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Zgnilizna twardzikowa powodowana przez
grzyb Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
jest jedna z grozniejszych chordb wielu gatun-
kow roglin uprawnych, w tym rzepaku. Patogen
ten corocznie powoduje znaczne obnizenie plonu
nasion, dlatego bardzo wazne jest poznanie jego
agresywnosci, wyrazonej migdzy innymi zdol-
noscia do wytwarzania kwasu szczawiowego.
W przeprowadzonych badaniach przy pomocy
wysoko sprawnej chromatografii cieczowej
HPLC stwierdzono duzy polimorfizm grzyba
S. sclerotiorum pod wzgledem tej cechy (steze-
nia kwasu szczawiowego w przesaczu po 3 ty-
godniach hodowli grzyba wynosity od 0,44 mM
do 3,18 mM).

rzepak ozimy, kwas szczawiowy, izolaty Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

winter rape, oxalic acid, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary isolates

Stem rot caused by Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary fungus is one of the most serious
diseases of many crops, including oilseed rape.
Since the pathogen causes major decrease of seed
yield it is important to study the aggressiveness
of its isolates which corresponds to their ability
to produce oxalic acid. In this study we have
used high performance liquid chromatography
(HPLC) to study the production of this
compound by S. sclerotiorum strains of different
origin. There were 0.44 mM to 3.18 mM
concentrations of oxalic acid detected in the
culture filtrates of the tested isolates after 3
weeks of the fungus growth.

Wstep

Grzyb Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary poraza corocznie wiele

gatunkéw roslin uprawnych, w tym rzepak, oraz r6zne gatunki chwastéw (Kim,
Diers 2000; Dickson, Petzoldt 1994). Literatura dotyczaca zagadnien zwigzanych
ze zgnilizna twardzikowa rzepaku jest bardzo obszerna zaréwno w kraju, jak
i za granica (Starzycka, Starzycki 1994; Philips, Raymer 1995; Turner, Hardwick
1995; Davies 1995; Hu 1995; Luth, Eiben 1995). W latach sprzyjajacych dla
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rozwoju grzyba nasilenie choroby na plantacjach wzrasta, co bezposrednio wptywa
na obnizenie plonu nasion (Sansford 1995). Dlatego bardzo wazne jest poznanie
jego agresywnosci, wyrazonej migdzy innymi zdolnoscia do wytwarzania kwasu
szczawiowego. Patotypy grzyba uznane za bardziej agresywne charakteryzuja sie
znacznie wiekszymi mozliwosciami produkcji tej mikotoksyny. W celu poznania
patotypdw pod wzgledem tej cechy, przeanalizowano polskie i chinskie izolaty
S. sclerotiorum. Badania wykonano wspélnie w dwoch pracowniach: Pracowni
Metod Hodowli Odpornosciowej IHAR w Poznaniu oraz Pracowni Odpornos-
ciowej IGR PAN.

Materialy i metody

Do badan polimorfizmu grzyba S. sclerotiorum wykorzystano szesnascie
izolatdbw pochodzacych z Chin oraz szes¢ z Polski. Otrzymane sklerocja byty
wyizolowane z rzepaku — 13 izolatbw oznaczonych: 2-Ch, 3-Ch, 4-Ch, 5-Ch,
6-Ch, 7-Ch, 8-Ch, 9-Ch, 10-Ch, 11-Ch, 12-Ch, 13-Ch, 14-Ch; ze stonecznika
— 2 izolaty oznaczone: 1-Ch, 16-Ch oraz z szatwi — 1 izolat oznaczony 15-Ch.
Polskie patotypy zostaty wyizolowane tylko z rzepaku — 6 izolatéw oznaczonych:
1-M, 2-M, 3-P, 5-M, 10-M, 15-B. Wycigte skalpelem skrawki pozywki wielkosci
1 cm? z grzybnia S. sclerotiorum poszczegdlnych patotypéw, oczyszczonych przez
reinokulacje (Starzycka, Starzycki 2001), wktadano do kolb Erlenmayera (100 ml)
zawierajacych pltynna pozywke Czapek-Dox (50 ml) z dodatkiem ekstraktu
drozdzowego (2 g/l). Kultury grzyba hodowano w warunkach laboratoryjnych
w temperaturze ok. 24°C oraz 12-godzinnym fotoperiodzie przez trzy tygodnie.
Po wyznaczonym czasie grzybni¢ oddzielono od ptynéw hodowlanych przy
pomocy bibuty filtracyjnej. W celu sprawdzenia czystosci prowadzonych kultur
S. sclerotiorum pobierano z nich mate (ok. 1 mm) skrawki grzyba i naktadano je na
pozywke PDA. Oddzielona od filtratu grzybnig¢ suszono 6 godzin w komorze
z laminarnym przeptywem powietrza. Proces ten prowadzono w temperaturze
24-25°C. Po wysuszeniu, kazda prébe zwazono i przeliczono stezenie produko-
wanego przez grzyb kwasu szczawiowego na 0,050 g powietrznie suchej grzybni.

Kwas szczawiowy z ptynéw pohodowlanych wyodrebniano z ptynnych
pozywek na drodze ekstrakcji w fazie statej (SPE) na kolumienkach anionitowych.
Probke przesaczu (10 ml) nanoszono na kolumienke SPE (anionit SAX 50 mg,
Alltech, UK), kolumienkg przemywano H,O (7 ml) i anion szczawianowy
wymywano 1 ml 0,5 M (NH4)HCO;.

Analize HPLC prowadzono na instrumencie Beckman Gold wyposazonym
w autosampler oraz detektor diodowy (DAD). Prébke otrzymana powyzej
podanym sposobem (20 pl) nanoszono na kolumne Supelcogel H 250 x 4,6 mm
(Supelco, USA) i wymywano 0,1% wodnym roztworem Hz;PO,. Chromatogramy
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rejestrowano przy dtugosci fali 210 nm. Zawartos¢ kwasu szczawiowego wyli-
czano na podstawie krzywej kalibracyjnej uzyskanej wedtug powyzszej procedury
dla roztworéw tego zwiazku o znanych stezeniach. Stezenie zawartego w prébach
kwasu szczawiowego podano w milimolach [mM].

Wyniki

Wartosci stezenia kwasu szczawiowego wytwarzanego przez rozne izolaty
S. sclerotiorum po trzech tygodniach hodowli przedstawiono w tabeli 1. Stwier-
dzono duze zréznicowanie analizowanych patotypéw pod wzgledem badanej
cechy. Patotypy 1-Ch (ze stonecznika) i 3-Ch (z rzepaku), charakteryzowaty sie
najwyzszymi zdolnosciami produkcji tego zwiazku. Najmniejsze zdolnosci posia-
daty patotypy 5-M, 8-Ch i 14-Ch (wszystkie z rzepaku).

Najwieksza mase suchej grzybni, swiadczaca réwnoczesnie o silnym wzroscie
grzyba S. sclerotiorum, odnotowano u patotypéw 4-Ch i 1-M (z rzepaku) oraz
15-Ch (z szatwi). Najnizsza masg wysuszonej grzybni zaobserwowano u patoty-
pow 2-M, 10-M i 11-Ch (wszystkie z rzepaku). Srednia wartos¢ masy wysuszonej
grzybni analizowanych patotypéw S. sclerotiorum wynosita 0,052 g.

Wyliczono takze ilos¢ kwasu szczawiowego wytworzonego przez grzyb na
0,050 g wysuszonej grzybni (tab. 1). U niektérych préb masa wysuszonej grzybni
znacznie odbiegata od $redniej, co znalazto odzwierciedlenie w zréznicowaniu
wzglednych ilosci wytwarzanego kwasu szczawiowego. Niektdre izolaty charakte-
ryzowaty si¢ zmniejszonym (4-Ch, 1-M i 15-Ch) lub zwigkszonym (2-M, 10-M
i 11-Ch) poziomem wzglednym wytwarzania kwasu szczawiowego.

W przeprowadzonych badaniach (tab. 1) nie stwierdzono korelacji pomigdzy
masa grzybni uzyskanej po trzech tygodniach hodowli (to znaczy bujnoscia jej
wzrostu) a zdolnoscia poszczegélnych patotypdéw do produkcji kwasu szczawio-
wego, groznej dla wielu gatunkéw roslin mikotoksyny.

Dyskusja

Badania zdolnosci wytwarzania kwasu szczawiowego u réznych patotypow
S. sclerotiorum maja na celu wskazanie, ktdre z nich charakteryzuja sie najwyzsza
agresywnoscia. Na podstawie obserwacji porazenia odcietych todyg rzepaku
ozimego pojedynczej linii uzytej do oczyszczenia grzyba (Starzycka, Starzycki
2001) zaohserwowano, ze patotypy pochodzace z innych niz B. napus gatunkow
roslin gospodarzy sa zdolne takze do infekowania tego gatunku. Spostrzezenie
to potwierdza juz dawno odkryte zdolnosci tego patogena, ktdry zaliczany jest
w poczet bardzo groznych polifagéw (Judith i in. 2000). W ciagu 4 dni po
zaszczepieniu todyg rzepaku w warunkach laboratoryjnych, plamy infekcyjne na
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wszystkich todygach osiagaty dtugos$¢ 3 cm i ich wielkosé¢ nie byta zr6znicowana.
Tak wiec powyzsza metoda okazata si¢ mato przydatna do badania polimorfizmu
izolatow. Przerastajace na zewnatrz todyg strzepki S. sclerotiorum uzyto do zasz-
czepienia agarowej pozywki PDA, a nastepnie do inokulacji ptynnej pozywki
Czapek-Dox z ekstraktem drozdzowym, do ktorej w czasie prowadzenia hodowli
przenikat kwas szczawiowy. W pracy nie przeprowadzono badan poréwnawczych
ilosci wytwarzanego kwasu szczawiowego na pozywkach i na roslinach rzepaku.
Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono duza zmiennos¢ pomiedzy
bujnoscia wzrostowa grzybni a jej zdolnosciami do produkcji mikotoksyny (tab. 1
—poz.1,2,3,5,11).

Tabela 1
Stezenie kwasu szczawiowego wytwarzanego przez rézne izolaty Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary po 3 tygodniach hodowli — Concentration of oxalic acid produced
by different isolates of S. sclerotiorum (Lib.) de Bary after 3 weeks of culture
Masa wysu- Stezenie kwasu szcza- llos¢ kwasu szczawiowego
Lp. 1z0lat szonej grzybni wiowego w po_iywce wytworzonego na 0,0_50 g grzybni
NoO Isolate Mass of dry Oxa_llc a_\ud _ Amount of oxalic acid pr'oduced
mycelium concentration in medium per 0.050 g of mycelium
[9] [mM] [mg/50 mg]
1 1-Ch 0,044 3,18 6,50
2 3-Ch 0,049 2,00 3.67
3 4-Ch 0,082 1,68 1,84
4 6-Ch 0,058 1,41 2,19
5 1-M 0,074 0,97 1,18
6 2-Ch 0,042 0,95 2,04
7 11-Ch 0,035 0,90 2,31
8 7-Ch 0,045 0,78 1,56
9 9-Ch 0,059 0,77 1,17
10 2-M 0,034 0,75 1,98
11 3-P 0,057 0,73 1,15
12 10-M 0,030 0,73 2,19
13 15-B 0,040 0,72 1,62
14 15-Ch 0,083 0,70 0,76
15 12-Ch 0,056 0,60 0,96
16 5-Ch 0,039 0,57 1,32
17 10-Ch 0,051 0,57 1,00
18 13-Ch 0,058 0,56 0,87
19 16-Ch 0,058 0,55 0,85
20 5-M 0,043 0,48 1,00
21 8-Ch 0,049 0,47 0,86
22 14-Ch 0,058 0,44 0,68
Srednia masa
wysuszonej grzybni 0,052
Mean mass
of dry mycelium




Zroznicowanie polskich i chinskich izolatéw ... 389

Whioski

e Wszystkie patotypy S. sclerotiorum badane metoda HPLC posiadaty zdolnos¢
wytwarzania kwasu szczawiowego.

e lzolaty S. sclerotiorum pochodzace z roéznych kontynentéw oraz réznych
gatunkéw wytwarzaty rézne ilosci kwasu szczawiowego.

Conclusions

e  All the pathotypes of S. sclerotiorum studied using HPLC method were able
to produce oxalic acid

e The S. sclerotiorum isolates coming from different continents and different
host plants revealed a wide diversity in their ability to produce oxalic acid.
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