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Polish maize elite inbred lines as a source of resistance
for ear rot (Fusarium spp.) and common smut (Ustilago maydis)

Polskie elitarne linie wsobne kukurydzy zrédtem odpornosci
na fuzarioze kolb (Fusarium spp.) i glownie guzowatg (Ustilago maydis)

Elzbieta Czembor, Seweryn Frasifski*

Summary

The rapid increase of maize cultivation area, the use of inappropriate crop rotation and global warming climate have resulted in an
increase of the incidence of diseases including ear rot fusariosis (Fusarium spp.) and common smut (Ustilago maydis). Using highly resi-
stant hybrids is one of the most important methods of integrated plant protection. Therefore, the purpose of the current project was to
characterize the broad genetic pool of elite inbred lines used in breeding programs. Forty-five inbreed lines were included in the study.
Evaluation of resistance to ear rot was carried out on plants inoculated with spore suspension of Fusarium graminearum and with natural
infection, while resistance to common smut was performed on plants only with occurrence of natural infection. Based on the obtained
results it was possible to observe differences between lines and to select genotypes valuable for further breeding programs taking into
account resistance to economically important diseases.
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Streszczenie

Szybki wzrost powierzchni uprawy kukurydzy na terenie Polski, stosowanie niewtasciwego ptodozmianu oraz ocieplenie klimatu spo-
wodowato zwiekszenie nasilenia wystepowania choréb, w tym fuzariozy kolb i gtowni guzowatej. Wykorzystanie w programach hodow-
lanych materiatéw o podwyzszonej odpornosci to wazny element integrowanej ochrony roslin. Celem pracy byto scharakteryzowanie
szerokiej puli genetycznej elitarnych linii wsobnych wykorzystywanych w programach hodowlanych. Do badan wtaczono 45 linii na po-
ziomie wsobnosci S,. Oceng odpornosci na fuzarioze kolb prowadzono po zakazeniach sztucznych kolb zawiesing zarodnikéw Fusarium
graminearum i przy infekcji naturalnej, natomiast na gtownie guzowatg przy infekcji naturalnej. Uzyskane wyniki pozwolity zrdznico-
wac badany materiat i wytypowad genotypy o podwyzszonej odpornosci jako szczegdlnie cenne w dalszych programach hodowlanych
uwzgledniajacych odpornos¢ na wazne gospodarczo choroby.

Stowa kluczowe: kukurydza; fuzarioza kolb; gtownia guzowata; Fusarium graminearum; Ustilago maydis
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Wstep / Introduction

Kukurydza pod wzgledem wysokosci plondw zajmuje
pierwsze miejsce na $wiecie. Jej udziat w Swiatowej po-
wierzchni uprawy zb6z wynosi ponad 20%, a pod wzgle-
dem produkcji okolo 30%. Wyroznia si¢ wysokimi plo-
nami ziarna powyzej 10 t/ha i okoto 20 t/ha suchej masy
w uprawie na kiszonke¢ (Rocznik Statystyki Miedzynarodo-
wej 2016). W uprawie na ziarno kukurydza jest jedng z ro-
$lin uprawnych o najwyzszej optacalnos$ci, ktora weigz daje
mozliwos¢ zwigkszenia plonow, a tym samym dochodow
rolnika. Jest tez rosling, dla ktérej hodowcy uzyskujg znacz-
ny postep biologiczny. To, ze kukurydz¢ mozna uprawiac
obecnie w calej Polsce, zard6wno na ziarno, jak i na kiszonke
z calych roslin, jest zastuga takze polskiej hodowli (Adam-
czyk i wsp. 2003). Wedhug danych GUS po roku 2010 nasta-
pito okoto dwukrotne zwigkszenie arecatu uprawy kukurydzy
na ziarno, szczegolnie w wojewodztwach Polski centralnej
i péinocnej. Jednak szybki wzrost powierzchni uprawy ku-
kurydzy na terenie Polski, stosowanie niewtasciwego ptodo-
zmianu oraz ocieplenie klimatu spowodowaty zwiekszenie
nasilenia wystgpowania patogendow, w tym Fusarium spp.
bedacych sprawcami fuzariozy kolb i Ustilago maydis be-
dacej sprawca glowni guzowatej. Straty powodowane przez
te wazne gospodarczo organizmy szkodliwe wahaja si¢
w zakresie 10-30% — jeden szkodnik moze powodowac
straty siegajace kilkuset milionéw ztotych (Czembor i Fra-
sinski, dane niepublikowane).

Objawy glowni guzowatej wystepujg na nadziemnych
czesciach roslin w postaci narosli, o rozmiarach osiagaja-
cych nawet kilkanascie centymetrow, ktore z czasem wysy-
chaja, pekaja i zarodniki wydostajg si¢ w postaci bragzowego
pytku. Do zniszczenia kolby dochodzi, gdy patogen opanu-
je caly organ, jednak takie nasilenie choroby obserwujemy
rzadko. Najczgsciej powstaja pojedyncze narosla, taki pro-
dukt jest pelnowartosciowy (z wyjatkiem kukurydzy cukro-
wej). Ziarno zanieczyszczone zarodnikami nadaje si¢ do
uzytku, gdyz grzyb nie wytwarza mikotoksyn. Jednoczesnie
porazone rosliny z powodu ostabienia, uszkodzen tkanek
i lisci okrywowych kolb sa bardziej narazone na infekcje
Fusarium (Abbas 1 wsp. 2015). Wigksze nasilenie glowni
guzowatej obserwuje si¢ w lata upalne i wilgotne, poniewaz
grzyb znajduje wtedy doskonate warunki do swojego roz-
woju i moze w okresie wegetacji wytworzy¢ kilka pokolen
zarodnikow (Waligora i wsp. 2008).

Czesto objawy fuzariozy powodowane przez grzyby
z rodzaju Fusarium spp. nie s3 wyraznie widoczne na kol-
bie, jednak wewnatrz porazenie post¢puje, prowadzac do
akumulacji mikotoksyn (Mesterhazy i wsp. 2012). Metabo-
lity wtorne tych patogendow zawarte w produktach zywno-
sciowych i paszy, uzyskiwanych na bazie skazonego ziarna
sa wysoko szkodliwe dla ludzi i zwierzat. Ich wpltyw na
organizm ludzki moze ujawnia¢ si¢ w postaci choréb do-
piero po wielu latach (Logrieco i wsp. 2002; Garcia i wsp.

2009). Najczesciej sprawcg fuzariozy kolb sg grzyby Fusa-
rium graminearum (produkujacy deoksyniwalenol — DON
i zearalenon — ZEA) oraz Fusarium verticillioides (produ-
kujacy fumonizyny — FUM). W 2007 roku Unia Europejska
wprowadzita normy okres$lajace ich maksymalne zawartosci
w ziarnie kukurydzy (EC No 1126/2007). Jezeli zawarto$¢
DON w ziarnie nieprzetworzonym przekracza 1700 ug/kg,
ZEA 350 ug/kg, a FUM 4000 ug/kg (maksymalna zawar-
to$¢ fumonizyn ma ulec w najblizszym czasie obnizeniu do
2000 ug/kg), takie ziarno nie kwalifikuje si¢ do wykorzy-
stania na pasze.

Hodowla i wykorzystanie w uprawie odmian o mniejszej
podatnos$ci sa powszechnie uznane za najbardziej optacalng
i przyjazna $rodowisku metode¢ ochrony ro$lin przed pora-
zeniem przez choroby (Meissler i wsp. 2010; Vasileiadis
i wsp. 2011; Zijlstra 1 wsp. 2011). W przypadku kukurydzy
stosowanie fungicydow jest trudne i czesto mato efektyw-
ne, poniewaz trudno jest ocenia¢ nasilenie choroby. Ograni-
czenie wystgpowania szkodnikow, ktore w trakcie Zerowa-
nia uszkadzaja kolby kukurydzy istotnie wptywa réwniez
na ograniczenie wystgpowania fuzariozy kolb (Munkvold
2003a, b). Dlatego na uwage zastuguja odmiany z genem
Bt, ktory pochodzi z bakterii Bacillus thuringiensis 1 jest
odpowiedzialny za produkcj¢ biatka, ktore jest toksyczne
dla szkodnikow, w tym omacnicy prosowianki (Papst i wsp.
2005). W Polsce, podobnie jak w wielu innych krajach Eu-
ropy, uprawa tych odmian jest zakazana, dlatego wazng role
obok doboru materiatu peni dobra praktyka rolnicza, ktora
obejmuje rowniez integrowang ochrong roslin.

Celem badan byta ocena zréznicowania linii wsobnych
kukurydzy znajdujacych si¢ w kolekcji roboczej Matopol-
skiej Hodowli Roslin Sp. z 0.0. Oddziat w Kobierzycach
oraz Hodowli Roslin Smolice — Grupa IHAR pod katem ich
podatnosci na fuzarioze kolb i gtowni¢ guzowata oraz wyty-
powanie form szczegdlnie przydatnych do dalszych progra-
moéw hodowlanych uwzgledniajacych te cechy.

Materialy i metody / Materials and methods

Doswiadczenia zatozono na polach doswiadczalnych
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin — Panstwowego
Instytutu Badawczego (IHAR — PIB), gdzie kukurydza ro-
$nie w monokulturze od 8 lat. Przed siewem zastosowano
agregat uprawowy (kultywator o waskich zgbach i wat stru-
nowy) wraz z nawozeniem. Do nawozenia przedsiewnego
zastosowano 200 kg mocznika (92 kg N na 1 ha) i 200 kg
polifoski ,,6” (12 kg N, 40 kg P,0,, 60 kg K na 1 ha). Ma-
teriatem roslinnym bylo 45 linii wsobnych kukurydzy.
Siew wykonano siewnikiem rzedowym, odstepy pomigdzy
rzgdami — 75 cm, 25 ro$lin w rzedzie w tym: 30 linii
wysiano w 2 powtdrzeniach (Srednio 45 roslin na genotyp),
a 15 w 3 powtorzeniach ($rednio 75 roslin na genotyp).
W celu pobudzenia wzrostu roslin wykonano opryskiwanie
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nawozem dolistnym FoliQ® P Fosforowy (4 1/ha). Zabieg
powtorzono po 10 dniach w takiej samej dawce. W ramach
pielegnacji plantacji wykonano: opryskiwanie herbicydem
Lumax 537 SE — 4 1/ha bezposrednio po siewie, w fazie
6-8lisci opryskiwanie herbicydem Innovate 240 SC—0,2 1/ha
wraz z adiuwantem Atpolan 80 EC i pielenie reczne (w ko-
lejnych fazach wzrostu). W doswiadczeniu nie prowadzono
chemicznej ochrony roslin przed szkodnikami i chorobami.

Testy fitopatologiczne

Badania nad fuzariozg kolb
Patogen

Do badan wykorzystano jednozarodnikowe kultury
F. graminearum nalezace do kolekcji Pracowni Traw
Pastewnych i Roslin Motylkowatych IHAR — PIB w Ra-
dzikowie. Zostaly one wyosobnione z prob nasion kuku-
rydzy pobranych z poletek doswiadczalnych i scharaktery-
zowanych w trakcie wczesniejszych badan pod wzgledem
tempa wzrostu na pozywkach sztucznych i agresywnosci
w warunkach polowych. Po odszczepieniu na szalki Petrie-
go z pozywka PDA (Potato Dextrose Agar) inkubowano je
przez okres 4 tygodni w temperaturze 20-22°C. Nastegpnie
grzybnia zostala zmyta i rozcienczona ptynng pozywka
SNA, kontrolujac ilo$¢ zarodnikow w powstatym roztwo-
rze. Inokulacje (zakazenia sztuczne) wykonano zawiesing
o stezeniu 5 x 10* zarodnikow/ml.

Test odporno$ciowy i ocena fenotypowa stopnia
odporno$ci na fuzarioze kolb w warunkach polowych

Zakazenia sztuczne przeprowadzono po mechanicznym
uszkodzeniuziarniakow 10—12 dniod daty kwitnieniakwia-
tostandw meskich (faza poczatkowej dojrzatosci mleczne;j
BBCH 73), poprzez iniekcj¢ 1 ml zawiesiny zarodnikow
F. graminearum na wysokosci 1/3 od podstawy kolby
wykorzystujac do tego celu strzykawke czterokanatows.
Oceng fenotypowa stopnia odpornosci badanych obiek-
tow przeprowadzono w fazie dojrzatosci petnej. Do oce-
ny fenotypowej stopnia porazenia kolb wykorzystano
skale 1-7, w ktorej odpowiednio: 1 — brak objawdéw po-
razenia, 2 — 1-3%, 3 — 4-10%, 4 — 11-25%, 5 — 26-50%,
6 —51-75%, 7 — 76—-100%.

Test odporno$ciowy i ocena fenotypowa stopnia
odpornos$ci na glownie guzowatg w warunkach polowych

Objawy choroby odnotowano osobno dla todyg i kolb
nie oceniajac stopnia porazenia. Wyniki wyrazono jako pro-
cent ro$lin z objawami w stosunku do ogolnej liczy roslin ba-
danych. Srednio, kazdy genotyp reprezentowato 40—60 rolin
(w zaleznosci od liczby powtorzen). W obrebie 9 linii licz-
ba roélin reprezentujacych genotyp wahata si¢ w zakresie
20-40 (ze wzgledu na nierdwnomierne wschody).

Analizy statystyczne

Do oceny istotnosci réznic pod wzglgdem stopnia od-
pornosci na fuzarioze kolb po zakazeniu sztucznym i przy
infekeji naturalnej linii wsobnych zastosowano jednoczyn-
nikowa analiz¢ wariancji (czynnikiem byl genotyp). Po
odrzuceniu hipotezy o braku réznic pomiedzy genotypami
na poziomie istotnosci p < 0,001, okreslono warto$¢ NIR
(Fishera, genotypami na poziomie istotnosci 0,05). Analizy
danych przeprowadzono za pomocg programu InfoStat 1.6.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W ostatnich latach w Polsce obserwuje si¢ wzrost pozio-
mu skazenia ziarna kukurydzy oraz jej pochodnych szcze-
golnie deoksyniwalenolem, przez co jako$¢ uzyskiwanych
produktow zywnos$ciowych i paszy jest nizsza. Zar6wno
w trakcie badan prowadzonych w IHAR — PIB, jak i w do-
niesieniach literaturowych stwierdzono, ze nie ma genoty-
péw odpornych na fuzariozg kolb i znalezienie ich raczej nie
bedzie mozliwe (Bartok i wsp. 2006; Czembor i wsp. 2013a,
b, ¢). Wiele nowych mieszancéw kukurydzy pastewnej ma
pewna odpornos¢ na gltowni¢ kukurydzy, ale rowniez zaden
z nich nie jest catkowicie odporny (Specker 1993). Zrodta-
mi odpornosci moga by¢ réozne materiaty genetyczne w tym
dzicy krewniacy kukurydzy, rasy, odmiany populacyjne,
genetyczne i cytogenetyczne markery, odmiany syntetyczne
i linie wsobne (Adamczyk 1998, 1999; Czembor i wsp.
2011). Jednak z praktycznego punktu widzenia jedynie
odmiany syntetyczne i nowe tzw. elitarne linie wsobne,
uzyskane na bazie odmiennej puli genowej, niz posiadana,
mogg poszerzy¢ zakres zmiennosci. Corocznie wyprowadza
si¢ tysigce linii wsobnych, ale tylko wybrane sa wlaczone
do dalszych prac hodowlanych. Powinny to by¢ materialy
wyréwnane, o wysokim stopniu homozygotycznosci (za-
zwyczaj na poziomie wsobnosci S)), charakteryzujace sig
wysokg warto$cig gospodarczag oraz wysoka odpornoscia
na patogeny i szkodniki (Adamczyk i wsp. 2003). Dlatego
konieczna jest ich wlasciwa charakterystyka z uwzglednie-
niem tych cech. Pozostate zrodta mogg by¢ wykorzystywane
jedynie w programach hodowlanych trwajacych wiele lat,
dla poprawy takich cech, jak wigor, czy wtasnie odpornosé¢
na stresy. Selekcj¢ mozna prowadzi¢ zaréwno przy infek-
cji naturalnej, jak i po zakazeniach sztucznych, co znacznie
przyspieszy proces.

Odpornos¢ na fuzarioze kolb jest uwarunkowana poli-
genicznie. Natomiast w przypadku odpornosci na glownig
guzowata stwierdzono efekt addytywny, co znacznie skraca
proces selekcji materialow wyjsciowych do dalszej hodowli
pod wzgledem tej cechy. W biezacych badaniach odpornosé
roslin na fuzarioz¢ kolb oceniano zaréwno przy infekcji
naturalnej, jak i po zakazeniach sztucznych kolb zawiesi-
ng zarodnikow F. graminearum po mechanicznym uszko-
dzeniu ziarniakow, aby zrdéznicowanie w obregbie badanych
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materialow byto wystarczajace. Na podstawie badan prowa-
dzonych przez Czembor i wsp. (2013a, b) stwierdzono, ze
ta metoda zakazen sztucznych jest najbardziej efektywna,
a uzyskiwane wyniki ocen sg powtarzalne. Potwierdzono to
rowniez w biezacych badaniach (analiza wariancji dla stop-
nia odpornosci linii wsobnych po zakazeniach sztucznych
F=19,8; p <0,001; NIR Fishera pomigdzy genotypami po
zakazeniach sztucznych 0,66529 na poziomie istotnosci
p < 0,001). Na podstawie ocen fenotypowych stopnia po-
razenia kolb po zakazeniach sztucznych tylko siedem ge-
notypow, co stanowi 15% wszystkich badanych, mozna
wlaczy¢ do grupy charakteryzujacych si¢ podwyzszong od-
pornoscia na fuzariozg kolb (KL2, KL6, SL14, SL25, SL29,
SL4, SLS5). Ich $redni stopien porazenia oceniony zostat
w zakresie 1-3 w skali 1-7, co oznacza, ze ponizej 10%
kolby posiadato objawy porazenia. Ponad 40% wszystkich
badanych to genotypy podatne lub bardzo podatne. Obiekty
KL12, KL3, KL5, SL1, SL10, SL16, SL23 i SL26 to formy
podatne (26-50% kolby z objawami choroby), natomiast
KL1, KL7, SL18, SL19, SL20, S121, SL24 i SL9 to formy
bardzo podatne (ponad 50% powierzchni kolby z objawami
porazenia) (rys. 1).

Wprawdzie przy infekcji naturalnej nasilenie choroby
byto znacznie nizsze, to réznice pomigdzy genotypami byty
statystycznie istotne (LSD — 0,99147) i korespondowaty
do wynikow uzyskanych po zakazeniach sztucznych. Linie
SL25, SL1, SL10, SL22, SL.24 wlaczono do grupy srednio
podatnych i podatnych. Linig najbardziej podatng byta po-
dobnie jak po zakazeniach sztucznych SL20 (rys. 1). Do-
niesienia literaturowe potwierdzaja, ze wyzsza ocena feno-
typowa stopnia odpornosci na fuzarioze kolb opisywana po
zakazeniach sztucznych $wiadczy o mniejszej zdolnosci do

gromadzenia toksyn, i moze by¢ podstawg w pracach, kto-
rych celem jest poszukiwanie zrodet odpornosci zaréwno na
fuzarioze kolb, jak i na nizszg zawartos¢ toksyn (Mesterha-
zy 1 wsp. 2012; Czembor i wsp. 2013a, b). Dlatego, elitarne
linie wsobne, ktore charakteryzowaty si¢ podwyzszong od-
pornoscig na fuzarioze kolb w biezacych badaniach powin-
ny by¢ wilaczone do programéw hodowlanych.

Analizujac procent roslin z objawami glowni guzowatej,
obserwowany przy infekcji naturalnej, stwierdzono rowniez
istotne zréznicowanie pomiedzy genotypami. Roznice do-
tyczyly zardwno procentowego udziatu roslin z objawami
choroby na kolbach, jak i na todygach. Srednio, porazenie
todyg przekraczato $rednio 10% ro$lin ocenianych w obrebie
7 genotypow, w tym w obrebie 1 genotypu wynosito 43,3%.
Porazenie kolb byto znacznie nizsze, przekraczato $red-
nio 10% roslin ocenianych w obrebie 3 genotypow, w tym
w obregbie 1 genotypu wynosito 24,8%, a innego 48,2%
(rys. 2). Monitorujac wystgpowanie glowni guzowatej w ra-
mach programu wieloletniego IHAR — PIB pt. ,,Tworzenie
naukowych podstaw postepu biologicznego i ochrona ro-
slinnych zasoboéw genowych zrodtem innowacji wsparcia
zroéwnowazonego rolnictwa oraz bezpieczenstwa zywno$-
ciowego kraju” potwierdzono, ze brak jest mieszancow od-
pornych na glowni¢ guzowata. W roku 2015 monitorowanie
wystgpowania tej choroby prowadzono na dos§wiadczeniach
faczonych i porejestrowych w stacjach Centralnego Osrod-
ka Badania Odmian Roslin Uprawnych (Smolice, Kroscina
Mata, Swiebodzin i Glebokie) okreslajac procentowy udziat
ro$lin z objawami porazenia na zestawie 35-38 odmian
(Czembor i Frasinski 2016). Stwierdzono wptyw lokaliza-
cji i odmiany na nasilenie choroby. Najwigksze nasilenie
choroby i zréznicowanie pomi¢dzy odmianami stwierdzono

Fuzarioza kolb — zakazane
Ear rot — inoculated

Ear rot — control
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Rys. 1. Odpornos¢ elitarnych linii wsobnych kukurydzy na fuzariozg kolb przy inokulacji i infekcji naturalnej (NIR Fishera = 0,665
na poziomie istotnos$ci 0,05, linie reprezentuja odchylenie standardowe na poziomie istotnosci 0,05)

Fig. 1. Ear rot level of inoculated and non-inoculated elite inbreed lines (LSD Fisher = 0.665 on the probability level 0.05, bars represent
standard error on the probability level 0.05; non-overlapping notches show a significant difference)
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Rys. 2. Odpornosé¢ elitarnych linii wsobnych kukurydzy na glowni¢ guzowata przy infekcji naturalnej

Fig. 2. Common smut level of elite inbreed lines (natural infection)

w Kroscinie Matej — wydzielono 3 grupy odmian: grupa
20 odmian w obregbie ktorej % roslin porazonych wahat si¢
w zakresie 0—10%, grupa 5 odmian w obrgbie ktorej procent
ro$lin porazonych wahat si¢ w zakresie 11-20% oraz grupa
w obrgbie ktdrej procent roslin porazonych byt wyzszy niz
20% (MAS 17G, Ambrosini, Opcja, Torinio, ES Abacus,
Silvinio, ES Metronom, Sativo, MAS15P, P8523). W pozo-
statych lokalizacjach liczba roslin porazonych, w zalezno-
$ci od odmiany, wahata si¢ w zakresie 0,0—4,0% wszystkich
badanych. W 2016 roku frekwencja ro$lin z objawami cho-
roby byta najwyzsza w nastepujacych lokalizacjach: Kros-
cina Mata (SY Werena i SM Hetman — 26,6%, Ambrosini
— 13,3% roslin z objawami porazenia), Smolice (odmiana
Carolinio — 16,6% ro$lin z objawami porazenia), Zybiszow
(SM Hetman — 16,6% roélin z objawami porazenia), Swie-
bodzin (SY Werena — 13,3% roslin z objawami porazenia)
(Czembor i Frasinski 2017).

Rozwdj hodowli odpornosciowej metodami klasyczny-
mi jest $cisle zwigzany z dostgpnoscia zrodet odpornoscei,
a takze opiera si¢ na wiedzy dotyczacej interakcji pomiedzy
rosling a patogenem, z uwzglednieniem zréznicowanych
warunkow srodowiska. Stresy abiotyczne w sposob istot-
ny wplywaja na nasilenie zarowno gtowni guzowatej, jak
i fuzariozy kolb. Zdaniem Korbasa (20006) stopien poraze-
nia ro§lin przez te choroby zalezy rowniez od zaopatrzenia
ro$lin w wodg, szczeg6lnie w okresie poprzedzajacym kwit-
nienie. Dlatego, mieszance typu stay-green charakteryzuja
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