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Badania nad zwigkszeniem odpornosci zyta na sporysz
1 na fuzarioze¢ ktoséw przez poznanie interakcji
pasozyt — zywiciel — srodowisko z wykorzystaniem
genetycznych zrodet odpornosci na Claviceps
purpurea 1 grzyby rodzaju Fusarium

The research on increasing resistance in rye to ergot and to Fusarium head blight
by studying the host-parasite-environment relationship using genetic sources of
resistance to Claviceps purpurea and Fusarium genus
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CEL BADAN

Celem prowadzonych badan bylo okreslenie interakcji pomigdzy czynnikami
wplywajacymi na wystgpienie wybranych choréb ktoséw zyta. Oceniano reakcje 90
genotypow zyta na porazenie przez Claviceps purpurea i grzyby rodzaju Fusarium.
Badania prowadzono w trzech Stacjach Hodowli Roslin (Choryn, Smolice, Wiatrowo)
oraz w Katedrze Fitopatologii i Nasiennictwa Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.
W latach 2014-2018 tematyka poszczegdlnych badan obejmowata:

— pozyskanie izolatow grzybow patogenicznych oraz mikroorganizmoéw niepato-
genicznych wykorzystywanych w dalszych etapach badan,
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— ocena patogeniczno$ci, zmiennosci genetycznej, przynalezno$ci gatunkowej
patogenow oraz okreSlenie przynaleznosci gatunkowej i dziatania antagonistycznego
pozytecznych mikroorganizméw,

— ocena porazenia zyta przez grzyby i wystegpowania mykotoksyn,

— prowadzenie doswiadczen w roznych warunkach $rodowiska zudzialem roznych
genotypow w warunkach polowych,

— prowadzenie do$wiadczen w komorze wegetacyjnej i na mikropoletkach w celu
okreslenia interakcji patogen — genotyp zyta.

WYNIKI

W latach 2014-2015 z prob roslin pobieranych, z terenu Kujaw i Wielkopolski
uzyskano izolaty grzybow patogenicznych nalezacych do rodzaju Fusarium oraz grzybow
niepatogenicznych, potencjalnych antagonistow. W wyniku prowadzonych prac udato si¢
w roku 2014 si¢ uzyska¢ 15 izolatoéw grzyboéw nalezacych do rodzaju Trichoderma
(T. aureoviride 2 szt., T. brevicompactum — 2 szt., T. citrinoviride — 2 szt., T. hamatum
— 2 szt., T. harzianum — 2 szt., T. koningii, T. longipilis — 2 szt., T. pseudokoningii,
T. pubescens, T. strictipilis). Spo$rod grzybow nalezacych do rodzaju Fusarium
najczesciej izolowano gatunki: F. avenaceum, F. culmorum 1 F. graminearum. W 2015
wyizolowano grzyby powszechnie uznawane za patogeny, szczegélnie grzyby rodzaju
Fusarium. Izolowano réwniez grzyby rodzaju Bipolaris oraz Drechslera. W wyniku
prowadzonych prac wyizolowano tacznie ponad 130 izolatow. Ponadto oznaczono grzyby
nalezace do Acremonium sp. — 3 szt., Alternaria alternata — 14 szt., Aspergillus flavus
— 4 szt., Cladosporium cladosporioides — 8 szt., Epicoccum — 11 szt., Gliocladium sp.
— 7 szt., Mucor sp. — 6 szt., Penicillium sp. — 16 szt., Rhizopus sp. — 4 szt.,
Trichoderma sp. — 8 szt. Kultury C. purpurea uzyskiwano poprzez wylozenie
sklerocjow na pozywke PDA. W przypadku pozyskiwania izolatow C. purpurea sklerocja
pochodzity z 3 miejscowos$ci (Choryn, Smolice, Wiatrowo). Uzyskano 50 czystych kultur
C. purpurea. Sklerocja uzywane do pozyskanie patogenu zostaty zebrane z ktosow
roznych genotypow zyta.

Uzyskane izolaty niepatogenicznych grzybow testowane byly wobec C. purpurea
metodg szeregébw biotycznych (Manka, 1974) w celu wybrania najbardziej antago-
nistycznych izolatow. Na podstawie oceny indywidualnego efektu biotycznego (IEB)
stwierdzono, w 2014 roku, wzajemne zroéznicowanie oddziatywania migdzy badanymi 15
izolatami rodzaju Trichoderma a izolatami C. purpurea. Wartosci IEB, uzyskane
w trakcie badan byly wysokie i wahaty si¢ od +6 do +8. Uzyskane wyniki potwierdzity
wysokie zdolno$ci grzybow rodzaju Trichoderma w ograniczaniu wzrostu lub rozwoju
C. purpurea. W 2015 roku metodg szeregdw biotycznych (Manka, 1974) oceniano inne
izolaty grzybow niepatogenicznych. Stwierdzono zréznicowanie oddziatywania miedzy
badanymi izolatami réznych gatunkow (Acremonium alternatum, Epicoccum nigrum,
Gliocladium catenulatum, Mucor hiemalis, Penicillium adametzii, P. funiculosum,
P. nigricans, Trichoderma harzianum, T. viride i Zygorhynchus moellerii) a izolatami
C. purpurea. Wartosci IEB, wahaty sie od +4 do +8, w zaleznoS$ci od testowanego wobec
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C. purpurea gatunku. Uzyskane wyniki potwierdzity poglad o wystepujacej zalezno$ci
pomigdzy duzg szybko$cig wzrostu kultur a ich zdolno$ciami antagonistycznymi. W tym
doswiadczeni patogen C. purpurea charakteryzowal si¢ najwolniejszym wzrostem.
Potwierdzity si¢ rowniez wysokie zdolnos$ci antagonistyczne izolatow z rodzaju
Trichoderma.

Dla 50 izolatéw C. purpurea wyizolowano DNA. Nastepnie dla czgsci z nich
przeprowadzono reakcje PCR z uzyciem staterow ITS1/ITS4. Nastepnie produkt PCR
poddano sekwencjonowaniu. Poréwnanie wynikow z danymi programu BLAST
potwierdzily przynaleznos¢ do gatunku C. purpurea. Dla starterow serii URP udalo si¢
uzyska¢ zmienno$¢ wewnatrz gatunkowsg. Przeprowadzone reakcje z uzyciem starteréw
URP6R, URP4R, URP30F, URP25F, URPI7R, URP38F pozwolity dokonaé
pogrupowania izolatow. Nie udato si¢ wyodrebni¢ grup zwiazanych z innymi cechami np.
z pochodzeniem izolatow.

W trzech miejscowos$ciach (Choryn, Smolice, Wiatrowo) dokonano oceny porazenia
90 genotypoéw zyta przez grzyby rodzaju Fusarium w warunkach naturalnej infekcji oraz
w wyniku sztucznego zakazania. Badanie obejmowato 3 powtdrzenia. W pierwszym
i drugim roku oceniano wylgcznie naturalne porazenie, w kolejnych latach (2016, 2017,
2018) jedno powtorzenie podlegalo sztucznej inokulacji przez Fusarium culmorum
(2016), F. graminearum (2017) i F. poae (2018). Dla czgsci prob oceniano rowniez
wystepowanie  mykotoksyn (2014, 2015). Ocen¢ zawartoSci mykotoksyn
(deoksynivalenol (DON), zearalenon (ZEA)) w ziarniakach przeprowadzono przy uzyciu
testu ELISA.

Sredni procent zasiedlenia ziarniakoéw przez grzyby rodzaju Fusarium w zalezno$ci od
pochodzenia genotypoéw byl bardzo podobny i wynosit dla genotypow z Wiatrowa: 7,5%,
Smolic: 7,2% i Choryni: 7,1%. Z kolei $rednie porazenie dla 90 genotypow z zaleznosci
od lokalizacji do§wiadczenia bylo najwigksze dla Wiatrowa (16,7%) i Choryni (15,3%)
anajmniejsze dla Smolic (8,4%). Gatunkami Fusarium identyfikowanymi w trakcie
oceny byly F. graminearum, F. poae, F. avenaceum, F. culmorum, F. oxysporum i F.
equiseti. Ziarniaki w wyniku naturalnej infekcji najcze$ciej porazane byly przez F.
avenaceum (3,1%), nastepnie w kolejnosci malejacej przez F. graminearum (1,4%), F.
culmorum (1,2%) i F. poae (1,0%). Dominujagcymi gatunkami w poszczegolnych latach
badan byty: F. avenaceum (2015, 2016), F. graminearum (2014) i F. culmorum (2017,
2018). Sztuczne zakazanie kltoséw zyta w trakcie kwitnienia powodowato w przypadku
F. culmorum 1 F. graminearum odpowiednio 5,2 1 2,65 razy wicksze porazenie
ziarniakow niz w warunkach naturalnej infekcji. Z kolei zakazanie przez F. poae nie
spowodowalo wigkszego zasiedlenia ziarniakéw. Stwierdzono duze zréznicowanie w za-
siedleniu ziarniakéw zyta przez poszczegédlne gatunki rodzaju Fusarium, nie znaleziono
genotypu ktory nie byt zasiedlany przez grzyby tego rodzaju. W tabeli 1 przedstawiono
genotypy, w przypadku ktérych stwierdzono najmniejszy procent zasiedlenia przez
grzyby rodzaju Fusarium w poszczegdlnych latach badan.
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Tabela 1

Genotypy, w ktorych stwierdzono najmniejszy procent zasiedlenia ziarniakéw zyta przez grzyby
rodzaju Fusarium

. Lata
Poz}rll‘;‘tizeﬁle 2014 2015 2016 2017 2018
genotyp ponizej 10% ponizej 10% ponizej 10% ponizej 5% ponizej 1%

GRADAN WTD 32/14 NS135N/4 WM 34R WM 52R
WM 46R WTD 29/14 NSIN 0723 WTD 28/15 WTD 18/15
WM 41R WM 45/1 WM 52R NSIN T1
WM 45R ANTONINSKIE

WTD 21/15
NS 58N/08
WM 37/2
GRADAN
WM 60 R
WM 51R
WM 62R
DC 1431
SZK 15/13
DC 42
DC 63
DC 73
LS 256N/13
LS 266N/13
LS 229N/13
DC 92
HRSM 238-3R

PHR (Wiatrowo)

DL 15
DL 16
DC 104
DC 84
DC 97
DL 10

L 77/11
DC 63

DC 98
SZK 3N/12
DC 42

DC 1168

Danko (Choryn)

HRSM 102-4R HRSM 147-4R HRSM 181-4R HRSM 224-4R

HRSM 95-4R
HRSM 11-4R

HRSM 130-4R
HRSM 135-4R
HRSM 154-4R

HRSM 185-4R
HRSM 161-4R
HRSM 186-4R

HRSM 228-3R
HRSM 209-4R
HRSM 250-3R

Smolice HRSM 200-4R

HRSM 220-3R
HRSM 239-3R
HRSM 214-4R

Zawarto$¢ mykotoksyn we wszystkich probkach w odniesieniu do obu mykotoksyn
byta na bardzo niskim poziomie, zblizonym do bl¢du pomiarowego.

W trzech miejscowosciach oceniano porazenie 90 genotypow zyta przez C. purpurea
w warunkach naturalnej infekcji oraz w doswiadczeniu fungicydowym interakcje
pomigdzy genotypem, lokalizacja doSwiadczenia a ochrong fungicydowg w wystepo-
waniu sporyszu. W zebranym plonie wydzielano frakcje zawierajaca przetrwalniki
C. purpurea, na tej podstawie obliczono udziat sklerocjow w ogélnym plonie Zyta.
W doswiadczeniu fungicydowym zastosowano fungicyd Adexar Plus, w dwoch
terminach: poczatek kwitnienia najwczesniejszej odmiany oraz siedem dni pdzniej.
Czynnikiem pierwszego rzedu byl genotyp zyta (trzy genotypy, réznigce si¢ dtugoscia
kwitnienia), drugiego rzgdu zastosowanie fungicydu w réznych terminach (trzy poziomy:
poczatek kwitnienia najwczesniejszej odmiany , siedem dni pdzniej, rOwnoczesnie w obu
terminach). Dodatkowo w latach 20162018 dodano kombinacje z opryskiwaniem roslin
zawiesing zarodnikow Trichoderma sp.
W latach 20142018 stwierdzono duze réznice w porazeniu pomigdzy 90 genotypami
zyta uprawianymi w trzech miejscowosciach. Jego wystepowanie bardzo silnie zalezato
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od miejscowosci. Najwigksze ilosci sklerocjow stwierdzono w Smolicach — 3,85 mg
w 1 kg, mniej w Wiatrowie — 1,37 mg w 1 kg, a najmniej w Choryni 0,64 mg w 1 kg.
Nie stwierdzono roznic w wystgpowaniu sporyszu w zalezno$ci od pochodzenia
genotypu. W genotypach pochodzacych z PHR (Wiatrowo) bylo 0,47 mg sklerocjow
w 1 kg, z Danko (Choryn) 0,53 mg sklerocjow w 1 kg, a ze Smolic 0,52 mg sklerocjow
w1lkg. W latach tych wystgpily znaczne rdéznice w porazeniu poszczegolnych
genotypow, wystepowaly tez genotypy w ktdrych nie stwierdzono obecnosci sklerocji
C. purpurea (tab. 2).

Tabela 2
Genotypy w ktorych nie stwierdzono obecnosci sklerocjéw C. purpurea

Pochodzenie lata
genotypu 2014 | 2015 | 2016 |

2017 | 2018

WM 18 R WTD 16/15
WM31R WTD 21/15
WM 41 R WM 60R
WM 45 R DC 1289
WM 47 R NS94N/06
WM 50 R NS 5N07
WM 53 R NS 857N/95
WM 54 R

WTD 33/14

RPD 492

NS 94N/06

NS 58N/08

NS 135N/4
NS58/08

WM 52R
WTD 27/15

PHR

(Wiatrowo) Brak

DL 10
DL 11
DC 98
DC 88
DC 81

DL 13

LS 172N/10
TUR
D.GRADAN

DC 42
DC 12

brak

Danko

(Choryn) Brak

Smolice

Brak

HRSM 127-4R
HRSM 128-4R
HRSM 130-4R
HRSM 131-4R
HRSM 132 4R
HRSM 134-4R
HRSM 136-4R
HESM 138-4R
HRSM 140-4R
HRSM 141-4R
HRSM 142-4R
HRSM 143-4R
HRSM 144-4R
HRSM 147-4R
HRSM 150-4R
HRSM 153-4R
HRSM 155-4R
HRSM 156-4R

HRSM 162-4R
HRSM 165-4R
HRSM 169-4R
HRSM 181-4R

brak

brak

W przeprowadzonym w latach 2014-2018 doswiadczeniu z ochrong fungicydowa,
stwierdzono duze roznice w porazeniu pomiedzy miejscowosciami. W latach 2014-2015
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najwigcej sporyszu (w mg sklerocjow w 1 kg) stwierdzono: 1403,6 — Wiatrowie, 704,1
— Smolice 26,2 — Choryn. Podobng zalezno$¢ uzyskano w latach 2016-2018, z tym, ze
ilosé sklerocjow w mg w 1 kg byta nizsza i wynosita odpowiednio: 1,6; 1,1; 0,7. Srednio
dla wszystkich miejscowosci i lat najmniej sklerocjow byto w kombinacji, w ktorej
wykonano tylko 1 zabieg 7 dni po poczatku kwitnienia (492,6 mg sklerocjow w 1 kg
w latach 201420151 1,1 mg sklerocjow w 1 kg w 2016-2018). We wszystkich kombina-
cjach, w ktorych stosowano opryskiwanie plon ziarna byt wyzszy (od 7 do 7,35 kg
z poletka) niz w kombinacji nieopryskiwanej (6,75 kg z poletka). Zawartos¢ sklerocjow
w kombinacji z uzyciem zawiesiny Trichoderma sp. byla na podobnym poziomie jak
w kombinacjach z fungicydem i wynosita 1,2 mg w 1 kg.

Doswiadczenia zatozone w celu okreslenia interakcji patogen-genotyp zyta byto
prowadzone na odmianie Dankowskie Zlote. Do zakazenia w kolejnych latach uzywane
byly rozne izolaty rodzaju Fusarium. W okresie kwitnienia ro$lin zyta byly one
opryskiwane zawiesing zarodnikow odpowiedniego gatunku rodzaju Fusarium
(F. avenaceum, F. culmorum, F.graminearum, F.poae, F. equiseti). Dodatkowo
przewidziano kombinacje z wykorzystaniem izolatow rodzaju Trichoderma, ktdérymi
opryskiwano ro$liny zyta dwa dni po sztucznej inokulacji przy uzyciu zawiesiny
zarodnikow Fusarium. Sztuczna inokulacja roslin zyta zawiesing zarodnikoéw
odpowiedniego izolatu rodzaju Fusarium powodowala wigksze zasiedlenie ziarniakow
zyta przez ten gatunek. Wynosito ono dla F. avenaceum — 20,4%, F. culmorum —
22,7%, F. graminearum — 25,8%, F.poae — 12,8%, F. equiseti — 16,0%. Przy
zastosowaniu ochrony z wykorzystaniem izolatow rodzaju Trichoderma procent
porazenia ziarniakoéw zyta ulegal zmniejszeniu i wynosit dla F. avenaceum — 12,6%,
F. culmorum — 10,4%, F. graminearum — 16,9%, F. poae — 8,1%, F. equiseti —
9,1%. W komorze wegetacyjnej przeprowadzono doswiadczenie nad wplywem tempera-
tury na przebieg infekcji przez C. purpurea. Oceniano wplyw trzech temperaturach: 10,
15, 20°C. W trakcie kwitnienia rosliny opryskiwano zawiesing zarodnikow pochodzaca z
roznych izolatoéw. W temperaturze 10°C uzyskano 0,06 mg sklerocjow wl kg, w 15°C —
0,05 mg sklerocjow w 1 kg a w temperaturze 20°C — 1,1 mg sklerocjow w 1 kg.

WNIOSKI

1. Jedna ze skuteczniejszych metod pozyskiwania kultur C. purpurea jest uzyskiwanie
wzrostu grzybni wyrostej ze sklerocjow.

2. lzolaty Trichoderma harzianum, T. pseudokoningii, 1 T. viride oraz Penicillium
adametzii charakteryzowaly si¢ najwyzszym zdolno$ciami antagonistycznymi
(wyrazone najwyzszym IEB) wobec badanych izolatow C. purpurea.

3. Stwierdzono zréznicowang interakcje migdzy badanymi izolatami C. purpurea a izo-
latami grzybow niepatogenicznych.

4. Startery serii URP generujg produkty PCR réznicujace izolaty wewnatrz gatunku
C. purpurea.

5. Najwigkszy wplyw na porazenie zyta przez C. purpurea i Fusarium sp. ma lokali-
zacja do$wiadczenia.
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6. Wystepuja roznice w porazeniu badanych 90 genotypow zyta przez C. purpurea i
Fusarium sp. Nie znaleziono genotypow zyta, ktore byly odporne na porazenie przez
grzyby rodzaju Fusarium.

7. Sztuczne zakazanie ro$lin zyta zarodnikami konidialnymi C. purpurea lub izolatem
konkretnego gatunku grzyba rodzaju Fusarium zwigksza porazenie ziarniakow.

8. Opryskiwanie roslin zyta fungicydem w okresie kwitnienia nie ma negatywnego
wptywu na plon.

9. Opryskiwanie kwitngcych roslin zyta zawiesing zarodnikow Trichoderma dwa dni po
zakazeniu przez Fusarium powoduje obniZenie porazenia ziarniakow przez Fusarium sp.
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