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1. Tytul zadania

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

2. Cele zadania

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

3. Opis tematéw 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 F. langsethiae dla
owsa uprawianego w Polsce, okreslonemu na podstawie zanieczyszczania prob ziarna
pochodzacych z pdl produkcyjnych grzybem oraz na podstawie poziomu skazenia tego ziarna
wybranymi mykotoksynami (T-2 i HT-2), wytworzonymi w ziarnie w nastgpstwie porazenia
tym gatunkiem w warunkach naturalnych. Cel zatoZzony na rok 2015 zostat osiagnigty, jednak
badania wymagaja kontynuacji ze wzgledu na duzy wplyw czynnikow $rodowiskowych na
wystepowanie grzyboéw rodzaju Fusarium.

Materialy i metody

Przeprowadzony zostal monitoring zasiedlenia zebranego =ziarna owsa przez
F. langsethiae. Badania te wykonano przy uzyciu techniki Real-Time PCR, umozliwiajacej
okreslenie ilosci materiatu genetycznego grzyba w ziarnie takze przy bardzo matych
ilosciach, jak rowniez w przypadku bezobjawowego rozwoju patogena. Monitoring
zasiedlenia ziarna owsa przez F. langsethiae przeprowadzono dla 40 prob owsa zebranych
w 2015 roku, pochodzacych z p6l produkcyjnych, potozonych w dziewigciu wojewodztwach:
11 prob pochodzito z wojewddztwa kujawsko pomorskiego, 6 prob z woj. mazowieckiego,
5 z woj. pomorskiego, po 4 proby z woj. wielkopolskiego, t6dzkiego i lubelskiego, 3 proby
z woj. zachodniopomorskiego, 2 proby z woj. malopolskiego i 1 proba z woj. lubuskiego
(rys. 1).
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Rys. 1. Potozenie podl produkcyjnych owsa objetych monitoringiem zasiedlenia zebranego ziarna
przez F. langsethiae przy zastosowaniu techniki Real-Time PCR
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Krzywa standardowa dla F. langsethiae przygotowano wykorzystujac czysta kulturg
izolatu FL 0809. Izolacje DNA grzyba przeprowadzono zgodnie ze zmodyfikowanym
protokotem wg Doyle i Doyle (1990). Krzywa standardowa (rys. 2) zostata przygotowana
z wykorzystaniem serii 10-cio krotnych rozcienczen DNA F. langsethiae: 350 ng, 35 ng,
3,5 ng, 0,35 ng, 0,035 ng i 0,0035 ng z uzyciem specyficznych gatunkowo starteréw typu
SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) amplifikujacych produkt o wielkosci
310 pz (Wilson i in. 2004). Reakcj¢ przeprowadzono w LightCycler 48011 (Roche,
Szwajcaria) z uzyciem niespecyficznego barwnika LightCycler 480 SYBR Green I Master
(Roche) zawierajacym nukleotydy, polimerazg Tagq, bufor i jony Mg?".
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Rys. 2. Przygotowanie krzywej standardowej dla F. langsethiae (standardy — od 350 ng do 0,0035 ng
DNA F. langsethiae FL 0809; wydajno$¢ reakcji 1,902)

Izolacje¢ calkowitego DNA =z ziarniakéw owsa przeprowadzono zgodnie ze
zmodyfikowanym protokotem wg Doyle 1 Doyle (1990). Z 20 g zmielonych w mtynku
ziarniakOw owsa do proboéwki typu Eppendorf o pojemnosci 2,0 ml pobrano 100 mg i zalano
600 pl buforu ekstrakcyjnego. Kolejne etapy izolacji sa zgodne z wyzej wymienionym
protokotem izolacji DNA z wykorzystaniem CTAB, fenolu, chloroformu i alkoholu
etylowego. Zawartos$¢ catkowitego DNA uzyskanego z ziarna owsa zmierzono wykorzystujac
fluorometr Quantus (Promega), a do dalszych analiz Real-Time PCR wszystkie probki
rozcienczono w dejonizowanej wodzie sterylnej do stezenia 100 ng-ul®. Reakcje
przeprowadzono w LightCycler 48011 z uzyciem LightCycler 480 SYBR Green I Master.
Wszystkie proby wykonywano w trzech powtdrzeniach, a wynik koncowy jest $rednia z tych
replikacji. W reakcji zastosowano startery SCAR, uzyte wezesniej do przygotowania krzywej
standardowej, generujace amplikon o dlugosci 310 pz. Kontrola negatywna sktadata si¢ ze
studzienek, w ktorych DNA zostalo zastapione sterylna woda dejonizowana. Reakcja
amplifikacji byla poprzedzona preinkubacja probek w czasie 10 minut w temperaturze 95°C.
Otrzymane wyniki przemnozono przez miano rozciehczenia danej proby, aby uzyskac
informacjg o rzeczywistej ilosci DNA grzyba w ziarnie owsa. Badania te przeprowadzono
w Zaktadzie Fitopatologii Molekularnej Katedry Entomologii i Fitopatologii Molekularnej
UTP w Bydgoszczy.

Monitoring uzupetiono z wykorzystaniem tradycyjnych metod badawczych
polegajacych na izolacji grzybow na sztucznej pozywce mikrobiologicznej. Tg technike
zastosowano rowniez w celu pozyskania izolatow F. langsethiae do dalszych badan
zwiazanych z testowaniem wrazliwo$ci genotypow owsa. Ze wzgledu na to, iz z préb owsa
pochodzacych z 2014 r. udalo si¢ uzyska¢ tylko jeden izolat F.langsethiae istniala
konieczno$¢ kontynuacji tych badan. Izolacja grzybow na pozywce PDA przeprowadzona
zostala z 40 prob ziarna owsa pochodzacych z pdl produkcyjnych. Ziarno odkazano przez



w NaOCl, trzykrotnie ptukano w sterylnej wodzie destylowanej i wykladano po 6 sztuk na
szalki Petriego z zestalona pozywka PDA (pH 5,5), a nastgpnie umieszczano w termostacie
w temperaturze 22°C. Na jedna probe skfadato si¢ 100 ziarniakow owsa. Po 7-10 dniach
inkubacji wyrastajace kolonie przeszczepiano na skosy agarowe i przeznaczono do dalszego
oznaczania. Szczegdlna uwage zwrdcono na izolaty cechujace sig ,,proszysta” grzybnia
powietrzna. Na podstawie literatury (Schmidt i in. 2004; Torp i Nirenberg 2004) wstgpnie
zakwalifikowano je jako F. langsethiae. Nastepnie potwierdzano ich przynaleznosé¢
gatunkowa metoda molekularna, przy uzyciu techniki PCR (Wilson i in. 2004).

Ponadto dla wybranych 11 préb ziarna owsa, pochodzacych z p6l produkcyjnych,
wykonano analiz¢ dotyczaca zanieczyszczenia ziarna toksyna T2 i HT-2. Ze wzgledu na
bardzo duze koszty takich analiz wybrano tylko 11 prob, reprezentujace rézne rejony Polski.
Ze wzgledu na brak w Zaktadzie Fitopatologii Molekularnej specjalistycznego wyposazenia
niezbednego do przeprowadzenia analiz iloS§ciowego oznaczania zanieczyszczenia ziarna
mykotoksynami, ich wykonanie zlecono Katedrze Fizjologii i Toksykologii Uniwersytetu
Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy. Analiz¢ ilo$ciowa zawartosci toksyny T-2 1 HT-2
wykonano metoda HPLC-MS/MS. Proby oczyszczano na kolumienkach Bond Elut®
Mycotoxin firmy Agilent.

Wyniki

Reakcja Real-Time PCR zostala przeprowadzona z uzyciem niespecyficznego
barwnika SYBR Green I, ktory wiaze 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 krzywej
topnienia, ktora jednoznacznie wykazuje, ze powstaje oczekiwany produkt reakcji. Uzyskanie
w reakcji Real-Time PCR jednego produktu o temperaturze topnienia ok. 84°C $wiadczyto
o obecnosci F. langsethiae w probie ziarna. W czesci prob powstawat tylko produkt
niespecyficzny, czyli nie stwierdzono obecno$ci DNA F. langsethiae.
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Rys. 3. Przebieg reakcji Real-Time PCR dla prob ziarna owsa pochodzacych z
réznych rejondéw Polski na obecnosé¢ F. langsethiae

Na podstawie dotychczasowych przeprowadzonych analiz Real-Time PCR (rys. 3)
stwierdzono niezbyt duze zasiedlenie przez F.langsethiae ziarna owsa zebranego z p6l
produkcyjnych w 2015 r. Srednio stezenie DNA grzyba F. langsethiae w ziarnie owsa
wynosilo 66,13 ng w 1 kg ziarna. Jednak nie we wszystkich probach wykryto F. langsethiae.
Sposrod 40 przeanalizowanych prob obecnos¢ F. langsethiae stwierdzono w 12 probach.
Najwigcej DNA F. langsethiae odnotowano w probach =ziarna owsa pochodzacego
z miejscowosci Dobre (936 ng/kg) i z Bieganowa (852 ng/kg), a nastgpnie Strzelec
(323,25 ng/kg). Rozpatrujac wystgpowanie grzyba w zaleznosci od wojewodztwa mozna
zauwazy¢, iz najwigcej DNA F. langsethiae stwierdzono w probach ziarna owsa
pochodzacego z wojewodztwa *todzkiego (226,25 ng/kg), nastgpnie woj. kujawsko-
pomorskiego (138,1 ng/kg), pomorskiego (30,75 ng/kg), malopolskiego (12,94 ng/kg),
wielkopolskiego (2,53 ng/lkg) 1 zachodniopomorskiego (1,18 ng/kg). W  prdobach
pochodzacych z trzech pozostatych badanych wojewodztw grzyba tego nie stwierdzono.



W wyniku przeprowadzonej izolacji grzybow na  sztucznej pozywce
mikrobiologicznej PDA, z ziarna owsa pochodzacego z pdl produkcyjnych owsa, sposrod
40 oznaczonych préb ziarna, z 5 prob uzyskano po jednym izolacie F. langsethiae (fot. 1).
Inne gatunki grzyboéw nie byly gldwnym przedmiotem badan, jednak ich wystgpowanie
moglo znaczaco wplywaé na liczbg uzyskanych izolatow F. langsethiae. Z tego wzgledu
zostaly one roéwniez uwzglednione w analizie. Ziarno owsa najcz¢sciej bylo zasiedlone przez
grzyby saprotroficzne, zwlaszcza Alternaria alternata, rzadziej Penicillium spp. i Epicoccum
spp. (fot. 2). Sposrdd grzyboéw rodzaju Fusarium dominowaty Fusarium poae, a znacznie
rzadziej izolowano F.avenaceum, F. sporotrichoides, F. tricinctum, F. culmorum,
F. graminearum oraz F. equiseti (fot. 3).

Fot. 3. Kolonie Alternaria alternata i Fusarium poae wyrastajace z ziarno owsa



W 10 sposrod 11 przebadanych prob ziarna owsa pochodzacych z p6l produkcyjnych
stwierdzono obecno$¢ toksyn T-2 1 HT-2 (tab. 1). Tylko w ziarnie owsa pochodzacego
z Minikowa nie stwierdzono obecnosci tych toksyn. Srednio w wigkszym stopniu ziarno
zanieczyszczone bylo przez toksyng HT-2 (19,642 ppb) niz toksyng T-2 (6,655 ppb).
Najbardziej zanieczyszczone ziarno toksyna T-2 pochodzilo z Konfczewa (31,1 ppb). Toksyny
HT-2 bylo rowniez najwigcej w probach pochodzacych z Konczewa (77,9 ppb). Silniej
zanieczyszczone przez badane toksyny bylo ziarno owsa oplewionego niz ziarna owsa
nieoplewionego.

Stwierdzono istotna zalezno$¢ pomigdzy zawarto$cia w ziarnie owsa DNA grzyba
F. langsethiae a zanieczyszczeniem go toksyna T-2 (r=0,637). Proby ziarna owsa zawierajace
wigcej DNA F. langsethiae byly rowniez silniej zanieczyszczone toksyna T-2.
Nie stwierdzono natomiast istotnej korelacji pomigdzy zawartoscia w ziarnie DNA
F. langsethiae a zanieczyszczeniem go przez toksyng HT-2. Przeprowadzone analizy
wskazuja na fakt, iz nawet przy stabym zasiedleniu ziarna przez F. langsethiae moze dojs¢ do
znacznego zanieczyszczenia ziarna owsa toksyna T-2 wytwarzang przez ten gatunek grzyba.

Whioski

A. W ziarnie owsa pochodzacego z p6l produkcyjnych stwierdzono stosunkowo mate
stezenic DNA F. langsethiae,

B. Przeprowadzone badania wskazuja, iz czulo$¢ analizy Real-Time PCR na obecnos¢
F. langsethiae w ziarnic owsa okazala si¢ wystarczajaca rOwniez w probach
z bardzo niskim zasiedleniem =ziarniakéw, podczas gdy standardowa analiza
mykologiczna wykazata sporadyczna obecnos¢ tego grzyba,

C. W 10 sposrod 11 przebadanych probach ziarna owsa stwierdzono obecnos$¢ toksyn
T-2 iHT-2. Zanieczyszczenie ziarna tymi toksynami nie zalezalo tylko od
wystegpowania F. langsethiae.

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

Cel tematu badawczego 2

Celem tematu jest poszukiwanie genotypéw owsa odpornych lub wykazujacych cechy
zmniejszonej podatnosci na porazenic przez izolaty F.langsethiae o zréznicowanej
wirulencji. Cel ten zostal osiagnicty czesciowo, gdyz nie udato si¢ wyodrebni¢ genotypow
odpornych. Wyr6zniono jednakze genotypy mniej wrazliwe na porazenie.

Materiaty i metody

Ocena wrazliwosci genotypow owsa na porazenie przez F. langsethiae
przeprowadzona zostala w formie testu liSciowego w laboratorium Zaktadu Fitopatologii
Molekularnej Katedry Entomologii i Fitopatologii Molekularnej UTP w Bydgoszczy. Badania
te obejmowaty 40 genotypéw owsa, W tym 3 gatunki: owies zwyczajny (Avena sativa) —
zarOwno genotypy owsa o ziarnie oplewionym jak i ziarnie nieoplewionym, owies szorstki
(Avena strigosa) i owies gluchy (Avena fatua). Na przebadane genotypy owsa sktadalo sig
6 zarejestrowanych odmian uprawnych owsa, 1 proba owsa szorstkiego, 1 proba owsa
ghichego oraz 32 rodow hodowlanych. Material badawczy pozyskano od firm zajmujacych
si¢ hodowla oraz dystrybucja materialu siewnego owsa, tj. DANKO Hodowla Roslin
Sp. z 0.0., Hodowla Roslin Strzelce Sp. z o.0. Grupa IHAR, Matopolska Hodowla Roslin
Spotka z o.0., Przedsigbiorstwo Nasienne "ROLNAS" Sp. z o0.0. oraz COBORU Stacja
Doswiadczalna Oceny Odmian w Chrzastowie. Do sztucznej inokulacji liSci owsa
wykorzystane zostaty 3 izolaty F. langsethiae. 2 izolaty tego grzyba (FL 0609 i FL 0609)
uzyskano z ziarna pszenicy ozimej, a jeden izolat pozyskano z ziarna owsa (FL 11HA41).



W sumie przetestowano 120 prob.

W celu pozyskania izolatow F. langsethiae przeprowadzona zostata izolacja grzybow
na pozywce PDA z 40 préb ziarna owsa pochodzacego z pdl produkcyjnych oraz 40 prob, na
ktore sktadaly si¢ rézne badane na wrazliwo$¢ genotypy owsa. Niestety przed przystapieniem
do testowania wrazliwos$ci genotypow owsa, w wyniku przeprowadzonej izolacji udato si¢
uzyskac tylko 1 izolat F. langsethiae z ziarna owsa (11H41), dlatego do sztucznej inokulacji
genotypoOw owsa wykorzystano 2 izolaty (FL 0609 i FL 0809, fot. 4) pozyskane wczes$niej
z pszenicy ozimej, znajdujace si¢ w kolekcji Zaktadu, a r6zniace si¢ wirulencja.

Ocena wrazliwosci genotypéw owsa wykonana zostala zgodnie z metodyka opisana
przez Imathiu i in. (2009). Kultury jednozarodnikowe wybranych izolatoéw F. langsethiae
hodowane byly na pozywce PDA w temp. 22°C przez 10 dni w ciemnos$ci. Zawiesing
zarodnikéw uzyskano poprzez sptukiwanie sterylnag woda powierzchni kultury a zawiesing
zbierano za pomoca pipety automatycznej. Do okreslenia koncentracji zarodnikow
wykorzystano komore Thoma, za pomoca ktorej przygotowano zawiesing o stezeniu 5 x 10°
zarodnikow-ml.

FL 0609 FL 0809

Fot. 4. Izolaty F. langsethiae wykorzystane do badan w tescie liSciowym

Fot. 6. Porazenie dwoch genotypow owsa przez izolat FL 0809 F. langsethiae
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Liscie roéznych genotypow owsa wykorzystane w doswiadczeniu pochodzilty
z dwutygodniowych ros$lin. Fragmenty dhugosci ok. 4 cm pobierano ze szczytowej czgsci
pierwszego liscia. Nastgpnie fragmenty liSci uszkadzano mechanicznie w $rodkowej ich
czgSci po stronie doosiowej przy pomocy sterylnych 10 pl koncéwek mikropipety.
Eksplantaty wylozono na plytkach Petriego na 0,5% agarze z woda strona odosiowa do
podioza przyklejajac je delikatnie, aby cata powierzchnia eksplantatu stykala si¢ z podiozem.
Na kazdej plytce umieszczone po 4 uszkodzone fragmenty. Ptytki inkubowano w temp. 20°C
przez 6 dni. Wrazliwos$¢ genotypow okreslano poprzez mierzenie dtugosci strefy nekrozy
(fot. 5, 6).

Wyniki

W  przeprowadzonym tescie liSciowym wykazano silniejsza wirulencj¢ izolatu
F. langsethiae uzyskanego z owsa (FL 11H41) w poréwnaniu z izolatami uzyskanymi
z pszenicy (FL 0609, FL 0809). Srednio dtugosé strefy z wyraznymi zmianami chorobowymi
na lisciach owsa powodowanymi przez izolat FL 11H41 wynosita 15,1 mm, dla izolatu
FL 0609 — 12,9 mm, a izolatu FL 0809 — 11,5 mm.

Porazeniu przez F.langsethiae ulegly genotypy owsa zwyczajnego jak i owies
szorstki oraz owies ghluchy. Srednia dlugo$é strefy z nekroza na badanych lisciach dla
genotypOw owsa o ziarnie oplewionym wynosita 13 mm, owsa 0 ziarnie nieoplewionym —
7,3 mm, owsa szorstkiego — 9,6 mm a owsa ghuchego — 10,5 mm.

WSszystkie przebadane genotypy owsa byly porazane przez F.langsethiae.
Stwierdzono jednak wyrazne zréznicowanie w ich podatnosci. Wsérod 32 przebadanych rodow
hodowlanych odnotowano istotne roznice w ich podatnosci na F. langsethiae, co
zaobserwowano zaroOwno dla warto$ci srednich, jak rowniez dla wszystkich trzech izolatow
F. langsethiae. Srednio dla trzech izolatow F. langsethiae, jak i izolatu uzyskanego z owsa,
najmniej wrazliwym byt rod DC 08114/3/2 (6,3 mm), a najbardziej wrazliwym rod
DC 09130/2 (22,5 mm). Ogodlnie zaobserwowano jednak odmienna wrazliwo$¢ rodow na
poszczegolne izolaty F. langsethiae. Najmniej wrazliwymi rodami owsa na porazenie przez
izolat FL 0609 byty: DC 07030a/11/2 i POB 762/11, a najbardziej wrazliwym DC 09130/2.
Najmniej wrazliwym rodem hodowlanym owsa na porazenie przez izolat FL 0809 byly
DC 08114/3/2, a najbardziej wrazliwym DC 09130/2.

Srednio dla trzech badanych izolatow F.langsethiae stwierdzono wyrazne
zroznicowanie pomigdzy wrazliwoscia 6 przebadanych odmian owsa. Najmniej wrazliwymi
odmianami na porazenie okazaty si¢ odmiany Bingo i Amant, a najbardziej wrazliwa byta
odmiana Haker. Na izolat F. langsethiae uzyskany z owsa zwyczajnego (FL 11H41) najmniej
wrazliwa byla odmiana Amant, a najbardziej wrazliwa okazata si¢ odmiana Nawigator.

Whioski

A. lzolat F.langsethiae uzyskany z owsa cechowat si¢ silniejsza wirulencja
w poréwnaniu z izolatami pozyskanymi z pszenicy.

B. Stwierdzono istotne zrdéznicowanie w podatnosci analizowanych rodow
hodowlanych owsa na porazenie przez F. langsethiae. Najmniej wrazliwym byt rod
DC 08114/3/2, a najbardziej wrazliwym DC 09130/2,

C. Sposrod przebadanych odmian najmniej wrazliwymi na F. langsethiae okazaty sig
odmiany Bingo i Amant,

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

E. Wszystkie cztery przebadane gatunki owsa byly porazane przez F. langsethiae.

3. 3. Temat badawczy 3

Analiza odpornosci owsa na F. langsethiae na podstawie jego analizy iloSciowej
w ziarnie technika Real-Time PCR.



Cel tematu badawczego 3

Celem tematu jest poszukiwanie genotypow owsa odpornych lub wykazujacych cechy
zmniejszonej podatnosci na porazenie przez F.langsethiae na podstawie jego analizy
ilosciowej w ziarnie technika Real-Time PCR. Cel ten zostal osiagnigty.

Materiaty i metody

W ramach poszukiwania zrodet odpornosci przeprowadzono réwniez analizg
ilo§ciowa 1 jako$ciowa zasiedlenia ziarna rodow hodowlanych, odmian uprawnych owsa,
réznych gatunkow owsa (w tym owsa szorstkiego i owsa ghuchego) przez F. langsethiae.
Material badawczy pozyskano od firm zajmujacych si¢ hodowla oraz dystrybucja materiatu
siewnego owsa, tj. DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0.0., Hodowla Roslin Strzelce Sp. z o.o.
Grupa THAR, Matopolska Hodowla Roslin Spétka z o.0., Przedsigbiorstwo Nasienne
"ROLNAS" Sp. z 0.0. oraz COBORU Stacja Doswiadczalna Oceny Odmian w Chrzastowie.
Badania przeprowadzono przy uzyciu techniki Real-Time PCR, umozliwiajacej okreslenie
ilosci materiatu genetycznego grzyba w ziarnie. Okreslanie ilosci DNA F. langsethiae
W ziarnie 40 prob w 3 powtdrzeniach (29 rodow hodowlanych 1 9 odmian uprawnych owsa
zwyczajnego oraz po jednej probie gatunkow owies szorstki i owies ghluchy) wykonano
podobnie jak w temacie badawczym nr 1. Badania te przeprowadzono w Zakladzie
Fitopatologii Molekularnej UTP w Bydgoszczy.

W celu pozyskania izolatow F. langsethiae do dalszych badan zwiazanych
z testowaniem wrazliwosci genotypOw owsa przeprowadzono réwniez izolacje grzyboéw na
pozywce mikrobiologicznej. Izolacja grzybéw na pozywce PDA przeprowadzona zostata
z 40 prob ziarna wykorzystywanych do testowania wrazliwosci genotypdw owsa. 1zolacje
wykonano w taki sam sposob jak w przypadku badan dotyczacych izolacji grzybdéw z ziarna
pochodzacego z monitoringu wystepowania F. langsethiae w Polsce

Wyniki

Na podstawie przeprowadzonej analizy ilosciowej F.langsethiae w ziarnie owsa
technika Real-Time PCR (rys. 4) stwierdzono istotne zréznicowanie dotyczace wrazliwosci
pomigdzy przebadanymi gatunkami owsa. Sposrod wszystkich przebadanych genotypow
owsa najwicksze stezenie DNA F. langsethia stwierdzono w ziarnie owsa glichego —
9975 ng/kg, natomiast w probie ziarna owsa szorstkiego nie stwierdzono obecnosci tego
patogena.

Amplification Curves

Rys. 4. Przebieg reakcji Real-Time PCR dla prob ziarna réznych rodow hodowlanych i odmian
uprawnych owsa na obecno$¢ F. langsethiae

Na podstawie analizy iloSciowej F.langsethiae stwierdzono istotne zréznicowanie
dotyczace wrazliwos$ci pomigdzy przebadanymi 29 rodami hodowlanymi. Obecnos$¢ tego
patogena stwierdzono w ziarnie 14 rodéw hodowlanych owsa. Najwigcej DNA F. langsethiae
odnotowano w ziarnie rodu hodowlanego owsa POB 739/11 (3338,75 ng/kg), znacznie mniej
w ziarnie rodu POB 939/11 (446,5ng/kg), STH5.12 (246,75ng/kg) i STH5.11
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(235,5ng/kg). DNA F. langsethiae nie stwierdzono w ziarnie nastgpujacych rodow
hodowlanych owsa: DC 06011-8, DC 07030a/11/2, DC 07129-4/4/2, DC 08114/3/2,
DC 09055/4, DC 09124/2, DC 09130/2, DC 10007/1/2, DC 10056/8/2, DC 11138/1,
DC 11138/2, POB 1428/11, POB 432/11, POB 961-1248/11, STH 5.13.

Badajac wystgpowanie F.langsethia w ziarnie odmian uprawnych proby owsa
pobierano z miejscowosci Chrzastowo i Minikowo. Obecno$¢ grzyba stwierdzono tylko
w probach ziarna pochodzacych z Chrzastowa. Wykorzystujac technike Real-Time PCR nie
stwierdzono produktow specyficznych dla F. langsethia w ziarnie odmian owsa
pochodzacych z Minikowa. W zwiazku z tym nie mozna bylo jednoznacznie ustali¢
wrazliwosci tych odmian na porazenie przez F.langsethia. Sposréd odmian owsa
oplewionego najwigcej DNA grzyba F. langsethia stwierdzono w ziarnie odmiany Komfort
(46,2 ng/kg). Obecnosci F. langsethia nie stwierdzono w ziarnie owsa nieoplewionego
(Nagus).

W wyniku przeprowadzonej izolacji grzyboéw na pozywce PDA, z ziarna owsa
0 ré6znym genotypie, sposréd 40 prob ziarna, z 4 prob uzyskano po jednym izolacie
F. langsethiae. Znacznie wigcej uzyskano innych gatunkow grzybow, ktore nie byly glownym
przedmiotem badan, jednak ich wystgpowanie moglo znaczaco wplywaé na liczbe
uzyskanych izolatow F. langsethiae. Z tego wzgledu zostaly one réwniez uwzglednione
W analizie. Ziarno owsa najczesciej bylo zasiedlone przez grzyby saprotroficzne, zwlaszcza
Alternaria alternata, rzadziej Penicillium spp. i Epicoccum spp. W probach tych stwierdzono
rowniez rozne gatunki grzyboéw rodzaju Fusarium, sposrod ktérych dominowal F. poae
(14,13%). Znacznie rzadziej izolowano takie tatunki tego rodzaju jak: F.avenaceum,
F. sporotrichoides, F. tricinctum, F. culmorum, F. graminearum oraz F. equiseti.

Whioski

A. Czulo$¢ analizy Real-Time PCR na obecno$¢ F. langsethiae w ziarnie owsa okazala
si¢ przydatna w okreslaniu podatnosci owsa na porazenie przez tego patogena,

B. Stwierdzono istotne zr6znicowanie w zasiedleniu przez F. langsethiae ziarna rodoéw
hodowlanych owsa. Najwigksze stezenic DNA F. langsethiae odnotowano w ziarnie
rodu POB 739/11,

C. Sposrod wszystkich przebadanych genotypéw owsa najwigksze stgzenie DNA
F. langsethia stwierdzono w ziarnie owsa gluchego. Wst¢pne obserwacje wskazuja,
1z gatunek ten nie jest potencjalnym zrodtem odpornosci na tego patogena.
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