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Summary

The maltose and mineral media for isolation of Gaeumannomyces graminis from
roots were assessed. The differences in numbers of obtained isolates were found de-
pending on the medium used and sampling date. Easier identification of pathogen was
possible employing maltose medium. The fungi from genus Fusarium occurring on
winter wheat leaf sheaths were identified by mycological analysis and PCR, while the
fungus Pseudocercosporella herpotrichoides was detected by PCR and ELISA me-
thods. PCR and ELISA methods enabled to detect pathogens also in periods before the
disease symptoms on plants occurred.
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WSTEP

Identyfikacji patogenéw nekrotroficznych zboz dokonuje si¢ na podstawie ob-
jawow chorobowych na roslinie oraz morfologii czystych kultur, uzyskanych z pora-
zonych tkanek, na odpowiednich pozywkach. Jednakze metody te nastr¢czaja duze
trudno$ci, bowiem w przypadku infekcji mieszanych czgsto niemozliwa jest izolacja
gatunku o wolniejszym wzroscie. Szczeg6lnie szybko rosnace na pozywkach gatunki
z rodzaju Fusarium czgsto zupetnie zarastaja wolnorozwijajace si¢ gatunki z rodzajow
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Gaumannomyces 1 Pseudocercosporella. Dochodzi wowczas do nieprawidlowych
identyfikacji przyczyny choroby. Stosuje si¢ wowczas podtoza selektywne, szczegol-
nie przydatne do izolacji Gaumannomyces graminis (Tivoli, 1976). Opracowano
rowniez metody identyfikacji tych patogendéw z wykorzystaniem testu ELISA i technik
molekularnych (Bardsley iin.,, 1998; Kendall iin., 1998).

W prezentowanej pracy dokonano oceny metod diagnozowania chorob korzeni
i pochwy lisciowej pszenicy ozimej tj. klasycznej analizy mykologicznej oraz technik
ELISA i PCR.

MATERIAL I METODY

Badania nad wystgpowaniem grzybow chorobotworczych na pszenicy ozimej
uprawianej w systemach ekologicznym, integrowanym, konwencjonalnym i monokul-
turze, przeprowadzono w latach 2001-2003 (Solarska 1iin., 2003). Zdrowotnos¢ ro-
$lin okreslano kazdego roku jesienia i po przezimowaniu. Pobieranie materiatu ro$lin-
nego przeprowadzano w sposob podany przez Mroéz i in. (1990). Rosliny z nekrozami
korzeni i pochew liSciowych przeznaczano do analizy mykologicznej. Material roslin-
ny plukano w biezacej wodzie w celu usunigcia zanieczyszczen, a nastgpnie korzenie
odkazano przez 15 sekund w 0,002% alkoholowym roztworze HgCL, (Tivoli, 1976),
a pochwg lisciowa przez 1 minutg w 50% etanolu i na taki sam czas zanurzano w 0,1%
roztworze sublimatu. Po odkazeniu analizowany materiat plukano trzykrotnie po 3 mi-
nuty w sterylnej wodzie destylowane;j. Potcentymetrowe fragmenty korzeni wyktadano
na kazda szalke z pozywkami mineralng i maltozowa (Lacicowa i Filipowicz,
1972; Tivoli, 1976; Machowicz-Stefaniak, 2002), natomiast fragmenty
pochwy lisciowej wyktadano tylko na pozywke mineralna. Na 1 szalkg wyktadano po
6 fragmentow tkanek roslinnych. Wyosobnione grzyby przeszczepiano na pozywke
glukozowo-ziemniaczang i oznaczano postugujac si¢ kluczami i monografiami poda-
nymi przez Solarska (1996).

Ponadto do wykrywania grzyboéw z rodzaju Fusarium zastosowano konwen-
cjonalny test PCR ze specyficznymi starterami typu SCAR, a w przypadku Pseudo-
cercosporella herpotrichoides test ELISA 1 PCR. W tym celu z kazdego pola repre-
zentujacego oddzielny system uprawy pszenicy pobrano losowo po 30 roslin w celu
przygotowania prob zbiorczych tj. jednej w przypadku testu PCR i trzech w przypadku
testu ELISA. Rosliny pszenicy znajdowaly si¢ w fazie krzewienia. Z kazdej rosliny
usuwano korzenie oraz gorna czgs¢ todygi, a uzyskane fragmenty tkanki roslinnej
o dtugosci okoto 5 cm obejmujace podstawe pedu przecinano wzdhuz i jedna czes¢ kaz-
dego fragmentu pedu przeznaczano do izolacji DNA wedlug procedury podanej przez
Solarska i Grudzinska (2002), a druga do testu ELISA przeprowadzonego
zgodnie z zaleceniami podanymi przez producenta zestawu do wykrywania Pseudocer-
cosporella herpotrichoides (firma ADGEN).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Po 4 do 7 dniach od wylozenia materiatu roslinnego na pozywke maltozowa
1 przetrzymywania szalek w temperaturze 22°C wyro6zniato si¢ fatwo wyroste wokot
fragmentow korzeni kolonie Gaeumannomyces graminis. Kolonie tego grzyba cha-
rakteryzowatly si¢ wodnisto-biatym lub szarym zabarwieniem grzybni i jej pierzastym
brzegiem. Natomiast na pozywce mineralnej kolonie grzyba tworzyty zwarta grzybnig
powietrzng o barwie biatej. Podobne kolonie w poczatkowym okresie wzrostu tworzy-
ly tez inne gatunki grzybow na tej pozywce stad wstepne zakwalifikowanie izolatéw do
gatunku Gaeumannomyces graminis byto mozliwe dopiero podczas oceny makrosko-
powej grzybow wzrastajacych na skosach. Najliczniej wyosabniano patogena wiosna
na pozywce maltozowej. Jesienig natomiast uzyskiwano ogotem mniej izolatow, przy
czym wigcej na pozywce mineralnej, niz na maltozowej (tab. 1). Uzyskane wyniki
potwierdzaja opinie innych autordéw, ze efektywna izolacja Gaeumannomyces grami-
nis jest mozliwa w przypadku zastosowania odpowiedniego odkazania korzeni oraz
podioza (Tivoli, 1976).

Tabela 1
Wystepowanie Gaeumannomyces graminis na korzeniach pszenicy ozimej w latach 2001-2003
Table 1
The occurrence of Gaeumannomyces graminis on winter wheat roots in 2001-2003
Systemy produkcji
Systems of production
Ekologiczny Integrowany Konwencjonalny Monokultura
501{ Ecological Integrated Conventional Monoculture
ear
Wiosna Jesien Wiosna Jesien Wiosna Jesien Wiosna Jesien
Spring Autumn Spring Autumn Spring Autumn Spring Autumn
a* | b* | a b a b a b a b a b a b a b
2001 | O | 23| 6 0 2 6 2 0 2 7 1 2 50 | 21 1
2002 | 4 [ 11| O 0 0 4 0 0 0 0 0 0 [21]62] 0 0
2003 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Razem\ gyl g o2 w2 o271 |2]a]m2|a|1
Total

a* pozywka mineralna; mineral medium
b* pozywka maltozowa; maltose medium

W wyniku przeprowadzonej analizy mykologicznej pochew lisciowych wykazu-
jacych objawy chorobowe uzyskano tacznie 29 izolatow grzybow z rodzaju Fusarium
w latach 2002-2003. Byty to gatunki: Fusarium poae wyizolowany z ro$lin wzrastaja-
cych w monokulturze w 2002 roku, Fusarium avenaceum wyosobniony z roslin wzra-
stajacych w systemie ekologicznym i monokulturze w 2003 roku i Fusarium gramine-
arum wyizolowany z roslin wzrastajacych w monokulturze w 2003 roku (tab. 2). Nato-
miast w kazdym roku wykrywano w ro$linach grzyby z rodzaju Fusarium za pomoca
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testu PCR. Przy uzyciu tego testu nie wykrywano w okresie badan jedynie Fusarium
culmorum. We wszystkich sezonach i systemach wykrywano w ro$linach obecnos¢
gatunku Fusarium poae. Grzyb Fusarium avenaceum wykrywano w roslinach wszyst-
kich systemow w latach 2002 i 2003, a nie stwierdzano obecnosci tego grzyba w ro$li-
nach w 2001 roku. Fusarium graminearum wykryto tylko w roslinach wzrastajacych
w systemie ekologicznym w 2001 roku. Microdochium nivale wykrywano co roku
w roslinach wzrastajacych w systemie integrowanym, a w 2002 roku rowniez w syste-
mie konwencjonalnym i monokulturze i w 2003 w systemie ekologicznym i monokul-
turze (tab. 2). Poréwnanie identyfikacji grzybow z rodzaju Fusarium i Microdochium
nivale za pomoca konwencjonalnej analizy mykologicznej i testu PCR wskazuje na
przewage metody PCR. Dokonujac takiego poréwnania przy wykorzystaniu réznych
podiozy do izolacji grzyboéw z rodzaju Fusarium ustalono, ze w przypadku niekto-
rych podtozy wykrywalnos¢ grzybow z tego rodzaju jest porownywalna z testem PCR
(Schiitze iin., 1997).

Tabela 2
Grzyby z rodzaju Fusarium wystgpujace na pochwie liSciowej pszenicy ozimej wiosng
w latach 2001-2003 identyfikowane za pomoca dwoch metod diagnostycznych

Table 2
The fungi from genus Fusarium occurring on winter wheat leaf sheath in spring
2001-2003 identified by two diagnostic methods

Systemy produkeji - Systems of production
Rok Gatunek grzyba ekologiqzny iqtegrowany konwencjpnalny monokultura
Year Fungus species organic integrated conventional monoculture
“myectan | PR [mpeol an| PR [myeol an] "R | mycal an] PR
Fusarium avenaceum - - - -
Fusarium culmorum - - - -
2001 | Fusarium graminearum + - - -
Fusarium poae + + + +
Microdochium nivale - + - -
Fusarium avenaceum + + + +
Fusarium culmorum - - - -
2002 | Fusarium graminearum - - - -
Fusarium poae + + + +
Microdochium nivale - + + 4 +
Fusarium avenaceum 4 + + + 16 +
Fusarium culmorum - - - -
2003 | Fusarium graminearum - - - 5 -
Fusarium poae + + + +
Microdochium nivale + + - +

(+) pozytywny wynik reakcji PCR - positive PCR signal
() negatywny wynik reakcji PCR - negatiive PCR signal
* analiza mykologiczna - mycological analysis
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Porownanie wystgpowania Pseudocercosporella herpotrichoides na pochwie
lisSciowej za pomoca dwoch metod diagnostycznych tj. PCR i ELISA wskazuje na
lepsza przydatno$¢ testu ELISA w ocenie porazenia roslin przez tego patogena. Za
pomoca testu PCR wykryto obecno$¢ grzyba w roslinach tylko w 2001 roku (tab. 3).
Stwierdzone réznice w lokalizacji produktow PCR po amplifikacji DNA otrzymane-
g0 z pszenicy ozimej w stosunku do kontrolnego produktu PCR $wiadcza o zmien-
no$ci genetycznej izolatow grzyba w obrebie tego samego patotypu (Nicholson
i Rezanoor, 1994). Negatywne wyniki reakcji PCR uzyskane w latach 2002-2003,
pomimo ze w tescie ELISA otrzymywano wysokie wartosci ekstynkcji, mozna wyja-
$ni¢ duza zmiennoS$cia genetyczng grzyba powodujaca w efekcie brak komplementar-
nosci pomigdzy sekwencja matrycy, a uzytymi starterami. Ponadto za pomoca testu
ELISA jest mozliwe iloSciowe oznaczenie patogena w roslinach. Najstabsze porazenie
ro$lin przez P. herpotrichides odnotowano w 2001, a najsilniejsze w 2003 roku (tab. 3).
Duza czuto$¢ metody pozwala stwierdzi¢ obecnos¢ grzyba jeszcze przed pojawieniem
si¢ zewngtrznych objawow choroby tj. w okresie krzewienia si¢ pszenicy a co za tym
idzie umozliwia zastosowanie racjonalnego programu ochrony.

Tabela 3
Wystepowanie Pseudocercosporella herpotrichoides
na pochwie lisciowej pszenicy ozimej w latach 2001-2003

Table 3
The occurrence of Pseudocercosporella herpotrichoides
on winter wheat leaf sheath in 2001-2003

Systemy produkcji
Systems of production

5 ok Ekologiczny Integrowany Konwencjonalny Monokultura

car Ecological Integrated Conventional Monoculture
PCR ELISA* PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA
2001 + 0,1604 + 0,0171 + 0,0107 + 0,1209
2002 - 0,5302 - 0,7840 - 0,3515 - 0,7640
2003 - 1,8683 - 1,9426 - 1,5291 - 1,5291

(+) — pozytywny wynik reakcji PCR; positive PCR signal
(-) — negatywny wynik reakcji PCR; negatiive PCR signal
* $rednia warto$¢ ekstynkcji; mean value of absorbance
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Streszczenie

Badano przydatnos¢ podtozy maltozowego i mineralnego do izolacji Gaeuman-
nomyces graminis z korzeni pszenicy ozimej. Stwierdzono réznice w liczebnosci uzy-
skanych izolatéw w zaleznosci od zastosowanego podtoza i terminu pobierania mate-
riatu ros§linnego. Latwiejsza identyfikacja patogena byla mozliwa po zastosowaniu po-
zywki maltozowej. Grzyby z rodzaju Fusarium wystgpujace na pochwach lisciowych
pszenicy ozimej identyfikowano za pomoca analizy mykologicznej i PCR, natomiast
grzyb Pseudocercosporella herpotrichoides byt wykrywany przy uzyciu metod PCR
i ELISA. Technika PCR i test ELISA umozliwity wykrycie patogenéw w porazonych
roslinach przed wystapieniem widocznych objawdw chorobowych.
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