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Wstep

Rzepak jest wazng rosling uprawng w Polsce — zajmuje okoto 900 tysigcy
hektarow. Roslina ta jest naturalnym amfidiploidem, nalezy do rodziny kapustowatych
(Brassicaceae), plemienia kapustne (Brassiceae), rodzaju kapusta (Brassica).
Podwojnie ulepszone odmiany pozbawione zwigzkow antyzywieniowych staty sig
zrodlem petnowartosciowego, zdrowego oleju, a takze cenng pasza dla zwierzat,
zawierajaca okoto 40% biatka w suchej masie (Musnicki 1997). Zauwazalny wzrost
produkcji rzepaku w naszym kraju nastapit po akcesji Polski do Unii Europejskiej
w wyniku promocji wykorzystania oleju do produkcji biopaliw.

W uprawie rzepaku najwicksze szkody wyrzadzaja patogeny, takie jak:
Leptosphaeria spp., Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria spp. Plasmodiophora
brassicae.

Zgnilizna twardzikowa powodowana przez Sclerotinia sclerotiorum to jedna
z najgrozniejszych chordb rzepaku ozimego. Coroczne wystgpowanie S. sclerotiorum
przyczynia si¢ do znacznych strat w plonie na plantacjach rzepaku ozimego.

S. sclerotiorum wystepuje na catym $wiecie. Grzyb ten poraza 408 gatunkow
z 75 rodzin roslin dwulisciennych. (Boland, Hall 1994). W uprawach rzepaku z roslin
porazonych uzyskuje si¢ nasiona male, stabo wyksztalcone, tzw. posladowe (Kriiger
1973, 1980, Morrall i in. 1976). Na niechronionych plantacjach rzepaku w latach
sprzyjajacych rozwojowi S. sclerotiorum straty plonu mogg siega¢ do 70% (Korbas i in.
2015).

Objawy zgnilizny twardzikowej na rzepaku najczesciej obserwuje si¢ na liSciach
i todygach. Na poczatku biatoszare plamy widoczne sa na liciach, a pozniej biate lub
biatoszare, wspotsrodkowo strefowane przebarwienia wystgpuja na czesci obwodu lub
calym obwodzie todyg oraz niekiedy takze *tuszczyn. Silnie porazone ro$liny
przedwczesnie zamieraja. W kolejnym etapie wewnatrz todyg 1 tuszczyn,
a w warunkach wysokiej wilgotnosci powietrza takze na ich powierzchni wystepuje
obfity biaty nalot grzybni i czarne sklerocja (Kryczynski, Weber 2011).

W procesie chorobowym duza role odgrywa wydzielany przez patogena kwas
szczawiowy. We weczesnych fazach infekcji kwas szczawiowy gromadzi sig
w zainfekowanych tkankach zmniejszajac pozakomorkowe pH do okoto 4-5. Obnizone
pH przyczynia si¢ do zwickszenia aktywnosci enzymow degradujacych S$ciang

komorkowa (Bateman, Beer 1965; Marciano i in. 1983; Maxwell, Lumsden 1970).



Wytwarzaniu kwasu szczawiowego towarzyszy chelatacja jonow wapnia Ca?*
I zwigzkow pektynowych zawartych w $cianie komorkowej (Smith i in. 1986).

Na role jaka odgrywa kwas szczawiowy w patogenezie wskazuje fakt, ze
mutanty S. sclerotiorum pozbawiane zdolnosci do wytwarzania kwasu szczawiowego
nie s3 patogeniczne nawet przy pelnej aktywnosci enzymoéw degradujacych Sciang
komorkowa. Mutanty te po odzyskaniu zdolnosci do wytwarzania kwasu szczawiowego
stajg si¢ ponownie patogeniczne (Godoy i in. 1990).

Zasady integrowanej ochrony roslin (dyrektywa UE obowigzujgca od roku 2014)
ograniczajg stosowanie chemicznych srodkow w ochronie roslin przed agrofagami.
Dlatego w ochronie rzepaku przed zgnilizng twardzikowa wazne jest Stosowanie
kwalifikowanego materiatu siewnego pozbawionego sklerocjow S. sclerotiorum oraz
réznego rodzaju zalecen agrotechnicznych. Waznym elementem ochrony przed
zgnilizng twardzikowa jest stosowanie preparatow zawierajacych antagonistyczne
mikroorganizmy (Coniothyrium minitans, Pseudomonas chloraphis).

Istotng rolg¢ w ograniczaniu porazania ro$lin rzepaku przez S. sclerotiorum
powinna odgrywa¢ hodowla odporno$ciowa i uprawa odmian 0 znacznym stopniu
odpornosci. Niestety do tej pory nie udato si¢ wyhodowa¢ odmiany rzepaku catkowicie
odpornego na tego patogena, ale badania zmierzajace do osiggnigcia tego celu sg caty
czas podejmowane w roéznych osrodkach badawczych (Chen i in. 2007; Starzycka i in.
2009; Delourme i in. 2011; Ding i in. 2013; Uloth i in. 2013; Mei i in. 2013; Uloth i in.
2014; Taylor i in. 2015).

Cel pracy

Celem pracy byta charakterystyka populacji S. sclerotiorum wystepujacych na
terenie Polski, na przyktadzie trzech miejscowosci o zrdéznicowanych warunkach
agroklimatycznych, to jest w Borowie (52.12N, 16.79E) w wojewodztwie
wielkopolskim, Matyszynie (52.74N, 15.17E) w wojewodztwie lubuskim 1 Bakowie
(50.96N, 18.31E) w wojewodztwie opolskim oraz ocena odpornosci réoznych typow
odmian rzepaku o0zimego na tego patogena.

Populacje S. sclerotiorum scharakteryzowano na poziomie fenotypowym
oceniajac 1los¢ wytwarzanego kwasu szczawiowego przez badane izolaty patogena

oraz na poziomie molekularnym badajgc zmienno$¢ genetyczng wybranych izolatow



metodami RAPD (ang.: Random Amplified Polymorphic DNA) i SSR (ang.: Simple
Sequence Repeats).

Materialy i Metody

Materiat do badan stanowily populacje patogenicznego grzyba S. sclerotiorum
zebrane w latach 2012-2014, w trzech miejscowosciach: w Matyszynie (wojewodztwo
lubuskie) — 94 izolaty, w Borowie (wojewddztwo wielkopolskie) — 59 izolatow
I w Bagkowie (wojewodztwo opolskie) — 75 izolatow oraz wybrane odmiany rzepaku
ozimego badane w do$wiadczeniu polowym prowadzonym w Matyszynie. Poza
charakteryzowaniem izolatow S. sclerotiorum do oceny odpornosci wybranych odmian
rzepaku ozimego na S. sclerotiorum uzyto siedem izolatow tego patogena: 01MAL/09
1 31IMAL/09 (z Matyszyna), 04BOR/09 i 24BOR/09 (z Borowa), 05BAK/09
i 24BAK/09 (z Bagkowa). Do wymienionych sze$ciu izolatow dotaczono izolat S.s.-3
S. sclerotiorum, pochodzacy z p6l doswiadczalnych w Poznaniu, wykorzystywany od
1998 roku do testow odpornosciowych linii i odmian rzepaku ozimego, o oznaczonym
wczesniej poziomie wytwarzania kwasu szczawiowego 1 zSekwencjonowanym
fragmencie ITS (Internal Transcribed Spacer) (Starzycka i in., 1998).

Stopien odpornosci na S. sclerotiorum oceniano u dziesieciu odmian rzepaku
ozimego o duzym zasiggu uprawy w okresie prowadzonych badan. Wybrano szes¢
odmian populacyjnych: Bogart, Californium, Bojan, Adriana i Cabriolet, Monolit -
odmiang¢ otrzymang z linii podwojonych haploidow (DH) oraz cztery odmiany
heterozyjne F1: Poznaniak, DK Example, Gladius i Vectra. Wszystkie odmiany wedtug
ich autorow i1 badan Centralnego Os$rodka Badan Odmian Roslin Uprawnych
(COBORU) odznaczaja si¢ srednim stopniem odpornos$ci na tego patogena.

W laboratorium, w poszczegolnych latach po wyizolowaniu czystych kultur
S. sclerotiorum oceniano ich zdolno$¢ do wytwarzania kwasu szczawiowego. Na
przygotowane wczesniej plytki Petriego o $rednicy 90 mm z pozywka PDA
z dodatkiem indykatora kwasowosci (zieleni bromokrezolowej w ilosci 100 mg / 1 litr
pozywki) w warunkach aseptycznych przenoszono fragment pozywki o §rednicy okoto
5 mm z grzybnig dziesigciodniowe] kolonii patogena. Inkubacj¢ kultur prowadzono
w klimatyzowanym pomieszczeniu przy temperaturze 18°C z dostgpem $wiatta. Po 48
godzinach od zatozenia do$wiadczenia w czterech powtorzeniach mierzono S$rednice

przebarwien powstalych w wyniku wytwarzania kwasu Szczawiowego przez



rozrastajace si¢ strzepki grzyba S. sclerotiorum. Otrzymane wyniki opracowano
I uszeregowano za pomocg testu Duncana. Podobne czynnosci wykonywano dla
7 izolatow S. sclerotiorum wykorzystywanych do inokulacji roslin rzepaku ozimego.

Izolaty S. sclerotiorum uzyskane w 2014 roku postuzyly do badan zaleznoSci
migdzy wielko$cig kolonii izolatdbw patogena i powstajacymi przebarwieniami pod
wpltywem wytwarzania kwasu szczawiowego na pozywce z indykatorem kwasowosci.
Po 48 godzinach prowadzenia hodowli izolatbw na pozywce PDA z zielenig
bromokrezolows, mierzono $rednice kolonii S. sclerotiorum oraz $rednice powstatych
przebarwien. Otrzymane warto$ci postuzyly do oceny korelacji migdzy tymi cechami
przy uzyciu programu STATISTICA 9.

Do oceny zmienno$ci genetycznej izolatow S. sclerotiorum zgromadzonych
w latach 2012-2014 i siedmiu izolatow S. sclerotiorum wybranych do oceny stopnia
odpornosci réznych typow odmian rzepaku ozimego wykorzystano analiz¢ RAPD
(Welsh 1 McClelland 1990; Williams i in. 1990) oraz analiz¢ z wykorzystaniem
markerow mikrosatelitarnych SSR (Litt, Luty 1989; Akkaya iin. 1992; Atallah i in.
2004). Badania polimorfizmu obejmowaty: izolacj¢ genomowego DNA izolatow
S. sclerotiorum, przeprowadzenie PCR (ang.: Polymerase Chain Reaction) z 12
starterami RAPD firmy Operon i rozdzial produktow przy pomocy elektroforezy w zelu
agarozowym, a takze PCR z 8 parami starterow SSR (Applied Biosystem) potaczonych
w dwa multipleksy (Atallah i in., 2004) i rozdzial produktow za pomocg sekwenatora.
Analizie z wykorzystaniem markerow mikrosatelitarnych  poddano izolaty
S. sclerotiorum z 2014 roku i izolaty wybrane do oceny stopnia odpornos$ci odmian
rzepaku ozimego.

Otrzymane dane dotyczace polimorfizmu produktow amplifikacji za pomoca
metody RAPD oraz amplifikowane fragmenty PCR z loci mikrosatelitow rozcienczone
dwudziestoszesciokrotnie i rozdzielone metodg elektroforezy kapilarnej wykorzystujac
sekwenator - Applied Biosystems, Genetic Analyser 3130xI z kapilarami o dtugosci 36
cm, ze standardem wielkosci Gene Scan 600 LIZ i odczytane przy pomocy Peak
Skanner Software v1.0 firmy Applied Biosystems, postuzyty do analiz statystycznych:
— podobienstw metoda Nei & Li (1979);

— wariancji molekularnej (AMOVA).
Badania molekularne z wykorzystaniem markeréw mikrosatelitarnych przeprowadzono
na Wydziale Biologii (Wydziatowa Pracownia Technik Biologii Molekularnej)

Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu.



Doswiadczenia polowe z wybranymi typami odmian rzepaku 0zimego
przeprowadzono w kolejnych trzech sezonach wegetacyjnych poczawszy od sezonu
2011/2012, na polach uprawnych nalezacych do Spotki Hodowli Roslin Strzelce Grupa
IHAR, Oddzial w Matyszynie. Odmiany rzepaku wysiewano w czterech powtorzeniach
na poletkach do$wiadczalnych o powierzchni 1,2 m?,

W celu oceny poziomu odpornosci wybranych typow odmian rzepaku ozimego
zakazano ro$liny wczesniej przygotowanym inokulum, ktore stanowily ziarniaki zyta
zaszczepione fragmentami grzybni wybranego do inokulacji izolatu S. sclerotiorum.

W fazie opadania pierwszych ptatkow kwiatowych rzepaku zakazano
odpowiednim izolatem S. sclerotiorum po 10 roslin (powtérzen) kazdej z 10 odmian.
Przero$nigty grzybnig ziarniak zyta umieszczano w potowie wysokos$ci todyg roslin
i owijano je w tym miejscu folig aluminiowsg. Inokulacj¢ w 2012 roku przeprowadzono
10 maja, w 2013 roku — 16 maja, a w 2014 roku — 6 maja.

Po trzech tygodniach od inokulacji oceniano stopien porazenia zakazonych
ro$lin rzepaku w trojstopniowej skali: 0 — brak porazenia; 1 — $rednie porazenie (plama
infekcyjna nie obejmuje catego obwodu todygi); 2 — silne porazenie (rozlegta plama
infekcyjna obejmujaca caly obwod todygi). Uzyskane dane postuzyly do obliczen
indeksow porazenia (IP), przy uzyciu wzoru Townsenda-Heubergera (1943).

Po ocenie stopnia porazenia ro$lin przez izolaty: 01IMAL, 31MAL, 04BOR,
24BOR, 05BAK, 24BAK, S.s.-3, zbierano wszystkie wczesniej inokulowane przez
S. sclerotiorum todygi i podsuszano. Nastepnie z miejsca zakazenia przy pomocy
sterylnego skalpela, odcinano 15 fragmentéw porazonej tkanki 1 umieszCzano na
ptytkach Petriego z pozywka PDA. Po kilkukrotnym pasazowaniu przenoszono
fragment kolonii kazdego izolatu (w siedmiu powtdérzeniach) na plytki Petriego
z pozywka PDA i dodatkiem indykatora kwasowosci — zieleni bromokrezolowej. Po 48
godzinach od zatozenia do$wiadczenia mierzono $rednice przebarwien powstatych
w wyniku wytwarzania kwasu szczawiowego przez rozrastajacg si¢ grzybnig
S. sclerotiorum.

Otrzymane wyniki zostaty opracowane przy pomocy programu STATISTICA 9,
wykorzystujac analizg korelacji poréwnano $rednice przebarwien ze $rednim indeksem

porazenia rzepaku ozimego przez dany izolat.



Dane meteorologiczne

Dane meteorologiczne: temperatur¢ i sume¢ opadow uzyskano ze stacji
meteorologicznych zlokalizowanych w Matyszynie, Borowie i Bagkowie. Na rycinie 1
przedstawiono warunki pogodowe Ww poszczegolnych miejscowosciach podczas
prowadzenia badan polowych w sezonach wegetacyjnych od sierpnia 2011 r. do lipca
2014 r.

Okres siedmiu dni po inokulacji w Matyszynie, gdzie oprécz poszukiwania
izolatow S. sclerotiorum prowadzono do$wiadczenie polowe, charakteryzowat sie
umiarkowang $rednig temperaturg na poziomie 14,1°C w 2012 r. i 13,3°C w 2014 r.
Znacznie cieplejszy byt ten okres w roku 2013, kiedy $rednia tygodniowa temperatura
wyniosta 18,0°C. Chtodny tydzien po inokulacji roslin rzepaku w latach 2012 i 2014
taczyt si¢ z wigksza niz w roku 2013 sumg opadéw w tym czasie. W roku 2013, kiedy
okres siedmiu dni po inokulacji byl najcieplejszy, charakteryzowal si¢ jednoczes$nie

najmniejszymi opadami na poziomie 5,4 mm.
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Wyniki i dyskusja
Wytwarzanie kwasu szczawiowego przez izolaty S. sclerotiorum z lat 2012 — 2014

W przedstawionej pracy w kazdym z trzech lat badan stwierdzano duze
zroznicowanie w produkcji kwasu szczawiowego przez poszczegéOlne izolaty
S. sclerotiorum, w testach na ptytkach Petriego z pozywka PDA z dodatkiem indykatora
kwasowosci. W 2012 r. wsrod 57 izolatéw patogena stwierdzono 26 grup jednorodnych,
w roku 2013 wéréd 75 badanych izolatow grzyba zanotowano 27 grup jednorodnych,
awroku 2014 analizowano 96 izolatow S. sclerotiorum, wsrod ktorych
wyszczegolniono 40 grup jednorodnych. Srednice przebarwien powstalych w wyniku
wytwarzania kwasu szczawiowego przez wszystkie izolaty patogena w trzech kolejnych
latach przedstawiajg tabele (Tab. 1 — 3).

Bardzo duze zrdznicowanie izolatbw w wytwarzaniu kwasu szczawiowego
przez S. sclerotiorum odnotowano takze w badaniach prowadzonych na innym
materiale roslinnym (Starzycka i in. 2002; Durman i in. 2005; Starzycka i Starzycki
2011; Mo i in. 2007; Li i in. 2008b; EL-Argawy 2012).

W badaniach Mo 1 in. (2007), ktérzy przeanalizowali 160 izolatow
S. sclerotiorum z réznych czgéci $wiata (71 izolatéw z Chin, 39 — z Kanady, 20 —
z USA i 30 - z Anglii) stwierdzono duze ich zréznicowanie nie tylko pod wzgledem
wytwarzania kwasu szczawiowego. Roznily si¢ one rowniez szybko$cig wzrostu
liniowego grzybni, liczbg wytwarzanych sklerocjow 1 agresywno$cig. Dodatkowo
zaobserwowano dodatniag korelacje miedzy stezeniem wytwarzanego kwasu

szczawiowego w poczatkowej fazie rozwoju patogena, a jego agresywnoscia.



Tab. 1. Ocena zdolnosci do wytwarzania kwasu szczawiowego w warunkach in vitro
przez izolaty S. sclerotiorum wyizolowane w roku 2012

1z0lat Srednica przebarwien [mm] p.oZywki pod wplywem Grupy jednorodne
wytworzonego kwasu szczawiowego

45MAL/12 42,5
40MAL/12 39,5
06BAK/12 37,5
28MAL/12 36,0
41MAL/12 35,0
23MAL/12 35,0
18MAL/12 33,0
15MAL/12 32,5
27TMAL/12 32,5
33MAL/12 32,0
19MAL/12 31,0
34MAL/12 30,5
29MAL/12 30,0
11MAL/12 30,0
20MAL/12 29,0
26MAL/12 27,5
14MAL/12 26,5
02BAK/12 26,0
01MAL/12 25,5
02MAL/12 25,0
49MAL/12 25,0
05BAK/12 25,0
06MAL/12 25,0
24MAL/12 25,0
30MAL/12 24,5
03BAK/12 24,5
08BOR/12 24,5
19MAL/12 24,0
07MAL/12 23,0
04MAL/12 22,5
03BOR/12 22,5
10BOR/12 22,5
08MAL/12 22,0
48MAL/12 215
12MAL/12 21,5
03MAL/12 21,5
39MAL/12 20,5
04BAK/12 20,5
05MAL/12 20,5
52MAL/12 20,0
01BOR/12 20,0
16MAL/12 20,0
07BOR/12 19,5
10BAK/12 19,0
05BOR/12 18,5
02BOR/12 18,0
06BOR/12 18,0
10MAL/12 17,0
12BAK/12 17,0
09BOR/12 16,5
37TMAL/12 16,5
08BAK/12 15,5
09MAL/12 15,5
04BOR/12 15,0
07BAK/12 15,0
09BAK/12 14,5
11BAK/12 14,0
NIRy0s 2,539459

Pochodzenie izolatéw: MAL — Matyszyn, BAK — z Bagkéw, BOR — Borowo



Tab. 2. Ocena zdolnosci do wytwarzania kwasu szczawiowego w warunkach in vitro

przez izolaty S. sclerotiorum wyizolowane w roku 2013

Srednica
przebarwien
[mm] pozywki
I1zolat pod wplywem
Wytworzonego
kwasu
SzCzawiowego

Grupy
jednorodne

Srednica
przebarwien
[mm] pozywki
1zolat pod wpltywem
wytworzonego
kwasu
Szczawiowego

Grupy
jednorodne

08 BOR/13 | 45,50

35 BAK/13 | 30,50

55 BAK/13 | 45,00

38 BAK/13 | 30,50

03 BOR/13 | 44,50

59 BAK/13 | 30,50

20 MAL/13 | 43,50

16 MAL/13 | 30,50

16 BOR/13 | 43,00

32 BAK/13 | 30,00

22 BOR/13 | 43,00

29 MAL/13 | 30,00

09 BAK/13 |42,50

07MAL/13 | 29,50

19 MAL/13 | 41,50

11 BOR/13 | 29,50

49 BAK/13 | 40,50

60 BAK/13 | 29,00

28 BOR/13 | 40,00

29 BAK/13 | 28,00

18 BAK/13 | 40,00

20 BOR/13 | 27,00

53 BAK/13 | 39,50

04MAL/13 | 27,00

47 BAK/13 | 38,00

13 BAK/13 | 27,00

41 BAK/13 | 37,50

24 MAL/13 | 26,50

06 BOR/13 | 37,00

10 BOR/13 | 26,00

07 BAK/13 | 36,50

17 MAL/13 | 26,00

02 BOR/13 | 36,50

52 BAK/13 | 26,00

45 BAK/13 | 36,50

21 BOR/13 | 25,50

40 BAK/13 | 36,00

15 BAK/13 | 25,50

23 BOR/13 | 35,50

14 BOR/13 | 25,50

22 MAL/13 | 35,50

08 MAL/13 | 25,50

05BOR/13 | 35,00

37 BAK/13 | 25,50

04 BOR/13 | 35,00

58 BAK/13 | 25,00

28 MAL/13 | 35,00

02 BAK/13 | 25,00

01 MAL/13 | 35,00

27 BAK/13 | 25,00

03 MAL/13 | 34,50

17 BAK/13 | 24,50

54 BAK/13 | 34,50

27 BOR/13 | 23,50

11 MAL/13 | 33,50

18 BOR/13 | 23,00

18 MAL/13 | 33,50

15 BOR/13 | 23,00

11 BAK/13 | 33,50

26 MAL/13 | 23,00

02 MAL/13 | 32,00

27 MAL/13 | 23,00

26 BOR/13 | 32,00

44 BAK/13 | 22,50

09 MAL/13 | 32,00

33 BAK/13 | 21,50

19 BOR/13 | 31,50

21 BAK/13 | 20,50

01 BOR/13 | 31,00

13 MAL/13 | 20,00

25BOR/13 | 31,00

42 BAK/13 | 18,50

14 MAL/13 | 30,50

46 BAK/13 | 15,00

04 BAK/13 | 30,50

NIRgo,0s 1,864775

NIRgo,0s 1,864775

Pochodzenie izolatow: MAL — Matyszyn, BAK — z Bakéw, BOR — Borowo
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Tab. 3. Ocena zdolnosci do wytwarzania kwasu szczawiowego w warunkach in vitro
przez izolaty S. sclerotiorum wyizolowane w roku 2014

Srednica Srednica
przebarwien przebarwien
[mm] pozywki [mm] pozywki
1zolat pod wptywem | Grupy jednorodne 1zolat pod wptywem | Grupy jednorodne

wytworzonego wytworzonego
kwasu kwasu

szczawiowego Szczawiowego
30BOR/14 72,00 44 MAL/14 30,00
24 BAK/14 70,50 25 MAL/14 30,00
14 BAK/14 70,00 17 MAL/14 29,50
02 BAK/14 70,00 32 BAK/14 29,00
03 BAK/14 70,00 22 BAK/14 28,50
38 BOR/14 70,00 34 BOR/14 27,50
08 BAK/14 69,50 22 BOR/14 27,50
18 BAK/14 68,00 06 BOR/14 27,50
10 BAK/14 68,00 21 BOR/14 26,50
05 BAK/14 67,00 31 BAK/14 26,00
16 BAK/14 66,50 27 BOR/14 26,00
20 BAK/14 66,50 18 BOR/14 26,00
40 BAK/14 66,00 24 MAL/14 25,50
11 BAK/14 65,00 13 BOR/14 25,50
04 BAK/14 65,00 04 MAL/14 24,50
21 BAK/14 64,50 24 BOR/14 24,50
25 BOR/14 62,50 16 MAL/14 24,50
26 BAK/14 61,50 11 BOR/14 24,50
06 BAK/14 61,50 28 BOR/14 24,00
34 BAK/14 61,50 14 BOR/14 23,50
19 BAK/14 61,00 03 MAL/14 23,00
25 BAK/14 60,50 08 BOR/14 23,00
28 BAK/14 60,50 30 MAL/14 22,00
07 BAK/14 58,50 08 MAL/14 21,50
30 BAK/14 57,50 05 MAL/14 21,50
07 BOR/14 55,00 02 BOR/14 21,00
38 BAK/14 52,00 35 MAL/14 21,00
36 BAK/14 47,00 07 MAL/14 20,50
14 MAL/14 47,00 38 MAL/14 20,00
13 MAL/14 46,00 15 MAL/14 20,00
12 MAL/14 46,00 36 BOR/14 20,00
29 BAK/14 45,50 19 MAL/14 19,50
01 MAL/14 44,00 20 BOR/14 19,50
31 BOR/14 42,50 21 MAL/14 19,50
10 MAL/14 42,00 35 BAK/14 19,50
09 MAL/14 41,00 29 BOR/14 19,00
37 MAL/14 36,50 33 MAL/14 19,00
11 MAL/14 36,00 28 MAL/14 19,00
39 MAL/14 35,50 05 BOR/14 19,00
34 MAL/14 35,50 47 MAL/14 18,50
22 MAL/14 35,50 23 BOR/14 18,50
43 MAL/14 34,50 02 MAL/14 18,00
35 MAL/14 34,00 29 MAL/14 18,00
39 BAK/14 33,00 46 MAL/14 17,50
42 BAK/14 33,00 45 MAL/14 17,00
40 BOR/14 32,50 01 BOR/14 16,00
50 MAL/14 31,50 26 BOR/14 15,50
33 BAK/14 30,50 [ |06 MAL/14 13,00

NIRg0,0s 2,960

NIRqo0s 2,960

Pochodzenie izolatow: MAL — Matyszyn, BAK — z Bagkéw, BOR — Borowo
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Wytwarzanie kwasu szczawiowego przez siedem izolatéw S. sclerotiorum
wybranych do oceny stopnia odpornosci réoznych typow odmian rzepaku ozimego

W 2012 roku najwigksze $rednice przebarwien pod wptywem wytwarzanego
kwasu szczawiowego tworzyty izolaty 01MAL/09 (28,7 mm), 24BOR/09 (28,6 mm)
I 24BAK/09 (25,5 mm), a najmniejsze Srednice przebarwien wystgpity w przypadku
izolatow 31MAL/09 (15,2 mm) i S.s.-3 (16,3 mm) (Tab. 4 ). W 2013 roku izolatem,
ktory charakteryzowat si¢ najwigksza zdolnoscia do tworzenia przebarwien byt
24BAK/09. Natomiast izolaty 31MAL/09, 04BOR/09, 24BOR/09 i S.s.-3 wytwarzaty
najmniejsze $rednice przebarwien (Tab. 5). Jeszcze inaczej przedstawiato si¢
wytwarzanie kwasu szczawiowego przez badanych siedem izolatow w roku 2014
(Tab. 6). W warunkach laboratoryjnych najwicksze przebarwienia tworzyt izolat
05BAK/09 (28,7 mm), a najmniejsze izolat 24BAK/009.

Srednie $rednice przebarwien w latach 2012 — 2014 byly istotnie wigksze
u izolatow 01MAL/09, 05SBAK/09 04BOR/09 i 24BAK/09, niz u izolatu 31MAL/09
(Tab.7).

Tab. 4. Srednice przebarwien powstalych pod wplywem wytwarzania kwasu
szczawiowego przez wybrane izolaty S. sclerotiorum w 2012 roku

Srednice przebarwien [mm] wywolanych przez izolaty

z Malyszyna z Bakowa z Borowa z Poznania
01MAL/09|31MAL/09|05BAK/09 | 24BAK/09 |04BOR/09 | 24BOR/09 S.5.-3
28,7 (A) 152(B) [175(AB) [255(A) 24,2 (AB) 28,6 (A) 16,3 (B)
NIR (10305:11,32

Tab. 5. Srednice przebarwien powstalych pod wplywem wytwarzania kwasu
szczawiowego przez wybrane izolaty S. sclerotiorum w 2013 roku

Srednice przebarwien [mm] wywolanych przez izolaty

z Malyszyna z Bakowa z Borowa z Poznania
01MAL/09 |31MAL/09|05BAK/09 | 24BAK/09 | 04BOR/09 | 24BOR/09 S.s.-3
156 (CD) |113(D) [20,7(B) [255(A) [148(D) [11,7(D) [141(D)
NIR 4005=4,96

Tab. 6. Srednice przebarwien powstalych pod wplywem wytwarzania kwasu
szczawiowego przez wybrane izolaty S. sclerotiorum w 2014 roku

Srednice przebarwien [mm] wywolanych przez izolaty

z Malyszyna z Bakowa z Borowa z Poznania
01MAL/09 [31MAL/09|05BAK/09 | 24BAK/09 | 04BOR/09 | 24BOR/09 S.s.-3
23,00 (B) 14,17 (D) 28,67 (A) |10,17 (E) |23,00(B) 20,17 (C) [13,00 (D)

NIR g0,05=2,27
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Tab. 7. Srednie $rednice przebarwien powstatych pod wpltywem wytwarzania kwasu
szczawiowego przez wybrane izolaty S. sclerotiorum w latach 2012 - 2014

Srednice przebarwief [mm] wywolanych przez izolaty

z Malyszyna z Bakowa z Borowa z Poznania
01MAL/09 [31MAL/09|05BAK/09 | 24BAK/09 | 04BOR/09 | 24BOR/09 S.s.-3
22,4 (A) 136(C)  22,3(A) 20,4 (A) 20,7 (A) [20,2 (AB) |14,5(BC)
NIR (10,05:6,04

Zalezno$¢ miedzy wielkoscia Kkolonii izolatow S. sclerotiorum z 2014 roku
i powstajacych przebarwien pod wplywem wytwarzanego przez te izolaty
kwasu szczawiowego

Izolaty S. sclerotiorum pozyskane w 2014 roku poddano ocenie zaleznoS$ci
migdzy wielkoS$cig ich kolonii, a wielko$cig przebarwien pozywki pod wptywem kwasu
szczawiowego. Otrzymane wyniki poddano analizie korelacji Pearsona. Stwierdzono, ze
migdzy $rednicami kolonii i §rednicami przebarwien istnieje niemal petna korelacja.
Wspoétczynniki  korelacji wynosza dla izolatbw pochodzacych: z Matyszyna
r=10,994348, z Borowa r = 0,998846 1 z Bagkowa r = 0,999507. Wigkszym $rednicom

kolonii towarzyszyly odpowiednio wigksze Srednice przebarwienia pozywki.

Analiza podobienstw izolatéw S. sclerotiorum uzyskanych z trzech miejscowosci
w latach 2012 — 2014 na podstawie polimorfizmu produktéw amplifikacji metoda
RAPD

Uzyskane produkty amplifikacji z dwunastoma starterami RAPD dla izolatow
S. sclerotiorum otrzymanych w latach 2012 — 2014 poddano analizie podobienstw
wedtug Nei & Li, a nastgpnie wykreslono dendrogram podobienstw (Ryc. 2 - 4).

Na podstawie otrzymanych wynikow w trzech kolejnych latach stwierdzono

duze podobienstwo miedzy izolatami patogena pochodzacymi z tej samej miejscowosci.
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33MAL/M2
45MAL/M12

Ryc. 2. Dendrogram podobienstwa na podstawie polimorfizmu produktow amplifikacji
metodg RAPD izolatow S. sclerotiorum uzyskanych z trzech miejscowosci w 2012

26MALM3

Ryc. 3. Dendrogram podobienstwa na podstawie polimorfizmu produktéw amplifikacji
metodg RAPD izolatow S. sclerotiorum uzyskanych z trzech miejscowosci w 2013
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Ryc. 4. Dendrogram podobienstwa na podstawie polimorfizmu produktéw amplifikacji
metodg RAPD izolatow S. sclerotiorum uzyskanych z trzech miejscowosci w 2014

Podejmowane proby badan populacji S. sclerotiorum przy pomocy analizy
RAPD najczesciej ukazujg tylko duza réznorodnos$¢ izolatow patogena z brakiem
powigzania z konkretng cecha, takg jak pochodzenie, czy patogenicznos¢. Do takich
wnioskow doszli miedzy innymi Colagar i in. (2010) badajac 12 izolatow grzyba
odszczepionych z rzepaku podwojnie ulepszonego, z réznych prowincji Iranu
wykorzystujac 18 starteréw RAPD. Utworzony dendrogram podobienstw uporzadkowat
wickszos¢ izolatow S. sclerotiorum w réznych grupach, udowadniajac  duza
réznorodno$¢ genetyczng migdzy badanymi izolatami. Stwierdzono, ze markery RAPD
wykorzystane w pracy moga by¢ uzytecznym narzedziem do badania rdznic
genetycznych izolatow patogena, ale roznice te nie majg istotnego zwigzku z ich
potozeniem geograficznym.

CzesSciowa korelacje markeréow RAPD z miejscem pochodzenia izolatow
S. sclerotiorum stwierdzit Tok i in. (2016). Badajac zroznicowanie 60 izolatow
S. sclerotiorum odszczepionych z baktazana, z 6 réznych regionow Turcji przy pomocy

10 starterow RAPD wykazano ponad 90% podobienstwo miedzy badanymi izolatami.
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Analiza podobienstw na podstawie polimorfizmu produktéw amplifikacji metoda
RAPD siedmiu izolatow S. sclerotiorum uzywanych do inokulacji rzepaku ozimego

Po wykonaniu badan RAPD z dwunastoma starterami i uzyskaniu produktéw
amplifikacji dla izolatéw S. sclerotiorum wybranych do inokulacji roslin rzepaku
ozimego, przeprowadzono analiz¢ podobienstw metodg Nei & Li 1 wykreslono
dendrogram podobienstw (Ryc. 5). Najbardziej odlegle genetycznie okazaty si¢ izolaty
01MAL/09 1 3IMAL/09. Natomiast najwigkszym podobienstwem charakteryzowaty si¢
izolaty S.s.-3 i 24BAK/09.

- 01MAL/09

>
-
%,
%

24BORI09 Ny AN ~— 05BAK/09

"
: 5,
o %

%

Ryc. 5. Dendrogram podobienstwa na podstawie polimorfizmu produktéw amplifikacji
metoda RAPD izolatow S. sclerotiorum uzywanych do inokulacji ro$lin rzepaku
0zimego

Analiza wariancji molekularnej (AMOVA) na podstawie polimorfizmu produktow
amplifikacji metoda RAPD izolatéw S. sclerotiorum uzyskanych ztrzech
miejscowosci w latach 2012 — 2014

Wykonana analiza wariancji molekularnej (AMOVA) na podstawie produktéw
amplifikacji metodg RAPD izolatow S. sclerotiorum wykazata w poszczegdlnych latach
badawczych niewielkie roznice miedzy izolatami patogena pochodzacymi z trzech
réznych miejscowosci. Najwigksze roznice miedzy populacjami grzyba z rdéznych
lokalizacji wystapity w 2012 roku na poziomie 13 %. W kolejnych latach réznice byly
mniejsze 1 wynosity: w 2013 roku — 4%, a w 2014 roku — 7%.
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W badaniach izolatow S. sclerotiorum z réznych gospodarzy (fasola, pomidor,
papryka, groch, satata, stonecznik, marchew, rzodkiew, rzepak, kapusta) i z réznych
regiondOw Brazylii metodg RAPD z 16 starterami, uzyskano duze rdéznice genetyczne
(Litholdo Junior i in., 2011). Ponadto przeprowadzona analiza statystyczna AMOVA
wykazata 99,1% zroéznicowania migdzy izolatami patogena w  regionach
geograficznych, a jedynie 0,89% wigzato si¢ z r6znicami mig¢dzy izolatami z danego

gospodarza.

Analiza podobienstw na postawie polimorfizmu produktow amplifikacji przy
uzyciu markerow mikrosatelitarnych izolatow S. sclerotiorum uzyskanych w 2014
roku i siedmiu izolatow wybranych do oceny stopnia odpornosci réznych typow
odmian rzepaku ozimego

Otrzymane dane po przeprowadzonych badaniach molekularnych z uzyciem
markeré6w mikrosatelitarnych poddano réwniez analizie podobienstw wg Nei & Li.
Uzyskane wyniki 1 wykre§lony dendrogram podobienstw wskazuje na duze
zroznicowanie izolatow S. sclerotiorum. W przeciwienstwie do analiz RAPD nie mozna
wskaza¢ grup podobienstw zwigzanych z pochodzeniem izolatow patogena (Ryc. 6).
Dodatkowo wykonana analiza wariancji (AMOVA) wskazuje na 100% zroéznicowania

W obrebie populacji S. sclerotiorum z danych miejscowosci.
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Ryc. 6 . Dendrogram podobienstwa na podstawie polimorfizmu produktéw amplifikacji
metoda SSR izolatow S. sclerotiorum uzyskanych z trzech miejscowosci w roku 2014
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Autorzy Tok i in. (2016) w swojej pracy wykorzystali analiz¢ SSR z 6 parami
markeréw mikrosatelitarnych. Na podstawie otrzymanych wynikow w wykreslonym
dendrogramie 60 izolatow S. sclerotiorum wystgpity 3 gtowne grupy. Jednak podobnie,
jak przy analizach RAPD nie odnaleziono powigzania mig¢dzy przynaleznoscig do grupy
grzybniowej i pochodzeniem. Réwniez w badaniach Zancan iin. (2015) nad 25
izolatami S. sclerotiorum pochodzacymi zréznych odmian fasoli nie stwierdzili
korelacji analiz SSR z agresywnoscia.

W przedstawionej pracy, podobnie jak w badaniacg Atallah i in. (2004)
wykorzystano markery mikrosatelitarne opracowane wcze$niej przez Sirjusingh i Kohn
(2001). Okreslona przez tych autorow duza liczba haplotypow S. sclerotiorum
odszczepionych z upraw ziemniaka znajdujacych si¢ w dorzeczu Kolumbii stanu
Waszyngton nie miata zwigzku z badang patogenicznosciag grzyba. Na podstawie
analizy statystycznej AMOVA okreslono 92% zmiennosci populacji patogena na

badanym obszarze.

Indeksy porazenia odmian rzepaku ozimego inokulowanych wybranymi izolatami
S. sclerotiorum w trzech kolejnych latach

Wszystkie izolaty S. sclerotiorum uzyte do inokulacji porazaty uzyte w pracy
odmiany rzepaku ozimego (Tab. 8 - 10). W 2012 roku najmniej agresywne wobec roslin
rzepaku byly izolaty 31MAL/09, 0SBAK/09 i S.s.-3. Z kolei izolaty patogena
01MAL/09, 24BAK/09, 04BOR/09 i 24BOR/09 porazaty rosliny w 100%. W sezonie
wegetacyjnym  2012/2013 uzyte do inokulacji roslin izolaty S. sclerotiorum
charakteryzowaty si¢ mniejsza niz w poprzednim sezonie patogenicznoscia. Izolaty
31MAL/09 i S.s.-3 porazaty rosliny rzepaku w istotnie mniejszym stopniu niz izolat
05BAK/09. Natomiast w 2014 roku izolat 31MAL/09 okazal si¢ istotniec mniej
patogeniczny od pozostatych izolatow. W ciggu trzech kolejch sezondéw wegetacyjnych
nie wystapily rdznice istotne statystycznie migdzy indeksami porazenia poszczegdlnych

odmian rzepaku.
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Tab. 8. Indeksy porazenia odmian rzepaku ozimego inokulowanych wybranymi

izolatami S. sclerotiorum w sezonie 2011/2012

Indeksy porazenia rzepaku przez izolaty [%6]

wytwarzajace mato kwasu

wytwarzajace duzo kwasu szczawiowego

Odmiany SZCZawiowego
przebarwienia < 20 mm przebarwienia >20 mm

31MAL/09 | 05BAK/09 S.s.-3 01MAL/09 | 24BAK/09 | 04BOR/09 | 24BOR/09
POZNANIAK 0 0 15 100 100 100 100
BOGART 5 10 5 100 100 100 100
DK EXAMPLE 20 0 10 100 100 100 100
GLADIUS 5 10 20 100 100 100 100
VECTRA 15 10 10 100 100 100 100
CALIFORNIUM 15 5 15 100 100 100 100
CABRIOLET 10 15 15 100 100 100 100
MONOLIT 10 10 15 100 100 100 100
BOJAN 20 5 15 100 100 100 100
ADRIANA 30 10 25 100 100 100 100
Srednio 13 7,5 15 100 100 100 100

Tab. 9. Indeksy porazenia odmian rzepaku ozimego inokulowanych wybranymi

izolatami S. sclerotiorum w sezonie 2012/2013

Indeksy porazenia rzepaku przez izolaty [%0]

wytwarzajace malo kwasu szczawiowego

wytwarzajace duzo

Odmiany przebarwienia < 20 mm kwasu szpza_twiowego

przebarwienia >20 mm
01MAL/09 | 31IMAL/09 | 04BOR/09 | 24BOR/09 S.s.-3 05BAKI/09 | 24BAK/09

POZNANIAK 15 0 55 70 20 55 70
BOGART 5 10 50 15 0 40 0
DK EXAMPLE 40 5 50 25 0 60 60
GLADIUS 15 0 30 15 20 55 35
VECTRA 25 0 30 20 5 70 45
CALIFORNIUM 40 15 35 5 20 70 25
CABRIOLET 25 0 10 20 20 50 35
MONOLIT 15 0 30 10 0 55 40
BOJAN 20 15 15 20 10 50 25
ADRIANA 40 50 30 30 50 45
Srednio 24 36 23 13 55 38

19




Tab. 10. Indeksy porazenia odmian rzepaku ozimego inokulowanych wybranymi
izolatami S. sclerotiorum w sezonie 2013/2014

Indeksy porazenia rzepaku przez izolaty [%0]
wytwarzajace malo kwasu . . .
Odmiany szczawiowego wytwarzajace duzq kv_vasu Szczawiowego
przebarwienia < 20 mm przebarwienia >20 mm

31MAL/09 | 24BAK/09 S.s.-3 01MAL/09 | 05BAK/09 | 04BOR/09 | 24BOR/09
POZNANIAK 05 15 20 85 85 90 50
BOGART 05 65 40 100 90 85 85
DK EXAMPLE 5 25 30 80 100 90 40
GLADIUS 15 15 50 65 100 60 45
VECTRA 0 25 50 80 70 85 50
CALIFORNIUM 5 55 55 100 100 100 65
CABRIOLET 10 60 55 100 90 100 55
MONOLIT 15 60 50 85 95 80 70
BOJAN 10 55 45 90 95 85 80
ADRIANA 0 80 45 65 100 100 90
Srednia 7 46 44 85 93 88 63

Do tej pory w uprawie rzepaku odnajdywano gtdownie czeSciowg odpornos$¢ na
S. sclerotiorum (Baswana i in., 1991; Delourme i in., 2011). Potwierdza to wiele badan
przeprowadzanych na calym §wiecie tacznie z wynikiem obecnej pracy, w ktorej tylko
kilka odmian wykazywato catkowita odporno$¢ na dany izolat S. sclerotiorum, niestety
bez powtarzalnosci w kolejnych latach.

W Iranie przeprowadzono badania in vitro i in vivo siedmiu genotypow B. napus
na porazenie przez S. sclerotiorum pochodzacych z 3 roéznych grup zgodnosci
grzybniowej (Alavi, Dalili, 2014). Zar6wno w testach laboratoryjnych, jak i polowych,
zaden z analizowanych genotypoéw nie wykazywal catkowitej odpornosci na tego
patogena. Tylko jedna linia rzepaku Z-15 charakteryzowata si¢ znacznym stopniem
odporno$ci w obu testach. Czasami w rdéznych badaniach odpornosci odmian
obserwowane s3 sprzeczne wyniki. Przykladem moze by¢ odmiana Mystic, ktora
W jednym tescie byta czgsciowo odporna, a w innym podatna (Uloth i in. 2013; Taylor
i in. 2015). Powodem takiej sytuacji moze by¢ brak standaryzacji miedzy badaniami,
atakze rdznice techniczne zwigzane z inokulacjg roslin (Debryshire, Denton-Giles
2016). Testy odpornosci roslin czgsto ograniczaja si¢ do inokulacji pojedynczym
izolatem, co moze przektadac si¢ na r6zne wyniki. Jak potwierdzono w tej pracy istnieje

wiele genotypow S. sclerotiorum o0 r6znym stopniu patogeniczno$ci, dlatego badania
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odpornosci oparte na jednym patotypie czg¢sto nie koreluja ze stopniem odpornosci
ro$lin w warunkach polowych, gdzie wystepuje wiele izolatow patogena nalezacych do
roéznych patotypow (Ge i in. 2012).

Analiza korelacji wykazata bardzo wysoka, dodatnig zalezno$¢ miedzy srednig
indekséw porazenia roslin rzepaku, w okresie trzech lat, wszystkich badanych odmian
a sumg opadow w okresie siedmiu dni od inokulacji roslin grzybem S. sclerotiorum
(r =0,79). Natomiast dla indekséw porazenia inokulowanych roslin rzepaku wszystkich
badanych odmian i $redniej tygodniowej temperatury analiza korelacji byta niemal
pelna i ujemna (r = - 0,98).

W procesie patogenezy oraz rozwoju grzyba czynniki pogody odgrywaja bardzo
wazng rol¢. Jajor i in. (2010) donosza, ze na infekcje rzepaku przez S. sclerotiorum
istotny wplyw ma przebieg pogody, a zwlaszcza wilgotno$¢ powietrza. Wedlug Mehta
(2014) wilgotno$¢ powyzej 80% oraz zakres temperatur 5 — 25°C przyczynia si¢ do
szybkiego rozwoju patogena.

Porownanie zdolnos$ci wybranych izolatow S. sclerotiorum do wytwarzania kwasu
szczawiowego i ich chorobotworczosci wobec dziesieciu odmian rzepaku ozimego

Kazdego roku przeprowadzono pordéwnanie zdolnosci wybranych izolatéw
S. sclerotiorum do wytwarzania kwasu szczawiowego i ich chorobotworczosci wobec
roslin rzepaku ozimego. Wyniki wspotczynnikow korelacji Pearsona w ciggu badanych
lat byly dodatnie na poziomie niemal pelnym (2012 — r = 0,95) i bardzo wysokim (lata
2013 -r=0,72;i 2014 —r =0,82).

Podobne wyniki otrzymal zesp6l Li i in. (2008b). Analiza korelacji wykazata, ze
w probie 205 izolatow S. sclerotiorum pochodzacych z Angli, Kanady i Chin istnieje
dodatnia zalezno$¢ (r = 0,739) miedzy ich agresywnoscig, a produkcja kwasu

szczawiowego.
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Podsumowanie i wnioski

Izolaty S. sclerotiorum zebrane w latach 2012 — 2014 i siedem izolatow tego
gatunku wybranych do oceny stopnia odpornosci odmian rzepaku ozimego istotnie
roznito si¢ miedzy sobg pod wzgledem wytwarzania kwasu szczawiowego
Otrzymane wyniki $wiadcza o potencjalnym zagrozeniu wystepowania zgnilizny
twardzikowej na rzepaku nie tylko w tych miejscowosciach, gdyz sa one
reprezentacyjne dla regionow Polski.

Wytwarzanie kwasu szczawiowego zalezato od szybkosci wzrostu liniowego
grzybni izolatoéw S. sclerotiorum. Stwierdzono niemal peilng korelacj¢ Pearsona
pomiedzy wielkoscia $rednicy 48 godzinnych kolonii izolatéw S. sclerotiorum
zroku 2014 ipowstajacych przebarwien pod wplywem wytwarzanego przez te
izolaty kwasu szczawiowego. W dostepnej literaturze nie znaleziono informacji
0 takiej zaleznos$ci wykazanej w niniejszej pracy.

Na podstawie analizy RAPD z dwunastoma starterami oraz analizy podobienstw wg
Nei & Li dla izolatow S. sclerotiorum z lat 2012 — 2014, a takze siedmiu siedmiu
izolatow tego patogena wybranych do oceny stopnia odpornosci odmian rzepaku
ozimego stwierdzono duze podobienstwo miedzy izolatami patogena pochodzacymi
z tej samej miejscowosci. Niewielkie roznice genetyczne migdzy izolatami patogena
w zalezno$ci od miejsca pochodzenia potwierdzita analiza wariancji molekularnej
(AMOVA) produktow amplifikacji metoda RAPD (13% - 2012 r., 4% - 2013 r., 7%
-2014r.).

O duzym zréznicowaniu migdzy izolatami S. sclerotiorum $wiadczy analiza
podobienstw na podstawie polimorfizmu produktow amplifikacji otrzymanych przy
uzyciu starterdéw mikrosatelitarnych oraz analiza wariancji molekularnej (AMOVA)
wykonana dla tych samych danych. Wigksze zr6znicowanie izolatow, wykazane
w tej analizie moze oznaczal, ze zrdznicowanie alleli w obrebie sekwencji
powtorzonych jest wyzsze niz przecietne zréznicowanie w innych rejonach genomu
patogena, za$ zastosowana metoda pozwala na detekcj¢ kazdego z wariantéw
w danym locus. Duzy stopien zréznicowania izolatow S. sclerotiorum pod
wzgledem patogeniczno$ci moze by¢ przyczyng trudno$ci w selekcji odmian
odpornych na tego patogena

Duzy stopien porazania 10 odmian rzepaku przez S. sclerotiorum zwigzany jest

Z duzym zréznicowaniem izolatow tego gatunku pod wzgledem zdolnosci do
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wytwarzania kwasu szczawiowego, duzg molekularng zmienno$cia genetyczng oraz
duzymi rdéznicami ich chorobotworczosci. Ponadto badane odmiany z trzech
roznych typow charakteryzuja si¢ matym zréznicowaniem pod wzgledem
odpornosci na tego patogena.

e W ciagu trzech lat badan wyodrebniono najmniej patogeniczny sposrdd siedmiu
badanych izolat 31MAL/09, ktory réwniez charakteryzowal si¢ niska produkcja
kwasu szczawiowego. Potwierdza to istotng rol¢ tej substancji w rozwoju procesu
chorobowego.

e Analiza korelacji Pearsona wykorzystana do pordwnania zdolnos$ci wybranych
izolatow  S. sclerotiorum do wytwarzania kwasu szczawiowego i ich
chorobotwodrczosci wobec ro§lin rzepaku wykazala dodatnia bardzo wysoka
zalezno$¢.

e Suma opaddéw oraz temperatura w okresie siedmiu dni od inokulacji ro$lin rzepaku
ozimego przez S.sclerotiorum maja duzy wplyw na stopien ich porazenia.
Wykazano dodatnig, bardzo wysoka korelacj¢ migdzy $rednig indeksoOw porazenia
inokulowanych ro$lin rzepaku wszystkich badanych odmian 2z sumg
siedmiodniowych opadéw (r = 0,79). Ujemna, niemal peilng korelacje uzyskano dla
srednich indeksow porazenia i Srednich temperatur dla okresu siedmiu dni od

inokulacji (r = -0,98).
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