Nr zadania:

33

Poszukiwanie form kukurydzy o wysokiej
odpornosci na fuzarioze kolb i zgorzel podstawy
todygi powodowane przez grzyby z rodzaju
Fusarium spp.

Kierownik: Dr. hab. Elzbieta Kocharnska - Czembor, prof. nadzw. IHAR-PIB
Wykonawca: mgr. Seweryn Frasinski



Wstep - uzasadnienie prowadzonych badan

InAaH

* Fuzarioza kolb i zgorzel podstawy todygi - choroby te maja wptyw nie
tylko na plon uzyskiwanego ziarna lub zielonej masy, lecz w sposob
istotny warunkuja jego jakos¢é.

= Metabolity wtdérne grzybow z rodzaju Fusarium spp. sa wysoce
szkodliwe dla ludzi i zwierzat, powodujac grozne choroby a nawet

smieré.

= Aby uzyskac¢ postep biologiczny dla stopnia odpornosci kukurydzy na
te choroby, poszukiwanie zrédet odpornosci nalezy prowadzié¢
jednoczesnie z monitorowaniem populacji patogena na terenie kraju.




Wstep - uzasadnienie prowadzonych badan

InAaH

« Badania nad epidemiologia grzybow 2z rodzaju Fusarium spp.
wystepujacych na terenie Polski oraz ocena zagrozenia skazenia ziarna
toksynami fuzaryjnymi jest prowadzona w IHAR-PIB we wspétpracy z
IGR-PAN w ramach Programu Wieloletniego finansowanego przez
MRiIiRW.

- Badania prowadzone s3 dla préb pobranych z 10 lokalizacji (dla 4
odmian w kazdej lokalizacji) - liczba wyosobnieri 500. Stwierdzono, ze
giéwne gatunki zasiedlajace ziarno kukurydzy w 2015 roku to
(oznaczenia molekularne): F. proliferatum, F. verticillioides, F.
graminearum, F. poae oraz F. temperatum.
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Dominujace gatunki w populacji Fusarium spp. na terenie Polski w 2015.

O MO IDOI A

20 AZ 18D AN

UIZpO g1 MaS

vrdns

OUl AIE>

Zpiuuong

O MDD ZAZIS]

BFEIA] BUIDSOIS

2IOqIED

19qQIoID

o moskbzayn

pae3oeieg

2

© A0 IDOI A

20 AZ 13D AN

U Zpo g1 MS

NI .

erdns

ourMmiIed]

Zpiuong

O ADZAZ IS

BFRIA] BUIDSOIS]

2IHOQID

oqID

omolsbzZzayn

pie3oeie]

graminearum

F

O MON OO

20 AZ 13D AN

U Zpo ga1ms

erdngs

ouraIed]

ZBiuong

O MDD ZAZIS]

B}RJA] BUIDSOIST

2IOqIHD

J0qQIoID

omosbzayn

F.temperatum

O A0 IDOI AN

20 AZ 13D AN

uZpo gaimas

erdnis

OulMIBY]

ZID DN |

O ADZAZ IS

BERIA] BUIDSO.IS

D2IOGIFD

IOqIoID

omosbzayn

paeSoeie]

F.verticillioides

O MO IDOI A\

20 AZ 13D AN

U ZpO g1 MS

erdnis

ouraae> |

ZBiuong

O MDD ZAZ IS

B}RJA] BUIDSOIS]

2IMOQIFD

1OQIDID

o moIsbezZzayD

paeSojergg

F. proliferatum

y &)

Stwierdzono istotne réznice pomiedzy genotypami i lokalizacjami dla zasiedlenia

prob ziarna przez grzyby z rodzaju Fusarium spp.



Wykazano, ze dopiero na podstawie danych historycznych warunkow
meteorologicznych mozna wnioskowac o ich wptywie na populacje patogena

08 0,72%* 0,69%* 0,68**
0,6 0,61* 0,59%
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Correlation coefficient value

Annual mean Temp. seasonality Max temp. of ~ Mintemp. of  Temp. annual ~ Mean temp. of  Mean temp. of  Mean temp. of ~ Mean temp. of
temp. warmest month  coldest month range wettest quarter  driest quarter ~ warmest quarter  coldest quarter

F. verticillioides W F. temperatum " F. subglutinans

Czemboriin., 2015



Cel gtéwny badan

Celem prowadzonych badan jest identyfikacja cech morfologicznych
petniagcych wazna role w procesie odpornosciowym kukurydzy na
fuzarioze kolb i zgorzel podstawy todygi powodowanych przez grzyby
rodzaju Fusarium spp.
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Cele szczegétowe na 2016 rok

CEL Czy c_el zostal
zrealizowany

Identyfikacja cech fenotypowych roslin petniacych
wazna role w procesie odpornosciowym kukurydzy na TAK
fuzarioze kolb lub zgorzel podstawy todygi

Badanie efektywnosci poszukiwania zrodet odpornosci
metoda rodowodowa w oparciu o oceny stopnia TAK
porazenia kolb lub todyg (Cykl 1)

Badanie efektywnosci poszukiwania zrodet odpornosci
metoda rodowodowa w oparciu o oceny stopnia
porazenia kolb lub todyg wspomagang opisem cech
fenotypowych roslin (Cykl 1)

TAK



Zakres merytoryczny zadania zostat osiagniety poprzez:

Temat badawczy 1

- |Identyfikacja cech fenotypowych pelniacych wazna role w procesie
odpornosciowym kukurydzy na fuzarioze kolb lub zgorzel podstawy todygi

Temat badawczy 2

- Badanie efektywnosci poszukiwania Zrédet odpornosci metoda rodowodowa
W oparciu o oceny stopnia porazenia zkazanych sztucznie kolb (Cyki I )

Temat badawczy 3

- Badanie efektywnosci poszukiwania Zrédet odpornosci metoda rodowodowa
w oparciu o oceny stopnia porazenia kolb lub todyg wspomagana opisem cech
fenotypowych roslin (Cykl Il)



Cel Tematu badawczego 1

InAaH

Charakterystyka pokolen F; oraz ich form rodzicielskich pod wzgledem
stopnia odpornosci na fuzarioze kolb i zgorzel podstawy todygi przy
infekcji naturalnej i po zakazeniach sztucznych oraz opis wybranych cech
fenotypowych roslin potencjalnie majacych wptyw na rozwéj choréb

Cele zostaty osiggniete w 100%

Czyli: interakcja gospodarz x patogen



AR Mierniki dla Tematu badawczego 1

>  interakcja gospodarz x patogen

Liczba testow 2 2

1 fitopatologicznych polowych

2 Liczba badanych genotypéw 38 38
Liczba opisanych cech

3 8 8
fenotypowych

4 Liczba préb przebadanych na 228 228

zawartos¢ DON




Materiaty i metody

InAaH

Opis cech morfologicznych i fenologicznych gospodarza

o  wczesno$é (liczba dni od daty siewu do daty kwitnienia kwiatostanéw

meskich,
morfologia kwiatostanéw Zenskich:
dtugosé kolby (cm),

dtugosé kanatu od korica rdzenia kolby do konica lisci okrywowych (cm),
dtugosé stupkéw nie pokrytych li§émi okrywowymi (cm),
zbitos¢ lisci okrywowych (skala 1 - 5; 1 luZzne)

O O O O O

@)

zawartos¢ antocyjanu w stupkach, rdzeniu
kolby i todygach (skala 1- 5, w ktérej 1
oznacza brak antocyjanu, 3 - formy
posrednie, 5 - intensywne zabarwienie)

o  wysokos¢ roslin
o typziarna




Temat badawczy 1 - interakcja genotyp x patogen

Testy fitopatologiczne - in vivo
Fuzarioza kolb

> namnazanie grzyba - pozywka PDA

> przygotowanie zawiesiny zarodnikéw - inokulum

> zakazenia sztuczne - inokulacja - 10-12 dni od kwitnienia
kwiatostanéw meskich

> ocena fenotypowa porazenia kolb - w skali 1-7

Zgorzel podstawy todygi

> namnazanie grzyba - na patyczkach (odkazane w wysokiej temperaturze), na
ktorych rést grzyb F. graminearum przez okres ok. 2 tygodni.

> zakazenia sztuczne - pomiedzy 2 i 3 miedzywezlem

> ocena fenotypowa todyg w skali 1-9

Ocena fenotypowa porazenia todyg oraz kolb prowadzona byta w fazie dojrzatosci
peinej.

- 7 s




Z1. Cel 1: Morfologia roslin — fuzarioza kolb

Oznaczanie zawartosci DON

1g maki +40 ml buforu Wytrzasanie - 4 min Filtrowanie 4ml roztworu

100ul przesaczu na
pasek testowy — 5 min

Odczyt zawartosci DON




Rys. 1. Srednie dekadowe temperatury powietrza oraz suma opadéw (kwiecien - wrzesiefl) w

roku 2016 na tle lat 2015 - 2014.
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WYNIKI - Temat badawczy 1

Wykazano istotne statystycznie wartosci korelacji prostych pomiedzy okreslonymi cechami
morfologicznymi kolby, ocenami fenotypowymi fuzariozy kolb, zawartoscia DON w ziarnie

przy infekcji naturalnej i po zakazeniach sztucznych dla linii (jako zestawu réznicujacego)

zakazenia sztuczne infekcja naturalna soorzel
ZMIENNA g
podstawy
FK DON FK DON
zakazenia sztuczne DON 0,71
. ) FK 0,41
infekcja naturalna
DON 0,46
zgorzel podstawy 0,57
wysokos¢ rosliny -0,81
wczesnosé -0,53 -0,6 -0,57
zbitos¢ lisci
okrywowych* 055 0,53
morfologia kolby
dlugos¢ stupkéw (cm) -0,43
dlugos¢ kanalu (cm) 0,63 0,58

* zbitos¢ lisci okrywowych opisana w skali 1-3, gdzie 3 oznacza duzg zbitos¢



Relacje pomiedzy liniami r6Znicujacymi (oraz rodzicielskimi mieszaic6w) w uktadzie
sktadowych gtéwnych ; oraz wspoétzaleznosci pomiedzy badanymi cechami a
stopniem odpornosci i zawartoscia DON

5,00+
K2 zbitosé
2,50 - -
S2 o Zgorzel P
— FK Naturalna
= K1 distupki K9 S1
=) & 2 S8 &
] ®
& 0,00
N -
($) wczesnosé DON Zakazane
= K3 K6 FK Zakazane
S K4
250 : dt kanat
i wys. do WIeChyDON naturalna
-5,00- . | | |
-5,00 -2,50 0,00 2,50 5.00

PC 1(34,6)%)



e Efekty heterozji dla FK, DON, ZP oraz cech morfologicznych i fenologicznych
roslin wptywajacych na porazenia grzybami z rodzaju Fusarium spp.

e wariant: dwie formy rodzicielskie podatne

e H>35%

1 F27 88,33 3,4 13,01 4,2 241 4,0 9,5 5,1
K6 101,67 51 154,67 3,47 203 3,2 53 3,3
K4 92,67 5,8 42,43 54 204 3,7 7,3 91
2 F28 92,67 2,4 8,08 3,87 241 4,0 10,7 4,2
K4 92,67 5,8 42,43 54 204 3,7 7,3 91
K6 101,67 51 154,67 3,47 203 3,2 5,3 3,3



oEfekty heterozji dla FK, DON, ZP oraz cech morfologicznych i fenologicznych
roslin wptywajacych na porazenia grzybami z rodzaju Fusarium spp.

eWariant: jedna forma podatna, druga o podwyzszonej odpornosci
oH =20 - 30%

eoNie stwierdzono roznic, czy komponentem rodzicielskim matecznym byta
forma podatna / o podwyzszonej odpornosci czy forma ojcowska.

Wcze*snosc Zakazal_le Morfologia
sztucznie
dofos wWys zbitos¢é
FK poNn Podstawy liSci SO G

shupki  kanatlu

okryw.
F20 83 3,5 11,8 6,1 226 4 7,31 3,4
S1 85,67 6,6 253 7,8 141 3,5 6,7 6,15
S2 91 3,1 3,12 55 184 413 7,34 1,34
efekt heterozji w stosunku do $rednie;j -6,0% -27,9% -90,8% -8,0% 39,1% 4,8% 4,1% -9,2%
F23 81,33 3,69 56,2 5,6 225 3,4 6,8 3,7
S2 91 3,1 3,12 55 184 41 7,3 1,3
S1 85,67 6,6 253 7.8 141 3,5 6,7 6,2

efekt heterozji w stosunku do $redniej -8% -24% -56% -16% 39% -11% -4%

-1%




oEfekty heterozji dla FK, DON, ZP oraz cech morfologicznych i fenologicznych

roslin wptywajacych na porazenia grzybami z rodzaju Fusarium spp.

eWariant: oba komponenty nalezaty do grupy srednioodpornych

oH < 20%, srednio H=-11%

eNie stwierdzono réznic, czy komponentem rodzicielskim matecznym byta forma
podatna / o podwyzszonej odpornosci czy forma ojcowska.

Wezesnos$¢* Zakazane sztucznie
Zgorzel

FK DON podstawy
F29 100 2,9 23,89 5,33
K1 100 3,9 84,6 3,92
K2 100 2,9 20 6,36
efekt heterozji 0,0% -13,9% -54,3% 3,7%
F30 98,67 2,9 6,73 5,53
K2 100 2,9 20,00 6,36
K1 100 3,9 84,60 3,92
efekt heterozji -1,3% -13,1% -87,1% 7,6%

208
174
163
23,6%
208
163
174
23,6%

Morfologia

el

shupki kanahlu
okryw.

4,0 8,3 3,5
5,0 7,3 3,7
5 7,28 3,69
4 8,28 3,47




eKomponenty wariancyjne met. MIVQUE(0) oraz wspétczynniki odziedziczalnosci
odpornosci na fuzarioze kolb, zawartosci DON, zgorzel podstawy todygi oraz cech
morfologicznych i fenologicznych roslin wptywajacych na porazenia grzybami z

rodzaju Fusarium spp

zakazenia sztuczne Jiije g Zgorzel | wysokos$¢ Morfologia kolby
naturalna P| rosliny
FK DON FK zbitos¢ | dl shupki | dI kanal
1R1 0,010| 1587,910 0,067 2,602 90,943 0,141 3,299 3,701
2R2 0,230| 186,660 0,040 1,642 37,414 0,050 1,347 0,656
Blad 0,281 | 3363,950 0,065 7,346 24,654 0,324 0,390 5,100
n 30 30 30 30 30 24 30 30
h%0s 0,963 0,941 0,980 0,945 0,994 0,934 0,997 0,962




Whnioski — temat badawczy 1

Po zakazeniach sztucznych wspotzaleznosci pomiedzy ocenami fenotypowymi a
zawartoscia DON byty wysoko istotne, dodatnie (0,77***, p=0,001).

Jezeli dwa komponenty rodzicielskie byty podatne lub bardzo podatne na fuzarioze
kolb (oceny fenotypowe) to efekt heterozji dla tej cechy byt wysoki (powyzej 30%
dla ocen fenotypowych

Jednen z komponentow rodzicielskich byt podatny na fuzarioze kolb a drugi
scharakteryzowano jako o podwyzszonej odpornosci - efekt heterozji w zakresie
20% - 30%.

W grupie kombinacji gdy oba komponenty nalezaty do grupy srednioodpornych to
efekt heterozji nie przekraczat wartosci H=-20%

Nie stwierdzono réznic, czy komponentem rodzicielskim matecznym byta forma
podatna / o podwyzszonej odpornosci czy forma ojcowska.

Wspotczynniki odziedziczalnosci w waskim sensie zarowno dla stopnia odpornosci
na fuzarioze kolb okreslong na podstawie ocen fenotypowych jak i na podstawie
zawartosci DON w probach ziarna jak i cech fenotypowych i fenologicznych roslin z
niag powiazanych byty wysokie: wartosc h? _ w zakresie 0,937 - 0,980

Najlepszym wskaznikiem stopnia odpornosci na fuzarioze kolb jest zawartos¢ DON
a cechy fenotypowe moga wspomagac proces selekcji

Dtugos¢ kanatu od rdzenia do konca lisci okrywowych oraz dtugosé¢ stupkow
statystycznie istotnie wptywata na porazenie kolb
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Temat badawczy 2

° Badanie efektywnosci poszukiwania zrédet odpornosci metoda
rodowodowa w oparciu o oceny stopnia porazenia zakazanych sztucznie
kolb (Cykl 1)

1 Liczba linii pokolen S2 i S3 950 950
Liczba roslin badanych w obrebie , .
2 linii pokolen S2 i S3 Srednio 2-3 2-3
3 Liczba linii pokolen S4 200 200
Liczba prob przebadanych na
4 zawarto$s¢ DON 80 80




Temat badawczy 2

° Badanie efektywnosci poszukiwania zrodet odpornosci metoda
rodowodowa w oparciu o oceny stopnia porazenia zakazanych sztucznie

kolb (Cykl I )

Materiat roslinny

+200 linii pokolen S4, oraz 950 linii pokoleir S2, S3. Linie S2 (450 linii) i S3
(500 linii)

potomstwo zapylanych wsobnie roslin, ktorych kolby zakazano sztucznie
grzybem F. graminearum, a nastepnie na podstawie ocen porazenia
wytypowano do dalszych badan jako potencjalne zrodta odpornosci w
latach poprzednich.



Temat badawczy 2

° Badanie efektywnosci poszukiwania zrodet odpornosci metoda

rodowodowa w oparciu o oceny stopnia porazenia zakazanych sztucznie
kolb (Cykl 1)

Metody

 Kolby zakazane zawiesing zarodnikow grzyba F. graminearum
(zgodnie z metodyka opisana dla Tematu badawczego 1; srednio 2-3
rosliny w obrebie kazdej linii pokolen S, i S,).

 Ocena odpornosci na fuzarioze kolb w fazie dojrzatosci petnej -
rosliny, ktorych stopien porazenia kolb oceniony zostat w zakresie 2-
3 (ponizej 10% ziarniakoéw z objawami porazenia) wytypowano jako
potencjalne zrodita odpornosci i wiaczone do badan w roku
nastepnym.

 Poniewaz w biezacym roku nasilenie choroby byto bardzo duze, dla
niektorych populacji zbierano kolby rowniez przy ocenie 4 (jako
rezerwa).



WYNIKI - Temat badawczy 2

Efektywnos¢ selekcji w obrebie pokolen S, i S, - r6znice Swiadczj jaki postep
biologiczny mozna uzyskac dla fuzariozy kolb poprzez selekcje cykliczna

liczba roslin liczba roslin liczba rodlin o
. . .. . 10
pokolenie wiac;::z:":h do :;:It(a:il::i);ct ;«; S e T efektywnos¢ selekcji (%)
m 532
m 30,8




InAaH

WYNIKI - Temat badawczy 2

Liczba obiektéw pokolenia S4 scharakteryzowanych jako wysokoodporne, o
podwyzszonej odpornosci, Sredniopodatne i podatne na podstawie ocen
fenotypowych stopnia porazenia po zakazeniach sztucznych (200 obiektéw)
oraz na podstawie zawarto$ci DON (80 obiektéw)

zakres ocen

grupa fenotypowych
wysokoodporne 1,1-2,0
o podwyzszonej 21-30
odpornosci
srednioodporne 3,1-4,0
sredniopodatne 41-5,0
podatne 5,1-6,0

Razem

liczba obiektow
na podstawie
ocen

fenotypowych

24
71

55

37

13
200

grupa na podstawie zawartosci DON (mg/kg)

. oy g Razem

wysoko podwyz. $rednio Srednio

odporne odpornos¢  odporne podatne e

<100 100-200 201-300 301-400 >400
5 - 1 - - 6
16 9 9 2 5 41
6 7 2 7 22
1 1 5 3 1 11
- - - - - 0
28 17 15 7 13 80




INAR WYNIKI - Wnioski Temat badawczy 2

» Wykorzystanie w programach hodowlanych form o podwyzszonej
odpornosci i niskiej zdolnosci do kumulacji toksyn w ziarnie i osadkach
pozwala uzyskac¢ postep hodowlany dla tych cech.

> Najlepszym wskaznikiem stopnia odpornosci na fuzarioze kolb jest
zawartos¢ DON w osadkach a cechy fenotypowe mogg wspomagac proces
selekcji



WYNIKI - Wnioski

> Wstepnie mozna stwierdzié, ze uwzgledniajagc tylko oceny

fenotypowe stopnia porazenia kolb, metoda rodowodowa moze
pozwoli¢ na uzyskanie postepu biologicznego dla stopnia odpornosci
na fuzarioze kolb. Dobér form rodzicielskich jest to proces
diugotrwaly, musi byé prowadzony po zakazeniach sztucznych
Fusarium graminearum i na przestrzeni wielu lat.

Efektywnos¢ jest rézna w zaleznosci od populacji — i dlatego
najwazniejszym etapem jest wilasciwy wybor form rodzicielskich



Temat badawczy 3

Badanie efektywnosci poszukiwania zrodet odpornosci metoda rodowodowa
w oparciu o oceny stopnia porazenia kolb lub todyg wspomaganga opisem cech
fenotypowych roslin (Cykl Il)

Liczba populacji SO w badaniach nad

1 fuzarioza kolb 7 7
Liczba populacji SO w badaniach nad
2 : 75 75
zgorzela podstawy lodygi
3 Liczba opisanych cech fenotypowych 5 5

+ odpornos¢

Cel tematu badawczego

Celem tematu jest okreslenie efektywnosci poszukiwania zrodet odpornosci
metoda rodowodowa w oparciu o oceny porazenia kolb lub todyg po zakazeniach
sztucznych wspomagang opisem cech fenotypowych roslin w obrebie populacji
SO



Temat badawczy 3

« Badanie efektywnosci poszukiwania zrodet odpornosci metoda rodowodowa
w oparciu o oceny stopnia porazenia kolb lub todyg wspomaganga opisem cech

fenotypowych roslin (Cykl Il)

Materiat roélinny

- Do badan majacych na celu okreslenie efektywnosci poszukiwania zrédet odpornosci na fuzarioze kolb lub
zgorzel podstawy todygi metoda rodowodowa, w oparciu 0 oceny stopnia porazenia kolb lub todyg oraz
cechy fenotypowe roslin wiaczono:

« 75 populacji SO do badan nad fuzarioza kolb oraz
« 75 populacji SO do badar nad zgorzela podstawy todygi (m. in. rozmnozone w roku ubiegtym pokolenie F1).

W obrebie kazdej populacji uwzgledniono srednio 10 roslin w kazdym bloku (osobno dla badan nad fuzarioza
kolb i zgorzela podstawy todygi).



Temat badawczy 3

« Badanie efektywnosci poszukiwania zrédet odpornosci metoda rodowodowa
W oparciu o oceny stopnia porazenia kolb lub todyg wspomagang opisem cech
fenotypowych roslin (Cykl Il)

Metody

« Opis cech fenotypowych roslin

- W opisie uwzgledniono nastepujace cechy: (1) wczesnoéé, (2) typ ziarna, (3)
dtugosé kanatu od korica rdzenia kolby do korica lisci okrywowych (4)
zawarto$¢ antocyjanu w kolbie: stupkach, rdzeniu (5) zawarto$¢ antocyjanu w
todydze

Testy fitopatologiczne - jak poprzednio



Temat badawczy 3

InAaH

Wryniki

Populacje wtaczone do badan byty bardzo podatne na porazenie F. graminearum.

Oceniano 674 roélin - dla 65 stopier poraZenia oceniono na 2 lub 3 (do 10% powierzchni z objawami
choroby) co jest zatoZeniem, Ze takie obiekty sa typowane s3a do dalszych badaii. (co stanowi 10% badanych)

Dlatego podjeto decyzje, Ze ré6wniez kolby, ktérych porazenie oceniono na 4 (25% powierzchni z objawami
choroby) byty zbierane (ze 115 ro$lin).

W badaniach nad zgorzela podstawy todygi tacznie oceniano 745 roslin i do dalszych badan wytypowano
549 (stopieri odpornosci na zgorzel podstawy todygi po zakazeniach sztucznych oceniony w zakresie2 - 5w
skali 1 - 9, a fuzarioza kolb przy infekcji naturalnej oceniona na 2 lub 3).

Opisujac morfologie kolb stwierdzono istotne réznice pomiedzy populacjami dla dtugosci stupkéw, kanatu
od konca rdzenia do konca lisci okrywowych oraz dtugosci kolbowej.

liczba roslin

. . liczbaroslin o efektywnosc¢ selekcji
pokolenie ocenionych po odwviszonei odpornosci (%)
zakazeniu podwy ] ocp 2
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Dziekuje
Za uwage




