K-45 2,53 t | 1,09 | @oac
16 K-16 1,72 £ 086 |P¥ 46 K-46 2,80 + | 0,82 | acad
17 K-17 1,25 | + | 048 |¢ a7 K-47 2,88 + {082
18 K-18 1,25 | + | 0,54 | 48 K-48 1,73 * | 0,88 |#x
19 K-19 2,18 | + | 0,81 | %@ 49 K-49 2,21 £ | 0,66 | %=
20 K-20 2,03 | = | 1,12 |*= 50 K-50 2,00 + | 1,01 |x=
21 K21 11,44 | £ | 060 | 51 K-51 1,13 + | 056 |®
22 K-22 1,72 | = | 0,86 | P 52 K-52 1,03 £ | 053 |
23 K-23 088 | + | 061 |2t 53 K-53 1,40 t | 0,67 |
24 K-24 1,80 | + | 0,94 |5 54 K-54 1,43 t 064 |+
25 K-25 1,20 | + | 0,41 |k 55 K-55 | 1,08 + | 0,69 |28
26 K-26 | 0,80 | + | 046 | 56 K-56 1,63 £ | 0,59 |
27 K-27 1,60 | = | 0,78 | mu | 57 | K57 0,85 + 10,53 [%®¢
28 K-28 162 | = | 075 | ™u 58 K-58 1,80 + | 0655
29 K29 | 0,8 | = | 055 |2 59 | K-58 1,75 £ | 059 |™
30 K-30 1,43 | + | 059 | 60 K-60 1,90 £ | 071 |u?
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Rycina 1.1. Sredni stopiefi porazenia genotypow kukurydzy (formy flint) hodowli MHR

Kobierzyce przez Fusarium temperatum

3,00
,50
,00 -

0
0

eluazesod uaidols

09
65
851
A~ |
95-%
S59-A
S
€54
5
754
0s-n
6-%
8t
Ly-A
9N
SvA
vt
]
(A0
A
0%
6EM
8e4
LEN
9e A
SE-M
veE-A
EEN
CEN
TEN

kukurydzy (formy dent) hodowli MHR

ow

-

typ

Ja

Rycina 1.2. Sredni stopief porazenia geno
Kobierzyce przez Fusarium temperatum

0,00 -+

ejuazesod uadols

0g-s
6¢-S
8¢5
LS
9¢-S
S-S
ves
€S
s
Te-S
0zZ-S
615
81-§
L1-5
91-§
ST-S
¥1-S
£T1-S
¢I-s
11-§5
0TS
65

8-5

LS

S-S
L&)
£S5
s
TS

kukurydzy (formy flint) hodowli HRS Smolice

Gw
19

typ

-

. Sredni stopien porazenia geno

przez Fusarium temperatum

Rycina 1.3



3,00

2,50

o

S 2,00

-

{0

]

& 1,50

e

&

8.

o 1,00 -

v

0,50 -

0,00
SN M S B0 0 NN WO N0 0 NMTNE NGRS
".’“."“.’“.”“?"‘.’"."“?"?‘?"?‘???‘!"ﬂ"?‘!?‘?‘?‘?‘?”ﬂ“ﬁ’“ﬁ‘?"ﬁ“??
mcnfnr.ncnmmmmmmmmmmmmmmmmwmmmmmmmm

Rycina 1.4. Sredni stopiefi porazenia genotypéw kukurydzy (formy dent) hodowli HRS Smolice
przez Fusarium temperatum
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Rycina 1.5. Sredni stopien porazenia badanych genotypéw kukurydzy przez Fusarium temperatum
w trzech lokalizacjach
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Rycina 1.6. Sredni stopiefi porazenia form dent 1 flint badanych genotypéw kukurydzy
przez Fusarium temperatum
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Rycina 1.7. Pordwnanie stopnia porazenia form dent 1 flint kukurydzy przez Fusarium temperatum w trzech
lokalizacjach
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Rycina 1.8. Sredni stopien stopnia porazenia kukurydzy przez Fusarium temperatum testowanych
w Smolicach i Radzikowie (A) oraz Kobierzycach i Radzikowie (B)
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3.2 Temat badawczy 2: Analiza profilu metabolitéw wtornych (mykotoksyn) wystepujacych
w materiale roslinnym porazonym przez Fusarium temperatum.

Cel tematu

Celem badan bylo przeprowadzenie ilosciowej i jakoéciowej analizy metabolitow widrnych wytwarzanych

in-vivo przez F.temperatum. Ponadto ziarniaki zostaty poddane analizie zawartosci amylopektyn/amylozy.
Materiaf i metody

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

przygotowany w kierunku analiz:

- dominujgcych metabolitéw F. temperatum, ktére rozpoznano w badaniach in vitro tego patogena
- ergosterolu, ktérego poziom stanowi ilosciowy marker plechy patogena w materiaie roélinnym.
- udziatu amylozy/amylopektyn (obydwa zwiazki tworzg skrobie, ktéra jest podstawowym komponentem

endospermu ziarniakow).

Analiza mykotoksyn

Z uwagi na wystepujaca duza zmienno$¢ w do§wiadezeniach polowych uklad doswiadezenia w 2018
roku odpowiadal schematowi badan z poprzednich Iat (2015-2017).

Po osiagnieciu dojrzatosei zbiorczej kolby kukurydzy byly transportowane do laboratorium a nastepnie
dosuszane i midcone. Frakcje ziarniakéw z wyraznymi objawami porazenia rozdrabniano i poddawano
analizie pod katemn zawartosci ergosterolu oraz metabolitow (mykotoksymn)
F.temperatum, kiére rozpoznano w badaniach z zakresu biosyntezy mykotoksyn w warunkach in vitro tego
patogena. (Skrining metabolitow biosyntetyzowanych przez F.temperatum jest przedmiotem tematu 3).
Przeprowadzono analizy wszystkich prob (240), wybranych z ziarniakéw porazonych z wszystkich
(120} genotypoéw kukurydzy, z kazdej (2) lokalizacji badat.

Badania Scauflaire i in. (2012) wskazujg, ze F.temperatum posiada zdolnosé biosyntezy bowerycyny. Dane
na temat mozliwosci biosynetyzy inmych mykotoksyn sg niejednoznaczne, wskazuja na jakosciows
zmienno$¢ w populacji gatunkn. Procedury analizy mykotoksyn oraz ergosterolu byly 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 grzybéw i jest standardowo
traktowany jako marker (jako$ciowy i ilosciowy) obecnosci plechy grzybéw. Zawartosé ergosterolu
oceniano zgoednie z metodyks przedstawiona w pracy Younga (1995). Metoda ta przewiduje ekstrakcije
ergosterolu w metanolowym roztworze wodorotlenku sodowego w warunkach promieniowania
mikrofalowego. Zmydiony ergosterol zobojeinia sig kwasem solmym a nastepnie ekstrahuje z roztworu

pentanem. Uzyskane probki odparowuje sig do sucha i w takiej postaci pozostawia do momentu analizy.
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Analiza ergosterolu byla przeprowadzona metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosujac

chromatograf Shimadzu. Rozdzial byl przeprowadzony na kolumnie RP C18, z detekeja UV przy 282nm.
Analiza zawartosci amylozy/amylopelktyn

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

jest hydrolizowana do D-glukozy a nastepnie oznaczana spekirofotometrycznie (Wit 2012).

Scauflaire J., Gourgue M., Callebant A,, Munaut F, 2012, Fusarium temperatum, 3 mycotoxin-producing pathogen of maize. Eur J Plant Pathol
133: 911922,

Wit M. 2012, Znaczenie Fusarium verticillicides w etiologii fuzariozy kolb kulurydzy. Praca doktorska 206pp.

Young 1.C. 1995, Microwave-assisted extraction of the fungal metabolites ergosterol and total fatty acids. J. Agric. Food Chem. 43(31):
2504-2910Q,

Wyniki

Analize zawartosci amylozy przeprowadzono w ziarniakach kukurydzy 60 genotypéw hodowli MHR
Kobierzyce i 60 genotypéw hodowli HRS Smolice. Ogélem pod katem zawartosci amylozy przebadano 240
préb kukurydzy pochodzacych z doswiadezen zatozonych na terenie pdl doswiadczalnych Hodowli Roélin
Smolice (60 prob) Sp. z 0. o. Grupa IHAR oraz Matopolskiej Hodowli Roélin oddziat w Kobierzycach (60
préb) oraz Instytutu Hodowli 1 Aklimatyzacji Roslin IMAR- PIB, Radzikéw (120 préb).

e Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw materiatéw hodowli MHMR Kobierzyce,
pochodzaeych z doswiadezenia zalozonego w Kobierzycach przedstawia tabela 2.1 i tabela 2.2,
Zakres zmiennosci cechy dla badanych genotypéw tej hodowli typu flint wahat si¢ od 24,59% (dla
genotypu K-23) do 41,13% w przypadku genotypu o numerze kodowym K-27, natomiast w
przypadku ziarniakéw typu dent od 22,23% (K-35) do 40,43% (K-43).

» W ziarniakach genotypéw kukurydzy pochodzacyeh z hodowli HRS Smolice, pochodzacych z
doswiadczenia zatozonego w Smolicach, stwierdzony udziat amylozy przedstawia tabela 2.3 1 tabela
2.4, Zakres zmiennosci badanej cechy dla form kukurydzy typu flint wahat sie od 25,57% (8-30) do
35,63% (S-7), a w przypadku form kukurydzy typu dent od 26,90% (S-31) do 34,41% (8-59).

e Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw materiatlow hodowli MHR Kobierzyce,
pochodzacych z dodwiadczenia zatozonego w Radzikowie przedstawia tabela 2.5 i tabela 2.6. Zakres
zmiennosci cechy dla badanych genotypow tej hodowli typu flint wahat sig od 28,40% (dla genotypu
K-17) do 39,07% w przypadku genotypu o numerze kodowym K-12, natomiast w przypadku
ziamniakéw typu dent od 25,46% (genotyp K-31) do 36,30% (genotyp K-52).

o Udzial amylozy w strulkturze 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 sie od 28,18% (dla genotypu 5-14) do

25



34,94% w przypadku genotypu o numerze kodowym S-7, natomiast w przypadku ziarniakéw typu
dent od 25,41% (genotyp S-41) do 38,91% (genotyp S - 55).

Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw form dent i flint badanych genotypéw kukurydzy dla
poszczegblnych hodowli przedstawia rycina 2.1.
¢ Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw form dent i flint, materiatébw pochodzacych z
Hodowli Smolice wynosit 30,91% i 31,53%, r6znit si¢ znacznie i réznica ta byla statystycznie
istotna (F=13,54 p=0,0002).
e Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw form dent i flint, materiatéw pochodzacych z
Hodowli MHR Kobierzyce wynosit 30,57% 1 31,39%, roznit si¢ znacznie i réznica ta byla
statystycznie istotna (F=11,36  p=0,0007).

Udzial amylozy w strukturze skrobi ziamiakow form dent i flint badanych genotypéw kukurydzy w
poszczegolnych lokalizacjach przedstawia rycina 2.2. Udzial amylozy w ziarniakach form flint kukurydzy
byt istotnie wyzszy niz dent. Zaleznoé¢ ta zanotowano w przypadku dwéch lokalizacji doswiadczenia .
Smolice i Radzikéw. Udziat amylozy w ziarniakach form dent i flint wynosit odpowiednio w Smolicach
29,99% i 31,76% (F=84,03 p=0,0000), w Radzikowie 3 1,'47% i32,15% (F=13,33  p=0,0003).

Natomiast udzial amylozy w ziarniakach form dent i flint w Kobierzycach wynosit odpowiednio 30,05% i

29,77% (F=0,56 p=0,4539), tym samym rdznica ta nie byta istotna statystycznie.
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Tabela 2.1. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy (typu flint), hodowli MHR

Kobierzyce, z doswiadczenia zatozonego w Kobierzycach

Lp Numer Miejsce Typ Amyloza

1 K-1 Kobierzyce Flint 32,75 + 0,39 u

2 K-2 Kobierzyce Flint 32,27 * 0,91 u
3 K-3 Kobierzyce | Flint 25,320 + 0,44 cd
4 K-4 Kobierzyce Flint 34,24 + 0,39 X

5 K-5 Kobierzyce Flint 29,16 + 0,47 n-p
6 K-6 Kobierzyce Flint 31,09 + 0,32 s

7 K-7 Kobierzyce | Flint 27,91 + 0,20 b
8 K-8 Kobierzyce Flint 32,06 + 0,61 t

9 K-9 Kobierzyce Flint 28,71 % 0,43 ko
10 K-10 Kobierzyce Flint 34,10 % 0,36 X
il K-11 Kobierzyce Flint 34,68 + 0,75 xy
12 K-12 | Kobierzyce | Flint 25,70 i 0,53 d
13 K-13 Kobierzyce Flint 35,34 + 0,52 2-88
14 K-14 Kobierzyce Flint 27,22 + 0,55 g
15 K-15 | Kobierzyce | Flint 28,90 |z 0,35 l-o
16 K-16 | Kobierzyce i Flint 25,19 £ 0,54 b-d
17 K-17 Kobierzyce Flint 35,67 bl 0,53 aa-zb
18 K-18 Kobierzyce Flint 29,58 + 0,30 p-7
19 K-19 | Kobierzyce | Fiint 27,37 | 0,50 f-h
20 K-20 Kobierzyce Flint 27,50 * 0,37 i
21 K-21 | Kobierzyce Flint 27,03 i 0,89 e-f
22 K-22 | Kobierzyce |  Flint 25,15 + 0,32 b-d
23 K-23 | Kobierzyce | Flint 24,59 * 0,71 b
24 K-24 | Kobierzyce | Flint 25,33 £ 0,62 c-d
25 K-25 Kobierzyce Flint 30,09 t 0,77 r
26 K-26 | Kobierzyce | Flint 28,55 + 0,46 k-m
27 K-27 Kobierzyce | Flint 41,13 + 0,98 as
28 K-28 Kobierzyce Flint 28,73 + 0,66 p-r
29 K-29 | Kobierzyce | Flint 27,39 + 0,62 -h
30 K-30 Kobierzyce Fhint 29,28 + 0,73 o-p
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Tabela 2.2, Analiza zawartodci amylezy w ziamiakach genotypdow kukurydzy (typu dent), hodowli MHR

Kobierzyce, z doswiadczenia zatozonego w Kobierzycach

Lp Numer Miejsce Typ Amyloza

1 K-31 | Kobierzyce | Dent 2863 |x| 057 |kn

2 K-32 | Kobierzyce | Dent 2755 || 038 |Fb

3 K-33 | Kobierzyce | Dent 28,04 | = 0,28 -k

4 K-34 Kobierzyce Dent 30,76 t 0,84 5

5 K-35 Kobierzyce Dent 22,23 + 0,27 a

6 K-36 | Kobierzyce | Dent 2843 | = 0,41 |1

7 K-37 Kobierzyce Dent 29,59 + 0,33 p-r
8 K-38 | Kobierzyce | Dent 27,81 + 0,17 g
9 K-39 | Kobierzyce | Dent 27,57 E 0,42 th
10 K-40 Kobierzyce Dent 28,58 + 1,65 k-n
11 K-41 | Kobierzyce | Dent 25,26 |+ 1,10 |&d
12 K-42 | Kobierzyce | Dent 27,33 £ 0,31 h
i3 K-43 Kobierzyce Dent 40,43 + 0,82 ad
14 K-24 Kobierzyce Dent 32,19 * 0,43 tu
15 K-45 Kobierzyce Dent 27,84 + 0,31 h-j
16 K-46 | Kobierzyce | Dent 25,17 + 0,56 b-d
17 K-47 | Kobierzyce | Dent 2557 | % 0,33 d
18 K-43 Kobierzyce Dent 33,45 st 1,41 w
18 K-49 Kobierzyce Dent 35,05 x 0,48 ¥z
20 K-50 Kobierzyce | Dent 38,52 * 0,37 ac
21 K-51 | Kobierzyce | Dent 27,23 |+ 0,23 f-g
22 K-52 | Kobierzyee | Dent 2481 1+ 0,46 b-c
23 K-53 | Kobierzyce | Dent 3576 |+ 0,49 az-ab
24 K-54 Kobierzyce Dent 35,38 + 0,75 z-ab
25 K-55 | Kobierzyce | Dent 28,88 |+ 0,38 o
26 K-56 | Kobierzyce | Dent 3548 |+ 0,64 z-ab
27 K-57 | Kobierzyce | Dent 26,62 ] 045 e
28 K-58 Kobierzyce Dent 29,14 x 0,42 m-p
29 K-59 Kobierzyce Dent 35,97 * 0,59 ab
30 K-60 Kobierzyce Dent 32,26 + 0,61 t-u
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Tabela 2.3. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypdéw kukurvdzy (typu flint), hodowli HRS

Smolice, z dodwiadczenia zatozonege w Smelicach

Lp Numer | Miejsce Typ Amyloza

1 5-1 Smolice Flint 31,21 + | 0,45 |sw
2 S-2 Smolice Flint 34,74 +| 050 |28
3 S-3 Smolice Flint 34,74 | 0,54 ==
4 5-4 Smolice | Flint 33,19 |+ | 1,19 |acad
5 S-5 Smolice | Flint 3294 |+| 086 |abac
6 5-6 Smolice Flint 31,70 i 0,40 | WY
7 S-7 Smolice | Flint 35,63 +| 0,50 |a&f

8 5-8 Smolice Flint 31,04 | 024 |rt
9 5-9 Smolice Flint 32,85 *| 0,15 |aaac
10 S-10 Smolice Fint 33,63 +1 0,77 |ad
11 S-11 Smolice Flint 32,28 i 0,59 |y=ea
12 $-12 | Smolice | Flint 3367 % 1,30 |
13 5-13 Smaolice Flint 31,33 i 0,38 |sw
14 5-14 Smolice Flint 32,52 ! 028 |zab
15 5-15 Smolice Flint 32,25 % 0,41 | yaa
16 S-16 Smolice Flint 31,05 i 0,49 r-u
17 S-17 Smolice Flint 31,67 1 055 |[uy
i8 5-18 Smolice Flint 31,58 * 0,55 5%
19 S-19 | Smolice | Flint 2748 | %] 059 |bec
20 S-20 Smolice Flint 34,43 + 0,55 as
21 5-21 Smolice Flint 31,36 ] 044 |sW
22 5-22 Smaolice Flint 30,27 + 1,91 m-0
23 5-23 Smolice Flint 32,14 | 048 |*z
24 S-24 | Smolice | Flint 3333 |+£]| 0,65 |acad
25 5.25 Smolice Flint 2985 |+| 012 |n
26 5-26 Smolice Flint 28,38 #| 0,22 |fe
27 S-27 Smolice Flint 30,55 4&| 040 | o7
28 $-28 | Smolice | Flint 29,06 | +| 039 ,hi
29 S-29 Smolice Flint 3235 . {+| 0,58 |zab
30 S-30 Smolice Flint 25,57 +( 0,80 |=@
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Tabela 2.4. Analiza zawartodci amylozy w ziarniakach genotypow kukurydzy (typu dent), hodowli HRS

Smolice, z doswiadczenia zatozonego w Smolicach

Lp Numer | Miejsce Typ Amyloza

1 $-31 | Smolice | Dent 2690 || 051 |b
2 $-32 | Smolice ! Dent 30,00 £| 067 |lo
3 5-33 | Smolice | Dent 3098 x| 0,39 |[ps
4 $-34 | Smolice | Dent 28,51 +| 049 |&h
5 5-35 | Smolice | Dent 31,63 [ +| 0,59 |t
6 S-36 | Smolice | Dent 28,29 | +| 0,35 |es
7 §-37 Smolice | Dent 28,63 +i 039 |&f
8 5-38 | Smolice | Dent 27,77 | x| 0,48 |cf
9 5-39 | Smolice | Dent 29,18 |[x| 0,73 |tk
10 S-40 | Smolice | Dent 32,42 | 0,39 |z=b
11 S-41 | Smolice | Dent 30,38 x| 0,32 |mp
12 5-42 Smolice Dent 32,11 | 1,36 |*2
13 5-43 Smolice Dent 27,74 x| 086 |c=e
14 5-44 Smolice Dent 29,63 +| 052 |H
15 $-45 | Smolice | Dent 29,85 |x| 0,23 |k
16 S-46 | Smolice | Dent 28,13 +| 0,21 |dE
17 S-47 | Smolice | Dent 3162 (x| 031 |¥
18 S-48 | Smolice | Dent 33,45 +| 0,57 |acad
19 5-49 Smolice Dent 30,99 e 0,55 p-s
20 S-50 Smolice Dent 31,30 1 0,42 5w
21 §-51 Smolice Dent 27,55 +| 054 |¢cd
22 5-52 | Smolice | Dent 29,08 | x| 1,05 |hk
23 S-53 | Smolice | Dent 2855 |+| 0,20 |g&h
24 S-54 | Smolice | Dent 28,70 || 040 |km
25 5-55 | Smolice | Dent 3208 |x| 046 |*z
26 S-56 | Smolice | Dent 2785 | x| 058 |¢cf
27 5-57 | Smolice | Dent 2909 |£| 0,52 |k
28 S-58 | Smolice | Dent 29,21 |+| 058 |¥k
29 553 | Smolice | Dent | 3441 |x| 039 |ee
30 5-60 | Smolice | Dent | 3256 |+| 0,59 |zab
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Tabela 2.5. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy (typu flint), hodowli MHR

Kobierzyce, z dos§wiadczenia zatozonego w Radzikowie

tp Numer | Miejsce Typ Amyloza
1 K-1 | Radzikéw | Flint 32,25 |+ 0,64 |rw
2 K-2 Radzikéw | Flint 36,58 |+ 0,35 ai
3 K-3 Radzikéw | Flint 32,51 |+ 0,44 |t
4 K-4 Radzikéw | Flint 34,19 |+ 0,51 ab-ac
5 K-5 Radzikéw | Flint 32,94 |+ 0,40 u-z
6 K-6 Radzikdw | Flint 34,55 |+ 0,49 ac-ae
7 K-7 Radzikéw i Flint 32,43 |+ 0,57 sy
8 K-8 Radzikdw | Flint 32,26 | * 0,42 r-w
8 K- | Radzikéw | Flint 30,56 |+ 0,44 |lkm
10 K-10 | Radzikéw | Flint 30,98 |t 0,39 -p
11 K-11 | Radzikéw | Flint 36,59 |+ 0,65 ai
12 K-12 | Radzikéw | Flint 39,07 |+ 1,03 ak
i3 K-13 | Radzikéw | Flint 3590 | 111 ag-a
14 K-14 | Radzikéw | Flint 37,63 |+ 0,89 aj
15 K-15 | Radzikéw | Flint 34,85 |+ 0,75 ac-af
16 K-16 Radzikdw Flint 31,73 * 0,58 p-t
17 K-17 | Radzikéw | Flint 28,40 0,53 d-e
18 K-18 | Radzikéw | Flint 31,49 |t 1,65 ot
19 K-19 | Radzikdw | Flint 36,59 x| 0,79 ai
20 K-20 | Radzikéw | Flint 32,46 | % 1,39 sy
21 K-21 | Radzikéw | Flint 3069 |&| 0,37 ko
22 K-22 | Radzikéw | Flint 32,14 | % 1,08 r-u
23 K-23 | Radzikéw | Flint 33,98 | % 0,73 | saac
24 K-24 | Radzikéw | Flint 30,47 | % 0,78 {Jm
25 K-25 | Radzikéw | Flint 2098 (x| 050 h-k
26 K-26 | Radzikéw | Flint 30,72 |+ 0,40 k-0
27 K-27 i Radzikéw | Flint | 3554 |[%| 0,76 af-ah
28 K-28 | Radzikdow | Flint 33,13 |t 0,72 | xa2
29 K-29 | Radzikéw | Flint 2924 x| 022 |eh
30 K-30 | Radzikdw | Flint 3064 |t 0,66 k-0
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Tabela 2.6. Analiza zawarto$ci amylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy (typu dent), hodowli MHR

Kobierzyce, z doswiadczenia zatozonego w Radzikowie

Lp Numer | Miejsce Typ Amyloza

1 K-31 | Radzikéw | Dent 2546 |x| 031 @

2 K-32 Radzikow Dent 31,45 + 0,49 n-r

3 K-33 | Radzikdw | Dent 34,14 |+| 076 |mP

4 K-34 | Radzikdw | Dent 30,13 + 0,32 H

5 K-35 | Radzikéw | Dent 3048 |{+| 051 |Fm

6 K-36 | Radzikéw | Dent 31,60 |+| 0,53 ps
7 K-37 | Radzikéw | Dent 26,68 |x| 1,08 |b

8 K-38 | Radzikéw | Dent 26,89 |+| 200 |b

9 K-3% | Radzikdw | Dent 27,10 £| 0,90 b-c
10 K-40 | Radzikéw | Dent 29,66 t 0,88 &
11 K-41 | Radzikéw | Dent 3554 |+] 2,19 |afah
12 K-42 | Radzikéw | Dent 32,27 |£{ 0,93 rx
13 K-43 | Radzikéw | Dent 30,62 Ex 0,56 ken
14 K-44 | Radzikéw | Dent 3514 |*i 1,38 |adae
15 K-45 Radzikdw Dent 33,04 + 2,11 w-z
16 K-46 | Radzikéw | Dent 28,78 + 0,42 d-f
17 K-47 | Radzikéw | Dent 3320 |x| 060 |vaa
18 K-48 Radzikow Dent 32,80 + 0,82 u-z
19 K-49 | Radzikéw | Dent 34,46 | 0,89 ac-ad
20 K-50 | Radzikéw | Dent 27,93 ® 0,99 c-d
21 K-51 | Radzikdw | Dent 33,48 E 1,75 z-ab
22 K-52 | Radzikdw | Dent 36,30 * 1,08 ah-ai
23 K-53 | Radzikéw | Dent 3534 | #£| 1,02 |@eag
24 K-54 | Radzikéw | Dent 32,53 +{ 046 |ty
25 K-55 | Radzikéw | Dent 27,20 + 0,36 b-c
26 K-56 | Radzikow | Dent 29,57 * 0,52 fi
27 K-57 | Radzikéw | Dent 2884 |+| 046 |es
28 K-58 | Radzikdw | Dent 33,04 |£] 045 |wz

28 K-59 | Radzikéw { Dent | 29,01 |x]| 042 |es

30 K-60 | Radzikéw | Dent 3306 |%| 053 |wz
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Tabela 2.7. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy (typu flint), hodowli HRS

Smolice, z doswiadczenia zalozonego w Radzikowie

Lp Numer | Miejsce Typ Amyloza
1 5-1 Radzikéw | Flint 30,50 |+| 067 |m
2 5-2 Radzikéw | Flint 29,50 | 040 |e&k
3 53 Radzikdw | Flint 32,20 x| 0,62 |sw
4 5-4 Radzikéw | Flint 2855 x| 045 |eE
5 5-5 Radzikéw | Flint 30,43 | %| 0,53 |km
6 5-6 Radzikéw |  Flint 34,20 | x| 0,83 |abad
7 S-7 Radzikéw ;|  Flint 3494 x| 025 ;@
8 5-8 Radzikéw Fiint 31,17 | 0,39 n-o
9 $S-9 | Radzikéw | Flint 3205 x| 045 |ru
10 5-10 | Radzikéw ! Flint 31,29 | x| 0,60 |nP
11 5-11 | Radzikéw | Flint 3045 |x| 043 |m
12 5-12 | Radzikéw | Flint 2842 x| 0,87 |ce
13 5-13 | Radzikéw | Flint 2930 | x| 049 |H
14 S-14 | Radzikéw | Flint 28,18 | x| 0,55 ¢
15 $-15 | Radzikéw | Flint 32,59 | x| 0,64 ux
16 S-16 | Radzikéw | Flint 33,47 |x| 076 |raa
17 S-17 | Radzikéw | Flint |~ 3291 || 045 |xv
18 S-18 | Radzikdw | Flint 2944 (x| 041 fk
19 5-19 | Radzikéw | Flint 2988 |x| 0,33 1K
20 5-20 | Radzikéw | Flint 3468 || 0,63 |adaf
21 5-21 | Radzikéw | Flint 3457 x| 027 |adaf
22 §-22 | Radzikéw |  Flint 29,54 #| 0,53 |hk
23 S-23 | Radzikéw {  Flint 34,78 | 0,34 |aesf
24 5-24 | Radzikéw | Flint 29,36 || 0,58 |Fk
25 5-25 | Radzikéw | Flint 31,80 |+ 040 |ps
26 $-26 | Radzikéw | Flint 32,71 | +| 056 |wvy
27 $-27 | Radzikéw | Flint 2824 | x| 0,26 |¢
28 5-28 | Radzikéw | Flint 31,86 | x| 017 [T
28 5-29 | Radzikéw | Flint 31,78 |+| 031 |ps
30 5-30 | Radzikdw | Flint 29,58 +| 0,72 |k
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Tabela 2.8. Analiza zawartodei amylozy w ziamiakach genotypéw kukurydzy (typu dent), hodowli HRS

Smolice, z doswiadczenia zalozonego w Radzikowie

Lp Numer | Miejsce Typ Amyloza

1 5-31 Radzikéw | Dent 32,50 +| 0,28 |t
2 5-32 | Radzikéw | Dent 30,77 | 042 |mn
3 5-33 | Radzikéw | Dent 37,17 +| 084 |ah
4 $-34 | Radzikéw | Dent 30,45 | 034 |m

5 S-35 Radzikdw Dent 34,28 + 0,45 ac-ae
6 S-36 | Radzikéw | Dent 37,94 £| 086 |@

7 S-37 Radzikdw | Dent 34,01 +! 0,53 |a=ac
8 S-38 | Radzikéw | Dent 29,82 +| 0,59 |Fk

9 5-39 | Radzikéw | Dent 31,99 +| 033 |rt
10 5-40 | Radzikéw | Dent 30,57 £| 037 |m
11 $-41 | Radzikéw | Dent 25,41 +| 0,28 |a
12 $-42 | Radzikdw | Dent 28,91 +] 0,66 |df
13 5-43 Radzikow Dent 30,81 x 0,31 m-n
14 S-44 | Radzikdw | Dent 36,45 +| 0,67 |38
15 S-45 | Radzikéw | Dent 29,16 | 063 |H
16 5-46 | Radzikdow | Dent 29,04 +{ 0,52 |¥h
17 S-47 | Radzikdw | Dent 32,65 +| 047 |wx
18 S-48 | Radzikéw | Dent 34,57 +| 0,55 |adaf
19 S-49 | Radzikdw | Dent 33,69 | 0,38 |@ab
20 S-50 Radzikow Dent 31,92 + 0,82 r-s
21 5-51 Radzikow Dent 31,80 + 0,86 p-s
22 §-52 | Radzikdw | Dent 31,64 £| 0,60 |or
23 $-53 | Radzikdw | Dent 2566 1+| 034 |2
24 5-54 | Radzikéw | Dent 34,83 +| 0,68 |zed
25 $-55 | Radzikdw | Dent 3891 (%[ 135 |3
26 S-56 | Radzikow | Dent 28,39 +| 0,38 |cd
27 S-57 | Radzikdw | Dent 26,25 x| 051 |b
28 S-58 | Radzikdw | Dent 29,65 #! 053 ¥k
29 5-59 | Radzikdw | Dent 3273 |+! 0,68 |wy
30 S-60 | Radzikéw | Dent 33,22 +] 0,53 |vz
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Rycina 2.1. Udzial amylozy w strukturze ziarniakéw form dent i flint badanych genotypdw kukurydzy
(Hodowla Smolice i Hodowla Kobierzyce).
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Ryecina 2.2. Udziat amylozy w strukturze ziarniakéw form dent i flint badanych genotypow kulurydzy
w trzech lokalizacjach.
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Analize zawartoéci ergosterolu oraz bowerycyny - metabolitdw F.remperatum przeprowadzono
w ziarniakach kukurydzy, 60 genotypéw HRS Smolice 1 60 genotypéw MHR Kobierzyce, pochodzacych z
doswiadczen zatozonych na terenie pol do$wiadczalnych Hodowli Roslin Smolice (60 prdb) Sp. z o. o.
Grupa [HAR oraz Matopolskiej Hodowli Rolin oddziat w Kobierzycach (60 prob) oraz Instytutn Hodowli i
Aklimatyzacji Roélin IHAR - PIB Radzikéw (120 prob). Lgcznie analizami pod kagtem metabolitdw
F.temperatum objeto 240 préb ziarniakéw. Zawartos¢ badanych metabolitow dla materiatéw pochodzaeych z
obydwu hodowli przedstawiaja odpowiednio tabela 2.9 i tabela 2.10.

W materialach hodowli Smolice $rednia zawartos¢ bowerycyny (BEA):

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

- Smolicach wynosita 3,3 ppm i wahata si¢ od 1,4 do 9,2 ppm

- Radzikowie wynosita 6;5 ppm'i wahata sie od L;6do 13,3 ppm

. w probach kukurydzy typu flint pochodzacych z do$wiadezenia zrealizowanego w:

- Smolicach wynosita 6,3 ppm i wahata si¢ od 1,5 do 34,1 ppm

- Radzikowie wynosita 7,6 ppm i wahata si¢ od 1,2 do 65,0 ppm

W materiatach hodowli Kobierzyce $rednia zawartos¢ BEA:

. w probach kukurydzy typu dent pochodzacych z do§wiadczenia zrealizowanego w:
- Kobierzycach wynosita 7,7 ppm i wahata si¢ od 1,7 do 26,8 ppm

- Radzikowie wynosita 5,2 ppm i wahata si¢ od 1,8 do 24,1 ppm

. w prébach kukurydzy typu flint pochodzacych z do§wiadczenia zrealizowanego w:
- Kobierzycach Wynosi%a 6,4 ppm i wahala sig od 1,5 do 23,5 ppm

- Radzikowie wynosita 5;5ppm i wahala sie od 1,8 do 29,2 ppm.

W materialach hodowli Smolice §rednia zawartosé ergosterolu (ERG):

. w prébach kukurydzy typu dent pochodzacych z doswiadczenia zrealizowanego w:
- Smolicach wynosita 10,9 ppm i wahata si¢ od 1,5 do 28,7 ppm

- Radzikowie wynosita 11,2 ppm i wahata si¢ od 3,3 do 28,6 ppm

. w probach kukurydzy typu flint pochodzgeych z doswiadczenia zrealizowanego w:
- Smolicach wynosita 19,6 ppm i wahata si¢ 0d 2,1 do 103,9 ppm

- Radzikowie wynosita-9;7 ppm i wahala sie od 3,2 do 25,9 ppm

W materiatach hodowli Kobierzyce $rednia zawarto$é ergosterolu:

. w prébach kukurydzy typu dent pochodzacych z doswiadezenia zrealizowanego w:
- Kobierzycach wynosita 25,8 ppm i wahala si¢ od 3,5 do 116,8 ppm

- Radzikowie wynosita 11,4 ppm i wahata si¢ od 2,1 do 35,8 ppm

. w prébach kukurydzy typu flint pochodzacych z doswiadczenia zrealizowanego w:
- Kobierzycach wynosita 23,0 ppm i wahata si¢ od 4,0 do 62,5 ppm

- Radzikowie wynosila 12,3 ppm i wahata sig od 2,2 do 59,7 ppm.
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Tabela 2.9. Zawartos¢ 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

-P Genotyp ERG [ppm] BEA [ppm] ERG [ppm] BEA [ppm]
1 §-1 25,3 14,3 9,9 51
2 5-2 11,8 2,4 5,8 1,3
3 5-3 48,1 i18 8,5 8,4
4 5-4 19,7 4,9 8,8 4,2
5 5-5 15,8 5,7 12,2 14,0
6 S-6 11,4 3,4 11,9 4,8
7 S-7 57 23 4,4 4,6
8 S-8 19,9 5,8 25,7 65,0
9 59 3,4 1,8 8,0 3,2
10 5-i0 4,9 2,1 6,1 4.0
11 S-11 16,8 3,5 3,5 2,2

12 5-12 54,9 15,9 6,4 1,7

13 5-13 18,7 6,7 25,5 18,5

14 s-14 9,2 2,6 6,0 31

15 5-15 16,8 4,5 8,8 1,7

16 516, 14,5 3,2 6,9 2,5

17 5-17 2,6 1,5 6,2 1,2

18 5-18 53 1,8 5,0 1,4

19 5-19 20,7 7,1 8,0 3,7

20 5-20 3,7 - 32 -

21 5-21 15,7 9,2 51 1,9

22 5-22 8,5 3,1 37 1,3

23 $-23 22,9 51 13,8 10,3

24 5-24 194 6,8 11,4 7,2

25 8-25 249 4,1 18,5 10,0

26 5-26 18,9 4,8 14,6 81

27 $-27 4,9 23 6,9 2,1

28 5-28 34,1 51 7.1 3,2

29 5-29 2,1 -- 12,6 13,6

30 5-30 103,9 34,1 143 11,7

- nie stwierdzono
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Tabela 2.9 cd. Zawartosc ergosterolu oraz BEA w ziarniakach uzyskanych z kolb kukurydzy (Fodowla
Smolice) inokulowanych F.temperatum z doswiadczenia przeprowadzonego w Smolicach i Radzikowie

Hodowla Smolice

Doswiadczenie Smolice

Doswiadczenie Radzikow

Lp Genotyp ERG [ppm] BEA [ppm] ERG [ppm] BEA [ppm]
31 531 1,5 - 19,9 3,1
32 532 5.8 1,8 14,5 10,3
33 $-33 7.4 1,9 3,8 -
34 534 67 2,4 3.3 -
35 5-35 4.5 2,9 7,9 3,6
36 5-36 5,5 1,9 6,0 -
37 537 13,7 56 5,5 5.4
38 538 17,4 3,3 28,6 7.3
39 5-39 15,4 4,1 5,2 2,1
40 $-40 11,4 3,1 7,8 4;7
a1 $-41 17,2 3,7 10,1 4.8
42 $-42 28,7 5,5 9,2 5,1
43 5-43 11,2 4, 10,1 7.8
a4 5-44 22,7 69 5,5 2,2
45 5-45 24,9 9,2 42 18
46 $-46 5,4 1,6 8,5 4,4
47 5-47 4,8 1,9 13,3 7,9
48 5-48 7,1 1,6 47 2,3
49 5-49 8,9 2,5 4,2 1,6
50 550 8,8 2,3 10,6 12,4
51 5-51 4,7 1,8 21,4 11,2
52 5-52 3,7 14 20,3 7,4
53 5-53 6,3 1,5 16,2 6,9
54 5-54 67 2,6 6,4 43
55 5-55 5,8 2,1 14,0 13,3
56 556 8,7 1,9 16,3 12,8
57 557 15,4 4,9 16,8 11,2
58 5-58 9,8 3.2 12,2 5,6
59 5-59 9,7 2,4 13,0 7,4
50 $-60 25,7 6,1 17,0 82

- nie stwierdzono
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Tabela 2.10. Zawartos¢ ergosterolu oraz BEA w ziarniakach uzyskanyeh z kolb kukurydzy (Hodowla
Kobierzyce) inckulowanych F.temperatum z doswiadczenia przeprowadzonege w Kobierzycach i

Radzikowie

Hodowla Kobierzyce Doswiadczenie Kohlerzyce Doswiadczenie Radzikow
-P Genotyp ERG [ppm] BEA [ppm] ERG [ppm] BEA {ppm]
1 K-1 8,3 3,1 5,4 2,7
2 K-2 46,7 8,2 8,4 3,8
3 K-3 45,5 15,4 8,7 54
4 K-4 28,2 44 59,7 29,2
5 K-5 5,0 - 12,5 3,1
B K-6 29,6 13,2 154 7,1
7 K-7 15,0 5.8 16,2 4,2
8 K-8 11,4 4,9 10,4 5,8
9 K-9 26,0 57 6,9 2,3
10 K-10 15,7 3,4 8,9 2,7
11 K-11 18,5 3,0 13,9 6,8
12 K-12 40,7 23,5 114 5,7
13 K-13 28,0 8,5 8,7 2,4
14 K-14 60,8 7,7 6,9 19
15 K-15 11,2 3,0 10,8 54
16 K-15 26,7 55 9,7 34
17 K-17 13,4 2,1 6,5 1,5
i8 K-18 3,1 3,2 15,7 3,7
i9 K-19 18,6 4,2 21,7 15,8
20 K-20 62,5 20,5 12,4 4,2
21 K-21 15,3 2,1 17,2 6,2
22 K-22 4,5 1,6 10,7 4.4
23 K-23 4,4 - 3,4 -
24 K-24 27,2 5,8 9,4 4,7
25 K-25 10,4 3,2 51 i,8
26 K-26 4,0 - 2,2 -
27 K-27 18,2 4,7 85 2,7
28 K-28 31,5 2,1 14,5 7,2
29 K-29 131 1,5 132 5,7
30 K-30 25,5 5,6 8,5 4,2

- nie stwierdzono
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Tabela 2.10 cd. Zawartos¢ ergosterolu oraz BEA w ziarniakach uzyskanych z kolb kukurydzy (Hodowla

Kobierzyce) inokulowanych F.temperatum z do§wiadczenia przeprowadzonego w Kobierzycach i

Radzikowie
Hodowla Kobierzyce Doswiadczenie Kobierzyce Doswiadczenie Radzikow

- Genotyp ERG [ppm] BEA [ppm] ERG [ppm] BEA [ppm]
31 K-31 20,3 3,6 7,5 24
32 K-32 211 2,6 2,8 -
33 K-33 3,8 -- 7,2 i9
34 K-34 10,3 2,5 11,5 52
35 K-35 25,2 3,4 12,8 9,6
36 K-36 6,6 - 2,1 -
37 K-37 19,1 -- 7.9 1,8
38 K-38 36,5 2,3 8,7 3,7
38 K-38 10,2 - 9,8 2,4
40 K-40 60,9 57 9,2 2,8
41 K-41 40,7 6,4 14,5 52
42 K-42 75,0 26,8 14,9 13,2
43 K-43 6,0 u 16,7 10,7
44 K-44 10,2 3,2 3,5 -
45 K-45 116,8 22,3 7,4 2,5
46 K-46 50,2 8,1 35,8 24,1
47 K-47 49,0 15,6 211 12,5
43 K-48 20,7 8,7 14,2 3.4
49 K-49 30,4 135 18,4 7,2
50 K-50 240 - 10,4 8,7 1,9
51 K-51 59 - 9,2 1,8
52 K-52 4,2 - 7,6 2,2
53 K-53 10,5 - 12,8 3,8
54 K-54 22,5 2,2 11,5 3,2
55 K-55 3,5 - 6,6 1,5
56 K-56 10,5 3,2 6,7 2,4
57 K-57 7,5 - 13,8 3,4
58 K-58 15,1 3,1 11,4 258
59 K-58 11,3 17 14,5 3,7
60 K-60 45,2 9,6 13,2 4,1

- niie stwierdzono




3.3 Temat badawczy 3 Analiza populacji F.temperatum w zakresie cech istotnvch w
patogenezie 1 epidemiologii fuzariozy kolb kukurydzy

Cel tematu

Ocena patogenicznosci, spekirum biosynetetyzowanych metabolitéw oraz zmiennosci populacji

F.temperatum

Materiat i metody

. pozyskanie izolatow F.temperatum do bada z zakresu spektrum biosyntetyzowanych
metabolitéw, patogenicznosci i zmiennodci. Izolaty w liczbie 70 wyprowadzano 2 ziarmiakéw
uzyskanych z kolb wykazujacych objawy fuzariozy rozwijajacej sie w nastepstwie infekcji
naturalnych. Izolacje i identyfikacg prowadzono z zastosowaniem standardowych metod majacych
zastosowanle w diagnostyce Fusarium (Kwasna 1 in. 1991). Pod uwage brano struktury
morfologiczne typowe dla badanego gatunku grzyba tj. wystepowanie 1 usytuowanie
makrokonidiéw, mezokonidiéw oraz mikrokoniéw w kulturze prowadzonej na sztucznym podtozu
SNA i PDA. Wiarygodnos¢ diagnostyki potwierdzano molekularnie, co w przypadku F.temperatum
(z uwagi na jego podobiefstwo do innych gatunkéw Fusarium z dawnej sekcji Liseola) jest
dziataniem nieodzownym.

Analiza molekularna opierata si¢ na sekwencjonowaniu otrzymanych produktéw amplifikacji
fragmentéw genéw czynnika elongacji alfa (EF-1&) i f-tubuliny, uznawanych za podstawowe geny
umoZliwiajace jednoznaczng identyfikacie gatunku grzyba (markery barkodingu).

Wykonano prosta analize¢ molekularng populacji patogena w zakresie frekwencji dopelniajacych
typéw kojarzeniowych F.remperatum (MATI-1 1 MATI-2). Ich wyznaczenie dostarczylo wiedzy na

temat epidemiologii 1 zmiennosci tego grzyba.

. analiza spektrum biosyntetyzowanych metabolitow F.temperatum prowadzono w oparciu o
ziarniaki kukurydzy i ryzu stanowiace podloze, na ktérym w warunkach in-vitro prowadzono
hodowle patogena. Podloze w ilosci 50 g, po doprowadzeniu do wilgotnoscei 45% a nastepnie
zautoklawowaniu zaszczepiano zawiesing zarodnikoéw o mianie 10°. Hodowle prowadzono w 750 ml
kolbach Erlenmeyera przei dwa tygodnie. Po tym czasie przerosniete przez F.femperatum podtoze
liofilizowano. Zliofilizowany material zabezpieczano w torebkach polietylenowych i
przechowywano do czasu analizy w temperaturze —75°C. Analize spektrum biosynetyzowanych
metabolitow  F.temperatum prowadzono w kierunku identyfikacji: fumonizyn, zwiazkéw
heksadepsypeptydowych oraz ergosterolu,

. Analiza fumonizyn - Ekstrakcja fumonizyn byta prowadzona mieszaning metanolu i wody (3
+1, V/V) z prébek materiatu uprzednio rozdrobnionego. Ekstrakty po przefiltrowaniu nastepnie
oczyszezano na kolumnach jonowymiennych SAX i zbierano do fiolek. Uzyskany eluent nastepnie

odparowano do sucha i przechowywano do momentu analizy w temperaturze 4°C. Analiza
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fumonizyn B; i B, byla przeprowadzana metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej stasujac
chromatograf cieczowy HP 1050 wyposazony w detektor fluorescencyiny. Po przeprowadzeniu

famonizyn w pochodne o-ftaidialdehydowe (OPA), rozdziat byl prowadzony na kolumnie RP C18,

° Procedura analiz pochodnych heksadepsypeptydowych (BEA, ENN) - Ekstrakeje
prowadzono z uzyciem metanolu z prébek materiatu uprzednio rozdrobnionego. Ekstrakty po
przefiltrowaniu zatgzano 1 oczyszczano na kolumienkach SPE C18 i zbierane do fiolek, Uzyskany
eluent odparowano do sucha i przechowywano do momentu analizy w temperaturze 4°C. Analize
przeprowadzano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosujac chromatograf cieczowy
HP 1050 wyposazony w detektor UV-VIS przy diugosei fali 205 nm. Rozdziat byl prowadzony na
kolumnie RP C18 , 250 x 4,6 mm, o wielkosci ziarna 5 mikrometréw w systemie izokratyczaym,

stosujac jako eluent roztwir acetonitrylu w wodzie (65:35 v/v).

. Ocena patogenicznosci izolatéw F.temperatum zostala przeprowadzona metodg ,.joothpicks”
bedaca adaptacjia metody opisanej przez Scauilaire i in. (2012). Inokulowane byly 7 tygodniowe
roslinyg kukurydzy poprzez wprowadzenie w fodyge wykataczki przerosnigte] grzybnia
F.temperatum. Po okresie 2 tygodni od momentu inokulacji rosliny byly scinane, pedy krojone a
rozmiar nekrozy mierzony. Doswiadczenie przeprowadzano przy 10 krotnym powtérzeniu dla

kazdego izolatu.

Kwaina H., Chelkowski J., Zajkowski P. 1991. Greyby {Mycota), Grzyby niedoskonale (Deuteromycetes), Strzgpezakowe
(Hyphomycetales), Grozetkowate (Tuberculariaceae), Sierpik (Fusarium). PAN, Inst. Botaniki, Warszawa - Krakéw. T. 30{1: 136 ss.

Scauflaire J., Gourgne M., Callebaut A., Munaut F. 2012, Fusarium temperatum, a mycotoxin-producing pathogen of maize. Eur J Plant
Pathel 133: 911-922.

Wyniki
A/ Analiza molekularna izolatéw F.temperatum

[zolaty do badari pochodzily z ziarniakéw uzyskanych z kolb wykazujacych objawy fuzariozy
rozwijajace] si¢ w nastepstwie infekcji naturalnych. Ziarniaki wykladano na podioze PDA w szalkach
Petriego, a po uzyskaniu wzrostu plechy, grzybnie o cechach Fusarium spp. pasazowano na skosy. Wstepna
identyfikacjg uzyskanych izolatéw, przeprowadzano na podioz SNA. Z izolatéw o cechach F. temperatum
wyprowadzano kultury jednozarodnikowe, ktére stanowily podstawe do badan molekularnych.

Do charakterystyki molekuiarnsj izolatéw wykorzystano catkowite DNA grzybéw, ktére uzyskano
przy zastosowaniu zmodyfikowane] metody CTAB (Doohan i in., 1998; Tomeczak i in., 2002). Materiat
wyjéciowy do izolacji DNA stanowita poddana uprzedniej liofilizacji grzybnia kultur jednozarodnikowych
Fusarium spp. Homogenizacjg materiatu do izolacji DNA prowadzono w homogenizatorze Fast Prep-24
(MP Biomedicals, USA). Jako$¢ i ilos¢ uzyskanych kwaséw nukleinowych weryfikowano
spekirofotometrycznie przy pomocy czytnika mikroplytek do pomiaru absorbancji Infinite® M200 PRO
NanoQuant i dolgczonego oprogramowania I-control (Tecan). Wyniki oceny jakosciowej i ilosciowej

uzyskanych matryc DNA przedstawiono w tabeli 3.1.
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Dachan FM, Parry DW, Jenkinson P, Nichoison P. 1998. The use of species-specific PCR-based assays to analyse Fusarium ear blight of
wheat. Plant Pathol. 47:197--205.

Tomezak M., Wisniewska H., Stepien L., Kostecki M., Chetkowski I., Golinski P. 2002. Deoxynivaleno], nivalenol and moniliformin
occurrence in wheat sampies with scab symptoms in Poland {1998-2000). Eur. J. Plant Path. 108: 625-630

Tabela 3.1. Stgzenie i czystos¢ wyizolowanego DNA izolatow PFt-301 - PFt-370

L.p. Izolat PFt Steienie DNA [ng/ul] Czystosc DNA (Ratio)
1 PFt-301 103,59 1,85
2 PFt-302 81,6 1,96
3 PFt-303 29,7 154
4 PFt-304 61,9 1,95
5 PFt-305 28,6 1,8
6 PFt-306 56,1 1,93
7 PFt-307 91,0 1,86
8 PFt-308 50,8 1,98
9 PFt-309 69,7 1,91

10 PFt-310 22,4 1,87

11 PF-311 25,9 1,85

12 PFt-312 45,7 1,93

13 PFt-313 55,1 1,93

14 PFt-314 36,1 1,87

15 PFt-315 48,9 1,94

16 PFt-316 55,6 1,98

17 PFt-317 42,6 2,00

18 PFi-318 511 1,95

19 PFt-319 32,6 1,92

20 PFt-320 18,9 1,585

21 PFt-321 13,3 2,05

22 PFt-322 83,6 1,90

23 PFt-323 3.1 1,98

24 PFt-324 47,1 1,95

25 PFt-325 34,5 1,93

26 PFt-326 23,6 1,89

27 PFt-327 26,7 1,91

28 PFt-328 46,3 1,91

29 PFt-329 29,7 1,97

30 PFt-330 34,8 2,01

31 PFt-331 19,6 1,88

32 PFt-332 25,2 1,88

33 PFt-333 58,9 1,99

34 PFt-334 23,2 1,93
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Tabela 3.1. cd. Stezenie I czystosé wyizolowanego DNA izolatéw PFt-301 - PFt-370

L.p. lzolat PFt Stezenie DNA [ng/ul] Czystosé DNA {Ratio)
35 PFt-335 41,7 1,90
36 PFt-336 50,1 1,83
37 PFt-337 491 1,90
38 PFt-338 46,3 1,94
39 PFt-339 71,7 1,80
40 PF-340 13,0 1,78
41 PFt-341 102,4 1,90
42 PFt-342 123,1 1,84
43 PFt-343 50,3 1,87
44 PFt-344 46,6 1,91
45 PFt-345 105,5 1,91
46 PFt-346 75,3 1,89
a7 PFt-347 124,6 1,93
48 PFt-348 84,3 1,96
49 PFt-34% 23,0 1,95
50 PFt-350 24,5 1,90
51 PFt-351 50,7 2,00
52 PFt-352 16,7 1,86
53 PFt-353 65,6 1,91
54 PFt-354 103,6 1,91
55 PFt-355 69,2 2,02
56 PFt-356 40,8 1,55
57 PFt-357 104,4 1,85
58 PFt-358 72,0 1,94
59 PFt-359 47,0 1,99
60 PFt-360 42,0 1,94
61 PFt-361 45,1 1,84
62 PFt-362 53,9 1,99
63 PFt-363 213 1,85
64 PFt-364 40,5 1,94
65 PFt-365 33,8 1,88
66 PFt-366 49,3 1,80
67 PFt-367 29,6 1,89
68 PFt-368 36,6 1,78
69 PFt-369 21,8 2,03
70 PFt-370 96,2 1,86

Identyfikacje molekularng badanych izolatéw przeprowadzano z zastosowaniem techniki barkodingu
DNA. Jako barkody DNA wykorzystano markery o uznanej skutecznosei w identyfikacji gatunkowej
grzybow z rodzaju Fusarium: Translation Elongation Factor 1-a (EF-]a) oraz fragment genu kodujacego -
fubuling. W celu zamplifikowania tych fragmentéw genomu grzybéw catkowite DNA izolatéw Fusarium

spp. poddawano reakcji amplifikacji z wykorzystaniem starteréw specyficznych (Geiser i in. 2004;

O’Donnell i Cigelnik, 1997).
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W obrebie badanej populacji okreslono frekwencje typow kojarzeniowych MATI-1 1 MATI-2. W
- tym celu DNA izolatéw poddawano reakcji PCR w celu zamplifikowania fragmentow idiomorf MATI-7 i
MATI-2. W analizach zastosowano pary starteréw Gfmat! i Gfinat2 (Steenkamp i in. 2000).

Zestawienie starteréw zastosowanych w do$wiadczeniach, ich sekwencie oraz odpowiadajace im

wieikodci amplifikowanego fragmentu DNA przedstawiono ponizej w tabeli 3.2,

Tabela 3.2. Charakterystyka starteréw wykorzystanych do diagnostyki molekulamnej izolatéw F. temperatum.

Wielkasé ;.
Marker Nazwa Sekwencja startera fel _osc Zrodio
startera amplikonu
Elongation EF1 S-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3' 680 Geiseriin.
Factor1-o | EF2 5'-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3' p 2004
_ T1 5'-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3 o'Donnell i
B-tubulina 1220 pz o
T22 S -TCTGGATGTTGTTGGGAATCC-3 Cigeinik, 1997
GFmatla 5 -GTTCATCAAAGGGCAAGCG-3
MATI1-1 - 200 pz
GFmatlb |5 -TAAGCGCCCTCTTAACGCCTTC-3 Steenkamp i
GFmat2c | 5-AGCGTCATTATTCGATCAAG-3 in., 2000
MATI-2 800 pz
GFmat2d 5 -CTACGTTGAGAGCTGTACAGT

Tabela 3.3. Skiad mieszaniny reakcyjnej PCR

Reakcje amplifikacji prowadzono . .

Sktadnik mieszaniny Objgtosé
w termocyklerach Applied Biosystems: 2720 Thermal

Cycler (96 Well) oraz Veriti 96 Well Thermal Cycler. sterylna woda 14,0l
Na kazda prébe sporzadzano 20 pl mieszaniny | 10X Tag Buffer 2,0
reakeyjnej o sktadzie przedstawionym w tabeli 3.3. 25 mM MgCl, 1,6l
Zastosowane warunki reakcji dla | 10mM dNTP Mix 0,2l
poszezegblnych markeréw zestawiono w tabeli 3.4, starter forward 02ul
_ starter reverse 0,2 ui
polimeraza Taq 0,2
DNA Leul

Rozdziat produktéw amplifikacji prowadzono w Zelu agarozowym o stgzeniu 1,3 % z dodatkiem

barwnika fluoryzujgcego (bromku etydyny) w buforze TBE (bufor Tris, kwas borowy, EDTA, pH 8,0).
Elektroforezie poddawano 5 ul produkiu amplifikacji.

Geiser D.M., Jimenz Gasco MM., Kang S., Makalowska I, Veeraraghavan N., Ward T.J., Zhang N., Kuldau G.A., O’Donnell K. 2004.
FUSARIUM-IDv, 1.0: A DNA sequence database for identifying Fusarium. European Journal of Plant Pathology 110: 473-479,

(’Donnell K, Cigelnik E. 1997. Two divergent infragenomic rDNA ITS2 types within 2 monophyletic lineage of the fungus Fusarivm are
nonorthologous. Mol Phylogenet Evol 7:103-116

Steenkamp E.T., Wingfieid B.D., Coutinho T.A., Zeller KA., Wingfietd M.]., Marasas W.F.0., Leslie J.F. 2000. PCR-based identification of
MAT-I and MAT-2 in the Gibberella fitjilaroi species complex. Appl. Environ, Micrbiol. 66(10): 4378-4382.
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Tabela 3.4. Warunki reakcji PCR

Etapy reakeji PCR: EF-1c B-tubulina MAT1-1 / MAT1-2
Wstepna denaturacja 5 minut, 94 °C 5 minut, 94 °C 1 minuta, 94 °C
. 30 sekund 35 sekund 60 sekund
Denaturacja 95 °C 94 °C 94 °C
Praytaczanie starteréw | 40 cyki 45 sekund 40 55 sekund 35 60 sekund
58 °C cykli 54 °C cykli 58 °C
Synteza nici 75 sekund 90 sekund 60 sekund
komplementarnych 72°C 72°C 72°C
Koricowe wydtuzanie
syntetyzowanego odcinka 7 minut, 72 °C 7 minut, 72 °C 10 minut, 72 °C
DNA
Uzyskane amplikony EF-Ia i pf-tubuliny oczyszezano i sekwencjonowano w Pracowni

Sekwencjonowania Instytutu Biochemii i Biofizyki (IBB) Polskiej Akademii Nauk.

Srednia dhigo$é uzyskanych sekwencji wyniosta 735 pz dla EF-Ia i 1105 pz dla f-tubuliny. Do
dalszych analiz wybrano fragmenty sekwencji EF-lo i S-tubuliny o wysokiej jakosci odczytu, ktorych
dhugosé wyniosta odpowiednio: 246 pz oraz 424 pz.

Uzyskane sekwencje Translation Elongation Factor 1-a (EF-la) i B-tubuliny analizowano z
wykorzystaniem programéw bioinformatycznych (MEGA 7.0 oraz DNA Baser 3.2.5). Przynaleznoéé do
gatunku weryfikowano za pomoca algorytmu BLAST (ang. Basic Local Alignment Search T ool) w oparciu o
minimum 95% homologie uzyskanych sekwencji wzgledem aktualnie dostepnych w GenBank sekwencji

izolatéw gatunkéw Fusarium sp. (tabela 3.5).

Na podstawie opracowanych dopasowan sekwencji EF-la i f-tubuliny przeprowadzono analize
pokrewiefistwa filogenetycznego badanych izolatéw z zastosowaniem metody najwigkszej wiarygodnosei
(Maximum Likelihood, ML), ktérej wyniki przedstawiono na rycinach: ryeina 1 (EF-1a), rycina 2 (f-
tubuling) i rycina 3 (polgczone sekwencje obu analizowanych regiondbw — EF-lo+f-tubuling, ang,

concatenated sequences).

50



EF1 PFt-368.ab1
EF1 PFt-369.ab1
EF1 PF-367.ab1
EF1 PFi-366.ab1
EF1{ PFi-365.ab1
EF1 PF{-363.ab1
£F1 PFt-362.ab1
EF1 PF{-361.ab1
EF1 PFt-350.ab1
EF1 PFt-358.ab1
EF1 PFt-358.ab1
EF1 PF{-357.ab1
EF1 PF{-356.ab1
EF1 PFt-355.ab1
EF1 PFi-354.ab1
EF1 PFi-353.ab1
EF{ PFR-352.ab1
EF{ PF1-351.ab1
EF1 PFt-350.ab1
EF1 PFt-349.ab1
EF1 PFt-348.ab1
EF1 PF-347.ab1
EF1 PFt-346.ab1
EF1 PF-345.ab1
EF1 PF-343.abt
EF1 PFt-340.ah
EF1 PFt-338.ab1
EF1 PF1-335.ab1
EF1 PFi-334.ab1
EF1 PFt-331.ab1

EF1 PF1-303.ab1
EF1 PFt-311.ab1
EF1 PFt-314.ab1
EF1 PFt-317.ab1
EF1 PFt-321.ab1
EF1 PFt-322.ab1
62| EF1 OF1-324.8b1
EF1 PFi-328.ab1
EF1 PFt-330.ab1
EF1 PFt-344.ab1
EF1 PFt-364.ab4

EF1 PFt-304.ab1
EF1 PFi-305.ab1
EF1 PFt-306.ab1{
EF1 PFt-307.abi
EF1 PFt-310.ab1
EF1 PFt-312.ab1
EF1 PFi-313.ab1
EF1 PFt-315.ab1
EF1 PFt-316.ab1
EF1 PFt-323.ab1
EF1 PFt-327.ab1
EF1 PFt-302.ab1
EF1 PFt-329.ab1
EF1 PF-370.ab1

EF1 PFt-301.ab4
EF1 PFt-308.ab1
EF1 PFt-309.ab1
EF1 PFt-318.ab1
EF1 PF{-319.ab%
EF1 PFt-320.abt
EF1 PFt-325.ab1
57| EF1 PFt-328.2k1
EF1 PF-332.ab4
EF1 PFt-333.ab1
EF1 PF{-336.ab1
EF1 PF{-337.ab1
EF1 PFt-338.2b1
EF1 PFt-341.2b1
EF1 PF{-342.ab1

}__._l

0.9005
Rycina 1. Drzewo pokrewiefistwa filogenetycznego sekwencji nukleotydowych EF-Ia badanych
izolatow Fusarium temperatum. Drzewo obliczone za pomocg metody najwiekszej wiarygodnosci
(Maximum Likelihood, ML) woparciu o model Tamury i Nei ztestem samoprébkowania na
poziomie 1000 powtdrzen. Srednia odlegtosé miedzy dwiema sekwencjami, liczona wg wzoru Jukesa-
Cantora (JC) = 0,0005.
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T1 PF1-367.ab1
T1 PFt-370.ab1i
T1 PFi-366.abt
T1 PF1-365.abt
54| T1 PFt-343.ab?
T1 PFt-341.ab1
T1 PFt-337.ab1
T1 PF-333.ab1
T1 PFt-324.a01
T1 PR-322.ab1

T1 PF-301.8b1
T1 PF-302.ab1
T1 PF-303.8b1
T1 PF-304.ab1
T1 PFt-305.ab1
T1 PFt-306.ab1
T1 PFt-307.ab1
T1 PFt-308.ab1
T1 PFt-309.ab1

T1 PFt-348.ab1
T1 PFt-368.ab1

T1 PFt-310.ab1
T1 PR-311.ab1
T1 PFt-312.ab1
T1 PFt-313.ab1
T1 PFt-314.ab1
T1 PFt-315.ab1
T1 PFt-316.ab1
T1 PFt-317.ab1
T1 PFt-318.ab1
T1 PFt-319.2b1
T1 PFt-320.ab1
T1 PFL321.801
T1 PF-323.801
T1 PFt-325.ab1
T1 PFt-326.ab1
T1 PF-327.ab1
T1 PFi-328.abt
T1 PFt-329.ab%
T1 PFt-330.ab1
Tt PFt-331.ab1
Tt PFt-332.ab1
T1 PFt-334.ab1
T1 PFt-335.ab1
T1 PFt-336.ab1
T1 PFt-338.ab1
T1 PF{-339.ab1
T1 PFE-340.ab1
T1 PFi-342.ab1
T1 PF-344.ab1
T1 PFt-345.ab1
T1 PFi-346.ab1
T1 PFt-347.ab1
T1 PF{-348.ab1
T1 PFt-350.ab
T1 PFt-351.ab1
T1 PFt-352.2b1
T1 PFE-353.ab1
T1 PFi-354.ab1
T PFt-355.at1
T1 PFt-356.ab1
T1 PF{-357.ab1
T1 PFt-359.ab1
T1 PFt-360.ab1
T1 PFt-361.ab1
T1 PFi-362.abt
T1 PFt-363.ab1
T1 PFt-364.ab1
T1 PFi-369.ab1

T1 PFt-358.ab]

0.0005

Rycina 2. Drzewo pokrewiefistwa filogenetycznego sekwencji nukleotydowych S-tubuliny badanych
izolatéw Fusarium temperatum. Drzewo obliczone za pomoca metody najwigkszej wiarygodnoscei
(Maximum Likelihood, ML) woparciu o model Tamury i Nei ztestem samoprobkowania na
poziomie 1000 powtdrzen. Srednia odlegtosé migdzy dwiema sekwencjami, liczona wg wzoru Jukesa-
Cantora (JC)= 0,0005.
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PFt-383 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-362 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFi-360 EF+Btub Concatenation of 2 sequences

PFt-357 EF+Biub Concatenation of 2 sequences
PFt-355 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFi-353 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PF%-351 EF+Btub Concatenation of 2 seguences
PFi-348 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-346 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-340 EF+Biub Concatenation of 2 sequences
PFt-335 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PF#-331 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-327 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-316 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-313 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-310 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-306 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PF304 EF+Btub Concatenation of 2 sequences

PFt-358 EF+Btub Concatenation of 2 sequences

PFt-348 EF+Btub qulncatenaﬁon of 2 sequences

31

38

39

PFt-343 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-367 EF+Btub Concatenatfion of 2 sequences
PFt311 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-317 EF+Biub Concatenation of 2 sequences
PF#328 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-344 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PF{-337 EF+Biub Concatenation of 2 sequences
PF333 EF+Biub Concatenation of 2 sequences

| PFt-324 EF+Btub Concatenation of 2 sequences

36

—
0.0002

Rycina 3. Drzewo pokrewienstwa filogenetycznego zlaczonych sekwencji nukleotydowych
EF-la+p-tubulina (ang. concatenated sequences) badanych izolatéw Fusarium temperatum. Drzewo
obliczone za pomocg metody najwiekszej wiarygodnosei (Maximum Likelihood, ML) w oparciu o
model Tamury i Nej ztestem samoprobkowania na poziomie 1000 powtérzen. Srednia odleglosc
miedzy dwiema sekwencjami, liczona wg wzoru Jukesa-Cantora (JC) = 0,0002.

W celu okreslenia przynaleznosci izolatéw do typu kojarzeniowego uzyskane produkty reakeji PCR
z zastosowaniem starteréw GFmatl i GFmat2 poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu w swietle UV,

Obecnosé specyficznego dla jednej z idiomorf odeinka matrycy DNA pozwolita na weryfikacje typu

PF-301 EF+Biub Concatenation of 2 sequences
PF+308 EF+Biub Concatenstion of 2 sequences
PF319 EF+Biub Concatenation of 2 sequences
PFt-325 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-332 EF+Btub Concatenation of 2 sequences
PFt-338 EF+Btub Concatenation of 2 sequences

kojarzeniowego badanych izolatéw.

Frekwencja izolatdw MATI-1 do MATI-2 w badanej populacji wyniosta 35 do 35 (wynik testu ¢2

z poprawksg Yatesa: 2 =0,014; p=0,90581285).
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B/ Profil metabolitéw wtérnych biosyntetyzowanych przez Fusarium temperatum

Profil metabolitéw wtdrnych biosyntetyzowanych przez izolaty F.temperatum przedstawiaja
tabela 3.6 i 3.7. W badaniach uwzgledniono 70. izolatow wspomnianego gatunku dla ktdrych
biosynteze metabolitéw prowadzono na ziarniakach kukurydzy i ryzu. Analiz¢ przeprowadzono
w kierunku wystgpowania fumonizyn (FB1 i FB2), pochodnych heksadepsypeptydowych (BEA i
ENN) oraz ergosterolu.

Na ryzu, spoér6d przebadanych izolatéw F.remperatum, S izolatéw syntetyzowalo $ladowe
ilosci fumonizyn FB1 (PFt-327, PFt-362, PFt-363, PFt-364 i PF(-368). Zawartosé tego metabolitn
oscylowata w przedziale 0,11-0,27 ppm. Wéréd 70 analizowanych izolatéw F.temperatum, 66
izolatéw tworzylo bowerycyng (BEA). Sredni poziom tego metabolitu dla populacji przebadanych
izolatéw wynosit 812,01 ppm. Hosciowo na ryzu najwigcej BEA biosyntetyzowal izolat PRt 348
(3582,55 ppm), najmniej za$ izolat PFt 309 (1,55 ppm). Wéréd 70 analizowanych izolatéw
F.temperatum, 50 izolatdw syntetyzowalo eniatyng Al (ENN Al). Sredni poziom ENN Al dla
populacji przebadanych izolatow wynosit 37,09 ppm. Ilosciowo na ryzu najwiccej ENN Al
biosyntetyzowat izolat PFt 350 (231,25 ppm), najmniej za$ izolat PFt 357, (0,10 ppm). Posréd 70
analizowanych izolatéw F.remperatum 19 izolatéw tworzylo eniatyne A (ENN A). Sredni poziom
ENN A dla populacji przebadanych izolatéw wynosit 5,27 ppm. Ilosciowo na ryzu najwiecej ENN A
biosyntetyzowat izolat PFt 322 (20,13 ppm), najmniej za$ izolat PFt 368 (1,20 ppm). Na podtozu
ryzowym posrod badanej populaci 70 izolatow F.remperatum, 11 izolatéw tworzylo eniatyng B (ENN
B). Sredni poziom ENN B dla populacji przebadanych izolatéw wynosit 3,51 ppm. IloSciowo na ryiu
najwigcej ENN B biosyntetyzowat izolat PFt 344 (14,23 ppm), najmniej za$ izolat PFt 327 (1,50
ppm). Posréd 70 analizowanych izolatow F.temperatum 57 izolatéw tworzyto eniatyng B1 (ENN B1).
Na ryzu $redni poziom ENN B1 dla populacji przebadanych izolatéw wynosit 48,81 ppm. Ilosciowo
najwiccej ENN B1 biosyntetyzowat izolat PFt 356 (319,75 ppm), najmniej zas izolat PFt 307 (5,18
ppm). Na ryzu $redni poziom ergosterolu dla populacji przebadanych izolatéw wynosit 181,22 ppm,
Najwyzszy poziom 428,10 ppm ergosterolu zanotowano w przypadku izolatu PFt 333 za$ najnizszy
poziom tego metabolitu 15,70 ppm wykazat izolat o numerze PFt 338 (tabela 3.6).

Na kukurydzy, spoéréd przebadanych izolatéw $ladowe ilosci fumonizyny (FB1) wykryto
posrdd izolatéw: PFt 309, PFt 327, PFt 362, PFt 363 1 PFt 364. Zawartosé tego metabolitu oscylowata
w przedziale 0,09-0,13 ppm. Pogréd 70 analizowanych izolatéw F.temperatum 69 izolatéw tworzylo
BEA. Sredni poziom BEA dla populacji przebadanych izolatéw wynosit 140,98 ppm. Ilodciowo na
kukurydzy najwigcej BEA biosyntetyzowat izolat PFt 326 (761,25 ppm), najmnicj za$ izolat PFt 313,
(4,28 ppm). Wszystkie izolaty biosyntetyzowaty eniatyng A1 (ENN A1). Sredni poziom ENN A1l dla
populacji przebadanych izolatéw wynosit 52,18 ppm. llosciowo na kukurydzy najwiecej ENN Al
biosyntetyzowat izolat PFt 347 (99,95 ppm), najmniej za$ izolat PFt 314, (13,70 ppm). Posréd 70
analizowanych izolatéw F.temperatum 17 izolatoéw tworzylo eniatyng A (ENN A). Sredni poziom
ENN A dla populacji przebadanych izolatow wynosit 24,74 ppm. Ilosciowo na kukurydzy najwiecej

ENN A biosyntetyzowat izolat PFt 307 (81,30 ppm), najmnicj za$ izolat PFt 317 (1,28 ppm). Na
57



kukurydzy poéréd badanej populacji 70 izolatéw F.remperarum 18 izolatéw tworzylo eniatyng B
(ENN B). Sredni poziom ENN B dla populacji przebadanych izolatow wynosit 72,74 ppm. Ilosciowo
na kukurydzy najwiecej ENN B biosyntetyzowat izolat PFt 358 (15 1,75\‘ppm), najmniej zas izolat PFt
328 (2,53ppm). Posrod 70 analizowanych izolatéw F.temperatum 11 1zolatéw tworzylo eniatyng Bl
(ENN B1). Sredni poziom ENN Bl dla populacji przebadanych izolat@y wynosif 30,84 ppm.
llodciowo na kukurydzy najwiecej ENN B1 biosyntetyzowal izolat PFt 323 (j08,68 ppm), najmniej
za$ izolat PFt 363 (4,55 ppm). Na kukurydzy sredni poziom ergosterolu dla"/;aopulacji przebadanych
izolatéw wynosit 282,28 ppm. Najnizszy poziom 29,20 ppm ergosterolu zanotowano w przypadku
izolatu PFt 326, za$ najwyZszg warto$¢ tego metabolitu 761,40 ppm wykazat izolat o numerze PFt 350
(tabela 3.7).
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C/ Ocena patogenicznosci izolatéw

Oceng patogenicznosci przeprowadzono dla 70 izolatéw F.temperatum (tabela. 3.8). Stwierdzono
istotne zréznicowanie tej cechy w obrebie badanej populacii patogenéw. Izolatami dajacymi
najbardziej rozlegte zmiany na pedach inokulowanych rodlin byly izolaty PFt-349, PFt-362, PFt-363,
PFt-352 oraz PFt-322. Stanowily one podstawe do badan podatnosci genotypéw kukurydzy przez
F.temperatum,

Tabela 3.8. Ocena patogenicznoéci izolatdw F. temperatum

1ZOLAT DEUGOSE? SZEROKOSE INDEKS PORAZENIA®
PEt-301 134 [ £ 107 | Fr 036 || 025 |am 068 || 1,33 |&i
PFt-302 1,03 ;| 038 |&h 038 || Ga3 |ar 042 [£1] 022 |@g
PFt-303 1,40 [ 2| 061 |Fr 044 x| 022 |mr 067 [+] 065 |ed
PFt-304 1,26 | =] 0,39 {e&p 039 {+| 024 |or 047 [£1! 022 |ag
PFt-305 1,29 | +| 0,52 | &7 034 || 007 |&h 044 (2| 022 |ad
PFt-308 1,17 | +| 036 | b-m 0,37 | 2| op9 |a&n 043 | +£| 017 |ad
PFt-307 1,16 | £ | D42 | &l 042 | =] 025 | kr 053 [%]| 045 |ab
PFt-308 1,19 | %] 050 | bn 037 [£] p11 |20 047 || 028 |28
PFt-309 116 |£| 034 | b 040 |+§ 013 |[eT 048 |+ 021 | 2B
PFt-310 092 {+| 036 | ae 044 |+ 010 | e 040 | x| 019 |ah
PFt-311 1,09 | £ | 0,48 | @i 831 | +| 013 | &b 035 |+| 021 | @b
PFt-312 0,97 || 043 |ac 038 || 014 |20 037 || o021 [=ab
PFt-313 1,08 | =} 048 | ah g36 || o1z |3 041 | x| 025 |[=d
PFt-314 1,21 | £{ 0,62 | &N 048 || p26 | or 067 || 104 |Fi
PFt-315 096 | +| 039 | &b 032 || 14 |3c 032 || 022 |a

PFt-316 3,12 | +| 0,35 | al 041 | +| 011 |er 048 || 0323 |ah
PFt-317 1,22 | + | 0,44 | & 39 | x| 010 | & 047 |x| 0729 |&h
PFt-318 1,32 |+ | 041 | ak 036 || o1 | &l 040 |z | 022 |ad
PFt-319 1,33 |+ | 0,84 | hr 045 || @21 | BT 068 || 0,86 | &
PEt-320 1,37 |+ | 0,61 | kr 038 || 01z |aP 053 || 029 §ah
PFt-321 1,15 |+ | 043 | 2 039 || 014 {dr 047 | x| 0728 {88
PEL-322 1,94 |+ | 1,26 |5 0485 | x| 028 |F 114 || 172 i

PFt-323 1,16 |+ | o050 | b 0,43 || 017 | m¥ 1 o5z || 031.]#ah
PFt-324 134 |+ | 043 | #r 843 | x| 013 | Kk 0,58 || @29 |bd
PFt-325 1,21 | +| 040 | dn p41 x| 016 |br 049 x| 025 |28
PFt-326 1i6 | | 045 | 2t 035 | +| 017 |2k 043 {+| 029 |ad
PEt-327 1,20 [+ | 044 icn 039 || 010 |&T 048 || 022 |=E
PFt-328 1,23 |+ | 039 | &l 037 |21 012 |ao 042 [ %] 018 |a@e
PFt-329 1,35 | + | 041 | bk 038 [+] 013 | P 046 |z | 026 | &f
PFt-330 092 |x1{ 038 |2 033 || 014 | 2B 032 [£! o2 |2

PFt-331 093 | £1 ps7 | ab 040 || 013 j&r 041 |+! D28 |ad
PFt-332 1,32 | £| 040 | hr 037 | *| 013 ;am 050 ! £1] 024 | =h
PFt-333 - 121 |+ | 088 | con 034 j=| 021 | 052 || o71 | &h
PFt-334 1,13 | +| 049 | & 045 |+ | 013 | o 052 || 830 |=h
PFt-335 1,14 j+| 039 | am 031 |+ | 012 |ad 0,3 {%| 017 |2c
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Tabela 3.8. cd. Ocena patogenicznosci izolatoéw F. temperatum

1ZOLAT DEUGOSE SZEROKOSE? INDEKS PORAZEN(A®
PFt-336 1,04 [z] 048 |28 033 1| 0,14 |[&bh 0,38 || 025 |ad
PFt-337 1,27 |+ | 037 | e 040 i%| Dl |e&T 053 |1 023 |ah
PFL-238 130 || 059 |er 035 [z 012 | & 046 |=| 026 |28
PFt-339 1,15 [+ | 039 | am 042 [+1 015 |Fr 051 f+| 026 |ah
PFt-340 1,18 || 065 | Cm 040 || 018 |7 053 | +| 051 | bh
PFt-341 1,22 [+ 041 | do 042 || 011 | 053 [£] 0327 [ah
PFt-342 097 |+| 034 |ad 035 | +| 009 2k 936 |+ 018 | @b
PFt-343 1,26 |+ 031 |eT 030 |+] 008 |2 039 [+| 0,16 |ad
PFt-344 112 |21 036 | ak 037 x| 033 | a0 043 |+ | 024 | ad
PFt-345 1,43 | £| 028 | nr 040 x| 021 |er 062 || 041 |dd
PFt-346 1,27 || 075 | fo 038 [ +| 026 |op 058 |x| 077 |<h
PFt-347 1,31 |+ 062 |&r 041 | =] 019 |er 061 || 066 |Ci
PFt-348 1,18 |+ | 0,39 | an 042 |+ 017 | Er 052 |£{ 031 |ah
PFt-349 1,48 [ | 096 | or 041 | +| oa7 | *r 071 1§ 087 |bhi
PFt-350 1,27 | 2| 028 |or 044 | 2| D1z |Ir 056 [+ | pag | =&
PFt-351 1,13 [z 0,36 | 3 036 |+ | 011 | & 041 [+] 021 ;ad
PFt-352 152 |+| 084 T 043 | x| 023 | 081 |+]| 12,38 |1
PFt-353 1,28 |+ | 055 | e 039 || 009 |br 651 |+ | 025 |ah
PFt-354 1,40 |z | 047 | m—r 038 |+| 015 {30 054 [+| p2s | bh
PFt-355 1,31 | x| 054 |&r 033 |+| 0,33 | a8 048 2| 0,28 |28
PFt-356 1,38 |+ 058 |{iT 039 x| 016 |ar 056 (%] 0,32 |bh
PFt-357 1,30 |+ | 037 ;8 037 2| 014 | a0 050 || 0,24 |ah
PFt-358 1,09 { | 042 |ai 043 |z | 018 | kr 047 | % | 027 | 28
PFt-359 1,34 || 047 | 038 |z | 020 | &P 0,56 |+] 055 |bh
PFt-360 1,05 || 036 | af 033 [=| 043 |af 036 |+ | 022 |3b
PFt-361 111 | =] 042 | & 038 [z | oog |&r 041 |+| 0,19 |ad
PFt-362 1,48 | x| 082 |or 046 |z | o011 |T 069 |+ | 047 | &
PFt-363 152 | £ 057 | pT 042 = | oas |[Jr 069 | £| 0,45 | &
PFt-364 1,22 |+] 034 | cO 033 | 2| 011 |28 042 |+ | 021 | ad
PFt-365 1,23 | +{ 034 | do 041 | 2| 016 | bt 0,53 |+ | 028 | ah
PFt-366 1,12 |+ 046 | @m 037 |+| p12 | 2P ‘043 | x| 025 | 3B
PFt-367 1,11 |+ | 042 | & 0,36 | | 0,7 | @l 042 || 025 | ad
PFt-368 117 |+ 041 |@n 040 12| 012 |er 048 (2] 0,22 |&h
PFt-369 1,24 | £} 039 | eo0 038 || 018 | a0 049 [+]| 031 |2h
PEL-370 1,28 || 0,50 |eT 037 [ £| 014 |an 049 |[+| 026 |2h

'DL — dhugost nekrozy [cm] powstalej po inokulacji pedu F.femperatum
*SZ — szerokosé nekrozy [cm] powstalej po inokulacji pedu F.temperatum

*IND -~ indeks porazenia SZxDL
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