DOI: 10.37317/biul-2013-0005

NR 270 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN

2013

ELZBIETA CZEMBOR

MAGDALENA MATUSIAK

PIOTR OCHODZKI

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — PIB, Radzikow

Odpornos¢ mieszancow kukurydzy na fuzarioze
kolb powodowang przez Fusarium graminearum

1 F. verticillioides w Polsce w latach 2008—
2009

Resistance of maize hybrids to ear rot caused by Fusarium graminearum
and F. verticillioides in Poland in years 2008-2009

Fuzarioza kolb kukurydzy powodowana przez grzyby z rodzaju Fusarium spp. nalezy do groznych
chorob tej rosliny. W ostatnich latach, obserwowane jest nasilenie tej choroby rowniez na plantacjach
w Polsce. Hodowla odpornosciowa opierajaca si¢ na nowych zrodtach odpornosci jest jedyna i
najbardziej ekologiczng metoda umozliwiajaca ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ tej choroby.
Dlatego w latach 2008-2009 prowadzono oceng stopnia odpornosci zroéznicowanych fenologicznie i
morfologicznie mieszancow kukurydzy na fuzarioze kolb na podstawie oceny objawow fenotypowych
choroby przy infekcji naturalnej w trzech lokalizacjach: Radzikow, Smolice i Kobierzyce, po
zakazeniach zawiesing zarodnikow F. graminearum i F. verticillioides w Radzikowie oraz na
podstawie zdolnosci do akumulacji DON i fumonizyn. Dodatkowo oceniono stopien odpornosci
badanych mieszancow na zgorzel podstawy todygi przy infekcji naturalnej. Przy infekcji naturalnej, w
Radzikowie 1 Smolicach, zréznicowanie dla stopnia odpornosci na fuzariozg kolb oraz zawartosci
toksyn w probkach ziarna byto niewielkie, natomiast w Kobierzycach porazenie ro$lin bylo silniejsze.
Zakazenia sztuczne umozliwity zréznicowanie materiatu ro§linnego pod wzgledem stopnia odpornosci
na fuzariozg kolb. Zaréwno w 2008, jak i w 2009 roku dodatnie wspotzaleznosci pomigedzy ocenami
odpornosci na fuzarioze kolb a zawartoscia DON i fumonizyn w badanych probkach ziarna byly
statystycznie istotne. Wspodtzalezno$ci pomig¢dzy ocenami stopnia odpornosci na fuzarioz¢ kolb i
zawarto$cig toksyn w probkach ziarna a stopniem odpornosci na zgorzel podstawy todygi byty ujemne.
Wyniki ocen uzyskane po zakazeniu sztucznym ziarniakéw poprzez ich mechaniczne uszkodzenie
bardziej korespondowaty do wynikéw uzyskanych przy infekcji naturalnej niz wyniki ocen uzyskane
po zakazeniu sztucznym poprzez iniekcj¢ zarodnikow grzybow do kanatu kolby wzdtuz shupkow.

* Wyniki badan uzyskane w ramach zadania 6.6 Programu Wieloletniego IHAR-PIB ,,Ulepszanie Ro$lin dla

Zréwnowazonych AgroEkoSystemow, Wysokiej Jakosci Zywnosci i Produkcji Roslinnej na Cele Niezywno$ciowe”
finansowanego przez MRiRW
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Stowa kluczowe: fuzarioza kolb, Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides, kukurydza,
zgorzel podstawy todygi

Red and pink ear rot diseases are the most economically significant diseases of maize. Infection by
Fusarium spp. results not only in yield reduction but also in contamination with mycotoxins. Breeding
for resistance is the best method to control this disease. Therefore, in the years 2008—2009 ear rot
resistance of maize hybrids was evaluated based on the phenotypic symptoms under natural infection
in three locations: Radzikéw, Smolice and Kobierzyce and after inoculation with F. graminearum and
F. verticillioides in Radzikéw and based on the ability to DON and fumonisins accumulation. Under
natural infection, in Radzikow and Smolice, the levels of the disease and toxins contents were low. In
Kobierzyce the level of the disease was higher. After inoculation, the differences between hybrids in
ear rot resistance were significant. In 2008 and 2009 correlation between ear rot symptoms and toxins
content was positive and significant. Correlations between ear rot resistance and stalk rot resistance
were negative. In comparison to the results obtained after silk channel inoculation, results obtained after
kernel inoculation more significantly correlated to the results obtained under natural infection.

Key words: ear rot, Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides, maize, stalk rot

WSTEP

Kukurydza jest trzecig rosling uprawna, po pszenicy i ryzu, natomiast pod wzgledem
wysoko$ci plonéow zajmuje pierwsze miejsce na $wiecie. Jej udzial w $wiatowej
powierzchni uprawy zb6z wynosi ponad 20%, a pod wzgledem produkcji okoto 30%.
Kukurydza charakteryzuje si¢ wysokimi plonami ziarna powyzej 10 t/ha i okoto 20 t/ha
suchej masy w uprawie na kiszonke. Jak podaje GUS, w Polsce w 2012 roku, powierzchnia
uprawy tej rosliny przekroczyta 1 mln ha. Ogolna powierzchnia uprawy z przeznaczeniem
na ziarno wzrosta o 63,1% w stosunku do 2011 roku osiagajgc 543,8 tys. ha. Natomiast
powierzchnia uprawy kukurydzy z przeznaczeniem na zielonke osiagneta 507,6 tys. ha.
Tak duzy wzrost byt spowodowany konieczno$ciag przesiewania ozimin, ktore ulegly
zniszczeniu z powodu niekorzystnego przebiegu warunkow pogodowych. Wedtug danych
GUS, plony ziarna wynosity $rednio 73,5 dt/ ha, i byly wyzsze o 1,7 dt/ha w stosunku do
roku poprzedniego.

Jednak w ostatnich latach jednym z podstawowych czynnikéw decydujacych o wartosci
gospodarczej kukurydzy, obok wysokosci plonu ziarna, jest jego jako$¢. Na te sktadowe
plonu bardzo duzy wptyw ma fuzarioza kolb. Choroba ta powodowana jest przez grzyby z
rodzaju Fusarium spp., ktorych metabolity wtorne sa szkodliwe dla ludzi i zwierzat
(Harrison i in., 1990; Pestka i Bondy, 1994; Logrieco i in., 2002; CAST 2003; Munkvold,
2003; Voss i in., 2006). Najczesciej sprawca fuzariozy kolb jest F. graminearum
(produkujace deoksyniwalenol — DON i zearalenon — ZEA) oraz F. verticillioides
(produkujace fumonizyny — FBs). Deoksyniwalenol powoduje utrate taknienia, biegunki,
owrzodzenia jamy ustnej lub zmiany martwicze skory (Canady, 2001), zearalenon —
zaburzenia ptodnosci, zaburzenia hormonalne oraz ma ujemny wptyw na wzrost i rozwdj
gruczotu mlekowego (Szuets i in., 1997) a fumonizyny powodujg obrzeki ptuc trzody
chlewnej, nowotwory watroby, uszkodzenia moézgu koni a nawet bezwlad ruchowy
(Rheeder i in., 1992; Bhat i in., 1997; Bolger i in., 2001). Na potudniu Europy gtéwnym
sprawca fuzariozy kolb jest F. verticillioides i F. proliferatum, natomiast na pdinocy
Europy F. graminearum. W Polsce, podobnie jak i na Wegrzech, w latach z mala ilosci
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opadow gatunki powodujace fuzarioze kolb sg takie jak na potudniu Europy a w latach
mokrych takie jak na pétnocy (Mesterhazy i in., 2012; Czembor i in., 2011; Czembor i
Matusiak, 2013). Dla przyktadu, Czembor i in. (2011) stwierdzili, ze w latach 2002-2004
grzybem wystepujacym z najwyzsza czestotliwoscia byl F. graminearum. Wysokie
temperatury w latach 2005 1 2006 spowodowaty, ze w populacji zaczety dominowac grzyby
z sekcji Lisolea — F. verticillioides 1 F. proliferatum. Natomiast w probkach ziarna
pobranych w latach 2009-2011 powtornie gldownym sprawcag fuzariozy kolb byl F.
graminearum. Stwierdzono zroéznicowanie w patogenicznosci pomigdzy gatunkami i
agresywnosci pomigdzy izolatami w obrebie okreslonego gatunku. Izolaty F. graminearum
sa znacznie bardziej agresywne niz F. verticillioides (i inne nalezace do sekcji Lisolea).
Wprawdzie wykazano, ze F. graminearum posiada roézne geny w pewnym stopniu
swiadczace o ich agresywnosci/patogenicznosci, jednak nie sg one w sposob jasny opisane
i nie moga by¢ brane pod uwage w programach hodowlanych (Dufresne i in., 2008).
Charakterystyka izolatow prowadzona jest zazwyczaj na podstawie oceny fenotypowej
stopnia porazenia wybranych genotypow o zrdéznicowanym stopniu odpornosci, oraz na
podstawie zdolnosci tych izolatow do produkcji toksyn. Duze zréznicowanie w kolekcji
izolatdow F. graminearum wyosobnionych na przestrzeni kilku lat z pszenicy dla ich
agresywnosci 1 produkcji DON opisali Mesterhazy (2002) oraz Mesterhazy i in. (1999).
Dodatkowo Mesterhazy i in. (1999) stwierdzili, ze produkcja DON przez izolaty F.
graminearum wyosobnione z pszenicy moze by¢ wskaznikiem ich patogenicznosci. Garcia
i in. (2009) stwierdzili, ze zawarto$¢ toksyn w ziarnie zalezy wtasnie od izolatow grzyba
jakie go zasiedlaja a nie od warunkéw atmosferycznych. Jednak badania prowadzone dla
izolatdw F. graminearum wyosobnionych z ziaren kukurydzy, wykazaly brak
wspotzaleznosci pomigdzy ich agresywno$cia a produkcja toksyn (Harris i in., 2005).
Dodatkowo, Marin i in. (2008) wykazali r6znice pomiedzy izolatami dla ich tempa wzrostu
i produkcji toksyn nawet na réznych pozywkach sztucznych, co potwierdzono rowniez w
badaniach wlasnych (Czembor i in., 2011). Hodowla i wykorzystanie w uprawie odmian
odpornych sga powszechnie uznane za najbardziej optacalna i przyjazna srodowisku metode
ochrony roslin. Zagadnienia te sg szeroko opisane w pracach takich jak: Presello i in., 2005,
2010,2011a, Czemboriin., 2011a, 2011b, 2013, Zijlstra i in., 2011; Vasileiadis i in., 2011.
W przypadku kukurydzy i fuzariozy kolb jest to obecnie jedyna mozliwa metoda.
Stosowanie fungicydow jest trudne i malo efektywne, poniewaz trudno jest oceniaé
nasilenie choroby a jej rozwo6j moze by¢ zbyt szybki aby fungicyd okazat si¢ skuteczny.
Wazna role petni rowniez ograniczenie wystepowania owadow i szkodnikow, ktore w
trakcie zerowania uszkadzaja kolby kukurydzy, wplywajac w ten sposdb na szybki rozwdj
choroby (Munkvold, 2003 a, 2003 b). Interakcja pomigdzy grzybami z rodzaju Fusarium
spp. a kukurydza jest bardzo specyficzna. Nie jest to klasyczny uktad, w ktoérym nasilenie
choroby jest efektem koncowym interakcji pomiedzy gospodarzem, patogenem i
srodowiskiem. Uktad ten nalezy uzupeli¢ o wpltyw §rodowiska i samych grzybow z
rodzaju Fusarium spp. na ilo§¢ i rodzaj produkowanych toksyn. Dlatego celem
prowadzonych prac byla ocena stopnia odpornosci zrdznicowanych fenologicznie i
morfologicznie mieszancéw kukurydzy na fuzariozg kolb na podstawie oceny objawow
fenotypowych choroby przy infekcji naturalnej oraz po inokulacji F. graminearum i F.
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verticillioides oraz zdolno$ci do akumulacji toksyn. Celem dodatkowym byta ocena stopnia
odpornosci badanych mieszancdéw na zgorzel podstawy todygi przy infekcji naturalnej oraz
okreslenie wspoélzaleznosci pomiedzy badanymi cechami.

MATERIALY I METODY

Doswiadczenia prowadzono na polach doswiadczalnych Instytutu Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin — PIB w Radzikowie oraz na polach do$wiadczalnych Hodowli
Roslin Smolice Sp. z 0.0. w Smolicach oraz na polach doswiadczalnych Matopolskiej
Hodowli Roslin Sp. z 0.0. w Kobierzycach w latach 2008—-2009. Odporno$¢ badanych
mieszancow kukurydzy na fuzarioze kolb oceniano przy infekcji naturalnej oraz po
zakazeniu sztucznym kolb grzybami Fusarium graminearum 1 F. verticillioides.
Odporno$¢ na zgorzel podstawy todygi oceniano przy infekcji naturalnej. Nasiona
wysiewano w siewie rzgdowym, $rednio 20 roslin w rzedzie, w terminie do 20 kwietnia w
Smolicach i Kobierzycach oraz w terminie do 1 maja w Radzikowie. Rozstawa pomi¢dzy
ro§linami w rz¢dzie wynosita §rednio 20 cm, a pomigdzy rzgdami 75 cm; stosowane
nawozenie to: 200 kg/ha N, 80 kg/ha P,Os, 120 kg/ha K,O.

Material roslinny

W 2008 roku do badan wytypowano zestaw 14 mieszancow kukurydzy, natomiast w
2009 roku 17 mieszancow. Material badawczy wytypowano na podstawie zroznicowanej
podatnosci na grzyby z rodzaju Fusarium spp. w warunkach polowych, z uwzglednieniem
wczesnosci i roéznic fenotypowych w budowie ziarniaka (dent i flint) (tab. 1).

Tabela 1
Lista mieszancéw scharakteryzowanych dla stopnia odpornosci na fuzarioze oraz na zgorzel podstawy
lodygi w latach 2008-2009
The list of hybrids investigated in the years 2008 and 2009

Forma — Form | Rok — year 2008 | Rok — year 2009
Kosmo, KB 1902, KB 1903, KB 2704, Blask, Bosman, Wiarus, Glejt, Opoka, PR
Dent/semident Opoka, Tur, Ronaldino, Smok 39R86, Kosmo, KB 1902, KB 1903, KB
1904
Gavot, Laurelis, PR 39R86, PR 39H32, PR Kozak, Reduta, NK Ravello, Amadeo, Es

Flint/semiflint 39G12, Kozak Paroli, Ronaldino, Subito

Patogen

W badaniach wykorzystano izolaty F. graminearum i F. vericillioides nalezace do
kolekcji Pracowni Traw Pastewnych i Ro$lin Motylkowatych, IHAR — PIB w
Radzikowie. Izolaty tworzace kolekcj¢ zostaly wyosobnione z probek ziama, ktore
pobrano w roku 2007. Odkazone powierzchniowo ziarniaki wyktadano na pozywke PDA.
Szalki inkubowano w ciemnos$ci, a nastgpnie pod $wiattem UV w celu stymulacji
zarodnikowania. Kultury o charakterystycznej dla Fusarium spp. barwie i ksztalcie
zarodnikow izolowano na szalkach z pozywka PDA i SNA, tak aby dokona¢ identyfikacji
metoda mikroskopowg. Nastepnie przygotowano kultury jednozarodnikowe na wodnym
agarze (18g / 1 wody). Jednozarodnikowe kultury odczepiano na SNA, przez 4-7 dni
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inkubowano w warunkach kontrolowanych (w temp. 22°C i zmiennym fotoperiodzie (12 h
UV /12 h ciemno$¢), a nast¢pnie do szafy chtodniczej (4°C).

Do przygotowania inokulum wykorzystano 4 izolaty F graminearum i 4 izolaty F.
verticillioides najbardziej obficie zarodnikujace na pozywce PDA w warunkach
laboratoryjnych. Izolaty, po odszczepieniu na szalki z pozywka PDA inkubowano jak
poprzednio przez okres 3—4 tygodni. Nastepnie grzybni¢ zmywano i rozcienczano plynng
pozywka SNA (3 g agaru /1 wody), kontrolujac ilo§¢ zarodnikéw w powstatym roztworze.
Inokulacj¢ wykonano stosujac inokulum F. graminearum lub F. vericillioides o st¢zeniu 5
x 10° zarodnikow / ml.

Test odpornosciowy i ocena fenotypowa stopnia odpornosci na fuzarioze kolb

W roku 2008 stopien odpornosci badanych mieszancow oceniano przy infekcji
naturalnej w 3 lokalizacjach (Radzikoéw, Smolice i Kobierzyce) oraz po zakazeniu
sztucznym mieszaning zarodnikow F. graminearum i F. verticillioides po mechanicznym
uszkodzeniu ziarniakow w jednej lokalizacji (Radzikéw). Kolby nakluwano bolcem
zanurzonym w zawiesinie zarodnikow 8—9 dni od daty kwitnienia kwiatostanow zenskich,
roznicujac wielko$¢ bolca w zalezno$ci od wielkosci kolby.

W 2009 materiat zréznicowano przy infekcji naturalnej podobnie jak w roku
poprzednim w trzech lokalizacjach (Radzikow, Smolice i Kobierzyce) oraz po zakazeniu
sztucznym bolcem zanurzonym w zawiesinie zarodnikow F. graminearum i F.
verticillioides oraz za pomocg strzykawki poprzez iniekcje zawiesiny zarodnikow do
kanatu kolby wzdtuz stupkow. Iniekcj¢ zarodnikéw za pomoca strzykawki prowadzono 4—
5 dni od daty kwitnienia.

W 2008 roku w obrgbie kazdego mieszanca oceniono stopien porazenia 120 roslin, w
tym: 30 ro$lin rosnacych przy infekcji naturalnej w Radzikowie, Smolicach i Kobierzycach
oraz 30 roslin po inokulacji w Radzikowie.

W 2009 roku oceniono stopien porazenia 112 ro$lin w ramach kazdego mieszanca. Przy
infekcji naturalnej w Radzikowie, Smolicach i Kobierzycach ocenie poddano po 28 roslin
oraz po 28 roslin inokulowanych grzybami z rodzaju Fusarium spp. w Radzikowie.

Oceng fenotypowsa stopnia odpornos$ci prowadzono w fazie dojrzatosci pelnej
wykorzystujac skale 1-7 oparta o procent ziarniakow z objawami porazenia: 1 = brak
objawow; 2 = 1-3%, 3 = 4-10%; 4 = 11-25%; 5 = 26-50%; 6 = 51-75% 1 7 = 76-100%
(Reidiin., 1996). Nastepnie kolby zbierano recznie i mtdcono przygotowujac probki ziarna
do prowadzenia analiz chemicznych zawartosci toksyn fuzaryjnych.

Test odpornosciowy i ocena fenotypowa stopnia odpornosci na zgorzel podstawy

lodygi

Stopien odpornosci badanych mieszancow na zgorzel podstawy lodygi prowadzono
przy infekcji naturalnej. Do$wiadczenia prowadzone byty na polach doswiadczalnych,
gdzie kukurydza uprawiana byta przez wiele lat w monokulturze dlatego nasilenie choroby
byto wystarczajaco duze aby zréznicowaé material. Lodygi byly krojone na wysokosci 3
wezta. Uzywano skali 1-9 (1 — brak objawow choroby, 3 — zmiany chorobowe na
pierwszym lub drugim wezle, 5 — zmiany chorobowe na pierwszym lub drugim wezle
oraz pierwsze objawy rozktadu tkanek dwéch dolnych miedzywezli, 7 — silny rozktad
trzech miedzywezli, ale widoczna tkanka rdzenia, 9 — catkowity rozktad tkanek).
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Test odpornosciowy i ocena fenotypowa stopnia odpornosci na zgorzel podstawy todygi
prowadzona byla rownolegle z oceng stopnia porazenia kolb przy infekcji naturalnej i po
inokulacji. W 2008 roku w obrebie kazdego mieszance oceniono stopien porazenia 120
roslin a w 2009 roku 140 roslin.

Oznaczanie zawarto$ci mikotoksyn

W roku 2008 wykonano oznaczenia zawartosci mikotoksyn fuzaryjnych: deoksyniwa-
lenolu — DON i sumy fumonizyn B; i B — FBs w probkach ziarna metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) a w roku 2009 zawartosci DON i sumy
fumonizyn (FBs) metoda testu immunoenzymatycznego (ELISA). Do wszystkich analiz
uzyto reprezentatywnych probek ziarna zmielonych na mtynku laboratoryjnym. Analizy
wykonywano w dwoch powtdrzeniach.

Test ELISA

Do analiz uzyto testow ELISA produkcji Romelabs, USA. DON ekstrahowano za
pomoca wody, a fumonizyny wodnym roztworem metanolu (MeOH:H,O 70:30 v:v). Do 5
g probki dodano 25 ml odpowiedniego rozpuszczalnika i wytrzasano 30 min. Po
zakonczeniu wytrzasania ekstrakt odwirowano (3000 rpm, 3 min.), i rozcienczono woda
dejonizowang odpowiednio 1:4 (DON) lub 1:20 (v:v) (FBs). 100 ul rozcienczonego
ekstraktu zmieszano z 200 pl koniugatu, a nastgpnie 100 pl mieszaniny przeniesiono do
dotka testowego pokrytego przeciwciatami. Po 15 minutach inkubacji dotki przemyto 5-
krotnie odpowiednio roztworem buforowym (DON) lub wodg dejonizowang (FUM) i
osuszono. Dotki napetniono 100 pl substratu, inkubowano 5 min., a nast¢pnie reakcje
zatrzymano dodajac 100 pl roztworu hamujacego (stop solution). Wyniki analiz odczyty-
wano przy dhugosci fali 450 nm., z filtrem 630 nm. za pomoca czytnika Stat Fax 300+. Dla
kazdej serii odczytow sporzadzano 4-punktowg krzywa kalibracji na podstawie ktorej
odczytywano stezenie mikotoksyn w roztworze. Stopien odzysku okreslano stosujac
material referencyjny (Biopure, Romerlabs, Tulln, Austria). Pomiaru ilosciowego
mikotoksyn dokonano w zakresie 250-5000 ppb. Dolna granica pomiaru ilosciowego
(LOQ) wynosita 250 ppb, a limit detekcji (LOD) 200 ppb. W przypadku uzyskania
wynikow wyzszych niz goérna granica pomiaru ilosciowego mikotoksyn ekstrakt
rozcienczano 5-krotnie wodg i ponownie analizowano.

Analiza chromatograficzna DON

Ekstrakcje DON przeprowadzono w probowkach o pojemnosci 50 ml, do ktorych
nawazono 5 g zmielonego ziarna i dodano 20 ml roztworu acetonitryl : woda (84:16 v:v).
Probke wytrzasano 30 min., pozostawiono na noc, i ponownie wytrzasano 30 min. Ekstrakt
odwirowano (3000 rpm, 3 min.) i 6 ml przesgczu naniesiono na kolumienke SPE Multisep
227 Trich+ (Romerlabs). 4 ml oczyszczonego ekstraktu przeniesiono do szklanej fiolki i
odparowano do sucha w bloku grzejnym w strumieniu azotu. Osad rozpuszczono w 0,5 ml
fazy ruchomej (8% acetonitryl w wodzie), wymieszano i oczyszczono na filtrze 0,45 um.

Analize chromatograficzng przeprowadzono za pomoca chromatografu HP 1050,
wyposazonego w detektor UV-VIS. Zwiazki rozdzielano na kolumnie fazy odwroconej RP
C18 Lichrospher 100, 250x4,6 mm, o wielkosci ziarna 5 um. Faze ruchomg stanowit 8%
wodny roztwor acetonitrylu, podawany z predkosécia 0,9 ml-min’'. Identyfikacji DON
dokonano przy dtugosci fali A = 236 nm na podstawie czasu retencji, a analizy ilo§ciowej

60



Elzbieta Czembor ...

metoda wzorca zewnetrznego, na podstawie krzywej kalibracji substancji wzorcowe;.
Wyniki koficowe analizy uwzgledniaty korekte stopnia odzysku (82%), okreslonego za
pomocg analizy probki referencyjnej DON w kukurydzy (BRM, Biopure).

Limit detekcji DON wynosit 30 ppb.

Analiza chromatograficzna fumonizyn (FBs) (AOAC, 2000)

Do 5 g zmielonego ziarna dodano 25 ml wodnego roztworu metanolu (MeOH:H20
75:25 viv) 1 wytrzgsano w czasie 60 min. Po odwirowaniu i doprowadzeniu roztworu do
pH = 6,0 ekstrakt oczyszczono na kolumienkach jonowymiennych SAX, odparowano do
sucha. Fumonizyny upochodniono za pomoca OPA (Shephard, 1998) i rozdzielano
chromatograficznie na kolumnie fazy odwroconej C18, 150x4,6 mm, wielko$¢ ziarna 5
pm. Anality wymywano izokratycznie roztworem metanol: 0,1 M bufor fosforanowy pH
3,35 (77:23 v:v) z predkoscig 1 ml'min’'. Detekcje prowadzono za pomoca detektora
fluorescencyjnego stosujac dtugos¢ fali wzbudzania A = 335 nm i emisji A = 440 nm.
Wyniki koficowe analizy uwzgledniaty korekte stopnia odzysku (FB; — 85%, FB, —
83%), okreslonego za pomocg analizy probki referencyjnej fumonizyn w kukurydzy
(BRM, Biopure). Limit detekcji kazdej z toksyn wynosit 50 ppb. Wyniki koncowe podano
jako sume FB, i FB,. Srednio zawartos¢ FB; stanowila 85-80% FBs.

Analizy statystyczne

Doswiadczenia zaktadano w uktadzie losowanych blokéw. Do oceny istotno$ci réznic
dla ocen stopnia odpornosci na fuzarioz¢ kolb i zgorzel podstawy todygi oraz zawartosci
toksyn w probkach ziarna pobranych z mieszancow rosngcych przy infekcji naturalnej oraz
po zakazeniu sztucznym. Po odrzuceniu hipotezy, o braku réznic pomigdzy obiektami,
dokonano szczegdtowego porownania obiektow pod wzgledem odpornosci na fuzarioze
kolb, zgorzel podstawy todygi oraz zawarto$ci toksyn w probkach ziarna przy uzyciu testu
Fishera najmniejszej istotnej r6znicy. Wielocechowsq charakterystyke badanych obiektow
wykonano z wykorzystaniem analizy czynnikowej metodg sktadowych glownych (PCA)
oraz analizy skupien. Analizy danych przeprowadzono za pomocg programu InfoStat 1.1.

Warunki meteorologiczne

W opracowaniu wykorzystano pomiary temperatury powietrza na wysokosci 2 m nad
gruntem oraz pomiary opadow, ktore wykonano w latach 2008-2009 w Stacji
Meteorologicznej w Radzikowie, Smolicach i Kobierzycach. Opracowano je jako $rednie
dekadowe wartos$ci temperatur powietrza oraz dekadowe sumy opadow i przedstawiono w
formie wykresow (rys. 11 2).

Na przestrzeni lat najwigksze roznice dekadowe dla $rednich temperatur powietrza
wystapity w czerwcu. W 2008 roku wahaty si¢ one od 16°C do 20°C a w 2009 roku w
pierwszej dekadzie czerwca wynosita 10°C. Od pierwszej dekady lipca do trzeciej dekady
sierpnia $rednie temperatury powietrza byly zblizone zarowno pomigdzy lokalizacjami jak
i na przestrzeni lat i wynosity ok. 20°C. We wrzesniu 2008 roku temperatury w Radzikowie
byly nizsze niz w Smolicach i Kobierzycach, natomiast w 2009 roku réznice pomiedzy
lokalizacjami byty niewielkie.
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Rys. 1. Srednie dekadowe temperatury powietrza w Radzikowie, Smolicach i Kobierzycach w latach
2008-2009
Fig.1. Mean decade temperatures in Radzikéw, Smolice and Kobierzyce in the years 2008 and 2009
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Rys. 2. Dekadowe sumy opadéw w Radzikowie, Smolicach i Kobierzycach w latach 2008-2009
Fif. 2. Decade total precipitation in Radzikow, Smolice and Kobierzyce in the years 2008 and 2009

Réznice pomiedzy latami w ilosci opadéw byly bardzo duze szczegodlnie w trzeciej
dekadzie czerwca oraz w pierwszej, drugiej i trzeciej dekadzie lipca. Czerwiec 2008 roku
byt bardzo suchy. W 2009 roku w dwoch pierwszych dekadach czerwca suma opadoéw
wahata si¢ w zakresie 10-35 mm a w trzeciej dekadzie w zakresie 40—100 mm. Rowniez
w dwoch pierwszych dekadach lipca 2009 roku opady byly intensywne. Wrzesien w obu
latach byt suchy, poza Radzikowem w 2008 roku, gdy suma opadow w trzeciej dekadzie
przekroczyta 50 mm.
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WYNIKI

Przy infekcji naturalnej zréznicowanie dla stopnia odpornosci na fuzarioze kolb oraz
zawarto$ci toksyn w probkach ziarna byto niewielkie i statystycznie nieistotne. Nasilenie
choroby po zakazeniach sztucznych byto wystarczajaco silne aby stwierdzi¢ istotne réznice
pomigdzy badanymi obiektami (tab. 2, 3, 4, 5).

Tabela 2
Stopien odpornos$ci mieszancéw kukurydzy na fuzarioze kolb i zgorzel podstawy lodygi przy infekcji
naturalnej w Kobierzycach, Smolicach i Radzikowie oraz poziom skazenia prébek ziarna
deoksyniwalenolem i fumonizynami w 2008 roku
The levels of maize hybrids resistance to ear rot and stalk rot under natural infection in the
Kobierzyce, Smolice and Radzikéw and the level of deoxynivalenol and fumonisins contamination in
the grain samples collected in 2008

Kobierzyce Smolice Radzikow
. . . zgorzel . zgorzel . zgorzel
MESZ@‘“ fuzarioza| 4wy | DON | FuM | 0221078 | cawy | DON | FuM | 221972 dcawy | DON' | FUM
ybrid kolb | Py kolb X kolb .
carrot | fodvei | [ppb] | [ppb] | e | dodygi | [ppb] | [ppb] | e | fodygi | [ppb] | [ppb]
stalk rot stalk rot stalk rot’
Gavot 1.4 32 0 655 L5 33 0 231 1.4 32 0 0
KB1902 1,0 6,6 0 365 12 54 0 387 13 6,1 0 381
KB1903 14 52 0 0 14 56 0 190 1.8 58 0 311
KB2704 1,0 54 0 0 1,0 57 0 0 13 5.1 572 126
Kosmo 22 50 0 7005 1,0 50 0 195 13 53 650 0
Kozak 12 54 0 1555 1,1 41 0 0 1,0 44 108 131
Laurelis 1,0 3.8 0 0 L1 46 0 0 13 3.8 0 0
Opoka 1,0 3.8 0 0 13 4,1 0 111 13 4,0 0 550
PR 39G12 12 50 0 230 13 56 0 0 1.8 44 0 950
PR 39H32 2,0 44 0 380 L1 6,6 0 0 1,0 6,4 0 0
PR 39R86 12 44 0 725 13 52 0 0 1.8 40 1381 0
Ronaldino 1,0 52 0 0 12 3,7 0 0 12 42 150 124
Smok 2,0 42 0 410 L1 3.8 0 231 1,1 4.6 112 0
Tur 24 6,2 0 1350 11 45 0 0 1,1 6,0 489 0
ﬁgi‘l“a 143 4,84 0 905 1,19 4,80 0 90 1,34 481 247 184
CV (%) 1145 73 0 2016 1215 6,5 0 1396 16,04 857 1620 1526
IESEL Ni 0,72 Ni 13269 0309 0,67 Ni Ni 045 0,88 126140 Ni

" Skala 1-7 (1= brak objawéw; 7 = 76-100% ziarniakéw z objawami porazenia); Scores 1-7 (1 = no symptoms; 7 = 76—
100% kernels with the infection symptoms)

**Skala 1-9 (1 = brak objawow choroby, 9 — catkowity rozktad tkanek); Scores 1-9 (no symptoms, (9 — total tissue
destruction)

*** Po odrzuceniu hipotezy, o braku réznic pomiedzy obiektami metoda analizy wariancji na poziomie istotnosci 0,05,
dokonano szczegdtowego poréwnania obiektow testem Fischera przy uzyciu najmniejszej istotnej roznicy; After
differences between objects were detected using analysis of variance at the significance level 0.05, detailed comparisons of
objects were performed by the Fischer’s test and the least significant difference method

Doswiadczenia prowadzono na polach, gdzie kukurydza uprawiana jest w monokulturze
na przestrzeni wielu lat, roznice pomigdzy obiektami byly istotne juz przy infekcji
naturalnej. Zaréwno w 2008, jak i w 2009 roku najwyzsze porazenie kolb odnotowano w
Kobierzycach, co miato zwigzek z wystgpowaniem omacnicy prosowianki. W 2008 roku
w Radzikowie zakres zmiennosci dla $rednich warto$ci stopnia odpornosci badanych
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mieszancow na fuzarioze kolb wahat si¢ w od 1,0 (co oznacza brak porazenia w skali 1-7)
do 1,5 w Smolicach, od 1,0 do 1,8 w Radzikowie i od 1,0 do 2,4 w Kobierzycach.

Tabela 3
Stopien odpornosci mieszancéw kukurydzy na fuzarioze kolb po zakazeniu sztucznym kolb mieszanina
izolatow F. graminearum i F. verticillioides w Radzikowie, stopien odpornos$ci na zgorzel podstawy
lodygi przy infekcji naturalnej oraz poziom skazenia probek ziarna deoksyniwalenolem i
fumonizynami w 2008 roku
The levels of resistance of maize hybrids after artificial infection with F. graminearum and F.
verticillioides in Radzikow to ear rot, the levels of resistance to stalk rot after natural infection and the
level of deoxynivalenol and fumonisins contamination in the grain samples collected in 2008

. . Fuzarioza kolb Zgorzel podstawy todygi

Mieszaniec Ear rot* & SF;alk o t’! ve DON [ppb] FUM [ppb]
Gavot 4,5 32 11087 18544
KB1902 4,1 6,0 23184 28312
KB1903 3,2 5,5 1669 9924
KB2704 2,4 5,4 6765 10001
Kosmo 29 5,1 2825 11055
Kozak 33 4,6 1805 30146
Laurelis 43 4,1 7688 24558
Opoka 3,6 4,0 7044 24606
PR 39GI12 34 5,0 675 21477
PR 39H32 33 5,8 610 9067
PR 39R86 4.8 4,7 7482 28397
Ronaldino 54 44 17646 23376
Smok 34 42 3732 7408
Tur 3,0 5,6 2951 23523
Srednia 3,68 483 6798 19314
Mean
CV (%) 7,55 4,82 97,7 423
NIR / LSD 0,59 0,49 3669,4 8152,19

" Skala 1-7 (1= brak objawéw; 7 = 76-100% ziarniakéw z objawami porazenia); (1 = no symptoms; 7 = 76-100% kernels
with the infection symptoms)

**Skala 1-9 (1 = brak objawow choroby, 9 — catkowity rozktad tkanek); Scores 1-9 (no symptoms, 9 — total tissue
destruction)

™" Po odrzuceniu hipotezy, o braku réznic pomig¢dzy obiektami metoda analizy wariancji na poziomie istotnosci 0,05,
dokonano szczegdtowego poréwnania obiektow testem Fischera przy uzyciu najmniejszej istotnej roznicy; After
differences between objects were detected using analysis of variance at the significance level 0.05, detailed comparisons of
objects were performed by the Fischer’s test and the least significant difference method

Zawartos¢ DON w probkach ziarna pobranych z mieszancéw w Smolicach i Kobierzycach
nie przekraczata progdw wykrywalno$ci dla oznaczen metoda HPLC (30 ppb). Zawarto$¢
tej toksyny w 9 probkach ziarna pobranych w Radzikowie wahata si¢ od 204 ppb do 650
ppb, a w jednej probce wynosita 1381 ppb (PR 39R86). We wszystkich lokalizacjach czgsé
probek ziarna byta skazona fumonizynami (Radzikow — 7 probek, Smolice — 4 probki,
Kobierzyce — 14 probek). Statystycznie istotne rdznice dla zawartosci fumonizyn
stwierdzono dla probek pobranych w Kobierzycach (zawartos¢ fumonizyn powyzej 1000
ppb wykazano w probkach pobranych z mieszancow Kosmo, Kozak i Tur). W 2009 roku
w Kobierzycach nasilenie fuzariozy kolb przy infekcji naturalnej oceniono w zakresie od
1,8 (Ronaldino) do 2,9 (Wiarus). W Smolicach zakres zmiennosci stopnia porazenia kolb
wahat si¢ od 1,2 (Wiarus) do 1,9 (Glejt), a w Radzikowie od 1,1 (Bosman) do 1,8 (KB
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1903). Natomiast srednia ocena stopnia porazenia przez przy infekcji naturalnej w
Radzikowie wyniosta 1,30 w Smolicach 1,46, a w Kobierzycach 2,25.

Tabela 4

Stopien odpornos$ci mieszancéw kukurydzy na fuzarioze kolb i zgorzel podstawy lodygi przy infekcji
naturalnej w Kobierzycach, Smolicach i Radzikowie oraz poziom skazenia prébek ziarna
deoksyniwalenolem i fumonizynami w 2009 roku
The levels of maize hybrids resistance to ear rot and stalk rot under natural infection in the
Kobierzyce, Smolice and Radzikéw and the level of deoxynivalenol and fumonisins contamination in
the grain samples collected in 2009

Kobierzyce Smolice Radzikow
. - . zgorzel . zgorzel . zgorzel
M‘gszaf““ fuzariozal 4 iawy| DON | FuM | 02211078 | awy | DON | FuM | 2219721 0 awy| DON | FUM
ybrid kolb . kolb . kolb .
carrot® | fodvel | [ppbl | [ppb] | o | todygi | [ppb] | [ppb] | - | todygi | [ppb] | [ppb]
stalk rot stalk rot stalk rot
Amadeo 23 2,6 140 0 1.3 32 345 0 1,6 23 240 0
Blask 2,6 2,1 315 0 1,5 3.8 145 0 1,3 2,0 0 0
Bosman 2,0 2,8 110 0 1,4 3,9 285 0 1,1 2,1 110 0
ES Paroli 2,0 2,7 160 0 1,5 3,6 195 0 1.3 22 0 0
Glejt 2,6 23 225 0 1,9 3,4 165 0 1,2 2,1 310 0
KB 1902 1.8 3,4 305 0 1,4 3,5 345 0 1,6 3,1 340 0
KB 1903 24 3,1 400 0 1.3 3.4 355 0 1.8 43 490 0
KB 2704 1.9 2,4 405 0 1,5 4,0 430 0 1,4 23 295 0
Kosmo 2,5 3,0 365 0 1,7 34 470 0 1,5 2,8 415 0
Kozak 2,5 2,4 280 975 1,5 4,0 485 0 1,6 22 525 0
NK Ravello 1,9 2,6 0 0 1,3 3,6 0 0 1,4 23 330 0
Opoka 2,5 23 450 0 1,4 4,0 260 0 1,4 2,0 480 0
PR 39R86 1,9 3,0 475 0 1,5 3,7 480 5 12 22 465 0
Reduta 24 3,7 445 0 1,5 47 275 0 1,2 2,1 190 0
Ronaldino 1.8 2.2 555 1230 1.3 3,1 495 0 1,6 2,2 315 0
Subito 2,1 3,6 600 0 1,6 33 580 20 1.3 2,1 130 0
Wiarus 2,9 2,9 400 0 1,2 3,5 445 0 1,6 1,8 635 2000
ﬁgi’l“a 225 277 331 130 146 362 339 0 130 230 310 118
CV (%) 1696 21,15 492 2844 1642 1034 454 0 2143 2784 589 4123
NIR/LSD 0.8 1,23 Ni Ni Ni Ni Ni Ni Ni Ni Ni Ni

" Skala 1-7 (1= brak objawéw; 7 = 76-100% ziarniakéw z objawami porazenia); (1 = no symptoms; 7 = 76—100% kernels
with the infection symptoms)
**Skala 1-9 (1 — brak objawéw choroby, 9 — catkowity rozktad tkanek); Scores 1-9 (no symptoms, 9 — total tissue

destruction)

™" Po odrzuceniu hipotezy, o braku réznic pomig¢dzy obiektami metoda analizy wariancji na poziomie istotnosci 0,05,
dokonano szczegdtowego porownania obiektow testem Fischera przy uzyciu najmniejszej istotnej roznicy; After
differences between objects were detected using analysis of variance at the significance level 0.05, detailed comparisons of

objects were performed by the Fischer’s test and the least significant difference method

Duza ilo$¢ opadéw w 2009 roku sprzyjala rozwojowi F. graminearum, co
spowodowalo, ze w przeciwienstwie do roku 2008 wigkszo$¢ probek pobranych z
mieszancow rosnacych przy infekcji naturalnej nie byta skazona fumonizynami powyzej
progu wykrywalnos$ci, natomiast zawierata DON. W probkach pobranych w Kobierzycach,
tylko dwie z nich zawieraly fumonizyny (Kozak i Ronaldino), a w Radzikowie jedna

(Wiarus).
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Tabela 5
Stopien odpornos$ci mieszancéw kukurydzy na fuzarioze kolb po zakazZeniu sztucznym kolb mieszanina
izolatow F. graminearum i F. verticillioides w Radzikowie, stopien odpornos$ci na zgorzel podstawy
lodygi przy infekcji naturalnej oraz poziom skazenia probek ziarna deoksyniwalenolem
i fumonizynami w 2009 roku
The levels of resistance of maize hybrids growing after artificial infection with F. graminearum and F.
verticillioides in Radzikow, to ear rot and stalk rot and the level of deoxynivalenol and fumonisins
contamination in the grain samples collected in 2009

Iniekcja (za pomoca strzykawki) Uszkodzenie mechaniczne ziarniakéw (bolcem)
. . injection (with a syringe) Mechanical damage of kerneles (puncture)
Mieszaniec ] ]
Hybrid fuzarioza kolb zgorze .| DON | FUM | fuzarioza kolb zeorze .| DON | FUM
ear rot” podstawy {o*(jygl [ppb] | [ppb] ear rot” podstawy {o*(jygl [ppb] | [ppb]
stalk rot stalk rot
Amadeo 2,5 2,2 3115 120 32 2,7 5535 4680
Blask 2,9 2,1 970 1175 42 2,0 12180 13040
Bosman 2,7 2,2 3780 1510 2,5 2,0 2865 5765
ES Paroli 35 2,0 1665 3060 2,5 2,0 880 2860
Glejt 3,7 24 2070 1135 2,7 2,6 3830 8325
KB 1902 2,6 3,0 1710 2645 33 2,5 535 11605
KB 1903 3,6 2,2 4035 9770 3,7 2,3 2775 5795
KB 2704 2,6 2,0 2050 5015 2,2 2,0 3090 1335
Kosmo 2,8 2,2 2455 9630 2.4 2,1 1575 4735
Kozak 2.4 23 685 1135 3,6 2,2 4525 15885
NK Ravello 3,7 22 7365 6845 32 22 2220 3840
Opoka 32 2,1 3075 1250 2,6 2,2 790 13440
PR 39R86 2,4 2,1 1055 6600 2,8 2,0 685 14315
Reduta 3,7 24 4665 1285 2,7 2,0 4090 9685
Ronaldino 43 2,2 17500 16115 39 2,1 18660 10615
Subito 2,1 2,0 2460 1835 2,2 2,1 550 6565
Wiarus 3,0 3,2 3015 5445 2,0 2,7 600 8690
Srednia / 3,02 225 3628 4354 291 2,19 3849 8304
Mean
CV (%) 15,90 12,04 108,1 99,3 14,31 13,63 1238 52,2
NIR / LSD 0,97 0,57 2584 2626 0,88 Ni 3657 4366

*Skala 1-7 (1 = brak objawéw; 7 = 76-100% ziarniakéw z objawami porazenia); (1 = no symptoms; 7 = 76-100% kernels
with the infection symptoms)

"*Skala 1-9 (1 = brak objaw6w choroby, 9 — catkowity rozklad tkanek); Scores 1-9 (no symptoms, 9 — total tissue
destruction)

™" Po odrzuceniu hipotezy, o braku réznic pomig¢dzy obiektami metoda analizy wariancji na poziomie istotnosci 0,05,
dokonano szczegétowego poréwnania obiektow testem Fischera przy uzyciu najmniejszej istotnej réznicy; After
differences between objects were detected using analysis of variance at the significance level 0.05, detailed comparisons of
objects were performed by the Fischer’s test and the least significant difference method

Srednia ocen fenotypowych stopnia odpornosci badanych mieszafncéw po zakazeniach
sztucznych mieszaning izolatow F. graminearum i F. verticillioides po iniekcji zarodnikow
do kanatu kolby za pomocg strzykawki (w roku 2009) oraz po mechanicznym uszkodzeniu
kolby (w latach 2008-2009) byto podobne i zostato ocenione §rednio na poziomie 3,70. W
2008 roku zakres zmiennosci dla ocen stopnia odpornosci na fuzarioze kolb po zakazeniach
sztucznych wahat si¢ od 2,4 (KB 2704) do 5,4 (Ronaldino). Zawarto$¢ toksyn w probkach
ziarna pobranych z mieszancow, ktorych kolby byly zakazane sztucznie byla znacznie
wyzsza i korespondowala z ocenami fenotypowymi. Poziom skazenia probek ziarna DON
wahat si¢ od 610 ppb (PR 39H32) do 23184 ppb. Podobnie jak przy infekcji naturalne;j,
poziom skazenia probek ziarna fumonizynami byt znacznie jeszcze wyzszy 1 wahat si¢ w

66



Elzbieta Czembor ...

zakresie od 7408 (Smok) do 28312 ppb. W 2009 roku zakres zmienno$ci ocen stopnia
odpornosci mieszancéw na fuzarioz¢ kolb po zakazeniu sztucznym poprzez iniekcje
zarodnikéw za pomocg strzykawki do kanatu kolby wahat si¢ od 2,1 (Subito) do 4,3
(Ronaldino) a po zakazeniu sztucznym po mechanicznym uszkodzeniu ziarniakoéw od 2,0
do 4,2 (Blask). Zawarto$¢ toksyn w probkach ziarna pobranych z mieszancow po zakazeniu
sztucznym po mechanicznym uszkodzeniu ziarniakow byla wyzsza niz po zakazeniu
sztucznym do kanatu kolby wzdtuz stupkoéw. Zakresy zmiennos$ci dla zawartosci toksyn po
iniekcji zarodnikéw do kanatu kolby: 1140 ppb — 1612 ppb dla DON i 680 ppb — 17500
ppb dla fumonizyn.

4,004
PR 39G12 ¢ fumonizyny - N
fuzarioza kolb - N
2004
KB 1903
L]
zgorzel podstawy todygi - S Opoka* fumonizyny - $
= KB 1902 «PR 39R86
;— zgorzel podstawy todygi - N
= 0,004 DON - N fuzarioza kolb - S
& « KB 2704 T o
O Kosmo * Kozak . i« Gavot
o PR30H32 o DON - g Laurelis S
* Tur - smok Ronaldino
L ]
2,004
_4’00_ T T T T T
-4,00 2,00 0,00 2.00 4.00

i

PC 1(34,4)%)

Rys. 3. Relacje pomiedzy mieszancami w ukladzie dwéch pierwszych skladowych gléwnych
wyodrebnionych na bazie wynikow ocen odpornosci na fuzarioze kolb przy infekcji naturalnej (N) i po
zakazeniach sztucznych (B — uszkodzenie mechaniczne ziarniakow), zawartosci toksyn w probkach
ziarna oraz zgorzeli podstawy lodygi przy infekcji naturalnej w Radzikowie w 2008 roku
Fig. 3. Relation between hybrids in the system of the first two principal components created based on
the data of the ear rot under natural infection (N) and after inoculation (B — kernel), and toxins
content in kernel samples collected after inoculation and stalk rot resistance scores in Radzikéw in the

year 2008
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Po mechanicznym uszkodzeniu ziarniakéw zakresy zmiennosci wahaty si¢ od 833 ppb do
15885 ppb dla DON oraz od 530 ppb do 28658 ppb dla fumonizyn. Wyniki uzyskane w
2009 roku wykazaly, Ze zrdéznicowanie materialu po zakazeniach sztucznych
prowadzonych po uszkodzeniu mechanicznym kolb jest bardziej zbiezne z wynikami przy
infekcji naturalnej niz po zakazeniach sztucznych prowadzonych poprzez iniekcje
zarodnikoéw wzdtuz stupkow za pomoca strzykawki.
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Rys. 4. Relacje pomiedzy mieszancami w ukladzie dwéch pierwszych skladowych gléwnych
wyodrebnionych na bazie wynikoéw ocen odpornosci na fuzarioze kolb przy infekcji naturalnej (N),
po zakazeniach sztucznych (S — iniekcja zarodnikéw wzdluz stupkéw; B — uszkodzenie mechaniczne
ziarniakow), zawartoS$ci toksyn w probkach ziarna oraz zgorzeli podstawy lodygi przy infekcji
naturalnej w Radzikowie w 2009 roku
Fig. 4. Relation between hybrids in the system of the first two principal components created based on
the data of the ear rot and toxins content in kernel samples collected after inoculation (S — syringe
injection of the spores, B — mechanical kernel damage) and stalk rot resistance scores in Radzikow
in the year 2009

Istotne zroznicowanie dla stopnia odpornosci na zgorzel podstawy todygi przy infekcji
naturalnej stwierdzono w trzech lokalizacjach (Radzikow, Smolice i Kobierzyce) tylko w
2008 roku. W 2008 roku zakres zmienno$ci dla ocen stopnia odpornosci na zgorzel
podstawy lodygi byl podobny we wszystkich lokalizacjach i miescit si¢ w przedziale od
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3,2 (w skali 1-9 w ktorej 1 oznacza brak symptomoéw choroby) do 6,1 w Radzikowie, od
3,3 do 6,6 w Smolicach oraz od 3,2 do 6,6 w Kobierzycach. W 2009 roku porazenie
podstawy lodygi przez grzyby z rodzaju Fusarium spp. oceniono odpowiednio w
zakresach: od: 1,8—4,3 w Radzikowie, 2,1-3,7 w Kobierzycach i 3,1 do 4,7 w Smolicach.

Rozmieszczenie obiektow w uktadzie dwoch pierwszych sktadowych gtownych
utatwito wielocechowg analiz¢ stopnia odporno$ci badanych mieszancoéw na fuzarioze kolb
i zgorzel podstawy todygi oraz zdolnosci do akumulacji toksyn fuzaryjnych w ziarnie (rys.
3, 4). Zakazenia sztuczne umozliwily zréznicowanie materiatu roslinnego i wykazanie
wspotzaleznosci pomiedzy badanymi cechami. Zaréwno w 2008, jak i w 2009 roku
dodatnie wspotzaleznosci pomigdzy ocenami odpornosci na fuzariozg kolb a zawartoscia
DON i fumonizyn w badanych probkach ziarna byly statystycznie istotne. Wspotzaleznosci
pomiedzy ocenami stopnia odporno$ci na fuzarioze kolb i zawartoscia toksyn w probkach
ziarna, a stopniem odpornosci na zgorzel podstawy todygi byly ujemne. Ronaldino i Kozak
nalezaty do grupy mieszancow podatnych i bardzo podatnych na fuzarioze kolb zaréwno
w 2008 roku jak i w 2009 roku. Kosmo, KB2704 to genotypy, ktore charakteryzowaty si¢
podwyzszona odpornoscig. Dodatkowo, w 2008 roku genotypami o podwyzszonej
odpornosci na fuzarioze kolb ale podatnymi na zgorzel podstawy todygi byty Tur, Smok i
PR 39H32.

DYSKUSJA

Intensyfikacja rolnictwa w Polsce spowodowata znaczny wzrost powierzchni uprawy
kukurydzy (Adamczyk i in., 2003, 2010). Spowodowalo to wzrost znaczenia chordb
grzybowych a szczegoélnie fuzariozy kolb, ktdra oprocz strat ilo§ciowych plonu w sposob
istotny obniza jego jakosc.

Hodowla odpornosciowa jest jedna z najbardziej wskazanych metod ochrony roslin
(Zijstra 1 in., 2011). Dlatego istnieje potrzeba zarowno charakterystyki mieszancoéw
powszechnie uprawianych na terenie Polski pod wzgledem stopnia odpornosci na fuzarioze
kolb jak i poszukiwania nowych zrédet odpornosci, ktore beda mogly by¢ wykorzystywane
w dalszych pracach hodowlanych. Warunki klimatyczne w Polsce sg bardzo zmienne,
zarOwno na przestrzeni lat jak i w zaleznos$ci od rejonu kraju, i ma to bardzo duzy wptyw
na populacje grzybow Fusarium spp., bedacych sprawcami fuzariozy kolb (Czembor i in.,
2011). Potwierdzity to rowniez biezace badania. W roku 2008 od czasu kwitnienia, gdy
kukurydza jest najbardziej podatna na infekcje do okresu zbioru temperatury byly wyzsze,
a opadéw znacznie mniej niz w 2009 roku. Moze to uzasadnia¢ fakt, ze w 2008 roku przy
infekcji naturalnej zawarto$¢ metabolitow wtornych grzyba F. graminearum byla na
granicy wykrywalnosci z wykorzystaniem metody ELISA. W 2009 roku natomiast,
zawarto$¢ fumonizyn tylko w niektorych probkach przekroczyta progi wykrywalnosci.

Biezace badania wykazaly rowniez zmiennos$¢ pomiedzy lokalizacjami. Przy infekcji
naturalnej jedynie w Kobierzycach nasilenie fuzariozy kolb byto wystarczajaco duze, aby
zréznicowac¢ materiat. W Smolicach i Radzikowie zréznicowanie dla stopnia odpornosci
na fuzarioze kolb oraz zawarto$ci toksyn w probkach ziarna bylo niewielkie. Dlatego
badania, ktorych celem jest ocena odpornosci wybranych genotypdéw na grzyby z rodzaju
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Fusarium spp. powinna by¢ prowadzona po zakazeniach sztucznych. Natomiast nasilenie
choroby po zakazeniach sztucznych byto wystarczajgco silne aby stwierdzi¢ istotne roznice
pomigdzy badanymi obiektami. Istnie wiele doniesien literaturowych opisujacych wyniki
badan efektywnosci i powtarzalno$ci metod prowadzenia zakazen sztucznych, ktore
odzwierciedlaja infekcje naturalng. Zrodlem infekcji pierwotnej s resztki pozniwne,
porazone nasiona, chwasty oraz chlamydospory w glebie. Infekcja pierwotna oraz wtorna
nastgpuje poprzez liscie okrywowe: konidia przenoszone sg z kroplg wody na kolbe lub po
uszkodzeniu mechanicznym ziarniakow przez ptaki lub szkodniki. Istnieje teoria o
systemicznym przemieszczaniu — F. verticillioides — korzenie — todygi — kolby.
Morfologia ros§lin w sposob istotny decyduje o ich odpornosci na infekcje powodowana
przez grzyby z rodzaju Fusarium spp. W doniesieniach literaturowych opisuje si¢ dwa
podstawowe typy odpornosci - infekcja pierwotna oraz wtdrna nastgpuje w kropli wody
wzdhuz shupkow lub gdy infekcja nastepuje poprzez liscie okrywowe po uszkodzeniu
mechanicznym ziarniakéw przez ptaki lub szkodniki. Opisywane w literaturze metody
zakazen sztucznych to: zakazenie poprzez wstrzyknigcie zawiesiny zarodnikow grzyba
wzdhuz shipkow, zakazenie poprzez spryskiwanie stupkow zawiesing zarodnikow,
naktuwanie patyczkami drewnianymi na ktorych rosnie i zarodnikuje grzyb, wstrzykiwanie
zawiesiny zarodnikow grzyba po mechanicznym uszkodzeniu lisci okrywowych i
ziarniakoéw. Wyniki badan opisywane w literaturze nie zawsze sg zgodne, i dlatego autorzy
podkreslaja, ze metodyka musi by¢ dopracowana przez kazdy zespot w zaleznosci od
materialu roslinnego jakim dysponuje oraz do warunkéw $rodowiska w jakich badania sa
prowadzone (Mesterhazy i in., 2012, Reid i in., 1993, Reid i in., 2002). W biezacych
badaniach wykazano, ze oceny stopnia porazenia po zakazeniach sztucznych po
mechanicznym uszkodzeniu kolb w sposob bardziej adekwatny odzwierciedlaja stopien
odpornosci oceniany przy infekcji naturalne;j.

Odporno$¢ roslin na porazenie Fusarium spp. nie jest rOwnoznaczna z odpornoscia
danego genotypu do akumulacji toksyn produkowanych przez te patogeny. Jednak uwaza
sie, ze wyzsza ocena fenotypowa stopnia odpornosci $wiadczy o mniejszej zawarto$ci
toksyn, i moze by¢ podstawg w pracach poszukiwania zrédet odpornosci zardbwno na
fuzariozg kolb, jak i na nizszg zawartos$¢ toksyn (Mesterhazy i in., 2012). Potwierdzily to
rowniez biezace badania, poniewaz wspodtzaleznosci pomigdzy ocenami fenotypowymi a
zawartos$cig deoksyniwalenolu i fumonizyn w probkach ziarna byly dodatnie i statystycznie
istotne.

WNIOSKI

1. W warunkach Polski, zréznicowanie pomi¢dzy mieszancami dla stopnia odpornosci na
fuzarioze kolb oraz do zdolno$ci akumulacji toksyn fuzaryjnych w ziarnie jest istotne.

2. Oceny fenotypowe stopnia porazenia kolb po zakazeniach sztucznych grzybami F.
graminearum i F. veriticillioides odzwierciedla zawarto$¢ toksyn i moze by¢ podstawa
w pracach poszukiwania zrédet odpornosci zardwno na fuzarioze¢ kolb jak i na nizsza
zawarto$¢ toksyn .
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3. W warunkach Polski, wyniki ocen fenotypowych uzyskane po zakazeniu sztucznym po
mechanicznym uszkodzeniu ziarniakow oraz zawarto$¢ toksyn fuzaryjnych w ziarnie
bardziej korespondowaty do wynikéw uzyskanych przy infekcji naturalnej niz wyniki
uzyskane po zakazeniu sztucznym poprzez iniekcj¢ zarodnikow grzybow do kanatu
kolby wzdtuz stupkow.

4. Przebieg warunkow atmosferycznych w sposob istotny wptywat na stopien porazenia
kolb i todyg grzybami z rodzaju Fusarium spp. oraz na zawarto$¢ toksyn fuzaryjnych
W ziarnie.

LITERATURA

Adamczyk J., Cygert H., Czajczynski J. 2003. 50 lat hodowli kukurydzy mieszancowej w Polsce — dorobek i
perspektywy. Biul. IHAR 230: 423 — 431.

Adamczyk J., Rogacki J., Cygert H. 2010. Post¢p w hodowli kukurydzy w Polsce. Artykul przegladowy. Acta
Sci. Pol., Agricultura 9 (4): 85 — 91.

Ali, M. L., J. H. Taylor, L. Jie, G. Sun, M. William, K. J. Kasha, L. M. Reid, and K. P. Pauls, 2005: Molecular
mapping of QTLs for resistance to Gibberella ear rot, in corn, caused by Fusarium graminearum. Genome
48,521 — 533.

Association of Official Analytical Chemists — AOAC. 2000. Official Methods of Analysis of Association of
Official Analytical Chemists. Ed: Cunniff (Gaithersburg: AOAC International), chapter 49: 1 — 51.
Bartok, T., Szecsi A ., Szekeres A., Mesterhazy A., Bartok M. 2006. Detection of new fumonisin mycotoxins
nd fumonisin-like compounds by reversed phase - high-performance liquid chromatography/electrospray

ionization - ion-trap mass spectrometry. Rapid Commun. Mass Spectrom. 20: 1 — 17.

Bartok, T., Tolgyesi L., Szekeres A., Varga M., Bartha R., Szecsi A., Bartok M., Mesterhazy A.2010: Detection
and characterization of twenty-eight isomers of fumonisin B1 (FB1) mycotoxin in a solid rice culture
infected with Fusarium verticillioides by reserved phase high-performance liquid chromatography/electro
spray ionization time-of-flight and ion trap mass spectrometry. Rapid Commun. Mass Spectrom. 24: 35
—42.

Bhat R. V., Shetty P. H., Amruth R. P., Sudershan R. V. 1997. A foodborne disease outbreak due to the
consumption of moldy sorghum and maize containing fumonisin mycotoxins. J. Toxicol. Clinical Toxicol.
35:249 —255.

Bolger, M., Coker, R.D., DiNovi, M., Gaylor, D., Gelderblom, W., Olsen, M., Paster, N., Riley, R. T.,
Shephard, G., Speijers, G. J. A. 2001. Fumonisins. In: Safety Evaluation of Certain Mycotoxins in Food.
WHO Food Additives Series 47, FAO Food and Nutrition Paper 74, Prepared by the 56" Meeting of the
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA). WHO, Geneva, Switzerland: 103 —
279.

Canady R. A., Coker R. D., Egan S. K., Krska R., Kuiper-Goodman T., Olsen M., Pestka J., Resnik S., Schlatter
J. 2001 a. Deoxynivalenol. In: Safety Evaluation of Certain Mycotoxins in Food. WHO Food Additives
Series 47, FAO Food and Nutrition Paper 74, WHO, Geneva, Switzerland: 419 — 555.

CAST, Council for Agricultural Science and Technology, 2003. Mycotoxins: Risks in Plant, Animal, and
Human Systems. CAST, Ames, IA, USA.

Czembor E., Matusiak M. 2013. Ocena zagrozenia skazenia ziarna kukurydzy toksynami fuzaryjnymi w 2012
roku. Wies$ Jutra, 2: 51 — 53.

Czembor, E., Ochodzki, P. 2009. Resistance of flint and dent maize forms for colonization by Fusarium spp.
and mycotoxin contamination. Maydica 54: 263 — 267

Czembor E., Adamczyk J., Warzecha R. 2010. Relations between ear and stalk rots of maize in Poland. Book
of Abstracts, 11" Buropean Fusarium Seminar Radzikow, September 20-23, 2010.

Czembor E., Ochodzki P., Warzecha R., Adamczyk J., Wojcik K.2011. Ear rot severity, mycotoxin content
and Fusaria species in maize hybrids grown in Poland. W: Book of Abstract EUCARPIA Maize and
Sorghum Conference — ,,Resources in Maize and Sorghum Breeding”, 19-22, 06.2011: 97.

71



Elzbieta Czembor ...

Czembor E., Presello D., Adamczyk J., Wojcik K.-2011 a. Enhancing disease resistance to Fusarium by using
exotic genotypic variability” Book of Abstracts ISM Conference “Strategies to reduce the impact of
mycotoxins in a global context”, 18—18. 2011: 116.

Czembor E., Presello D., Warzecha R., Adamczyk J., Wojcik K. 2011 b. Responses of pedigree selection for
ear and stalk rot resistance in F2, F3 and F4 generations of maize. Book of Abstracts Conference
“Sustainable use of pesticides and integrated pest management in East-Central Europe and the Baltics”,
Radzikow, Poland, 4-6. 09. 2011: 63.

Czembor E., Waskiewicz A., Stepien L. 2013. Genetic variation for ear rot resistance and mycotoxin content
of Polish maize elite inbreed lines after inoculation with Fusarium graminearum and F. verticillioides.
Book of Abstarct, European Fusarium Seminar, Bordoux, France, 2013.

Dufresne M., van der Lee T., Barek S. B.M_, X. Xu, X. Zhang, T. Liu, Waalwijk C., W. Zhang, Kema G. H.
J., Daboussi M. J. 2008. Transpose-tagging identifies novel pathogenicity genes in Fusarium
graminearum. Fungal Genet. Biol. 45: 1552 — 1561.

Eller M. S., L. A. Robertson-Hoyt Payne G. A., Holland J. B. 2008 b. Grain yield and Fusarium ear rot of maize
hybrids developed from lines with varying levels of resistance. Maydica 53: 231 — 237.

Garcia D., Ramos A. J., Sanchis V., Mar1'n S. 2009. Predicting mycotoxins in foods: a review. Food Microbiol.
26: 757 —769.

Harris L. J., Saparno A., Johnston A., Prisic S., Xu S., Allard M., Kathiresan A. Ouellet T., Peters R. J. 2005.
The maize An2 gene is induced by Fusarium attack and encodes an ent-copalyl diphosphate synthase.
Plant Mol. Biol. 59: 881 — 894.

Harrison L. R., Colvin B. N., Greene J. T., Newman L. E., Cole R. J. 1990. Pulmonary edema and hydrothorax
in swine produced by fumonisin B1, a toxic metabolite of Fusarium moniliforme. J. Vet. Diagn. Invest. 2:
217 —221.

Iglesias J., Presello D. A., Botta G., Lori G. A., Fauguel C. M. 2010. Aggressiveness of Fusarium Section
Liseola isolates causing maize ear rot in Argentina. J. Plant Pathol. 92: 205 — 211.

Logrieco A., Mule G., Moretti A., Bottalico A. 2002. Toxigenic Fusarium species and mycotoxins associated
with maize ear rot in Europe. Eur. J. Plant Pathol. 108: 597 — 609.

Marin S., Hodzic 1., Ramos A. J., Sanchis V. 2008. Predicting the growth/nogrowth boundary and ochratoxin
A production by Aspergillus carbonarius in pistachio nuts. Food Microbiol. 25: 683 — 689.

Meissler M., Mouron P., Musa T., Bigler F., Pons X., Vasileiadis V. P., Otto S., Antichi D., Kiss J., Palink &s,
Z., Domer, Z., van der Weide R., Groten J., Czembor E., Adamczyk J., Thibord J.-B., Melander B.,
Cordsen Nielsen G., Poulsen R. T., Zimmermann O., Verschwele A., Oldenburg E. 2010. Pests, pesticide
use and alternative options in European maize production: current status and future prospects, Journal of
Applied Entomology 34 (5): 357 — 375.

Mesterhazy A. 2002. Role of deoxynivalenol in aggressiveness of Fusarium graminearum and F. culmorum
and in resistance to Fusarium head blight. Eur. J. Plant Pathol. 108, 675 — 684.

Mesterhazy A., Bartok T., Mirocha C. M., Komoroczy R. 1999. Nature of resistance of wheat to Fusarium head
blight and deoxynivalenol contamination and their consequences for breeding. Plant Breed. 118, 97 —
110.

Mesterhazy A., Lemmens M., Reid. L. M. 2012. Breeding for resistance to ear rot caused by Fusarium spp. in
maize — a review. Plant Breeding, 131: 1 — 19.

Munkvold G. P. 2003 a. Epidemiology of Fusarium diseases and their mycotoxins in maize ears. Eur. J. Plant
Pathol. 109: 705 — 713.

Munkvold G. P. 2003 b. Cultural and genetic approaches to managing mycotoxins in maize. Annu. Rev.
Phytopathol. 41: 99 — 116.

Pestka J. J., Bondy G. S. 1994. Immunotoxic effects of mycotoxins. In: J. D. Miller, and H. L. Trenholm (eds),
Mycotoxins in Grain: Compounds other than Aflatoxin, The American Phytopathological Society, St. Paul,
MN.: 339 — 358.

Presello D. A., Czembor E., Fauguel C. M., Adamczyk J., Iglesias J., Sampietro D. A., Rodriguez M. A., Giomi
G., Fernandez M. 2010. Approaches to develop broad-based Fusarium resistance from intra-specific
variability in maize. Book of Abstracts, 11" European Fusarium Seminar Radzikéw, September 20-23,
2010.

72



Elzbieta Czembor ...

Presello D. A., Reid L. M., Butler G., Mather D. E. 2005. Pedigree selection for Gibberella ear rot resistance
in maize populations. Euphytica 143: 1 — 8.

Presello D. A., Pereyra A. O., Iglesias J., Fauguel C. M., Sampietro D. A., Eyherabide G. H. 2011 a. Responses
to selection of S5 inbreds for broad-based resistance to ear rots and grain mycotoxin contamination caused
by Fusarium spp. in maize. Euphytica 178: 23 — 29.

Reid L. M., Spaner D., Mather D. E., Bolton A. T., Hamilton R. I. 1993. Resistance of maize hybrids and
inbreed lines following silk inoculation with three isolates of Fusarium graminearum. Plant Disease, 77:
1248 — 1251.

Reid L. M., Hamilton R. I. 1996 a. Effects of inoculation position, timing, macroconidial concentration, and
irrigation on resistance of maize to Fusarium graminearum infection through kernels. Can. J. Plant Pathol.
18:279 — 285.

Reid L. M., McDiarmid G., Parker A. J., Woldemariam T. 2003. CO441 corn inbred line. Can. J. Plant Sci. 83:
79 — 80.

Reid L. M., McDiarmid G., Parker A. J.,. Woldemariam T., Hamilton R. I. 2001 a. CO388 and CO389 corn
inbred lines. Can. J. Plant Sci. 81: 457 — 459.

Reid L. M.,. McDiarmid G., Parker A. J., Woldemariam T., Hamilton R. 1. 2001 b. CO430, CO431 and CO432
corn inbred lines. Can. J. Plant Sci. 81: 283 — 284.

Reid L. M., Woldemariam T., Zhu X., Stewart D. W., Schaawsma A. W. 2002. Effect of inoculation time and
point of entry on disease severity in Fusarium graminearum, Fusarium verticillioides or Fusarium
subglutinans inoculated maize ears. Can. J. Plant. Pathol. 24: 162 — 167.

Rheeder J. P., Marasas W. F. O., Thiel P. G., Sydenham E.W., Shephard G.S., Van Schalkwyk D.J. 1992.
Fusarium moniliforme and fumonisins in corn in relation to human esophageal cancer in Transkei.
Phytopathology 82: 353 — 357.

Robertson-Hoyt L. A., Jines M. P., Balint-Kurti P. J., Kleinschmidt C. E., White D. G., Payne G. A., Maragos
C. M., Molnar T. L., Holland J. B. 2006. QTL mapping for Fusarium ear rot and fumonisin contamination
resistance in two maize populations. Crop Sci. 46: 1734 — 1743.

Shephard G. S. 1998. Chromatographic determination of fumonisin mycotoxins. Journal of Chromatography
A 815:31 —39.

Szuets, P., Mesterhazy, A., Falkay, G., Bartok, T., 1997. Early thelarche symptoms in children and their
relations to zearalenone contamination in food stuffs. Cereal Res. Comm. 25: 429 — 436.

Vasileiadis V.P., Otto S., Sattin M., Palinkas Z., Veres A., Ban R. Kiss J., Pons X., Kudsk P., Weide R.,
Czembor E., Moonen C., Kiss J. 2011. Crop protection in European maize-based cropping systems:
Current practices and recommendations for innovative Integrated Pest Management. Agricultural Systems
104: 533 — 540.

Voss, K. A., Gelineau-van Waes J. B., Riley R. T. 2006. Fumonisins: current research trends in developmental
toxicology. Mycotoxin Res. 22: 61 — 69.

Zijlstra C., Lund, I., Justesen A., Nicolaisen M., Bianciotto V., Posta K., Balestrini R., Przetakiewicz A.,
Czembor, E., van de Zande J. 2011. Combining novel monitoring tools and precision application
technologies for integrated high-tech crop protection in the future (a discussion document). Pest Manag.
Sci. 67: 616 — 625.

73



