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Identification of some Fusarium species from selected crop seeds using traditional
method and BIO-PCR
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Summary

We identified a species level of the fungal cultures isolated from selected crop
seeds using traditional method and BIO-PCR. The use of BIO-PCR did not correspond
completely to the morphological analyses. Both methods showed increased infection
with F. poae in winter wheat seed sample originated from north Poland. Fungal culture
No 40 (isolated from faba bean and identified with traditional method as mixed culture
with F. culmorum and F. graminearum) did not produce expected product after PCR
reaction with species specific primers OPT18F,, OPTI18R,,) However, the use of ad-
ditional primers FcO1F, FcOIR allowed for reliable identification of F. culmorum in the

culture.

Key words: Fusarium spp., identyfikacja, BIO-PCR, SCAR

WSTEP I CEL PRACY

Grzyby z rodzaju Fusarium reprezentuja liczna grupg gatunkoéw stanowiacych
powazne zagrozenie dla roslin uprawnych na catym §wiecie. Patogeny te powoduja nie
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tylko obnizenie plonu roslin, ale i skazenia ptodow rolnych niebezpiecznymi dla ludzi
i zwierzat mikotoksynami (Leslie 1 in. 2001). W Polsce do najgrozniejszych patoge-
néw z rodzaju Fusarium zalicza sig: F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum,
F poae, F. oxysporumiF. solani(Kw a$na i in. 1991). Czgsto tradycyjna identyfikacja
poszczegodlnych gatunkow grzybdw z rodzaju Fusarium jest utrudniona ze wzgledu na
duza zmienno$¢ cech morfologicznych, zalezna od warunkéw hodowli oraz rézniacych
si¢ od siebie systemow klasyfikacji (O’ Donnell 1 Cigelnik 1997, O’ Don-
nell 1in.1998;Yoder i Christianson 1997;Leslie i in.2001). W zwiazku
z powyzszym szerokie zastosowanie w diagnostyce Fusarium spp. znalazty metody
oparte na reakcji tancuchowej polimerazy (PCR). Metody molekularne uwazane sa za
niezawodne, optacalne oraz wysoce czute i szybkie (Schilling i in. 1996, Paveley i in.
1997). Przy identyfikacji czynnikdéw chorobotworczych z nasion pewne trudnosci moga
przysparza¢ inhibitory reakcji PCR zanieczyszczajace matrycg (Paveley i in. 1997,
Stevens i in. 1997). Rozwiazaniem tego problemu moze by¢ zastosowanie metody
BIO-PCR. W metodzie tej nastgpuje amplifikacja w reakcji PCR DNA pochodzacego
z zywych komorek patogena. W metodzie BIO-PCR wyeliminowano prawdopodobien-
stwo wystgpowania falszywych wynikéw negatywnych oraz pozytywnych (Schaad
iin. 1997). Szczegdlne zastosowanie w identyfikacji grzybow z rodzaju Fusarium zna-
lazty markery SCARs (ang. Sequence Characterized Amplified Regions). W metodzie
SCARs zachodzi amplifikacja w reakcji PCR tylko jednego, okreslonego gatunkowo
fragmentu DNA patogena grzybowego. Obecnie wyzej wymienione markery zostaly
juz opracowane dla wigkszosci gatunkdéw z rodzaju Fusarium, waznych z gospodar-
czego punktu widzenia. Markery opracowano miedzy innymi dla: F. avenaceum (Tur -
ner iin. 1998), . culmorum (Schilling i in. 1996, Nicholson i in. 1998),
E graminearum (Schilling 1 in. 1996, Nicholson i in. 1998), F. poae (Parry
i Nicholson, 1996), F moniliforme 1 F. subglutinans (M dller 1 in. 1999),
F. sambucinum (Yoder i Christianson 1997) oraz F. oxysporum (Edel i in.
2000). Celem niniejszej pracy byta identyfikacja Fusarium avenaceum, Fusarium cul-
morum, Fusarium graminearum i Fusarium poae z nasion wybranych gatunkow ro$lin
uprawnych metoda tradycyjna i BIO-PCR.

MATERIAL I METODY

Ziarno pszenicy ozimej (odm. Korweta), pszenzyta ozimego (odm. Lamberto),
zyta (odm. Motto) oraz nasiona bobiku (odm. Tom) i grochu siewnego (odm. Rola)
uzyskano ze Stacji Doswiadczalnych Oceny Odmian (tab. 1), pochodzacych ze zbio-
réw okresu wegetacyjnego 2001 r. z pdl uprawnych poéinocnej, srodkowe;j i potudnio-
wej czesci Polski.
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Tabela 1
Odmiany i pochodzenie poszczegdlnych prob nasion
Table 1
Varieties and origin of seed samples
Polska
Poland
Odm1ana Poocna Srodkowa Potudniowa
Variety
Northern Central Southern
SDOO
Korweta Radostowo Koscielna Wie$ Przectaw
Lamberto Karzniczka Lubinicko Kochcice
Motto Ruska Wie$ Lubinicko Przectaw
Rola Radostowo Koscielna Wies Czestawice
Tom Radostowo Chrzastowo Przectaw

SDOO - Stacja Doswiadczalna Oceny Odmian

Przygotowanie préb

Ziarno pszenicy ozimej, pszenzyta ozimego, zyta oraz nasiona bobiku i gro-
chu siewnego (po 200 sztuk) odkazono poprzez moczenie przez 5 min w 1% H,O,.
Po gruntownym przeptukaniu w wodzie destylowanej ziarno i nasiona osuszono
i umieszczono na pozywce PDA z dodatkiem antybiotyku (Amikin). Inkubacja na-
stegpowata w temperaturze 22°C w cieplarce. Strzgpki grzybni charakterystyczne
dla grzybéw z rodzaju Fusarium natychmiast izolowano na osobne szalki Petriego
do dalszych analiz.

Identyfikacja grzybéw z rodzaju Fusarium
metodg oparta na cechach morfologicznych

Do celow tradycyjnej identyfikacji izolatéw, kultury grzybow przechowywa-
no w warunkach zmiennego (co 12 godz.) naswietlania UV i temperaturze 21-23°C.
Po pojawieniu si¢ stadium konidialnego grzybow nastapito ich oznaczenie metoda
mikroskopowa postugujac si¢ dostgpnymi pracami monograficznymi (Booth 1971,
Nelson i in. 1983, Kwas$na iin. 1991). Dodatkowo wykonano seri¢ zdjg¢ wy-
branych gatunkow grzyboéw pod mikroskopem skaningowym (JSM 5310 LW JEOL)
w Katedrze Fizjologii i Biotechnologii Roslin Wydziatu Biologii UWM w Olsztynie.
Preparaty uprzednio utrwalono w 2.5% aldehydzie glutarowym, odwodniono w etano-
lu, a nastgpnie suszono w punkcie krytycznym CO, (BAL-TEC CDP 030). Nastgpnie
preparaty napylono w napylarce jonowej (JSC 1200 JEOL). Zdjgcia wykonano przy
napigeiu 25 kV.
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Analizy BIO-PCR

Izolacja DNA grzybowego poprzez prazenie kultur grzybowych
w kuchence mikrofalowej (Ferreira i Glass 1996)

Izolacje DNA przeprowadzono zmodyfikowana metoda prazenia kultur grzybo-
wych w kuchence mikrofalowej (Ferreira i Glass 1996). Modyfikacja metody
polegata na tym, ze DNA do analiz wyizolowano z grzybni, a nie z zarodnikoéw ko-
nidialnych jak w oryginalnej pracy. Grzybnig pobrano z pozywki za pomoca skalpe-
la, przeniesiono do probowek Eppendorfa (1,5 ml) i wysuszono. Nastgpnie osuszo-
na grzybni¢ poddano napromieniowaniu o mocy 1000 W w kuchence mikrofalowej
(Samsung) przez 10 minut. Do materialu dodano 100 ul buforu TE, wymieszano na
worteksie 1 zwirowano przez 5 minut w 14000 r.p m. w wiréwce Eppendorf. Superna-
tant (DNA rozpuszczone w buforze TE) przeniesiono do sterylnej probowki, po czym
przystapiono do reakcji PCR.

Reakcja PCR

W badaniach uzyto zestawu MasterAmp Tfl DNA Polymerase (Epicentre Tech-
nologies). Reakcjg PCR przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler gradient (Ep-
pendorf) w objetosci 25 pl. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzity:

-9,5u —H)0,
— 1,25 ul — MasterAmp Tfl 20X PCR Buffer (4 mM (NH,),SO,, pH 9,0, 10 mM
Tris-HCI),

—4ul —MgCL(2mM),

—3ul  —MasterAmp 10X PCR Enhancer,

—0,2 ul —dNTP Mix (200 uM dla kazdego z nukleotydow),
—1ul  —fprimer (0,4 uM),

—1ul  —rprimer (0,4 uM),

—0,2 ul —MasterAmp Tfl DNA Potymerase (0,2 U),

—5ul  —DNA (10 -100 ng)

Charakterystyke primerow zastosowanych w badaniach oraz warunki reakcji
PCR przedstawiono w tabeli nr 2. Kazda z reakcji PCR powtorzono trzykrotnie.
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Elektroforeza i wizualizacja produktu reakcji PCR w §wietle UV

Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR nastapit w 1,5% zelu aga-
rozowym z dodatkiem bromku etydyny zanurzonym w buforze TBE w polu elek-
trycznym pod napigciem 60V przez 1,5 godz. Wizualizacja produktow po reakcji
PCR na zelu agarozowym nastapita na transilluminatorze (Fotodyne) w $§wietle UV.
Wielkos¢ produktéw reakcji PCR oceniono poréwnujac do markera M100-1000
(rys. 1). Obraz zarchiwizowano za pomoca programu Gel Pro (Fotodyne).

M 100 - 1000

1000 p2
900 pz
00 pz
T00 pz
GO0 pz
&00 p2
400 pz
300 pz

200 pz

100 pz

Rys. 1 Wzorzec masowy M 100-1000

Fig. 1 Molecular weight marker

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Tradycyjna metoda identyfikacji grzybow z rodzaju Fusarium

W tabeli nr 3 podano wykaz kultur grzybowych zidentyfikowanych meto-
da tradycyjna oraz BIO-PCR z uwzglednieniem gatunkéw roslin zywicielskich
1 miejscowosci.

Identyfikacji F. avenaceum dokonano na podstawie makrokonidiow pochodza-
cych z grzybni powietrznej i ze sporodochidw, wrzecionowatych lub nieco sierpowa-
to wygigtych (fot. 1). Natomiast podstawa do identyfikacji F. culmorum byly grube,
krotkie i silnie grzbietowo wygigte, 4-6 komorkowe makrokonidia (fot. 2) oraz liczne
chlamydospory. Identyfikacji F. graminearum dokonano na podstawie makrokoni-
diow wytworzonych na monofialidach oraz chlamydospor (fot. 3). Makrokonidia byty
umiarkowanie sierpowate, zawierajace do 8 przegrod. Z kolei oznaczenia F. oxysporum
dokonano na podstawie mikrokonidiow, ktore byly owalne (fot. 4) i sierpowatych, 4—6
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komoérkowych makrokonidiow. Cecha charakterystyczna dla F. oxysporum jest wytwa-
rzanie duzej liczby chlamydospor ksztaltu owalnego wystepujacych pojedynczo Iub
parami. Gatunek F. poae zidentyfikowano na podstawie mikrokonidiéw (fot. 5), ktore
byty kuliste i wystgpowaty licznie w konidioforach. Podstawa do oznaczenia F. sporo-
trichioides byly liczne 1 owalne, zakonczone kréotkim wyrostkiem u podstawy mikro-
konidia (fot. 6). Makrokonidia byty krotkie, sierpowate, najszersze w gornej 1/3 czgsci
swojej dtugosci. Do identyfikacji F. sporotrichioides postuzyto takze charakterystyczne
dla tego gatunku zakonczenie konidiofor z polifialidami. Identyfikacji F. tricinctum do-
konano na podstawie cytrynowatych, rzadziej gruszkowatych mikrokonidiow (fot. 7).

Zastosowanie metody molekularnej BIO-PCR podyktowane byto faktem, Ze nie
wszystkie kultury zostaly wstegpnie poprawnie sklasyfikowane. Napotkano powazne
trudnosci z jednoznacznym okresleniem przynaleznosci gatunkowej kultur nr 1, 12, 13
i 14. Kultury te zostaty sklasyfikowane jako F. culmorum lub F. graminearum. Wy-
nika to z duzego podobienstwa cech morfologicznych tych gatunkow, ktore sg blisko
spokrewnione (Schilling i in. 1996). Podobna trudnos$¢ napotkano przy identyfikacji
kultur nr 8, 37 i 43 ze wzgledu na duze podobienstwo cech morfologicznych migdzy
gatunkami F. sporotrichioides a F. poae.

Fot. 1. Fusarium avenaceum: makrokonidia,

Photo 1. Fusarium avenaceum: macroconidia,
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Fot. 2. Fusarium culmorum: A — trzonki konidialne, B — zarodniki

Photo 2. Fusarium culmorum: A — conidiofores, B — spores

189K m

Fot. 3. Fusarium graminearum: fialidy,
Photo 3. Fusarium graminearum: phialides
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Fot. 4. Fusarium oxysporum: chlamydospory

Photo 4. Fusarium oxysporum: chlamydospores

Fot. 5. Fusarium poae: zarodniki

Photo 5. Fusarium poae: spores
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Fot. 6. Fusarium sporotrichioides: A — chlamydospory, B — zarodniki
Photo 6. Fusarium spovotrichioides: A — chlamydospores, B — spores

Fot. 7. Fusarium tricinctum: zarodniki
Photo 7. Fusarium tricinctum: spores
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Izolacja DNA grzybowego poprzez prazenie kultur grzybowych
w kuchence mikrofalowej (Ferreira i Glass 1996)

W badaniach wlasnych zastosowano metodg izolacji DNA z wykorzystaniem ku-
chenki mikrofalowej (Ferreira i Glass 1996). Jest to metoda szybka (trwa okoto
1,5 godz.), a przy tym nie uzywa si¢ w niej zwiazkéw chemicznych niebezpiecznych
dla zdrowia. Ponadto w metodzie tej nie stosujemy substancji inhibujacych reakcje
PCR (np. etanolu) wykorzystywanych pospolicie przy tradycyjnych metodach izolacji
DNA (Hue i in. 1999). W pracy zdecydowano si¢ na izolacj¢ DNA z komorek grzyb-
ni wyro$nigtej nad powierzchni¢ agaru (grzybnia powietrzna), poniewaz agar moze
hamowac proces reakcji PCR (Gibb i Wong 1998). Dodatkowo wydtuzono czas
ekspozycji materiatu w mikrofalowce do 10 min.

Obserwacje wlasne przy uzyciu mikroskopu optycznego dowiodly, iz $ciana ko-
moérkowa strzgpek grzybni ulega latwiej zniszczeniu w przeciwienstwie do $ciany ota-
czajacej zarodniki. Wyjatek stanowi F. poae, ktdrego zarodniki konidialne posiadaja
sciang komoérkowa delikatniejsza i tatwiejsza do zniszczenia w poréwnaniu z innymi
sierpikami. Nalezy takze dodac¢, ze wydajniej nastepuje izolacja z grzybni swiezej (2—7
dniowej).

Wadg BIO-PCR zdaniem Schaad i in. (1997) przy identyfikacji Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola z nasion jest mozliwos¢ identyfikacji stabych fizjologicznie
lub czesciowo uszkodzonych komorek patogena. Poprzez ptukanie nasion w roztworze
Tween 20, a nastgpnie posiewie wyptukanych komoérek patogena na pozywke moze
nastapi¢ wzrost inokulum nieinfekcyjnego, zanieczyszczajacego jedynie okrywe owo-
cowo nasienng. W badaniach wlasnych etap odkazenia materiatu zapewnil zredukowa-
nie rozwoju na pozywce bakterii, grzyboéw saprotroficznych, a takze patogenicznych
zanieczyszczajacych okrywe owocowo nasienna.

Analizy PCR z uzyciem specyficznych primerow SCARs

Identyfikacjg grzybow z rodzaju Fusarium przeprowadzono z uzyciem primerow
typu SCARs. W zwiazku z tym zweryfikowano przynalezno$¢ wszystkich 43 uzyska-
nych kultur do rodzaju Fusarium, zamieszczonych w tabeli nr 3.

Poczatkowo w reakcji PCR zastosowano parg starterow P58SL, P28SL uniwer-
salnych dla rodzaju Fusarium (Hue i in. 1999). W wyniku reakcji PCR uzyskano
jednakowy produkt wielko$ci 339 pz u wszystkich 43 testowanych kultur (fot. 8, 9,
10, 11).



Identyfikacja wybranych gatunkow grzybow z rodzaju Fusarium... 45

M1

339 pz-

2 3465 B ¢ 8 91011

1213 14 15 K

Fot. 8. Identyfikacja grzybow z rodzaju Fusarium z ziarna pszenicy ozimej metoda BIO-PCR

Photo 8. Identification of Fusarium spp. from winter wheat grain with BIO-PCR method

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24

339 pz -

25 26 27 28 K

Fot.9. Identyfikacja grzybow z rodzaju Fusarium z ziarna pszenzyta ozimego metoda BIO-PCR

Photo 9. Identification of Fusarium spp. from winter triticale grain with BIO-PCR method

M 29 30 31 32 33 34 35 K

Fot.10 Identyfikacja grzyboéw z rodzaju Fu-
sarium z nasion grochu metoda BIO-
-PCR

M — marker M100-1000, K — kontrola

Photo 10 Identification of Fusarium spp. from
pea seeds with BIO-PCR method

M- marker M100-1000, K — controls

339pz-

M 36 37 3539 40 41 4243 K

Fot.11 Identyfikacja grzyboéw z rodzaju Fu-
sarium z nasion bobiku metoda BIO-
-PCR

Photo 11 Identification of Fusarium spp. from
field bean seeds with BIO-PCR
method
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Nastepnie w celu detekcji F. avenaceum w reakcji PCR uzyto pary starterow
SCARSJIAF,JIAR (Turner i in. 1998). Za pomoca markera SCARs zidentyfikowano
F avenaceum z ziarna pszenzyta ozimego (kultury nr 16, 21 1 28, fot. 12), grochu siew-
nego (kultury nr 31 i 32, fot. 13), oraz bobiku (kultury nr 38 i 41, fot. 14), otrzymujac
w wyniku reakcji PCR produkt wielko$ci 220 pz zgodnie z badaniami Turner i in.
(1999).

M 161718 19 20 2122 2324 252627 28 K

- 220 pz

Fot. 12. Identyfikacja F. avenaceum z ziarna pszenzyta ozimego metoda BIO-PCR

Photo 12. Identification of Fusarium avenaceum from winter triticale grain with BIO-PCR method

hMo29 30 3132 33 34 35 K M 36 37 38 39 40 4142 43 K

-220 pz-

Fot. 13. Identyfikacja F. avenaceum z nasion Fot. 14. Identyfikacja F. avenaceum z nasion

grochu metoda BIO-PCR bobiku metoda BIO-PCR

M — marker M100-1000, Photo 14. Identification of F. avenaceum

K — kontrola (brak DNA) from field bean seeds with BIO-
PCR method

Photo 13. Identification of F. avenaceum from
pea seeds with BIO-PCR method

M — marker M100-1000
K — controls (no DNA)
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Z kolei zastosowanie pary starterow SCARs: OPTI8F,_, OPTI8R,  opra-
cowanych przez Schilling i in. (1996), w reakcji SCARs umozliwilo na za-
kwalifikowanie kultur nr 12, 13 i 14 pochodzach z ziarna pszenicy ozimej jako
F. culmorum (fot. 15). Takze kultury nr 17, 19 1 20 pochodzace z ziarna pszenzyta ozi-
mego oznaczono jako F. culmorum (fot. 16). W reakcji SCARs uzyskano produkt wiel-
kosci 472 pz u wszystkich kultur F. culmorum zgodnie z wynikami badan Schilling

iin. (1996), tworcéw powyzszych primerow.

M1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 1112131415 K

472 pz -

Fot. 15. Identyfikacja F. culmorum z ziarna pszenicy ozimej metoda BIO-PCR

Photo 15. Identification of F. cu/morum from winter wheat grain with BIO-PCR method

M O16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 K

472 pz -

Fot. 16. Identyfikacja F. culmorum z ziarna pszenzyta ozimego metoda BIO-PCR
M — marker M100-1000
K — kontrola (brak DNA)

Photo 16. Identification of F. culmorum from winter triticale grain with BIO-PCR method
M — marker M100-1000
K — controls (no DNA)

W celu wykrycia F. graminearum zastosowano parg starterow SCARs: UBC85F
UBCS85R

410

a0 Schilling i in. 1996). Kulturg grzybowa nr 1 uzyskana z pszenicy
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ozimej zakwalifikowano jako F. graminearum (fot. 17). W prébie nr 1 oprocz wlasciwe-
go produktu wielkosci 332 pz, zaszta takze niespecyficzna amplifikacja, czego dowo-
dem jest dodatkowy staby prazek ok. 250 pz. Kultury nr 18, 23, 24, 25 i 26 otrzymane
z pszenzyta ozimego zidentyfikowano takze jako F. graminearum (fot. 18). Produkt
reakcji PCR wielkosci 332 pz. byt charakterystyczny dla wszystkich przeanalizowa-
nych kultur F. graminearum, jak wykazali Schilling i in. (1996).

M12245678910 1112 131415 K

3327pz-

Fot. 17. Identyfikacja F. graminearum z ziarna pszenicy ozimej metoda BIO-PCR
Photo 17. Identification of F. graminearum from winter wheat grain with BIO-PCR method.

M IB 17 1819 20 21 2223 24 25 26 27 28 K

332 pz -

Fot. 18. Identyfikacja F. graminearum z ziarna pszenzyta ozimego metoda BIO-PCR
M — marker M100-1000
K — kontrola (brak DNA)

Photo 18. Identification of F. graminearum from winter triticale grain with BIO-PCR method
M — marker M100-1000
K — controls (no DNA)
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Aby dokonac¢ identyfikacji F. poae w reakcji PCR uzyto pary starterow SCARs
Fp82F, Fp82R (Parry i Nicholson 1996). Pozwolito to na okreslenie kultur nr 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 111 15 uzyskanych z pszenicy ozimej jako F. poae (fot. 19). Roéwniez
kulturg nr 22 pochodzaca z ziarna pszenzyta ozimego okreslono jako £ poae (fot. 20).
Zapomoca wspomnianego markera kultury grzybowe o numerach 29, 301 33 pochodza-
ce z nasion grochu siewnego zakwalifikowano do gatunku F poae (fot. 21). Wszystkie
z przebadanych kultur daty w reakcji PCR produkt wielkosci 220 pz, co jest zgodne
z wynikami badan Parry i Nicholson (1996).

M 12 3456 7 8 8101112131415 K

220 pz -

Fot. 19. Identyfikacja F. poae z ziarna pszenicy ozimej metoda BIO-PCR
Photo 19. Identification of F. poae from winter wheat grain with BIO-PCR method

MAIB 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 K

220 pz -

Fot. 20. Identyfikacja F. poae z ziarna pszenzyta ozimego metoda BIO-PCR
Photo 20. Identification of F. poae from winter triticale grain with BIO-PCR method
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M 28 30 31 32 3334 35 K

220 pz -

Fot. 21. Identyfikacja F. poae z nasion grochu metoda BIO-PCR
M — marker M100-1000
K — kontrola (brak DNA)

Photo 21. Identification of F. poae from pea seeds with BIO-PCR method
M — marker M100-1000
K — controls (no DNA)

W pracy ograniczono sig tylko do identyfikacji tych gatunkow grzybow, dla ktd-
rych zostaty opracowane zestawy primerow SCARs.

Z przeprowadzonych analiz identyfikacji metoda tradycyjna i molekularna wyka-
zano stosunkowo wysokie porazenie ziarna pszenicy ozimej przez F. poae, szczegodlnie
z rejonu Polski potnocnej (tab. 3). Jednoczesnie nie stwierdzono obecnos$ci gatunkow
z rodzaju Fusarium w ziarnie zyta.

W badaniach zweryfikowano uzytecznos¢ markerow SCARs do identyfikacji
grzybow z rodzaju Fusarium wyizolowanych z nasion pochodzacych z réznych rejo-
néw Polski. W badaniach Schilling i in. (1996) wykazano, ze sposrdd szeéc¢dziesigciu
dziewigciu kultur F. culmorum wystapit brak amplifikacji DNA u czterech z nich. Am-
plifikacja DNA F. graminearum za pomoca pary primeréw UBC85, F, UBC85, R
byta mozliwa w przypadku kultur grupy drugiej. Ogotem sposrdd trzydziestu dziewig-
ciu, pi¢¢ zakwalifikowanych do grupy pierwszej nie dato oczekiwanego produktu 332
pz w reakcji PCR.

W badaniach wtasnych wykazano, ze kultura nr 40 F culmorum (infek-
cja mieszana z F. graminearum) nie zostala oznaczona za pomoca zestawu pri-
merow opracowanych przez Schilling i in. (1996) (fot. 22a). Natomiast gatunek
F. graminearum zostal oznaczony w reakcji PCR z udzialem UBC85F,, , UBC85R, |
(fot. 22 c¢). Z tego wzgledu podjeto probe identyfikacji tej kultury za pomoca pary
primeréow FcOlF, FcOIR opracowanych przez Nicholson i in. (1998) specyficznej dla
F. culmorum. Wynik analizy byt pozytywny, a produkt reakcji PCR wielkosci 570 pz,
byt zgodny z danymi zrodtowymi (fot. 22 b). Pozytywny wynik reakcji uzyskano takze
w przypadku F. graminearum z udziatem pary primeréw Fgl6NF, Fgl 6NR (Nicholson
i1in. 1998). Otrzymano produkt wielkosci 280 pz (fot. 22 d).
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a b C d
M 40 K M 40 K M 40 K M 40 K

- 570 pz
3wz - 280 pz
E culmorum E graminearum
Fot. 22. Identyfikacja kultury nr 40 za pomoca par starteréw: OPTI8F,_, OPTI8R

(Schilling i in. 1996), FcO1F, FcOIR (Nicholson i in. 1998) — specyficznych dla
F. culmorum oraz UBCS85F,,,, UBC85R,,,(Schilling i in. 1996), Fg16NF, Fgl 6NR (Ni-
cholson i in. 1998) — specyficznych dla F. graminearum.

a — identyfikacja kultury nr 40 za pomoca par starterow OPT18F,,,, OPT18R,,

b — identyfikacja kultury nr 40 za pomoca par starteréw FcO1F, FcO1R

¢ — identyfikacja kultury nr 40 za pomoca par starterow UBC85F,,,, UBC85R,,,

d — identyfikacja kultury nr 40 za pomoca par starterow Fgl6NF, Fgl 6NR

M — marker M100-1000

40 — testowana kultura nr 40

K — kontrola (brak DNA)

Photo 22. Identification of culture no 40 with pairs of primers: OPT18F,,,, OPT18R;, (Schil-
ling et al. 1996), FcO1F, FcO1R (Nicholson et. Al. 1998) specific for F. culmorum and
UBCS85F410, UBC85R410 (Schilling et al. 1996), Fg16NF, Fgl6NR (Nicholson et al.
1998) specific for F. graminearum.

a — identification of culture no 40 with primers pairs OPT18F,,,, OPT18R,;,
b — identification of culture no 40 with primers pairs FcO1F, FcO1R

¢ — identification of culture no 40 with primers pairs UBC85F,,,, UBC85R,
d — identification of culture no 40 with primers pairs Fgl6NF, Fgl 6NR

M — marker M100-1000

40 — tested culture no 40

K — controls (no DNA)

W badaniach wlasnych wszystkie kultury Fusarium spp. (oprocz F. oxysporum,
F. sporotrichioides, F. tricinctum) oznaczono markerem SCARs. W wyniku reakcji
PCR z udziatem specyficznych gatunkowo primeréw, otrzymano produkty w posta-
ci prazkow na zelu agarozowym o wielkosci zgodnej z danymi zrodlowymi (tab. 2).
Nie wykazano zadnych reakcji krzyzowych, co oznacza, ze wszystkie zastosowane
pary primerow w reakcji PCR hybrydyzowaly specyficznie. Zdaniem Schilling
iin. (1996) primery UBC85,, F, UBC385, R hybrydyzuja takze z DNA F. culmorum,
czego efektem jest produkt reakcji PCR wielkosci 520 pz. W niniejszej pracy nie
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wykazano amplifikacji DNA F. culmorum z udzialem powyzszych primeréw. Para
primerow UBC85, R, UBC85, R okazala sig specyficzna tylko wzgledem F. grami-
nearum. By¢ moze zwiazane jest to ze zwigkszona zmiennoscia DNA F. culmorum
w obszarze przylaczania primer6w w poroéwnaniu z izolatami testowanymi przez
Schilling iin. (1996).

Uzyskane wyniki badan wlasnych wskazuja, ze technika BIO-PCR jest czutla,
szybka i wiarygodna metoda identyfikacji grzybow zasiedlajacych nasiona. Czutos¢ tej
metody pozwala na wykrycie patogena przy niskim poziomie infekcji i ilosci matrycy
rzedu kilku pikograméw (Schilling i in. 1996).

Caly proces analizy zdrowotnos$ci nasion trwa kilka dni i jest uzalezniony
w gléwnej mierze od tempa wzrostu grzybni. Wazne jest tez przeprowadzenie ana-
liz jesienia tuz po zbiorze nasion. W czasie tym grzybnia charakteryzuje si¢ najszyb-
szym tempem wzrostu, a identyfikacja grzybow mozliwa jest juz po 24 godzinach
od momentu wylozenia nasion na pozywkg PDA. Sam proces analizy (izolacja DNA
— PCR - elektroforeza — wizualizacja i ocena stopnia porazenia) nie jest pracochtonny
i trwa okoto 6 godzin.

Dotychczas metoda BIO-PCR znalazta juz zastosowanie w diagnostyce chordb
bakteryjnych przenoszonych przez nasiona (Schaad i in. 1997). Wyniki badan wta-
snych wskazuja na jednoznaczna przydatno$¢ BIO-PCR w diagnostyce grzybow choro-
botwodrczych. Ma to szczegolne znaczenie w diagnostyce chordb przenoszonych przez
nasiona, stanowiacych zagrozenie we wczesnej fazie wzrostu roslin. Opracowanie spe-
cyficznych gatunkowo primerow SCARs przemawia za idea szerszego wykorzystania
techniki PCR do identyfikacji patogenow grzybowych, gdyz doktadna diagnostyka jest
pierwszym krokiem prowadzacym do kontrolowania chordb roslin.
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Streszczenie

W pracy okre$lono przynalezno$¢ gatunkowa grzybow z rodzaju Fusarium wcze-
$niej wyizolowanych z nasion wybranych gatunkéw roslin uprawnych metoda trady-
cyjna i BIO-PCR. Zastosowanie metody BIO-PCR bylo podyktowane faktem, ze nie
wszystkie kultury zostaly wstgpnie poprawnie sklasyfikowane. Z przeprowadzonych
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analiz identyfikacji metoda tradycyjna i molekularna wykazano stosunkowo wysokie
porazenie ziarna pszenicy przez F. poae. W badaniach wykazano, ze kultura nr 40 (wy-
izolowana z nasion bobiku i 0znaczona metoda tradycyjna jako mieszanka F. culmorum
i F. graminearum) nie dawata wyniku pozytywnego w reakcji PCR z uzyciem prime-
row OPTI8F OPTI8R,, specyficznych dla Fo culmorum. Natomiast zastosowanie
dodatkowej pary primerow FcO1F, FcO1R pozwolito na wiarygodne oznaczenie F. cul-

morumnt.
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