4, Opis tematow badawczych

4.1. Temat badawczy 1: Ocena podatno$el linii  hodowlanych Zea mays na poraZenie

przez Fusarium lemperalim

Cel tematu

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

znaczenia tego grzyba jako sprawcy fuzariozy kolb kukurydzy.
Muaterial i metody (opisac jak w publikaciji)

Z uwagi na wystepujacy duzg zmiennos¢ w doSwiadcezeniach polowych planowany uklad
doswiadczenia w 2019 roku odpowiadal schematowi badan z poprzednich lat (2015-2018).

¢ Inokulacyjne doswiadczenia polowe

Material badawczy stanowily istetne i majgce znaczenie gospodarcze w Polsce linie podgatunkow
kukurydzy: kukurydzy pastewnej — konski zab (Zea mays var. indentata) oraz kukurydzy zwyldej (Zea mays
var. indurata). Doswiadezenie zatoZzono na terenie pol doswiadczalnych IHAR-PIB w Radzikowie, Hodowli
Roslin Smolice (HRS) i Malopolskiej Hodowli Rodlin Odziat w Kobierzycach (MHR). Zgodnie z
zatozeniami uwzgledniono w badaniach ogdtem 120 genotypéw rocznie, w tym 60 form kukurydzy typu
flint oraz 60 form kukurydzy typu dent. Kazdy z genotypdw wysiano w dwdch miejscowosciach w
Radzikowie i Smolicach oraz Radzikowie 1 Kobierzycach. W kazdej lokalizacji zastosowano 2 powtdrzenia
dla kazdego genotypu kukurydzy, gdzie jedno powtérzenie stanowily 10 zebranych inokulowanych kolb.

Inokulum stanowila zawiesina zarodnikéw o mianie 10% ml, ktora wprowadzano do kolb metodg ,,nail
punch”™ (Wit i in. 2011). Inockulacje kukurydzy przeprowadzano w fazie R2 jej rozwoju i obejmowala ona
w pojedynczym powtdrzeniu 10 kolb. Ukiad do$wiadczenia zakladat zastosowanie dwdch powtorzei.

s Przygotowanie inokulum

Inokulum przygotowano w oparciu o 5 izolatdéw F.remperatum po uprzednie] weryfikacji ich
patogenicznosei. Weryfikacje patogenicznosci wykonano w dodwiadezeniu szklarniowym przy zastosowaniu
metody inokulacji typu ,.toothpicks™ opisanej w temacie 3. Sposrdd 50 izolatdw F.iemperatum wybrano 5
najbardziej patogenicznych, wobec rodlin kukurydzy ocenianych w warunkach szklarniowych. Jako podloze
do wzrostu grzybdw zastosowano ziarniaki po uprzednim ich doprowadzeniu do wilgotnosei 45 % i
zautoklawowaniu. Hodowle 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 zbiorezej. Stosowano 6
punktowa skalg porazenia o nastepujacej konstrukeji: 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 silne porazenie ponad 50 %.

Wit M., Warzecha R., Mirzwa-Mréz E., Jablonska E., Ochedzki P., Waskiewicz A., Wakuliiski W. 2011. Susceptibility of flint and dent maize
ears to Fusarium specics. Phytopathologia. 60: 3545,



Wyniki

Analiza stopnia porazenia kolb kukurydzy przez F temperatum
Badaniami objeto 120 genotypdw kukurydzy wytypowanych do badan przez dwie stacje hodowlane (A i B).
Doswiadczenie bylo realizowane na terenie pol doswiadczalnych Pafnstwowego Instytutu Badawczego IHAR
w Radzikowie, Hodowli Rodlin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa IHAR (HRS Smolice) oraz Malopolskiej Hodowli
Rodlin oddzial w Kobierzycach (MHR Kobierzyce), gdzie ocenie poddawano odpowiednio 60, 60 i 120
obiektéw. Zgodnie z zatozeniami podatnos¢ kazdego genotypu na poraZenie przez F.femperatum byla
oceniana w dwoch lokalizacjach.
Uzyskane wyniki stopnia porazenia kukurydzy zostaly przedstawione w tabelach 1.1-1.7 oraz na rycinach
1.1-1.8.
Zakres zmiennosci cechy dla badanych genotypdw wahat si¢ od 0,74 (dla genotypu K-22) do 2,95
w przypadku genotypu o numerze kodowym K-12 (tabela 1.1).
Sredni stopiert porazenia materiatow pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce (1,42) i HRS Smaolice (1,33)
réznit sig znacznie i rdznica ta przy o =0,05 byla statystycznie istotna (F=15,37  p= 0,0001).
Formy flint pochodzace z hodowli MHR Kobierzyce byly porazone w zakresie od 0,74 do 2,95 (rycina 1.1),
natomiast dent od 0,75 do 2,00 (rycina 1.2).
Formy flint pochodzace z hodowli HRS Smolice byly porazone w zakresie 0,85 do 1,83 (rycina 1.3),
natomiast dent od 0,97 do 2,05 (rycina 1.4).
W przypadku materiatléw pochodzacych z hodowli HRS Smolice testowanych w Smolicach (tabela 1.2)
stwierdzono:
» zmienno$¢ porazenia kolb badanych genotypéw od 0,70 dla genotypu o numerze kodowym S-5
do 2,50 dla genotypu o numerze S-48.
¢ Formy flint byly porazone w zakresie od 0,70 (5-5) do 2,44 (S-22), natomiast dent od 0,76 (S-33)
do 2,50 (5-48).
W przypadku materiatdw pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce testowanych w Kobierzycach (tabela
1.3) stwierdzono:
s zmienno$¢ porazenia kolb badanych genotypdw od 0,50 dla genotypu o numerze kodowym K-38 do
3,15 dla genotypu o numerze K-12.
+ Formy flint byly porazone w zakresie od 0,67 (K-22) do 3,15 (K-12), natomiast dent od 0,50 (K-38)
do 2,50 (K-39).
W przypadku materiatéw pochodzacych z hodowli HRS Smolice testowanych w Radzikowie (tabela 1.4)
stwierdzono:
* zmienno$¢ porazenia kolb badanych genotypéw od 0,30 dla genotypu o numerze kodowym S-44 do
1,90 dla genotypu o numerze S-19.
» Formy flint byly porazone w zakresie od 0,71 (S-10) do 1,90 (S-19), natomiast dent od 0,30 (S-44) do
1,86 (S-56).
W przypadku materiatow pochodzaeych z hodowli MHR Kobierzyce testowanych w Radzikowie

(tabela 1.5) stwierdzono:



- zmienno$é porazenia kolb badanych genotypéw od 0.23 dla genotypu o numerze kodowym
K-43 do 2,75 dla genotypu o numerze K-12.

. Formy flint byly porazone w zakresie od 0,50 (IK-7) do 2,75 (K-12), natomiast dent od 0,23
(K-43) do 2,10 (K-52).

Stopieft porazenia materiatdw pochodzacych z hodowli A (Smolice i Radzikéw) i B (Kobierzyce
i Radzikow) roznil sie nieznacznie, lecz rdznica ta byla istotna statystycznie. W przypadku materiatu
roslinnego pochodzacego z hodowli A i B sredni stopien porazenia kolb wynosit odpowiednio 1,33 i 1,42
(F=15,37 p=0,0001) (rycina 1.8).

W przypadku materiatéw pochodzacych z hodowli HRS Smolice, testowanych w Smolicach i Radzikowie
{(hodowla A) zmiennos¢ porazenia kolb badanych genotypdw wahata sie od 0,85 dla genotypu o numerze
kodowym S-5 do 2,05 dla genotypu o numerze S-48. Formy flint pochodzace z tej hodowli byly porazone w
zakresie od 0,85 do 1,83, natomiast dent od 0,97 do 2,05 (tabela 1.6}.

Zakres zmiennosci badangj cechy dla materialéw pochodzacych z hodowli MHR Kobierzyce, testowanych w
Kobierzycach i Radzikowie (hodowla B) wahat sie od wartosei 0,74 dla genotypu o numerze kodowym K-22
do 2,95 dla genotypu K-12. Formy flint pochodzace z tej hodowli byly porazone w zakresie 0,74 do 2,95,
natomiast dent od 0,75 do 2,00 (tabela 1.7).

Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancii, z ryzykiem bledu o =0,05 stwierdzono istotny wplyw
warunkéw $rodowiska na stopien porazenia badanych genotypéw kukurydzy (F=124,89 p=0,000). Sredni
stopien porazenia materialdw badanych w Radzikowie wynosit 1,21 i byt istotnie mniejszy niz w Smolicach
(1,43} i Kobierzycach (1,64) (rycina 1.5). Formy flint kukurydzy byly istotnie stabiej porazane niz dent
(rycina 1.6). Stopien porazenia roslin wynosit odpowiednio 1,32 i 1,43, Zalezno$¢ taka obserwowano w
przypadku trzech lokalizacji doswiadczenia tj. Smolice, Kobierzyce i Radzikéw. Porazenie form dent i flint
wynosito odpowiednio:

* w Smolicach 1,561 1,29 (F=31,77 p=0,0000)

+ w Radzikowie 1,251 1,16 (F=11,68 p=0,0006)

» w Kobierzycach 1,64 i 1,63 (F=0,02 p=0,8920)

Roéznice w dwach lokalizacjach dog§wiadezenia (Smolice i Radzikdow) byly istotne statystycznie (rycina 1.7).
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Tabela 1.1. Sredni stopieri porazenia 120 genotypéw kukurydzy przez F.remperatum

tp Genotyp $redni stopien porazenia lp Genotyp éredni stopiefi porazenia

1 s-1 1,53 * | 0,76 31 5-31 1,38 + | 0,73
2 5-2 1,19 * | 0,69 32 $-32 1,23 + | 0,93
3 5-3 1,62 + | 1,02 33 $-33 1,00 * 1053
a S-4 1,59 + 10,85 34 S-34 1,38 + | 0,68
5 S-5 0,85 + |043 35 5-35 1,30 + | 0,66
6 S-6 0,85 +* | 0,57 36 S-36 1,49 + [ 0,79
7 S-7 0,97 + | 0,60 37 5-37 1,49 £ 10,72
8 S-8 1,33 + | 0,66 38 S-38 1,55 + 10,76
9 5-9 1,12 + 11,01 39 5-39 1,39 + (0,84
10 $-10 0,97 £ 10,52 40 5-40 1,59 * | 0,79
11 S-11 0,92 + 10,53 41 5-41 143 * | 0,50
12 S-12 0,93 + | 0,42 42 5-42 1,05 + | 0,60
13 5-13 1,45 + | 0,60 43 5-43 1,29 10,71
14 s-14 1,82 + | 0,65 44 s-44 1,35 + | 1,31
15 5-15 1,09 + | 0,66 45 S-45 1,63 + | 0,81
16 5-16 1,12 £ | 0,55 46 S-46 0,97 + 0,77
17 5-17 1,16 + | 0,64 a7 5-47 1,45 + | 0,62
138 5-18 1,17 + 10,75 48 5-48 2,05 + 10,89
19+ $-19 1,80 * | 0,76 49 5-49 1,33 + | 0,76
20 5-20 0,85 + | 0,48 50 5-50 1,53 + 0,61
21 5-21 0,88 + | 0,33 51 5-51 1,53 £ 1082
22 §-22 1,83 + | 1,26 52 $-52 1,33 * | 062
23 5-23 1,35 + 10,72 53 5-53 1,23 + | 048
24 5-24 1,50 + | 0,64 54 S-54 1,46 t | 0,74
25 5-25 1,42 + 0,68 55 S-55 1,33 + 1,00
26 S-26 1,26 + | 0,55 56 S-56 1,59 + | 0,78
27 $-27 1,67 + | 0,84 57 S-57 1,68 £ 10,91
28 S-28 1,30 + | 0,61 58 5-58 1,50 10,72
29 5-29 0,87 + | 0,34 59 S-59 1,75 + 10,81
30 5-30 1,08 + | 0,35 60 S-60 1,10 £ 0,38
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Tabela 1.1 cd. Sredni stopient porazenia 120 genotypow kukurvdzy przez F.temperatum

Lp Genotyp Sredni stopieri porazenia Lp Genotyp sredni stopien porazenia
61 K-1 1,15 + 10,83 91 K-31 1,44 + | 0,68
62 K-2 1,90 + 10,98 92 K-32 1,67 + 10,77
63 K-3 1,45 + 10,76 93 K-33 1,63 * {067
64 K-4 1,33 + [ 0,62 94 K-34 1,43 + | 0,64
65 K-5 1,34 + | 0,88 85 K-35 1,59 + | 0,79
66 K-6 1,28 + [ 0,55 96 K-36 1,63 + |1 0,70
67 K-7 1,04 * | 0,60 97 K-37 1,33 + | 0,69
68 K-8 2,08 + 11,15 98 K-38 0,75 * | 0,49
69 K-9 1,06 * 10,35 99 K-39 1,93 + 11,07
70 K-10 1,40 * 10,63 100 K-40 1,03 + | 0,49
71 K-11 2,11 * | 0,92 101 K-41 1,58 + | 0,64
72 K-12 2,95 * | 0,60 102 K-42 1,97 * | 0,83
73 K-13 0,78 * | 048 103 K-43 1,27 + 1,07
74 K-14 1,26 + | 0,50 104 K-44 1,61 * 10,62
75 K-15 0,98 + | 042 105 K-45 1,75 * 10,81
76 K-16 1,05 + | 0,55 106 K-46 1,36 +* 10,54
77 K-17 0,76 x | 0,49 107 K-47 1,40 +* 10,58
78 K-18 1,58 * | 0,76 108 K-48 1,33 + | 0,62
79 K-19 0,93 * | 0,35 109 K-49 1,23 + | 0,53
80 K-20 1,00 + | 0,51 110 K-50 1,38 + | 0,67
81 K-21 1,69 t | 0,86 111 K-51 1,85 + [ 0,80
82 K-22 0,74 * | 051 112 K-52 2,00 + | 0,64
83 K-23 1,55 + 11,08 113 K-53 1,30 + 0,52
34 K-24 0,97 + 10,64 114 K-54 1,69 +* 0,85
.85 K-25 2,13 * {079 115 K-55 1,20 + | 0,65
86 K-26 1,38 * 1081 116 K-56 1,05 + | 0,22
87 K-27 1,38 + 10,71 117 K-57 1,50 t 10,76
88 K-28 1,67 + 10,87 118 K-58 1,45 * 10,71
89 K-29 1,28 + | 0,68 119 K-59 1,08 + ;047
90 K-30 1,43 * | 0,75 120 K-60 1,23 * 0,53
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Tabela 1.2. Sredni stopiefi porazenia 60 genotypéw kukurydzy (SH Smolice) form Flint (S1-830) oraz Dent

(S31-S60) przez F.temperatum w doswiadczeniu zatozonym w Smolicach

Lp Genotyp jredni stopien porazenia Lp Genotyp $redni stopien porazenia
1 5-1 1,83 + 0,86 31 5-31 1,82 + | 0,98
2 S-2 1,26 + ] 0,65 32 5-32 1,40 t | 1,10
3 5-3 1,65 + (0,81 33 5-33 0,76 £ | 0,56
4 S-4 1,84 + 0,96 34 S-34 1,50 + 10,79
5 5-5 0,70 | 057 35 5-35 1,30 + {073
6 5-6 0,90 + 10,72 36 5-36 1,26 * [ 0,65
7 S-7 0,85 + | 0,67 37 5-37 1,68 + [ 0,89
8 5-8 1,55 + | 0,69 38 5-38 1,70 x| 0,73
9 5-9 1,26 + | 1,24 39 5-39 1,83 + | 0,99
10 S-10 1,15 * | 0,37 40 5-40 1,80 + 10,89
11 5-11 1,00 + | 0,58 41 5-41 1,55 + | 051
12 S-12 0,80 + ;0,41 a2 5-42 1,35 t | 0,59
13 5-13 1,50 + | 0,69 43 5-43 1,40 £ | 0,75
14 5-14 1,95 + [ 0,76 44 5-44 2,40 + 10,99
15 §-15 0,90 + | 0,45 45 S-45 1,95 + 0,76
16 5-16 1,05 + 10,51 46 S-46 0,95 * [ 0,78
17 5-17 1,11 + 10,57 47 S-47 1,55 + | 0,69
18 5-18 1,05 + [ 0,83 48 5-48 2,50 + | 0,69
19 $-19 1,70 + | 0,80 49 S-49 1,40 + | 0,82
20 5-20 0,90 + | 0,55 50 5-50 1,60 + | 0,60
21 5-21 0,80 + | 041 51 S-51 1,50 + ;1,00
22 5-22 2,44 * (1,20 52 5-52 1,25 + 1044
23 5-23 1,75 + 10,72 53 5-53 1,30 + | 057
24 S-24 1,40 = | 0,60 54 $-54 1,55 £ | 0,76
25 S-25 1,72 + [ 0,75 55 5-55 1,35 1,14
26 5-26 1,05 + | 0,40 56 5-56 1,40 * | 0,68
27 §-27 1,55 + | 0,76 57 5-57 1,90 + | 1,02
28 5-28 1,35 + | 0,67 58 5-58 1,70 * | 0,80
29 5-29 0,79 | 042 59 5-59 2,25 x 10,79
30 5-30 1,10 + 10,45 60 S-60 1,00 + | 0,32
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Tabela 1.3. Sredni stopiefi porazenia 60 genotypéw kukurydzy (MHR Kobierzyce) form Flint (K1-K30) oraz

Dent (K31-K60) przez F.temperatum w do§wiadczeniu zatozonym w Kobierzycach

ip Genotyp $redni stopien poraenia Lp Genotyp sredni stopien porazenia
1 K-1 0,70 + | 0,47 31 K-31 1,70 + | 0,80
2 K-2 2,50 + {095 32 K-32 2,26 + | 0,65
3 K-3 1,90 £ 10,79 33 K-33 1,85 + | 0,66
4 K-4 1,60 + 10,75 34 K-34 1,50 + |1 0,51
5 K-5 1,55 + | 1,00 35 K-35 1,79 + |1 0,92
6 K-6 1,55 + | 0,69 36 K-36 1,95 + | 0,69
7 K-7 1,20 + | 0,41 37 K-37 1,40 + 10,82
8 K-8 2,53 + [1,22 38 K-38 0,50 061
9 K-8 1,10 + | 0,45 39 K-39 2,50 + | 1,18
10 K-10 1,20 + | 0,62 40 K-40 1,00 t | 0,65
11 K-11 2,60 + | 0,50 a1 K-41 2,11 + | 0,47
12 K-12 3,15 t | 0,49 42 K-42 2,10 + | 0,72
13 K-13 0,85 (0,49 43 K-43 1,95 + | 0,76
14 K-14 1,44 051 44 K-44 2,15 + | 0,88
15 K-15 1,15 + 10,37 45 K-45 1,55 + | 0,76
i6 K-16 1,30 + | 0,57 46 K-46 1,35 * {049
17 K-17 0,80 + 10,52 47 K-47 1,40 £ 10,50
18 K-18 2,06 + | 0,64 48 K-48 1,55 +* 10,60
19 K-19 1,00 + | 0,00 49 K-49 1,35 + 1059
20 K-20 1,21 £ | 042 50 K-50 1,40 * | 0,75
21 K-21 2,20 + | 0,77 51 K-51 2,35 + | 0,49
22 K-22 0,67 + 10,49 52 K-52 1,90 + | 0,64
23 K-23 2,45 + | 0,69 53 K-53 1,40 + | 0,50
24 K-24 0,75 + | 0,44 54 K-54 2,21 + 1098
25 K-25 2,60 x | 0,75 55 K-55 1,15 * [ 0,55
26 K-26 1,80 £ | 0,89 56 K-56 1,05 + [ 0,22
27 K-27 1,70 * | 0,66 57 K-57 1,70 + | 0,80
28 K-28 1,95 * 11,08 58 K-58 1,55 * | 0,69
29 K-29 1,60 * 1082 59 K-59 1,20 * | 0,62
30 K-30 1,90 + 0,72 60 K-60 1,45 + 10,69
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Tabela 1.4. Sredni stopiefi porazenia 60 genotypéw kukurydzy (SH Smolice) form Flint (S1-830) oraz Dent

(S31-S60) przez F.temperatum w dos$wiadezeniu zatozonym w Radzikowie

Lp Genotyp sredni stopien porazenia ip Genotyp $redni stopien poraienia
1 5-1 1,25 + | 0,55 31 5-31 1,11 + 10,32
2 5-2 1,08 £ | 0,76 32 532 1,05 + 10,71
3 5-3 1,57 | 1,28 33 S-33 1,20 + 0,41
4 54 1,35 * | 0,67 34 5-34 1,18 + | 0,40
5 55 1,00 * 0,00 35 5-35 1,29 + | 0,59
6 S-6 1,00 + §0,35 36 S-36 1,70 t+ | 0,86
7 S-7 1,18 + 0,40 37 5-37 1,30 * | 0,47
38 S-8 0,90 + 10,32 38 S-38 1,39 + (0,78
9 59 0,93 + 10,59 39 5-38 0,94 + | 0,24
10 5-10 0,71 + [ 0,61 40 5-40 1,37 * 10,60
11 5-11 0,85 + [ 0,49 41 5-41 1,30 * 1047
12 5-12 1,05 + 10,39 42 S-42 0,74 + | 0,45
13 $-13 1,40 + | 0,50 43 S-43 1,13 + | 0,64
14 5-14 1,67 + | 0,49 44 5-44 0,30 + | 0,47
15 S-15 1,33 £ | 0,82 45 5-45 1,30 | 0,73
16 S-16 1,23 + | 0,60 46 S-46 1,00 + 0,78
17 5-17 1,21 + | 0,71 47 5-47 1,31 + 1048
18 5-18 1,33 + | 0,62 48 5-48 1,58 * 10,84
19 '§-19 1,90 * | 0,72 49 5-49 1,20 + | 0,63
20 5-20 0,80 + | 041 50 5-50 1,44 + 10,63
21 S-21 0,95 + 10,22 51 S-51 1,55 + | 0,60
22 §-22 0,82 * 10,40 52 5-52 1,40 + | 0,75
23 5-23 0,88 + 10,33 53 S-53 1,15 t (0,37
24 5-24 1,60 + | 0,68 54 5-54 1,25 * | 071
25 S-25 1,15 + | 0,49 55 $-55 1,29 + 1049
26 5-26 1,45 t | 0,60 56 5-56 1,86 + | 0,86
27 §-27 1,79 x | 0,92 57 5-57 1,41 + | 0,71
28 5-28 1,25 +* | 0,55 58 S-58 1,30 * | 0,57
29 $-29 0,95 + 10,23 59 5-59 1,25 * 1044
30 $-30 1,05 t | 0,22 60 5-60 1,20 + 1041
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Tabela 1.5. Sredni stopien porazenia 60 genotypéw kukurydzy (MHR Kobierzyce) form Flint (K1-K30) oraz

Dent (K31-K60) przez F.temperatum w dodwiadczeniu zatozonym w Radzikowie

Lp Genotyp sredni stopien porazenia Lp Genotyp $redni stopien porazenia

1 K-1 1,85 + 10,80 31 K-31 1,16 + | 0,37
2 K-2 1,30 £ | 0,57 32 K-32 1,10 + 0,31
3 K-3 0,94 + {024 33 K-33 1,37 + | 0,60
4 K-4 1,05 + 10,22 34 K-34 1,35 + | 0,75
5 K-5 1,11 + | 0,68 35 K-35 1,40 £ | 0,60
6 K-6 1,00 + | 0,00 36 K-36 1,30 + | 0,57
7 K-7 0,50 + | 0,84 37 K-37 1,25 + | 0,55
8 K-8 1,46 t | 0,66 38 K-38 1,00 + | 0,00
9 K-9 1,00 + | 0,00 39 K-39 1,35 + | 0,49
10 K-10 1,60 + | 0,60 40 K-40 1,06 + | 0,24
11 K-11 0,88 + | 0,35 41 K-41 1,10 + | 0,31
12 K-12 2,75 + | 0,64 42 K-42 1,82 + | 0,95
13 K-13 0,70 + | 0,47 a3 K-43 0,23 + 10,44
14 K-14 1,10 + | 0,45 44 K-44 1,00 * 1049
15 K-15 0,80 + | 0,41 45 K-45 1,95 + |0,83
16 K-16 0,80 + 1041 46 K-46 1,38 + | 0,62
17 K-17 0,71 T 047 47 K-47 1,40 + [ 0,68
18 K-18 1,15 + [ 0,59 48 K-48 1,10 + | 0,55
19 K-19 0,85 + | 0,49 49 K-49 1,10 £ | 0,45
20 K-20 0,69 + [ 0,48 50 K-50 1,35 £ | 0,59
21 K-21 1,06 + | 0,44 51 K-51 1,35 | 0,75
22 K-22 0,85 + [ 0,55 52 K-52 2,10 + | 0,64
23 K-23 0,65 t | 0,49 53 K-53 1,20 + [ 0,52
24 K-24 1,24 + 10,75 54 K-54 1,20 + 1041
25 K-25 1,65 + 10,49 55 K-55 1,25 | 0,72
26 K-26 0,95 + | 0,40 56 K-56 1,05 + | 0,22
27 K-27 0,83 t | 0,39 57 K-57 1,28 t | 0,67
28 K-28 1,40 £ | 050 58 K-58 1,35 + | 0,75
29 K-29 0,95 | 022 59 K-59 0,95 + 10,22
30 K-30 0,95 * 10,39 60 K-60 1,00 + 10,00
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Tabela 1.6. Stopien porazenia genotypdw kukurydzy przez F.temperatum, wartosci $rednie dla materialow
hodowli Smolice z wyréznionymi grupami jednorodnymi, dla form Flint (S1 — S30) i Dent (S31- § 60), na

podstawie oceny przeprowadzonej w Smolicach i Radzikowie

Lp | Genotyp | $redni stopieni poraZenia Lp | Genotyp Sredni stopien porazenia
1 5-1 1,53 ] = | 0,76 | ¥ 31 5-31 1,38 + | 073 |
2 5-2 1,19 | + | 0,69 |b" 32 5-32 1,23 + | 0,93 |c°
3 5-3 1,62 | + | 1,02 | ™ 33 $-33 1,00 + | 053 ]|%h
4 s-4 1,59 | = | 0,85 | 34 5-34 1,38 + | 068"
5 S-5 085 | £ | 043]° 35 S-35 1,30 + | 0,66 &
6 5-6 09 | = | 057 |2 36 5-36 1,49 + | 079 | ™w
7 5-7 097 | * | 0,60 |8 37 5-37 1,49 £ | 072 |m™w
8 5-8 1,33 | £ | 066 | 38 5-38 1,55 + 10,76 | P
9 59 1,12 ¢ £ | 1,01 |k 39 $-39 1,39 + |o084 it
10 $-10 097 { + | 052 |?® 40 S-40 1,59 + | 0,79 | ™
11 5-11 0,92 | + | 053 | 41 S-41 1,43 + | 0,50 |kt
12 5-12 093 | £ | 042 |?%c 42 5-42 1,05 + | 0,60 2
13 | 5-13 1,45 | + {060 | 43 $-43 1,29 + | 071 |¢&"
14 5-14 1,82 | & | 0,65 |*Y 44 5-44 1,35 + | 1,31 (%
15 $-15 1,09 | + | 0,66 | 45 5-45 1,63 + | 0,81 |
16 5-16 1,12 | + | 0,55 | 46 5-46 0,97 + | 0,77 | ¢
17 | s-17 1,16 | + | 0,64 |2 a7 S-47 1,45 + | 0,62 |k
18 $-18 1,17 t + | 0,75 |[&™m 48 5-48 2,05 + 10,89 |V
19 5-19 1,80 | + | 0,76 |w¥ 49 5-49 1,33 + | 0,76 (Mt
20 $-20 08 | + | 048132 50 $-50 1,53 + | 0,61 | ™
21 5-21 0,88 | + ] 0,33 {2b 51 5-51 1,53 + | 0,82 | o
22 §-22 1,83 | + | 1,26 | wv 52 S-52 1,33 £ 10,62
23 5-23 1,35 | = | 072 | " 53 $-53 1,23 + 0,48 |°°
24 5-24 1,50 | + | 064 | 54 5-54 1,46 ¥ | 0,74 | kw
25 5-25 1,42 | £ | 0,68 | &t 55 5-55 1,33 + | 1,00 |t
26 5-26 1,26 | £ | 0,55 | 9P 56 $-56 1,59 + | 0,78 ™
27 $-27 1,67 | = | 0,84 | ¥ 57 S-57 1,68 + | 0,91 |
28 S-28 1,30 | + o061 | 58 5-58 1,50 £ | 0,72 |
29 §-29 0,87 | £ | 034 |%P 59 5-59 1,75 + | 0,81 |uY
30 $-30 1,08 | £ | 035 |2 60 S-60 1,10 + | 0,38 |2
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Tabela 1.7. Stopien porazenia genotypow kukurydzy przez F.temperatum, wartosci Srednie dla materiatow
hodowli Kobierzyce z wyrdznionymi grupami jednorodnymi, dla form Flint (K1- K30) i Dent (K31- K60),

na podstawie oceny przeprowadzonej w Kobierzycach i Radzikowie

Lp | Genotyp | Sredni stopien porazenia Lp | Genotyp Sredni stopien porazenia
1 K-1 1,15 ¢ & | 0,83 | 31 K-31 1,44 + | 0,68 |+
2 K-2 1,90 | + | 0,98 |® 32 K-32 1,67 + | 0,77 | oW
3 K-3 1,45 | + | 0,76 | 33 K-33 1,63 + | 0,67 | ™
4 K-4 1,33 | + | 0,62 | " 34 K-34 1,43 + | 0,64 |
5 K-5 1,34 | + | 088 |Fn 35 K-35 1,59 + | 079 | M
6 K-6 1,28 | + | 0,555 |9k 36 K-36 1,63 £+ | 070 | ™
7 K-7 1,04 | + | 0,60 |2h 37 K-37 1,33 + | 069 |8&n
8 K-8 2,00 | & | 1,15 |V 38 K-38 0,75 + | 049 |2
9 K-9 1,06 | £ | 035 |3h 39 K-39 1,93 £ 11,07 | vy
10 K-10 1,40 | = | 063 | 40 K-40 1,03 + 1049 |
11 K-11 2,11 | + 092 |V 41 K-41 1,58 + ] 0,64 | ks
12 K-12 295 | £ | 06012 42 K-42 1,97 + | 0,83 | wy
13 K-13 078 | = | 048 (3P 43 K-43 1,27 + | 1,07 | ¥
14 K-14 1,26 | * | 0,50 |k a4 K-44 1,61 £ | 0,92 | mt
15 K-15 098 | + | 042 |2d 45 K-45 1,75 + | 0,817
16 K-16 1,05 £ | 055 |*€ 46 K-46 1,36 + | 0,54 |8°
17 | K-17 076 | + | 049 |2 47 K-47 1,40 + | 0,59 |+
18 K-18 1,58 { + | 0,76 | ks 48 K-48 1,33 + | 0,62 |en
19 K-19 | 0,93 | + | 0,35 |2¢ 49 K-49 1,23 + | 0,53 |¢
20 K-20 1,00 | + | 051 |?® 50 K-50 1,38 + | 0,67 { Mo
21 K-21 169 | + | 0,86 |Px 51 K-51 1,85 + | 0,80 |
22 K-22 074 | + | 051 |® 52 K-52 2,00 t | 0,64 | %Y
23 K-23 1,55 | % | 1,08 | ks 53 K-53 1,30 + | 052 |em
24 K-24 | 097 | * | 064 |2d 54 K-54 1,69 + | 0,89 | P
25 K-25 213 | £ | 079 |V 55 K-55 1,20 + | 065 |
26 K-26 1,38 | * | 0,81 | PP 56 K-56 1,05 + | 0,22 | %8
27 K-27 1,38 | + | 0,71 |¢&°P 57 K-57 1,50 + | 0,76 |
28 K-28 1,67 | £ | 0,87 |ow 58 K-58 1,45 £ | 071"
29 K-29 1,28 | + | 0,68 |4k 59 K-59 1,08 + | 0,47 | bh
30 K-30 143 | + | 0,75 | P 60 K-60 1,23 + 1053 |
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Rycina 1.1. Sredni stopien porazenia genotypéw kukurydzy (formy flint) hodowli MHR
Kobierzyce przez Fusarium temperatum
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Rycina 1.2. Sredni stopief porazenia genotypdw kukurydzy (formy dent) hodowli MHR
Kobierzyce przez Fusarium temperatum
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Rycina 1.3. Sredni stopien porazenia genotypéw kukurydzy (formy flint) hodowli HRS Smolice

przez Fusarium temperatum
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Rycina 1.4. Sredni stopien porazenia genotypéw kukurydzy (formy dent) hodowli HRS Smolice
przez Fusarium temperatum
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Rycina 1.5. Sredni stopief porazenia badanych genotypéw kukurydzy przez Fusarium temperatum
w trzech lokalizacjach
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Rycina 1.6. Sredni stopien porazenia form dent i flint badanych genotypéw kukurydzy

przez Fusarium temperatum
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Ryeina 1.7. Poréwnanie stopnia porazenia form dent i 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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4.2. Temat badawezy 2: Analiza profilu metabolitéw wtérnych (mykotoksyn) wystepujgcych

w materiale roélinnym porazonym przez Fusarium temperatum.

Cel tematu
Celem badani bylo przeprowadzenie ilociowe] i jakosciowej analizy metabolitow wtornych wytwarzanych

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

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

przygotowany w kierunku analiz:

- dominujacych metabolitéw F. temperatum, ktére rozpoznano w badaniach in vifro tego patogena
- ergosterolu, ktorego poziom stanowi ilodciowy marker plechy patogena w materiale roslinnym,
- udziatu amylozy/amylopektyn (obydwa zwigzki tworza skrobie, ktora jest podstawowym komponentem

endospermu ziarniakow).

Analiza mykotoksyn

Z uwagi na wystepujgca duza zmienno§¢ w doswiadcezeniach polowych uklad dodwiadczenia
w 2019 roku byl podobny do schematu badan z poprzednich lat (2015-2018).

Po osiggnieciu dojrzatosci zbiorczej kolby kukurydzy byly transportowane do laboratorium a nastgpnie
dosuszane i midcone. Frakcje ziarniakdow z wyraznymi objawami porazenia rozdrabniano i poddawano
analizie pod kgtem zawartosci ergosterolu oraz metabolitéw (mykotoksyn) F.temperatum, kidre rozpoznano
w badaniach z zakresu biosyntezy mykotoksyn w warunkach in vifro tego patogena. (Skrining metabolitow
biosyatetyzowanych przez F.temperatum jest przedmiotem tematu 3).

Przeprowadzono analizy wybranych préb (160), pochodzacych z ziarniakéw porazonych z wybranych
(80) genotypéw kukurydzy, z kazdej (2) lokalizacji badan.

Badania Scauflaire i in. (2012) wskazuja, ze F.temperatiom posiada zdolnos¢ biosyntezy bowerycyny. Dane
na temat mozliwoséci biosynetyzy innych mykotoksyn sa niejednoznaczne, wskazuja na jakosciowg
zmienno$é w populacji gatunku. Procedury analizy mykotoksyn oraz ergosterolu byly zgodne ze stosowang
metodyka ich oznaczania w trakcie realizacji tematu badawczego 3, dotyczacego biosyntezy F.iemperatum

w warunkach in vitro.

Procedura analizy ergosterolu.

Ergosterol jest podstawowym zwiazkiem sterolowym blon cytoplazmatycznych grzybdw i jest standardowo
traktowany jako marker (jakosciowy i ilosciowy) obecnodei plechy grzybdw. Zawarto$¢ ergosterolu
oceniano zgodnie z metodyks przedstawiona w pracy Younga (1995). Metoda ta przewiduje ekstrakcje
grgosterolu w metanolowym roztworze wodorotlenku sodowego w  warunkach promieniowania

mikrofalowego. Zmydlony ergosterol zobojetnia si¢ kwasem solnym a nastgpnie ekstrahuje z roztworu
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pentanem. Uzyskane probki odparowuje sig¢ do sucha i w takiej postaci pozostawia do momentu analizy.
Analiza ergosterolu byla przeprowadzona metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosujae

chromatograf Shimadzu. Rozdziat by} przeprowadzony na kolumnie RP C18, z detekcja UV przy 282am.
Analiza zawartosci amylozy/amylopektyn

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

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

Scauflaire J., Gourgue M., Callebaut A, Munaut F. 2012. Fusariun temperatm, a mycotoxin-preducing pathogen of maize. Eur J Plant Pathot
133:911-922.

Wit M. 2012. Znaczenie Fusarinm verticillioides w etiologii fuzariozy kolb kukurydzy. Praca doktorska 206pp.

Young J.C. 1995. Microwave-assisted extraction of the fungal metabolites ergosterol and totat fatty acids. J. Agric. Foed Chem, 43(t1);
2604-2910.

Wyniki

Analize zawartosci amylozy przeprowadzono w ziarniakach kukurydzy 40 wybranych genotypéw hodowli
MHR Kobierzyce 1 40 wybranych genotypéw hodowli HRS Smolice. Ogdtem pod katem zawartosci
amylozy przebadano 160 prob ziarniakdw wybranych genotypow kukurydzy pochodzacych z doswiadczen
zatozonych na terenie pol doswiadczalnych Hodowli Roslin Smolice (40 prob) Sp. z o. 0. Grupa IHAR oraz
Matopolskiej Hodowli Roélin, oddziat w Kobierzycach (40 prob) oraz Instytutu Hodowli 1 Aklimatyzacji
Roslin IHAR- PIB, Radzikdw (80 prob).

o Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw materiatéw hodowli MHR Kobierzyce,
pochodzgcych z doswiadcezenia zalozonego w Kobierzycach przedstawia tabela 2.1 i tabela 2.2.
Zakres zmiennosci cechy dla badanych genotypdw tej hodowli typu flint wahat si¢ od 21,52% (dla
genotypu K-12) do 32,91% w przypadku genotypu o numerze kodowym K-2, natomiast w przypadku
ziarniakdw typu dent od 20,94% (K-39) do 34,28% (K-47).

e W ziarniakach genotypdéw kukurydzy pochodzacych z hodowli HRS Smelice, pochodzacych z
doswiadczenia zatozonego w Smolicach, stwierdzony udziat amylozy przedstawia tabela 2.3 i tabela
2.4, Zakres zmiennodcei badanej cechy dla form kukurydzy typu flint wahat sie od 24,23% (S-1) do
36,77% (S-5), a w przypadku form kukurydzy typu dent od 20,67% (S-57) do 29,86% (S-55).

e Udziat amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw materialéw hodowli MHR Kobierzyce,
pochodzacych z dodwiadezenia zatozonego w Radzikowie przedstawia tabela 2.5 i tabela 2.6. Zakres
zmiennosei cechy dla badanych genotypow tej hodowli typu flint wahat si¢ od 22,13% (dla genotypu
K-12) do 38,06% w przypadku genotypu o numerze kodowym K-25, natomiast w przypadku
ziarniakow typu dent od 22,59% (genotyp K-32) do 36,65% (genotyp K-50).

e Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakoéw materiatéw hodowli HRS Smolice, pochodzgcych z
do$wiadczenia zalozonego w Radzikowie przedstawia tabela 2.7 i tabela 2.8, Zakres zmiennosci

cechy dla badanych genotypow tej hodowli typu flint wahat sie od 21,52% (dla genotypu S-18) do
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36,56% w przypadku genotypu o numerze kodowym S-1, natomiast w przypadku ziarniakéw typu
dent od 20,87% (genotyp S-51) do 35,90% (genotyp S - 34).

Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw form dent i flint badanych genotypéw kukurydzy dla
poszczegdlnych hodowli przedstawia rycina 2.1.

s Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw form dent i flint, materialéw pochodzgcych z
Hodowli Smolice wynosit odpowiednio 26,66% i 29,26% i roznica ta byla statystycznie istotna
(F=60,35 p=0,0000).

o Udzial amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw form dent i flint, materiatéw pochodzacych z
Hodowli MHR Kobierzyce wynosit odpowiednio 28,07% i 28,66%, tym samym roznica ta nie byta
istotna statystycznie (F=2,99 p= 0,0838). Poziom istotnosei u=0,05.

Udziat amylozy w strukturze skrobi ziarniakéw form dent i flint badanych genotypéw kukurydzy w
poszezegdlnych lokalizacjach przedstawia rycina 2.2, Udziat amylozy w ziarniakach form flint kukurydzy
byl istotnie wyzszy niz dent. Zaleznos¢ ta zanotowano w przypadku lokalizacji do$wiadczenia w Smolicach.
Udziat amylozy w ziarniakach form dent i flint w Smolicach wynosit odpowiednio 25,03% i 30,00%
(F=180,97 p=0,0000). Natomiast w dwoéch pozostatych lokalizacjach doswiadczen tj. Kobierzyce i
Radzikéw, udziat amylozy w ziarniakach form flint byt wyzszy niz dent, jednak roznica ta nie byla istotna
statystycznie. Udzial amylozy w ziarniakach form dent i flint w Kobierzycach wynaosil odpowiednio 26,77%
i 26,78% (F=0,00 p=0,9795) oraz w Radzikowie 28,83% i 29,52% (F=3,61 p=0,0574).

Poziom istotnosci a=0,05.
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Tabela 2.1. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypow kukurydzy (typu flint), hodowli MHR

Kobierzyce, z doswiadczenia zatozonego w Kobierzycach

Lp Numer Miejsce Typ Amyloza
1 K-1 Kobierzyce | Flint 25,47 + 0,74 f-g
2 K-2 Kobierzyce Flint 32,91 + 0,60 r
3 K-5 Kohierzyce Flint 24,58 * 1,03 e
4 K-6 Kobierzyce |  Flint 26,43 + 0,53 i
5 K-7 Kobierzyce Flint 24,87 + 1,14 e-f
6 K-8 Kobierzyce Flint 27,01 t 0,61 i-j
7 K-9 Kobierzyce | Flint 26,37 x 0,48 h-i
8 K-10 Kobierzyce Flint 30,84 * 1,34 P
9 K-11 | Kobierzyce | Flint 23,62 + 0,60 d
10 K-12 | Kobierzyce | Flint 21,52 + 0,34 a-b
11 K-13 | Kobierzyce | Flint 28,94 + 0,93 k-m
12 K-14 Kobierzyce flint 21,71 + 0,65 b
13 K-15 | Kobierzyce | Flint 29,27 + 0,64 k-n
14 K-16 Kobierzyce Flint 29,75 - 0,56 n-o
15 K-17 Kobierzyce Flint 29,60 * 1,15 l-o
16 K-19 Kobierzyce Flint 25,32 * 0,60 e-g
17 K-20 Kobierzyce Flint 22,67 + 0,84 <
18 K-22 Kobierzyce Flint 29,27 t 1,09 k-n
19 K-24 | Kobierzyce | Flint 28,84 + 0,55 kel
20 K-25 Kobierzyce Elint 26,63 i 1,00 i
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Tabela 2.2. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy (typu dent), hodowli MHR

Kobierzyce, z do$wiadczenia zatozonego w Kobierzycach

Lp Numer Miejsce Typ Amyloza

1 K-32 Kobierzyce Dent 29,70 + 0,81 m-o
2 K-24 Kobierzyce Dent 30,34 + 1,00 o-p
3 K-37 Kobierzyce | Dent 25,54 + 0,77 f-g
4 K-38 | Kobierzyce | Dent 27,48 * 0,42 i

5 K-39 Kobierzyce Dent 20,94 + 0,48 a
6 K-40 | Kobierzyce i Dent 25,64 + 0,41 g-h
7 K-44 | Kobierzyce | Dent 23,42 + 0,47 cd
8 K-45 | Kobierzyce | Dent 25,44 + 0,64 f-g
9 K-46 Kobierzyce | Dent 21,81 + 0,31 b
10 K-47 Kohierzyce Dent 34,28 + 2,06 5
11 K-49 Kobierzyce Dent 33,14 x 0,77 r
12 K-50 Kohierzyce Dent 31,60 + 0,48 B
13 K-51 Kobierzyce | Dent 23,28 & 0,51 c-d
14 K-53 Kobierzyce | Dent 28,90 + 0,77 k-l
15 K-54 Kobierzyce Dent 24,64 + 0,32 e
16 K-55 | Kobierzyce | Dent 23,26 |+ 0,39 c-d
17 K-56 | Kobierzyce | Dent 28,67 * 0,36 k
18 K-58 | Kobierzyce | Dent 23,65 + 0,38 d
19 K-59 Kobierzyce | Dent 29,49 + 0,77 l-n
20 K-60 | Kobierzyce | Dent 24,79 + 0,48 e-f
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Tabela 2.3. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypéw kukurydzy (typu flint), hodowli HRS

Smolice, z doswiadczenia zaloZzonego w Smolicach

Lp Numer | Miejsce Typ Amyloza

1 5-1 Smolice Flint 24,23 £ 2,13 | &8
2 S-4 Smolice Flint 27,88 +| 0,36 |Fn
3 S-5 Smolice Flint 36,77 + 0,80 |V

4 S-6 Smolice Flint 32,02 1 0,64 |uw
5 5-7 Smolice Flint 33,75 x 1,89 X

6 5-10 Smolice Fint 31,65 | 061 |tw
7 S-11 Smolice Flint 32,50 + 0,77 w
8 s-12 Smolice Flint 31,10 +| 058 | tu
9 S-14 Smolice Flint 30,80 +{ 0,52 |st
10 5-15 Smolice Flint 31,58 | 0,77 |tw
11 5-16 Smolice Flint 33,85 + 0,59 X
12 S-17 Smolice Flint 28,25 £| 060 |mMo
13 §-18 Smolice Flint 32,10 | 048 | W
14 $-20 Smolice Flint 32,38 0 058 | W
15 S-21 | Smolice | Flint 2471 | +| 0,69 |*%h
16 S-22 Smolice Hint 25,24 #] 0,65 |hi
17 5-23 Smolice Flint 25,86 i 0,32 i
18 S-26 Smolice Flint 28,51 +| 0,61 9P
19 5-29 Smolice Flint 29,39 | 2,61 | PT
20 5-30 Smolice Flint 27,52 +| 065 |IMm
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Tabela 2.4. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypdw kukurydzy (typu dent), hodowii HRS

Smolice, z dos§wiadczenia zatozonego w Smolicach

Lp Numer | Miejsce Typ Amyloza
1 5-32 Smolice Dent 24,04 + 0,47 e-g
2 5-33 Smolice Dent 29,23 + 0,63 p-r
3 5-34 Smolice Dent 26,25 + 0,68 |k
4 $-35 Smolice Dent 28,13 + 0,67 m-n
5 S-36 Smolice Dent 29,43 iy 1,46 p-r
6 S-42 | Smolice | Dent 21,78 || 041 |P
7 S-43 Smolice Dent 22,36 +| 0,68 |bc
8 5-44 Smolice | Dent 22,79 +#| 061 |cd
9 5-45 Smolice Dent 23,46 | 1,04 |de
10 S-46 | Smolice | Dent 2438 (x| 1,44 |eh
11 S-48 Smolice Dent 20,78 ! 0,70 |@®
12 S-49 | Smolice | Dent 2699 || 074 X
13 S-51 Smolice Dent 23,79 + 0,52 e-f
14 5-52 Smolice Dent 28,19 + 1,39 m-o
15 5-53 Smolice Dent 22,31 £ 0,70 |bec
16 5-55 Smolice Dent 29,86 i 1,22 r-s
17 $-56 Smolice | Dent 24,86 | 0,82 |8&h
18 S-57 Smolice Dent 20,67 s 0,33 a
19 S-59 Smolice Dent 29,13 ] 1,40 |or
20 S-60 Smolice Dent 22,21 +| 0,20 |b<




Tabela 2.5. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypdw kukurydzy (typu flint), hodowli MHR

Kobierzyce, z doswiadczenia zatozonego w Radzikowie

Lp Numer | Miejsce Typ Amyloza

1 K-1 Radzikéw |  Flint 26,88 |+ 1,24 d-f
2 K-2 Radzikow Flint 28,66 + 0,39 ]
3 K-5 Radzikéw | Flint 33,50 |+ 1,48 m-n
4 K-6 Radzikow Flint 27,06 + 0,75 e-g
5 K-7 Radzikdw |  Flint 34,47 |+ 0,47 n-0
6 K-8 Radzikéw | Flint 29,93 | 4 0,53 k
7 K-9 Radzikéw | Flint 2477 |t 1,36 b
8 K-10 | Radzikéw | Flint 33,49 | 0,83 m-n
9 K-11 | Radzikéw | Flint 31,56 |+ 0,75 !
10 K-12 | Radzikéw | Flint 22,13 |+ 1,72 a
11 K-13 | Radzikéw | Flint 30,34 |+ 3,65 k
12 K-14 | Radzikéw | Flint 26,72 + 0,64 d-f
13 K-15 | Radzikéw | Flint 31,58 | % 0,62 !
14 K-16 | Radzikéw | Flint 33,40 | 0,72 m
15 K-17 | Radzikéw | Flint 3547 | 0,79 o-r
16 K-19 | Radzikéw | Flint 26,45 |t 0,30 d-e
17 K-20 | Radzikéw | Flint 36,63 |+ 1,07 s
18 K-22 | Radzikéw | Flint 29,50 | & 1,24 ik
19 K-24 | Radzikéw | Flint 30,03 |+ 0,59 k
20 K-25 | Radzikéw | Flint 38,06 | % 1,03 t




Tabela 2.6. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypow kukurydzy (typu dent), hodowli MHR

Kobierzyce, z doswiadczenia zalozonego w Radzikowie

Lp Numer | Miejsce Typ Amyloza
1 K-32 Radzikow Dent 22,59 E 0,58 8
2 K-34 | Radzikow | Dent 28,36 + 0,95 hi
3 K-37 Radzikow Dent 36,41 + 1,56 r-s
4 K-38 Radzikow Dent 36,49 + 1,08 r-5
5 K-39 Radzikdw Dent 33,21 + 0,95 m
6 K-40 | Radzikdw | Dent 28,68 + 0,58 i+
7 K-44 Radzikdw | Dent 28,07 * 0,54 g
8 K-45 Radzikow Dent 35,63 i 1,54 p-s
9 K-46 | Radzikéw | Dent 26,87 + 0,25 d-f
10 K-47 | Radzikéw | Dent 2679 x| 026 |df
11 K-49 | Radzikéw | Dent 2534 x| 063 |b<
12 K-50 Radzikow Dent 36,65 + 1,14 5
13 K-51 Radzikow Dent 25,88 + 0,86 c-d
14 K-53 Radzikdw | Dent 28,44 * 0,48 i
15 K-54 | Radzikéw | Dent 25,24 + 0,74 b-c
16 K-55 Radzikdw Dent 22,87 i 0,53 a
17 K-56 | Radzikéw | Dent 3021 |z 041 |k
13 K-58 Radzikow Dent 27,36 + 0,96 e-h
19 K-59 Radzikow Dent 34,81 * 0,78 o-p
20 K-60 Radzikéw | Dent 27,64 + 0,59 f-i




Tabela 2.7. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypoéw kukurydzy (typu flint), hodowli HRS

Smolice, z doswiadczenia zatozonego w Radzikowie

Lp Numer | Miejsce Typ Amyloza

1 $-1 Radzikdow Flint 36,56 x| 093 |vu

2 5-4 Radzikow Flint 28,72 + 0,75 h-i
3 §-5 Radzikow Flint 29,37 +| 0,55 |k
4 S-6 Radzikéw | Flint 29,02 (x| 083 | M
5 S-7 Radzikow Flint 25,44 +1 029 |f
6 S-10 Radzikéw | Flint 24,32 +| 099 |de
7 S-1% Radzikow Elint 28,99 £ 060 |hi
8 5-12 Radzikow Flint 36,18 + 1,41 | v
9 S-14 Radzikdw £lint 29,24 +| 086 |0k
10 S-15 | Radzikéw | Flint 23,48 | t| 065 |bd
11 5-16 Radzikdw Flint 22,64 +| 052 |b
12 s-17 Radzikow Flint 29,97 £] 0,58 |km
13 S-18 Radzikow Flint 21,52 t: 062 @
14 $-20 Radzikow Flint 34,65 £ 0,87 s
i5 s-21 Radzikéw Flint 23,07 +1 046 | b
16 §-22 Radzikow Flint 32,06 x 1,04 ;o
17 $-23 Radzikow Flint 33,22 +| 0,99

18 5-26 Radzikéw Flint 22,91 £ 033 |b
19 $-29 Radzikow Flint 30,58 +| 0,31 | mn
20 S-30 Radzikow Flint 28,23 +| 051 |h

(]
[V}



Tabela 2.8. Analiza zawartosci amylozy w ziarniakach genotypow kukurydzy (typu dent), hodowli HRS

Smolice, z doswiadczenia zatozonego w Radzikowie

Lp Numer | Miejsce Typ Amyloza
1 5-32 Radzikéw Dent 33,83 x 1,18 p-r
2 5-33 | Radzikéw | Dent 24,31 +| 0,99 |de
3 5-34 Radzikow Dent 35,90 + 0,74 t-u
4 5-35 Radzikdw Dent 23,95 + 0,46 c-e
5 5-36 | Radzikow | Dent 3046 |+ 1,22 (b0
6 S-42 | Radzikow | Dent 2335 |+, 086 |b<
7 S-43 Radzikéw Dent 21,59 t 1,27 a
8 5-44 Radzikdw Dent 33,32 * 1,26 P
9 5-45 Radzikow Dent 35,34 + 1,82 st
10 S-46 Radzikow Dent 32,27 x 1,60 o
11 5-48 Radzikdw Dent 29,70 + 1,18 J-m
12 5-49 Radzikdw Dent 24,40 + 0,56 e
13 5-51 Radzikéw Dent 20,87 t 0,45 2
14 5-52 Radzikow Dent 30,93 % 0,77 n
15 S-53 Radzikow Dent 21,40 * 0,33 a
16 5-55 Radzikow Dent 29,62 * 1,24 il
17 S-56 Radzikdw | Dent 26,28 +| 064 |fE
18 5-57 Radzikdw Dent 26,96 + 0,87 g
19 5-59 Radzikdw Dent 31,90 + 0,86 o
20 $-60 Radzikéw | Dent 29,28 +1 1,00 |k
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Rycina 2.1. Udzial amylozy w strukturze ziarniakdw form dent i flint badanych genotypdéw kukurydzy
(Hodowla Smolice i Hodowla Kobierzyce).
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Ryeina 2.2, Udziat amylozy w strukturze ziarniakdéw form dent i flint badanych genotypéw kukurydzy
w trzech lokalizacjach.

Analize zawartoéci ergosterolu oraz bowerycyny - metabolitdw F.femperatum przeprowadzono
w ziarniakach kukurydzy, dla wybranych 80 genotypéw HRS Smolice 1 80 genotypéw MHR Kobierzyce,
pochodzacych z do$wiadczen zalozonych na terenie pdl do$wiadezalnych Hodowli Roslin Smolice (40 préb)
Sp. z 0. 0. Grupa IHAR oraz Maltopolskiej Hodowli Roslin oddziat w Kobierzycach (40 préb) oraz Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin IHAR - PIB Radzikéw (80 prob). Lacznie analizami pod katem metabolitéw
F.temperatum objgto 160 préb ziarniakéw. Zawartos¢ badanych metabolitdéw dla materiatéw pochodzacych z
obydwu hodowli przedstawiajg odpowiednio tabela 2.9 i tabela 2.10.
W materiatach hodowli Smolice srednia zawartosé¢ bowerycyny (BEA):
. w probach kukurydzy typu dent pochodzgcych z do§wiadcezenia zrealizowanego w:
- Smolicach wynosita 5,36 ppm i wahata sie od 0,72 do 12,60 ppm
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- Radzikowie wynosita 0,94 ppm i wahata si¢ od 0,24 do 2,38 ppm
. w probach kukurydzy typu flint pochodzacych z do$wiadezenia zrealizowanego w:
- Smolicach wynosita 9,17 ppm i wahata si¢ od 1,60 do 25,05 ppm
- Radzikowie wynosita 2,26 ppm i wahata si¢ od 0,19 do 14,48ppm

W materialach hodowli Kobierzyce $rednia zawartos¢ BEA:

. w prébach kukurydzy typu dent pochodzacych z doswiadczenia zrealizowanego w:
- Kobierzycach wynosita 3,81 ppm i wahata si¢ od 0,56 do 13,64 ppm

- Radzikowie wynosita 1,49 ppm i wahala si¢ od 0,28 do 6,71 ppm

. w probach kukurydzy typu flint pochodzacych z do§wiadczenia zrealizowanego w:
- Kobierzycach wynosita 7,56 ppm i wahala si¢ od 0,95 do 22,17 ppm

- Radzikowie wynosia 2,16 ppm i wahata si¢ od 0,46 do 10,12 ppm.

W materialach hodowli Smolice $rednia zawartoéé ergosterolu (ERG):

. w probach kukurydzy typu dent pochodzacych z doswiadezenia zrealizowanego w:
- Smolicach wynosila 20,15 ppm i wahata si¢ od 5,83 do 45,70 ppm

- Radzikowie wynosita 8,26 ppm i wahata sig od 3,55 do 18,58 ppm

. w probach kukurydzy typu flint pochodzacych z do$wiadczenia zrealizowanego w:
- Smolicach wynosifa 24,15 ppm i wahata si¢ od 3,85 do 75,18 ppm

- Radzikowie wynosila 12,18 ppm i wahata si¢ od 3,75 do 31,10 ppm

W materiatach hodowli Kobierzyce érednia zawartosé ergosterolu:

. w probach kukurydzy typu dent pochodzacych z do§wiadczenia zrealizowanego w:
- Kobierzycach wynosita 24,51 ppm i wahala si¢ od 5,35 do 83,88 ppm

- Radzikowie wynosita 11,16 ppm i wahata si¢ od 4,13 do 44,38 ppm

. w probach kukurydzy typu flint pochodzacych z do$wiadczenia zrealizowanego w:
- Kobierzycach wynosita 31,02 ppm i wahala sig od 4,77 do 104,33 ppm

- Radzikowie wynosita 13,57 ppm i wahata si¢ od 3,28 do 63,90 ppm.

Wzrastajaca zawarto$¢ ergosterolu byla skorelowana z poziomem bowerycyny w ziarniakach

kukurydzy. Réwnania regresji opisujace zaleznos¢ pomiedzy zawartoscia ergosterolu, a zawartodcig

bowerycyny w ziarniakach materiatow hodowlanych pochodzacych ze Smolice i z Kobierzyc, wskazujg na

wprostproporcjonalng zalezno$¢ pomigdzy wyzej wymienionymi metabolitami, w trzech lokalizacjach

doswiadczen, w 2019 roku (Ryc. 2,3-2,4).



Tabela 2.9. Zawarto$¢ ergosterofu 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 Radzikow

Le Genotyp ERG [ppm] BEA [ppm] ERG [ppm] BEA [ppm]
1 S-1 75,18 20,00 9,35 1,34
2 5-4 66,05 18,56 13,18 0,90
3 5-5 11,85 5,40 5,78 0,24
4 5-6 8,40 4,40 6,85 0,53
5 5-7 9,93 4,24 14,85 3,53
6 5-10 22,45 5,08 8,40 0,59
7 5-11 19,53 17,26 4,43 0,22
8 $-12 16,55 7,65 12,88 1,96
9 S-14 69,10 25,05 23,38 7,73
10 S-15 7,73 3,60 5,43 0,19

11 5-16 3,85 1,60 13,10 2,75

12 S-17 11,98 6,80 24,08 1,36

13 5-18 15,25 7,28 29,05 3,88

14 5-20 7,68 2,80 6,00 0,65

15 5-21 11,13 7,90 3,75 0,49

16 5-22 53,45 16,06 7,70 1,29

17 S-23 17,00 9,21 4,23 0,41

18 S-26 22,55 9,59 31,10 14,48

19 S-29 11,58 7,28 8,88 1,67

20 $-30 20,80 3,59 11,23 1,05

21 5-32 16,03 3,26 9,80 -

22 5-33 7,33 1,00 7,60 --

23 5-34 18,58 2,92 4,53 0,24

24 $-35 13,03 0,72 6,10 --
25 5-36 -- -- 7,60 2,25
26 S-42 21,58 5,62 12,20 --

27 5-43 14,18 2,69 10,43 0,96

28 5-44 45,70 12,60 3,55 0,48

29 5-45 35,50 8,07 7,75 0,41

30 $-46 11,95 2,25 6,80 0,72

- nie stwierdzono




Tabela 2.9 cd. Zawartos¢ ergosterolu oraz BEA w ziarniakach uzyskanych z kolb kukurydzy (Hodowla
Smolice) inokulowanych F.zemperatum z doswiadczenia przeprowadzonego w Smolicach i Radzikowie

Hodowla Smolice

Doswiadczenie Smolice

Doswiadczenie Radzikéw

LP Genotyp ERG [ppm] BEA [ppm] ERG [ppm] BEA [ppm]
31 S-48 34,68 7,38 11,03 1,68
32 5-49 32,70 11,66 6,38 0,52
33 §-51 20,78 5,67 10,10 1,00
34 S-52 8,83 1,60 5,03 -
35 5-53 13,20 3,75 4,33 -
36 5-55 22,05 5,40 9,35 0,32
37 S-56 18,83 8,90 18,58 2,38
38 5-57 27,15 11,07 12,30 1,14
39 5-59 35,10 6,32 6,15 0,48
40 S-60 5,83 0,98 5,55 0,64

- nie stwierdzono




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

Kobierzyce) inokulowanych F.femperatum z doswiadczenia przeprowa

Radzikowie

dzonego w Kobierzycach i

Hodowla Kobierzyce Doswiadczenie Kobierzyce Doswiadczenie Radzikéw
Lp- Genotyp ERG {ppm] BEA [ppm] ERG [ppm] BEA [ppm]
1 K-1 27,03 8,49 11,98 0,96
2 K-2 42,25 9,32 15,13 2,04
3 K-5 60,23 4,28 10,90 0,46
4 K-6 24,95 11,12 10,23 0,48
5 K-7 23,28 3,77 33,20 5,16
6 K-8 44,63 6,89 21,40 2,11
7 K-9 11,68 2,18 6,38 0,64
8 K-10 18,78 8,18 8,98 4,54
9 K-11 51,48 14,33 4,13 0,69
10 K-12 104,33 21,71 63,90 10,12
11 K-13 12,58 0,95 6,20 0,62
12 K-14 25,40 2,30 9,90 2,12
13 K-15 4,77 - 4,68 1,20
14 K-16 16,63 5,10 5,65 3,46
15 K-17 48,33 22,17 7,43 2,66
16 K-19 14,00 1,81 7,95 0,77
17 K-20 7,28 3,24 3,28 1,02
18 K-22 22,38 3,71 11,70 1,65
19 K-24 23,03 4,28 16,88 1,25
20 K-25 37,40 9,90 11,63 1,18
21 K-32 28,58 4,98 10,68 1,52
22 K-34 24,60 7,25 20,25 4,76
23 K-37 16,38 0,82 8,00 0,32
24 K-38 7,55 0,74 5,08 0,56
25 K-39 83,88 13,64 12,90 1,72
26 K-40 12,98 0,85 5,18 0,84
27 K-44 38,88 10,72 5,25 1,48
28 K-45 22,48 2,62 44,38 6,71
28 K-46 28,98 3,84 14,85 2,32
30 K-47 32,70 3,68 17,53 0,28

- nie stwierdzono




Tabela 2.10 cd. Zawartosé ergosterolu oraz BEA w ziarniakach uzyskanych z kolb kukurydzy {Hedowla

Kobierzyce) inokulowanych F.remperatum z doswiadczenia przeprowadzonego w Kobierzycach 1

Radzikowie

Hodowla Kobierzyce Doswiadczenie Kobierzyce Doswiadczenie Radzikow

HP Genotyp ERG [ppm] BEA [ppm] ERG [ppm] BEA [ppm]
31 K-49 13,18 1,18 4,13 2,52
32 K-50 14,63 0,56 9,23 0,38
33 K-51 44,50 5,34 14,03 0,65
34 K-53 18,28 2,54 9,65 0,55
35 K-54 39,73 7,82 9,40 0,96
36 K-55 5,35 - 4,95 1,74
37 K-56 8,78 0,96 8,90 0,50
38 K-58 22,18 1,66 7,38 0,92
39 K-59 14,90 1,84 5,18 0,46
40 K-60 11,70 1,28 5,20 0,48

- nie stwierdzono

40




30,00

25,00

et xt

i
I

15,00 i et

Bowerycyna [ppm]
<+

10,00 + et

3,00

40,00 36,00 60,00 70,00 80,00

Ergosterol [ppm]

¢ BEA(Smolice} BEA (Radzikow] <o Linlowy {BEA [Smulice]} weveeee Liniowy {BEA (Radzikéw}}

Rycina 2.3. Analiza regresji pomigdzy zawartodcia ergosterolu (ERG) a poziomem bowerycyny (BEA) w ziarniakach ,
materialy hodowlane Smolice, doéwiadczenie zalozone w Smolicach 1 w Radzikowie - 2019 rok.

BEA (Smolice) = 0,276 ERG + 1,004, 1* = 0,739

BEA (Radzikow) = 0,297 ERG — 1,574, r* = 0,599
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Rycina 2.4, Analiza regresji pomigdzy zawarto$cia ergosterolu (ERG) a poziomem bowerycyny (BEA) w ziarniakach ,
materiaty hodowlane Kobierzyce, dodwiadczenie zalozone w Kobierzycach i w Radzikowie - 2019 rok.

BEA {Kobierzyce) = 0,207 ERG - 0,365, 1> = 0,636

BEA (Radzikéw) = 0,144 ERG + 0,033,172 = 0,697
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4.3. 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 zmiennosci populaciji

F.temperatum

Material | metody

. pozyskanie izolatéw F.temperatum do badan z zakresu spektrum biosyntetyzowanych
metabolitdw, patogenicznodel 1 zmiennosdel. Izolaty w liczbie 50 wyprowadzano z ziarniakdw
uzyskanych z kolb wykazujacych objawy fuzariozy rozwijajacej sie w nastepstwie infekeji
naturalnych. lzolacje i identyfikace prowadzono z zastosowaniem standardowych metod majacych
zastosowanie w diagnostyce Fusarium {Kwasna 1 in. 1991). Pod uwage brano struktury
morfologiczne typowe dila badanego gatunku grzyba {j. wystepowanie 1 usytuowanie
makrokonididw, mezokonidiow oraz mikrokoniéw w kulturze prowadzonej na sztucznym podlozu
SNA i PDA. Wiarygodnos¢ diagnostyki potwierdzano molekularnie, co w przypadku Fliemperatum
{z uwagi na jego podobienstwo do innych gatunkéw Fusarium z dawnej sekcji Liseola) jest
dzialaniem nieodzownym.

Analiza molekularna opierala si¢ na sekwencjonowaniu otrzymanych produktow amplifikacji
fragmentéw gendw czynnika elongacii alfa (EF-1&) i f-tubuliny, vznawanych za podstawowe geny
umozliwiajgce jednoznaczng identyfikacje gatunku grzyba (markery barkodingu).

Wykonano prosta analize molekularng populacji patogena w zakresie frekwencji dopetniajacych
typow kojarzeniowych F.remperatum (MATI-1 t MATI-2). Ich wyznaczenie dostarczyto wiedzy na

temat epidemiologii t zmiennosci tego grzyba.

. analiza spektrum biosyntetyzowanych metabolitdw F.rtemperatum prowadzono w oparciu o
ziarniaki ryzu stanowigce podloze, na ktérym w warunkach /n-vifro prowadzono hodowle patogena.
Podloze w ilosci 50 g, po doprowadzeniu do wilgotnosci 45% a nastgpnie zautoklawowaniu
zaszezepiano zawiesing zarodnikéw o mianie 10°. Hodowle prowadzono w 750 ml kolbach
Erlenmeyera przez dwa tygodnie. Po tym czasie przerosnigte przez Ffemperatum podloze
liofilizowano. Zliofilizowany materiat zabezpieczano w  forebkach polietylenowych i
przechowywano do czasu analizy w temperaturze ~75°C. Analize spektrum biosynetyzowanych
metabolitdw  F.remperatum prowadzono w  kierunku identyfikacji: fumonizyn, zwiazkdow

heksadepsypeptydowych oraz ergosterolu.

. Analiza fumonizyn - Ekstrakcja fumonizyn byla prowadzona mieszaning metanolu i wody
(3 +1, V/V) z probek materialu uprzednio rozdrobnionego. Ekstrakty po przefiltrowaniu nastgpnie

oczyszezano na kolumnach jonowymiennych SAX i zbierano do fiolek. Uzyskany eluent nastgpnie
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odparowano do sucha i przechowywano do momentu analizy w temperaturze 4°C. Analiza
fumonizyn B, i B, byla przeprowadzana metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosujge
chromatograf cieczowy HP 1050 wyposazony w detektor fluorescencyjny. Po przeprowadzeniu

fumonizyn w pochodne o-ftaldialdehydowe {(OPA), rozdzial byl prowadzony na kolumnie RP C18.

. Procedura analiz pochodnych heksadepsypeptydowych (BEA, ENN) - Ekstrakcje
prowadzono z uzyciem metanolu z probek materiatu uprzednio rozdrobnionego. Ekstrakty po
przefiltrowaniu zatezano i oczyszezano na kolumienkach SPE C18 t zbierane do fiolek. Uzyskany
eluent odparowano do sucha i przechowywano do momentu analizy w temperaturze 4°C. Analizg
przeprowadzano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosujac chromatograf cieczowy
HP 1050 wyposazony w detektor UV-VIS przy diugoséci fali 205 nm. Rozdzial byt prowadzony na
kolumnie RP C18, 250 x 4,6 mm, o wielkosci ziarna 5 mikrometrdw w systemie izokratycznym,

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

. Ocena patogenicznosci izolatéw F.temperatum zostata przeprowadzbna metoda ,,toothpicks”
bedgca adaptacjg metody opisanej przez Scauflaire i in. (2012). Inokulowane byly 7 tygodniowe
rosliny kukurydzy poprzez wprowadzenie w fodyge wykataczki przerosnietej grzybnig
F.temperatum. Po okresie 2 tygodni od momentu inokulacji rodliny byly $einane, pedy krojone a
rozmiar nekrozy mierzony. Doswiadezenie przeprowadzano przy 10 krotnym powtérzeniu dla

kazdego izolatu.

Kwasna H., Chelkowski J., Zajkowski P. 1991. Grzyby (Mycota), Grzyby niedoskonale (Deuteromycetes), Strzgpczakowe
{Hyphemycetales), Gruzetkowate (Tuberculariaceae), Sierpik (Fusarium). PAN, Inst. Botaniki, Warszawa - Krakow, T, XXI[: 136 ss,

Scauflaire )., Gourgue M., Callebaut A., Munaut F. 2012. Fusariim temperatum, a mycotoxin-producing pathogen of maize. Eur § Plant
Pathol 133: 911-922.

Wyniki
A/ Analiza molekularna izolatow F.temperatum

Izolaty do badan pochodzily z ziarniakéow uzyskanych z kolb wykazujacych cobjawy fuzariozy
rozwijajacej sie w nastepstwie infekcji naturainych. Ziarniaki wykfadano na podioze PDA w szalkach
Petriego, a po uzyskaniu wzrostu plechy, grzybnie o cechach Fusarium spp. pasazowano na skosy. Wstepna
identyfikacje uzyskanych izolatdw przeprowadzano na podlozu SNA. Z izolatdow o cechach F. temperatum
wyprowadzano kultury jednozarodnikowe, ktére stanowily podstawe do badan molekularnych.

Do charakterystyki molekularnej izolatow wykorzystano catkowite DNA grzybow, ktore uzyskano
przy zastosowaniu zmodyfikowane] metody CTAB (Doohan i in., 1998; Tomczak i in., 2002). Material
wyjsciowy do izolacji DNA stanowita poddana uprzedniej lofilizacji grzybnia kultur jednozarodnikowych
Fusarium spp. Homogenizacje materiatu do izolacji DNA prowadzono w homogenizatorze Fast Prep-24
(MP Biomedicals, USA). Jakos¢ 1 ilos¢ uvzyskanych kwasow nukleinowych weryfikowano
spektrofotometrycznie przy pomocy czytnika mikroptytek do pomiaru absorbancji Infinite® M200 PRO
NanoQuant i dotaczonego oprogramowania l-control (Tecan). Wyniki oceny jakodciowej 1 tlosciowej

uzyskanych matrye DNA przedstawiono w tabeli 3.1.
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Doohan FM, Parry DW, Jenkinson P, Nicholson P. 1998. The use of species-specific PCR-based assays to analyse Fusarizm car blight of
wheat. Plant Pathol. 47:197-203.

Tomezak M., Wisniewska H., Stepien L., Kostecki M., Chelkowski J., Golisski P, 2002. Deoxynivalenol, nivalenol and moniliformin
occurrence in wheat samples with scab symptoms in Poland (1998-2000). Eur. J. Plant Path. 108; 625-630

Tabela 3.1. Stezenie i czystosé wyizolowanego DNA izolatow PFt-401 - PFt-450

L.p. lzolat PFt Stezenie DNA [ng/pl] Czystos¢ DNA (Ratio)
1 PFt-401 48,2 1,85
2 PFt-402 52,2 1,93
3 PFt-403 50,1 1,99
4 PFt-404 82,7 2,02
5 PFt-405 25,7 1,99
b PFt-406 24,4 1,85
7 PFt-407 68,8 1,85
8 PFt-408 117,5 1,89
°] PFt-4095 59,7 1,99
10 PFt-410 53,8 2,09
11 PFt-411 36,6 1,92
12 PFt-412 40,2 2,12
13 PFt-413 91,2 1,95
14 PFt-414 54,0 2,20
15 PFt-415 53,4 2,00
16 PFt-416 31,8 1,88
17 PFt-417 267,5 1,97
18 PFt-418 54,5 1,89
19 PFt-419 36,1 2,09

20 PFt-420 15,4 1,95

21 PFt-421 13,1 2,08

22 PFt-422 65,8 1,99

23 PFt-423 76,3 2,00

24 PFt-424 44,1 2,14

25 PFt-425 80,0 1,93

26 PFt-426 74,3 2,08

27 PFt-427 29,4 2,03

28 PFt-428 22,8 2,04

29 PFt-429 78,9 1,95

30 PFt-430 90,8 1,97

31 PFt-431 1442 1,99

32 PFt-432 136,4 2,01

33 PFt-433 92,7 1,88

34 PFt-434 26,1 1,85
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Tabela 3.1. cd. Stgzenie i czystos$é wyizolowanego DNA izolatéw PFt-401 - PFt-450

L.p. Izolat PFt Stezenie DNA [ng/nl] Czystos¢ DNA (Ratio)
35 PFt-435 112,7 1,81
36 PFt-436 58,6 1,91
37 PFt-437 37,4 2,10
38 PFt-438 19,5 1,81
39 PFt-439 44,2 2,06
40 PH-440 44,4 1,83
41 PFt-441 32,6 2,06
42 PFt-442 75,9 1,89
43 PFt-443 121,0 1,97
44 PFt-444 121,5 1,97
45 PFt-445 11,3 2,11
46 PFt-446 71,5 1,92
47 PFt-447 27,0 2,08
418 PFt-448 25,7 1,92
49 PFt-449 43,9 1,81
50 PFt-450 52,7 2,03

Identyfikacje molekularng badanych izolatow przeprowadzano z zastosowaniem techniki barkodingu
DNA. Jako barkody DNA wykorzystano markery o uznangj skutecznosci w identyfikacji gatunkowe;
grzyboéw z rodzaju Fusarium: Translation Elongation Factor 1-o. (EF-I¢) oraz fragment genu kodujacego
f-tubuling. W celu zamplifikowania tych fragmentéw genomu grzybéw catkowite DNA izolatow Fusariun

spp. poddawano reakcji amplifikacji z wykorzystaniem starteréw specyficznych (Geiser 1 in. 2004;

O’Donnell i Cigelnik, 1997).
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W obrebie badanej populacji okreslono frekwencje typow kojarzeniowych MATI-1 t MATI-2.

W tym celu DNA izolatéw poddawano reakeji PCR w celu zamplifikowania fragmentow idiomorf AMATI-1

| MATI-2. W analizach zastosowano pary starteréw Gfmat1 i Gfmat2 (Steenkamp i in. 2000).

Zestawienie starteréw zastosowanych w doswiadezeniach, ich sekwencje oraz odpowiadajace im

wielkosci amplifikowanego fragmentu DNA przedstawiono ponizej w tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Charakterystyka starteréw wykorzystanych do diagnostyki molekularnej izolatéw F. remperatum.

Marker Nazwa Sekwencja startera Wlellfosc Zrédio
startera amplikonu
Elongation EF1 5-ATGGGTAAGGAGGACAAGALC-3 650 Geiseriin.
Factor I-o EF2 5'-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3! P2 2004
_ T1 5-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3' O'Donnell i
B-tubulina 1220 pz . .
T22 5-TCTGGATGTTGTTGGGAATCC-3 Cigelnik,1997
GFmatla 5 -GTTCATCAAAGGGCAAGCG-3
MAT1-1 - 200 pz
GFmatlb | 5-TAAGCGCCCTCTTAACGCCTTC-3! Steenkamp i
GFmat2c | 5-AGCGTCATTATTCGATCAAG-3 in., 2000
MAT1-2 - - 800 pz
GFmat2d 5 -CTACGTTGAGAGCTGTACAG-3
Tabela 3.3. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR
Reakcje amplifikacji prowadzono o . .
) _ Sktadnik mieszaniny Objetosé
w termocyklerach Applied Biosystems: 2720 Thermal
Cycler (96 Well) oraz Veriti 96 Well Thermal Cycler. | Steryina woda 14,0pl
Na kazda probe sporzgdzano 20 pl mieszaniny | 10X Taq Buffer 2,0l
reakcyjnej o sktadzie przedstawionym w tabeli 3.3. 25 mM MgCl, 1,6 pl
Zastosowane warunki reakeji dla | 10mM dNTP Mix 0,2 pl
poszczegolnych markeréw zestawiono w tabeli 3.4. starter forward 02ul
starter reverse 0,2 ul
polimeraza Taq 0,2
DNA 1,6 pl

Rozdziat 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 ul produktu amplifikacji.

Geiser D.M., Jimenz Gasco M.M., Kang S., Makalowska 1., Veeraraghavan N., Ward T.J., Zhang N., Kuldav G.A., ODennell K. 2004,
FUSARIUM-IDv. 1.0: A DNA sequence database for identifying Fusarium. European Journal of Plant Pathology 110: 473-479,

O’Donnell K, Cigelnik E. 1997. Two divergent intragenomic rDNA 1TS2 types within a monophyletic lineage of the fungus Fusarium are
nonorthotogous. Mol Phylogenet Evol 7:103-116

Steenkamp E.T., Wingficld B.D., Coutinhe T.A., Zebler KA. Wingfield M.J., Marasas W.F.O., Leslie J.F. 2000. PCR-based identification of
MAT-1 and MAT-2 in the Gibberella fufikuroi species complex. Appl. Environ, Micrbiol., G6(10): 4378-4382.
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Tabela 3.4. Warunki reakcji PCR

Etapy reakcji PCR: EF-1a B-tubulina MAT1-1 / MAT1-2
Wstepna denaturacja 5 minut, 94 °C 5 minut, 94 °C 1 minuta, 94 °C
Denaturacia 30 sekund 35 sekund 60 sekund
J 95°C 94°C 94 °C
. . | 45 sekund 40 55 sekund 35 60 sekund
i 4
Przytgczanie starterow 0 cykli 58 °C eyki 54 9¢ eyki 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-la i p-tubuling oczyszezano i sekwencjonowano w Pracowni

Sekwencjonowania Instytutu Biochemii i Biofizyki (IBB) Polskiej Akademii Nauk.
Srednia dlugos¢ uzyskanych sekwencji wyniosta 727 pz (par zasad) dla EF-lfo i 943 pz
dla f-rubuliny. Do dalszych analiz wybrano fragmenty sekwencji EF-lo i fS-tubuliny o wysokiej jakosci

odezytu, ktdrych dugosé wyniosta odpowiednio: 246 pz oraz 415 pZ.

Uzyskane sekwencje Translation Elongation Factor 1-¢ (EF-Ia) i P-tubuliny analizowano z
wykorzystaniem programéw bioinformatycznych (MEGA 7.0 oraz DNA Baser 3.2.5). Przynaleino$é do
gatunku weryfikowano za pomoca algorytmu BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) w oparciu o
minimum 95% homologie uzyskanych sekwencji wzgledem aktualnie dostepnych w GenBank sekwencji

izolatow gatunkéw Fusarium sp. (tabela 3.5).

Na podstawie opracowanych dopasowan sekwencji EF-lo i f-tubuliny przeprowadzono analize
pokrewienstwa filogenetycznego badanych izolatéw z zastosowaniem metody najwigksze] wiarygodnosci
(Maximum Likelihood, ML), ktorej wyniki przedstawiono na rycinach: rycina 3.1 (EF-1a), rycina 3.2
(B-tubulina) i rycina 3.3 (polgczone sekwencje obu analizowanych regiondw — EF-Ila+f-tubulina; ang.

concatenated sequences).
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EF1 PFt-447

EF1 PFt-449
EF1 PFt-444
EFt PFt441
EF1 PFt-437
EF1 PFt-436
EF1 PFi-435
EF4 PFt-434
EF1 PFL-433
EF1 PFL431
EF1 PFt429
EFt PFt428
EF1 PFt-427
EF1 PFt426
EF1 PFt423
EF1 PFt-421
EF1 PFt-418
EF1 PFt-414
EF1 PF1-413
EF1 PFt412
EF1 PFt-409
EF1 PFL408
EF1 PFt-407
EF1 PFi-404
EF1 PFt-403
EF1 PFt-402
EF1 PFt450
EF1 PFt-443
EF1 PEL-445
EF1 PFL442
EF1 PFt-439
EF1 PF1-438
EF1 PEt-419
EFt PRL-415
EF1 PFi-401
EF1 PFL432
EF1 PFta22
EF1 PFt-425
EF1 PF-448
EF1 PFL410
EF1 PFt-416
EF1 PFL417
EF1 PFt-420
EF1 PFt-424
EF1 PFL-430
EF1 PFt-d46
EF1 PRL40
EF1 PFt-408
[ EF1 PFt405
71l EF1 PRLay
—
,001

Rycina 3.1. Drzewo pokrewietistwa filogenetycznego sekwencji nukleotydowych EF-Ia badanych
izolatéw Fusarium temperatum. Drzewo obliczone za pomocg metody najwigksze] wiarygodnosci
(Maximum Likelihood, ML) w oparciu o model Tamury i Nei ztestem samoprobkowania na
poziomie 1000 powtdrzen. Srednia odleglos¢ migdzy dwiema sekwencjami, liczona wg wzoru Jukesa-
Cantora (JC) = 0,001.
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PFi-448
PFt-449
PFt-447
DF1-446
PFt-445
PFt-444
PFt.443
PF1-442
PF-441
PFi-440
PFt-439
PFt-438
PF1-434
PF-432
PFt-431
PFt-430
DFt1-429
PFt-427
PF1-426
PFt-425
PF-424
PFi.423
PFL-422
PF1-420
PFE-419
PF1-418
PFL-417
PFL-416
PFt-415
PFi-414
PF-413
PF1-412
PFt-411
PF-410
PFt-408
PE1-408
PFt-407
PF1-406
PFL404
PFt-403
PFt-401
PF1-402
PF1-450

PF1-435
PF1-436
I PFL-405

PFi-428
52 \ PFt-433

PFL437
PFLA21

| —
0.00020
Rycina 3.2. Drzewo pokrewienstwa filogenetycznego sekwencji nukleotydowych f-tubuliny badanych

izolatow Fusarium temperatum. Drzewo obliczone za pomocg metody najwiekszej wiarygodnosci
(Maximum Likelihood, ML) woparciu o model Tamury i Nei ztestem samoprobkowania na
poziomie 1000 powtdrzen. Srednia odlegtoéé miedzy dwiema sekwencjami, liczona wg wzoru Jukesa-
Cantora (JC) = 0,0002.
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FF-447 Concatenation of 2 sequences
PFt-449 Concatenation of 2 sequences
PFi-444 Concalenation of 2 sequences
PF1-431 Concatenation of 2 sequences
PF1-428 Concatenation of 2 sequences
PF1-427 Concatenation of 2 sequences
PFt-426 Concatenalion of 2 sequances
PF1-418 Concalenation of 2 sequences
PFt-414 Concatenation of 2 sequances
PF1-413 Concatenation of 2 sequences
PFt-412 Concatenation of 2 sequences
PFI-409 Concatenation of 2 sequences
PFt-404 Concatenaticn of 2 sequences
PFi-402 Concatenation of 2 sequences
PFt-403 Concatenation of 2 sequences
PF1-437 Concatenation of 2 sequences

PF1-428 Concatenalion of 2 sequences

PFt-433 Concalenalion of 2 sequences

PFi-441 Concatenalion of 2 sequences

PF1-408 Cor ion of 2 sequences
55 PF{-405 Concatenation of 2 sequences
M‘—{——‘_—P—Wmcatenalmn of 2 sequences
PFL-406 Conc on of 2 sequences

PFt-440 Concatenalion of 2 sequences
PFt421 Concatenation of 2 sequences
PF1-434 Cencatenation of 2 sequences

PFt-407 Concatenation of 2 sequences

PFt-439 Concatenation of 2 sequences
————t5|1—F‘F71-45(.‘rCr:ncalenation of 2 sequences
PFt-432 Concatenation of 2 sequences

PFt-401 Concalenation of 2 sequences
PF1-438 Concalenation of 2 sequences

PFI-415 Cancatenation of 2 sequences

PF-419 Concatenation of 2 sequences
PFt-442 Concatenation of 2 sequences
PFt-443 Concatenation of 2 sequences

PFt-445 Concatenation of 2 sequences

PFi-448 Concalenation of 2 sequences

PF1-410 Concatenation of 2 sequences

FF1-416 Concatenation of 2 sequences

PFI-417 Concatenation of 2 sequences

PFt-424 Concatenatien of 2 seguences

PFt-430 Concatenation of 2 sequences

PFt-446 Concalenalion of 2 sequences

PFt-436 Concatenation of 2 sequences

[— PF1-422 Concatenation of 2 sequences

r-wmm PF-420 Concatenation of 2 sequences

79 L_______._...._{—'"A‘ PFt-423 Concatenation of 2 sequences
87! PF{-435 Concatenation of 2 sequences

PFt-425 Concatenation of 2 sequences

000t
Rycina 3.3. Drzewo pokrewiefistwa filogenetycznego zlaczonych sekwencji nukleotydowych

EF-lo+p-tubulina (ang. concatenated sequences) badanych izolatow Fusarium temperatum. Drzewo
obliczone za pomocg metody najwiekszej wiarygodnosei (Maximum Likelihood, ML) w oparciu o
model Tamury i Nei ztestem samoprobkowania na poziomie 1000 powtorzen. Srednia odleglodé
migdzy dwiema sekwencjami, liczona wg wzoru Jukesa-Cantora (JC) = 0,001.

W celu okreslenia przynaleznodcei izolatéw do typu kojarzeniowego uzyskane produkty reakeji PCR
z zastosowaniem starteréw GFmatl i GFmat2 poddawano rozdziatowi elektroforetycznemu w $wietle UV,
Obecnoéé specyficznego dla jednej z idiomorf odcinka matrycy DNA pozwolita na weryfikacjg typu
kojarzeniowego badanych izolatow.

Frekwencja izolatdw MATI-1 do MAT!-2 w badanej populacji wyniosta 26 do 24 (wynik testu y2
z poprawka Yatesa: y2 =0,02; p=0,88753708).
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B/ Profil metabolitéw wiérnych biosyntetyzowanych przez Fusarium temperatum

Profil metabolitéw wtdrnych biosyntetyzowanych przez izolaty F.temperatum przedstawia
tabela 3.6. W badaniach uwzgledniono 50. izolatéw wspomnianego gatunku, dla ktérych biosynteze
metabolitdw prowadzono na ziarniakach ryz. Analize przeprowadzono w kierunku wystepowania
fumonizyn (FB1 i FB2), pochodnych heksadepsypeptydowych (BEA i ENN)}) oraz ergosterolu.

Na ziarniakach ryzu, posréd 50. przebadanych izolatéw F.temperatum, wszystkie

produkowaly bowerycyne (BEA). Sredni poziom tego metabolitu wynosit 1056,1 ppm. Hoéciowo
najwiecej BEA biosyntetyzowal izolat PFt-403 (2131,4 ppm), najmniej zas izolat PFt-415 (19,9 ppm).
W obrgbie analizowanej populaciji grzyba 49. izolatéw biosyntetyzowato eniatyng Al. Sredni poziom
tego metabolitu wynosit 33,5 ppm 1 oscylowat w przedziale 8,3 ~ 140,3 ppm.
Na ryzu eniatyny B i BI produkowalo odpowiednio 19. i 23, izolaty F.temperatum. Sredni poziom
ENN B wynosit 12,7 ppm. Iloéciowo najwiccej ENN B biosyntetyzowat izolat PFt-437 (41,5 ppm),
najmniej za$ izolat PFt -417 (1,3 ppm). Sredni poziom ENN B1 dla populacji przebadanych izolatéw
wynosit 21,6 ppm. Ilosciowo najwiecej ENN B1 biosyntetyzowat izolat PFt-407 (81,4 ppm), najmniej
zas izolat PFt-432 (2,3 ppm). Zaden z przebadanych 50. izolatéw patogena nie wytwarzal eniatyny A
oraz fumonizyn. Sredni poziom ergosterolu dla populacji przebadanych izolatow wynosit 580,2 ppm.
Najwyzszy poziom 1360,4 ppm ergosterolu zanotowano w przypadku izolatu PFt -422, za$ najnizszy
poziom tego metabolitu 102,5 ppm wykazal izolat o numerze PFt -442,

Przeprowadzona analiza regresji opisujaca relacje pomigdzy zawartoscia ergosterolu
oraz zawartoscig bowerycyny w ziarniakach ryzu wskazuje na wystepowanie istotnej

funkceyjnej, wprostproporcjonalnej zaleznosei wiazacej wymienione parametry (Rye. 3.4).
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Tab. 3.6. Profil metabolitow wtérnych F.temperatum biosyntetyzowanych na ryzu.

FB1 FB2 BEA | ENNB |ENNBL|ENNA1|ENNA | ERG
e fzolat lppm] | [ppm] | [ppm] | [ppm] | [ppm] | [ppm} | [ppm] | [ppm]
1 |PF-401{ -- - 1732,3 - - 12,0 - 368,6
2 |PF402| - - 1830,4 - 384 | 393 - 640,6
3 |pre403| - - 2131,4 - 23,7 | 262 - 463,4
4 | PFt-404| — - 1542,7 2,9 9,7 43,1 - 740,1
5 |PF-405]| -- - 2114,3 - - 85,1 - 415,8
6 |PF-406| -- - 666,9 2,7 - 140,3 - 251,1
7 |prt-407| - - 457,3 - 81,4 | 23,0 - 385,8
8 |prta08]| - - 1150,7 - 83 24,7 - 923,6
9 |PFt409]| - - 530,5 5,7 - 20,1 - 798,9
10 |Prt4l0| - - 1683,3 - 60,9 | 69,7 - 476,5
11 |prt411]| - - 1244,1 - - 56,4 - 857,1
12 | PFt412 | - - 946,1 - - 36,1 - 851,8
13 | PFt-413| - - 1331,5 - 31 28,8 - 617,9
14 |PFt-414| - - 542,1 - 9,5 9,9 - 354,8
15 | PR-d415| - - 19,9 3,5 - - - 415,5
16 | PFt-416| - - 1089,3 - - 53,3 - 977,8
17 | PFt417| - - 1829,7 1,3 - 102,5 - 285,9
18 | PFt-418| - — 1900,0 - 17,5 | 61,1 - 831,3
19 |PFt-419| -- - 1349,4 - 184 | 421 - 786,4
20 | PFt-420| - - 1532,0 - - 46,3 - 412,5
21 |PFt-421| — - 602,2 4,1 - 19,0 - 439,1
22 |PF422| - - 1622,5 - - 45,9 - 1360,4
23 | PFt-423| - - 1199,1 | 175 | 301 | 21,7 - 1068,7
24 |PFr424| - - 462,1 36,9 - 13,4 - 382,7
25 | PFt4z5| - - 999,7 22,5 2,7 29,1 - 514,2
26 |PFt-426| - - 167,2 16,1 - 22,7 - 107,1
27 | PFt427( - - 507,5 249 | 439 | 308 - 650,4
28 |PFt-428]| - - 953,6 - 12,8 | 239 - 666,1
29 [PF-429{ -- - 656,0 15,5 4,4 17,6 - 269,8
30 | PR-430| - - 1087,3 - 2,7 15,3 - 345,9
31 |PF431| - - 3444 - - 15,3 - 403,0
32 |PFt-432| - - 296,1 - 23 11,3 - 593,7
33 |PFt433| - - 255,7 - - 25,0 - 491,4
34 | PFt-434| — - 908,8 - - 20,3 - 362,0
35 |PFt-435| - - 523,9 - - 33,4 - 612,4
36 | PFt-436| - - 2013,3 - 125 | 202 - 989,3
37 | PFt437| -- - 20789 | 41,5 - 30,3 - 615,0
38 | PFt-438| - - 1269,1 | 27,5 - 21,1 - 562,9
39 IPFt439| - - 1712,1 - - 47,0 - 846,0
40 | PFt-440| - - 14457 | 105 | 135 | 156 - 570,1

- nie stwierdzono
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Tab. 3.6 cd. Profil metabolitéw wtérnych F.temperatum biosyntetyzowanych na ryzu,

FB1 FB2 BEA ENNB [ ENNB1 | ENNALl | ENNA | ERG
Lp Izolat
Ippmi | lppm] | ippml | [ppm] | {ppm] | {ppm] | [ppm] | [ppm]
41 PFt-441 — - 1521,6 - - 23,5 - 1093,6
42 PFt-442 - - 695,5 2,2 - 26,1 -- 102,5
43 | PFt-443 .- - 393,3 - 5,0 14,6 — 335,2
44 | PFt-444 - - 293,9 - 11,3 33,7 - 515,7
45 PFt-445 - - 636,5 3,1 - 13,3 - 627,2
46 PFt-446 - - 1989,8 - 73,5 35,9 - 464,4
47 | PFr-447 - - 136,2 3,7 - 15,4 - 513,4
48 | PFt-448 - - 1264,5 - 10,7 39,1 - 4237
49 PFt-449 - - 64,9 - . 8,3 - 353,7
50 PFt-450 - - 1078,5 10,8 - 33,3 - 872,2
- nie stwierdzono
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Rycina 3.4. Analiza regresji pomigdzy zawartoscia ergosterolu (ERG) a poziomem bowerycyny (BEA),
produkowanych na ryzu przez izolaty Fusarium tempetarum

BEA =0,829 ERG + 572,3,1*= 0,124
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C/ Ocena patogenicznodei izolatow

Oceng patogenicznosci przeprowadzono dla 70 izolatéw F.temperatum (tabela. 3.7). Stwierdzono
istotne zréznicowanie tej cechy w obrebie badanej populacji patogendw. Izolatami dajacymi
najbardziej rozlegte zmiany na pedach inokulowanych roslin byfy izolaty PFt-450, PFt-449, PFt-437,
PFt-416 oraz PFt-444. Stanowily one podstawe do badan podatnoéci genotypdw kukurydzy przez

F.temperatum.

Tabela 3.7. Ocena patogenicznosci izolatdéw F. temperatum

IZOLAT DEUGOSE SZEROKOSE INDEKS PORAZENIA®

PFt-401 2,19 | = | 1,48 | km 040 {+| 012 |28 0,82 |+ | 040 |bh
PFt-402 1,18 | +| 0,37 | ad 059 (| 023 1} 072 1| 039 | a8
PFt-403 1,61 || 079 |al 052 || 021 |&i 0,83 !+ | 053 |bh
PFt-204 1,54 || 046 |ak 0,48 | +1 020 {ci 077 (£} 039 |beg
PFt-405 1,77 & | 118 | em 0,34 | +| 014 | ac 062 {+| 054 |ae
PFt-406 1,42 i+ | 083 |ai 041 |+ 017 |ah 065 | +] 050 |ae
PF-407 1,26 | | 045 |ae 043 || 0,26 | ah 049 | £| 030 |ac
PFt-408 1,65 | £ 092 |am 036 || 012 |ae 057 |+| 029 |ac
PF-409 1,99 |z} 057 | Fm 050 | x| 0,17 | &l 1,01 || o50 |dh
PFt-410 1,20 | £+ 0,84 | @e 035 {+| 013 |ad 050 |+ | 037 |ac
PFt-411 1,01 |+]| 054 |&ab 031 |+]| 015 |2 030 |+| 018 |2

PFt-412 1,25 | +| 040 |ae 0,49 | +| 0419 | di 0,67 | +| 044 |af
PFt-413 215 |+ | 1,30 |im 033 |+ 014 |ab 070 || 045 |38
PFt-414 205 x| 1,26 | hm 031 |+| 011 | @ 058 |+ | 022 |ad
PFt-415 1,31 [+ | 055 |af 042 |+ | 021 |ah 056 |+ | 043 |ac
PFL-416 221 [ x| 1,10 | km 046 |+ | 0,22 | b 1,09 [+ 095 | fh
PFt-417 141 | 2| 066 | @i 044 |+| 0,6 |2h 060 || 025 |ad
PFt-418 1,58 | =| 044 |al 042 |+ | 0,16 |ah 070 |+ | 043 | a8
PFt-419 1,88 | +| 053 | em 034 1| 010 |ac 066 | x| 027 |ae
PFt-420 141 [ £| 025 | @i 034 [ x| 012 |ac 049 |+ 0021 |a<
PFt-421 170 [+ | 0,75 |b-m 045 |+ | 014 |ad 07 |+ | 034 | bg
PFL-422 1,16 | +| 0,56 | ad 044 {+| 027 |ah 054 | +| 042 |ac
PFt-423 1,12 || 0,38 |a< 0,51 0,15 | Hi 060 [+ | 025 |ad
PFt-424 1,16 | +| 042 | ad 045 {2| 022 | @i 0,57 {+| 047 |ac
PFt-425 1,67 |+ | 048 |am 038 i+ | 011 | @B 066 i+ | 033 |ae
PFt-426 1,40 | | 040 | @i 051 [ | 020 | f 067 | x| 020 |&f
PFL-427 136 | x| 0,67 |@h 039 ix| 023 |38 061 |+]| 063 |ae
PFt-428 140 || 042 | @ 0,55 |+ | 0,19 | hi 080 {z| 039 |bh
PFt-429 146 || 055 | @l 03¢ | +| 0,31 |28 057 |+| 025 [ac
PFt-430 234 x| 147 | m 036 |+ | 013 |ae 083 [ +| 053 |bh
PFt-431 098 |+| 034 |2 046 | 0,16 | b 045 | £ | 0,20 | ac
PFt-432 1,8 | %| 0,8 | dm 041 || 034 |3h 075 I+ | 052 | beg
PFt-433 1,05 | £ | 040 | ab 041 | x| 012 |@ah 0,45 {+| 0025 |8ac
PFt-434 1,24 || 037 |ae 033 | +| 012 jab 044 ;2| 026 |ab
PFt-435 1,36 |+ | 034 |ah 050 || 019 |e&li 071 | +| 042 | a6
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Tabela 3.8. cd. Ocena patogenicznosci izolatéw F. temperatum

IZOLAT DEUGOSE SZEROKOSE? INDEKS PORAZENIA®

PFt-436 1,66 |+ | 0,75 | am 035 | x| 0,17 | ad 067 || o061 |af
PFt-437 300 {1 1,24 [N 035 x| 0,15 | ad 1,10 [+ | 082 | gh
PFt-438 1,39 | £| 055 | &i 049 | x| 0,17 | i 0,71 | +| 041 |28
PFt-439 1,43 [+ 0,36 [ al 046 [+ | 012 | b 0,64 |+ 0,22 |ae
PFt-440 1,63 |+ | 095 | o 033 |+ 018 |ab 054 |+{ 035 | @<
PFt-241 157 |+ | 097 | &l 0,42 | | 0,3 |ah 069 | +| 053 |28
PEt-442 1,54 j+| 059 | ak 050 |+| 020 |&i 082 |z 042 |bh
PFt-443 1,76 | £ | 092 | em 049 |+ | 023 | dd 0,80 || 0,46 | b-h
PFt-444 202 | +] 1,25 [8&gm 046 |+ 0,13 | bd 1,03 |+ | 098 |¢eh
PFL-445 1,90 |+ 0,8 |em 044 {+| 016 }ah 087 | £} 063 |ch
PFt-446 1,33 || 049 |2a& 051 |+ o131 | & 069 |+ 036 |28
PFt-447 1,45 (| 072 |adi 043 | x| 0,16 | ah 059 {+| 034 |ad
PFt-448 1,29 [ £ 044 | a-e 0,37 || o1y | af 045 |+ | 024 |2<¢
PFt-449 2,26 || 1,52 |tm 041 |+ 0,14 |[ah 1,11 [+ | 1,15 |gh
PFt-450 207 |+ 070 | I-m 055 {%| 021 | h 1,22 (4] 078 |h

DL - dlugosé¢ nekrozy [cm] powstalej po inokulacii pedu Flemperatum
’S7 — szeroko$é nekrozy [cm] powstatej po inokulacji pedu F.temperatum
*IND — indeks porazenia SZxDL
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