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Test grzybniowy do oceny odpornosci siewek
rzepaku ozimego w stadium A na porazenie przez
Phoma lingam

Sucha zgnilizna roslin kapustnych Leptospheria maculans (Desm), stadium koni-
dialne Phoma lingam (Tode) Desm. jest jedna z najgrozniejszych choréb wystepuja-
cych na rzepaku ozimym Brassica napus L. Istnieje duza potrzeba prowadzenia badan
w zakresie hodowli odpornosciowej na tego patogena. Jako gtéwne kryterium pato-
genicznosci Phoma lingam przyjmuje si¢ agresywnoS¢ wyizolowanych patotypow
(Koch, Badawy 1989). Patogenicznos¢ suchej zgnilizny roslin krzyzowych jest opi-
sana przez wielu autoréw (Delwich, Williams 1979; Badaway, Hoppe 1989; Barbetti
1975, 1976, Bonman, Delwich, Gabrielson 1984; Hammond-Kim, Lewis 1987,
Hanacziwskyj, Drysdalale 1984; Custis, Xu Xiao Hua, Willtam 1984).

Prowadzone badania w IHAR - Poznan zmierzaly do zoptymalizowania testu
opartego na zakazeniu korzeni siewek za pomoca pozywki przerosnigtej grzybnia.
Proponowana metoda pozwolita na przeselekcjonowanie odpornosci na Phoma lin-
gam znacznej liczby (ok. 40 tys.) siewek rzepaku ozimego w stadium A.

Materialy i metody

Do badaf uZyto nasiona rzepaku ozimego pochodzace z hodowli poznanskie;j.
Przetestowano takze odmiany B. napus: Mar, Polo, Leo i BOH-1491. W pracy
wykorzystano 6 agresywnych patotypéw Phoma lingam znajdujacych si¢ w kolekcji
patogenéw IHAR — Poznan (Starzycki, Starzycka 1992).

Metoda grzybniowa . o
Zasada prowadzenia testu grzybniowego byla przedstawiona w publikacji pt.

"Testowanie rzepaku ozimego na Phoma lingam stosujac do mo!(ulacji grzylznic;
patogena" (1991). Metodg t¢ ulepszono, co pozwala na testowanie rownoczesnie

wiekszej ilosci ro§lin w stadium A.
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Do prowadzenia testu stosowano nastgpujacy zestaw pozywek:
— pozywke BS —do kietkowania nasion,
— pozywke¢ V8 — do rozwoju grzybni patogena.

Stosowana pozywka B5 wg Gamborga, zawierata tylko makro- i mikroelementy
(zelazo w formie chelatowej). Po 4-krotnym rozcieficzeniu jej woda destylowang
utwardzano j3 za pomoca dodatku 1,1% agaru (Agar Agar SER VA high gel-stren gth).
Tak przygotowang pozywkg sterylizowano w kuchence mikrofalowej przez 10 minut
(600 W/11).

Pozywka V8 zawierata 80 ml soku pomidorowego na 1 litr wody destylowane;j i
byta utwardzana dodatkiem 1,5% agaru.

Pozywkg BS rozlewano na 90 szalek Petriego po 44 ml na kazda szalke, rowniez
pozywke V8 rozlano na szalki w tej same;j iloSci.

Sterylizacja nasion

Nasiona przesiewano przez sito celem wybrania frakcji o wyréwnanej $rednicy i
sterylizowano w 96% etanolu przez 3 minuty. Nastepnie ptukano je 3-krotnie steryli-
zowang wodga destylowang i suszono na bibule. W utwardzonej pozywce B5 znajdu-
jacej si¢ w pojedyniczej szalce Petriego wycinano 50 kanatéw o $rednicy 3 mm, w
ktorych umieszczano wysterylizowane nasiona rzepaku. W ciagu 4 dni siewki osia-
gaty stadium A.
Przygotowanie patotypow Phoma lingam

Po pobraniu z kolekcji 6 agresywnych patotypéw Phoma lingam (Starzycki,
Starzycka 1992) rozmnazano je na pozywce V8. Po kilku dniach, kiedy strzepki
grzyba przerosty pozywke, wycinano z kazdej paski o powierzchni 5 cmz, ktdre
umieszczano w strzykawce o pojemnosci 20 ml i wyciskano w celu rozdrobnienia
grzybni i doktadnego jej wymieszania. Nastepnie na szalki z V8 nanoszono tak
sporzadzone inokulum, ktére powodowato przerastanie catej powierzchni pozywki
strzgpkami grzybni w ciagu 4 dni. Na 4-dniowa kultur¢ Phoma lingam naktadano
pozywke B5 z siewkami rzepaku w stadium A. Po 10 dniach dokonywano oceny
odpornosci poszczegdlnych roslinek obserwujac porazenie hypokotyla. Roslinki z
najmniejszymi oznakami porazenia po odci¢ciu cz¢sci korzeniowej umieszczano w
kulturze hydroponicznej w celu powtdrnego ukorzenienia.

Test hydroponiczny z mykotoksynami Phoma lingam.

W kolbie o pojemnosci 1 litra z ptynna pozywka V8 umieszczano krazek agarowy
przerosSni¢ty 5-dniowa grzybnia agresywnej formy P. lingam. Kultur¢ prowadzono w
warunkach pokojowych z jednogodzinnym wytrzasaniem w ciggu doby. Po 30dniach,
kiedy powstajace w ptynnej pozywce mykotoksyny wstrzymaty rozwdj grzybni
patogena, sterylng strzykawka pobierano klarowny ptyn, wolny od strz¢pek grzyba i
rozlewano go na ptytki Petriego. W tak przygotowanym roztworze inokulum umiesz-
czano hypokotyle ro§linek wyselekcjonowanych metodg grzybniowa, tak odpornych
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jak i nieodpornych. Po 7 dniach obserwowano normalny rozwéj odpornych roslin
rzepaku. Na formach nieodpornych poczatkowo hypokotyle, a nastepnie liscienie
ulegaly odbarwieniu i maceracji. Metoda ta zostata opracowana w IHAR — Poznan
(niepublikowane). W celu potwierdzenia wynikéw testu grzybniowego wybrane
rosliny rzepaku poddano réwniez badaniom za pomoca testu Williams’a (Delwiche,
Williams 1979).

Wyniki

Przeprowadzono udany eksperyment stosujac do inokulacji korzeni rzepaku ozi-
mego mieszaning agresywnych patotypow i poréwnano efekt po inokulacji z pojedyn-
Czym agresywnym patotypem.

Po zastosowaniu do obliczen testu t-Studenta stwierdzono istotne zréZnicowanie
w przebiegu infekcji pomigdzy pojedynczym patotypem uzytym do inokulacji, a
mieszaning wybranych agresywnych patotypéw. Mieszanina patotypéw Phoma lin-
gam powodowala silniejsze porazenie roslin (tabela 1). Aby potwierdzi¢ wigksza
odpornos¢ roslin rzepaku w stadium A na Phoma lingam testowanych metoda grzyb-
niowa, testowano je powtdrnie testem hydroponicznym (tabela 2) uzyskujac wysoko
zgodne wyniki i testem Williams‘a (tabela 3).

Tabela 1. Poréwnanie udziahu odpornych roslin oznaczanych metoda grzybniowa u trzech
odmian rzepaku ozimego, po inokulacji mieszaning 6 agresywnych patotypéw Plioma lingam
(a) oraz agresywnym patotypem nr 17 (b)

Odmiana Leo Polo Mar

a b a b a b
Liczba ro$lin obserwowanych 1500 1500 1500 1500 1500 1500
Liczba roslin odpornych 24 74 33 91 41 157

a — mieszanina patolypéw, b — patotyp nr 17.

Tabela 2. Wyniki testu hydroponicznego z mykotoksynami P. lingam — tt.zst potwierdzajacy
odpornos¢ siewek rzepaku ozimego wybranych na podstawic testu grzybniowego.

Siewki odporne Siewki nieodporne
Liczba ros§lin obserwowanych 15 30
Liczba ro$lin odpornych 15 0
Liczba ro$lin nieodpornych 0 30
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Tabela 3. Wyniki badania odporno$ci na Phoma lingam za pomoca testu Williams‘a na
ro§linach odpornych i nicodpornych wyselekcjonowanych za pomoca testu grzybniowego

Rosliny odporne Rosliny nieodporne

Nr rosliny Porazenie w skali 1-9  Nrrosliny Porazenie w skali 1-9
1 3,3,3,3 1 4,4,5,5
2 3,3,3,3 2 6,4,6,5
3 3,3,43 3 6,6,6,6
4 3,2,3,2 4 6,6,7,7
5 4,4,2,3 5 9,9,9,9
6 3,3,4,4 6 4,4,6,4
7 55,4,3 7 6,6,4,6
8 2,3,5,2 8 5117
9 4,3 9 6,6,4,4

10 2,2, 2,2 10 2,3,4,4

11 2,2,2,2 11 7,7,4,3

12 4,4 12 7,7,2,2

13 4,4, 4,4 13 3,353

14 5; 5;3;:3 14 5,5,4,4

15 3,3,2,2 15 2,2,3,3

1 — rosliny zdrowe, 9 — ros§liny maksymalnic porazone.

Whioski

— Metoda grzybniowa pozwala na przetestowanie duzej ilosci roslin rzepaku w
stadium A.

— Uzyskano duza zgodno$¢ wynikéw testu grzybniowego z wynikami testu Wil-
liams*“a i testu hydroponicznego z mykotoksynami Phoma lingam.

— Stwierdzono w tescie grzybniowym istotnie silniejsze porazenie hypokotyli przy
zastosowaniu mieszaniny patotypdw (tab. 1).
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The mycelium test for evaluation of resistance of young
winter rapeseed plants in A-stage
to Phoma lingam

Sumrnary

The former work revealed differences in pathogenity among pathotypes of Phoma
lingam (Tode) Desm. The presented test is conducted on young germ-free plants
grown on agar medium in closely contact with fresh mycelium of the pathogen. After
2 weeks necrosis on hypokotyls and death of sensitve plants are observc.*d. A gr.eat
advantage of this method is the possibility to use the most resis‘tanl plants in breedu'lg
programmes. It is possible by cutting the part of palhogeq-lr?’.e. hypoc_:otyl and l.[S
regeneration in hydroponic culture. There were obscrved significant dlfferences in
infection by single agressive pathotype and the mixture of several agressive pathoty-
pes. The mixture caused much stronger infection of plants. This test. is conformable
to Williams test and to hydroponic test made on solution of mycotoxins.



