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1. Tytul zadania

Poszukiwanie zrédel odpornosci owsa (Avena sativa L.) na nowy patogeniczny
I mykotoksynotwoérczy gatunek — Fusarium langsethiae

2. Cele zadania

Celem zadania jest uzyskanie informacji o wrazliwos$ci linii hodowlanych i genotypéw owsa na
izolaty Fusarium langsethiae o zréznicowanej wirulencji oraz monitoring polegajgcy na molekularne;j
analizie iloSciowej zanieczyszczania prob ziarna owsa przez F. langsethiae iokresleniu poziomu
skazenia tego ziarna wybranymi mykotoksynami, wytworzonymi w ziarnie w nastepstwie porazenia
tym gatunkiem w warunkach naturalnych

3. Opis tematow badawczych

3. 1. Temat badawczy 1

Okreslenie znaczenia Fusarium langsethiae w Polsce na podstawie przeprowadzonego
monitoringu zasiedlenia zebranego ziarna owsa przy zastosowaniu techniki Real-Time PCR
oraz zanieczyszczenia ziarna mykotoksynami.

Cel tematu badawczego 1

Celem tematu badawczego jest uzyskanie informacji o znaczeniu Fusarium
langsethiae dla owsa uprawianego w Polsce, okreslonemu na podstawie zanieczyszczania
prob ziarna grzybem 1 na podstawie poziomu skazenia tego =ziarna wybranymi
mykotoksynami (T-2 1 HT-2), wytworzonymi w ziarnie W nastgpstwie porazenia tym
gatunkiem w warunkach naturalnych.

Materialy i metody

Przeprowadzony zostat monitoring zasiedlenia zebranego ziarna owsa przez Fusarium
langsethiae. Badania te wykonano przy uzyciu techniki Real-Time PCR, umozliwiajgcej
okreslenie iloSci materialu genetycznego grzyba w ziarnie takze przy bardzo malych
ilo$ciach, jak rowniez w przypadku bezobjawowego rozwoju patogena.

Krzywa standardowa dla Fusarium langsethiae przygotowano wykorzystujac czysta
kulture izolatu FL 0809. Izolacjgc DNA grzyba przeprowadzono zgodnie ze zmodyfikowanym
protokolem wg Doyle i Doyle (1990). Krzywa standardowa zostala przygotowana
z wykorzystaniem serii 10-cio krotnych rozcienczen DNA F. langsethiae: 350 ng, 35 ng,
3,5ng, 0,35 ng, 0,035 ng i 0,0035 ng z uzyciem specyficznych gatunkowo starterow typu
SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) amplifikujagcych produkt o wielkosci
310 pz (Wilson i in. 2004). Reakcj¢ przeprowadzono w LightCycler 48011 (Roche,
Szwajcaria) z uzyciem niespecyficznego barwnika LightCycler 480 SYBR Green | Master
(Roche) zawierajacym nukleotydy, polimeraze Tag, bufor i jony Mg?*. Do wszystkich probek
zostata dodana woda w ilosci 1,8 pl i po 0,6 pl starteréw o stezeniu 10 pM-pl™.

Monitoring zasiedlenia ziarna owsa przez Fusarium langsethiae przeprowadzono dla
prob owsa zebranych w 2013 i 2014 roku, pochodzacych z pol produkcyjnych, potozonych
w siedmiu  wojewodztwach (rys. 1). W badaniach uwzgledniono 21 prob ziarna owsa
zebranego w 2013 r., pochodzacych z 4 wojewddztw i 15 prob ziarna owsa zebranego
w 2013 r., pochodzacych z 3 wojewddztw.



Rys. 1. Polozenie po6l produkcyjnych owsa objetych monitoringiem zasiedlenia zebranego
ziarna przez Fusarium langsethiae przy zastosowaniu techniki Real-Time PCR

Izolacj¢ calkowitego DNA =z ziarniakow owsa przeprowadzono zgodnie ze
zmodyfikowanym protokotem wg Doyle i Doyle (1990). Z 20 g zmiclonych w miynku
ziarniakow owsa do probowki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml pobrano 100 mg i zalano
600 ul buforu ekstrakcyjnego. Kolejne etapy izolacji sa zgodne z wyzej wymienionym
protokolem izolacji DNA z wykorzystaniem CTAB, fenolu, chloroformu ialkoholu
etylowego. Zawartos¢ calkowitego DNA uzyskanego 2z ziarna owsa zmierzono
spektrofotometrycznie wykorzystujgc Nanodrop (USA), a do dalszych analiz Real-Time PCR
wszystkie probki rozcieficzono w dejonizowanej wodzie sterylnej do stezenia 100 ng-pl™.
Reakcj¢ przeprowadzono w LightCycler 48011 z uzyciem LightCycler 480 SYBR Green |
Master. Objetos¢ pojedynczej reakcji wynosita 20 ul (13 ul mastermiksu + 7 ul badane;j
probki DNA). Wszystkie proby wykonywano w trzech powtorzeniach, a wynik koncowy jest
srednia z tych replikacji. W reakcji zastosowano startery SCAR, uzyte wczesniej do
przygotowania krzywej standardowej, generujace amplikon o diugosci 310 pz. Kontrola
negatywna skladata si¢ ze studzienek, w ktorych DNA zostalo zastgpione sterylng woda
dejonizowang. Reakcja amplifikacji byla poprzedzona preinkubacjg probek w czasie 10 minut
w temperaturze 95°, natomiast wlasciwa amplifikacja skladala si¢ z 55 cykli. Ostatnim
etapem reakcji byla analiza krzywej topnienia W zakresie temperatur 65-95°C. Otrzymane
wyniki przemnozono przez miano rozcienczenia danej proby, aby uzyska¢ informacije
0 rzeczywistej ilosci DNA grzyba w ziarnie owsa. Badania te przeprowadzono w Zakladzie
Fitopatologii  Molekularnej ~ Katedry =~ Entomologii i  Fitopatologii ~ Molekularnej
UTP w Bydgoszczy.

Ponadto dla wybranych 11 prob ziarna owsa, pochodzacych z pol produkcyjnych,
wykonano analiz¢ dotyczaca zanieczyszczenia ziarna wybranymi mykotoksynami (toksyna
T2 i HT-2). Ze wzgledu na bardzo duze koszty takich analiz wybrano 11 prob, w ktorych
stwierdzono najwigkszg ilos¢ F. langsethiae w ziarnie, proby o $redniej zawartoSci grzyba
iproby o najnizsze] zawartosci grzyba. Ze wzgledu na brak w Zakladzie Fitopatologii
Molekularnej specjalistycznego wyposazenia niezbednego do przeprowadzenia analiz
illoSciowego Oznaczania zanieczyszczenia ziarna mykotoksynami, ich wykonanie zlecono
Katedrze Fizjologii i Toksykologii Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy.
Analizg ilo$ciowa zawarto$Sci toksyny T-2 i HT-2 wykonano metoda HPLC-MS/MS. Proby
oczyszczano na kolumienkach Bond Elut® Mycotoxin firmy Agilent.



Wyniki

Zanim przystapiono do analizy zawartosci DNA w probach ziarna owsa konieczne
bylo przygotowanie krzywej standardowej dla F.langsethiae. W tym celu wykorzystano
czystag kulture izolatu FL 0809. Krzywa standardowa przygotowano z wykorzystaniem serii
10-cio krotnych rozcienczen DNA F. langsethiae: 350 ng, 35ng, 35 ng, 0,35ng, 0,035 ng
10,0035 ng. Przygotowujac krzywa przeprowadzono kilkka prob. Do wyznaczenia Krzywej
wykorzystano wyniki reakcji Real-Time PCR, dla ktorych wydajno$¢ reakcji wynosita 1,915
(rys. 2). Krzywa standardowa zostala wyznaczona na podstawie przebiegu reakcji z wezesniej
wymienionymi  standardami 1 stanowita podstawe do iloSciowej analizy materiatu
genetycznego F. langsethiae w probach pochodzacych z ziarniakow owsa.

Reakcja Real-Time PCR zostala przeprowadzona z uzyciem niespecyficznego
barwnika SYBR Green 1, ktory wigze wszystkie dwuniciowe fragmenty DNA znajdujace si¢
w badanej probce, przez co moze wykrywac takze niespecyficzne produkty reakcji. W celu
potwierdzenia uzyskania produktu docelowego =zostala przeprowadzona analiza krzywe;j
topnienia (rys. 3), ktora jednoznacznie wykazuje, ze powstaje oczekiwany produkt reakciji.
Uzyskanie w reakcji Real-Time PCR jednego produktu o temperaturze topnienia ok. 84°C
swiadczylo o obecnosci F. langsethiae w probie ziarna (rys. 4). W czgsci prob powstawat
tylko produkt niespecyficzny, czyli nie stwierdzono obecnosci DNA Fusarium langsethiae

(rys. 5).
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Rys. 2. Przygotowanie krzywej standardowej dla Fusarium langsethiae (standardy — od
350 ng do 0,0035 ng DNA grzyba F. langsethiae FL 0809; wydajno$¢ reakcji 1,915)
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Rys. 3. Analiza krzywej topnienia, w ktorej uzyskano specyficzny produkt reakcji PCR (jeden
pik na wykresie)
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Rys. 4. Przebieg reakcji Real-Time PCR dla proby, w ktorej wykryto F. langsethiae - jeden
produkt o temperaturze topnienia ok. 84°C $wiadczacy o obecno$ci tego gatunku
grzyba w probie
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Rys. 5. Przebieg reakcji Real-Time PCR dla proby, w ktorej nie wykryto F. langsethiae -
kilka niespecyficznych produktow o temperaturze topnienia innej niz 84°C

$wiadczacych o braku tego gatunku grzyba w probie

Na podstawie przeprowadzonych analiz Real-Time PCR (rys. 6) stwierdzono niezbyt
duze zasiedlenie ziarna owsa przez Fusarium langsethiae, zaréwno w probach pochodzacych
z 2013 r., jak i z 2014 r. (rys. 7). Srednio zasiedlenic przez F.langsethiae ziarna owsa
pochodzacego z tych dwoch lat istotnie si¢ roznilo. DIla wartosci $rednich z lat wiecej
F. langsethiae stwierdzono w 2014 niz w 2013 roku, dla ktorych stgzenie DNA wynosito
odpowiednio 0,01108 i 0,00542 mg na kg ziarna owsa (tab. 1,2). Jednak nie we wszystkich
probach wykryto F. langsethiae. Sposrod 21 prob ziarna owsa zebranego w 2013 r. obecno$é
F. langsethiae stwierdzono w 9 probach, a z 2014 r. — w 6 z 15 analizowanych prob.
Najwiecej DNA F. langsethiae w ziarnie owsa zebranego w 2013 r. stwierdzono w probach
pochodzacych z Biskupiec (0,03803 mg/kg), nastepniec Strzelec - odmiana Stawko (0,02063
mg/kg), Janowa - odmiana Bingo (0,01559 mg/kg) oraz Stawki Wielkiej (0,01497 mg/kg)
(tab. 1). W probach z 2014 r. najwiecej F. langsethiae stwierdzono w ziarniec z Samoklesk
Duzych (0,10284 mg/kg) i Stawianowa (0,03735 mg/kg) (tab. 2).



Tabela 1. Stezenie DNA Fusarium langsethiae w probach ziarna owsa zebranego w 2013 r.,
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Rys. 6. Przebieg reakcji Real-Time PCR dla prob ziarna owsa pochodzacych
z réznych rejonow Polski na obecno$¢ F. langsethiae

pochodzacego zroznych rejondw Polski

Lp. Miejscowos¢ Woje wodztwo Odmiana [mZgz;vkvert;sr; al
1 |Strzelce lodzkie -* 0,01002
2 |Strzelce odzkie Maczo 0,00086
3 |Strzelce lodzkie Krezus 0,00851
4 | Strzelce lodzkie Komfort 0,00299
5 |Strzelce lodzkie Polar n.w.**
6 |Strzelce lodzkie Haker n.w.

7 |Strzelce fodzkie Koneser n.w.
8 |Strzelce 1odzkie Stawko 0,02063
9 |Podgorze mazowieckie - 0,00215
10 |Rakowiec mazowieckie - n.w.
11 |Brzozéwka Koronna podlaskie - n.w.
12 | Janow podlaskie - n.w.
13 | Janow podlaskie Bingo 0,01559
14 | Ryboly podlaskie Rajtar n.w.
15 | Wasosz podlaskie Zuch n.w.
16 | Biskupiec warminsko-mazurskie - 0,03803
17 | Nidzica warminsko-mazurskie - n.w.
18 |[Pilnik warminsko-mazurskie - n.w.
19 | Pokrzywnica-Kuce warminsko-mazurskie - n.w.
20 |Stawka Wielka warminsko-mazurskie Pogon 0,01497
21 | Szwarcenowo warminsko-mazurskie Bingo n.w.
Srednio 0,00542

* - brak pewnej informacji o odmianie
** - n.w. — nie wykryto obecnosci DNA F. langsethiae




Tabela 2. Stezenie DNA Fusarium langsethiae w probach ziarna owsa zebranego w 2014 r.,
pochodzacego z réznych rejonow Polski

Lp. Miejscowos¢ Woje wodztwo Odmiana Zawartos¢
[mg/kg ziarna]

1 |Chrzastowo kujawsko-pomorskie Siwek n.w.**

2 |Jacewo kujawsko-pomorskie Bingo n.w.

3 |Konczewice kujawsko-pomorskie Bingo n.w.

4 |Male Rudy kujawsko-pomorskie -* n.w.

5 | Minikowo kujawsko-pomorskie Typhon n.w.

6 |Mochelek kujawsko-pomorskie - 0,00965

7 |Samokleski Duze kujawsko-pomorskie Zuch 0,10284

8 |Wierzbick kujawsko-pomorskie - n.w.

9 |Wierzchucin Krolewski kujawsko-pomorskie Arden n.w.

10 |Karsin pomorskie Furman 0,00569
11 |Losino pomorskie - 0,00588
12 |Zielona Huta pomorskie Bingo n.w.

13 |Karlowice wielkopolskie Stawko n.w.

14 | Luchowo wielkopolskie - 0,00474
15 |[Slawianowo wielkopolskie Furman 0,03735

Sre dnio 0,01108

* - brak pewnej informacji o odmianie
** - n.w. — nie wykryto obecno$ci DNA F. langsethiae

Tabela 3. Zawartos¢ mykotoksyn T-2 i HT-2 w wybranych probach ziarna owsa zebranego
w 2013 i 2014 roku, pochodzacego z réznych miejscowosci

. Ste ze ni kotok b
Lp | Miejscowosé | Wojewddztwo | Odmiana | Rok |—>teZenie mykotoksyn (ppb)
T-2 HT-2
1 | Biskupiec warmifisko- 2013 53,1 10,4
mazurskie
2 |Janow podlaskie Bingo 2013 18,0 70,2
3 |Ryboly podlaskie Rajtar 2013 1,75 574
4 |Shwka Wicka | ‘Yarminsko- Pogon | 2013 204 117,0
mazurskie
5 |Strzelce lodzkie Maczo 2013 224 94,6
6 | Szwarcenowo warmifisko- Bingo 2013 498 244
mazurskie
kujawsko- .
7 | Chrzastowo pomorskie Siwek 2014 199 31,7
8 | Karsin pomorskie Furman 2014 9,81 28,2
9 |Losino pomorskie 2014 15,0 40,2
. kujawsko-
10 | Minikowo pomorskie Typhon | 2014 <06 <20
11 | Stawianowo wielkopolskie Furman | 2014 141 25,2
Srednio 16,49 45,48
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Rys. 7. Monitoringiem zasiedlenia prob zebranego ziarna owsa przez Fusarium
langsethiae przy zastosowaniu techniki Real-Time PCR — stezenie DNA
F. langsethiae w probach ziarna owsa zebranego w 2013 i 2014 r.
(mediana, kwartyl gorny i dolny, warto$ci min. i max.)

We wszystkich przebadanych probach ziarna stwierdzono obecno$¢ toksyn T-2
I HT-2 (tab. 3). W ziarnie pochodzacym z Minikowa zanieczyszczenie bylo jednak ponizej
zakresu dokladnosci przeprowadzonej analizy. Srednio w wigkszym stopniu  ziarno
zanieczyszczone bylo przez toksyn HT-2. Najbardziej zanieczyszczone ziarno toksyng T-2
pochodzito z Biskupiec (53,1 ppb). Toksyny HT-2 bylo najwiecej w probach pochodzacych
ze Sawki Wielkiej (117,0 ppb) oraz Strzelec (94,6 ppb). Silniej zanieczyszczone przez badane
toksyny bylo ziarno owsa zebrane w 2013 niz w 2014 roku (rys. 8).

Stwierdzono istotng zalezno$¢ pomiedzy zawarto$cia w ziarnie owsa DNA grzyba
F. langsethiae a zanieczyszczeniem ¢o toksyng T-2 (r=0,7115). Proby ziarna owsa
zawierajace wigcej DNA F. langsethiae byly rowniez silniej zanieczyszczone toksyng T-2
(rys. 9). Nie stwierdzono natomiast istotnej korelacji pomiedzy zawartoscig w ziarnic DNA
F. langsethiae a zanieczyszczeniem go przez toksyng HT-2 (r=-0,017). Przeprowadzone
analizy wskazuja na fakt, iz nawet przy slabym zasiedleniu ziarna przez F. langsethiae moze
doj$¢ do znacznego zanieczyszczenia ziarna owsa toksyna T-2 wytwarzang przez ten gatunek

grzyba.

70
60 -

02013
W 2014

50

40

ppb

30

20
0

T-2 HT-2

Rys. 8. Zawartos¢ mykotoksyn T-2 i HT-2 w ziarnie owsa zebranym w 2013 i 2014 roku
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Rys. 9. Zalezno$¢  pomigdzy zawarto$cia w  ziarnie owsa DNA  F. langsethiae
a zanieczyszczeniem ziarna toksynami T-2 oraz HT-2

Whnioski

A. Czulo$¢ analizy Real-Time PCR na obecno$¢ Fusarium langsethiae w ziarnie owsa
okazala si¢ wystarczajgca roéwniez w probach z bardzo niskim zasiedleniem
ziarniakéw, podczas gdy standardowa analiza mykologiczna nie wykazata obecno$ci
tego grzyba.

B. W ziarnie owsa pochodzacego z pol produkcyjnych stwierdzono stosunkowo male
ilosci F. langsethiae.

C. We wszystkich przebadanych probach ziarna stwierdzono obecno$¢ toksyn T-2
i HT-2. Stwierdzono istotng zalezno§¢ pomigdzy zawarto$cia w ziarnie owsa DNA
F. langsethiae a zanieczyszczeniem ziarna toksyng T-2.

3.2 Temat badawczy 2
Analiza odporno$ci owsa na porazenie przez F.langsethiae prowadzona w formie
testu lisciowego

Cel tematu badawczego 2

Celem tematu jest poszukiwanie genotypow owsa odpornych lub wykazujacych cechy
zmniejszonej podatno$ci na porazenie przez izolaty Fusarium langsethiae o zr6éznicowanej
wirulenciji.

Materialy i metody

Ocena wrazliwosci genotypéw owsa na porazenie przez Fusarium langsethiae
prowadzona zostala w formie testu Lsciowego w laboratorium Zakladu Fitopatologii
Molekularnej. Badania te obejmowaly 31 rodéw hodowlanych i 9 zarejestrowanych odmian
uprawnych owsa. Do testowania wrazliwo$ci odmian na porazenie przez F. langsethiae mialy
zosta¢ wykorzystane izolaty roznigce si¢ zjadliwosciag wobec owsa.

W celu pozyskania izolatow F. langsethiae przeprowadzona zostala izolacja grzybow
na pozywce PDA z 35 prob ziarna owsa pochodzacego z pol produkcyjnych. Ziarno odkazano
przez 3 minuty w 1% NaOC], pozniej trzykrotnie plukano w sterylnej wodzie destylowanej
i wykladano po 6 sztuk na szalki Petriego z zestalong pozywka PDA (pH 5.5), a nastgpnie
umieszczano w termostacie w temperaturze 22°C. Po 7-10 dniach inkubacji wyrastajace
kolonie przeszczepiano na skosy agarowe i przeznaczono do dalszego oznaczania. Szczegdlng
uwage zwrocono na izolaty cechujace si¢ ,,proszysta” grzybnia powietrzng. Na podstawie
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literatury (Schmidt i in. 2004; Torp i Nirenberg 2004) wstepnie zakwalifikowano je jako
F. langsethiae. Nastgpnie potwierdzano ich przynalezno$¢ gatunkowa metoda molekularng,
przy uzyciu PCR (Wilson i in. 2004).

Niestety w wyniku przeprowadzonej izolacji nie udalo si¢ uzyska¢ izolatow
F. langsethiae z ziarna owsa i dlatego do sztucznej inokulacji genotypow owsa wykorzystano
izolaty FL 0609 i FL 0809 (fot. 1) pozyskane wczesniej z pSzenicy ozimej, znajdujace si¢
W kolekcji Zakladu, a réznigce si¢ wirulencja.

FL 0609 FL 0809
Fot. 1. Izolaty F. langsethiae wykorzystane do badan w tescie lisciowym

Porazenie DC 9031/2 przez FL 0609 Porazenie DC 09026/2 przez FL 0809
Fot. 2. Porownanie objawow porazenia przez F. langsethiae
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Ocena wrazliwosci genotypdw owsa wykonana zostala zgodnie z metodyka opisang
przez Imathiu i in. (2009). Kultury jednozarodnikowe izolatow FL 0609 i FL 0809 grzyba
F. langsethiae hodowane byly na pozywce PDA w temp. 22°C przez 10 dni w ciemnoSci.
Zawiesing zarodnikow uzyskano poprzez splukiwanie sterylng woda powierzchni kultury. Do
okreslenia koncentracji zarodnikow wykorzystano komore Thoma, a nastepnie przygotowano
zawiesine o stezeniu 5 X 10° zarodnikow-ml™.

LiScie réznych genotypow owsa wykorzystane w do$§wiadczeniu pochodzity
z dwutygodniowych ro$lin. Fragmenty dhligosci ok. 4 cm pobierano ze szczytowej czesci
pierwszego liscia. Nastepnie fragmenty liSci uszkadzano mechanicznie w $rodkowej ich
czeSci po stronie doosiowej przy pomocy sterylnych 10 ul koncowek mikropipety.
Eksplantaty wylozono na plytkach Petriego na 0,5% agarze z woda z dodatkiem kinetyny (10
mgl?) strona odosiowa do podloza przyklejajac je delikatnie, aby cala powierzchnia
eksplantatu stykala si¢ z podlozem. Na kazdej plytce umieszczone po 4 uszkodzone
fragmenty liSci i na kazdy z nich w miejscu uszkodzenia nalozono 5 pl zawiesiny zarodnikoéw
z dodatkiem TritonuX. Plytki inkubowano w temp. 20°C przez 6 dni. Wrazliwos¢ genotypdw
okreslano poprzez mierzenie diugosci strefy nekrozy tkanki lisci (fot. 2).

Wyniki

W wyniku przeprowadzonej izolacji grzybow z ziarna owsa pochodzacego z pol
produkcyjnych nie udalo si¢ uzyskaé izolatow F. langsethiae. Inne gatunki grzybow nie byly
przedmiotem badan. Jednak na podstawie pobieznej analizy mozna bylo zauwazy¢, iz sposrod
grzybow zrodzaju Fusarium dominowaly Fusarium poae, a znacznie izolowano
F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum oraz F. tricinctum. Ziarno owsa najczg$cicj
bylo jednak zasiedlone przez grzyby saprotroficzne, zwlaszcza Alternaria alternata, rzadziej
Penicillium spp. i Epicoccum spp. (fot. 3,4).

W tesdcie lisciowym dla warto$ci $rednich nie stwierdzono wigkszego zréznicowania
w wirulencji badanych izolatow FL 0609 i1 FL 0809 grzyba F. langsethiae. Takie
zroznicowanie obserwowano jedynie dla niektorych genotypéw (fot. 5). Nie stwierdzono
istotnej zalezno$ci pomiedzy zjadliwoscia wobec owsa izolatu FL 0609 a zjadliwo$cia izolatu
FL 0809 (1=0,493). Badane izolaty cechowaly si¢ podobng zjadliwoscia wzgledem owsa.

Fot. 3. Kolonie grzybéw wyrastajace z ziarniakow owsa
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Fot. 4. Ziarno owsa slabo zasiedlone przez grzyby

Porazenie przez FL 0609 Porazenie przez FL 0809

Fot. 5. Poréwnanie objawow porazenia rodu hodowlanego DC 9031/2 owsa przez dwa rozne
izolaty F. langsethiae

Stwierdzono istotne zroznicowanie dotyczace wrazliwosci pomigdzy zbadanymi 31
rodami hodowlanymi owsa (rys. 9), co zaobserwowano zarowno dla wartoSci $rednich, jak
rowniez dla obu izolatow F.langsethiae. Srednio najmniej wrazliwymi rodami byly:
DC 07030a/11/2, DC 08114/3/2, DC 9055/4, a najbardziej wrazliwymi: DC 08124/2/2,
DC 9105/9, DC 9107/4 (tab. 4). Zaobserwowano jednak odmienng wrazliwos¢ rodow na
poszczegdlne izolaty F. langsethiae (r =0,483). Najmniej wrazliwymi rodami owsa na
porazenie przez izolat FL 0609 byly: DC 07030a/11/2, DC 09024/8, a najbardziej wrazliwym
DC 08124/2/2. Najmniej wrazliwym rodem hodowlanym owsa na porazenie przez izolat
FL 0809 byly DC 08114/3/2, a najbardziej wrazliwymi: DC 9105/9, DC 9003/4 i DC 9107/4.
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Tabela 4. Wrazliwos¢ rodow hodowlanych owsa na porazenie
F. langsethiae badana w formie testu liSciowego - dlugos¢ strefy nekrozy tkanki

przez

dwa izolaty

lisci [mm]
Izolat F. langsethiae ,
Lp. Genotyp Srednio
FL 0609 FL 0809

1 |DC 08114/3/2 6,2 47 54
2 |DC 07030a/11/2 4,6 5,2 49
3 | DC 9055/4 6,0 55 5,7
4 |DC 08121/1/4 70 5,6 6,3
5 |DC 9099/3 6,6 58 6,2
6 |DC6011-8 59 59 59
7 | DC 07058a/12/4 6,6 59 6,3
8 |DC 07136-10/2/4 72 6,0 6,6
9 |DC 9042/5 6,0 6,2 6,1
10 (DC 07116-11/2 78 6,2 70
11 |DC 9041/7 6,5 6,3 6,4
12 |(DC 9013/6 6,6 6,4 6,5
13 |[DC 09026/2 6,7 6,8 6,7
14 |(DC 9071/6 7,6 6,8 72
15 [DC 9067/8 77 6,8 72
16 |[DC 9031/2 6,8 6,8 6,8
17 |DC 9076/2 73 6,8 71
18 [DC 9053/4 59 7,0 6,4
19 [DC 07004a/13/3 72 7,0 71
20 |DC 09024/8 5,6 72 6,4
21 |DC 07051a/10/2 59 72 6,5
22 |DC 07106a/1/3 6,0 73 6,6
23 | DC 9005/4 73 73 73
24 | DC 9088/10 74 74 74
25 |DC 07005a/6/2 74 77 75
26 |DC 9012/1 78 7,7 7,7
27 | DC 08124/2/2 11,2 85 9,8
28 |DC 9043/6 6,8 8,6 7,7
29 |(DC 9107/4 78 9,3 8,6
30 |DC 9003/4 6,2 9,3 78
31 |DC 9105/9 8,5 10,3 94
Srednio 6,9 6,9 6,9

Srednio dla dwoch badanych izolatow F. langsethiae nie stwierdzono wickszego
zroznicowania pomiedzy wrazliwoscia 9 przebadanymi odmianami owsa (rys. 9). Takie
zroznicowanie stwierdzono jedynie dla izolatu FL 0609. Najmniej wrazliwg odmiang na
porazenie przez ten izolat okazaly sie odmiany Gniady, Zuch, Furman oraz Nagus
a najbardziej wrazliwg odmiang byla Arab (tab. 5).
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Rys. 9. Wrazliwos¢ rodow hodowlanych i odmian uprawnych owsa na porazenie przez
F. langsethiae badana w formie testu lisciowego (mediana, kwartyl gorny i dolny,
warto§ci min. i max.)

Tabela 5. Wrazliwo$¢ odmian owsa na porazenie przez dwa izolaty F.langsethiae badana
w formie testu lisciowego - dlugo$¢ strefy nekrozy tkanki lisci [mm]

) Izolat F. langsethiae ,
Lp. Odmiana Srednio
FL 0609 FL 0809

1 [Arab 8,0 6,3 71
2 | Arden 71 6,1 6,6
3 | Breton 70 7.1 7,0
4 | Zuch 6,4 6,4 6,4
5 [Furman 6,4 6,4 6,4
6 |Berdysz 6,6 6,5 6,5
7 |Rajtar 6,7 6,7 6,7
8 | Gniady 6,3 6,7 6,5
9 |Nagus 6,4 6,6 6,5

Srednio 6,8 6,5 6,6

Whnioski

A. Zaobserwowano odmienng wrazliwo$¢ odmian uprawnych i rodéow hodowlanych
owsa na poszczegélne izolaty Fusarium langsethiae.

B. Stwierdzono istotne  zroznicowanie w  podatnosci analizowanych  rodow
hodowlanych owsa na porazenie przez F. langsethiae. Najmniej wrazliwymi rodami
byly DC 07030a/11/2, DC 08114/3/2 i DC 9055/4, a najbardziej wrazliwymi
DC 08124/2/2, DC 9105/9 i DC 9107/4.

C. Nie stwierdzono istotnych réznic w podatno$ci analizowanych odmian uprawnych
owsa na porazenic przez F. langsethiae.

D. Do tej pory nie stwierdzono istnienia genotypéw owsa odpornych na porazenie
przez F. langsethiae.

3. 3. Temat badawczy 3

Analiza odpornosci owsa na F.langsethiae na podstawie jego analizy ilosciowe]
w ziarnie technikg Real-Time PCR.
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Cel tematu badawczego 3

Celem tematu jest poszukiwanie genotypow owsa odpornych lub wykazujacych cechy
zmniejszonej podatno$ci na porazenie przez F. langsethiae na podstawie jego analizy ilosciowej
w ziarnie technikg Real-Time PCR.

Materialy 1 metody

W  ramach poszukiwania zréodet odpornosci przeprowadzono analize ilo$ciowa
i jakosciowg zasiedlenia ziarna linii hodowlanych i odmian uprawnych owsa przez F. langsethiae.
Materiat badawczy pozyskano od firm zajmujacych si¢ hodowla oraz dystrybucja owsa,
tj. Zaktadu Nasienno-Rolnego w Kopaszewie (DANKO Hodowla Roslin sp. z 0.0.), z Minikowa
(Przedsigbiorstwa Nasiennego "ROLNAS" Sp. z 0.0.) oraz z Chrzastowa (Stacji Doswiadczalnej
Oceny Odmian). Badania przeprowadzono przy uzyciu techniki Real-Time PCR, umozliwiajacej
okreslenie ilosci materialu genetycznego grzyba w ziarnie. Okre$lanie ilosci DNA F. langsethiae
w ziarnie 40 prob w 3 powtdrzeniach (31 rodéow hodowlanych i 9 odmian uprawnych owsa),
uzyskanego z genotypéw owsa, wykonano podobnie jak w temacie badawczym nr 1. Badania te
przeprowadzono w Zakladzie Fitopatologii Molekularnej UTP w Bydgoszczy.

Wyniki

Na podstawie analizy ilosciowej F. langsethiae w ziarnie owsa technikg Real-Time PCR
(rys. 7) stwierdzono istotne zréznicowanie dotyczace wrazliwosci pomiedzy przebadanymi 31
rodami hodowlanymi (tab. 6). Obecnos¢ tego patogena stwierdzono w ziarnie 9 rodow
hodowlanych. Najwigcej DNA F. langsethiae odnotowano w ziarnie rodu DC 9071/6 (0,05454
mg/kg), nastgpnie DC 08114/3/2 (0,0435 mg/kg), DC 9088/10 (0,02982 mg/kg), DC 9042/5
(0,02867 mg/kg) i DC 07106a/1/3 (0,02475 mg/kg). W ziarnie pozostalych rodow grzyba tego
bylo znacznie mniej lub jego obecnos$cinie stwierdzono.

Ze wzglgdu na to, iz po raz pierwszy F. langsethiae zostal stwierdzony w probach
pochodzacych z Chrzgstowa i Minikowa dlatego w badaniach zasiedlenia ziarna genotypdéw owsa
uwzgledniono te miejscowosci. Wykorzystujac technik¢ Real-Time PCR (rys. 7) nie stwierdzono
produktow specyficznych dla F. langsethia w ziarnie owsa 7 odmian pochodzacych z Minikowa
(tab. 7). W zwigzku z tym nie mozna bylo ustali¢ wrazliwo$ci tych odmian na porazenie tego
patogena. W ziarnie 4 odmian owsa, spo$rod 5 przebadanych, pochodzacych z Chrzastowa
stwierdzono produkt specyficzny dla F. langsethia. Obecnosci F. langsethia nie stwierdzono
w ziarnie owsa nieoplewionego (Nagus). Sposréd odmian owsa oplewionego najmniej DNA
grzyba stwierdzono w ziarnie odmiany Arden (0,0138 mg/kg). Najwiccej grzyba F. langsethia
stwierdzono w ziarnie owsa odmiany Typhon (0,0351 mg/kg). W ziarnie 2 odmian owsa, spo§rod
7 przebadanych, pochodzacych z Kopaszewa wykryto obecno$¢ produktu specyficznego dla
F. langsethia. Grzyb ten zostal stwierdzony tylko w ziarnie odmiany Furman (0,02508 mg/kg),
a znacznie mniej bylo go w odmianie Gniady (0,0012 mg/kg). Dla sredniej z odmian znacznie
wiecej DNA F. langsethia stwierdzono w probach pochodzacych z Chrzgstowa (0,01809 mg/kg)
niz z Kopaszewa (0,0036 ).
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Rys. 7. Przebieg reakcji Real-Time PCR dla prob ziarna réznych rodow hodowlanych
i odmian uprawnych owsa na obecnos¢ F. langsethiae
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Tabela 6. Wrazliwos¢ rodow hodowlanych owsa na porazenie przez
F. langsethiae badana na podstawie iloSciowej analizy DNA
grzyba w ziarnie owsa technika Real-Time PCR

Zawarto$ ¢

Lp. Rody hodowlane [ma/kg ziarnal
1 (DC6011-8 nw.*
2 |DC07116-11/2 n.w.

3 |DC 07136-10/2/4 n.w.

4 [DC 07004a/13/3 n.w.

5 |DC 07005a/6/2 n.w.

6 |DC 07030a/11/2 n.w.

7 |DC 07051a/10/2 n.w.

8 |DC 07058a/12/4 0,00102
9 |DC 07106a/1/3 0,02475
10 (DC 08114/3/2 0,0435
11 |(DC 08121/1/4 n.w.
12 |DC 08124/2/2 0,00824
13 |DC 9003/4 0,00012
14 |DC 9005/4 n.w.
15 |DC 9012/1 n.w.
16 |DC 9013/6 n.Ww.
17 |DC 09024/8 n.w.
18 |DC 09026/2 n.w.
19 |DC 9031/2 n.w.
20 |DC 9041/7 n.w.
21 |DC 9042/5 0,02867
22 |DC 9043/6 n.w.
23 |DC 9053/4 n.w.
24 |DC 9055/4 n.w.
25 |DC 9067/8 0,00975
26 |DC 9071/6 0,05454
27 |DC 9076/2 n.w.
28 |DC 9088/10 0,02982
29 |DC 9099/3 n.w.
30 |[DC 9105/9 n.w.
31 |[DC 9107/4 n.w.

Srednio 0,00646

* - n.w. — nie wykryto obecnosci DNA F. langsethiae.

Nie stwierdzono wigkszego zréznicowania pomigdzy wystepowaniem F. langsethia
W ziarnie rodéw hodowlanych owsa a ziarnem odmian uprawnych. Srednia zawartos¢ DNA
tego grzyba wynosila odpowiednio 0,00646 mg/kg - dla rodéw oraz 0,0061 mgkg - dla
odmian (rys. 10).

Na podstawie przeprowadzonych badan nie stwierdzono istotnych zalezno$ci
pomigdzy wrazliwoscig rodéw hodowlanych okreslang w tescie lisciowym a wrazliwo$cia
okreslang na podstawie analizy iloSciowej DNA F. langsethiae w ziarnie owsa technikg Real-
Time PCR (rys. 11). Zaleznosci takiej nie obserwowano zarowno dla $redniej z testu
lisciowego (r=0,095), jak rowniez dla poszczegolnych izolatow, tj. izolatu FL 0609
(r=0,034) oraz FL 0809 (r =-0,187). Rody ktore okazaly si¢ bardziej wrazliwe na porazenie
przez F. langsethia nie zawieraly wigcej tego patogena w zebranym ziarnie.
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Tabela 7. Wrazliwo$¢ odmian uprawnych owsa na porazenie przez F. langsethiae badana na
podstawie iloSciowej analizy DNA grzyba technika Real-Time PCR, w trzech

miejscowosciach [mg/kg ziarna]

Lp. Odmiana Mie jscowos ¢
Chrzastowo Kopaszewo Minikowo

1 [Arden 0,0138 n.w.* n.w.
2 | Nagus n.w. n.w. n.w.
3 |Zuch 0,02016 n.w. n.w.
4 | Poseidon 0,02140 i n.w.
5 | Typhon 0,03507 - n.w.
6 |Berdysz - n.w. n.w.
7 | Breton - n.w. n.w.
8 |Furman - 0,02508 -
9 | Gniady - 0,00012 -

Srednio 0,01809 0,00360 n.w.

* - n.w. — nie wykryto obecnosci DNA F. langsethiae.

** - odmiana nie byla testowana

mg/kg ziarna

0,007

0,006 A
0,005 A
0,004 A
0,003 A
0,002 A
0,001 A

Rody
hodowlane

Odmiany
uprawne

Rys. 10. Srednie wystepowanie F. langsethiae w zarnie rodow

Whnioski

hodowlanych owsa i odmian uprawnych

A. Czulo$¢ analizy Real-Time PCR na obecnos¢ F. langsethiae w ziarnie owsa okazata
si¢ przydatna w okres$laniu podatno$ci owsa na porazenie przez tego patogena.

B. Stwierdzono istotne zréznicowanic W zasiedleniu przez F. langsethiae ziarna rodow
hodowlanych owsa. Najwigcej DNA grzyba odnotowano dla rodu DC 9071/6,
nastepnie DC 08114/3/2, DC 9088/10, DC 9042/5 i DC 07106a/1/3.

C. Nie stwierdzono wigkszego zr6znicowania pomiedzy wystepowaniem F. langsethia
w ziarnie rodow hodowlanych owsa a ziarnem odmian uprawnych.

D. Nie stwierdzono istotnej zaleznosci pomiedzy wrazliwoscia rodéw hodowlanych
okreslang w te$cie lisciowym a wrazliwoscia okreslang na podstawie iloSci DNA
F. langsethiae w ziarnie owsa ustalong przy pomocy techniki Real-Time PCR.
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