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Cel pracy:

« Celem pracy jest analiza struktury populacji i Sledzenie
zmian  patogenicznoSci W  populacjach  waznych
gospodarczo  grzybow  roslin  straczkowych  tj.
Mycosphaerella pinodes sprawcy zgorzelowej plamistoS$ci
grochu oraz Ascochyta fabae Speg. i Botrytis fabae Sard.
sprawcow askochytozy 1 czekoladowej plamistosci
bobiku.

Podzadanie 1

Sledzenie zmian patogeniczno$ci w populacji grzyba Mycosphaerella pinodes
— sprawcy zgorzelowej plamistosci grochu

Boros L., Wawer A., Borucka K.




Zgorzelowa plamisto$¢ grochu (Pisum
sativum L.)

Sprawcy askochytozy:

Ascochyta pisi Lib.
Mycosphaerella pinodes (Berk. & Blox.)

Vestergr. stadium doskonale (telomorfa)
Ascochyta pinodes (Berk. & Blox.) Jones

Phoma medicaginis Malbr. & Roum. var.
ninodella (Jones) Boerema (syn.: Ascochyta
ninodella).







Porazenie grochu grzybem M.pinodes




Kultury jednozarodnikowe grzyba
Mycosphaerella pinodes




M.pinodes izolaty

» M.pinodes izolowano z nasion grochu siewnego oraz z fragmentow
roslin z objawami askochytozy pochodzacych z réznych rejonow
kraju wg powszechnie przyjetych procedur. Identyfikacje grzyba
M.pinodes prowadzono w oparciu o opis cech w "Description of
Pathogenic Fungi and Bacteria™ (nr 340 M.pinodes). Z kultur
pierwotnych przygotowywano kultury jednozarodnikowe metoda
kolejnych rozcienczen na szalkach Petriego z pozywka Coon'a
(CN). Do dalszych badan z kazdego izolatu przygotowano po 2
skosy kultur jednozarodnikowych pochodzacych z tej samej
kultury pierwotnej. Izolaty przechowywano na skosach z pozywka
CN w 5°C w ciemnosci (Ali i in. 1978, Marcinkowska 1997).




Badania_nad_morfologia izolatow

W sterylnych warunkach szczepiono przenoszac te sama ilo§¢ grzybni na Srodek
szalki. Mierzono $rednice kolonii, obfito§¢ grzybni i stopien wytworzenia piknidiow
(szacunkowo), Srednice piknidiow i wymiary zarodnikow konidialnych oraz liczby
piknidiow | zarodnikéw na jednostce powierzchni kultury - rozszerzonej oceny w
ostatnich latach.

Badania nad patogenicznoscia

Przygotowanie inokulum. Inokulum do testow w warunkach kontrolowanych
przygotowywano z 14 dniowych kultur rosngcych na pozywce CN. Do zakazen siewek
w warunkach kontrolowanych stosowano stezenie 5x10° zarodnikéw ml-L,

Test z inokulacja siewek. Warunki wzrostu: temp. 20+£3 °C, 70-80% RH i 16h
doswietlanie. Zakazano siewki 16-18 dniowe (5x10° zarodnikow ml). Po inokulacji
multiplaty z roslinami umieszczano pod ostonami z folii przez 48 godzin. Osiem dni po
inokulacji prowadzono ocene porazenia siewek (lisci i fodyg do 4 liscia).




N
L Skale oceny porazenia lisci i lodyg roslin grochu

Liscie o Lodygi

0 brz_ik objawow 0 brak objawow

1 pOJedyncze rozprosz. plamy 1  pierwsze cetki

2 liczne nekrotyczne plamy 2 liczne cetki wzdluz lodygi

3 0-15% powierzchni lisci z . 3 bardzo liczne cetki
Spiléalmaml, plamy brzegami zlewaja 4 nekrozy (<3 mm) z

4 50% powierzchni liSci z welebieniami na lodydze NS
nekrotycznymi plamami lub/i 5 nekrozy (>3 mm) z wglebieniami
zwiedniete na lodydze

3) 51-100% o powierzchni lisci z
nekrotycznymi plamami lub/i
zwiednigte

(Roger & Tivoli, 1996).

(Onfroy et al. 1999)




Porazenie M.pinodes badanych obiektéw grochu siewnego w warunkach pola

infekcyjnego w Radzikowie latach 2008 — 2013

| ata Srednia Zakres Srednia % Zakres %
porazenia porazenia redukcji plonu redukcji plonu
2008 2,1 1,8-3,0 8,9 2,6 -18,0
2009 4,5 35-6,7 21,8 6,8 31,2
2010 3,8 28-45 12,0 0,0-28,8
2011 3,3 2,8-35 8,0 2,2—-16,2
2012 2,7 2,3-3,2 6,9 1,8-124
2013 3,4 25-4,6 10,2 4,4-16,1




Morfologia i patogenicznos$¢ zgromadzonych izolatow M.pinodes w latach 2008 — 2013

Parametry Srednia Zakres CV
Izolaty n=60
Liniowy przyrost kultury (mm/ dzien) 5,7 42-75 14.3
Obfitos¢ grzybni (sk. 1-4) 1,9 1,0- 3,0 36,2
Wytwarzanie piknidiow ( sk.1-4) 2,9 1,0-4,0 33,9
Srednica piknidiow (um) 175 144 - 255 14,4
Dhug. zarodnikow konidialnych (um) 11,3 7,8-154 16,3
Szerok. zarodnikow konidialnych (um) 4.4 3,8-5,6 8,7
Patogenicznosé¢ ((sk. 0-5) 2,7 0,7-4,8 38,2




Analiza wariancji stopnia porazenia 7 genotypow grochu, 8 dni po
inokulacji izolatami grzyba M.pinodes w warunkach kontrolowanych

Czesci  Zrédlo Stopnie Istotnos¢
roflin  zmiennosci swobody  ,458 5009 2010 2011 2012 2013

o enot 6 *k ** ** *k K,k **
Liscie igZ ol aty);py 9 *k *k *k *k *k *k
genotypy X 54 * *x * * *
izolaty
. enot 6 ** *k ** *k K,k **
Lodygi igZ ol atzpy 9 *% *% *% *% *% *%
genotypy X 54 * * *

izolaty




Patogenicznos¢ izolatéw M.pinodes z trzech regionéw uprawy
wzgledem 7 genotypow grochu siewnego

Indeks poraienia

Uy dy b Ay dy b by by by b by by b b by by
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Podsumowanie

» Zgorzelowa plamistos¢ grochu powodowana grzybem M.pinodes wystepowala corocznie.
Jej nasilenie bylo uzaleznione od warunkéw pogodowych w danym sezonie wegetacyjnym. W
sprzyjajacych warunkach (2009, 2010 i 2013 r.) choroba wystepowala w nasileniu srednim, w
pozostalych sezonach w niskim nasileniu. Stwierdzono maly zakres zréznicowania
genotypowego W podatnosci na te chorobe.

» Z zebranych prob lisci, lodyg, z objawami chorobowymi oraz préb nasion otrzymanych z
réznych miejscowosci po identyfikacji sprawcy oraz izolacji uzyskano lacznie 75 czystych
kultur grzyba M.pinodes, ktore utrzymywane sa w kolekcji izolatow w Kkulturach
jednozarodnikowych grzyba.

* Przeprowadzono 12 doswiadczen laboratoryjnych w tym sze$¢ dotyczacych badan nad
morfologia | charakterystyka jakoSciowa izolatow oraz szes¢ doswiadczen z ocena
patogenicznosci izolatow w testach na siewkach w warunkach kontrolowanych. kLacznie
przebadano 60 izolatéw grzyba M.pinodes.

» Badania nad morfologia izolatéw grzyba wykazaly zré6znicowanie pomiedzy izolatami w
wygladzie kultur, szybkos$ci liniowego przyrostu grzybni, ilosci i wielko$ci pikinidiow,
zarodnikow konidialnych, oraz liczby piknidiow i zarodnikéw na jednostce powierzchni
kultury - rozszerzonej oceny w ostatnich latach.




Podsumowanie cd.

« W badaniach nad patogenicznoscia izolatow w kolejnych latach stwierdzano istotnos$¢
zréznicowania czynnikéw gléwnych tj. genotypéw, izolatow oraz wspéldzialania genotypy x
izolaty. Istotne wspoldzialanie genotypy X izolaty wskazuje na potencjalng mozliwos¢
wyodrebnienia ras (patotypow) grzyba. Jednakze udzial wariancji dla wspoldzialania w
stosunku do wariancji czynnikow gléwnych byl bardzo maly co potwierdzila analiza
komponentow wariancji.

» Z przebadanej grupy izolatow 32 byly silnie patogeniczne, 15 w stopniu $rednim oraz 13
izolatow 0 niskiej patogenicznosci wobec zestawu 7 genotypow (trzech odmian grochu
konserwowego i czterech grochu siewnego) rozniacych sie w pewnym zakresie podatnoscia
na porazenie M.pinodes.

« Z testowego zestawu genotypéw grochu w warunkach kontrolowanych  najwyzsza
podatnoscia na porazenie M.pinodes charakteryzowala si¢ odmiana Cud Kelwedonu,
porazeniem na poziomie srednim Mieszko, Rubin i Grapis a najnizszym Krezus i Set.

* Obfitos¢ grzybni byla ujemnie skorelowana z gestoscia piknidiow i gestoscia zarodnikow z
jednostki powierzchni oraz z patogenicznos$cia, ktora to byla dodatnio skorelowana z
gestoscia  zarodnikéw. Nie stwierdzono istotnosci zwiazkéow pomiedzy pozostalymi
parametrami kultur grzyba a patogenicznoscia oraz pomiedzy patogenicznoscia a
pochodzeniem izolatow.

» Poznanie i analiza struktury populacji i sledzenie zmian patogenicznosci w populacjach
waznych gospodarczo grzybéw roslin straczkowych jest etapem zmierzajacym do
ograniczenia choréb. Scharakteryzowana kolekcja izolatéow grzyba M.pinodes moze by¢
wykorzystana do badan nad odpornoscia grochu.




Podsumowanie cd.

» Wyniki badan prezentowano w formie plakatéw na konferencjach miedzynarodowych: na
5t International Food Legumes Conference (IFLRC V) and 7t European Coference on
Grain Legumes (AEP VII), 26-30.04.2010, Antalya, Turcja i na IlI' International
Ascochyta Workshop, 22-26 April 2012, Cordoba, Spain

» Publikacje wynikow

* Boros L., Marcinkowska J. 2010. Assessement of selected pea genotypes reaction to
ascochyta blight under field conditions and the impact of disease severity on Yyield
components. 5" International Food Legumes Conference (IFLRC V) and 7" European
Conference on Grain Legumes (AEP VII), Antalya, Turcja, p. 245

* Boros L. 2012. ,,Mycosphaerella pinodes isolates morphological and pathogenic variation”
Streszczenie zostalo opublikowane w materialach konferencyjnych: Proceedings Book of
the 111rd International Ascochyta Workshop”, 22-26 April.Cordoba, Spain, p. 83.

* Boros L.2012. Evaluation of stability of field pea genotypes in response to
Mycosphaerella pinodes infection. Plant Breeding & Seed Science, vol.65:79- 85

» Boros L.2013. Mycosphaerella pinodes isolates morphological and pathogenic variation.
Phytopathologia Mediterranea Vol. 52, No. 1, April, 2013, p.225







Podzadanie 2:

Sledzenie zmian patogenicznosci w populacjach waznych gospodarczo grzybow roélin
strgczkowych (Ascochyta fabae, Botrytis fabae) — sprawcow zgorzelowej plamistosci bobiku.

Wykonawca:

Dr Tomasz Goral
Zaklad Fitopatologii,
Pracownia Chorob Roslin




Kultury Ascochyta fabae uzyskane z porazonych
nasion bobiku

Objawy askochytozy (Ascochyta fabae)
na straku bobiku — odmiana Martin
(IHAR Radzikéow 2008)
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Objawy askochytozy (Ascochyta fabae) i czekoladoweJ plamlStOSCI (Botrytis fabae) na bobiku
na plantacji w Czubinie k/Blonia w roku 2009
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Objawy askochytozy (Ascochyta fabae) na straku bobiku
(Czubin 2009)
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Botrytis fabae

Ascochyta fabae






Srednia | AUDPC3

1 liczba dnia od wyszczepienia izolatu; 2 powierzchnia grzybni w cm?; 2 powierzchnia pod krzywa wzrostu
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Liscie odmiany Granit inokulowane
izolatami A. fabae AF7-1 i AF8-1
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Nekrozy na odci¢tych
lisciach bobiku
inokulowanych
izolatami

Botrytis fabae



Albus — BF-1

Amulet — BE-

Nekrozy na
odcietych
liSciach bobiku
inokulowanych
izolatami
Botrytis fabae




sambucinum




5.00 Odmiana Sr. rozmiar plamy
= —0=Albus
£ Amulet
= 4,00 == Amulet -
% === Granit Titus
% 3,00 =>=Kasztelan Olga 1,07
(5]
L Leo 1,14
& —o—0lga Kasztelan 1,27
1,00 Titus Granit
Albus
0,00 T T T T 1
7 dpi 10dpi 14dpi 16dpi 21 dpi
2,50
2,00 /
—0—Albus 'g
~—-Amulet E 1,50 /
—=Granit g_
=>e=Kasztelan S
L ‘= 1,00
€o 5
o
=0-0lga O\
Titus 0,50
0,00 T T T T 1 0,00 T T T

7dpi 9dpi  11dpi 15dpi 18 dpi 7 dpi 11 dpi 14 dpi 18 dpi



Sredniac plamy [cm]

Srednica plamy [cm]
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Srednia pow plamy (cm2)
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Srednia pow nekrozy (cm2)
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Stwierdzono duze zagrozenie upraw bobiku askochytozg oraz
czekoladowg plamistoscig lisci. W latach o sprzyjajacych warunkach
pogodowych obserwowano bardzo silne uszkodzenie roslin bobiku
mogace prowadzi¢ do znacznych start w plonie ziarna.

Odmiany bobiku wykazywaly roznice w odpornosci na obie badane
choroby, jednakze w sprzyjajacych warunkach pogodowych w
uprawie polowej wszystkie odmiany ulegaty porazeniu askochytozg
albo czekoladowg plamistoscig lisci lub obiema chorobami
jednoczesnie.

Uzyskane wynik pokazujg, ze odpornos¢ obecnie zarejestrowanych
odmian bobiku na askochytoze oraz czekoladowa plamistos¢ lisci jest
niezadowalajgca. W przypadku wzrostu areatu uprawy bobiku i
rozszerzenia prac hodowlanych nad tym gatunkiem hodowla
odpornosciowa powinna by¢ jednym z priorytetow.



Upowszechnianie wynikow badan

Postery:

Walentyn-Goral D., Géral T. Ocena patogenicznosci izolatow Ascochyta fabae
Speg. wobec bobiku (Vicia faba L.) metoda odcigctych lisci. Sympozjum
Naukowe “Fitopatologia: zdrowe rosliny — zdrowi ludzie”, Bydgoszcz, 20-22
wrzesnia 2011

Goral T., Walentyn-Géral D. Using detached-leaf technique for assessment of
pathogenicity of Ascochyta fabae Speg. isolates to faba bean (Vicia faba L.).

Publikacje:

Walentyn-Goral D., Géral T. 2011. Ocena patogenicznos$ci izolatow Ascochyta
fabae Speg. wobec bobiku (Vicia faba L.) metoda odcietych lisci [Evaluation of
pathogenicity of Ascochyta fabae Speg. isolates to faba bean (Vicia faba L.)
using detached-leaf technique]. Materialy = Sympozjum  Naukowego
“Fitopatologia: zdrowe rosliny — zdrowi ludzie”, Bydgoszcz, 20-22 wrze$nia
2011, str. 416-417.

Goral T., Walentyn-Goral D. 2012. Using detached-leaf technique for assessment
of pathogenicity of Ascochyta fabae Speg. isolates to faba bean (Vicia faba L.).
Proceedings Book of the Illrd International Ascochyta Workshop”, 22-26
April.Cordoba, Spain, p. 84.

Ocena patogenicznosci izolatow Ascochyta
fabae Speg. wobec bobiku ( Vicia fabaL.)
metoda odcietych lisci

A d hed leaf techni for of patt icity
of Ascochyta fabae Speg. isolates to faba bean ( Vicia fabal.)




