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Badania zdolnosci tworzenia apotecjow grzyba
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary prze-
prowadzono w dwdch cyklach w okresie trzech
lat. W pierwszym cyklu w badaniach wyko-
rzystano 14 patotypéw S. sclerotiorum pocho-
dzacych z roznych cze$ci Europy. Kultury
grzyba hodowano in vitro na pozywce PDA
w czterech kombinacjach temperaturowo-swietl-
nych przez okres siedmiu miesiecy. Po tym okresie
stwierdzono, ze apotecja liczniej powstawaty w
warunkach braku dostgpu $wiatta. W drugim
cyklu uzyto 22 patotypéw S. sclerotiorum po-
chodzacych z Polski i Chin. Kultury grzyba
hodowano takze w warunkach in vitro, rdwniez
w czterech kombinacjach temperaturowo-swietl-
nych przez okres dziewigciu miesiecy. Lacznie
w drugim cyklu otrzymano ok. 1100 apotecjow
u réznych patotypéw S. sclerotiorum. Stwier-
dzono, ze najlepszymi stymulatorami powsta-
wania apotecjow byty ciemnos¢ i chtéd.

(Lib.) de Bary

rzepak, Brassica napus, zgnilizna twardzikowa, Sclerotinia sclerotiorum, rozwgj

oilseed rape, Brassica napus, stem rot, Sclerotinia sclerotiorum, in vitro apothecium

Investigation on the capacity of Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary apothecia formation
was conducted during three years in two cycles.
14 pathotypes of S. sclerotiorum originating
from different parts of Europe were used in the first
cycle. Fungus cultures had been grown on PDA
medium in four light/temperature combinations
for seven months. During the observation period
it was observed that apothecia more often
came into being in darkness. 22 pathotypes of
S. sclerotiorum originating from Poland and
China were tested in the second cycle. Fungus
cultures had been grown on PDA medium in
four light/temperature combinations for nine
months in the 2-nd experimental cycle. Over
1100 apothecia of different pathotypes of
S. sclerotiorum were received altogether. The
investigation showed that the best conditions for
apothecia formation were darkness and cooling.

Wstep

Wigkszos¢ metod inokulacji grzybem S. sclerotiorum stosowanych w celu

stwierdzenia odpornosci lub jej braku u rzepaku, oparta jest na obserwacji plam
infekcyjnych na todygach roslin wywotanych przez strzepki sprawcy. Inokulum
najczesciej stanowia przerosniete grzybnia patogena odpowiednio preparowane



652 Eligia Starzycka ...

ziarniaki zbéz (Starzycka i Starzycki 1997) aplikowane na rosline lub doglebowo
(CETIOM 1990, Weber 2002). Inne metody oparte sa na obserwacji zamierania
blaszki lisciowej pod wptywem kwasu szczawiowego — naturalnie wystepujacej
u S. sclerotiorum mikotoksyny (Freyssinet i in. 1995). W literaturze mozna spotka¢
takze doniesienia, w ktérych inokulum stanowity agarowe krazki przerosniete
grzybnia patogena, a odpornos¢ roslin oceniana byta na podstawie szybkosci
i rozwoju wielkosci plam infekcyjnych powstatych na lisciach. Opracowan
dotyczacych wykorzystania zarodnikdéw workowych otrzymywanych w warunkach
in vitro z przeznaczeniem do inokulacji rzepaku nie znaleziono. Z punktu widzenia
hodowli odpornosciowej wazna jest znajomos¢ polimorfizmu réznych patotypoéw
S. sclerotiorum wyrazona miedzy innymi zdolnoscia do tworzenia kwasu szcza-
wiowego (Starzycka i in. 2002), szybkoscia przerastania i opanowywania roslin
gospodarzy oraz syntetycznych pozywek, zdolnos¢ do tworzenia apotecjéw przez
rozne patotypy, a takze polimorfizm DNA grzyba, ktdrego w tej pracy nie
analizowano. Po wstepnie zaobserwowanym zjawisku powstawania apotecjow na
sklerocjach w warunkach laboratoryjnych, prébowano wytworzy¢ takie warunki
fizyczne, ktore pozwolityby na ich optymalne otrzymywanie. W przysztosci,
nastepnym, bardzo waznym zagadnieniem bedzie opracowanie parametrow pozwa-
lajacych na otrzymanie duzej ilosci zarodnikow workowych.

Materialy i metody

Badania zdolnosci tworzenia apotecjow grzyba przeprowadzono w dwdch
cyklach w okresie trzech lat. Kazdy z patotypdw zaszczepiono na trzy plytki
Petriego z pozywka PDA (Potato Dextrose Agar). W pierwszym cyklu pilota-
zowym w badaniach wykorzystano 14 patotypéw S. sclerotiorum pochodzacych
z réznych miejsc Polski oraz Europy. Izolaty te oznaczone byty nastepujacymi
symbolami: S.s.-1, S.s.-2 (pochodzenie — Matyszyn), S.s.-3 (izolat otrzymany
z grzybni, pochodzenie — Poznan), S.s.-3 (izolat otrzymany z fragmentéw
apotecjow, pochodzenie — Poznan), S.s.-4, S.s.-5, S.s.-6, S.s.-7, S.s.-8, S.s.-10
(pochodzenie — Matyszyn), S.s.-329 (pochodzenie — Stowacja), S.s.-110,
S.s.-115 (pochodzenie — Wegry), S.s.-05 (izolat otrzymany z Rothamsted — UK).

Kultury grzyba hodowano siedem miesiecy w r6znych kombinacjach tempe-
raturowo-swietlnych w okresie od sierpnia 2000 do lutego 2001 roku.

Poczatkowe warunki hodowli grzyba S. sclerotiorum byty nastepujace:

I Pokdj hodowlany, temperatura 18°C, ciemnosé;

Il Fitotron, temperatura ok. 1°C, ciemnos¢;

Il Fitotron, temperatura ok. 1°C, $wiatto — 12 h/12 h;

IV Naturalny termoperiod (warunki polowe), temperatura minimalna —15°C,
maksymalna 8°C, ciemnosc¢.
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Po siedmiu miesiacach na ptytkach Petriego liczono powstajace apotecja
(suma apotecjow z 3 ptytek).

W drugim cyklu uzyto 22 patotypy S. sclerotiorum pochodzace z Polski i Chin.
Izolaty te oznaczone byty nastepujacymi symbolami: S.s.-1, S.s.-2 (Matyszyn),
S.s.-3 (izolat wyszczepiony z grzybni, Poznan), S.s.-5, S.s.-10 (Matyszyn), S.s.-15
(Borowo), 1Ch — 16 Ch (izolaty z Chin).

Kultury grzyba hodowano takze w warunkach in vitro (kazdy izolat zaszcze-
piono na 4 ptytki z pozywka PDA), w czterech kombinacjach temperaturowo-
swietlnych przez okres dziewieciu miesiecy:
| Pokdj hodowlany, temperatura 16°C, ciemnosé;

Il Pokdj hodowlany, temperatura 16°C, kultury wystawione na $wiatto — 12 h
fotoperiod;

Il Laboratorium, temperatura okoto 22°C, $wiatto — 12 h;

IV Warunki komory chtodniczej, temperatura 5°C, ciemnos¢.

Pierwsze liczenie owocnikdw przeprowadzono 3 tygodnie przed uptywem dzie-
wieciu miesiecy. Po uptywie dziewieciu miesiecy na ptytkach Petriego z patogenem
S. sclerotiorum powtérnie liczono powstate owocniki (suma apotecjow z 4 ptytek).

Poziom istotnosci dla poszczegdlnych kombinaciji wyliczono testem t-Studenta.

Wyniki

Wyniki przedstawiono w formie tabel i fotografii, na ktorej utrwalono obraz
powstajacych w warunkach in vitro apotecjow grzyba S. sclerotiorum.

Fot. 1. Apotecja grzyba S. sclerotiorum otrzymane w warunkach in vitro — Apothecia of fungus
S. sclerotiorum received in in vitro conditions
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Tabela 1
Tworzenie w warunkach in vitro grzybni, sklerocjow i apotecjow przez r6zne polskie
i europejskie patotypy grzyba S. sclerotiorum w zaleznosci od warunkéw hodowli
In vitro formation of mycelium, sclerotia and apothecia by different pathotypes of fungus
S. sclerotiorum depending on initial growing conditions

Warunki hodowli S. sclerotiorum — Growing conditions for S. sclerotiorum
Patotyp | —18°C I—1°C I —1°c \Y;
Pathotype ciemnos¢ ciemnosé $wiatto warunki polowe
darkness darkness light field conditions
S.s.-1 (Matyszyn) 2 apotecja, 1 apotecjum, sklerocja sklerocja
sklerocja sklerocja
S.s.-2 (Matyszyn) sklerocja grzybnia, sklerocja | sklerocja, grzybnia grzybnia
S.s.-3 (Poznan) sklerocja, sklerocja 1 apotecjum, sklerocja
z grzybni grzybnia sklerocja,
from mycelium grzybnia
S.s.-3 (Poznan) 1 apotecjum, sklerocja sklerocja sklerocja
z apotecjow sklerocja
from apothecia
S.s-4 (Matyszyn) grzybnia grzybnia grzybnia grzybnia,
sklerocja
S.s.-5 (Matyszyn) 14 apotecjow*, sklerocja sklerocja sklerocja
sklerocja
S.s.-6 (Matyszyn) grzybnia grzybnia grzybnia, sklerocja grzybnia
S.s.-7 (Matyszyn) sklerocja sklerocja sklerocja sklerocja
S.s.-8 (Matyszyn) sklerocja sklerocja, grzybnia grzybnia sklerocja
S.s.-10 (Matyszyn) sklerocja 17 apotecjow, |grzybnia, sklerocja| 1 apotecjum,
sklerocja, grzybnia sklerocja
S.s.-329 (Stowacja) sklerocja sklerocja sklerocja sklerocja
S.s.-110 (Wegry) sklerocja sklerocja sklerocja, grzybnia sklerocja
S.s.-115 (Wegry) sklerocja sklerocja sklerocja sklerocja
S.s.-05 grzybnia sklerocja, grzybnia grzybnia grzybnia
(Rothamsted, UK)

* Liczba powstatych owocnikéw — The number of arised apothecia
Tendencja do tworzenia sklerocjéw lub grzybni przez poszczegolne patotypy
Individual pathotypes tendency to mycelium and sclerotia arising

Zaobserwowano, ze apotecja czgsciej powstawaty w warunkach braku dostepu

Swiatta.
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Tabela 2

Tworzenie w warunkach in vitro grzybni, sklerocjow i apotecjow przez r6zne polskie
i chinskie patotypy grzyba S. sclerotiorum w zaleznosci od warunkéw hodowli
In vitro formation of mycelium, sclerotia and apothecia by different Polish and Chinese
pathotypes of fungus S. sclerotiorum depending on initial growing conditions

Warunki hodowli S. sclerotiorum — Growing conditions for S. sclerotiorum

Patotyp | —16°C Il —16°C I — 22°C IV —5°C
Pathotype ciemnosé $wiatto $wiatlo ciemnos¢
darkness light light darkness
S.s.-1 (Matyszyn) grzybnia grzybnia grzybnia sklerocja, grzybnia
S.s.-2 (Matyszyn) grzybnia, 4 apotecja, grzybnia, |pierwsze liczenie — 44
sklerocja grzybnia, sklerocja |drugie liczenie
sklerocja — ok. 150 apotecjow,
grzybnia, sklerocja
S.s.-3 (Poznan) grzybnia, grzybnia, grzybnia, |pierwsze liczenie — 32
sklerocja sklerocja sklerocja |drugie liczenie
— ok. 300 apotecjow,
grzybnia, sklerocja
S.s.-5 (Matyszyn) 10 apotecjow, grzybnia, grzybnia, 25 apotecjow
grzybnia, sklerocja sklerocja sklerocja grzybnia, sklerocja
S.s.-10 (Matyszyn) grzybnia, grzybnia, grzybnia, grzybnia, sklerocja
sklerocja sklerocja sklerocja
S.s.-15 (Borowo) grzybnia, grzybnia, grzybnia, grzybnia, sklerocja
sklerocja sklerocja sklerocja
1Ch (Chiny) grzybnia, grzybnia, grzybnia, 15 apotecjow,
sklerocja sklerocja sklerocja grzybnia, sklerocja
2Ch (Chiny) 19 apotecjow, grzybnia, grzybnia, ok. 50 apotecjow,
grzybnia, sklerocja sklerocja sklerocja grzybnia, sklerocja
3Ch (Chiny) 10 apotecjow, grzybnia, grzybnia, grzybnia, sklerocja
grzybnia, sklerocja sklerocja sklerocja
4Ch (Chiny) pierwsze liczenie — 31 18 apotecjow, grzybnia, 10 apotecjow,
drugie liczenie — 210 grzybnia, sklerocja sklerocja
apotecjow, sklerocja,
grzybnia, sklerocja
5Ch (Chiny) grzybnia, grzybnia, sklerocja | grzybnia, grzybnia,
sklerocja sklerocja sklerocja
6Ch (Chiny) grzybnia, grzybnia, sklerocja | grzybnia, 2 apotecja,
sklerocja sklerocja grzybnia, sklerocja
7Ch (Chiny) grzybnia, pierwsze liczenie— 10| grzybnia, 24 apotecja,
sklerocja drugie liczenie — 26 sklerocja grzybnia, sklerocja

apotecjow,

grzybnia, sklerocja
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8Ch (Chiny) grzybnia, grzybnia, grzybnia, grzybnia,
sklerocja sklerocja sklerocja sklerocja
9Ch (Chiny) grzybnia, 10 apotecjow, grzybnia, grzybnia,
sklerocja grzybnia, sklerocja | sklerocja sklerocja
10Ch (Chiny) 32 apotecja, grzybnia, sklerocja | grzybnia, 32 apotecja,
grzybnia, sklerocja sklerocja grzybnia, sklerocja
11Ch (Chiny) pierwsze liczenie — 20 23 apotecja, grzybnia, 8 apotecjow,
drugie liczenie — 130 | grzybnia, sklerocja | sklerocja grzybnia, sklerocja
apotecjow,
grzybnia, sklerocja
12Ch (Chiny) grzybnia, 5 apotecjow grzybnia, grzybnia,
sklerocja grzybnia, sklerocja sklerocja sklerocja
13Ch (Chiny) grzybnia, grzybnia, grzybnia, grzybnia,
sklerocja sklerocja sklerocja sklerocja
14Ch (Chiny) grzybnia, grzybnia, grzybnia, grzybnia,
sklerocja sklerocja sklerocja sklerocja
15Ch (Chiny) grzybnia, grzybnia, grzybnia, grzybnia,
sklerocja sklerocja sklerocja sklerocja
16Ch (Chiny) grzybnia, grzybnia, grzybnia, 4 apotecja,
sklerocja sklerocja sklerocja grzybnia, sklerocja

Poziom istotnosci test t-Studenta
Kombinacjal z Il 0,0482*
Kombinacja l z IV 0,0401*
Kombinacja Il z IV 0,0021**

Objasnienia jak w tabeli 1 — Explanations as in Table 1

Lacznie po dziewigciu miesiacach hodowli in vitro otrzymano okoto 1100
apotecjow z rdznych patotypdw S. sclerotiorum i stwierdzono, ze najlepszymi
stymulatorami powstawania apotecjow sa: ciemnos¢ (podobnie jak w pierwszym
cyklu badawczym) i chtod.

Dyskusja

Zarodniki workowe grzyba Sclerotinia sclerotiorum sa gtéwna przyczyna
infekcji roslin w warunkach naturalnych. Tak wigc otrzymywanie ich w warunkach
in vitro z przeznaczeniem do inokulacji moze dopoméc w selekcji form rzepaku
odpornych na zgnilizne twardzikowa.

W warunkach naturalnych najwigksze stezenie zarodnikéw workowych
obserwuje si¢ na przetomie maja i czerwca (Sansford 1995), a wigc w okresie,
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w ktérym rzepak znajduje sie w fazie petni kwitnienia. Przeprowadzone badania
pozwolity na stwierdzenie, ze synchronizacja powstawania apotecjoéw, a nastepnie
zarodnikéw workowych w warunkach in vitro (fot. 1) z odpowiednia faza rozwoju
roslin jest realnie mozliwa.

Do obliczen statystycznych dla otrzymanych wynikdw uzyto testu t-Studenta.
Réznice istotne otrzymano tylko dla liczby apotecjéw otrzymanych na poczatku
prowadzonych obserwacji, tj. 3 tygodnie przed koncem doswiadczenia. Pod koniec
eksperymentu wartosci te ulegty zmianie ze wzgledu na duza liczbe powstajacych
nowych owocnikdw.

Dyskusyjne sa wyniki otrzymane z kombinacji Il (tab. 2), w ktorej szalki
z grzybnia przetrzymywano na $wietle w umiarkowanej temperaturze. Prawdo-
podobnie ich rozbieznos¢ wynika z niezbyt precyzyjnego dotrzymania parametrow
fizycznych pod koniec hodowli patotypéw S. sclerotiorum. Ze wzgledu na koniecz-
nos¢ przeniesienia kultur do innego pomieszczenia, wszystkie ptytki umieszczono
w ciemnym i chtodnym (ok. 12°C) laboratorium. Podczas sprawdzania ich stanu,
przed przeniesieniem, nie stwierdzono zadnego apotecjum, jednak okres 10 dni
okazat si¢ wystarczajacy dla niektérych izolatbw do inicjacji ich powstawania,
a szok temperaturowo-swietlny zapewne byt tego przyczyna.

Podsumowanie

e W pierwszym pilotazowym cyklu badan, po siedmiomiesiecznym okresie
obserwacji stwierdzono, ze apotecja czesciej powstawaty w warunkach braku
dostepu swiatta.

e W drugim cyklu, po dziewieciu miesiacach hodowli sklerocjow in vitro otrzy-
mano okoto 1100 apotecjow z réznych patotypéw S. sclerotiorum. Potwier-
dzono, ze najlepszymi stymulatorami powstawania apotecjow sa: ciemnosé
(podobnie jak w pierwszym cyKklu) i obnizona temperatura (5-15°C).

Conclusions

e During the first cycle of experiments it was observed that apothecia more
often came into being in darkness.

e During the second cycle of in vitro growing of different pathotypes of
S. sclerotiorum over 1100 apothecia were formed. It was confirmed that
darkness and cooling (5-15°C) were the best conditions for apothecia
formation.
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