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Zastosowanie testu platkowego

w badaniach odpornosci odmian rzepaku ozimego
na zgnilizn¢ twardzikowg

— wyniki doswiadczen lanowych

The use of petal test in screening of winter oilseed cultivars
for resistance to sclerotinia stem rot
— results of big scale field experiments
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Streszczenie

Porazenie ro$lin rzepaku ozimego grzybem Sclerotinia sclerotiorum przyczynia si¢ do znacznych
strat plonu nasion. Celem badan bylo okreslenie korelacji pomi¢dzy porazeniem ptatkow i todyg
rzepaku oraz plonem nasion. Badania prowadzono przez dwa sezony wegetacyjne (2009/2010
1 2010/2011) na polu doswiadczalnym Instytutu Zootechniki — PIB, ZD Pawlowice w wojewodztwie
wielkopolskim. Jesienig 2009 roku kazdg z odmian wysiano na powierzchni 0,57 ha, a w 2010 roku —
0,8 ha. Najprawdopodobniej byto to jedyne doswiadczenie w Polsce prowadzone na poletkach o tak
duzej powierzchni. Przed zatozeniem doswiadczen na polach przeznaczonych do badan sprawdzono
zasobno$¢ gleby w fosfor, potas oraz magnez. Wybrano fragmenty pél o wyrdwnanej — $redniej badz
wysokiej — zasobno$ci w te pierwiastki oraz o lekko kwasnym odczynie, sprzyjajacym uprawie
rzepaku ozimego. Ocenie podlegalo 21 odmian rzepaku ozimego o zrdznicowanym podlozu gene-
tycznym, a takze odmiennym pokroju i sposobie zapylania (odmiany populacyjne i mieszance
zrestorowane). W okresie wiosennym pobierano platki poszczegdlnych odmian i oceniano ich
porazenie przez S. sclerotiorum w warunkach in vitro. Przed zbiorem oceniano nasilenie zgnilizny
twardzikowej na todygach rzepaku. W obu sezonach stwierdzono silng korelacj¢ pomi¢dzy odsetkiem
porazonych ptatkow a procentowym udzialem porazonych todyg. Odsetek niezainfekowanych
platkow i zdrowych todyg byt skorelowany z wielko$cig uzyskanego plonu nasion rzepaku.
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Abstract
The infection of winter oilseed rape plants by the fungus Sclerotinia sclerotiorum leads to
substantial seed yield losses. The aim of this study was to determine the correlation between
the percent of petals infected by S. sclerotiorum, percent of stems of oilseed rape with the symptoms
of sclerotinia stem rot and the seed yield. The studies were done over two vegetative seasons
(2009/2010 and 2010/2011) on the field of the National Research Institute of Animal Production,
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Experimental Station in Pawlowice, located in Great Poland region (central west of Poland). In the
autumn of 2009 each variety was sown on 0.57 whilst in the autumn of 2010 — on 0.8 ha. To our
knowledge it was a unique experiment of this type in Poland due to large area of individual plots.
Prior to the experiment the fields were checked for the content of phosphorous, potassium and
magnesium. The selected field fragments were of similar quality — they had intermediate to high
amounts of these elements and moderately acidic pH, suitable for the cultivation of oilseed rape. The
assessment was done using 21 cultivars of winter oilseed rape of various genetic background,
differing with plant shape and the way of pollination (populations and restored hybrids). In spring the
petals were collected from individual cultivars and their infection with S. sclerotiorum was evaluated
in vitro. The infection of oilseed rape plants was assessed before harvest. In both seasons a strong
correlation between the percentage of infected petals and percentage of infected stems was found. The
percentage of non-infected petals and healthy stem was correlated with the seed yield of oilseed rape.

Wstep

Zgnilizna twardzikowa jest jedng z najgrozniejszych chor6b rzepaku (Mrow-
czynski i in. 2008). Powodowana jest przez grzyb Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
de Bary. Patogen ten wystepuje powszechnie w Polsce (Frencel i in. 1991) i na
swiecie, ale szczegodlnie czesto jego obecnosc¢ jest stwierdzana w rejonach o duzym
udziale rzepaku w strukturze zasiewOw oraz na terenach o zwigckszonej wilgotnosci
(Paul 1988). W Australii straty plonu spowodowane wystepowaniem zgnilizny
twardzikowej szacuje si¢ $rednio na 60 milionow dolarow (Guihua 2003).
W Chinach stwierdzono, ze ponad 50% roslin rzepaku jest co roku porazonych
przez S. sclerotiorum, co powoduje $rednio 9% strat plonu (Hang 2008).

Porazenie roslin nastepuje w okresie kwitnienia. W tym czasie w owocnikach
zwanych apotecjami tworzone sg zarodniki grzyba, ktore przenoszone sg z wia-
trem, a nastgpnie osiadajg na ro§linach, w tym takze na ptatkach kwiatowych.
Po kwitnieniu ptatki opadaja na powierzchni¢ blaszek lisciowych, a takze zatrzy-
mujg si¢ w katach miedzy ogonkiem lisciowym a todyga. Zwilzenie powierzchni
lisci powoduje, iz ptatki przyklejaja sie do nich i dlugo pozostajg w danym
miejscu, czasami az do swojego petnego rozktadu. Wtedy grzybnia przerasta do
tkanek lisci i todyg (Purdy 1979).

Ograniczeniu choroby sprzyjaja metody agrotechniczne, stosowanie zabiegdw
fungicydowych (Jajor i in. 2008), a takze uprawa odmian o wigkszej odpornosci
(Bardin i Huang 2001, Rimmer i in. 2007). Podstawowa trudno$cia w walce
z patogenem jest brak znanych zrodet odpornosci, ktéore moglyby zosta¢ wykorzy-
stane w hodowli (Starzycka i Starzycki 1994). Stwierdzono natomiast zréznico-
wanie w obrebie S. sclerotiorum i dokonano podziatu na patotypy m.in. na podsta-
wie zdolnosci do wytwarzania mikotoksyn — kwasu szczawiowego (Starzycka i in.
2004). Wykazano, ze kultury, ktére wytwarzajg kwas szczawiowy, blokujacy pra-
widtowe przemiany wapnia Ca®* oraz magnezu Mg, tworza mniejsza liczbe
sklerocjow, ale sa bardziej agresywne (Noyes i Hancock 1981, Starzycka i in.
2002, Harel i in. 2005).
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Zdolno$¢ do wytwarzania kwasu szczawiowego zostala wykorzystana w ni-
niejszych badaniach. Kwas ten powoduje obnizenie pH pozywki z dodatkiem
indykatora kwasowosci, co sygnalizowane jest zmiang jej barwy. Pozwala to na
ustalenie nasilenia inokulum pierwotnego grzyba S. sclerotiorum.

Celem badan bylo okreslenie korelacji pomigdzy obfitoscig inokulum obec-
nego na ptatkach rzepaku, nasileniem zgnilizny twardzikowej oraz plonem nasion
rzepaku.

Material i metody

Do$wiadczenie polowe prowadzono przez dwa kolejne sezony: 2009/2010
oraz 2010/2011 na polach Zaktadu Doswiadczalnego Instytutu Zootechniki — PIB
w Pawtowicach koto Leszna. Jesienia 2009 roku kazdg z odmian wysiano na polu
produkcyjnym o powierzchni 0,57 ha, natomiast jesienig 2010 roku — 0,8 ha,
kazdorazowo podzielonych na trzy powtorzenia. Do§wiadczenia prowadzono me-
todg split block.

Do badan wytypowano 15 odmian mieszancowych (DK Example F1, DK
Exqusite F1, Extend F1, Nelson F1, NK Octans F1, NK Petrol F1, PR45D03 F1,
PR45D0O4 F1, PR45DO5 F1, PR46W14 F1, PR46W15 F1, PR46W20 FI1,
PR46W31 F1, SY Kolumb F1, Toccata F1) oraz 6 odmian populacyjnych
(Californium, Casoar, Castille, Catana, Katabatic, Osprey). Odmiany pochodzity
z czterech firm hodowlanych lub dystrybucyjnych: Maisadour, Monsanto, Pioneer
Hi-Bred i Syngenta Seeds.

W celu okreslenia zasobnosci gleby, odczynu pH i zasobno$ci w makro-
i mikroelementy probki gleby pobrano przy pomocy prébnika glebowego z war-
stwy 0-20 cm wedtug metodyki opisanej w pracy Brachaczka i in. (2012).

Kwiatostany roslin rzepaku pobierano 3 maja 2010 roku i 4 maja 2011 roku.
Po 500 ptatkow zebranych losowo z kazdej odmiany wyktadano na pozywke
selekcyjng zawierajacg indykator kwasowosci. Sktad pozywki i sposdb prze-
prowadzenia testu beda przedmiotem zastrzezenia patentowego. Ocen¢ porazenia
ptatkéw dokonywano na podstawie zmiany zabarwienia pozywki po uptywie
trzech, a nastgpnie pigciu dni. Hodowlg kontynuowano przez kolejne 14 dni az do
wytworzenia sklerocjow na pozywce. Kolonie S. sclerotiorum sukcesywnie prze-
noszono na pozywke PDA, w celu potwierdzenia wstepnej identyfikacji gatunko-
wej patogena.

Obserwacje zdrowotnosci roslin rzepaku i porazenia zgnilizng twardzikowa
wykonano przed zbiorem rzepaku (6 lipca 2010 r. i 7 lipca 2011 r.). Oceniano
po 500 ro$lin z kazdej odmiany, posuwajac si¢ zygzakiem po poletkach i losowo
wybierajac rosliny do oceny. Zastosowano dziesieciostopniowa skale bonitacyjna
(0-9), w ktorej kryterium oceny stanowita rozleglos¢ objawow na powierzchni
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lodygi i ogdlna kondycja rosliny. Rosliny bez objawdéw chorobowych oznaczano
jako ,,0”, a wzrastajgcy stopien porazenia okreslano kolejnymi liczbami, az do ,,9”
— rosliny catkowicie porazonej, o zahamowanym wzroscie, z todyga przerosnigta
grzybnig patogena, pozbawiong tuszczyn.

Przy pomocy programu statystycznego Statistica ver. 10 (StatSoft, Inc., Tulsa,
USA), wykonano analize wariancji dla do$wiadczen dwuczynnikowych. Szcze-
gotowe wyniki statystycznie istotnych roéznic pomigdzy obiektami badawczymi
potwierdzano testem Tukeya. Wyniki uznawano za statystycznie istotne, jesli
réznice wystepowaty na poziomie istotnosci o <0,05. Wspotczynniki korelacji
obliczono dla $rednich wartosci danej cechy dla okre$lonej odmiany.

Wyniki

Badane odmiany roznity si¢ pod wzgledem procentu porazenia platkow przez
S. sclerotiorum (tab. 1). Latem 2010 roku najmniejszy $redni odsetek zainfeko-
wanych ptatkow (4%) stwierdzono u odmiany populacyjnej Castille, ktora byta
takze w tym sezonie odmiang, U ktorej stwierdzono najmniej objawow zgnilizny
twardzikowej na todygach (tab. 2). Najwigkszy odsetek zainfekowanych ptatkow,
wynoszacy 61,87%, zaobserwowano u trzech odmian mieszancowych (PR45D04,
Extend, SY Kolumb) oraz u odmiany populacyjnej Catana. U odmian Catana
i PR45D04 F1 obserwowano takze najwigkszy procentowy udzial porazonych
ro$lin (33,9%). Stwierdzono bardzo silng korelacje migdzy porazeniem ptatkow
a roslin rzepaku (warto$¢ wspodtczynnika korelacji Pearsona wynosita 0,95 przy
a<0,01).

Plon nasion rzepaku zebrany z odmian uprawianych w sezonie 2009/2010
wynosit srednio 40,39 dt/ha, a w kolejnym sezonie byt nizszy o 11,9 dt/ha. Latem
2010 roku najmniej plonujacag odmiang byta SY Kolumb F1. U tej samej odmiany
stwierdzono najwickszy udziat porazonych ptatkéw rzepaku przez S. sclerotiorum.
W sezonie 2010/2011 plon ponizej 20 dt/ha uzyskano u odmiany Castille, ktora
byta jedng z najbardziej wrazliwych na zgnilizne twardzikowg. W obu sezonach
badawczych najwyzszy plon uzyskano u odmiany PR46W15 F1 (tab. 3). W 2010
roku odsetek porazonych roslin rzepaku odmiany PR46W 15 wynosit zaledwie 6%,
a rok pozniej obserwowano 5% ro$lin z objawami zgnilizny twardzikowej. W sezonie
2009/2010 warto$¢ wspotczynnika korelacji pomiedzy procentowym udziatem
zdrowych ro$lin a wielko$cig plonu wynosita 0,73 1 byla istotna na poziomie
a=0,01, aw 2011 roku byta nizsza i wynosita 0,54 (a = 0,02).
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Tabela 1
Porazenie platkéw rzepaku ozimego grzybem Sclerotinia sclerotiorum latem 2010 i 2011
na polu Zakladu Doswiadczalnego Instytutu Zootechniki — PIB w Pawlowicach koto
Leszna — Infection of winter oilseed rape petals by Sclerotinia sclerotiorum in the summer
of 2010 and 2011 in the field of Experimental Station National Research Institute of Animal
Production in Pawltowice near Leszno

Lato 2010 Lato 2011
Summer 2010 Summer 2011
Odmiana poraZen'ie pia'tk(')w odmiana poraZen'ie pia'tk(')w
Cultivar petal infection cultivar petal infection
[%] [%]

Castille 3,99 a PR46W15 F1 11,98 b
DK Exquiste F1 11,98 b PR46W31 F1 26,95 e
PR46W15 F1 11,98 b DK Example F1 31,94 ef
PR46W14 F1 17,96 bc Catana 38,92 gh
PR46W20 F1 19,96 cd PR45D05 F1 39,92 gh
PR46W31 F1 25,95 de PR46W14 F1 39,92 gh
Katabatic 27,94 e NK Octans F1 42,91 hi
NK Petrol F1 31,94 ef Californium 47,90 ij
PR45D03 F1 31,94 ef PR46W20 F1 47,90 ij
PR45D05 F1 35,93 fg PR45D03 F1 52,89 jk
Californium 37,92 fgh Extend F1 54,89 ki
NK Octans F1 37,92 fgh Nelson F1 54,89 ki
DK Example F1 41,92 ghi NK Petrol F1 54,89 ki
Osprey 55,89 kim SY Kolumb F1 55,89 kim
Nelson F1 57,88 kim Katabatic 56,88 kim
Casoar 59,88 Im PR45D04 F1 56,88 kim
Toccata F1 59,88 Im Toccata F1 56,88 kim
Catana 61,87 mn DK Exquiste F1 58,88 kim
Extend F1 61,87 mn Osprey 59,88 Im
PR45D04 F1 61,87 mn Casoar 67,86 no
SY Kolumb F1 61,87 mn Castille 68,86 0

Réznymi literami oznaczono statystycznie istotne zrdznicowanie porazenia ptatkdw posz-
czegblnych odmian rzepaku (o <0,05) — Different letters show statistically significant
differences between the infection of petals (o <0.05)
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Tabela 2
Procent ro$lin rzepaku ozimego z objawami zgnilizny twardzikowej latem 2010 i 2011 na
polu Zaktadu Dos$wiadczalnego Instytutu Zootechniki — PIB w Pawlowicach koto Leszna
The percentage of winter oilseed rape plants with Sclerotinia stem rot symptoms in the
summer of 2010 and 2011 in the field of Experimental Station National Research Institute
of Animal Production in Pawlowice near Leszno

Lato 2010 Lato 2011
Summer 2010 Summer 2011
Odmiana poraiepie ro's'lin odmiana poraZepie roiélin
Cultivar plant infection cultivar plant infection
[%] [%]

Castille 2,00 a PR46W15 F1 4,99 b
DK Exquiste F1 599 b PR46W31 F1 11,98 de
PR46W15 F1 599 b DK Example F1 13,97 efg
PR46W14 F1 8,98 ¢c PR45D05 F1 14,97 fgh
PR46W20 F1 10,98 cd PR46W14 F1 14,97 fgh
PR46W31 F1 12,97 def Catana 15,97 ghi
Katabatic 15,97 ghi NK Octans F1 15,97 ghi
NK Octans F1 19,96 klm PR46W20 F1 16,97 hij
PR45D05 F1 19,96 klm NK Petrol F1 17,96 ijk
Californium 20,96 Im Katabatic 18,96 jkI
DK Example F1 21,96 m Nelson F1 18,96 jkI
NK Petrol F1 21,96 m Toccata F1 18,96 jkI
Casoar 2495n Californium 19,96 klm
PR45D03 F1 2595n Extend F1 19,96 klm
Osprey 2894 0 PR45D03 F1 19,96 kim
Nelson F1 29,94 op DK Exquiste F1 20,96 Im
Toccata F1 29,94 op SY Kolumb F1 20,96 Im
SY Kolumb F1 31,94 pr Osprey 21,96 m
Extend F1 3293r PR45D04 F1 2196 m
Catana 33,93 r Casoar 25,95 n
PR45D04 F1 3393r Castille 2595n

Réznymi literami oznaczono statystycznie istotne zréznicowanie pomiedzy procentowym
udziatlem ro$lin z objawami zgnilizny twardzikowej u badanych odmian (o <0,05) —
Different letters show statistically significant differences between the percent of oilseed
rape plants (o <0.05) infected with Sclerotinia stem rot
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Tabela 3
Plon nasion przy 9% wilgotno$ci, uzyskany na polu Zaktadu Doswiadczalnego Instytutu
Zootechniki — PIB w Pawtowicach koto Leszna w 2010 i 2011 roku — The seed yield
at 9% humidity, obtained in the field of Experimental Station National Research Institute
of Animal Production in Pawlowice near Leszno before harvest in 2010 and 2011

Lato 2010 Lato 2011
Summer 2010 Summer 2011
0, 1 dc1 0, 1 dc
odmiara | P iy | oM P et humidiy)

[a/ha] [a/ha]
SY Kolumb F1 35,60 k Castille 18,86 a
Katabatic 36,27 ki Casoar 22,23 b
PR45D04 F1 37,17 Im Californium 2321b
Catana 37,19 Imn Katabatic 2521c
Toccata F1 37,79 mno Nelson F1 27,21d
Nelson F1 37,83 mno Osprey 27,37d
Osprey 38,31 mnop DK Example F1 27,66 de
DK Example F1 38,34 nop PR44W22 F1 28,07 de
PR45D03 F1 38,67 op PR46W14 F1 28,15 de
NK Octans F1 39,10 pr NK Octans F1 28,26 de
NK Petrol F1 39,16 pr Catana 28,59 ef
PR45D05 F1 39,99 rs NK Petrol F1 28,68 ef
Extend F1 40,71 st Extend F1 29,74 fg
PR46W31 F1 41,31 tu DK Exquiste F1 30,68 gh
Casoar 41,75 tuv SY Kolumb F1 30,88 gh
DK Exquiste F1 42,05 uvw PR45D03 F1 31,16 hi
Californium 42,91 vwx Toccata F1 31,20 hi
PR44W22 F1 43,15 wx PR46W31 F1 31,31 hi
Castille 43,71 x PR45D04 F1 32,15
PR46W14 F1 47,89y PR45DO05 F1 33,48 j
PR46W15 F1 49,24 z PR46W15 F1 34,25 j

Réznymi literami oznaczono statystycznie istotnie zrdznicowanie srednich wielko$ci plonu
nasion poszczeg6lnych odmian (o < 0,05) — Different letters show statistically significant
differeneces between the cultivars (o <0.05)
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Dyskusja

Testy ptatkowe zastosowane w niniejszych badaniach wykorzystujg zdolnosé
grzyba S. sclerotiorum do wytwarzania kwasu szczawiowego. Dzigki temu po
wylozeniu na pozywke selekcyjng mozna bardzo szybko przekona¢ sie, czy ptatek
rzepaku jest pokryty zarodnikami lub przerosniety grzybnia. Grzybnia S. sclero-
tiorum moze bardzo szybko przerosngé powierzchnie pozywki i wydzieli¢ do niej
niektore produkty swojego metabolizmu. Kwas szczawiowy powoduje obnizenie
pH pozywki, co sygnalizowane jest poprzez zmiang jej barwy.

Turkington i inni (1991) postulowali, ze porazenie ptatkdéw wynoszace
ponizej 45% powoduje porazenie roslin wynoszace do 20%. W przypadku odno-
towania 45-90% ptatkéw zainfekowanych przez S. sclerotiorum prognozowany
procent porazonych todyg to 20-40%, a gdyby obecnos¢ zarodnikow czy grzybni
stwierdzono na 90% ptatkéw, mogtoby to spowodowac porazenie wigcej niz 40%
ro$lin. W niniejszych badaniach stwierdzono podobng zalezno$¢. Porazenie plat-
kow ponizej 45% powodowato porazenie todyg roslin rzepaku wynoszace $rednio
okoto 15%, a gdy odsetek ptatkéw z inokulum S. sclerotiorum wynosit powyzej
45%, udziat zainfekowanych todyg wzrastat, osiggajac w przypadku niektorych
odmian az 33,9%.

W latach sprzyjajacych rozwojowi grzyba na plantacjach wzrasta nasilenie
choroby, co bezposrednio wptywa na obnizenie plonu nasion (Sansford 1995).
W niniejszej pracy odsetek niezainfekowanych ptatkéw i zdrowych todyg byt
statystycznie istotnie skorelowany z wielko$cig uzyskanego plonu (0,54-0,67) dla
a<0,01

Nie sg znane geny odpornosci rzepaku na grzyb S. sclerotiorum. Uwaza sig,
ze mechanizm odpornosci rzepaku na zgnilizne twardzikowa jest zwigzany z akty-
wacjg wielu rownocze$nie wlaczonych Sciezek metabolicznych (Fu i in. 2007).
W niniejszej pracy nie stwierdzono silnej kolelacji pomigdzy porazeniem ptatkow
w obu latach (0,31), a takze pomigdzy odsetkiem ro$lin z objawami zgnilizny
twardzikowej w badanych sezonach (0,26). Taki rezultat prawdopodobnie wynika
z odmiennych warunkow atmosferycznych panujacych w danym sezonie badaw-
czym. Sugeruje on takze, ze W trakcie jednego sezonu nie mozna jednoznacznie
oceni¢ wrazliwosci danej odmiany na zgnilizng twardzikowg. Monitorowanie
obecnosci inokulum na platkach rzepaku, prowadzone za pomoca testow opisanych
W niniejszej pracy, moze by¢ narzedziem wspierajacym rolnikow w podejmowaniu
decyzji o ochronie danej odmiany przed zgnilizng twardzikowa. W Niemczech
takim narzgdziem jest model ScleroPro, ktory uwgledniajac temperature powietrza,
wilgotno$¢ wzgledna, opady i nastonecznienie wyznacza optymalny termin apli-
kacji fungicydu przeciwko S. sclerotiorum (Koch i in. 2007).

Pomimo bardzo destrukcyjnego wptywu grzyba S. sclerotiorum na wielko$¢
plonu nasion rzepaku oraz silnego przeksztatcania sktadu pierwiastkoéw zawartych
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w porazonej stomie (dane niecopublikowane), wlasciwos$ci mechaniczne stomy rze-
pakowej nie ulegajg drastycznemu pogorszeniu (Paukszta i in. 2012). Fragmenty
todyg rzepaku silnie porazonych grzybem S. sclerotiorum moga z powodzeniem
stuzy¢ do uzyskiwania kompozytéw polimerowych z dodatkiem lignocelulozowym
otrzymanym ze zmielonych i pozbawionych migkiszu resztek pozniwnych, pocho-
dzacych z pol rzepaku. Jednakze w odniesieniu do plonu i jako$ci nasion grzyb
S. sclerotiorum ma dziatanie zdecydowanie negatywne.

Whioski

Zastosowanie testu ptatkowego pozwalato na wskazanie odmian stabiej pora-
zonych grzybem S. sclerotiorum. Wykazano, iz testy ptatkowe mozna stosowaé przy
podejmowaniu decyzji o ochronie rzepaku przed zgnilizng twardzikowa. Stwierdzono
wystepowanie korelacji pomi¢dzy porazeniem platkow a porazeniem lodyg rzepaku
oraz negatywne wspotczynniki korelacji tych cech z plonem nasion rzepaku.
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