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Response of maize genotypes to the infection by selected Fusarium isolates
from Liseola section

Reakcja genotypow kukurydzy na infekcje wybranymi izolatami grzybow
z rodzaju Fusarium sekcji Liseola

Elzbieta Czembor?, Seweryn Frasinski', tukasz Stepien?*

Summary

Ear rot is an insidious disease of maize caused by Fusarium spp. and can reduce yield and quality of harvested grain, mainly because
of its contamination with mycotoxins produced by some fungi. Depending on weather conditions, ear rot can be caused by F. graminear-
um and fungi belonging to Liseola section: F. verticillioides, F. proliferatum, F. subglutinans and F. temperatum. Recently, the frequency
of occurrence of F. temperatum increased in the populations of Fusarium spp. existing in Poland. Based on the results obtained from the
carried out studies, it can be concluded that . temperatum could be more aggressive than other species from Liseola section.
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Streszczenie

Fuzarioza kolb kukurydzy powodowana przez grzyby z rodzaju Fusarium spp. wptywa ujemnie na wielkos¢ plonu, jak i na jego jakos¢,
a metabolity wtdrne wytwarzane przez te grzyby powoduja grozne choroby ludzi i zwierzat. Obecnie, w zaleznosci od przebiegu warun-
kéw atmosferycznych, sprawcami fuzariozy kolb sg: Fusarium graminearum oraz grzyby z sekcji Liseola: F. verticillioides, F. proliferatum,
F. subglutinans i jego gatunek siostrzany — F. temperatum. Gatunek F. temperatum wystepuje na terenie Polski z coraz wiekszg czestoscia.
Jak wykazano w biezacych badaniach, moze by¢ bardziej agresywny niz inne gatunki nalezace do sekcji Liseola.
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Wstep / Introduction

Kukurydza nalezy do roslin o duzym znaczeniu gospo-
darczym, zarowno w Polsce, jak i na catym swiecie. Jest to
ro$lina dajgca wysoki plon zarowno przy uprawie na ziarno,
jak 1 na kiszonke. Wykorzystuje si¢ jg rowniez w przemysle
spozywczym, chemicznym, papierniczym, fermentacyjnym
i farmaceutycznym. Stanowi surowiec do produkcji biopa-
liw w zwigzku z Protokotem zawartym w Kioto majacym na
celu ograniczenie emisji gazéw cieplarnianych.

Choroby w istotny sposob wptywaja na wielkosc¢ i jakos¢
plonu ziarna oraz zielonej masy kukurydzy. Do najwaz-
niejszych z nich nalezy fuzarioza kolb powodowana przez
grzyby z rodzaju Fusarium spp. W zaleznos$ci od rejonu
i warunkow atmosferycznych, glownymi sprawcami tej cho-
roby sa: Fusarium graminearum Schwabe, ktory produkuje
deoksyniwalenol i zearalenon oraz F. verticillioides (Sacc.)
Nirenberg, ktory produkuje fumonizyny. Duze znaczenie ma
rowniez F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg, ktory produ-
kuje fumonizyny (Leslie 1995; Velluti i wsp. 2000; Logrieco
iwsp. 2002; Dorn i wsp. 2011; Boutigny i wsp. 2012). Mniegj
istotnym gatunkiem jest F. subglutinans (Wollenw. and
Reinking) Nelson, Toussoun & Marasas i F. sporotrichioides
Scherb. (Chetkowski i wsp. 1987; Leslie 1995; Vigier i wsp.
1997). Na podstawie badan prowadzonych na terenie Polski
stwierdzono, ze dominujace gatunki to F. verticillioides oraz
F. graminearum (badania skladu gatunkowego grzybow
z rodzaju Fusarium spp. oraz ocen¢ zagrozenia skazeniem
ziarna kukurydzy mykotoksynami fuzaryjnymi prowadzono
w latach 2008-2013 uwzgledniajac 14 lokalizacji potozo-
nych w 4 rejonach Polski: potudniowo-zachodnim, potu-
dniowo-wschodnim, centralnym i zachodnim). Badania te
wykazaty robwniez, ze w populacji Fusarium spp. zasiedla-
jacej ziarno kukurydzy na terenie Polski wystepuje nowy
gatunek — F. temperatum, zidentyfikowany po raz pierwszy
w Belgii w 2011 roku przez Scauflaire i wsp. (2011, 2012).
Potwierdzono, ze sposrdd gatunkéw z rodzaju Fusarium,
potencjalnymi sprawcami fuzariozy kolb kukurydzy na
terenie Polski sa: F. verticillioides, F. proliferatum, F. gra-
minearum 1 F. temperatum (Czembor i wsp. 2014, 2015),
dlatego zasadng wydaje si¢ dalsza charakterystyka patoge-
nicznos$ci tych gatunkow w stosunku do réznych genotypow
kukurydzy.

Mykotoksyny produkowane przez grzyby z rodzaju
Fusarium dyskwalifikuja ziarno do dalszego przetwor-
stwa, poniewaz stanowig zagrozenie dla zdrowia ludzi
i zwierzat. Zwiazki te gromadzone sg w réznych tkankach
powodujac m.in. wymioty, uszkodzenia szpiku kostne-
g0, anemig, zmiany narzadéw wewngtrznych, zmniejsze-
nie taknienia, spadek masy ciata i zaburzenia cigzy (Ueno
1980; Chetkowski 1989; Rotter i wsp. 1996; Shephard
iwsp. 1996; Logrieco i wsp. 2002; Logrieco i Visconti 2004).
Badania prowadzone na terenie Polski przez Panstwowg

Inspekcje Sanitarng w latach 2004-2006 potwierdzily,
ze skazenie w wybranych produktach spozywczych prze-
kroczyto dopuszczalne normy (Rybinska i wsp. 2008).
Potwierdzily to rowniez badania Czembor i wsp. (2012).

Za najbardziej optacalng i przyjazna $rodowisku me-
tode ochrony roslin przed czynnikami chorobotwdrczymi
uwaza si¢ wykorzystanie w uprawie odmian odpornych
(Meissle i wsp. 2010; Zijlstra i wsp. 2011). Dlatego coraz
wigksza wage przywiazuje si¢ do selekcji materiatow wyj-
sciowych wykorzystywanych w hodowli pod wzgledem od-
pornosci na fuzarioze kolb (Reid i wsp. 2002; Munkvold
2003; Czembor i wsp. 2005, 2011a, b, 2013a, b; Mesterhazy
i wsp. 2012). O stopniu porazenia roslin decyduje przede
wszystkim stopien odpornoscirosliny, agresywnosé patogena
oraz czynniki klimatyczne. Nadal dyskutowane jest zagad-
nienie, czy wysoka odporno$¢ na porazenie przez grzyby
z rodzaju Fusarium spp. $wiadczy rowniez o odpornosci ge-
notypu na zdolno$¢ do gromadzenia mykotoksyn (Munkvold
i wsp. 1997; Reid 1 wsp. 1999; Duncan i Howard 2010;
Mesterhazy i wsp. 2012).

Celem pracy bylto porownanie agresywnosci gatunkow
nalezacych do sekcji Liseola, jako sprawcow fuzariozy kolb
kukurydzy: Fusarium temperatum oraz gatunku siostrzanego
—F subglutinans, F. verticillioides oraz F. proliferatum w wa-
runkach polowych po zakazeniach sztucznych.

Materialy i metody / Materials and methods

Dos$wiadczenia zatozono na polach doswiadczalnych
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin — Panstwowego
Instytutu Badawczego (IHAR — PIB) w Radzikowie.
Nasiona wysiewano w siewie rzgdowym, $rednio 20 ro-
$lin w rzedzie. Rozstawa pomiedzy roslinami w rzedzie
wynosita $rednio 17,5 cm, a pomiedzy rzgdami 75 cm.
Zastosowano nawozenie w ilo$ci: 200 kg/ha N, 80 kg/ha P,0,
i 120 kg/ha K. 0.

Agresywno$¢ gatunkow nalezacych do sekcji Liseola,
jako potencjalnych sprawcow fuzariozy kolb okre§lano po
zakazeniach sztucznych kolb roslin dwoch elitarnych li-
nii wsobnych S50676 i S68911. Podstawa wyboru mate-
riatu ros$linnego byly badania wstepne, na podstawie kto-
rych stwierdzono, ze charakteryzuje si¢ on zrdéznicowang
odpornoscig na fuzarioze kolb przy infekcji naturalne;j.

Patogen

Do przygotowania inokulum wykorzystano 8 jednoza-
rodnikowych kultur grzyboéw z rodzaju Fusarium spp. —
sekcji Liseola: 3 izolaty F. temperatum (FT 180, FT 326
oraz FT 317), 2 izolaty F. subglutinans (FS 447, FS 431),
2 izolaty F. verticillioides (FV 463, FV 429) i jeden izolat
F. proliferatum (FP 436). Izolaty nalezatly do kolekcji
Pracowni Traw Pastewnych i Roslin Motylkowatych IHAR
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— PIB w Radzikowie oraz Instytutu Genetyki Polskiej
Akademii Nauk. Zostaly one wyosobnione w trakcie ba-
dan majacych na celu monitorowanie grzyboéw z rodzaju
Fusarium spp. zasiedlajacych ziarno kukurydzy na terenie
Polski. Odkazone powierzchniowo ziarniaki wyktadano na
pozywke PDA. Szalki inkubowano w ciemnosci, a nastgp-
nie pod $wiatlem UV w celu stymulacji zarodnikowania.
Kultury o charakterystycznej dla Fusarium spp. barwie
i ksztatcie zarodnikéw izolowano na szalki z pozywka
PDA i SNA, tak aby méc dokonaé¢ identyfikacji metoda
molekularng.

Do przygotowania inokulum, izolaty po odszczepieniu
na szalki Petriego z pozywka PDA inkubowano przez okres
2 tygodni w temperaturze 20-22°C. Nastepnie grzybni¢
zmywano 1 rozcienczano sterylnym, wodnym podlozem
agarowym (3 g agaru/l wody), kontrolujac liczbg zarodni-
kéw w powstatym roztworze. Inokulacj¢ wykonano zawie-
sing o stgzeniu 5 x 10° zarodnikow/ml.

Test odpornosciowy i ocena fenotypowa
stopnia odpornosci na fuzarioze kolb

Zakazenia sztuczne przeprowadzono po mechanicznym
uszkodzeniu ziarniakéw 10—12 dni od daty kwitnienia kwia-
tostanow meskich (faza poczatkowej dojrzalosci mlecznej
BBCH 73), poprzez iniekcje 1,5 ml zawiesiny zarodnikow
na wysokosci 1/3 od podstawy kolby wykorzystujac do
tego celu strzykawke czterokanatowa — 7 roslin w kazdym
z 3 powtdrzen dla kazdego izolatu. Ocen¢ objawdéw pora-
zenia kolb badanych linii wsobnych przez F. temperatum
i pozostale gatunki z rodzaju Fusarium przeprowadzono
w fazie dojrzatosci petnej opisujac procent kolby z objawa-
mi choroby w stosunku do catej powierzchni.

Analizy statystyczne

Doswiadczenia zaktadano w uktadzie losowanych blo-
kow. Do oceny istotnos$ci r6znic dla ocen stopnia odporno-
$ci na fuzariozeg kolb zastosowano dwuczynnikowg analize¢
wariancji. Po odrzuceniu hipotezy o braku r6znic pomiedzy
obiektami, dokonano szczegdlowego poréwnania obiektow
pod wzgledem odporno$ci na fuzariozg kolb, przy uzyciu

testu Fishera najmniejszej istotnej réznicy. Analize danych
przeprowadzono za pomocg programu InfoStat.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Jedna z najgrozniejszych choréb kukurydzy jest fuza-
rioza kolb powodowana przez grzyby z rodzaju Fusarium
spp. Najczesciej, w zalezno$ci od warunkow pogodowych,
sa to F graminearum produkujacy deoksyniwalenol oraz
zearalenon lub F. verticillioides produkujacy fumonizyny
(Shepard i wsp. 1996; Logrieco i wsp. 2002; Voss i wsp.
2006). Dyrektywy unijne (Rozporzadzenie 2007) dyskwa-
lifikuja mozliwo$¢ wykorzystania ziarna, w ktérym zawar-
to$¢ toksyn przekracza dopuszczalne normy. Nawet nie-
wielki stopien porazenia kolb przez Fusarium spp. wptywa
na poziom skazenia ziarna mykotoksynami.

Najnowsze badania epidemiologiczne prowadzone przez
Czembor i wsp. (2012, 2014, 2015) wykazaty, ze w Polsce
w populacji grzybow z rodzaju Fusarium zasiedlajacych
ziarno kukurydzy, ktore sa potencjalnymi sprawcami fu-
zariozy kolb, dominuja: F. graminearum, F. verticillioides,
F. proliferatum 1 F. subglutinans. Po raz pierwszy stwier-
dzono réwniez wystgpowanie nowego gatunku — F. tempe-
ratum, ktory jest gatunkiem siostrzanym F. subglutinans.
W badaniach tych szczegdtowo przeanalizowano wpltyw
warunkow atmosferycznych wystepujacych na terenie ca-
lej Polski na zréznicowanie populacji, uwzgledniajac dane
pogodowe historyczne dla lat 1958-2004, jak i biezace
(Czembor i wsp. 2015).

W trakcie przeprowadzonych badan warunki pogodowe
rowniez sprzyjaty rozwojowi choroby, dzigki czemu uzyska-
ne wyniki pozwolily zréznicowa¢ badane genotypy kukury-
dzy pod katem reakcji na infekcj¢ izolatami czterech gatun-
kéw Fusarium (sekcja Liseola) potencjalnie roznigcych si¢
agresywnoscia: F. verticillioides (2 izolaty), F. proliferatum
(1 izolat), F. subglutinans (2 izolaty) oraz F. temperatum
(3 izolaty) (tab. 1, rys. 1). Zréznicowanie stopnia poraze-
nia ro$lin byto istotne zaréwno pomiedzy gatunkami, jak
iw obrebie tego samego gatunku, stopien porazenia wahat si¢
od 5% do prawie 30%, jednakze w wigkszym stopniu zalezat

Tabela 1. Analiza wariancji dla stopnia agresywnosci izolatow Fusarium temperatum, F. subglutinans, F. verticillioides, F. proliferatum
w stosunku do linii wsobnych kukurydzy po zakazeniach sztucznych kolb

Table 1. Fixed model analysis of variance for aggressiveness level of Fusarium temperatum, F. subglutinans, F. verticillioides and
E proliferatum isolates after inoculation of maize inbred lines

. . Liczba stopni swobody Sredni kwadrat odchylen Warto$¢ F Warto$¢ P
Zmienna — Variable
Degrees of freedom Mean square F value P value
Izolat — Isolate 7 1624,33 34,98 <0,0001
Linia — Genotype 1 194,29 4,18 0,0416
Izolat x linia — Isolate x genotype 7 345,58 7,44 <0,0001
Btad — Error 319 46,44 - -
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FP 436 x linia 1 (FP 436 x line 1)
FP 436 x linia 2 (FP 436 x linia 2)
FS 431 x linia 1 (FS431 x line 1)
FS 431 x linia 2 (FS 431 x line 2)
FS 447 x linia 1 (FS 447 x line 1)
FS 447 % linia 2 (FS 447 x line 2)
FT 180 x linia 1 (FT 180 x linie 1)
FT 180 x linia 2 (FT 180 x line 2)

FT 317 xlinia 1 (FT317 x line 1)
FT317 % linia 2 (FT 317 x line 2)
FT 326 x linia 1 (FT 326 x line 1)
FT 326 x linia 2 (FT 326 x line 2)
FV 429 x linia 1 (FV 429 x line 1)
FV 429 x linia 2 (FV 429 x line 2)
FV 463 x linia 1 (FV 436 x line 1)
FV 463 x linia 2 (FV 436 x line 2)

Rys. 1. Zréznicowanie pomig¢dzy izolatami Fusarium temperatum, F. subglutinans, F. verticillioides, F. proliferatum pod wzgledem
agresywnosci na podstawie danych stopnia porazenia dwoch linii wsobnych po zakazeniach sztucznych
Fig. 1. Differences in disease scores of two maize inbred lines artificially inoculated with Fusarium temperatum, F. subglutinans,

F. verticillioides and F. proliferatum strains

od izolatu niz genotypu rosliny (rys. 1). Na uwage zashigi-
waty dwa izolaty F. temperatum, ktore charakteryzowaly si¢
wysoka patogenicznoscia zardbwno w stosunku do pierwszej,
jak i drugiej linii wsobnej (FT 317 oraz FT 326). Natomiast
trzeci izolat F. temperatum okazat si¢ najmniej patogeniczny
sposrod wszystkich badanych, podobnie jak jeden z izolatow
F verticillioides (FV 463). Drugi izolat F. verticillioides
(FV 429) charakteryzowat si¢ zblizong agresywnoscig do
izolatow F. proliferatum (FP 436) i F. subglutinans (FS 447).
Na uwage zastugiwal rowniez fakt, ze genotyp w sposob
istotny wptywat na rozwoj choroby, co potwierdza badania
zespotow badawczych, zajmujacych si¢ poszukiwaniem
zroédet odpornosci na fuzariozg kolb metoda rodowodowa
na podstawie ocen fenotypowych oraz po okreSleniu za-
warto$ci toksyn w probach ziarna (Reid 1 wsp. 1993, 1996,
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