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Wptyw nadtlenku wodoru na kietkowanie, wigor i zdrowotno$¢ nasion kapusty
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The effect of hydrogen peroxide on germination, vigour and health of cabbage
(Brassica oleracea L. var. capitata L.) SEEUS........ccoccuveeeiecieee et ettt e e e e e estte e e e eente e e s sentaeeeenes 163

Grzyby zasiedlajgce nasiona soi - skutki ich wystepowania dla materiatu siewnego i metody
L1110 0T a - [ USRS 164

Soybean seed-borne fungi — effects of their occurrence on seed sowing material and methods
Of their ElIMINATION .....ei i e et e e st eebe e e sateesbeeesaseesnseesseeesnseeenns 165

Badanie skutecznosci wybranych ekstraktéw roslinnych wobec grzybdéw z rodzaju Neosartorya z
wykorzystaniem mikroptytek MT2 Biolog™ - intensywnos$¢ oddechowa oraz przyrost biomasy....... 166

The research of the effectiveness of selected plant extracts against fungi of the Neosartorya genus

using MT2 Biolog ™ microplates - respiration intensity and biomass production............ccccceeevueenee. 167
Zastosowanie tytoniu W 0CHIoNie FOSIIN .......uiiiiiiee e saree e e s 168
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Badania skriningowe metabolizmu grzybdéw fitopatogenicznych Botrytis cinerea poddanych dziataniu
rOZNYCh StEZENA OCtU ArZEWNEEO...ci i iiieeiciiie ettt et e et e e e et e e e s ebte e e e sbteeeesbteeessbeeeeessrneessnes 170

Screening at the metabolism level of the phytopathogenic fungi Botrytis cinerea exposed to different
concentration of PYroligNeoUS ACid.........cccuiiiieiiiiiicciiee e e e tre e e e rrre e e e eabre e e eeanaeeeeas 171

Wptyw bakterii Bacillus amyloliquefaciens i Bacillus subtilis na wzrost w warunkach in vitro
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The effect of Bacillus amyloliquefaciens and Bacillus subtilis on in vitro growth of oilseed rape
[0 1 103 =T o [ S 173

Reakcja Microcyclosporella mali sprawcy brudnej plamistosci jabtek na olejki eteryczne................. 174
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Wptyw inokulantu Rhizobium i fungicydu stosowanego do nasion na aparat symbiotyczny soi
w warunkach suszy jako rozwigzanie biotechnologiczne w warunkach zmiany klimatu.................... 176

Rhizobium inoculant and seed-applied fungicide effects on the soybean symbiotic apparatus under
drought as a biotechnology solution in the climate change conditions ........ccccccvveeiiiiieiicieee e, 177

Wptyw nowej pochodnej benzotiadiazolu na wzrost i rozwdj tulipana oraz ograniczenie fuzariozy. 178
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1] oo [V 1o s B PRSP OTPRPPNE 180

str. 8



Biological and agro-technical methods of tobacco mosaic virus control in cultivation of Nicotiana
1] oo [V 1o s B P TSPOPPPPPNE 181

Ocena dziatania wybranych olejkdw eterycznych jako Zrédta substancji wirusobdjczych do ochrony
roslin przed wirusem Mozaiki OZOrKa........ueviiiiiiiie e 182

The evaluation of selected essential oils as a source of antiviral substances for protection plants
AZAINST CUCUMBET MOSQUC VIFUS ....oeeeeveeeeeiieeeeeciee e e ctee e ettt e e e e tae e e s sttae e e ssntaeaeseataeeesssssesesassaeeesannseeeeas 183

Wptyw fosforowego bionawozu na zréznicowanie populacji fitopatogendw grzybowych
zasiedlajgcych glebe zdegradowang ChemMICZNIE .......vviiiiciiiiice e 184

The effect of phosphorus biofertilizer on the diversity of fungal phytopathogens population

inhabiting chemically degraded SOil........c..oei it e e e e e e eees 185
Wptyw inokulum bakterii pozytecznych na zdolnosci funkcjonalne zbiorowisk mikroorganizméw
zasiedlajgcych fylosfere i ryzofere Malin. ... e 186
The effect of beneficial bacteria inoculum on the functional abilities of microbial communities
inhabiting raspberry phyllosphere and rhizoSPhere ... 187
Wptyw regulatoréw wzrostu na jakos¢ bulw ziemniaka ........coccvveeiiciiiiiiiiiecceeee e 188
The effect of plant growth regulators on the quality of potato tubers .......ccccceeeieiiiicen e, 189
Wptyw fitopatogendw na rozwdj inwazji obcych gatunkdw roslin..........cooccveeieeiiei e, 190
Phytopathogens and their influence to the invasion development of alien plant species................. 191
Roznorodnos¢ bakterii glebowych w wybranych szkdtkach lesSnych ..., 192
Bacterial biodiversity in selected fOrest NUISEriEs .......ccvvviieiei it 193

Zmiany rozmieszczenia fitopatogendéw wzgledem innych grup mikroorganizméw w glebie w
zaleznosci od gtebokosci i Uprawiane] roSIiNY .........occuviiiiciii e e 194

Changes of phytopathogens distribution comparing to the other microbial groups depending to on
the soil depth and cultivated Plants........coocciiiiiic e 195

* Za tresc abstraktéw odpowiadajg ich autorzy

* The content of the contributions is in the responsibility of the authors

str. 9



Prezentacje ustne

str. 10



Plant pathology research at the Taras Shevchenko National University of Kyiv

Oleksiy Shevchenko?! Irena Budzanivska® Larysa Skivka? Natalia Taran3 Tetiana
Shevchenko?

Taras Shevchenko National University of Kyiv, Department of Virology, 64/13, Volodymyrska Street,
City of Kyiv, Ukraine, 01601

Taras Shevchenko National University of Kyiv, Department of Microbiology and Immunology, 64/13,
Volodymyrska Street, City of Kyiv, Ukraine, 01601

3Taras Shevchenko National University of Kyiv, Department of Plant Biology, 64/13, Volodymyrska
Street, City of Kyiv, Ukraine, 01601

e-mail: alexshevchenko@ukr.net

Here we describe major directions of plant pathology research at the biggest university of
Ukraine, Taras Shevchenko National University of Kyiv. Mainly, phytopathology studies are
conducted at three neighboring departments: Virology, Microbiology and Immunology, and
Plant Biology. Every department is famous for its unique research but there are quite a few
common aspects joining us together and making the outcomes solid in the context of plant
diseases. Most of the aspects of our research are defined by the widely cultivated plant
cultures and/or current issues of their pathology (viruses, microbes or abiotic stresses).

Further, the main aspects of our research are listed and will be discussed during the talk:
diagnostics and study of viruses of the main crops cultivated in Ukraine, influence of viruses
on crop yield and content of biologically active substances, virus-induced physiological and
biochemical changes in plants, variability of plant viruses under climate change, molecular
epidemiology and evolution of plant viruses, development of strategies to control the spread
of plant virus infections, development of test systems for plant virus diagnostics, complex
analysis of bacteriophages of phytopathogenic bacteria, investigation of endophytic microbial
communities in a search for candidates for the development of plant protection products,
elucidation of the adaptive reactions of plants to pathogens and its exogenous regulation by
biotic and abiotic effectors, use of biocidal metal nanoparticles as stress-modeling effects of
pathosystems, and pre-screening of regulatory systems of different plant genotypes during
infection.

References:
1. KawakuboS, GaoF, Li S et al. (2021) Genomic analysis of the brassica pathogen turnip mosaic

potyvirus reveals its spread along the former trade routes of the Silk Road. PNAS, 118(12)
€2021221118.

2. Holovan V, Andriichuk O, Budzanivska | et al. (2021) Bacteriophages and their microbial hosts in
terrestrial biotopes of Antarctica. Antarctic Science, 1-17.

3. Mishchenko L, Nazarov T, Dunich A, et al. (2021) Impact of wheat streak mosaic virus on peroxisome
proliferation, redox reactions, and resistance responses in wheat. IJMS, 22(19): 10218.

4. Pastoshchuk A, YumynaY, Zelena P, et al. (2021) Beneficial traits of grain-resided endophytic
communities in wheat with different sensitivity to Pseudomonas syringae. Regul Mech, 12(3): 498-505.

5. Zlatohurska, M, Gorb, T, Romaniuk, L, et al. Complete genome sequence analysis of temperate Erwinia
bacteriophages 49 and 59. J Basic Microbiol. 2019; 59: 754-764.
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Znaczenie endofitéw w uprawach roslin i glonow

Yuliia Korzh? Mykola Baranets?  Krzysztof Sikorski3 Katarzyna Turnau?

nstitute of Microbiology and Virology, Kyiv Medical University, Ukrainian Academy of Medical
Sciences

2Kryvyi Rih Botanical Garden of National Academy of Sciences of Ukraine

3Instytut Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Jagiellorskiego w Krakowie, Gronostajowa 7, 30-387
Krakoéw

e-mail: katarzyna.turnau@uj.edu.pl

Wspdtczesne rolnictwo w znacznym stopniu odeszto od tradycyjnego systemu upraw ze
wzgledu na potrzebe wyzywienia coraz wiekszej populacji ludzkiej. Powszechne stosowanie
nawozow oraz s$rodkéw ochrony roslin wptywa jednak negatywnie na $rodowisko,
przyczyniajac sie zanczgco do spadku bioréznorodnosci oraz dalszej destabilizacji klimatu.
Jednoczesnie zasoby potrzebne do produkcji nawozéw stopniowo sie wyczerpujg. Co mozna
zrobi¢ w tej sytuacji? Nie ma juz dzi$ watpliwosci ze rosliny dotychczas uwazane za pojedyncze
organizmy nigdy nie wystepujg samotnie. Kazda ich czes¢ skolonizowana jest przez konsorcja
mikroorganizméw, ktére umiejetnie wykorzystane maja szanse zastgpi¢ nawozenie mineralne,
a takze wspoméc naszg dziatalnosé przy obnizaniu ilosci dwutlenku wegla w atmosferze. W
naszej prezentacji zostanie omdéwiona rola symbiotéw w uprawie roslin w réznych siedliskach,
a takze przy zastosowaniu modelu opartego o kultury in vitro. Pokazany zostanie tez model
badawczy interakcji pomiedzy glonami a endofitycznymi grzybami i bakteriami. Model ten
pozwolit na ujawnienie nieznanych dotychczas interakcji, ktérych poznanie moze pozwolié na
opracowanie praktycznych technologii do zastosowania w ochronie srodowiska, a takze
pogtebi¢ obecne zrozumienie symbioz petnigcych kluczowg role w funkcjonowaniu
ekosystemow.

Prace wykonano w ramach projektow Nr 2/2022 oraz 6/2022 finansowanych przez International Society for Plant
Pathology, przekazanych przez Polskie Towarzystwo Fitopatologiczne oraz ze Srodkéw Uniwersytetu
Jagiellonskiego.
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The role of endophytes in plant and algae cultivation

Yuliia Korzh? Mykola Baranets?  Krzysztof Sikorski3 Katarzyna Turnau?

nstitute of Microbiology and Virology, Kyiv Medical University, Ukrainian Academy of Medical
Sciences

2Kryvyi Rih Botanical Garden of National Academy of Sciences of Ukraine

3Institute of Environmental Sciences, Jagiellonian University, Krakéw, Gronostajowa 7, 30-387
Krakow

e-mail: katarzyna.turnau@uj.edu.pl

The current widespread use of industrial agriculture has significantly diverged from
traditional cultivation practices resulting from a growing human population with increasing
food demand. However, the common usage of fertilizers and pesticides associated with
industrial agriculture, has a negative impact on the environment, leading to loss of
biodiversity, and further destabilizing the climate. What can be done to address this situation?
There is no doubt that plants, which used to be considered single organisms, never live in
isolation. They are abundantly colonized by microorganism consortia, which, when applied
judiciously, may replace mineral fertilization and assist sequestration of atmospheric CO;. Our
presentation will examine the role of symbionts in the cultivation of plants across various
habitats, as well as in vitro cultures. A research model of interactions between algae and
endophytic fungi will be discussed. This model allowed for the discovery of previously
unknown interactions, which may lead to designing new practical technologies for
environmental protection, and deepen our current understanding of symbioses playing critical
roles in ecosystem functioning.

The work was carried out under projects No. 2/2022 and 6/2022 financed by the International Society for Plant
Pathology, donated by the Polish Phytopathological Society and from the funds of the Jagiellonian University.
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System SPEC: osiemnascie lat monitorowania stezenia zarodnikow grzybow
Plenodomus lingam i P. biglobosus w Polsce
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Suchag zgnilizne kapustnych wywotujg dwa pokrewne gatunki grzybéw: Plenodomus lingam i
P. biglobosus. Gospodarzami tych grzybow jest wiele roslin z rodziny kapustowatych (Brassicaceae), w
tym rzepak ozimy i jary. Sucha zgnilizna kapustnych przyczynia sie do znacznych strat plonu nasion
zarowno w Polsce jak iw Europie, Kanadzie i Australii. Do zainfekowaniaroslin rzepaku dochodzi
gtéwnie jesienig. Na porazonej stomie rzepakowej pozostatej na polu po poprzednim sezonie
wegetacyjnym tworzg sie pseudotecja — owocniki stadium doskonatego grzybéw rodzaju Plenodomus,
w ktdrych powstajg askospory. Procesowi dojrzewania owocnikéw sprzyjajg opady deszczu. Uwolnione
askospory sg gtéwnym zrédtem porazenia roslin rzepaku. Zarodniki workowe przemieszczajg sie z
wiatrem na duze odlegtosci. Askospory osiadajg na roslinach i inicjujg infekcje poprzezpenetracje
tkanek za posrednictwem aparatéw szparkowych iuszkodzern powstatych mechanicznie lub po
dziataniu przymrozkéw badz szkodnikow.

Monitorowanie stadium cyklu zyciowego patogendéw wywotujgcych suchg zgnilizne kapustnych w
Polsce jest istotg Systemu Prognozowania Epidemii Chordb (SPEC), ktdry dziata w Polsce nieprzerwanie
od 2004 roku. Badania w ramach SPEC prowadzone s3 co roku od 1 marca do 31 maja (okres wiosenny)
oraz od 1 wrzesnia do 30 listopada (okres jesienny) przy zastosowaniu siedmiodniowych putapek
wolumetrycznych typu Hirsta, ktére rozmieszczone s3 w 9 miejscach w Polsce. Srednie stezenie
dobowe inokulum obliczano na podstawie liczby zarodnikédw na preparatach mikroskopowych
zawierajgcych tasmy celofanowe pokryte lepikiem, do ktérego przywierajg zarodniki wychwycone
przez putapki. Monitoring prowadzony jest w trybie ciggtym, przy czym jeden preparat mikroskopowy
odpowiada jednej dobie pracy putapki. Poza zliczaniem zarodnikéw pod mikroskopem s$wietlnym
okreslana jest ich przynaleznos¢ gatunkowa metodg Real-Time PCR.

W ostatnich kilku latach badania wykazaty znaczny wzrost ryzyka porazenia rzepaku przez grzyby
powodujgce suchg zgnilizng kapustnych we wschodniej czesci Polski, co spowodowane jest szybkim
tempem rozwoju patogendw na tym terenie. Objawiato sie to wyzszym stezeniem askospor, wiekszg
liczbg dni z wychwytywanymi z powietrza zarodnikami oraz wcze$niejszym rozpoczeciem ich
uwalniania. Jesienig rozwdj cyklu zyciowego Plendomus jest szybki, co jest niezwykle grozne w obliczu
zwiekszenie areatu uprawy rzepaku w Polsce. Na zachodzie Polski zmiennos¢ badanych parametréw
byta mniej zauwazalna.

str. 14



SPEC system: eighteen years of monitoring spore concentrations of
Plenodomus lingam and P. biglobosus in Poland
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Stem canker is caused by two related species of fungi: Plenodomus lingam and P. biglobosus. The
main hosts for these fungi are plants from the Brassicaceae family, including spring and winter oilseed
rape. This disease is responsible for substantial seed yield losses, both in Poland and in Europe, Canada
and Australia. Infection of oilseed rape occurs mainly in autumn. On infected rapeseed stubble,
remaining in the field after the previous growing season, pseudothecia - perfect stage of fruiting bodies
of Plenodomus spp. can be formed, in which ascospores are produced. This process is initiated by
rainfall. Ascospores can be wind-transmitted over long distances. Ascospores attach to plants and
cause infection through the tissue penetration of stomata and tissues damaged mechanically, by
insects or by frosts.

Monitoring the biology of pathogens causing stem canker in Poland is the essence of the System for
Forecasting Disease Epidemics (SPEC), which has been operating in Poland continuously since 2004.
Research done in SPEC system are conducted annually from 1 March to 31 May (spring period) and
from 1 September to 30 November (autumn period), using seven-day volumetric spore traps, which
are located in 9 places in Poland. The average daily concentration of inoculum was calculated on the
basis of the number of spores on microscope slides containing cellophane tapes covered with adhesive
substance which spores captured by the traps adhere to. Monitoring is carried out continuously, with
one microscope slide corresponding to one day of spore trap operation. Apart from counting spores
under a light microscope, ratios between spores of both species is determined by Real-Time PCR.

Over the last years, our studies showed a great increase of stem canker risk in eastern part of Poland,
caused by faster development of the pathogens’ life cycles. It was manifested by increased ascospore
concentrations, higher number of days with spores captured from air and earlier start of their release.
This acceleration of Plendomus pathogen development in the autumn season coincides with increased
acreage of oilseed rape in the East of Poland. However, in the west of Poland during the studied period
the changes in these parameters were less obvious.
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Fusarium proliferatum jako endofit zasiedlajacy tkanki pszenicy chlebowej

Lidia Btaszczyk, Katarzyna Mikotajczak, Sylwia Salamon, Aneta Basifiska-Barczak, Julia Grupa

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan
e-mail: Ibla@igr.poznan.pl

Pszenica jest jednym z podstawowych zrédet pozywienia dla ludzi, zaréwno bezposrednio,
jak i posrednio w postaci paszy dla zwierzat gospodarskich. Zboze to zajmuje trzecie miejsce
pod wzgledem catkowitej wielkosci produkcji (FAOSTAT, http://www.fao.org/faostat/en).
FAOSTAT wskazuje, ze globalna ilo$¢ pszenicy wyprodukowanej w 2020 roku wyniosta okoto
765 min, z czego Polska wyprodukowata ponad 12 min ton. Jednak ze wzgledu na zmieniajgcy
sie klimat i zwigzane z tym potencjalne anomalie pogodowe, uprawy pszenicy dotyka
zwiekszona liczba kombinacji streséw abiotycznych i biotycznych, ktére stanowig zagrozenie
dla produkcji pszenicy. Producenci rolni w strefach umiarkowanych mogg obserwowac silne
negatywne skutki zmian klimatu przejawiajgce sie zmniejszong dostepnos¢ wody w okresie
wegetacji, czestsze i intensywniejsze upaty, ktore sg najbardziej szkodliwe podczas kwitnienia
i przyspieszajg fenologie, a w rezultacie prowadzg do zmniejszonej wydajnosci upraw. Ponadto
zmiany klimatyczne wptywajg na pojawienie sie nowych patogendéw, ktére jak dotgd na
danych obszarach nie wystepowaty, co stanowi réwniez waziny czynnik ograniczajgcy
produkcje pszenicy.

Poznanie mykobiomu roslin, zwtaszcza endosfery i zrozumienie ztozonych interakcji
endofitow z gospodarzem, moze doprowadzi¢é do identyfikacji symbiotycznych
mikroorganizmow, ktére mozna wykorzystaé do poprawy odpornosci roslin pszenicy na stresy
biotyczne i abiotyczne. W ramach prac nad mykobiomem endosfery 10 odmian pszenicy
pozyskano szczepy z gatunku Fusarium proliferatum. Niniejsze badania objety charakterystyke
tych szczepdw, analize ich wptywu na rosliny pszenicy oraz na inne grzyby endofityczne
bytujace w tkankach tego zboza. Wykazano, ze gatunek F. proliferatum jest dominujgcym w
kazdej badanej odmianie pszenicy, zasiedla tkanki wewnetrzne wszystkich jej organdw i
wchodzi w sktad podstawowego zespotu grzybéw bytujgcych w endosferze pszenicy.
Zaobserwowano, iz gatunek ten przemieszcza sie zarowno wertykalnie jak i horyzontalne
pomiedzy endosferg roslin pszenicy. W wyniku inokulacji roslin pszenicy wyizolowanymi
szczepami F. proliferatum i analiz morfo-fizjologicznych oraz analizy ekspresji gendéw
zwigzanych z reakcjami obronnymi stwierdzono, iz gatunek ten wykazuje wtasciwosci
patogeniczne w stosunku do rosliny gospodarza. Natomiast analizy w bi-kulturach ujawnity
wiasciwosci antagonistyczne F. proliferatum w stosunku do innych grzybéw endofitycznych, w
tym Sarocladium spp., Nigrospora garlenkoana, czy Penicilium olsonii.

Prace wykonano w ramach projektu OPUS14, nr 2017/27/B/NZ9/01591, finansowanego przez NCN.
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Fusarium proliferatum as an endophyte colonizing bread wheat tissues

Lidia Btaszczyk, Katarzyna Mikotajczak, Sylwia Salamon, Aneta Basifiska-Barczak, Julia Grupa

Institute of Plant Genetics PAS, Department of Plants Microbiomics, Strzeszynska 34, 60-479 Poznan

e-mail: Ibla@igr.poznan.pl

Wheat continues to be a key food source for humans, both directly and indirectly as food for
livestock. This cereal is ranked third in terms of total production volume (FAOSTAT,
http://www.fao.org/faostat/en). FAOSTAT indicates that the global amount of wheat
produced tons in the crop year 2020 was about 765 million, of which Poland produced over
12 million tons. However, due to the changing climate and the associated potential climatic
anomalies, wheat typically encounters an increased number of abiotic and biotic stress
combinations, which continually pose threats to wheat production. The agricultural producers
in temperate zones can be subject to strong negative impacts of climate change, due to
reduced water availability during the growing season, more frequent and intense heat events,
which are most damaging during flowering and accelerated phenology and as a result lead to
reduced biomass production. Moreover, global warming is causing the emergence of fungal
pathogens - a key factor limiting wheat production.

Exploration of fungal endophytes and understanding their complex interactions with the host
and pathogens can lead to the identification of symbiotic microorganisms that can be used to
improve the resistance of wheat plants to biotic and abiotic stresses. As part of the work on
the endosphere mycobiome of 10 wheat cultivars, strains of the Fusarium proliferatum
species were obtained. This study included the characterization of these strains, the analysis
of their influence on wheat plants and on other endophytic fungi inhabiting the tissues of this
cereal. It has been shown that the species F. proliferatum is the dominant species in all tested
wheat cultivars, inhabits the internal tissues of all its organs and is part of the core mycobiome.
It has been observed that this species is transfered both vertically and horizontally between
the endosphere of wheat plants. As a result of inoculation of wheat plants with isolated F.
proliferatum and morph-physiological analyzes as well as analysis of gene expression related
to plant defense reactions, it was found that this species exhibits pathogenic properties in
relation to the host plant. On the other hand, analyzes in bi-cultures revealed antagonistic
properties of F. proliferatum in relation to other endophytic fungi, including Sarocladium spp.,
Nigrospora garlenkoana or Penicilium olsonii.

This research was funded by the Polish National Science Centre (project No. projektu 2017/27/B/NZ9/01591).
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Dynamika populacji gatunkéw Fusarium zasiedlajacych ziarno kukurydzy oraz
skazenie mykotoksynami fuzaryjnymi na terenie Polski w latach 2016-2018
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Fuzarioza kolb kukurydzy to jedna z najwazniejszych chordb zaréwno w Polsce jak i w innych
regionach swiata, poniewaz wptywa nie tylko na ilo$¢ ale i na jakos¢ plonu. Dlatego celem
realizowanych prac byto okreslenie dynamiki zmian w populacjach grzybéw z rodzaju Fusarium
zasiedlajgcych ziarno kukurydzy w latach 2016-2018. Badania prowadzono uwzgledniajgc
rowniez warunki srodowiskowe, ktére wptywaja na wzrost i rozwdj roslin oraz na sktad
populacji patogendw. tacznie do badan wykorzystano 195 probek ziarna (12 010 ziarniakéw),
pobranych w zaleznosci od roku z 6-8 odmian w 11-13 lokalizacjach (doswiadczenia PDO
COBORU). Odmiany wybrano z grup odmian wczesnych, srednio-wczesnych i Srednio-pdznych.
Wyosobnione izolaty identyfikowano molekularnie (markery PCR gatunkowo-specyficzne oraz
sekwencjonowanie czynnika tef-1la), a w prébkach maki okreslono zawarto$¢ mykotoksyn
(technika HPLC/PDA/FLD, z uzyciem standardow deoksyniwalenolu, zearalenonu, fumonizyny
B1 i bowerycyny.

Najwyzszy procent zasiedlenia stwierdzono w roku 2016 (19,9%), a najnizszy w 2018 (5,4%),
w kazdym roku frekwencja F. verticillioides byta najwyzsza (45,0% w 2018, 45,9% w 2017 oraz
65,6% w 2016). W 2016 roku udziat F. temperatum wynosit 4,5% w roku 2016, 15,9% w roku
2017 oraz 15,0% w roku 2018. Bardzo duze rdznice stwierdzono we frekwencjach F.
subglutinans oraz F. proliferatum. Zasiedlenie ziarna przez F. subglutinans wynosito w 2016
roku 10,7%, w 2017 0,0% oraz w 2018 8,0%. Frekwencja F. proliferatum wyniosta 1,1% w roku
2016, 17,8% w 2017 i 26% w 2018. Z kolei F. graminearum stwierdzono w roku 2016 w 15,0%
préb, 10,77% w roku 2017 oraz 4,0% w roku 2018.

Bardzo duze zrdznicowanie pomiedzy latami i lokalizacjami stwierdzono réwniez dla
poziomu skazenia prébek ziarna toksynami fuzaryjnymi. Zakresy stopnia skazenia DON w 2016
roku wynosity 254,0-2714,0 ug/kg, w 2017 219,0-1881,0 pg/kg, aw 2018 254,0-2714,3 pg/kg.
Zawartosci fumonizyn w 2016: $rednia 268 ug/kg (zakres 31,4-1587,9), 2017 $rednia 1207,5
ug/kg (zakres 15,8-6760,0), 2018 srednia 327,8 ug/kg (zakres 10,2-72,4, a w jednej z lokalizacji
3666,0 pg/kg). Srednia zawarto$é zearalenonu w 2016 wyniosta 268,1 pg/kg (zakres 37,6-
736,3, a w jednej lokalizacji 1587,9), w 2017 $rednia 202 pg/kg (zakres 84,2-385,2), w 2018
Srednia 121 pg/kg (zakres 69,5-195,0). Frekwencja grzyboéw korelowata z warunkami
atmosferycznymi (gteboka susza w roku 2018 w przeciwienstwie do roku 2016), natomiast nie
stwierdzono tej zaleznosci dla zawartosci toksyn.

Prace byty finansowane w ramach Programu Wieloletniego IHAR — PIB ,, Tworzenie naukowych podstaw

postepu biologicznego i ochrona roslinnych zasobdw genowych zrédtem innowacji wsparcia zrownowazonego
rolnictwa oraz bezpieczeristwa Zywnosciowego kraju”, 2015-2020
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Dynamics of Fusarium populations isolated from maize in Poland during 2016-
2018 period and grain contamination with mycotoxins
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Ear rots caused by Fusarium spp. are among the most important diseases of maize, affecting
yield and quality of grain, mainly because of the contamination of grain with mycotoxins
produced by these fungi. Therefore, the main goal of this study was to evaluate the naturally
occurring Fusarium species and associated mycotoxins in grain samples collected from maize
hybrids commonly grown in different regions of Poland during 2016-2018, and to identify the
environmental factors affecting the species frequency shifts in the populations of these
pathogens. We analysed 195 grain samples (12 010 kernels), collected from 6-8 cultivars in
11-13 localities (COBORU PDO experiments). The cultivars were from early, medium-early and
medium-late groups. Isolates were identified using molecular techniques (species-specific PCR
markers and tef-1a sequencing, and mycotoxins were quantified in flour made from maize
grains (HPLC/PDA/FLD with deoxynivalenol, zearalenone, fumonisin B:1 and beauvericin
standards).

The highest Fusarium frequency was recorded for 2016 (19,9%) and the lowest for 2018
(5,4%), each year F. verticillioides was the most frequent (45,0% in 2018, 45,9% in 2017 and
65,6% in 2016). In 2016 F. temperatum was found in 4,5% of samples, in 2017 it was 15,9%
and 15,0% in 2018. Considerable differences were observed for F. subglutinans and F.
proliferatum. Frequency of F. subglutinans was 10,7% in 2016, 0,0% in 2017 and 8,0% in 2018.
The frequency of F. proliferatum was 1,1% in 2016, 17,8% in 2017 and 26% in 2018.
F. graminearum was isolated in 2016 from 15,0% of samples, in 2017 it was 10,77% and in
2018 — 4,0%.

Very high diversity was observed between years and localities when mycotoxin contents
were compared. DON content in 2016 ranged between 254,0-2714,0 ug/kg, in 2017 219,0-
1881,0 ug/kg, and in 2018 254,0-2714,3 pg/kg. Fumonisin concentrations, respectively, were
as follows: average for 2016 268 pg/kg (31,4-1587,9), for 2017 the average was 1207,5 pg/kg
(15,8-6760,0) and for 2018 the average 327,8 ug/kg (10,2-72,4, top value for a single location
3666,0 ug/kg). Mean zearalenone content in 2016 was 268,1 ug/kg (37,6-736,3, top value for
one locality 1587,9), in 2017 it was 202 pg/kg (84,2-385,2) and in 2018 the average was 121
ug/kg (69,5-195,0). The species frequency correlated with weather conditions (severe drought
in 2018 and not in 2016). This correlation was not seen for mycotoxin contents.

This research was funded upon Multi-year programme of IHAR-PIB ,,Creation of scientific basis for biological
progres and protection of plant genetic resources as innovation suport of sustainable agriculture and national
safety”, 2015-2020

str. 19



Zréznicowanie molekularne gatunkow kompleksu Fusarium fujikuroi
powodujacych fuzarioze kolb kukurydzy
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Etiologie fuzariozy kolb kukurydzy determinujg w duzej mierze warunki $rodowiska
wystepujgce podczas uprawy tej rosliny. W typowym dla Polski klimacie umiarkowanym
dominujgca forma tej choroby jest tzw. rézowa zgnilizna kolb (ang. pink ear rot) powodowana
przez gatunki kompleksu Fusarium fujikuroi Nirenberg (Fusarium fujikuroi species complex,
FFSC).

Celem przeprowadzonych badan byta ocena zrdznicowania genetycznego populacji FFSC
uzyskanej z porazonych kolb kukurydzy. Ocene te przeprowadzono na podstawie sekwencji
nukleotydowych gendéw locus MAT oraz za pomocg techniki losowej amplifikacji
polimorficznego DNA, RAPD (ang. Random Amplified Polimorphic DNA) opartej na
taricuchowej reakcji polimerazy (PCR). W badaniach zastosowano 17 starterow RAPD.
Efektywnos¢ zastosowanej techniki RAPD oceniono wyliczajgc m.in. wspétczynnik informacji
o polimorfizmie, Marker Index oraz zdolnos¢ rozdzielczg starteréw.

W toku prowadzonych badan z porazonych kolb kukurydzy uzyskano izolaty trzech gatunkéw
kompleksu Fusarium fujikuroi: F. verticillioides, F. subglutinans sensu stricto oraz
F. temperatum.

W profilach amplifikacyjnych RAPD obserwowano duzy udziat prazkéw polimorficznych
(46,1%). Zréznicowanie genetyczne w obrebie catej przebadanej populacji Fusarium spp.
ksztattowato sie na dos¢ wysokim poziomie, na co wskazujg wartosci réznorodnosci genowej
(0,303) i indeksu Shannon-Weaver'a (0,463). Najwieksze zrdéznicowanie odnotowano w
obrebie populacji izolatéow F. verticillioides (réznorodnos¢ genowa - 0,180), za$ najmniejsza
zmiennoscig charakteryzowaty sie izolaty F. subglutinans sensu stricto (réznorodnos¢ genowa
-0,098).

Okreslono takze sekwencje nukleotydowe trzech genéw idiomorfy MAT1-1 (MAT1-1-1,
MAT1-1-2 i MAT1-1-3) i dwdch gendéw idiomorfy MAT1-2 (MAT1-2-1, MAT1-2-3) badanych
izolatow Fusarium spp. Na tle sekwencji regiondw genomu powszechnie stosowanych w
diagnostyce grzybéw, geny locus MAT odznaczajg sie bardzo wysokim zréznicowaniem
nukleotydowym. Sposrdd trzech badanych gatunkdéw najwyzsze zréznicowanie sekwencji
wszystkich genédw MAT odnotowano u izolatdow gatunku F. verticillioides. Geny idiomorfy
MAT1-1 wyrdzniat wyzszy niz w przypadku gendw idiomorfy MAT1-2 polimorfizm sekwencji,
przy czym sekwencje niekodujgce gendw locus MAT charakteryzowaty sie wyzszym poziomem
zréznicowania nukleotydowego niz sekwencje kodujace.

str. 20



Molecular diversity of the Fusarium fujikuroi species complex
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The etiology of Fusarium ear rot is largely determined by the environmental conditions that
occur during maize cultivation. In the temperate climate, typical of Poland, the dominant type
of this disease is the so-called pink ear rot caused by Fusarium fujikuroi species complex
(FFSC).

The purpose of the study was to assess the genetic diversity in the FFSC population obtained
from infected corn cobs. For this purpose the analysis of the nucleotide sequences of the MAT
locus genes and the Random Amplified Polimorphic DNA (RAPD) technique were used.
Seventeen selected RAPD primers were used in the study. Several indexes, such as
polymorphism information content, the Marker Index, the resolving power of the primers and
others, were used to assess the effectiveness of the RAPD technique.

In the study, isolates of the three species of the Fusarium fujikuroi complex were obtained
from infected corn cobs: F. verticillioides, F. subglutinans sensu stricto and F. temperatum.

A large proportion of polymorphic bands (46.1%) was observed in the RAPD amplification
profiles. As evidenced by the values of gene diversity (0.303) and the Shannon-Weaver index
(0.463), the genetic diversity within the analysed Fusarium spp. strains is at a fairly high level.
Fusarium verticillioides was the most heterogenous species (genetic diversity - 0.180), while
the least heterogenous one was F. subglutinans sensu stricto (genetic diversity - 0.098).

The nucleotide sequences of the three MAT1-1 idiomorph genes (MAT1-1-1, MAT1-1-2 and
MAT1-1-3) and the two MAT1-2 idiomorph genes (MAT1-2-1, MAT1-2-3) were determined as
well. In contrast to the sequences of the most commonly used genomic markers for fungi, the
MAT locus genes are characterized by a very high nucleotide diversity. Among the three
studied species, the highest sequence diversity of all MAT genes was noted in the
F. verticillioides strains. The genes of the MAT1-1 idiomorph were distinguished by higher
sequence polymorphism than in the case of the MAT1-2 idiomorphs, with the non-coding
sequences of the MAT locus genes characterized by a higher level of nucleotide diversity than
the coding sequences.
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Interakcja mykopasozytniczego szczepu Trichodema koningiopsis
i fitopatogenicznego szczepu Fusarium culmorum w obecnosci metali ciezkich
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Zbadano tempo wzrostu fitopatogenicznego szczepu Fusarium culmorum Fc37 [1]
i mykopasozytniczego szczepu Trichoderma koningiopsis TkZ3A0 [2, 3] w obecnosci metali
ciezkich (Cd, Pb lub Zn) w stezeniach 2, 4, 6, 8, 10 pg/mL w podtozu statym RB (Ryes i Byrde) z
glukozg i sacharozg jako zréodtem C, w trzech temperaturach (12, 20, 28°C) inkubacji oraz
wzajemne oddziatywanie tych szczepdow przy stezeniu 2 pg/mL metalu w podtozach: PDA,
Martina i RB z 1% sacharozg. W ptynach po hodowli mykopasozyta na podtozu RB z 2 pg/mL
metali w stezenie egzopolimerdéw [4], zwigzkéw fenolowych oraz chelatoréw metali, w tym
sideroforow hydroksamowych, byto wyzsze niz w hodowlach fitopatogena i zalezne od zrddla
C (glukoza, sacharoza, chityna) oraz wieku (5.,7.,12. i 14. dzierl) i temperatury hodowli. Metale
silniej ograniczaty tempo wzrostu fitopatogena niz mykopasozyta a biomasa fitopatogena w
obecnosci metali, szczegdlnie Cd i Pb, byta znacznie nizszg niz biomasa Tk3ZAg0, ktéry najlepiej
adoptowat sie do obecnosci metali w 20°C. Efekt hamowania wzrostu fitopatogena przez
mykopasozyta w obecnosci jondw metali ciezkich (Zn, Pb, Cd) byt w 50% przypadkow silniejszy,
a nigdy stabszy, niz w wersji kontrolnej bez jonéw metalu, a najsilniejszy w obecnosci jonéw
kadmu oraz w temperaturze 20°C. Mykopasozytniczy szczep T. koningiopsis intensywniej niz
patogen rosnacy i wytwarzajgcy EPS i inne metabolity kompleksujgce oraz silnie hamujgcy
wzrost fitopatogena w obecnosci metali ciezkich moze byé skfadnikiem biopreparatéw
ochrony roslin uprawianych na terenach skazonych metalami ciezkimi wzmacniajgcym
jednoczesnie proces fitoremediacji.

Prace wykonano w ramach badarn sfinansowanych z subwencji statutowej UMCS
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The growth rate of phytopathogenic Fusarium culmorum Fc37 [1] and mycoparasitic
Trichoderma koningiopsis TkZ3A0 strain [2, 3] in the presence of heavy metals (Cd, Pb, or Zn)
at concentrations of 2, 4, 6, 8, and 10 pg/mL in a solid medium RB (Ryes and Byrde) with
glucose and sucrose as a source of C, at three incubation temperatures (12, 20, 28°C) and the
interaction of these strains at a concentration of 2 ug/mL of the metal in PDA, Martin, and RB
with 1% sucrose were investigated. In the mycoparasite culture fluids on the RB medium with
2 ug/mL of the metal, the concentration of exopolymers [4], phenolic compounds, and metal
chelators, including hydroxame siderophores, was higher than in the phytopathogen cultures
and dependent on the source of C (glucose, sucrose, chitin), culture age (day 5, 7, 12, and 14),
and temperature. The metals limited the growth rate of the phytopathogen more strongly
than the mycoparasite, and the phytopathogen biomass in the presence of the metals,
especially Cd and Pb, was much lower than the biomass of Tk3ZAg0, which was best adapted
to the presence of the metals at 20°. The mycoparasitic T. koningiopsis strain, which grows
more intensively than the phytopathogen, produces EPS and other complexing metabolites,
and strongly inhibits the growth of the phytopathogen in the presence of heavy metals, may
be a component of biopreparations for protection of plants grown in heavy metal-
contaminated areas and may simultaneously strengthen the phytoremediation process.

This research was funded by the UMCS statutory subsidy
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Drozdze Aureobasidium pullulans i Debaryomyces hansenii zasiedlajg ziarno pszenicy
stanowigc niewielki odsetek mykobiomu ziarna i ktoséw. Dodatkowa aplikacja na kfosy
wyselekcjonowanych, antagonistycznych wobec Fusarium graminearum izolatéw tych
gatunkéw moze stanowié uzupetnienie metod chemicznych. Aplikacja drozdzy na ktosy czesto
spowalnia proces infekcyjny patogenu, ale natura tego zjawiska jest stabo poznana. Celem
badan byfa analiza mechanizmu modyfikacji procesu infekcyjnego F. graminearum przez
drozdze. Badania prowadzono w warunkach polowych, szklarniowych i in vitro. Analizowano
rozwdj drozdzy na ktosach pszenicy twardej inokulowanej F. graminearum, oceniono takze ich
wptyw na transkryptom patogenu.

Integrowane stosowanie fungicydow izabiegéw biologicznych w warunkach polowych
ograniczato zawartos¢ deoksyniwalenolu (DON) w ziarnie. W ziarnie chronionym biologicznie
zawiesing izolatu D. hansenii nie stwierdzono obecnosci DON, a zawartos$¢ kulmoryny (CULM)
byta 38-krotnie mniejsza niz w ziarnie niechronionym. Zastosowanie drozdzy znaczaco
ograniczato takze koncentracje moniliforminy (MON) i eniatyn (ENNs). Komorki drozdzy
ulegaty adhezji do powierzchni tkanki rosliny zywicielskiej i strzepek patogenu, a po licznych
podziatach tworzyty agregaty lub biofilm zanurzony w pozakomérkowym matriksie. Drozdze
ograniczaty nasilenie fuzariozy ktoséw, redukowaty takze liczbe jednostek operacyjnych F.
graminearum (OTUs). In vitro drozdze ograniczaty rozwéj kolonii F. graminearum konkurujgc
o przestrzen i pokarm. Zastosowanie biologicznej ochrony nie miato wptywu na metabolizm
wtornych metabolitéw — trichotecendw w nekrotroficznym etapie infekcji F. graminearum.
Drozdze modyfikowaty za to globalne czynniki transkrypcyjne, z uwagi na ztozonos$¢ procesow
zwigzanych ztranslacjg i potranslacyjnym dojrzewaniem biatek nie moina wykluczy¢
pozniejszych wtdérnych zmian w procesach metabolicznych patogenu. Antagonistyczne
drozdze mogg by¢ rekomendowane do stosowania z fungicydami w systemie integrowanym
do zwalczania fuzariozy ktoséw.
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Aureobasidium pullulans and Debaryomyces hansenii yeasts colonize wheat grain and
account for a small percentage of grain and spike mycobiota. The application of selected
A. pullulans and D. hansenii isolates with antagonistic effects against Fusarium graminearum
to spikes can complement chemical control methods. When applied to spikes, yeasts often
slow down the infection process, but their mode of action remains insufficiently investigated.
The aim of this study was to analyze the mechanism of action underlying yeasts’ ability to
modify the F. graminearum infection process in grain. The study involved field, greenhouse
and in vitro experiments. The development of yeasts was analyzed on durum wheat spikes
inoculated with F. graminearum, and the effect of yeast isolates on the pathogen’s
transcriptome was also evaluated.

Under field conditions, integrated fungicide and biological treatments decreased the
deoxynivalenol (DON) content of grain. Grain protected with the D. hansenii suspension was
free of DON, and the concentration of culmorin (CULM) was 38 times lower than in
unprotected grain. Yeasts also considerably decreased the concentrations of moniliformin
(MON) and enniatin (ENN) in grain. Yeast cells adhered to the surface of host plant tissues and
fungal hyphae, where they multiplied and formed aggregates or biofilm embedded in the
extracellular matrix. Yeasts decreased the severity of Fusarium head blight (FHB) and reduced
the number of operational taxonomic units (OTUs) of F. graminearum. Under in vitro
conditions, yeasts inhibited the development of F. graminearum colonies by competing for
space and food. The applied biological treatment had no effect on the metabolism of
trichothecenes (secondary metabolites) in the necrotrophic stage of F. graminearum
infection. However, yeasts modified global transcription factors, and further secondary
changes in the pathogen’s metabolism cannot be ruled out due to the complexity of
translational processes and post-translational modification of proteins. Antagonistic yeasts
applied in combination with fungicides can be recommended for the integrated management
of FHB.
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Wirus czarnej pierscieniowej plamistosci pomidora (Tomato black ring virus, TBRV) poraza
szeroki zakres roslin, w tym wiele gatunkéw gospodarczo waznych. Genom wirusa zbudowany
jest z dwdch pojedynczych nici RNA o dodatniej polarnosci (+ssRNA). Dodatkowo moga
wystepowac subgenomowe czgsteczki RNA, w tym satelitarne RNA (satRNA). Wiekszos¢
satRNA nepowiruséw posiada VPg na koncu 5" oraz ogon poli(A) na koricu 3°. Satelitarne RNA
TBRV zawiera ~1374 nt i koduje proteine o masie 48kD. Obecnos¢ satRNA moze wptywac na
symptomy obserwowane na porazanych roslinach oraz replikacje wirusa. Celem niniejszej
pracy byta analiza zréznicowania genetycznego satRNA TBRV oraz ich wptywu na akumulacje
wirusa w roslinach.

Do badan wybrano 41 izolatéw pochodzacych z réznych gospodarzy i regiondéw Polski.
SatRNA amplifikowano z wykorzystaniem odpowiednich starterédw w reakcji RT-PCR,
klonowano molekularnie i sekwencjonowano. Otrzymane sekwencje analizowano pod katem
zjawiska rekombinacji z wykorzystaniem programéw RDP4 i SplitsTree. Presja selekcyjna
zostata okres$lona na podstawie stosunkdw substytucji niesynonimicznych do synonimicznych
(dN/dS) w analizowanych sekwencjach satRNA przy uzyciu serwera Datamonkey. Relacje
filogenetyczne w populacji satRNA analizowano z wykorzystaniem programu MEGAX. Wptyw
satRNA na objawy chorobowe i akumulacje wirusa analizowano z wykorzystaniem trzech
izolatow: TBRV-K8, TBRV-MJ i TBRV-Pi oraz Chenopodium quinoa, Nicotiana tabacum oraz
Spinacia oleracea. Akumulacje RNA badano po 7, 14, 21 oraz 28 dniach od inokulacji (dpi) za
pomocg reakcji RT-gPCR (LightCycler96, Roche). Otrzymane dane analizowano statystycznie z
wykorzystaniem programu SPSS (IBM, USA).

Sposrdod badanych izolatow obecnos¢ satRNA stwierdzono dla 18 izolatow TBRV. Analizy
sekwencji wykazaty wysoki stopien zréznicowania genetycznego satRNA, ktdre wyniosto od
91,1% do 100% dla sekwencji nukleotydéw i od 89,4% do 100% dla sekwencji aminokwaséw.
W badanej populacji nie stwierdzono obecnosci zrekombinowanych wariantéw. Wykazano
dziatanie presji oczyszczajgcej co swiadczy o usuwaniu niekorzystnych mutacji z populacji.
Analiza filogenetyczna wykazata tendencje niektorych satRNA do wspdlnego grupowania. Nie
stwierdzono jednak wyraznej korelacji pomiedzy zrdéznicowaniem genetycznym satRNA,
gospodarzem i miejscem pochodzenia, co wymaga dalszych analiz z wykorzystaniem wiekszej
ilosci sekwencji. Zaobserwowano, ze rosliny szpinaku i komosy zainfekowane izolatem TBRV +
satRNA wykazuja silniejsze objawy chorobowe w poréwnaniu do tych zainfekowanych tylko
TBRV. Podsumowujac, wykazano, ze obecnos¢ satelitarnych czgsteczek RNA ma istotny wptyw
na akumulacje TBRV zalezny od kombinacji izolatu i rosliny gospodarza.

Prace wykonano w ramach projektu OPUS 2017/25/B/NZ9/01715 z Narodowego Centrum Nauki.
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Tomato black ring nepovirus infects a wide range of plant including many economically
important species. Its genome consists of two single-stranded positive-sense RNAs. Additional
subgenomic RNAs including satellite RNAs (satRNAs) have also been described. The majority
of nepoviruses satRNA have a VPg at the 5’ end and a polyA tail at the 3’end. TBRV satRNAs
consist of a single-stranded RNA of about 1374 nt that encodes a protein of 48 kDa which
probably affects the activity of the viral replicase. The presence of satRNAs might have great
impact on symptoms development and virus replication. The goal of this study was to analyze
the genetic diversity of TBRV satRNAs and their impact on virus accumulation in plants.

Forty-one TBRYV isolates originated from different hosts and regions of Poland were selected
for the study. SatRNAs were amplified with appropriate primers by RT-PCR, molecularly cloned
and sequenced. The obtained sequences were analysed for occurrence of recombination using
RDP4 and SplitsTree programs. The selective pressure acting on particular codons was
evaluated based on the ratio of non-synonymous (dn) to synonymous (ds) nucleic acid changes
using four different approaches implemented in the Datamonkey server. Phylogenetic
relationships were established using MEGA X. The impact of satRNAs on symptoms and virus
accumulation was analysed for TBRV-K8, TBRV-MJ and TBRV-Pi isolates in Chenopodium
quinoa, Nicotiana tabacum and Spinacia oleracea. RNA accumulation was established 7, 14,
21 and 28 days post inoculation using RT-gPCR (LightCycler96, Roche). The obtained data was
analysed statistically using SPSS software (IBM, USA)

The presence of satRNA was confirmed in 18 out of 41 tested TBRV isolates. Sequence
analyses showed a high level of genetic variability, ranging from 91.1% to 100% for the
nucleotide and 89.4% to 100% for amino acid sequences, respectively. No recombinant
variants were found. Pervasive purifying selection on satRNAs and removing deleterious
variations has been found. Phylogenetic analysis showed significant clustering of satRNAs.
However, no clear correlation was found between the genetic variation of satRNA, the host
species and the site of origin, which requires further analysis using a larger data set. S. oleracea
and C. quinoa plants infected with TBRV + satRNA showed more severe symptoms, in
comparison to those infected only with TBRV, regardless of the viral isolate. In conclusion, the
presence of satRNAs significantly impacts TBRV accumulation in an isolate and host plant
dependent manner.

This research was funded by the Polish National Science Centre (project No. 2017/25/B/NZ9/01715).
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Wykorzystanie nowoczesnych metod biologii molekularnej do okreslenia
patogenicznosci torradowirusow

Przemystaw Wieczorek, Marta Budziszewska, Barbara Wrzesiniska, Arnika Przybylska, Patryk
Frackowiak, Aleksandra Obrepalska-Steplowska

Instytut Ochrony Roslin — Pastwowy Instytut Badawczy, Zaktad Biologii Molekularnej i
Biotechnologii, ul. W. Wegorka 20, 60-318 Poznan

e-mail: p.wieczorek@iorpib.poznan.pl

Torradowirusy (rodzaj Torradovirus, rodzina Secoviridae) to grupa patogendw, ktore
porazajg rosliny z rodziny Apiaceae, Astraceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Lamiaceae,
Fabaceae. Z uwagi na szeroki zakres gospodarzy oraz na identyfikowane nowe przypadki
porazen wywotywanych przez te grupe wiruséw, istotne jest prowadzenie badan nad
zmiennoscig genetyczng oraz ustaleniem ich determinant patogenicznosci. Typowymi
przedstawicielami rodzaju sg przenoszone przez maczliki: wirus nekrozy pomidora — Tomato
torrado virus, ToTV, oraz Tomato marchitez virus (ToMarV), ktére porazajg Solanum
lycopersicum L. (Solanaceae). Okreslajagc zmienno$é genetyczng ToTV oraz innych
torradowirusdw opracowano czute testy diagnostyczne, ktére wykorzystano do identyfikacji
tych patogendw w rodlinach. Istotnym osiggnieciem w badaniach biologii molekularnej
torradowiruséw byto skonstruowanie klonéw infekcyjnych ToTV oraz ToMarV. W tym
zakresie kopie RNA1 oraz RNA2 tych wirusdw umieszczano pod kontrolg promotora 35S
CaMV w ekspresyjnym wektorze binarnym pJL89. Procedure tworzenia plazmidéw
rekombinowanych wykonano w oparciu o klonowanie metodga Gibsona (Gibson Assembly)
[1]. Co wiecej, istotnym osiggnieciem w zakresie badan patogenicznosci torradowirusow
byto skonstruowanie wariantu RNA2 ToTV z wprowadzong sekwencjg genu kodujgcego
biatko zielonej fluorescencji — GFP. Uzyskany wirus rekombinowany, ToTV-GFP,
wykorzystano do przyzyciowego monitorowania przebiegu procesu infekcji w roslinie [2].
Wykorzystujac infekcyjny klon ToTV okreslono m.in. zaangazowanie biatka 3A wirusa w
réznicowym porazaniu pomidora i tytoniu (Nicotiana benthamiana)[3].

Przeprowadzone doswiadczenia poszerzyty zakres metod badawczych oraz wiedze z obszaru
mechanizméw molekularnych determinujgcych chorobotwdérczosé torradowiruséw.

Prace prowadzono w ramach projektu NCN nr 2016/21/D/NZ9/02478
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Torradoviruses (genus Torradovirus, family Secoviridae) are a group of pathogens that infect
plants of the Apiaceae, Asteraceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Lamiaceae, and Fabaceae
families. Due to the wide range of hosts and the identification of new cases of infections
caused by this group of viruses, it is important to conduct research focusing on their genetic
variability and to establish their pathogenicity determinants. Typical members of the genus
are the tomato torrado virus (ToTV) and tomato marchitez virus (ToMarV) transmitted by
whiteflies, which infects Solanum lycopersicum L. (Solanaceae). By determining the genetic
variability of ToTV, and other torradoviruses, it was possible to develop sensitive diagnostic
protocols to identify these pathogens in plants. The construction of ToTV and ToMarV
infectious clones was an important achievement in the study of the molecular biology of
torradoviruses. In this regard, RNA1 and RNA2 copies of these viruses were placed under the
control of the CaMV 35S promoter in the expression binary vector pJL89. The procedure for
creating recombinant plasmids was performed based on the Gibson assembly method [1].
Moreover, the construction of the RNA2 ToTV variant with the introduced sequence of the
gene encoding the green fluorescence protein — GFP was a significant achievement in the field
of research on the pathogenicity of torradoviruses. The obtained recombinant virus, ToTV-
GFP, was used to monitor the infection process in the infected plant [2]. Using the ToTV
infectious clone, it was possible to analyze the involvement of the virus 3A protein in the
process of infection of tomato and tobacco (Nicotiana benthamiana) [3].

The conducted experiments improved the research methods and the knowledge in the field
of molecular mechanisms determining the pathogenicity of torradoviruses.

The work was supported by grant from National Research Centre no 2016/21/D/NZ9/02478
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Na podstawie badan wykonanych w ostatnich kilku latach szacuje sie, ze choroby
kukurydzy co roku sg przyczyng strat wysokosci plonu, siegajacych nawet 30%. Za
najgrozniejsze uwaza sie obecnie choroby powodowane przez grzyby z rodzaju Fusarium,
bedace gtéwnymi sprawcami zgorzeli siewek, zgnilizny korzeni i zgorzeli podstawy todygi,
ale takze najbardziej niebezpiecznej fuzariozy kolb. Wczesne porazenie roslin powoduje
zdrobnienie ziarna, a takze znaczne pogorszenie warto$ci pokarmowej oraz jakosci paszy
ze wzgledu na obecnosé szkodliwych mikotoksyn. Wobec powyzszego celem badan byta
identyfikacja nowych markeréw typu SilicoDArT i SNP, ktére bedzie mozna wykorzystaé do
masowej selekcji odmian odpornych na fuzarium. W sktad materiatu roslinnego wchodzito 186
linii wsobnych kukurydzy. Linie pochodzity z poletek doswiadczalnych nalezgcych do dwéch
polskich spétek hodowlanych: Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa IHAR (512 41' 23.16"
N 1792 4' 18.241" E) oraz Matopolskiej Hodowli Roslin Sp. z 0.0 (502 58' 19.411" N 162 55'
47.323" E). W wyniku sekwencjonowania nowej generacji tacznie otrzymano 81 602 markery
molekularne, z ktérych w wyniku mapowania asocjacyjnego wybrano 2 962 (321 SilicoDArT i
2 641 SNP) istotnie zwigzanych z odpornoscia roslin na fuzarium. Sposréd 2 962 markeréw
istotnie zwigzanych z odpornoscig roslin na fuzarium wybrano 7 markeréw (SilicoDArT, SNP),
ktore byty istotne na poziomie 0.001. Zostaty wykorzystane do mapowanie fizycznego. W
wyniku analiz stwierdzono, ze 2 z 7 wytypowanych markeréw (15097 — SilicoDArT i 58771 -
SNP) s3 zlokalizowane wewnatrz gendéw, odpowiednio na chromosomach 2 i 3. Marker 15097
zakotwiczony jest w genie kodujgcym putrescine N-hydroxycinnamoyltransferase natomiast
marker 58771 zakotwiczony jest w genie kodujgcym prekursor peroksydazy 72. Na podstawie
danych literaturowych oba te geny mogg by¢ zwigzane z odpornoscig roslin na fuzarium.
Wobec powyzszego markery 15097 (SilicoDArT) i 58771 (SNP) mogg zosta¢ wykorzystane w
programach hodowlanych do selekgji linii odpornych na fuzarium.

Prace wykonano w ramach projektu Analiza genetycznych uwarunkowan zwigzanych z efektem heterozji oraz
odpornosciq na fuzarium u kukurydzy (Zea mays L.) finansowanego przez MR i RW
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On the basis of studies carried out in the last few years, it is estimated that maize diseases
cause yield losses of up to 30% each year. The most dangerous diseases are currently
considered to be caused by fungi of the genus Fusarium, which are the main culprits of root
rot, ear rots, stalk rot.. Early plant infection causes grain diminution, as well as a significant
deterioration in nutritional value and fodder quality due to the presence of harmful
mycotoxins. Therefore, the aim of the research was to identify new markers of the SilicoDArT
and SNP type, which could be used for mass selection of varieties resistant to fusarium. The
plant material consisted of 186 inbred maize lines. The lines came from experimental plots
belonging to two Polish breeding companies: Plant Breeding Smolice Ltd., Co. Plant Breeding
and Acclimatization Institute - National Research Institute Group (512 41' 23.16" N, 172 4'
18.241" E) and Matopolska Plant Breeding Kobierzyce Ltd., Co. (502 58' 19.411" N, 162 55'
47.323" E). As a result of next-generation sequencing, a total of 81,602 molecular markers
were obtained, of which, as a result of associative mapping, 2,962 (321 SilicoDArT and 2,641
SNP) significantly related to plant resistance to fusarium were selected. Out of 2,962 markers
significantly related to plant resistance in the fusarium, seven markers (SilicoDArT, SNP) were
selected, which were significant at the level of 0.001. They were used for physical mapping.
As a result of the analyzes, it was found that two out of seven selected markers (15097 —
SilicoDArT and 58771 — SNP) are located inside genes, on chromosomes 2 and 3, respectively.
Marker 15097 is anchored to the gene encoding putrescine N-hydroxycinnamoyltransferase
while marker 58771 is anchored to the gene encoding the peroxidase precursor 72. Based on
the literature data, both of these genes may be associated with plant resistance to fusarium.
Therefore, the markers 15097 (SilicoDArT) and 58771 (SNP) can be used in breeding programs
to select lines resistant to fusarium.

This research was funded by Ministry of Agriculture and Rural Development, “Biological progress in plant
production (recruitment 2020) as part of the research project “Analysis of genetic determinants of heterosis effect
and fusarium resistance in maize (Zea mays L.)”.
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Podstawowe kierunki hodowli pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) koncentrujg sie na
wysokim plonowaniu, dobrej jakosci handlowej, a takze odpornosci na stresy biotyczne i
abiotyczne. Jedng z najgrozniejszych chordéb prowadzgcych do powaznych strat w uprawach
pszenicy jest rdza brunatna, powodowana przez patogen grzybowy Puccinia triticina Eriks.
Poznanie molekularnych mechanizmoéw interakcji roslina-patogen pozwoli na opracowanie
nowych strategii hodowli odpornosciowej pszenicy. Odpornos¢ na rdze brunatng
uwarunkowang genetycznie scharakteryzowano w przypadku mtodych roslin (seedling
resistance), jak i roslin w stadium dorostym. W stadium siewki odpornos¢ jest pionowo
kontrolowana przez geny gtdwne R, ktdre czesto ulegaja przetamywaniu przez patogeny. W
przypadku dojrzatych, odpornych na rdze roslin obserwuje sie odpornos¢ pozioma typu APR
(adult plant resistance), ktéra zabezpiecza rosline przed wieloma rasami patogendow
jednoczesnie, wyrdzniajac sie wiekszg trwatoscia. Do gendéw APR nalezy m.in. gen Lr34,
zidentyfikowany na chromosomie 7DL pszenicy. Celem badan byfa analiza profili ekspresji
genu Lr34 oraz trzech komplementarnych miRNA (miR9653b, miR9773 i miR9677b), po
inokulacji rdzg brunatng. Materiat roslinny stanowity odmiany referencyjne pszenicy (Artigas,
NP846, Glenlea, Lerma Rojo, TX) zawierajgce locus genu Lr34/Yr18/Sr57. Identyfikacja
markera genu Lr34 w odmianach referencyjnych zostata przeprowadzona metodg
taricuchowej reakcji polimerazy (PCR). Stres biotyczny zostat wywotany poprzez inokulacje
zarodnikami grzybéw w kontrolowanych warunkach w fitotronie. Materiat roslinny stanowity
prébki tkanki lisciowej pobrane przed inokulacjg oraz 6, 12, 24 i 48 h po inokulacji. Do analizy
réznic w ekspresji genu wykorzystano metode qRT-PCR. W odmianie Artigas zaobserwowano
wzrost poziomu ekspresji genu Lr34 przy jednoczesnym spadku poziomu ekspresji miR9653b
i odwrotnie. Podobne zaleznosci zaobserwowano w przypadku odmian NP846 i TX w prawie
wszystkich punktach czasowych. Wyniki analiz wskazujg na mozliwo$¢ blokowania ekspresji
genu Lr34 przez miR9653b.
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The main trends in breeding common wheat (Triticum aestivum L.) focus on high yield, good
trade quality, and resistance to biotic and abiotic stresses. One of the most dangerous diseases
causing significant losses in wheat crops is leaf rust, caused by Puccinia triticina Eriks. The
understanding of molecular mechanisms of plant-pathogen interactions will enable the
development of new strategies for resistance breeding in wheat. Genetically determined
resistance to leaf rust has been characterized in young plants (seedling resistance) as well as
in plants at the adult stage. At the seedling stage, resistance is controlled vertically by R major
genes, which are often broken by fungal pathogens. In mature rust-resistant plants, horizontal
adult plant resistance (APR) is observed, which protects the plant against multiple races of
pathogens simultaneously, distinguished by greater durability. Among the APR genes is the
Lr34 gene, identified on wheat chromosome 7DL. The aim of this study was to analyze the
expression profiles of the Lr34 gene and three complementary miRNAs (miR9653b, miR9773
and miR9677b) after inoculation with leaf rust. The plant material consisted of wheat
reference varieties (Artigas, NP846, Glenlea, Lerma Rojo, TX) containing the Lr34/Yr18/Sr57
locus. ldentification of the Lr34 gene marker in reference varieties was performed by
polymerase chain reaction (PCR). Biotic stress was induced by inoculation with fungal spores
under controlled conditions in a phytotron. Plant material consisted of leaf tissue samples
collected before inoculation and 6, 12, 24 and 48 h post inoculation (hpi). The qRT-PCR method
was used to analyze differences in gene expression. In Artigas variety, an increase in Lr34 gene
expression level was observed with a decrease in miR9653b expression level. Similar
correlations were observed in NP846 and TX varieties at nearly all time points (hpi). The results
of the analyses indicate that miR9653b may be capable of blocking Lr34 gene expression.
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Zaraza ogniowa (Erwinia amylovora) jest chorobg bakteryjng jabtoni i grusz majgca charakter
systemiczny. Podstawg jej zwalczania pozostajg niezmiennie od wielu lat preparaty
miedziowe. Niestety majg one liczne ograniczenia, z ktérych najwazniejszym jest dziatanie
powierzchniowe. Dodatkowo preparaty te majg dziatanie wytgcznie bakteriostatyczne.
Obecnie obserwuje sie wyrazng tendencje do ograniczania stosowania preparatéw z tej
grupy, ze wzgledu m.in. na toksycznosé¢ dla srodowiska. Sadownicy wykonujacy zabiegi
zwigzkami miedzi sg w stanie zanieczyscic glebe tym pierwiastkiem w podobny sposéb jak robi
to przemyst ciezki. Dodatkowo miedZ powoduje dezaktywacje pytku kwiatowego, co moze
wptywaé na obnizenie plonu i mie¢ duze znaczenie, zwtaszcza w dobie deficytu zapylaczy, dla
ktéorych miedZz rowniez jest toksyczna. Niezaleznie od wymienionych wad, preparaty
miedziowe pozostajg jedyng grupg skutecznych bakteriostatykow wzgledem Erwinia
amylovora. Nie jest wykluczone, ze w nieodlegtej przysztosci, powstang pewne ograniczenia
zwigzane z ich stosowaniem, a nawet catkowity zakaz aplikacji. Nowe , powierzchniowe
zamienniki”, w walce z ta chorobg, zawsze bedg mato skuteczne, ze wzgledu na charakter
patogena. Moze to doprowadzi¢ do wytworzenia powaznej luki w programie ochrony jabtoni
przed tg grozng choroba.

Alternatywg do chemicznych srodkéw ochrony moze by¢ indukcja odpornosci roslin, ktéra
polega na czasowym wytworzeniu barier ograniczajgcych lub uniemozliwiajgcych rozwdj
choroby. Z dotychczas poznanych induktoréow odpornosci jabtoni na zaraze ogniowsa literatura,
w tym najnowsza, wymienia min. preparat Bion 50 WG (BTH) i Regalis 10 WG (proheksadion
wapnia). Natomiast brak jest nowych i skutecznych induktorow odpornosci jabtoni na te
chorobe.

Celem naszych badan byta ocena skutecznosci pochodnych kwasu salicylowego, w ochronie
pedow i kwiatdéw jabtoni, przeciwko zarazie ogniowej. Pedy jabtoni indukowano kwasami: 3-
chloro salicylowym, 5-chloro salicylowym oraz 3,5-chloro salicylowym, uzyskujgc
zadowalajgcg ochrone w zakresie od 43 do 85%. Zwalczanie choroby na kwiatach
przeprowadzono dla dwdch pierwszych wymienionych kwaséw. Wykazaty one skutecznosé od
44 do 61%. Badane warianty nie réznity sie statystycznie od preparatu komercyjnego Bion 50
WG, zastosowanego dla poréwnania.

Prace wykonano w ramach projektu “Nowe induktory odpornosci roslin oraz ich zastosowanie jako innowacyjne
podejscie do ochrony roslin przed patogenami” jest realizowany w ramach programu TEAM TECH (POIR.04 /
04.00-00-5BD9 / 17-00) Fundacji na rzecz Nauki Polskiej, wspétfinansowanego przez Unie Europejskq z programu
Inteligentny Rozwdj
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Fire blight (Erwinia amylovora) is a systemic bacterial disease of apple and pear trees. The
basis of its control has been copper preparations, invariably for many years. Unfortunately,
they have numerous limitations, the most important of which is limited to the surface effect.
In addition, these preparations only have a bacteriostatic effect. Currently, there is a clear
tendency to limit the use of preparations from this group, due to e.g. environmental toxicity.
Growers who perform treatments with copper compounds are able to contaminate the soil
with this element in a similar way to heavy industry. In addition, copper inactivates pollen,
which may reduce the yield and be of great importance, especially in the era of pollinator
deficiency, for which copper is also toxic. Regardless of the above-mentioned disadvantages,
copper preparations remain the only group of effective bacteriostatic agents against Erwinia
amylovora. It is possible that in the near future there will be some restrictions on its use, or
even a complete ban on applications. New "surface substitutes" in the fight against this
disease will always be ineffective due to the nature of the pathogen. This can lead to the
creation of a serious gap in the apple protection program against this dangerous disease.

An alternative to chemical protection may be the induction of plant resistance, which
consists in the temporary creation of barriers limiting or preventing the development of the
disease. The previously known inducers of apple tree resistance to fire blight include Bion 50
WG (BTH) and Regalis 10 WG (calcium prohexadione). However, there are no new and
effective inducers of apple immunity to this disease.

The aim of our research was to evaluate the effectiveness of salicylic acid derivatives in the
protection of apple shoots and flowers against fire blight. Apple shoots were induced with 3-
chlorosalicylic, 5-chlorosalicylic and 3,5-chlorosalicylic acids, obtaining satisfactory protection
in the range from 43 to 85%. Disease control on flowers was performed with the first two
compounds. They showed effectiveness from 44 to 61%. The tested variants did not differ
statistically from the commercial preparation Bion 50 WG, used for comparison.

This research was funded by the Foundation for Polish Science, co-financed by the European Union from the
Intelligent Development program (project New plant resistance inducers and their use as an innovative approach
to plant protection against pathogens" is carried out under the TEAM TECH program; POIR.04 / 04.00-00-5BD9 /
17-00)
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Kita kapusty w Polsce
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Kita kapusty to grozna choroba roslin kapustowatych, zaréwno w matoobszarowych uprawach roslin
warzywnych, jak tez na wielkoobszarowych plantacjach rzepaku ozimego i jarego a takze roslin
kapustowatych uprawianych w poplonach $cierniskowych i miedzyplonach. Co wiecej niejednokrotnie
objawy kity kapusty spotykane sg na chwastach, co dodatkowo przyczynia sie do utrzymania wysokiego
stezenia patogena w glebie. W wyktadzie wskazane zostang regiony w Polsce z wysokim stopniem
skazenia gleb patogenem Plasmodiophora brassicae, wywotujgcym kite kapusty oraz zakresy jego
stezen i rekomendacje dla producentéw rzepaku, opracowane na tej podstawie. Badania
przeprowadzone w Polsce z wykorzystaniem metody Real-time PCR wykazaty znaczny udziat gleb z
wysokim stezeniem patogena. Az 10% gleb nie rekomendowano do obsiania rzepakiem ani do uprawy
warzyw kapustowatych. Ponadto przedstawimy wyniki najnowszych badan na temat patotypdéw P.
brassicae oznaczonych na podstawie czterech najczesciej stosowanych systemow ich oceny (Somé,
Williams, Buczacki i Strelkov). Poszukiwanie Zrodet odpornosci doprowadzito do wskazania niektérych
genotypdéw roslin kapustowatych ze Swiatowych zasobéw genowych, w tym m.in. z rodzaju Raphanus.
Wyniki uzyskane w warunkach Polski bedg przedstawione na tle globalnego zagrozenia kitg kapusty dla
upraw roslin kapustowatych na Swiecie.

Clubroot in Poland

Matgorzata Jedryczka, Noor Ramzi, Joanna Kaczmarek

Institute of Plant Genetics, Polish Academy of Sciences, Strzeszynska 34, 60-479 Poznan
e-mail: mjed@igr.poznan.pl

Clubroot is a damaging disease of cruciferous plants, both in vegetable crops usually grown on
relatively small areas, in large-field crops of winter and spring oilseed rape, as well as cruciferous plants
grown as catch crops and intercrops. Moreover, the symptoms of clubroot are often found on weeds,
which additionally contribute to the persistence of a high pathogen concentration in the soil. We will
point out at regions of Poland with a high degree of soil infestation by Plasmodiophora brassicae, which
causes clubroot, as well as the ranges of its concentration and recommendations for rapeseed
producers, developed on this basis. Research conducted in Poland using the Real-time PCR system
showed a significant share of soils with a high concentration of the pathogen. As much as 10% of
agricultural areas studied were not recommended for the cultivation of oilseed rape or for the
production of Brassica vegetables. In addition, we will present the results of the latest research on P.
brassicae pathotypes determined on the basis of the four most commonly used evaluation systems
(Somé, Williams, Buczacki and Strelkov). The search for the sources of resistance led to the
identification of some genotypes of Brassica plants from world genetic resources, including the genus
Raphanus. The results obtained in Poland will be shown at the broader context concerning the
cultivation of Brassica crops worldwide.
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Co czyha w glebie, powietrzu i wodzie?
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W ciggu ostatnich 500 lat bariery geograficzne, ktdre przez miliony lat utrzymywaty niemal statyczny
rozktad bioty na Swiecie, zostaly zniszczone przez dziatalnos¢ cztowieka, w konsekwencji czego
niektére organizmy wykroczyly poza swdj naturalny zasieg (Richardson et al. 2000). Ekspansja
organizméw wzrosta ogromnie w ostatnim stuleciu, w wyniku wzrostu podrézy i handlu
miedzynarodowego, powodujacy ogromne zaktécenia ekosystemdéw i powazne skutki spoteczno-
gospodarcze (Aukema i in., 2011). Coraz czeSciej mamy do czynienia z pojawieniem sie wczesniej
nieobecnych na danym obszarze patogendw, jak réwniez ich nowych, patogenicznych szczepdw.

Co czyha na nasze drzewa? Czy jesteSmy w stanie temu zapobiec? Jak mozemy chronic sie przed takimi
inwazjami?

Literatura
1. Aukema JE, Leung B, Kovacs K, Chivers C, Britton KO, Englin J, Frankel SJ,
Haight RG, Holes TP, Liebhold AM et al. 2011. Economic impacts of non-
Native forest insects in the United States. PLoS ONE 6: e24587.
2. Richardson DM, Pysek P, Rejmanek M, Barbour MG, Panetta FD, West Cl.
2000. Naturalization and invasion of alien plants: concepts and definitions.
Diversity and Distributions 6: 93-107.

str. 37



What lurks in soil, air and water?
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Over the past 500 years, the geographic barriers that for millions of years have maintained an almost
static distribution of biota around the world have been destroyed by human activities, with the result
that some organisms have moved beyond their natural range (Richardson et al. 2000). The expansion
of organisms has increased tremendously in the last century as a result of increased travel and
international trade, causing massive disruption to ecosystems and severe socio-economic impacts
(Aukema et al., 2011). We are increasingly dealing with the appearance of previously absent pathogens
in a given area and their new, pathogenic strains.

What threatens our trees? Are we able to prevent it? How can we protect trees from such invasions?

References
3. Aukema JE, Leung B, Kovacs K, Chivers C, Britton KO, Englin J, Frankel SJ,
Haight RG, Holes TP, Liebhold AM et al. 2011. Economic impacts of non-
Native forest insects in the United States. PLoS ONE 6: e24587.
4. Richardson DM, Pysek P, Rejmanek M, Barbour MG, Panetta FD, West Cl.
2000. Naturalization and invasion of alien plants: concepts and  definitions.
Diversity and Distributions 6: 93-107.
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Mikrobiomy w agroekosystemach — bioréznorodnos¢ funkcjonalna i
strukturalna oraz interakcje i mechanizmy istotne dla rozwoju
zrownowazonych strategii produkcji rolniczej
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W dominujacych obecnie systemach uprawy, nawozenie roslin nalezy do kluczowych elementéw
zapewniajgcych ich plonowanie, a wcigz pomijane sg aspekty zwigzane z mikrobiomem gleb i roslin,
ktére mogg poprawi¢ rekrutacje pozytecznych mikroorganizmow ze srodowiska glebowego w celu
mobilizacji sktadnikéw odzywczych i ochrony roslin.

Zrownowazone, nowatorskie strategie produkcji roslinnej coraz czesciej obejmujg koncepcje oparte
na zatozeniu, ze rosliny w naturalny sposéb wchodza w interakcje z pozytecznymi mikroorganizmami
glebowymi, ktére ograniczajg ich zaleznos¢ od stosowania nawozdéw mineralnych. Przyktadem moga
by¢ odmiany roslin o zwiekszonej biomasie korzeni, ktdre bardziej wydajnie rekrutujg pozyteczne
mikroorganizmy glebowe. Dodatkowo, im wieksza jest biordéznorodnos¢ mikroorganizméw w
Srodowisku glebowym, tym tatwiej korzeniom roslin przycigga¢ mikroorganizmy pozyteczne, ktére
uczestniczg w mobilizacji sktadnikdw odzywczych, zmniejszajg stresy abiotyczne czy zapobiegajg
chorobom roslin powodowanym przez patogeny. Wydajnos¢ wykorzystania sktadnikéw odzywczych
wzrasta wraz ze wzrostem mikroorganizméw w strefie korzeniowej przy jednoczesnym zredukowanym
nawozeniu, przyczyniajgc sie rowniez do zmniejszenia zanieczyszczenia wod gruntowych. Takie
podejscie jest szczegdlnie korzystne dla upraw podatnych na szkodniki, choroby i inne czynniki stresu
Srodowiskowego, w tym zmiany klimatu.

Dlatego tez prowadzone badania majg na celu identyfikacje roslin, ktére skutecznie oddziatujg z
mikrobiomem glebowym, wybierajac w ten sposdb odmiany, ktére sg w mniejszym stopniu zalezne od
stosowanych nawozéw mineralnych i pestycyddéw, biorgc pod uwage warunki kontrolne oraz rézne
czynniki stresowe, w tym biotyczne (patogeny) i abiotyczne (susza). Dodatkowo waznym aspektem
prowadzonych badan jest proba okreslenia zmian mikrobiomu roslin zdrowych i chorych. Ponadto,
analiza mikrobiomu gleb i roslin pozwala oceni¢ skuteczno$é stosowanych zabiegdw agrotechnicznych,
sposobdéw uprawy czy wykorzysztywanych bioproduktéw w utrzymaniu bioréznorodnosci, stabilnosci
i zdrowia agroekosystemoéw.

Takie podejscie z jednej strony wspiera rozwdj metod hodowlanych w celu selekcji odmian roslin,
ktdre skutecznie oddziatujg z mikrobiomem glebowym, poprawiajgc w ten sposdb zdrowotnos¢ roslin
oraz ich produkcje i odpornos¢ na czynniki stresowe. Z drugiej zas strony zapewnia rozwodj
nowatorskich metod zarzadzania uprawami i szkodnikami, uwzgledniajac interakcje miedzy roslinami
a organizmami glebowymi, obejmujgce koncepcje rosliny jako metaorganizmu (holobiont), ktére
poprawiajg efektywnos¢ wykorzystania zasobéw glebowych oraz odpornosé roslin na choroby i stresy
Srodowiskowe.

BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018; BIOSTRATEG3/347464/5/NCBR/2017; ERA-NET SusCrop
SUSCROP/I/POTATOMETABIOME/01/2019/NCBR; PRELUDIUM BIS-2 NCN UMO-2020/39/0/NZ9/03421; OPUS
12 NCN UMO-2016/23/B/NZ8/00564; OPUS 15 NCN UMO-2018/29/B/NZ9/00982; LIDER/7/0054/L-
12/20/NCBR/2021; MINIATURA 5 NCN DEC 2021/05/X/NZ9/01672; MINIATURA 5 NCN 2021/05/X/NZ9/00341;
EJP SOIL Proposal ID7 DWM/EJP SOIL/I/94/2022 SOMPACS NCBR; HORIZON EUROPE Proposal numer
101082289 LEGUMINOSE.
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sustainable agricultural production strategies

Magdalena Frac

Institute of Agrophysics, Polish Academy of Sciences, Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin

e-mail: m.frac@ipan.lublin.pl

In the prevailing cultivation systems, plants fertilization is one of the key elements ensuring
their yield, and aspects related to the microbiome of soil and plant, which can improve the
recruitment of beneficial microorganisms from the soil environment for nutrient mobilization
and plant protection, are still neglected.

Sustainable, novel plant production strategies are increasingly including concepts based on
the assumption that plants naturally interact with beneficial soil microorganisms that reduce
their dependence on the use of mineral fertilizers. An example is plant cultivars with increased
root biomass, which recruit beneficial soil microorganisms more efficiently. Additionally, the
greater the biodiversity of microorganisms in the soil environment, the easier it is for plant
roots to attract beneficial microorganisms that participate in the mobilization of nutrients,
reduce abiotic stresses or prevent plant diseases caused by pathogens. The efficiency of
nutrient utilization increases with the increase of microorganisms in the rhizosphere while
reducing fertilization, also contributing to the reduction of groundwater contamination. This
approach is particularly beneficial for crops that are vulnerable to pests, diseases and other
environmental stressors, including climate change.

Therefore, the research conducted is aimed at identifying plants that effectively interact with
the soil microbiome, thus selecting varieties that are less dependent on the mineral fertilizers
and pesticides used, taking into account control and various stress factors, including biotic
(pathogens) and abiotic (drought). Additionally, an important aspect of the research is an
attempt to determine changes in the microbiome of healthy and diseased plants. In addition,
the analysis of the soil and plant microbiome allows to assess the effectiveness of the applied
agricultural management practices, cultivation methods or used bioproducts in maintaining
the biodiversity, stability and health of agroecosystems.

On the one hand, this approach supports the development of breeding methods to select
plant varieties that effectively interact with the soil microbiome, thus improving plant health,
production and resistance to stress factors. On the other hand, it ensures the development of
innovative methods of crop and pest management, taking into account the interactions
between plants and soil organisms, including the concept of the plant as a meta-organism
(holobiont), which improve the soil resources efficiency and plant resistance to diseases and
environmental stresses.

BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018; BIOSTRATEG3/347464/5/NCBR/2017; ERA-NET SusCrop
SUSCROP/I/POTATOMETABIOME/01/2019/NCBR; PRELUDIUM BIS-2 NCN UMO-2020/39/0/NZ9/03421; OPUS
12 NCN UMO-2016/23/B/NZ8/00564; OPUS 15 NCN UMO-2018/29/B/NZ9/00982; LIDER/7/0054/! -
12/20/NCBR/2021; MINIATURA 5 NCN DEC 2021/05/X/NZ9/01672; MINIATURA 5 NCN 2021/05/X/NZ9/00341;
EJP SOIL Proposal ID7 DWM/EJP SOIL/I/94/2022 SOMPACS NCBR; HORIZON EUROPE Proposal numer
101082289 LEGUMINOSE.
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Wptyw kontaminacji gleby patogenem Rhizoctonia solani na profil
metaboliczny mikroorganizmow ryzosfery wybranych odmian ziemniaka
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Ziemniak nalezy do najpowszechniej uprawianych roslin na Swiecie, a Polska znajduje sie
wsrod krajéw o najwyzszej produkcji tej rosliny w Unii Europejskiej [1]. Ze wzgledu na
zmieniajgce sie warunki klimatyczne, powodujgce wzrost podatnosci roslin na choroby,
miedzy innymi pochodzenia grzybowego [2,3], konieczne jest poszukiwanie odmian
ziemniakow, ktére wchodzg w interakcje z pozytecznymi mikroorganizmami glebowymi oraz
cechuja sie zwiekszong odpornosciag na choroby.

Celem badan byto okreslenie zmian profilu metabolicznego mikrobiomu ryzosfery
wybranych odmian ziemniaka pod wptywem kontaminacji gleby przez patogena Rhizoctonia
solani. Prébki ryzosfery ziemniaka pobierano po 19 tygodniach wzrostu w wazonach.
Badaniami objeto 51 odmian ziemniaka oraz glebe kontrolng bez rosliny. Doswiadczenie
prowadzono w dwdch wariantach, kontrolnym oraz kontaminowanym przez R. solani, w 3
powtdrzeniach. W badaniach wykorzystano ptytki EcoPlates systemu Biolog. 1g ryzosfery
zawieszano w 99 ml ptynu fizjologicznego z peptonem, a nastepnie po inkubacji, wytrzasaniu
i sedymentacji czastek gleby, zawiesine nanoszono na ptytki, ktére inkubowano przez 96
godzin w temperaturze 25°C. Pomiary absorbancji przy dtugosci fal 590 nm i 750 nm byty
wykonywane co 24 godziny.

Zaobserwowano istotny wzrost réznorodnosci wykorzystanych substratow (ENS — effective
number of substrates) oraz liczby wykorzystanych substratéw (R- Richness) w wariancie
infekowanym patogenem, wzgledem kontrolnego. Odmiany w wariancie z patogenem
cechowaty sie wiekszym rozrzutem wartosci réznorodnosci wykorzystanych substratéw niz
odmiany w wariancie kontrolnym.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badar i Rozwoju w ramach programu ERA-NET SusCrop, numer
umowy SUSCROP/I/POTATOMETABIOME/01/2019
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Potato is one of the most commonly cultivated plant in the world. According to Eurostat
Poland is currently one of the largest potato producer in European Union [1]. Due to climate
changes, susceptibility of plants toward fungal pathogens rises [2,3]. Hence it is necessary to
study and recognize such potato cultivars that due to interactions with beneficial soil
microorganism may present risen resistance to diseases.

The aim of the study was to determine changes in metabolic profile of rhizosphere of selected
potato cultivars in soil contaminated with Rhizoctonia solani. Rhizosphere samples of 51
potato cultivars and control bulk soil were collected after 19 weeks of growth in pots. Study
was conducted in triplicate in not contaminated control soil and variant contaminated by R.
solani. To determine metabolic profiles, EcoPlates of Biolog system were used. 1g of
rhizosphere was suspended in 99 ml of saline peptone water, incubated and shaken.
Suspension after sedimentation of solid particles was then used to inoculate EcoPlates. Plates
were then incubated in 25°C through 96 hours. Results were collected by measuring
absorbance at 590 nm and 750 nm every 24 hours.

We observed significant increase in diversity of utilized substrates (ENS — effective number of
substrates) and richness of utilized substrates in variant contaminated with pathogen.
However, we also observed that tested parameters of cultivars grown in contaminated soil
were more scattered.

This paper was financed by The National Centre for Research and Development in frame of the ERA-NET
SusCrop, contract number SUSCROP/I/POTATOMETABIOME/01/2019
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Obfitos¢ grzybow fitopatogenicznych oraz pozostatych gildii w glebie,
ryzosferze, korzeniach i lisciach ekologicznej truskawki

Dominika Siegieda, Jacek Panek, Magdalena Frac

Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzaniskiego PAN, ul. Doswiadczalna 4, 20-290 Lublin
e-mail: d.siegieda@ipan.lublin.pl

Badania metataksonomiczne i analizy bioinformatyczne oferujg szeroki zakres zastosowan,
poczawszy od taksonomicznego przyporzadkowania wszystkich mikroorganizmoéw obecnych
w analizowanej prébce, po wykorzystanie baz danych do predykcji charakterystyki zbiorowiska
mikroorganizméw wystepujgcych w badanym srodowisku. Bazami danych, ktére gromadzg
informacje o gildiach ekologicznych i cechach troficznych grzybdéw, sg bazy FunGuild [1] i
FungalTriats [2].

W celu zbadania, w jaki sposéb struktura troficzna trybow i gildie mikroorganizmoéw
grzybowych rdznig sie pomiedzy typami probek na ekologicznych plantacjach truskawki,
wyizolowalismy DNA z gleby, gleby ryzosferowej, korzeni i pedéw zebranych z ekologicznych
plantacji truskawki. Nastepnie zamplifikowalismy grzybowy marker identyfikacyjny ITS1
i zsekwencjonowaliSmy materiat genetyczny przy uzyciu sekwenatora Illumina MiSeq.
Nastepnie wykorzystalismy srodowisko QIIME2 [3] i wymienione bazy danych w RStudio
(ver.4.1.2) w celu identyfikacji pozioméw troficznych i przynaleznosci do gildii badanych
grzybéw.

Dominujacg grupg troficzng w glebie, ryzosferze i korzeniach byty saprotrofy, a w pedach -
patotrofy. Dalsze badania wykazaty, ze patogeny roslinne sg najliczniejszg grupa we wszystkich
rodzajach préb na analizowanych plantacjach truskawki. Wskazuje to na koniecznosé
przywrdocenia zdrowia gleb oraz odwrdcenia utraty biordznorodnosci, ktére nalezg do
gtéwnych cech charakterystycznych rolnictwa regeneracyjnego [4], a takze potwierdza
potrzebe opracowywania i wdrazania nowych rozwigzan biotechnologicznych i narzedzi
umozliwiajgcych szybka diagnostyke, monitoring i ochrone upraw truskawki w celu
zrownowazonej i ekologicznej produkcji zywnosci.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach programu BIOSTRATEG, numer
umowy BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018
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Abundance of phytopathogenic fungi and other guilds in soil, rhizosphere,
roots and leaves of organic strawberry
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Metataxonomic research and bioinformatical analyses offer broad range of applications,
starting from taxonomic classification of all microorganisms present in a particular sample, to
utilization of databases for prediction of characterization of the microbial community found
in the samples being analyzed. Such two databases, that collect the information regarding
fungal trophic modes and guilds, are and FunGuild [1] and FungalTriats [2] databases.

To investigate how the structure of fungal trophic modes and guilds differentiates between
different sample types inorganic strawberry plantations, we isolated the DNA from bulk soil,
rhizosphere soil, roots and shoots that we collected from organic plantations of strawberry.
Then, we amplified the fungal identification marker ITS1 and sequenced the genetic material
with lllumina MiSeq. We then used QIIME2 [3] environment and mentioned databases in
RStudio (ver. 4.1.2) to parse the taxonomy with fungal trophic modes and guilds they
represent.

The dominant trophic mode in bulk soil, rhizosphere soil, and roots was Saprotrophs, and in
shoots - Pathotrophs. Further investigation that showed guilds within those trophic modes
revealed, that Plant Pathogens are the most abundant group within all of the sample types in
analyzed plantations of strawberry. This demonstrates the need to restore soil health and to
reverse biodiversity loss, which are the main characteristic features of regenerative
agriculture [4], and confirms the need to develop and implement new biotechnology solutions
and tools for diagnosis, monitoring and protection of strawberry crops for sustainable and
organic food production.

The work was financed by The National Centre for Research and Development in frame of the project
BIOSTRATEG, BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018
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Rodliny trawiaste rozwinety szereg symbiotycznych asocjacji z grzybami. Nalezg do nich
uktady endo- oraz ektomikoryzowe, jak i mutualistyczne asocjacje z endofitami rozwijajgcymi
sie systemicznie wewnatrz Zdzbet. Istotnym problemem podczas uprawy jest ich niska
odpornos$¢ na stresy biotyczne i abiotyczne, co sprzyja czestemu porazeniu przez wiele
gatunkéw grzybow patogenicznych w czasie okresu wegetacji. Dzieki zdolnosci tworzenia
uktadéw symbiotycznych mozliwe jest wzbudzenie réznych mechanizmoéw obronnych jakie
posiada roslina. Oprécz poznanych endofitdw zasiedlajgcych trawy, majgcych korzystny
wptyw na stymulacje wzrostu roslin, szczegblng uwage nalezy zwrdcié na arbuskularne grzyby
mikoryzowe (AGM). Grzyby te rozwijajg sie w roslinie systemicznie, przerastajgc przestrzenie
miedzykomérkowe bez wywotywania jakichkolwiek objawéw porazenia. Nalezg do
mikroorganizmoéw glebowych tworzacych uktady symbiotyczne z niemalze 90% roslin na
Ziemi. Dostarczajg roslinie sktadnikéw odzywczych potrzebnych do wzrostu, zwiekszajg jej
tolerancje na stres suszy i skazenie gleby metalami ciezkimi, chronig przed uszkodzeniami
mechanicznymi a takze stymulujg specyficzne mechanizmy odpornosciowe w roslinie poprzez
wzbudzanie indukowanej odpornosci systemicznej (ISR). Najprawdopodobniej symbiont
indukuje mechanizmy obronne w roslinie zywicielskiej na poziomie fizjologicznym oraz
biochemicznym. Do mechanizméw tych zaliczane jest najczesciej wytwarzanie molekut
sygnatowych, produkcja biatek PR (pathogenesis related) i zwigzkéw fenolowych.

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wptywu grzybéw endomikoryzowych
rodzaju Rhizophagus na indukowanie mechanizmdéw wyzszej odpornosci zycicy trwatej
porazonej przez Fusarium poae i Drechslera teres. Po 2, 4 i 6 dniach od inokulacji
przeprowadzono ocene stopnia porazenia 10 lisci z kazdego powtdrzenia. Wykonano szereg
analiz na obecnos¢ zwigzkéw fenolowych oraz aktywnos¢ biatek odpornosciowych w tym
chitynaz, B-1,3-glukanaz oraz biatka ogdlnego.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono wptyw grzybéw endomikoryzowych
rodzaju Rhizophagus na stopien porazenia zycicy trwatej przez F. poae i D. teres. U roslin
zasiedlonych grzybem endomikoryzowym obserwowano stabsze objawy chorobowe
w porédwnaniu z roslinami bez symbionta. Rosliny zasiedlone grzybem endomikoryzowym
wykazywaty takze znacznie wyzszy poziom specyficznej aktywnosci R-1,3-glukanaz.
Zaobserwowano brak wptywu obecnosci grzybdéw rodzaju Rhizophagus na produkcje
zwigzkéw fenolowych w rodlinach infekowanych F. poae i D. teres. Wyniki sugerujg zatem, ze
zwigzki fenolowe nie odgrywajg waznej roli w mechanizmach obronnych roslin zasiedlonych
symbiontem.
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The effects of endomycorrhizal fungi of the genus Rhizophagus on the
mechanism of increased resistance of grass plants to pathogens
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Grass plants have developed many of symbiotic associations with fungi. These include endo-
and ectomycorrhizal systems, as well as mutualistic associations with endophytes that
develop systematically inside the stalks. Low resistance to biotic and abiotic stresses is found
to be a significant problem during cultivation, which favours frequent infection by many
species of pathogenic fungi during the growing season. Due to the ability to form symbiotic
systems, it is possible to induce various defense mechanisms possessed by plant. Apart from
the known endophytes, having positive effect in stimulation of plant growth, special attention
should be paid to arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). These fungi develop systematically in
the plant, spreading over the intercellular spaces without causing any symptoms of infection.
They belong to soil microorganisms that form symbiotic systems with almost 90% of plants on
Earth. They provide the plant with nutrients needed for growth, increase its tolerance to
drought stress and soil contamination with heavy metals, protect against mechanical damage
and stimulate specific immune mechanisms in the plant by inducing induced systemic
resistance (ISR). Most likely, the symbiote induces defense mechanisms in the host plant at
the physiological and biochemical levels. The production of signaling molecules, PR
(pathogenesis related) proteins and phenolic compounds is related to these mechanisms .

The aim of the research was to determine the effect of endomycorrhizal fungi of the genus
Rhizophagus on inducing the mechanisms of higher resistance of perennial ryegrass infected
by Fusarium poae and Drechslera teres. The level of infestation on 10 leaves of each replicate
was assessed at 2,4 and 6 days from inoculation. A series of analyzes for the presence of
phenolic compounds and the activity of immune proteins, including chitinases, B-1,3-
glucanases and general protein were performed.

We found the effect of endomycorrhizal fungi of the genus Rhizophagus on the level of
infection of perennial ryegrass by F. poae and D. teres. In the plants inhabited by the
endomycorrhizal fungus, weaker disease symptoms were observed as compared to the plants
without the symbiote. Plants with endomycorrhizal fungus also showed a much higher level
of specific B-1,3-glucanase activity. The presence of fungi of the genus Rhizophagus did not
affect the production of phenolic compounds in plants infected with F. poae and D. teres. The
results therefore suggest that phenolic compounds do not play an important role in the
defense mechanisms of plants inhabited by symbiote.
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Konieczno$¢ zmniejszenia ilosci stosowanych srodkédw ochrony roslin w najblizszym dziesiecioleciu,
wynikajgca z zasad Europejskiego Zielonego tadu, naktada na producentéw rolnych okreslone
ograniczenia z tym zwigzane. W tej sytuacji szansg dla rolnictwa jest wykorzystanie zdobyczy nauki oraz
wsparcie szeroko pojetej wspotpracy Nauki z Biznesem dla mozliwie szybkiego wdrazania nowych,
innowacyjnych rozwigzan, stanowigcych wsparcie zréwnowazonej, bezpiecznej dla sSrodowiska
produkcji rolnej. Dla tego typu dziatan sg uruchamiane dedykowane $rodki finansowe na poziomie
programow Unii Europejskiej oraz poszczegdlnych krajow cztonkowskich, takze przy wsparciu srodkéw
unijnych. W Polsce, bardzo dobrym przyktadem dziatan o takim charakterze jest Dziatanie M16
»Wspotpraca” koordynowane przez Agencje Restrukturyzacji i Modernizacji Rolnictwa w ramach
Programu Rozwoju Obszaréw Wiejskich na lata 2014-2020. Celem tego dziatania jest ,wsparcie
tworzenia i funkcjonowania grup operacyjnych na rzecz innowacji (EPI) oraz realizacji przez te grupy
projektéw, ktérych przedmiotem jest opracowanie i wdrozenie innowacji” w szeroko pojetym obszarze
rolnictwa oraz produkcji i dystrybucji zywnosci, dla zréwnowazonego rozwoju obszardow wiejskich i
produkcji rolniczej. Przyktadem projektu zakwalifikowanego do finansowania w ramach tego dziatania
jest projekt ,Wprowadzenie na rynek innowacyjnej odmiany zycicy trwatej zasiedlonej przez
symbiotyczne grzyby endofityczne”. Projekt jest realizowany przez konsorcjum EPI pod nazwg NOVA
TRAWA. W sktad konsorcjum wchodzg: Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich w
Bydgoszczy (Lider), Hodowla Roslin GRUNWALD Sp. z 0.0. — Grupa IHAR z siedzibg w Bartgzku, Instytut
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — PIB w Radzikowie, Kujawsko-Pomorski Osrodek Doradztwa Rolniczego
w Minikowie oraz indywidualny producent rolny. Efektem realizacji w/w projektu bedzie innowacja
produktowa, technologiczna oraz marketingowa dla zréwnowazonego rolnictwa. Celami
szczegdtowymi operacji s3:

- stworzenie innowacyjnej odmiany zycicy trwatej zasiedlonej przez symbiotyczne grzyby
endofityczne rodzaju Epichloé,

- opracowanie innowacyjnej technologii produkcji odmian traw udoskonalonych symbiotycznie za
pomocg endofitow,

- opracowanie i wdrozenie znacznie udoskonalonej, innowacyjnej strategii marketingowej dotyczacej
promocji i upowszechniania uprawy oraz komercjalizacji innowacyjnych odmian zycicy trwate;j.

Dzieki obecnosci wyselekcjonowanych endofitow w roSlinach zasiedlone trawy beda
charakteryzowaty sie wyzszg trwatoscig i lepszym wzrostem, wyzszg odpornoscig na niedobory wody
oraz tolerancjg na zasolenie gleby, lepszym wykorzystaniem sktadnikéw pokarmowych, wyiszg
odpornoscig na porazenie przez patogeniczne mikroorganizmy, a takze mniejszg podatnoscig na
uszkodzenia powodowane przez owady i nicienie. Pozwoli to producentom na wiekszg elastycznos¢ i
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komfort produkcji w sytuacjach braku optymalnych warunkéw dla wzrostu roslin, szczegdlnie w
warunkach nieréwnomiernego rozktadu opadéw i niedoboréw wody.

Projekt NOVA TRAWA jest finansowany w ramach dziatania ,Wspétpraca”, Program Rozwoju Obszaréw
Wiejskich na lata 2014-2020, Europejski Fundusz Rolny na rzecz Rozwoju Obszaréw Wiejskich: Europa

Inwestujgca w obszary wiejskie.

Program
Rozwoju
Obszarow
Wiejskich

na lata 2014-2020

NOVA
ﬂ TRAWA

~Europejski Fundusz Rolny na rzecz Rozwoju Obszaréw Wiejskich:
Europa inwestujgca w obszary wiejskie”
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Trawy nalezg do roslin wykorzystywanych gtéwnie w celach paszowych oraz na terenach
rekreacyjnych. Sa bardzo czesto zasiedlane przez symbiotyczne mikroorganizmy. Do
najwazniejszych nalezg grzyby endomikoryzowe Rhizophagus spp. i Glomus spp. oraz endofity
rodzaju Epichloé. Pierwsze dwa wnikajg do korzeni i tam rozwijajg sie razem z rosling. W glebie
mogq przetrwaé dzieki zarodnikom przetrwalnikowym. Natomiast, Epichloé spp. s3
wyspecjalizowanymi endosymbiontami rozwijajgcymi sie wytgcznie w zywej roslinie, w jej
nadziemnych partiach. Przenoszone sg wertykalnie z nasionami traw lub horyzontalnie
poprzez rozmnazanie wegetatywne. Obecnosc¢ tych endofitéw warunkuje wyzszg odpornosé
ro$liny na liczne czynniki stresowe, zaréwno biotyczne jak i abiotyczne. Asocjacje traw z
endofitem charakteryzujg sie zazwyczaj wyzszg trwatosciag w srodowisku oraz sg bardziej
odporne na susze i niedobory sktadnikéw pokarmowych w glebie. Sg takze mniej podatne na
porazenie przez patogeny oraz zerowanie szkodnikdéw. Trawy zasiedlone przez endofity moga
jednak stanowié zagrozenie dla zwierzat gospodarskich ze wzgledu na produkcje szkodliwych
toksyn. ,,Bezpieczne” asocjacje to takie, ktére sg zasiedlone przez wyselekcjonowane endofity,
tzw. novel endophytes. Wykorzystuje sie je w procesie tworzenia symbiotycznie
modyfikowanych traw. Wprowadzenie takich endofitéw wymaga jednak wczesniejszego
usuniecia szkodliwych, naturalnie wystepujacych w odmianie uprawnej ,dzikich”
endosymbiontow. Proces eradykacji jest bardzo trudny i czasochtonny. Przeprowadza sie go
zazwyczaj z wykorzystaniem fungicydoéw lub wysokiej temperatury. Dlatego tez, celowe jest
poszukiwanie nowych, bardziej efektywnych i bezpieczniejszych dla srodowiska metod. W
zwigzku z tym rozpoczeto badania nad opracowaniem nowej technologii eradykacji endofitéw
traw z wykorzystaniem plazmy niskotemperaturowej. Aktualnie, trwajg prace nad
optymalizacjg parametrow pracy generatora plazmy, tj. mocy oraz czasu ekspozycji. Badania
sg prowadzone na zycicy trwatej odmiany Bajka, ktdrg tworzy 13 rodéw. Nasiona poddane
dziataniu plazmy sg wyktadane na ptytki Petriego z pozywkg PDA oraz wysiewane do doniczek
z substratem torfowym. Materiat nasienny oraz roslinny jest poddawany analizom
mikroskopowym oraz molekularnym w celu okreslenia skutecznosci zastosowanej metody.
Wstepne wyniki wskazujg na mozliwo$é wykorzystania zimnej plazmy do eradykacji endofita
zycicy trwatej. Prowadzone badania sg czeScig projektu pt. Wprowadzenie na rynek
innowacyjnej odmiany zycicy trwatej zasiedlonej przez symbiotyczne grzyby endofityczne”
realizowanego przez konsorcjum NOVA TRAWA, w ramach dziatania M16 ,Wspotpraca”
koordynowanego przez Agencje Restrukturyzacji i Modernizacji Rolnictwa (Program Rozwoju
Obszaréw Wiejskich na lata 2014 — 2020).
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Grasses are plants used mainly for fodder purposes and on recreational areas. They are very
often inhabited by symbiotic microorganisms. The most important are endomycorrhizal fungi
Rhizophagus spp. and Glomus spp. as well as endophytes of the genus Epichloé. The first two
penetrate the roots and develop there together with the plant. In soil, they can survive thanks
to special spores. On the other hand, Epichloé spp. are specialized endosymbionts that grow
exclusively inside the living plant, in its above-ground parts. They are transmitted vertically
with grass seeds or horizontally by vegetative reproduction. The presence of these
endophytes determines the plant's higher resistance to numerous stress factors, both biotic
and abiotic. The associations of grasses with endophytes are usually more persistent in the
environment and are more resistant to drought and soil nutrient deficiencies. They are also
less susceptible to infection by pathogens and pest preying. However, grasses inhabited by
endophytes can pose a threat to livestock due to the production of harmful toxins. "Safe"
associations are those inhabited by selected endophytes, the so-called novel endophytes.
They are used in the process of creating symbiotically modified grasses. However, the
introduction of such endophytes to the plant requires prior removal of harmful, "wild"
endosymbionts naturally occurring in the cultivar. The eradication process is very difficult and
time-consuming. It is usually carried out with the use of fungicides or high temperature.
Therefore, it is purposeful to search for new, more effective and environment friendly
methods. So, research was started on the development of a new technology for eradication
of grass endophytes using low-temperature plasma. Currently, work is underway to optimize
the operating parameters of the plasma generator, i.e. power and exposure time. The
research is conducted on perennial ryegrass of the Bajka cultivar, which consists of 13
breeding lines. Plasma treated seeds are placed on Petri dishes with PDA (Potato Dextrose
Agar) medium and also are sowed in pots filled with peat substrate. The seed and plant
material are subjected to microscopic and molecular analyzes to determine the effectiveness
of the method used. Preliminary results indicate the possibility of using cold plasma to
eradicate the perennial ryegrass endophyte. The conducted research is a part of the project:
Launching innovative cultivar of perennial ryegrass colonised by symbiotic endophytic fungi"
implemented by the NOVA TRAWA consortium, under Action M16 "Cooperation" managed by
the Agency for Restructuring and Modernisation of Agriculture (Rural Development Program
for 2014-2020).
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Antagonistyczna aktywnos¢ bakterii kwasu mlekowego przeciwko rozwojowi
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Bakterie kwasu mlekowego (LAB) wykazujg zdolno$¢ do hamowania wzrostu patogendéw
przenoszonych przez zywno$¢, mikroorganizméw powodujgcych psucie sie zywnosci, a takze
mikroorganizméw chorobotwdrczych dla roslin (1,2). Moze to by¢ spowodowane konkurencjg o
sktadniki odzywcze i miejsca kolonizacji, jak rowniez antybiozg poprzez produkcje réznych zwigzkéw
przeciwdrobnoustrojowych, w tym kwasu mlekowego. Wazne jest rowniez, ze wiekszos¢ bakterii
kwasu mlekowego jest bezpieczna do stosowania w zywnosci. Cechy te sprawiajg, ze niektore LAB
moga by¢ wykorzystane do biologicznego zwalczania choréb roslin (3).

Celem pracy byto zbadanie aktywnosci réznych szczepédw LAB w ograniczaniu rozwoju B. cinerea i
szarej plesni na lisciach sataty i szpinaku. Zwrdcono rdéwniez uwage na zanieczyszczenia
mikrobiologiczne wystepujgce na powierzchni lisci, np. bakterie i grzyby plesniowe.

Sposrdd ponad 100 izolatdéw wybrano trzy szczepy LAB, ktdre najaktywniej hamowaty wzrost B.
cinerea w tescie antagonistycznym na pozywce agarowe] z dekstrozg ziemniaczang. Nastepnie
opracowano metode optaszczania izolatami LAB odcietych lisci szpinaku i sataty. Inokulum
utrzymywato sie na wysokim poziomie przez 8 dni i wynosito okoto 10° i 108 jtk na 1g liéci, odpowiednio
dla szpinaku i sataty. Dodatkowo okazato sie, ze liscie poddane temu zabiegowi byty w mniejszym
stopniu zanieczyszczone grzybami plesniowymi w poréwnaniu z kontrolg nietraktowana.

W kolejnych doswiadczeniach laboratoryjnych liscie sataty i szpinaku zostaty optaszczone bakteriami
LAB, a nastepnie zakazone B. cinerea. Badaniom poddano trzy izolaty B. cinerea. Infekcje lisci oceniano
po 6, 10 i 15 dniach od inokulacji. Stwierdzono hamujacy wptyw badanych izolatéw LAB na rozwdj
szarej plesni na lisciach sataty w stosunku do jednego izolatu B. cinerea, uzyskanego z pomidora. Wyniki
te zostaty potwierdzone w doswiadczeniach szklarniowych na roslinach safaty i szpinaku. Dodatkowo
stwierdzono istotny wptyw LAB na wzrost szpinaku. Swieza masa ro$lin traktowanych tymi bakteriami
byta 0 20-40% wyzsza w poréwnaniu z kontrolg. Wzrost ten zalezat od badanego izolatu bakterii.

Podsumowujgc, mozna stwierdzié, ze rosliny sataty i szpinaku optaszczone bakteriami kwasu
mlekowego mogg stanowic¢ nosnik jako potencjalne zrédto bakterii probiotycznych oraz dodatkowo
bakterie LAB mogg chroni¢ rosliny przed porazeniem przez B. cinerea.

Prace wykonano w ramach tematu statutowego , Opracowanie metod ograniczajgcych wystepowanie skazen
mikrobiologicznych owocow i warzyw przeznaczonych do bezposredniego spozycia” finansowanego przez
Ministerstwo Edukacji i Nauki (ZM/2/2018-2023).

1. Manjarres Melo JJ, Alvarez A, Ramirez C, Bolivar G (2021) Antagonistic activity of lactic acid bacteria against
phytopathogenic fungi isolated from cherry tomato (Solanum lycopersicum var. cerasiforme). Curr Microbiol 78:
1399-1408. Doi: https://doi.org/10.1007/s00284-021-02416-w

2. Manjarres Melo J.J., Alvarez A., Ramirez C., Bolivar G. 2021. Antagonistic activity of lactic acid bacteria against
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acid bacteria in plant production. Soil Biol Biochem 111:1-9. http://dx.doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2017.03.015
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Lactic acid bacteria (LAB) show their potential to inhibit the growth of foodborne pathogens,
spoilage microorganisms and also plant pathogenic microorganisms (1,2). It might be due to
competition for nutrients and colonization sites, or antibiosis via the production of various
antimicrobial compounds including lactic acid. It is important that lactic acid bacteria are
generally safe for use in food. The features could also make suitable some LAB for the
biological control of plant diseases (3).

The aim of the study was to examine activity of tree different LAB strains in reduction of B.
cinerea and gray mold development on lettuce and spinach leaves. Attention was also paid on
the microbiological contamination present on the leaf surface, e.g. spoiled bacteria and fungi.

Three LAB strains of above 100 isolates were chosen as the most active to inhibit the growth
of B. cinerea in antagonistic test on potato dextrose agar medium. Then, a method has been
developed to coat the cut off spinach and lettuce leaves with LAB isolates. The inoculum
remained high for 8 days, and ranged about 10° and 10° cfu per 1g of leaves for spinach and
lettuce, respectively. It occurred that treated leaves were less contaminated by mould fungi
compared to untreated control.

In the next laboratory experiments, the lettuce and spinach leaves were coated with these
bacteria, and then inoculated with B. cinerea. Three isolates of B. cinerea were studied. Leaf
infection was evaluated 6, 10 and 15 days after inoculation. The inhibitory effect of three LAB
isolates against grey mould development on lettuce leaves was found for one isolate of B.
cinerea, obtained from tomato. The results were confirmed in glasshouse experiments on
lettuce and spinach plants. Additionally, a significant effect of LAB on spinach growth was
found. The fresh weight of plants treated with these bacteria was 20-40% higher compared to
control. The increase depended on the bacteria isolate tested.

In conclusion, lettuce and spinach leaves coated by lactic acid bacteria can be food matrices
as potential carries of probiotic bacteria. Additionally, LAB can protect plants against gray
mold caused by B. cinerea.

This work was financed by Polish Ministry of Education and Science, task ZM/2/2018 (2018 -2023): “Development
methods limiting the occurrence of microbiological contamination of ready-to-eat vegetables and fruit”.
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Aktywnosé genéw SOD, PR9 oraz HSP70 pszenicy pod wptywem traktowania
grzybami endofitycznymi
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Bytowanie roslin z mikroorganizmami w srodowisku i ich wzajemne interakcje pozwolity na
wyksztatcenie wielopoziomowego uktadu odpornosciowego pozwalajgcego na ograniczenie infekgcji
patogendw i rozwoju choroby. Pierwsza linie obrony stanowia roslinne receptory bfonowe PPR wigzgce
sie z elicytorami (czasteczki typu MAMP/PAMP) [1]. Aktywujg one kaskady sygnatowe uruchamiajgce
odpowiedzi obronne tworzace odpornos¢ aktywowang przez czasteczki PAMP lub molekuty
efektorowe [2]. Odpowiedzi obronne wspéttworzgce pierwszg linie obrony obejmujg m. in. produkcje
aktywnych form tlenu czy aktywacje genéw zwigzanych z reakcjami odpornosciowymi [3].

Doswiadczenie miato na celu analize ekspresji wybranych genéw pszenicy (HSP70, SOD, PR9 —
zwigzane z reakcjami obronnymi i odpornosciowymi roslin) po 14 dniach od traktowania roslin
zawiesing zarodnikéw F. proliferatum, P. olsonii, P.expansum, T. hamatum oraz mieszaning tych
grzybéw. Wyniki analizy real-time PCR pokazaty znaczny spadek ekspresji genu PR9 niezaleznie od
traktowania. Gen HSP70 ulegt nadekspresji w roslinach po traktowaniu T. hamatum i P. expansum, a
spadek ekspresji tego genu po traktowaniu P. olsonii. W roslinach traktowanych mieszaning grzybéw
zauwazono nieznaczny wzrost ekspresji genu HSP70. Gen SOD ulegt nadekspresji w roslinach
traktowanych F. proliferatum oraz P. expansum. Zaobserwowano tez niewielki wzrost ekspresji w
roSlinach traktowanych mieszaning grzybow. Natomiast traktowanie P. olsonii oraz T. hamatum
znaczgco hamowato ekspresje tego genu. Wykazano, ze genotyp pszenicy ma wplyw na poziom
ekspresji badanych gendéw. W odmianach pszenicy: Arabella, Legenda, Rusatka zaobserwowano wzrost
ekspresji genu PRI niezaleznie od traktowania, w odmianie Arkadia po traktowaniu F. proliferatum, w
odmianie Bombona po traktowaniu F. proliferatum, P. olsonii, T. hamatum oraz mieszaning grzybodw;
a w odmianie Rospuda po traktowaniu P. expansum. Analizujagc zmiany ekspresji genu HSP70
zaobserwowano spadek ekspresji tego genu w odmianach pszenicy: Arabella, Ostroga, Rusatka,
natomiast w odmianach Kandela i Legenda zaobserwowano nadkspresje genu niezaleznie od
traktowania. Analizujgc zmiany ekspresji genu SOD zaobserwowano spadek ekspresji tego genu w
odmianach pszenicy: Arabella, Arkadia, Bamberka, Rospuda i Rusatka, natomiast w odmianach Kandela
i Legenda zaobserwowano nadkspresje genu niezaleznie od traktowania.

Poziom ekspresji badanych gendéw zalezy zaréwno od genotypu pszenicy, ale tez od rodzaju grzyba,
ktdrymi byty rosliny traktowane.

Prace wykonano w ramach projektu OPUS14 2017/27/B/NZ9/01591 finansowanego przez NCN
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1. Schwessinger B, Ronald PC (2012) Plant innate immunity: perception of conserved microbial
signatures. Annu Rev Plant Biol 63: 451-482
2. Cui H, Tsuda K, Parker JE (2015) Effector-triggered immunity: from pathogen perception to robust
defense. Annual Review of Plant Biology, 66: 487-511.
3. RanfS(2017) Sensing of molecular patterns through cell surface immune receptors. Curr Opin Plant Biol
38:68-77
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The existence of plants with microorganisms in the environment and their mutual interactions
allowed for the development of a multi-level immune system that allows limiting the infection of
pathogens and the development of the disease. The first line of defense is the binding of the PPR
(pattern recognition receptor) receptors of the plant membrane binding to elicitors [1]. They activate
signaling cascades that trigger defense responses that create PTI (PAMP triggered immunity) or ETI
(effector-triggered immunity) [2]. Defensive responses that contribute to the first line of defense
include producing active oxygen species or activating genes related to immune reactions [3].

The experiment was aimed at analyzing the expression of selected wheat genes (HSP70, SOD, PRI -
associated with plant defense and immune responses) 14 days after the plants were treated with a
suspension of F. proliferatum, P. olsonii, and P.expansum, T. hamatum spores, and a mixture of these
fungi. The results of the real-time PCR analysis showed a significant decrease in PR9 gene expression
regardless of the treatment. The HSP70 gene was overexpressed in plants after treatment with T.
hamatum and P. expansum, and the expression of this gene decreased after treatment with P. olsonii.
In plants treated with the mixture of fungi, a slight increase in the expression of the HSP70 gene was
observed. The SOD gene was overexpressed in plants treated with F. proliferatum and P. expansum. A
slight increase in expression was also observed in the plants treated with the mixture of fungi.
However, treatment with P. olsonii and T. hamatum significantly inhibited the expression of this gene.,
it was shown that the wheat genotype influences the expression level of the studied gene. In wheat
cultivars: Arabella, Legenda, and Rusatka an increase in PR9 gene expression were observed regardless
of treatment, in the Arkadia cultivar after treatment with F. proliferatum, in the Bombona cultivar after
treatment with F. proliferatum, P. olsonii, T. hamatum and a mixture of fungi; in cv. Rospuda after
treatment with P. expansum. When analyzing changes in HSP70 gene expression, a decrease in the
expression of this gene was observed in wheat cultivars: Arabella, Ostroga, and Rusatka, while in the
cultivars Kandela and Legenda gene overexpression was observed regardless of treatment. When
analyzing changes in the expression of the SOD gene, a decrease in the expression of this gene was
observed in wheat cultivars: Arabella, Arkadia, Bamberka, Rospuda, and Rusatka, while in the cultivars
Kandela and Legenda gene overexpression was observed regardless of treatment. The expression level
of the study’s genes depends both on the wheat genotype and the species of fungi with which the
plants were treated.

This research was funded by the Polish National Science Centre (project OPUS14 No. 2017/27/B/NZ9/01591
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Grzyby endofityczne to mikroorganizmy zasiedlajgce wewnetrzne czesci roslin, nie
wywotujgce przy tym negatywnych dla gospodarza skutkdw. Przeciwnie, wsrdd tej grupy
grzybow obserwuje sie mikroorganizmy wykazujgce niejednokrotnie pozytywny wptyw na
zasiedlang rosline. Pszenica zwyczajna jest bogatym zrédtem endofitdw, ktére majg potencjat
do wykorzystania w biologicznej ochronie roslin [1-3]. Analiza struktury mikrobiomu roslin
pszenicy ujawnita mnogos¢ grzybéw endofitycznych jg zamieszkujgcych. Wykazano takze, ze
grzyby z rodzaju Sarocladium stanowig podstawe mikrobiomu pszenicy [4]. Celem pracy byta
charakterystyka Sarocladium strictum oraz Sarocladium sp. - szczepdw wyizolowanych z
endosfery pszenicy zwyczajnej oraz oszacowanie ich wptywu na gospodarza.

Wytypowano 16 endogennych szczepdw, ktére poddano analizie biochemicznej, w celu
identyfikacji metabolitow wtérnych przez nie produkowanych. W warunkach in vitro
sprawdzono wzajemne relacje trzech reprezentantéw Sarocladium sp. z grzybami z rodzaju
Fusarium - gtdwnymi patogenami pszenicy. Wykonano ponadto analize parametréow
morfologicznych i fizjologicznych, a takze sprawdzono transkryptom pszenicy po inokulacji z
badanymi endofitami.

Wykazano m.in. , ze 75 % analizowanych szczepow produkuje pirrocydyne A, a 25% takze
pirrocydyne B, ktére uwazane sg za inhibitory biosyntezy fumonizyn produkowanych przez
Fusarium sp. Zaobserwowano jednak, ze Sarocladium sp. s réwniez producentami toksyn
takich jak eniatyna A1, czy bowerycyna. Wykryto ponadto zmiany transkryptomu pszenicy pod
wptywem zastosowanych inokulacji, ktére obejmowaty gtdwnie réznice w ilosci transkryptéw
zaangazowanych w procesy metaboliczne, komérkowe i w odpowiedZ na bodzce. Uzyskane
wyniki pozwolg lepiej zrozumieé role endogennych Sarocladium sp. w rozwoju pszenicy
zwyczajnej oraz okresdli¢ jej przydatnosé do wykorzystania w biologicznej ochronie roslin.
Prace wykonano w ramach projektu 2017/27/B/NZ9/01591 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
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Endophytic fungi are microorganisms colonizing the internal parts of plants without causing
negative effects on their hosts. Among this group of fungi, some microorganisms may
introduce benefits to colonized plants. Common wheat is an abundant source of endophytes,
which have the potential to be used in biological plant protection [1-3]. Analysis of the
structure of the microbiome of wheat plants revealed a large group of endophytic fungi. It has
also been shown that fungi of the Sarocladium genus form the core of the wheat microbiome
[4]. This study aimed to characterize Sarocladium strictum and Sarocladium sp. - strains
isolated from the endosphere of common wheat and to assess their impact on the host wheat
plants.

Sixteen endogenous strains were selected and subjected to biochemical analysis to identify
secondary metabolites produced by them. Mutual relations between three representatives of
Sarocladium sp. and Fusarium fungi, which are the main wheat pathogens, were checked
under in vitro conditions. Moreover, the analysis of morphological and physiological
parameters was performed, and the transcriptome of wheat after inoculation with the studied
endophytes was evaluated.

It was observed, that 75% of the analyzed strains produce pyrrocidin A, and 25% of them also
pyrrocidin B, which are considered to be inhibitors of fumonisin biosynthesis produced by
Fusarium sp. However, it was observed that Sarocladium sp. are producers of toxins such as
eniatin Al and beauvericin, as well. Moreover, changes in the wheat transcriptome were
detected under the applied inoculations, which mainly included differences in the number of
transcripts involved in metabolic and cellular processes and response to stimuli. The obtained
results will provide a better understanding of the role of endogenous Sarocladium sp. in wheat
development and determine its suitability for use in biological plant protection.

This research was funded by the Polish National Science Centre (project No. projektu 2017/27/B/NZ9/01591).
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Zmiany klimatu ciggna za sobg rdéznorodne konsekwencje w wielu dziedzinach zycia.
Zwiekszajgca sie $rednia temperatura powietrza, zaburzenia w ilosci opaddéw oraz
zmniejszajaca sie pokrywa $niezna zimg to problemy z ktérymi juz dzis borykajg sie lesnicy i
sadownicy. Jednym z wyzwan z ktérymi przyjdzie sie zmierzyé w najblizszej przysztosci sg
migracje gatunkow, w tym patogendw roslin, wptywajacych na populacje rodzimych gatunkéw
roslin, ostabionych przez dtugo utrzymujace sie susze i inne czynniki abiotyczne. Tendencje te
sg obserwowane juz dzis, poprzez wystgpienia gatunkéw grzybdw charakterystycznych dla
basenu Morza Srédziemnego. Podczas badart w siedliskach leénych, przeprowadzonych na
terenie catej Polski w latach 2017-2021 odnotowano obecnos¢ trzech rzadkich taksonéw dla
Srodkowej Europy: Biscogniauxia nummularia, Biscogniauxia mediterranea i Cryptosporiopsis
tarraconensis. Niniejsze opracowanie stanowi podsumowanie tych badain i ocene
potencjalnego znaczenia wykrytych patogenéw dla drzew w Srodkowej Europie na przestrzeni
najblizszych lat.
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Climate change has multiple consequences in many areas of human life. Already today
foresters and farmers struggle with effects of increasing average temperature, disturbances
in the precipitation and decreasing snow cover. The migration of species is one of the
challenges to be faced in the near future. That includes increasing the range of plant
pathogens, affecting populations of native plant species, weakened by long-term droughts
and other abiotic factors. These tendencies are already observed today through the
occurrence of fungal species characteristic of the Mediterranean basin in Central Europe. The
research were carried out in forest habitats throughout Poland in 2017-2021. The study
uncovered the presence of three rare taxa in Central Europe: Biscogniauxia nummularia,
Biscogniauxia mediterranea and Cryptosporiopsis tarraconensis. The aim of this presentation
is to summarizes these studies and assesses the potential importance of the detected
pathogens to trees in Central Europe over the next few years.
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Wirus czarnej pierscieniowej plamistosci pomidora (Tomato black ring virus, TBRV) nalezy do
rodzaju Nepovirus, rodziny Secoviridae i poraza szeroki zakres roslin, w tym gatunki
gospodarczo wazne, ozdobne, krzewy i drzewa. Genom wirusa tworzg dwie jednoniciowe
czgsteczek RNA o polarnosci dodatniej (+ssRNA). Genomowym czgsteczkom RNA TBRV mogg
towarzyszy¢ defektywne RNA (D RNA). Czasteczki te nie kodujg biatka i powstajg na skutek
pojedynczej lub serii delecji w genomie wirusa macierzystego. Wczesniejsze badania pozwolity
stwierdzié, ze D RNA TBRV maja dtugos¢ 335-570 nt, mogq pochodzi¢ zarowno z RNAL, jak i
RNA2 TBRV, a ich indukcja nastepuje de novo podczas pasazowania wirusa w jednym
gospodarzu [1-4]. D RNA wptywaja na akumulacje wirusa pomocniczego, symptomy infekcji
na porazonych wirusem roslinach oraz stopien przenoszenie TBRV z nasionami réznych
gatunkéw roslin [3,5]. Celem niniejszej pracy byta analiza wptywu temperatury oraz zmiany
gospodarza na powstawanie D RNA. W pierwszym doswiadczeniu izolaty TBRV pochodzace z
sataty, pomidora i robinii akacjowej pasazowano 15 razy w komosie ryzowej, tytoniu, ogdrku
i pomidorze. Doswiadczenie prowadzono w dwéch temperaturach: 18°C i 26°C. W drugim
doswiadczeniu izolat TBRV pochodzacy z pomidora pasazowano w trzech liniach ewolucyjnych
zgodnie ze schematem tyton (5 pasazy) / komosa (5 pasazy) / tyton (5 pasazy) / komosa (5
pasazy). Rownoczesnie izolat pasazowano 20 razy z uwzglednieniem losowosci doboru
gospodarza (kazda z linii ewolucyjnych byta pasazowana przez inny, zmieniajgcy sie zestaw
roslin testowych). Nastepnie z kazdej nowopowstatej linii ewolucyjnej otrzymano w gradiencie
sacharozy preparaty oczyszczone wirusa, izolowano RNA wirusa i otrzymany materiat
analizowano pod wzgledem obecnosci addytywnych RNA. W przypadku niektérych linii
ewolucyjnych zaobserwowano obecnos¢ dodatkowych czgsteczek RNA o dtugosci ~500 nt.
Wstepne wyniki pozwolity stwierdzi¢, iz zaréwno temperatura jak i dobér gospodarza moga
mie¢ wptyw na powstawanie D RNA.

Prace wykonano w ramach projektéw 2017/25/B/NZ9/01715 i 2018/31/N/NZ9/02985 finansowanych przez
Narodowe Centrum Nauki.
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Tomato black ring virus is a member of Nepovirus genus (family Secoviridae) infecting wide
range of economically-important crops, ornamental plants, trees and shrubs. Viral genome
consists of two +ssRNA particles. The genomic RNAs of TBRV can be associated with subviral,
defective RNAs (D RNAs). D RNAs are derived from viral RNA by single or multiply deletions
and do not encode any protein. Previous research showed that D RNAs associated with TBRV
genome have 335-570 nt in length, may arise both from RNA1 and RNA2, and are generated
de novo during prolonged passages of the virus in one host [1-4]. D RNAs can modulate helper
virus accumulation, symptoms on infected plants and their presence may affect TBRV seed
transmission [3, 5]. In this study, impact of temperature and between-host transmission on
the D RNAs TBRV induction were investigated. Two different experiments were carried on. In
first experiment, TBRV isolates from tomato, lettuce and black locust were passaged 15 times
through four hosts: quinoa, tobacco, cucumber and tomato. Plants were grown in greenhouse
conditions at 18°C and 26°C. In second experiment, between-host transmission of TBRV isolate
originated from tomato was performed. Firstly, TBRV isolate were passaged in tobacco (5
passages) /quinoa (5 passages) /tobacco (5 passages) /quinoa (5 passages). Simultaneously,
TBRV was passaged 20 times through randomly chosen hosts. The setup of plants was
different in each lineage. After passages the purified virus preparations were prepared in
sucrose gradient and the RNA viral profile was analyzed. The presence of potential D RNA
particles about ~500 nt was observed in some lineages. Preliminary results showed that both
host plant and temperature may affect D RNAs formation.

This research was funded by the Polish National Science Centre 2017/25/B/NZ9/01715 and
2018/31/N/NZ9/02985.
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W celu ograniczenia straty w plonach powodowanych przez patogeny oraz szkodniki stosuje
sie rézne klasy pestycydéw. Jednakze przeciw wirusom roslinnym nie zostaty dotychczas
odkryte dedykowane S$rodki ochrony roslin. Aby ograniczy¢ zniszczenia towarzyszace
rozprzestrzeniajgcej sie infekcji wirusowej stosuje sie prewencje, takie jak niszczenie chorych
roslin czy przeciwdziatanie wektorom wirusowym.

Jedng z mozliwosci walki z wirusami roslinnymi jest wykorzystanie naturalnych systemoéw
obronnych rosliny [1]. W tym celu wykorzystuje sie miedzy innymi biostymulatory roslin, jak
zwigzki z rodzaju benzotiadiazoli (BTH). Prewencyjne traktowanie roslin wspomnianymi
srodkami prowadzi do indukcji ekspresji gendw zwigzanych z ~mechanizmami
odpornosciowymi roslin i przygotowuje je do ewentualnego pojawienia sie wirusa w
srodowisku [2]. W zwigzku z ograniczeniem wykorzystania pestycydow w rolnictwie,
intensywnie] zaczeto przygladad sie biostymulatorom, dzieki czemu powstaty réwniez nowe
substancje dostepne na rynku. Jednym z nich jest cholinowa ciecz jonowa bedgca pochodng
BTH [3].

W prezentowanych badaniach skupiono sie na poréwnaniu wptywu BTH oraz jego pochodnej
cholinowej cieczy jonowej na indukcje odpornosci w roslinach pomidora w dwdch punktach
czasowych oraz podczas infekcji wirusem mozaiki pomidora (tomato mosaic virus, ToMV). W
tym celu wykorzystano technike sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS RNA-Seq).
Wykorzystane biostymulatory wptynety istotnie na ekspresje markeréw odpornosci
zwigzanych ze szlakami kwasu salicylowego (SA) oraz jasmonowego (JA). Szczegétowa analiza
bioinformatyczna wskazata réwniez na znaczgce zmiany w ekspresji gendw zwigzanych z
procesami transkrypcji, fotosyntezy, detoksyfikacji oraz fosforylacji $wiadczac o ich znaczgcym
wptywie na mechanizmy przeciwwirusowe aktywowane w roslinach pomidora podczas
infekcji wirusowej pod wptywem zastosowania obu biostymulatoréw. Otrzymane wyniki
stanowig wprowadzenie do szczegdtowych analiz mechanizmdw dziatania biostymulatoréw z
rodzaju benzotiadiazoli i mogg w przyczynic sie do ich szerszego stosowania w przysztosci.

Prace wykonano w ramach projektu OPUS nr: UMO-2015/17/B/NZ9/01676 finansowanego przez NCN.
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and mode of action of benzo(1,2,3)-thiadiazole-7-carbothioic acid s-methyl ester (bth) and its
derivatives in plant protection against viral disease. International Journal of Molecular Sciences 20:.
https://doi.org/10.3390/ijms20071598
3. Smiglak M, Kukawka R, Lewandowski P, et al (2016) New Dual Functional Salts Based on Cationic
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To limit yield losses caused by pathogens and pests, different classes of pesticides are used.
However, no dedicated plant protection products have been discovered against plant viruses
so far. To limit the damage associated with the spread of viral infection, prevention is used,
such as the removal of diseased plants or viral vectors.

One of the possibilities for fighting plant viruses is to use the natural defence systems of the
plant [1]. For this purpose, plant resistance inducers, such as benzothiadiazole (BTH), are being
used. Preventive treatment of plants with these agents leads to the induction of gene
expression associated with the immune mechanisms of plants and prepares them for the
possible occurrence of the virus in the environment [2]. Due to the reduction in the use of
pesticides in agriculture, resistance inducers have been considered and analysed more
intensively, thanks to which new substances have also been created. One of them is a choline
ionic liquid that is a derivative of BTH [3].

The presented study focused on comparing the effect of BTH and its choline ionic liquid
derivative on the induction of immunity in tomato plants at two-time points after treatment
and during tomato mosaic virus (ToMV) infection. For this purpose, the next-generation
sequencing technique (NGS RNA-Seq) was used. The resistance inducers used significantly
influenced the expression of resistance marker genes associated with the salicylic acid (SA)
and jasmonic (JA) pathways. Detailed bioinformatics analysis also indicated significant
changes in gene expression associated with transcription, photosynthesis, detoxification and
phosphorylation processes, indicating their significant impact on the antiviral mechanisms
activated in tomato plants during viral infection under the influence of both biostimulants.
The obtained results are an introduction to detailed analyses of the mechanisms of action of
the benzothiadiazole and may contribute to their wider use in the future.

This research was funded by the National Science Centre (Poland), project OPUS (No. UMO-
2015/17/B/NZ9/01676).
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Sucha zgnilizna kapustnych, powodowana przez patogen grzybowy Leptosphaeria spp.,
stanowi powazne zagrozenie dla rodlin z rodzaju Brassica [1-3]. Strategie zwalczania tej
choroby opierajg sie miedzy innymi na hodowli odmian odpornych rzepaku (Brassica napus
L.), posiadajacych geny odpornosci pionowej. Zrédtami tych genéw moga by¢ genotypy dzikie
lub rosliny blisko spokrewnione z rodzaju Brassica. Metodg umozliwiajgcg introgresje cech
odpornosci jest krzyzowanie oddalone [4, 5].

Ekspresje gendw odpornosci (RIm3, RIm4, RIm7) na suchg zgnilizne kapustnych analizowano
u wybranych mieszafnicéw oddalonych z rodzaju Brassica i genotypdéw rodzicielskich (facznie
54 genotypy). W celu okreslenia poziomu transkrypcji genéw testowanych roslin zastosowano
technike RT-gPCR. Wysoka ekspresjg analizowanych gendéw odpornosci charakteryzowaty sie
nieliczne genotypy mieszancéw oddalonych pokolenia F1. Nie znaleziono zaleznos$ci pomiedzy
ekspresjg gendw odpornosci u genotypdw rodzicielskich i analizowanych mieszanncow
oddalonych. Niniejsza analiza stanowita wstepng selekcje genotypdw do dalszych badan.

Prace wykonano w ramach projektu MRIiRW, zadanie nr 27.
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Blackleg, caused by a fungal pathogen Leptosphaeria spp., is a serious threat to Brassica crop
species [1-3]. Strategies of blackleg disease protection rely, among others, on canola
resistance breeding (Brassica napus L.). Wild types and closely related species prove to be
valuable sources of disease resistance genes. Gene introgression is possible through
interspecific hybridization method [4, 5].

Expression of blackleg resistance genes (RIm3, RIm4, RIm7) was analyzed in Brassica
interspecific hybrids and parental genotypes (54 genotypes overall). RT-gPCR technique was
used to assess the level of gene expression. Few of the analyzed F1 hybrids were characterized
by high expression levels of studied resistance genes. No correlation of resistance gene
expression levels between interspecific hybrids and parental genotypes was noted. Current
study is a preliminary assessment and selection of genotypes intended for further analysis.

This research was conducted as part of project funded by Ministry of Agriculture and Rural Development,
assignment No. 27.
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Brunatna zgnilizna drzew ziarnkowych, powodowana przez grzyby rodzaju Monilinia,
wystepuje corocznie z réznym nasileniem w sadach jabtoniowych. Czesto objawy choroby
rozwijajg sie jednak i pdzniej — w przechowalniach, w handlu, a nawet u konsumenta. Z
tego tez wzgledu istnieje potrzeba opracowania szybkiej i czutej metody wykrywania
sprawcéw choroby w bezobjawowo porazonych owocach. W tym celu zaprojektowano
zestaw starteréw do reakcji LAMP w oparciu o fragment genu kodujgcego biatka szoku
termicznego grzybéw rodzaju Monilinia porazajgcych jabtka, tj.: M. fructigena, M. fructicola
i M. polystroma. Reakcje LAMP optymalizowano w oparciu o DNA referencyjnych szczepéw
grzybdéw, sztucznie zakazonych jabtek z objawami brunatnej zgnilizny drzew ziarnkowych,
jednoczesnie testujgc selektywnos¢ metody w stosunku do izolatéw innych grzybéow
patogenicznych dla jabtek oraz w reakcji z DNA owocéw jabtoni. W celu zwiekszenia czutosci
detekcji przed reakcja LAMP zastosowano preamplifikacje docelowego DNA. Walidacje
metody przeprowadzono w reakcjach z DNA pochodzacym 1z jabtek naturalnie
zainfekowanych przez grzyby rodzaju Monilinia, dla ktérych identyfikacje gatunkowa
przeprowadzono w oparciu o cechy morfologiczno-rozwojowe kultur i metodg multiplex PCR
(Poniatowska i in., 2021) [1]. Materiat do badan stanowity jabtka odmiany Topaz
zainokulowane zawiesinami zarodnikéw trzech badanych gatunkdéw grzybéw rodzaju
Monilinia, ktére przechowywano w warunkach chtodniczych oraz w temperaturze
pokojowej. Ze skorki jabtek przechowywanych w temperaturze pokojowej codziennie
izolowano DNA az do momentu wystgpienia objawdw chorobowych. W przypadku jabtek
przechowywanych w warunkach chtodniczych préby skérki do izolacji pobierano w
odstepach kilkudniowych. Kontrole stanowit DNA uzyskany ze skorki jabtek niezakazonych
oraz jabtek traktowanych fungicydem. Zastosowana metoda umozliwita wykrycie wszystkich
gatunkéw Monilinia spp. w czasie 24 h od sztucznej inokulacji w przypadku jabtek
przechowywanych w temperaturze pokojowej i w czasie 72 h w przypadku jabtek
przechowywanych w warunkach chtodniczych. Czutos¢ wykrywania DNA wszystkich trzech
badanych gatunkéw grzybow w reakcji LAMP wynosita 2 pg. Zastosowana preamplifikacja
DNA przed reakcjg LAMP znacznie zwiekszata czuto$s¢ wykrywania DNA grzybdw rodzaju
Monilinia do 0,1 pg. Badanie to dowodzi, ze opracowana metoda LAMP moze by¢ stosowana
do wykrywania grzybéw rodzaju Monilinia w bezobjawowo porazonych jabtkach.

Prace wykonano w ramach projektu FITOEXPORT (Gospostrateg1/385957/5/NCBR/2018) finansowanego przez
NCBIR.
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Brown rot caused by fungi belonging to the genus Monilinia occurs annually with
various severity in apple orchards. Often, the symptoms of the disease develop even later - in
storages, in the trade or at the consumer. Therefore, there is a need to develop a quick and
sensitive method of detecting of disease causal agents in asymptomatically infected fruit. For
this purpose, a set of primers for the LAMP reaction was designed based on a fragment of the
gene encoding heat shock proteins of Monilinia fungi pathogenic to apple: M. fructigena, M.
fructicola and M. polystroma. The LAMP reaction was optimized based on the DNA of
reference fungal strains, artificially infected apples with symptoms of brown rot, and the
selectivity of the assay was tested with the DNA of isolates of other apple pathogenic fungi
and with apple fruit DNA. In order to increase the sensitivity of detection before the LAMP
reaction, preamplification of the target DNA was applied. The method was validated in
reactions with DNA from apples naturally infected by Monilinia fungi, for which species
identification was carried out on the basis of morphological characteristics and the multiplex
PCR (Poniatowska et al., 2021) [1]. The research material consisted of apples of the Topaz
cultivar inoculated with spore suspensions of three studied species of Monilinia fungi, stored
under refrigerated conditions and at room temperature. DNA was isolated daily from apple
peel of fruits stored at room temperature until disease symptoms appeared. In the case of
apples stored under refrigeration conditions, the peel was sampled at several days intervals.
The control combination was DNA obtained from the peel of uninfected apples and apples
treated with fungicide. The method which was used allowed for detection of all Monilinia spp.
within 24 hours of artificial inoculation in the case of apples stored at room temperature, while
within 72 hours in the case of apples stored under refrigerated conditions. The sensitivity of
DNA detection in the LAMP assay for the DNA of all three tested species of fungi was 2 pg. The
DNA preamplification made before the LAMP reaction significantly increased the sensitivity of
Monilinia DNA detection to 0.1 pg. This study shown that the developed LAMP method can be
used to detect Monilinia fungi in asymptomatically infected apples.

This research was performed within the FITOEXPORT Project (Gospostrateg1/385957/5/NCBR/2018), financed
from the National Center for Research and Development.
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Choroby wirusowe sg jednym z gtéwnych czynnikdéw ograniczajgcych uprawe Capsicum
annum L. na catym s$wiecie. Jak dotad zidentyfikowano ponad 45 gatunkéw wiruséw, ktére
porazajg papryke, powodujgc znaczne straty w jakosci i ilosci plonu, siegajace w niektérych
przypadkach nawet 80% ilosci plonu [1]. Najczesciej w uprawach papryki na catym swiecie
obserwowana jest obecno$¢ wirusa mozaiki ogérka (cucumber mosaic virus, CMV),
wywotujgcego zrédznicowane objawy, zalezne od odmiany gospodarza, szczepu wirusa, czasu
infekcji oraz warunkéw wzrostu roslin [2].

W latach 2020-2021 w Zaktadzie Wirusologii i Bakteriologii IOR-PIB analizowano
wystepowanie wiruséw porazajgcych papryke w Polsce. Prébki pochodzity gtéwnie z sieci
handlowych, jak réwniez z poletka doswiadczalnego Katedry Genetyki, Hodowli i
Biotechnologii Roslin SGGW w Warszawie. Badano owoce, charakteryzujgce sie zmianami w
postaci: silnych deformacji, nierédwnomiernego wybarwiania sie owocéw, nekroz na
powierzchni skdérki oraz chlorotyczncyh i nekrotycznych pierscieni na owocach. tacznie
przebadano 30 prébek owocéw papryki stodkiej czerwonej i zielonej za pomocg reakcji RT-
PCR, pod katem obecnosci nastepujgcych gatunkéw wirusdw: wirus mozaiki ogoérka
(cucumber mosaic virus, CMV), wirus fagodnej pstrosci papryki (peper mild mottle virus,
PMMoV), wirus brazowej plamistosci pomidora (tomato spotted wilt virus, TSWV) oraz wirus
Y ziemniaka (potato virus Y, PVY). Wykazano, ze owoce papryki sg porazane przez liczne
wirusy, zaréwno w pojedynczych, jak i mieszanych infekcjach, a dominujgcym gatunkiem jest
wirus mozaiki ogérka. Ponadto jedng probke, charakteryzujgcg sie nietypowymi objawami
chorobowymi poddano sekwencjonowaniu wysokoprzepustowemu i wykazano obecnos¢
dwadch nowych wiruséw na terenie Polski: bell pepper endornavirus (BPEV) oraz peper cryptic
virus (PCV) w mieszanej infekcji z PMMoV. Chociaz zaden z tych wiruséw nie stanowi
bezposredniego zagrozenia dla upraw papryki, ich obecno$¢ moze powodowaé zmiany
fizjologii zywiciela, zwigzane z kietkowaniem nasion, czy zawartoscig chlorofilu [3].

Badania realizowano w ramach tematu statutowego Instytutu Ochrony Roslin — Paristwowego Instytutu
Badawczego nr WIB01 ,, Wykorzystanie nowoczesnych metod molekularnych w diagnostyce patogendéw roslin”.
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Viral diseases are one of the main limiting factors in the cultivation of pepper (Capsicum
annum L.) worldwide. More than 45 virus species that infect peppers have been identified so
far, causing significant losses in quality and quantity of crop ranging in some cases even 80%
of the yield [1]. Cucumber mosaic virus (CMV) is the most frequently observed virus on pepper
crops around the world, causing different symptoms depending on the host variety, virus
strain, time of infection and growth conditions [2].

In 2020-2021 in the Department of Virology and Bacteriology IPP-NRI, the presence of viruses
infecting pepper in Poland was analysed. The samples orginated from large supermarkets as
well as from the experimental field of the Department of Plant Genetics, Breeding and
Biotechnology of the Warsaw University of Life Sciences. Different type of symptoms were
observed on fruits: strong deformation, uneven fruit staining, necrosis on the surface of the
fruits, as well as chlorotic and necrotic rings. A total of 30 samples of red and green sweet
pepper fruits were tested by RT-PCR for the presence of following virus species: cucumber
mosaic virus (CMV), peper mild mottle virus (PMMoV), tomato spotted wilt virus (TSWV) and
potato virus Y (PVY). It has been observed that peppers are infected with numerous viruses,
both in single and mixed infections, with the predominance of CMV. In addition, one sample,
characterized by unusual symptoms, was subjected to high throughput sequencing and the
presence of two new viruses: bell pepper endornavirus (BPEV) and pepper cryptic virus (PCV)
in mixed infection with PMMoV was established. Although none of these two viruses pose a
direct threat to pepper cultivation, their presence may cause changes in the host's physiology
related to seed germination or chlorophyll content [3].

This research was carried out as part of the statutory topic of the Institute of Plant Protection — National Research
Institute no. WIBO1 "The use of modern molecular methods in the diagnosis of plant pathogens".
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Nieduze skwery, stanowigce wazne ogniwa miejskiej zielonej infrastruktury, to obszary
pozytywnie wptywajace na jakos$¢ zycia mieszkancow miast. Drzewa i krzewy s3
podstawowymi elementami zagospodarowania tych przestrzeni. Dlatego konieczne jest, aby
utrzymanie ich w dobrej kondycji traktowane byto priorytetowo. Jednym ze sposobow
wspomagania procesu zarzadzania terenami zieleni jest monitoring roslin obejmujgcy
rozpoznawanie objawdéw chordb powofanych przez grzyby, a nastepnie zapobieganie
rozprzestrzenieniu sie tych patogenéw. Celem pracy byto przeprowadzenie w latach 2017-
2019 wstepnej identyfikacji grzybdw porazajacych drzewa i krzewy rosngce na 4 skwerach
zlokalizowanych w dzielnicach $rédmiejskich Warszawy (Skwer Sibirakéw, Skwer im.
Mieczystawa Dawida Apfelbauma, Skwer im. generata Jan Jura-Gorzechowskiego, Skwer im.
Sue Ryder). Patogeny grzybowe wykryto na 111 z przebadanych 889 drzew i krzewow.
Najczesciej obserwowano objawy maczniakdw prawdziwych na klonach (zwyczajnym,
tatarskim i jesionolistnym), topolach, debach, kasztanowcach, magnoliach, jabtoniach,
gruszach oraz krzewach berberysu. Zidentyfikowano nastepujace gatunki grzybdéw z rzedu
Erysiphales: Sawadaea tulasnei, Sawadea bicornis, Erysiphe adunca, Erysiphe berberidis,
Erysiphe japoniacae, Erysiphe flexuosa, Erysiphe alphitoides, Erysiphe magnifica i Podosphaera
leucotricha. Ponadto patogeny powodujgce plamki na lisciach i uszkodzenia lisci
zidentyfikowano jako Venturia inaequalis na Malus sp. i Malus x purpurea 'Ola' oraz Rhytisma
acerinum na Acer platanoides. Na lisciach i pedach Populus nigra 'ltalica’ wykryto rdze
powodowang przez Melampsora laricis-populina, a na gruszach (Pyrus communis) rdze
powodowang przez Gymnosporangium sabine (Pucciniales). Na pniach topoli czarnej i klonu
tatarskiego znaleziono owocniki boczniaka Pleurotus ostreatus. Opracowano zalecenia i
rekomendacje dla kompleksowego zarzgdzania zielenig na terenach skwerdw obejmujgce
dziatania zwigzane z prawidtowym planowaniem nasadzen roslin (wprowadzanie zdrowego
materiatu roslinnego, dobér gatunkdéw, bioréznorodnos¢), ich utrzymaniem i ochrong, a takze
zasadami postepowania z martwym materiatem roslinnym, jak i wskazania stuzgce edukacji i
podnoszeniu swiadomosci spotecznej o wartos$ciach zdrowych roslin.
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Squares, which are important elements of urban green infrastructure, have positive impact
on the quality of life and well-being of city dwellers. Trees and shrubs are the keystone
structures of those spaces, therefore it is imperative that keeping them in good condition is
given priority. Monitoring of plants strongly support the modern management of urban green
areas mostly by recognizing the symptoms of fungal diseases, and then to prevent the spread
of these pathogens. Preliminary investigations on the health status related to fungal diseases
of trees and shrubs growing in four green squares located in central districts of Warsaw
(Siberian Square, Mieczystaw Dawid Apfelbaum Square, general Jan Jura-Gorzechowski
Square, and Sue Ryder Square) were conducted in 2017-2019. On a total of 889 trees and
shrubs examined 111 were infected by fungal pathogens. Among the most frequently
identified diseases commonly affected plants in all studied squares were: powdery mildew
(causal agents: Sawadaea tulasnei, S. bicornis, Podosphaera leucotricha, Podosphaera sp.,
Erysiphe alphitoides, E. magnifica, E. berberidis, E. flexuosa and E. adunca), rusts
(Gymnosporangium sabinae, Melampsora laricis-populina), apple scab (Venturia inaequalis),
tar spot of maple (Rhytisma acerinum), and oyster mushroom (Pleurotus ostreatus). The main
and comprehensive management recommendations for trees and shrubs growing on green
squares in Warsaw were formulated, and they include activities as follow: proper planning of
planting (implementation of heathy plant material, species selection, biodiversity), continuous
plant maintenance and treatment, systematic monitoring and control of plant diseases,
implementation of the rules for dealing with dead plant material, as well as education and
increasing the public awareness on the value of healthy plants.
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Boréwka wysoka (Vaccinium corymbosum L.) nazwana jest czesto borowka amerykanska lub
jagoda amerykanska. Jedng z chordb przyczyniajgcy sie do znacznych strat plonu jest szara
plesn powodowana przez Botrytis cinerea Pers. Wczesng wiosng miode i niezdrewniate
wierzchotki peddéw stajg sie brunatne i zamierajg. Charakterystycznym objawem porazenia
peddéw jest ich pastoratowate wygiecie. W pdzniejszym okresie porazone fragmenty stajg sie
szarosrebrne [1]. Najczesciej infekowane sg kwiaty, ktére stajg sie wodniste, pdiniej
brunatniejg i zamierajg. Porazone kwiaty stajg sie zrodtem infekcji dla owocéw. Na zielonych
owocach tworzg sie wodniste, fioletowe plamy. Do zakazenia dojrzatych owocéw dochodzi
przez resztki okwiatéw zasiedlonych przez grzyba podczas deszczowej pogody [2]. Patogen
moze zosta¢ w fazie utajonej do czasu przechowywania, gdzie przy sprzyjajgcych warunkach
grzyb moze sie rozwing¢ na zdrowo wyglgdajgcych owocach [3].

W latach 2016-2017 prowadzono w wojewddztwie dolnoslgskim badania zdrowotnosci
dwéch odmian borédwki wysokiej Duke i Liberty (w fazie bezlistnej, petnego kwitnienia,
zielonych zawigzkéw owocéw i petnej dojrzatosci owocéw). Badaniami objeto 30 kolejno
rosngcych krzewow w rzedzie, w 4 powtdrzeniach. Okreslono sredni procent zamierajgcych
peddw, kwiatédw w kwiatostanach oraz gnijgcych zawigzkéw owocdw i dojrzatych owocow.
Wykonano réwniez analizy mykologiczne badanych organéw. Pobrano réwniez do badan
kwiaty i zawigzkdéw owocow niewykazujgce objawdw chorobowych. Organy te pozostawiano
na okres 6 dni w wilgotnych komorach w temperaturze pokojowe;j.

Z wiosennej oceny porazenia pedéw w stanie bezlistnym przez B. cinerea wynika, ze znacznie
wiecej peddéw zbrunatniatych obserwowano u odmiany Liberty. Z kolei u odmiany Duka
stwierdzono wiekszg liczbe pedéw, na ktérych grzyb zarodnikowat. Sredni procent zamierajacy
kwiatow u obydwu odmian byt podobny i wynosit 12%. Zawigzki owocéw odmiany Duke byty
silniej zainfekowane niz Liberty. W przypadku owocdw dojrzatych sytuacja byta odwrotna.
Analiza mykologiczng wykazata, ze kwiaty odmiany Liberty byly silniej zasiedlone przez B.
cinerea niz Duke. Natomiast procentowy udziat B. cinerea w ogdlne;j liczbie wyizolowanych
grzybéw z zawigzkéw owocoéw i owocdw dojrzatych byt u obydwu odmian zblizony. Z analizy
pozornie zdrowych kwiatéw i zawigzkéw owocdw wynika, ze kwiaty byty silnie zasiedlone
przez B. cinerea, na poziomie 50%. Natomiast zawigzki owocdéw w bardzo matym stopniu —
2%.
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Highbush blueberry (Vaccinium corymbosum L.) is often called American blueberry or
bilberry. One of the diseases that contribute to significant yield losses is grey mould caused by
Botrytis cinerea Pers. In early spring, young and non-woody shoot tips turn brown and die. A
characteristic symptom of the infected shoots is a pastoral bend. Later on, the infected parts
turn grey-silver [1]. Most often, flowers are infected, which become watery, later turn brown
and die. Infected flowers become a source of infection for the fruit. Watery, purple spots form
on green fruit. Infection of mature fruit occurs through the remains of perianths colonised by
the fungus during rainy weather [2]. The pathogen can remain in the latent phase until
storage, where under favourable conditions the fungus can develop on healthy-looking fruit

[3].

In 2016-2017, healthiness studies of two highbush blueberry cultivars Duke and Liberty (at
leafless, full flowering, green fruit set and full fruit maturity stages) were conducted in the
Lower Silesia Province. The study covered 30 successively growing shrubs in a row, in 4
replications. The average percentage of dying shoots, flowers in inflorescences, rotting fruit
buds and ripe fruit was determined. Mycological analyses of the examined organs were also
performed. Flowers and fruit buds not showing disease symptoms were also collected for
examination. These organs were left for 6 days in humid chambers at room temperature.

The spring evaluation of the infestation of shoots in leafless state by B. cinerea showed that
significantly more browned shoots were observed in Liberty cultivar. On the other hand, a
higher number of shoots on which the fungus had sprouted was found in the cultivar Duka.
The average percentage of dying flowers in both cultivars was similar and amounted to 12%.
The fruit buds of Duke were more strongly infected than Liberty. For ripe fruit, the situation
was the opposite. Mycological analysis showed that flowers of Liberty cultivar were more
strongly infested by B. cinerea than Duke. However, the percentage of B. cinerea in the total
number of fungi isolated from fruit set and ripe fruit was similar in both cultivars. The analysis
of apparently healthy flowers and fruit buds showed that flowers were strongly colonized by
B. cinerea, at the level of 50%. Fruit buds, on the other hand, were infested to a very low
degree - 2%.
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Jeczmien jest trzecim zbozem pod wzgledem powierzchni uprawy zbdéz w Polsce.
Wykorzystywany jest gtdwnie na cele paszowe, ale takze do produkcji zywnosci, w tym kasz
i ptatkéw. Fuzarioza ktosdw zb6z i zanieczyszczenie ziarna toksycznymi metabolitami grzybow
jest jednym z waznych probleméw rolnictwa w Polsce i na swiecie. Jednym ze sposobdéw
ograniczania wystepowania Fusarium spp. oraz zawartosci mykotoksyn w ziarnie jest uprawa
odmian najmniej podatnych na porazenie ktoséw przez te grzyby.

Wzrastajgca czestotliwos¢ zasiedlania ziarna zbdz przez toksynotwérczy gatunek Fusarium
sporotrichioides, sktonita do podjecia prezentowanych badan, ktérych celem byto okreslenie
szkodliwosci tego grzyba dla 10 odmian jeczmienia jarego.

Badania wykonano w latach 2018 - 2020 roku, doswiadczenie infekcyjne przeprowadzono na
polach gospodarstwa doswiadczalnego UP w Lublinie zlokalizowanych w Czestawicach koto
Nateczowa, w wojewddztwie lubelskim. Natomiast analizy chemiczne dotyczgce zawartosci
ergosterolu oraz mykotoksyn w ziarnie zostaty wykonane w 2020 roku
w Katedrze Chemii UP w Poznaniu. Badaniami objeto 10 odmian jeczmienia jarego: Farmer,
Kormoran, Oberek, Polonia Staropolska, Promyk, Radek, Ramzes, Skarb, Suweren i Teksas,
pochodzacych z Hodowli Roslin Strzelce, Sp. z o. o., grupa IHAR oraz szczep
F. sporotrichioides nr 127. Ktosy jeczmienia byly inokulowane w fazie kwitnienia zawiesing
konidialng analizowanego szczepu grzyba. Ocene szkodliwosci F. sporotrichioides dla ktosow
wybranych odmian jeczmienia jarego przeprowadzono na podstawie analizy takich
parametréw jak: zmniejszenie liczby ziarniakdw w kfosie, redukcja masy tysigca ziaren oraz
plonu ziarna w poréwnaniu z kontrolg, a takze zawartosci ergosterolu oraz mykotoksyn w
ziarnie.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze srednia redukcja plonu ziarna dla wszystkich
badanych odmian, po trzech latach badan, w poréwnaniu z kontrolg wynosita 27,6%.
Najmniejszg obnizke plonu ziarna jeczmienia jarego zanotowano w przypadku odmian Skarb i
Teksas, ktora wynosita odpowiednio 16,95 17,7%. Natomiast najwiekszg obnizke plonu ziarna
w porownaniu z kontrolg stwierdzono u odmiany Farmer — 49,9%.

Badania chemiczne ziarniakdbw pochodzgcych z ktosow sztucznie zakazanych
F. sporotrichioides wykazaty obecnos¢ ergosterolu w stezeniu od 12,5 (Radek) do 47,2 mg/kg
(Skarb). Stwierdzono réwniez obecnos¢ zwigzkéw trichiotecenowych z grupy A
w ziarnie badanych odmian jeczmienia jarego po inokulacji ktoséw przez F. sporotrichioides.
Najwiekszg zawartos¢ HT-2 toksyny stwierdzono u odmiany Suweren - 0,078 mg/kg. Ponadto
w ziarnie badanych odmian jeczmienia wykryto obecnos¢ scirpentriolu (STO) (0,000 - 0,024
mg/kg), T-2 tetraolu (0,000 - 0,003 mg/kg), oraz diacetoksyscirpenolu (DAS) (0,000 - 0,006

mg/kg).
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Barley is the third largest cereal crop in Poland. It is used mainly for fodder purposes, but
also for the production of food, including groats and flakes. Fusarium head blight and
contamination of cereals with toxic fungal metabolites are one of the particularly important
problems in global agriculture.

The increasingly frequent isolation of F. sporotrichioides from cereal grain encouraged us to
conduct the present research. The aim of the study was to determine the harmfulness of F.
sporotrichioides in relation to 10 spring barley cultivars.

The studies were conducted during 3 years (2018-2020), the field experiment was carried
out in the fields of the experimental farm of the University of Life Sciences in Lublin, located
in Czestawice near Nateczow (Lublin province). On the other hand, chemical analyzes of the
content of ergosterol and mycotoxins in grain were performed in 2020 at the Department of
Chemistry of the University of Life Sciences in Poznani. The research covered 10 cultivars of
spring barley: Farmer, Kormoran, Oberek, Polonia Staropolska, Promyk, Radek, Ramzes,
Skarb, Suweren and Teksas, originating from Hodowla Roslin Strzelce, Sp. z 0. 0., group IHAR
and F. sporotrichioides strain No. 127. Barley heads were inoculated with a conidial
suspension of F. sporotrichioides during the flowering stage. The evaluation of the
harmfulness of F. sporotrichioides to heads of selected spring barley cultivars was carried out
on the basis of the parameters, such as: reduction in the number of kernels per head, 1000
kernels weight and grain yield compared to control, and also on the basis of ergosterol and
mycotoxin content in grain.

The conducted research showed that the average of grain yield reduction after heads
inoculation with F. sporotrichioides, compared to control, for all tested cultivars during three
years of research, was 27.6%. The lowest reduction in spring barley grain yield was recorded
in the case of Skarb and Teksas cultivars, which amounted to 16.95 and 17.7%, respectively.
On the other hand, the highest reduction in grain yield, as compared to control, was found
in Farmer variety - 49.9%.

Chemical analysis of kernels from heads inoculated with F. sporotrichioides showed the
presence of ergosterol in the concentration from 12.5 (Radek) to 47.2 mg/kg (Skarb).
Chemical analysis also showed the presence of type A trichothecenes in the grain of the
studied spring barley cultivars after heads inoculation with F. sporotrichioides. The highest
content of HT-2 toxin was found in cultivar Suweren - 0.078 mg/kg. In addition, the presence
of scirpentriol (STO) (0.000 - 0.024 mg/kg), T-2 tetraol (0.000 - 0.003 mg/kg) and
diacetoxyscirpenol (DAS) (0.000 - 0.006 mg/kg) were found in the grain of spring barley
cultivars.
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Biologiczna ochrona roslin opiera na wykorzystaniu czynnikéw pochodzenia biologicznego
do ograniczania wzrostu i rozwoju mikroorganizméw fitopatogenicznych i bazuje na
naturalnych interakcjach wystepujgcych w srodowisku [1-2]. Celem przeprowadzonych badan
byto oszacowanie potencjatu fungistatycznego bakterii pochodzacych z gleb Spitsbergenu,
ktérych przynaleznosé gatunkowq okreslono na podstawie testow biochemicznych API20NE
[3]. Przetestowano wptyw bakterii nalezgcych do rodzajéw: Achromobacter (1 izolat),
Aeromonas (1 izolat), Alcaligenes (1 izolat), Burkholderia (3 izolaty), Ochromobactrum
(2 izolaty), Pantoea (1 izolat), Pseudomonas (19 izolatéw), Serratia (4 izolaty)
i Stenotrophomonas (1 izolat) na wzrost Fusarium oxysporum |OR2129, Botrytis cinerea
IOR2235 i Alternaria solani I0R2046 na agarze odzywczym stosujgc metode hodowli
dwuorganizmowych oraz prowadzac hodowle tych grzybow na agarze odiywczym
uzupetnionym ptynem po hodowli bakterii w stosunku 1:1.

Podczas 7-dniowej hodowli wzrost kolonii F. oxysporum zostat istotnie ograniczony przez
rownoczesny wzrost P. luteola 11, 12 i 13. Pozostate izolaty nie miaty istotnego wptywy na
rozrost jego kolonii. Najsilniejsza redukcje $rednicy kolonii A. solani i B. cinerea
zaobserwowano podczas hodowli z S. plymuthica1l (60-70%) i A. denitrificans (55-60%).
B. cepacia 1 (61%) i P. putida 1 (61%) istotnie hamowaty wzrost A. solani, a P. luteola 18 (70%),
S. liguefaciens 3 (63%) i P. luteola 16 (56%) wzrost B. cinerea. Sasiedztwo B. cepacia 3
stymulowato B. cinerea do formowania kolonii o 55% wiekszych niz kontrola. Podobna
sytuacje obserwowano w hodowli A. solani z P. luteola 4 i 6 lub B. cepacia 2. Bakteryjne ptyny
pohodowlane zawierajgce w swoim skfadzie r6znorodne metabolity wprowadzone do agaru
odzywczego redukowaty srednice kolonii F. oxysporum maksymalnie o 40%. Wzrost A. solani
i B. cinerea byt catkowicie zahamowany przez metabolity P. luteola 2, 4, 8, 9, 11 oraz
P. fluorescens 7. W przypadku pozostatych izolatow nalezgcych do gatunku P. luteola
i A. faecalis redukcja srednicy kolonii grzybowych miescita sie w granicach od 10% do 60%.

Mozemy wnioskowaé, ze metabolity bakteryjne zawarte w ptynach pohodowlanych byty
silniejszym czynnikiem fungistatycznym niz bakterie namnazajgce sie réwnoczesnie z grzybem
w hodowlach dwuorganizmowych.
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Biological protection of plants is based on the application of biological factors to limit the
growth of phytopathogenic microorganisms employing natural interactions occurring in the
environment [1-2]. The aim of the research was to estimate the fungistatic potential of
bacteria from the Spitsbergen soils, the species of which were determined by biochemical
API20NE tests [3]. The effect of bacteria belonging to the genera: Achromobacter (1 isolate),
Aeromonas (1 isolate), Alcaligenes (1 isolate), Burkholderia (3 isolates), Ochromobactrum (2
isolates), Pantoea (1 isolate), Pseudomonas (19 isolates), Serratia (4 isolates) and
Stenotrophomonas (1 isolate) on the growth of Fusarium oxysporum IOR2129, Botrytis cinerea
IOR2235 i Alternaria solani I0OR2046 had been studied using two methods, two-organism
cultures on nutrient agar and the fungal cultures on nutrient agar supplemented with the
spent medium (1:1 ratio) obtained following the growth of bacteria.

During the 7-day cultivation, the growth of the F. oxysporum colony was significantly limited
by the simultaneous growth of P. luteola 11, 12 and 13. The other isolates had no significant
influence on the growth of its colony. The strongest reduction in the diameter of A. solani and
B. cinerea colonies was observed during cultivation with S. plymuthica 1 (60-70%) and
A. denitrificans (55-60%). B. cepacia 1 (61%) and P. putida 1 (61%) significantly inhibited the
growth of A. solani, while P. luteola 18 (70%), S. liquefaciens 3 (63%) and P. luteola 16 (56%) —
growth of B. cinerea. The vicinity of B. cepacia 3 stimulated B. cinerea to form 55% larger
colonies than the control ones. A similar situation was observed in the culture of A. solani with
P. luteola 4, P. luteola 6 and B. cepacia 2. Bacterial spent media containing various metabolites
introduced into nutrient agar reduced the colony diameter of F. oxysporum up to 40%. The
A. solani and B. cinerea growth was completely inhibited by the metabolites of P. luteola 2, 4,
8, 9, 11 and P. fluorescens 7. In the case of the other isolates belonging to P. luteola and
A. faecalis species, the reduction in the diameter of fungal colonies ranged from 10% to 60%.

We concluded that the bacterial metabolites present in the spent media were stronger
fungistatic factors than the bacteria cells that proliferated simultaneously with the fungus in
two-organism cultures.
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Polska jest europejskim liderem w produkcji pieczarki dwuzarodnikowej Agaricus bisporus.
Obecnie swiadomos¢ konsumentdéw dotyczgca wptywu zywnosci na ludzkie zdrowie wywiera
nacisk na produkcje pieczarki ekologicznej. Uprawa pieczarki jest wymagajgcym,
wieloetapowym procesem, ktéry odbywa sie w klimatyzowanych halach w warunkach
wysokiej wilgotnosci i temperatury. Pieczarka ekologiczna, uprawiana bez srodkéw ochrony
roslin, jest szczegdlnie narazona na pojawianie sie chordéb grzybowych, ktére sg przyczyng
duzych strat plonu. Jedng z najczesciej wystepujgcych w uprawie choréb grzybowych jest
sucha zgnilizna wywotywana przez Lecanicillium fungicola [1]. Zatem badanie wptywu nowych
substancji podstawowych i preparatéw biologicznych dopuszczonych do stosowania w
produkcji ekologicznej na rozwdéj patogendw jest niezwykle wazne [2, 3, 4].

Celem pracy byta ocena wplywu preparatow pochodzenia naturalnego oraz substancji
podstawowych (zgodnie z regulacjg EC 1107/2009) na ograniczenie wystepowania suchej
zgnilizny wywotywanej przez grzyb L. fungicola w uprawie pieczarki. W warunkach
uprawowych badano skutecznos$¢ nadtlenku wodoru i octu winnego, a w warunkach
laboratoryjnych wptyw ekstraktu ze skrzypu polnego, chlorowodorku chitozanu i preparatu
biologicznego Serenade ASO na zahamowanie rozwoju L. fungicola.

W warunkach uprawowych obserwowano nieznaczne ograniczenie rozwoju suchej zgnilizny
po zastosowaniu nadtlenku wodoru w stezeniu 150 ppm i octu winnego w stezeniu 2%.
Preparat biologiczny Serenade ASO skutecznie ograniczat wzrost patogena, natomiast
chlorowodorek chitozanu wykazat niskg skutecznos¢ w hamowaniu rozwoju grzyba.

Prace wykonano w ramach zadania celowego nr 7.2: ,Opracowanie technologii produkcji warzyw i
grzybdéw jadalnych w systemie ekologicznym” finansowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju
Wsi
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Poland is the largest producer of the white button mushrooms Agaricus bisporus
in Europe. Currently, consumer awareness of the impact of food on human health puts
pressure on the production of organic mushrooms. Mushroom cultivation is a demanding,
multi-stage process that takes place in conditions of high humidity and temperature. Organic
mushroom cultivation is carried out without the use of fungicides, which can cause
development of fungal diseases that cause large crop losses. One of the most common fungal
diseases in mushroom cultivation is dry bubble caused by Lecanicillium fungicola [1]. It is
therefore extremely important to study the effect of new basic substances and
biopreparations authorized for use in organic production on the pathogen growth [2, 3, 4].

The aim of the study was to assess the effect of natural preparations and basic substances
(in accordance with the regulation EC 1107/2009) on the reduction of the occurrence of dry
bubble caused by L. fungicola in mushroom cultivation. The effectiveness of hydrogen
peroxide and wine vinegar in inhibiting dry bubble was assessed in growing conditions and in
laboratory the effect of horsetail extract, chitosan hydrochloride and the biological agent of
Serenade ASO was examined.

In growing conditions, it was observed a slight reduction of dry bubble development after
the application of hydrogen peroxide at a concentration of 150 ppm and wine vinegar at a
concentration of 2%. The biological preparation of Serenade ASO effectively controlled the
growth of the pathogen, while chitosan hydrochloride showed low effectiveness in inhibiting
the growth of the fungus.

This research was carried out as part of the target task No. 7.2: "Development of a technology for the production
of edible vegetables and mushrooms in the ecological system" financed by the Ministry of Agriculture and Rural
Development
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Zycica trwata (Lolium perenne L.), to gatunek trawy o duzej wartosci pastewnej. Jest takze
jedng z najtrwalszych, niskich traw kepkowych. Dzieki temu wiele odmian posiada korzystne
wtasciwosci darniowe. Podobnie jak inne rosliny jest narazona na dziatanie niekorzystnych
czynnikow, przed ktérymi obrone moga stanowic¢ endofity rodzaju Epichloé. W nadziemnych
tkankach trawy rozwijajg sie systemicznie i utrzymuja sie w nich przez cate zycie gospodarza
[1]. Te symbiotyczne grzyby syntetyzujg bioaktywne alkaloidy i inne metabolity, ktére chronig
rosliny przed stresami biotycznymi i abiotycznymi [2,3].

Materiat badawczy stanowity izolaty Epichloé uzyskane z zycicy trwatej rosngcej na terenie
Polski. Ich DNA, bedace przedmiotem analiz przeprowadzanych technika PCR, izolowano przy
pomocy zestawu Bead-Beat Micro AX Gravity (A&A Biotechnology).

Na podstawie analiz sekwencji regiondw ITS (internal transcribed spacers), oraz fragmentéw
gendw kodujgcych Tefl-a (translation elongation factor 1-alpha), CHS (chitinase A) i NRPS-1
(nonribosomal peptide synthetase) stwierdzono jednoznacznie przynaleznos¢ badanych
izolatow do gatunku Epichloé festucae.

Analiza sekwencji wymienionych regionéw pozwolita réwniez na zbadanie zréznicowania
genetycznego izolatdw. Poréwnywano zrdéznicowanie miedzy naszymi izolatami E. festucae,
aizolatami zdeponowanymi w GenBank NCBI, jak i sekwencjami tego gatunku z innymi
przedstawicielami rodzaju Epichloé/Neotyphodium mogacymi zasiedlac trawy.

Wykazano zrdznicowanie genetyczne miedzy naszymi izolatami E. festucae, a niektérymi
izolatami tego samego gatunku pochodzgcymi z innych regiondéw sSwiata, od ktérych nasze
izolaty roznity sie na poziomie 1-2%. Podobna rdznice nasze izolaty wykazywaty w poréwnaniu
z przedstawicielami innych gatunkdw takich jak Epichloé tembladerae, Neotyphodium
coenophialum czy Neotyphodium australiense.

Badania czesciowo sfinansowano ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rolnego na rzecz Rozwoju Obszarow
Wiejskich — EFRROW: Europa inwestujgca w obszary wiejskie, krajowe srodki publiczne (projekt realizowany przez
Konsorcjum Nova Trawa) oraz w ramach V edycji programu Ministra Edukacji i Nauki pn. ,Doktorat
wdrozeniowy”.
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Perennial ryegrass (Lolium perenne L.) is a species of grass with high forage value. It is also
one of the most durable low tuft grasses. As a result, many varieties have favorable turf
properties. Like other plants, it is exposed to unfavorable factors against which Epichloé
endophytes may defend it. In the above-ground grass tissues they develop systematically and
persist there throughout the whole host's life [1]. These symbiotic fungi synthesize bioactive
alkaloids and other metabolites that protect plants from biotic and abiotic stresses [2,3].

The research material was Epichloé isolates obtained from perennial ryegrass growing in
Poland. Their DNA, subject to PCR analysis, was isolated using the Bead-Beat Micro AX Gravity
kit (A&A Biotechnology).

Based on the analysis of the sequences of ITS (internal transcribed spacers) regions and
fragments of genes encoding Tefl-a (translation elongation factor 1-alpha), CHS (chitinase A)
and NRPS-1 (nonribosomal peptide synthetase), it was clearly found that the studied isolates
belong to the Epichloé festucae.

Sequence analysis of the regions mentioned also allowed to study the genetic diversity of
isolates. Compared the differentiation between our E. festucae isolates and those deposited
at GenBank NCBI, as well as the sequences of this species with other members of the genus
Epichloé | Neotyphodium that can colonize grasses.

Genetic differentiation was shown between our E. festucae isolates and some isolates of the
same species from other regions of the world, from which our isolates differed by 1-2%. Our
isolates showed a similar difference compared to representatives of other species such as
Epichloé tembladerae, Neotyphodium coenophialum or Neotyphodium australiense.

This research was partially funded by European Agricultural Fund for Rural Development - EAFRD: Europe
investing in rural areas, national public funds (project implemented by the Nova Trawa Consortium) and as part
of the Vth edition of the program of the Minister of Education and Science entitled ,,Doktorat wdrozeniowy”.
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Gymnopilus junonius (Fr.) P.D. Orton (tysak wspaniaty) jest jednym z 14 gatunkdéw nalezgcych
do rodzaju Gymnopilus i wystepujgcych w Polsce, przewaznie na drewnie [1, 2]. W Europie
gatunek ten jest szeroko rozprzestrzeniony i raczej czesty lub lokalnie rzadki. Owocniki
Sredniej i duzej wielkosci, przewaznie wyrastajg kepkami na pniakach, na korzeniach, u
podstawy martwych lub zamierajgcych drzew i na lezgcym drewnie. Pojawiajg sie od lipca do
pazdziernika. Spotykany jest w lasach (np. Nadlesnictwa Jabtonna, Wotéw), parkach (np.
Skaryszewski, Pola Mokotowskie w Warszawie), zadrzewieniach i skwerach (np. kampus
SGGW w Warszawie), arboretach (np. w Rogowie), alejach przy drogach (np. ok. Rawy
Mazowieckiej). Uznawany jest za gatunek saprotroficzny lub rzadziej, jako potencjalny pasozyt
[3]. Powoduje biaty typ rozktadu drewna przede wszystkim drzew lisciastych, rzadziej iglastych
[4]. Wykazywany byt z nastepujgcych rodzajéw drzew, m.in.: Acer, Alnus, Betula, Carpinus,
Castanea, Catalpa, Corylus, Erica, Eucalyptus, Fagus, Fraxinus, Ligustrum, Malus, Pinus,
Populus, Pyrus, Salix, Tilia, UImus, Quercus [3, 5]. Praca prezentuje zdolnos¢ rozktadu drewna
czterech gatunkéw drzew przez izolat G. junonius pochodzacy z Polski. W tym celu
zastosowano metode opartg na normach PN-EN 350 i EN-113 [6]. Jako miare zdolnosci do
rozktadu drewna przyjeto ubytek suchej masy po czteromiesiecznym tescie rozktadu. Czysta
kulture grzyba (WAML-CK 65) wyizolowano z owocnikédw wyrostych na pniaku Acer
pseudoplatanus. Drewno do badan pochodzito z Nadle$nictwa Kartuzy. Prébki drewna uzyte
w doswiadczeniu (po 12 na gatunek) wyrobiono z dolnej czesci pni zdrowych egzemplarzy
bedacych w wieku rebnym i bliskorebnym dwéch gatunkéw drzew iglastych (Pinus sylvestris,
Picea abies) i dwdch gatunkéw lisciastych (Fagus sylvatica, Quercus robur). Badany izolat G.
junonius spowodowat ubytek masy drewna w zakresie 18,10-25,46% (buk), 10,91-14,60%
(sosna), 9,02-13,20% (swierk) i 2,23-3,72% (dab). Uzyskane wyniki wskazujg na dobre
wiasciwosci dekompozycji drewna przez badany izolat G. junonius i mozliwos¢ wykorzystania
tego gatunku jako potencjalnego srodka biokontroli przeciwko patogenom korzeni.
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Gymnopilus junonius (Fr.) P.D. Orton is one of 14 species belonging to the genus Gymnopilus
and occurring in Poland, mainly on wood [1, 2]. In Europe, the species is widespread and rather
common or locally rare. G. junonius forms a medium to large basidiomata that occur in small
groups on stumps, roots, at the bases of dead or dying trees, and on lying wood from July to
November. It can be found in forests (e.g. Jabtonna, Wotdéw Forest Districts), parks (e.g.
Skaryszewski, Pola Mokotowskie in Warsaw), thickets and squares (e.g. SGGW campus in
Warsaw), arboreta (e.g. in Rogdéw), tree rows by roads (e.g. around Rawa Mazowiecka). It is
considered a saprotrophic species or less frequently as a potentially parasite [3]. It causes the
white rot, mainly of deciduous trees, less often of conifers [4]. It was found on the following
genrea of trees: Acer, Alnus, Betula, Carpinus, Castanea, Catalpa, Corylus, Erica, Eucalyptus,
Fagus, Fraxinus, Ligustrum, Malus, Pinus, Populus, Pyrus, Salix, Tilia, Uimus, Quercus [3, 5]. The
work presents the ability to decompose the wood of four tree species by the G. junonius
isolate originating from Poland. The loss of dry wood mass after a four-month decomposition
test was adopted as a measure of ability to decompose wood. Pure cultur fungus was isolated
from basidiomata of G. junonius collected from stump of Acer pseudoplatanus (WAML-CK 65).
The wood to the experiment was obtained from the Kartuzy Forest District. The wood samples
(12 per species) for the tests were taken from the lower part of the trunks of healthy trees of
cutting and near-cutting age of two coniferous (Pinus sylvestris, Picea abies) and two
deciduous tree species (Fagus sylvatica, Quercus robur). The study showed that G. junonius
caused a loss of wood mass in the range of 18.10-25.46% (beech), 10.91-14.60% (pine), 9.02-
13.20% (spruce), and 2.23 -3.72% (oak). The obtained results indicate good wood decaying
properties of the investigated G. junonius isolate and using this species as a potential
biocontrol agents against root pathogens.
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Patogeniczne dla roslin podstawczaki znane sg ze swej skomplikowanej natury jesli chodzi o
cykl ptciowy (rdze, spermatogamia i kilka rodzajéw zarodnikéw) lub wrecz z bardzo
uproszczonego cyklu sprowadzajgcego sie do prostej somatogamii, czyli fuzji dwéch zwykle
wielojagdrowych homokarionéw (zwanych czasem tez monokarionami). Jednak ten prosty
sposéb kryje w sobie szereg strategii majgcych na celu zmaksymalizowanie réznorodnosci
genetycznej populacji. Z uwagi na prostote cyklu trudno tu moéwic o ptciach, cho¢ literatura
uzywa takiego sformutowania, zamiast tego znacznie bezpieczniej jest méwi¢ o typach
kojarzeniowych (mating types). Strukturg poszczegdlnych typdéw kojarzeniowych rzadzg dwie
gtéwne grupy gendw A i B, kazda dodatkowo wystepujaca w réoznych wariantach. Ma to wptyw
na owo mnozenie sie pici grzyboéw, jesli zechcemy rozpatrywad ten aspekt w trybie ptciowosci.
Uzupetnieniem dla klasycznego procesu ptciowego sg rdéine mozliwosci rekombinacji
genetcznych, czyli wymiany jagder mozliwe na réznych poziomach standw jgdrowych strzepek.
Somatogamia zachodzi pomiedzy strzepkami monkariotycznymi (mon-mon), jednak wymiana
jadrowa zachodzi takze w uktadach monokarion-dikarion (mon-di; fenomen Bullera) oraz
pomiedzy strzepkami dikariotycznymi (di-di). Zapewnia to korzysci z wymiany jadrowe;j i
uzyskiwania zmiennosci niedostepne dla organizmydw diploidalnych [1-4]. Procesy te s3 takze
determinowane genetycznie. Reguty te majg zastosowanie do naszych modeli: Rhizoctonia
solani (podstawczak niewytwarzajgcy sprzazek ani owocnikéw) oraz Pleurotus ostreatus
(wytwarza sprzazki, tworzy owocniki).
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Plant pathogenic Basidiomycete fungi are very well known for their complex sexual cycle
(rusts, spermatogamy and several types of spores) but the typical Basidiomycete sexual cycle
seems to be the simpler somatogamy, i.e. the fusion of two usually multinucleate
homokaryons (sometimes also called monokaryons). However, this simple approach has a
number of strategies to maximize the genetic diversity of a population efficiently. In
Basidiomycetes it is difficult to talk about genders due to the simplicity of the sexual cycle.
Although the literature uses this phrase, it is much safer to talk about mating types instead.
The structure of individual mating types is governed by two main groups of genes, A and B,
each additionally having different variants, which has an impact on sexes multiplication in the
case of mushrooms. The classic sexual cycle is complemented by various possibilities of
genetic recombination, i.e. the exchange of nuclei possible at different stages of the possible
nuclear states of the hyphae. Somatogamy occurs between monkaryotic hyphae (mon-mon),
but nuclear exchange also occurs in monokaryotic-dikaryon systems (mon-di; Buller
phenomenon) and between dikaryotic hyphae (di-di). This provides the benefits of nuclear
exchange and variability that are not available to diploid organisms [1-4]. These processes are
also genetically determined. These possibilities are studied on our model fungi: Rhizoctonia
solani (Basidiomycete fungus that do not produce clamps or fruiting bodies) and Pleurotus
ostreatus (produces clamps, creates fruiting bodies).
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Do kluczowych roslinnych grzybowych patogendw odglebowych, m.in. owocéw miekkich, nalezg
gatunki z rodzaju Verticillium. W zwigzku z zainteresowaniem konsumentéw produktami z upraw
ekologicznych realne jest takze zapotrzebowanie na naturalne srodki ochrony roslin, wykorzystujgce
miedzy innymi mikroorganizmy antagonistyczne. Sposréd szeregu grzybdw stosowanych w
biologicznej ochronie roslin najwieksze zainteresowanie niezmiennie wzbudzajg grzyby z rodzaju
Trichoderma, co wynika z faktu, ze cechuje je silna agresywnosc skierowana przeciwko fitopatogenom
(mykopasozytnictwo, antybioza, konkurencja) oraz efektywna stymulacja wzrostu roslin i
mechanizmdéw obronnych, czy zdolnosci modyfikowania mikrobiomu ryzosfery. Najmniej zbadany i
opisany w literaturze mechanizm dziatania grzybow z rodzaju Trichoderma na fitopatogeny to
mechanizm wynikajacy z konkurencji o sktadniki pokarmowe [1].

W literaturze przedmiotu uznane jest zastosowanie mikromacierzy fenotypowych (ang. Biolog
Phenotype MicroArray®, PM) do badania zréznicowania zdolnosci grzybéw do wykorzystania réznych
substratéw. Jest to czuta, wiarygodna i powtarzalna metoda opierajgca sie na fenotypowym
fingerprintingu. Niemniej jednak marginalnie w poréwnaniu do zrédet wegla traktowany jest azot, choé
wiadomo, Ze jego obecnos¢ w srodowisku ma niebagatelne znaczenie dla formowania sie masy
zarodnikdéw konidialnych i chlamydospor, a wiec ma wptyw na konkurencyjnosé¢ w niszy ekologiczne;j.
Co wiecej, te roznorodnos¢ fenotypowa opisuje sie zazwyczaj na podstawie rdznic poziomu
katabolizmu substratéw badZ przyrostu biomasy, ale bardzo rzadko uwzglednia sie te parametry
razem. Tymczasem przyrost biomasy moze nastepowac przy zuzyciu nawet niewielkiej ilosci substratu,
a odpowiedni stosunek poziomu katabolizmu (odpowiedZ oddechowa) do poziomu przyrostu biomasy
informuje o zaistnieniu potencjalnie stresowych warunkdw [2].

Celem badan byto okreslenie poziomu selektywnosci wykorzystania substratéw azotowych. Analizy
przeprowadzono w wykorzystaniem systemu Biolog® PM6 z modyfikacjg wtasng polegajaca na
zastosowaniu wyselekcjonowanego wczesniej 1% dodatku mieszaniny Biolog® mix dye, F jako
barwnika redoks.

Praca wspdifinansowana przez Narodowe Centrum Nauki w ramach programu MINIATURA, numer umowy
2021/05/X/NZ9/00341 orazprzez Narodowe Centrum Badari i Rozwoju w ramach programu BIOSTRATEG,
numer umowy BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018
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Some species of the Verticillium fungal genus are key soil-borne pathogens of soft fruits. Due to
consumers' rising interest in organic farming products, there is a need for natural plant protection
products based on antagonistic microorganisms, limiting the damage caused by Verticillium on some
fresh products. Among the fungi already in use for biological control of fungal pathogens, the most
significant interest is invariably in Trichoderma isolates. This is due to their strong aggressiveness
against phytopathogens (mycoparasitism, antibiosis, competition), effective stimulation of plant
growth and defence mechanisms, and the ability to modify the rhizosphere microbiome. The
mechanism of action of Trichoderma spp. against phytopathogens that has been least studied and
described in the literature is competition for nutrients [1].

Phenotype MicroArray™ system (PM) can be efficiently applied to study the fungal use of different
substrates as carbon or nitrogen sources. It is a sensitive, reliable, and repeatable method based on
functional fingerprinting. However, nitrogen is considered only marginally compared to carbon
sources, even if its presence is necessary for fungal conidiation and chlamydospores production.
Nitrogen has an impact on fungal species' competitiveness in any ecological niche. Fungal phenotypic
diversity is usually described based on differences in substrate catabolism or biomass production, but
these parameters are rarely combined and considered together. The increase in fungal biomass can
actually occur with the consumption of a small amount of substrate, corresponding to a condition of
high metabolic efficiency. Conversely, an increased respiratory response of a fungus combined with
low biomass production in the corresponding well can potentially indicate a stressful condition [2].

The research goal was to determine the selectivity of nitrogen substrates consumption in Verticillium
and Trichoderma genera. The experiments were carried out using PM6 Biolog® system with some
modifications. In particular, a 1% F mix Biolog® dye was added as a redox indicator.

This paper was co-financed by The National Science Centre in the frame of the MINIATURA scientific activity,
contract number 2021/05/X/NZ9/00341 and The National Centre for Research and Development in the frame of
the project BIOSTRATEG, contract number BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR /2018

References
1. Oszust K., Cybulska J., Frgc M. (2020) How do Trichoderma genus fungi win a nutritional competition
battle against soft fruit pathogens? A report on niche overlap nutritional potentiates. IntJ Mol Sci, 21:12,
4235.
2. Pinzari F. (2017) A simple method for measuring fungal metabolic quotient and comparing carbon use
efficiency of different isolates: Application to Mediterranean leaf litter fungi. Plant Biosystems, 2: 371-
376.

str. 87


mailto:k.oszust@ipan.lublin.pl
mailto:m.frac@ipan.lublin.pl

Postery

str. 88



Choroby odglebowe truskawek diagnozowane w uprawach polowych w
gruncie

Karolina Felczak-Konarska

Fertico Sp. z 0.0., Instytut Agronomiczny Fertico, Goliany 43, 05-622 Bteddéw

e-mail: karolina.felczak-konarska@fertico.com.pl

W ostatnich latach obserwowane sg dynamiczne zmiany dotyczace, gtéwnie technologii produkcji
truskawek. Zwigzane jest to przede wszystkim z bardzo duzym zainteresowaniem uprawg tego gatunku
jak tez wzrostem wymagan rynku i konsumentéw. Intensywny rozwdj produkcji truskawek oraz
handel materiatem nasadzeniowym sprzyja pojawianiu sie i rozprzestrzenianiu patogendw szczegélnie
pochodzenia odglebowego i grzybowego. Zagrozenia dla uprawy stanowig nie tylko nowe patogeny,
ktére sg odnotowywane na plantacjach ale tez, te powszechnie wystepujace, ktére w sprzyjajacych
warunkach do rozwoju powodujg duze straty ekonomiczne. Rozwdj patogendw zalezy od wielu
czynnikdw m.in. wielko$ci zrédta infekcji, podatnosci wybranych odmian, warunkéw pogodowych. Do
infekcji moze dochodzi¢ w szkétkach gdzie produkowany jest materiat nasadzeniowy, gdzie dalej moze
by¢ przenoszony na plantacje produkcyjne. Obecnie obserwuje sie duze nasilenie choréb
powodowanych przez legniowce z rodzaju Phytophtora. Stwierdza sie powszechnie wystepowanie P.
cactorum oraz P. fragriae. Z roku na rok wzrasta takze presja grzyba Plestalotiopsis clavispora, ktéry
jest obecnie powszechnie identyfikowany na plantacjach. Duzym zagrozeniem dla plantacji jest takze
V.dahlie, Fusraium spp. czy tez Colletotrichum acutatum. Te patogeny takze identyfikowane sg obecnie
na plantacjach towarowych truskawek uprawianych w gruncie. Czynniki sprawcze to takze B. cinera
grzyb powszechnie identyfikowany na plantacjach towarowych oraz Gnomonia comari sprawca
zgnilizny owocdw i plamistosci lisci truskawki oraz zgnilizny korzeni truskawki. Oprdcz tych czynnikéw
identyfikowane sg takze gatunki z rodzaju Pythium spp. Rhizoctonia spp., Ramularia spp. patogeny te
odpowiadajg za czarng zgnilizne korzeni truskawki. Choroby odglebowe s3 trudne do identyfikacji ze
wzgledu na podobne objawy, ale tez wystepowanie kilku czynnikéw etiologicznych jednoczesnie. W
celuich prawidtowej identyfikacji niezbedna jest szczegdtowa analiza z wykorzystaniem technik biologii
molekularnej. Obecnie w procesie diagnostycznym wykorzystywane sg techniki molekularne oparte na
metodach PCR. Metody molekularne sg bardzo czute i dajg wiarygodnos¢ rzedu 99%. Technika
molekularnej diagnostyki stanowi nie zastgpiong technike dla doradcéw i praktykéw. Wykorzystanie
tancuchowej reakcji polimerazy — PCR umozliwia wykrycie patogena, nawet w fazie przed objawowe],
kiedy infekcja nie wywotata objawdw mozliwych do zaobserwowania na roslinie.
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In recent years, dynamic changes have been observed, mainly in the technology of strawberry
production. This is mainly due to the great interest in the cultivation of this species as well as the
increasing market and consumer requirements. The intensive development of strawberry production
and the trade in planting material favor the appearance and spread of pathogens, especially origin of
soil and fungal pathogens. Threats to cultivation are not only new pathogens, which are noted on
plantations, but also common ones, which in favorable conditions for development cause large
economic losses. The development of pathogens depends on many factors, including size of the source
of infection, susceptibility of selected varieties, weather conditions. Infection can occur in nurseries
where planting material is produced, where it can then be transferred to production plantations.
Currently, a high intensity of diseases caused by oomycetes of the genus Phytophtora is observed. P.
cactorum and P. fragriae are commonly found. The pressure of the Plestalotiopsis clavispora fungus,
which is now commonly identified on plantations, also increases from year to year. V.dahlie, Fusarium
spp. or Colletotrichum acutatum are also a big threat to plantations. These pathogens are also now
identified in commercial strawberry plantations grown in the open. The causative agents are also B.
cinera, a fungus commonly identified in commercial plantations, and Gnomonia comari, the cause of
fruit rot, strawberry leaf blotch and strawberry root rot. Apart from these factors, also species of the
genus Pythium spp. Rhizoctonia spp., Ramularia spp. are identified. These pathogens are responsible
for black rot of the strawberry roots. Soil diseases of strawberry are difficult to identify due to similar
symptoms, but also the presence of several etiological factors at the same time. In order to correctly
identify them, a detailed analysis using molecular biology techniques is necessary. Currently, molecular
techniques based on PCR methods are used in the diagnostic process. Molecular methods are very
sensitive and give a reliability of 99%. The technique of molecular diagnostics is an irreplaceable
technique for advisers and practitioners. The use of the polymerase chain reaction - PCR makes it
possible to detect the pathogen, even in the pre-symptomatic phase, when the infection did not cause
symptoms that can be observed on the plant.
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Sektor produkcji jabtek petni wazng role w gospodarce naszego kraju. Polska jest bowiem jednym z
najwiekszych producentéw jabtek w Europie, zajmujac jednoczes$nie czotowe miejsce pod wzgledem
powierzchni sadéw jabtoniowych [1]. W zwigzku z tym wielkos¢ i jakos¢ produkcji nalezg do
priopytetowych zagadnieni, na ktdorych koncentrujg sie producenci jabtek. Sadownicy borykajg sie
jednak m.in. z problemem chordéb przechowalniczych.

Jedna z chordb przechowalniczych jabtek jest gorzka zgnilizna, ktérg powodowujg grzyby z rodzaju
Neofabraea (synonim Pezicula, Gleosporium). Ze wzgledu na latentny charakter gorzkiej zgnilizny trudno
jest ocenié jakos¢ jabtek podczas zbioru. A to dlatego, ze objawy choroby pojawiajg sie dopiero podczas
przechowywania owocéw w chtodniach. Liczne badania naukowe wskazujg na negatywne skutki
stosowania syntetycznych srodkéw ochrony roslin, dlatego zgodnie z obowigzujgcymi regulacjami beda
sukcesywnie wycofywane z rynku. W zwigzku z tym, producenci oczekujg nowych skutecznych,
ekologicznych metod ochrony jabtoni przed skutkami wystepowania Neofabraea spp. oraz sposobow
wczesnego wykrywania patogenu, gdy nie ma jeszcze objawdw gorzkiej zgnilizny.

Dlatego w ramach projektu Lider XIl APPA(t)FREE (NCBR) zaplanowano opracowanie rozwigzan
biotechnologicznych w tym zakresie. Bedg to mikrobiologiczny biopreparat zapobiegajacy rozwojowi
Neofabraea spp. oraz metoda wczesnej detekcji zarodnikéw w jabtku. Obydwa rozwigzania beda
celowane do funkcjonalnej i genetycznej biordznorodnosci grzybéw z rodzaju Neofabraea
wystepujgcych na terenie Polski.

Celem prezentowanych dziatan naukowych byto pozyskanie srodowiskowych izolatéw Neofabraea
spp. Dotychczas, wyprowadzono czyste kultury 320 izolatéw grzybdw. Materiat, z ktérego pozyskano
patogeny to 20 odmian jabtek pochodzacych z 24 miejscowosci, dostarczony przez 19 sadownikdéw
indywidualnych i 4 Grupy Producentéw Owocéw. Jabtka pochodzity zardwno z produkcji integrowanej
jak i ekologicznej. Czyste kultury grzybdw wyprowadzono poprzez wytozenie fragmentu zmienionego
chorobowo jabtka na podtoze z wyciggiem ziemniaczanym (PDA), z dodatkiem antybiotykow. Na
podstawie sekwencjonowania genomowego DNA metoda Sangera z wykorzystaniem fragmentu ITS1,
oproécz grzybdw nalezacych do rodzaju Neofabraea, zidentyfikowano takze przedstawicieli rodzajéw
Alternaria, Botryosphaeria, Botrytis, Cadophora, Colletotrichum, Epicoccum, Fusarium, Neonectria,
Phoma, Sordaria oraz Stemphylium.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badar i Rozwoju w ramach projektu LIDER X, numer umowy
LIDER/7/0054/1-12/20/NCBR/2021
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The apple production sector plays an important role in the economy of our country. Poland
is one of the largest apple producers in Europe, while at the same time occupying a leading
position in terms of the area of apple orchards [1]. Therefore, the yield and quality of the
production are a priority for apple producers. However, growers among others, struggle with
the problem of storage diseases.

One of the storage diseases of apples is bitter rot caused by fungi belonging to the
Neofabraea genus (synonym of Pezicula, Gleosporium). Due to the latent nature of bitter rot,
it is difficult to judge the quality of apples during harvesting. This is because the symptoms of
the disease do not appear until the fruit is stored in cold. What is more, numerous scientific
studies indicate the negative effects of the use of synthetic fungicides. Therefore, following
applicable regulations, they will be gradually withdrawn from the market. Thus, producers
expect new, effective, pro-ecological methods of protecting their apple yields against
Neofabraea spp. activity and methods of the early detection of this pathogen, when there are
no symptoms of bitter rot.

Therefore, as part of the Lider XIl APPA(t)FREE (NCBR) project, it was planned to develop
biotechnological solutions in this area. These will be a microbial biopreparation preventing the
development of Neofabraea spp. and a method of early detection of Neofabraea spp. spores
in apples. Both solutions will be aimed at the functional and genetic biodiversity of fungi of
the genus Neofabraea occurring in Poland.

The research activities presented here aimed to obtain environmental isolates of
Neofabraea spp. Pure cultures of 320 fungal isolates have been derived, so far. The material
from which the pathogens were obtained was derived from 20 apple varieties, from 24
localizations, supplied by 19 individual growers and 4 Fruit Producers' Groups. The apples
came from both integrated and organic production. Pure cultures of fungi were isolated by
placing a fragment of a diseased apple on a potato dextrose agar medium (PDA) with the
addition of antibiotics. Based on genomic DNA sequencing by the Sanger method, using the
ITS1 fragment, apart from the requested fungi belonging to the genus Neofabraea, the
representatives of the following genera: Alternaria, Botryosphaeria, Botrytis, Cadophora,
Colletotrichum, Epicoccum, Fusarium, Neonectria, Phoma, Sordaria and Stemphylium were
identified.

This paper was financed by The National Centre for Research and Development in the frame of the project LIDER
Xll, contract number LIDER/7/0054/L-12/20/NCBR/2021
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Fuzarioza ktoséw (FHB) pszenicy twardej jest jedng z najpowszechniejszych i najbardziej
niebezpiecznych chordéb pszenicy na Swiecie. Gtdwng konsekwencjg wystgpienia FHB jest
zanieczyszczenie ziarna mykotoksynami, gtéwnie trichotecenami, takimi jak np.
deoksyniwalenol (DON). Dominujacym gatunkiem powodujacym FHB jest F. graminearum
(teleomorfa Gibberella zeae). Fusarium graminearum utrzymuje sie jako saprotrof na
resztkach pozniwnych. Jego inokulum sktada sie gtdéwnie z askospor i makrokonidiow.
Zarodniki ptciowe, askospory, wytwarzane w perytecjach, wyrzucane sg w powietrze
i stanowig inokulum pierwotne, zwykle w fazie kwitnienia pszenicy. Zarodniki bezptciowe,
makrokonidia, sg wytwarzane przez grzybnie F. graminearum znajdujaca sie na porazonych
roSlinach i mogg by¢ przeniesione na sgsiednie kitosy. Celem badan prowadzonych
w warunkach szklarniowych byta obserwacja procesu infekcyjnego F. graminearum po
aplikacji ochrony biologicznej.

W szklarni do donic o $rednicy 30 cm wysiano jarg forme pszenicy twardej. Przez caty okres
wzrostu pszenica byta optymalnie podlewana, trzykrotnie nawozona oraz dwukrotnie
chroniona fungicydem przed patogenem maczniaka prawdziwego zbdz i traw. Rosliny
wyktosity sie po szesciu tygodniach wzrostu w temperaturze 25°C w dzien i 21°C w nocy.
Inokulacje ktoséw wykonano w okresie kwitnienia wprowadzajac zawiesine zarodnikow
szczepu F. graminearum (genotyp DON) do dwéch goérnych ktoskdw w ktosach.
Przeprowadzono jg po 24 godzinach od aplikacji zabiegéw biologicznych. Ochrona biologiczna
polegata na opryskiwaniu ktoséw zawiesing izolatu drozdzy Debaryomyces hansenii (Dh) lub
przesgczem (0Dh) tego izolatu. Po 7 i 14 dniach od inokulacji przeprowadzono obserwacje i
ocene zdrowotnosci ktoséw. Doswiadczenie zatozono w czterech powtdrzeniach. Faza
biotroficzna (bezobjawowa) rozwoju patogenu trwata okoto 30 godzin. Po tym czasie na
ktosach obserwowano pierwsze objawy fazy nekrotroficznej w postaci brunatnych plam na
plewach ktoskéw. W konsekwencji dalszej infekcji ktosy zamieraty, a doktosie czarniato.
Infekcja przemieszczata sie od inokulowanych gdrnych ktoskdw na dolne i gérne ktoski w
ktosie. Na ktosach obserwowano takze biate strzepki patogenu. Nasilenie fuzariozy ktoséw
byto istotnie wieksze po 14 dniach niz po 7 dniach od inokulacji. Skutecznos¢ zabiegu
biologicznego oszacowano na poziomie 47,2 (Dh) i 49,3% (0Dh). Proces infekcyjny F.
graminearum byt bardzo dynamiczny i skfadat sie z dwéch etapdéw: bezobjawowego i
objawowego.
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Fusarium head blight (FHB) is one of the most prevalent and dangerous diseases of wheat in
the world. Infected grain is contaminated with mycotoxins, mainly trichothecenes such as
deoxynivalenol (DON). Fusarium graminearum (teleomorph Gibberella zeae) is the main
causative agent of FHB. This saprotrophic fungus colonizes crop residues after harvest. The
fungal inoculum is composed mainly of ascospores and macroconidia. Ascospores (sexual
spores) are produced in perithecia and are discharged into the air. Ascospores constitute the
primary inoculum, and they usually infect wheat plants in the flowering stage. Macroconidia
(asexual spores) are produced by F. graminearum mycelia on infected plants and can be
transferred to other spikes. The aim of this greenhouse experiment was to analyze the
F. graminearum infection process after the application of a protective biological treatment.

Seeds of spring durum wheat were sown in pots with a diameter of 30 cm in a greenhouse.
Wheat plants were optimally irrigated, fertilized three times and subjected to two fungicide
treatments targeting powdery mildew during the entire growth period. Wheat spikes emerged
six weeks after sowing. Greenhouse temperature was maintained at 25°C during the day and
21°C at night. In the flowering stage, spikes were inoculated by applying a suspension of
F. graminearum spores (DON genotype) to the top two spikelets. Spikes were inoculated 24
hours after the biological treatment. The biological treatment involved a suspension of
Debaryomyces hansenii (Dh) yeast cells or yeast filtrate (ODh) that were sprayed on the spikes.
Spike health was assessed 7 and 14 days after inoculation. The experiment was conducted in
four replicates. The biotrophic (asymptomatic) stage of pathogen development lasted around
30 hours. After this time, brown spots were observed on spikelet glumes as the first symptoms
of the necrotrophic stage. Wheat spikes were necrotized and the shank turned black in
successive stages of infection. Symptoms of infection spread from the inoculated top spikelets
to the bottom spikelets. White fungal hyphae were also observed on spikes. The symptoms of
FHB were significantly intensified 14 days after inoculation in comparison with 7 days after
inoculation. The effectiveness of the biological treatment was estimated at 47.2% (Dh) and
49.3% (0Dh). The F. graminearum infection proceeded rapidly and consisted of two stages: an
asymptomatic stage and a symptomatic stage.
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Kukurydza odgrywa znaczacg role w uprawie roslin zbozowych w Polsce. Wzrost
zapotrzebowania na Zea mays L. wystepuje przede wszystkim ze strony przemystu paszowego.
W warunkach polowych duzym zagrozeniem dla tej rosliny jest fuzarioza kolb kukurydzy.
Posréd kolonizatoréw ziarniakdéw wyrdznia sie gatunki patogeniczne i saprotroficzne. W
kompleksie czynnikdw sprawczych fuzariozy kolb wymienia sie szereg toksynotwodrczych
gatunkéw grzybow, nalezgcych do rodzaju Fusarium m.in.: Fusarium verticillioides (Sacc.)
Nirenberg (syn. Fusarium fujikuroi Nirenberg), Fusarium temperatum Scaufl. & Munaut,
Fusarium subglutinans sensu stricto, Fusarium subglutinans sensu lato (Wollenw. & Reinking)
P.E. Nelson, Toussoun & Marasas, Fusarium culmorum (Wm. G. Sm). Sacc. oraz Fusarium
graminearum Schwabe. Wyzej wymienione patogeny sg producentami mykotoksyn, ktére
charakteryzujg sie szczegdlng szkodliwoscig, przede wszystkim dla organizmoéw
statocieplnych.

W latach 2019-2020 prowadzono analize mikologiczng ziarna pochodzgcego z kolb Zea mays.
Materiat roslinny pobierano z pdl produkcyjnych potozonych w Polsce, w miejscowosciach:
Mtfawa, Zuromin, Zielona, Szrefsk, Radzikdw oraz w okolicach Lezajska i Gdarska. Wyniki
badan pokazujg, ze grzyby z rodzaju Fusarium powszechnie porazajg ziarniaki kukurydzy.
Posrdd uzyskanych izolatéw grzybéw frekwencja gatunkéw nalezgcych do rodzaju Fusarium
wyniosta 39,01%. Udziat procentowy Fusarium subglutinans sensu lato wynosit 11,35%, za$
Fusarium verticillioides 7,70%. Powszechne wystepowanie oraz szkodliwos¢ wyzej
wymienionych sprawcow fuzariozy kolb, wskazuje na potrzebe poszukiwan rozwigzan
ograniczajgcych wystepowanie tej choroby w uprawie Zea mays.
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Maize plays a significant role in the cultivation of cereal crops in Poland. The increase in the
demand for Zea mays L. occurs mainly from the fodder industry. Fusarium ear rot is the big
threat to this plant under field conditions. Among the kernel colonizers, pathogenic and
saprotrophic species are distinguished. The complex of causative agents of corn cob fusariosis
contains a number of toxicogenic fungal species, belonging to the genus Fusarium, including:
Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (syn. Fusarium fujikuroi Nirenberg), Fusarium
temperatum Scaufl. & Munaut, Fusarium subglutinans sensu stricto, Fusarium subglutinans
sensu lato (Wollenw. & Reinking) P.E. Nelson, Toussoun & Marasas, Fusarium culmorum (Wm.
G. Sm). Sacc. and Fusarium graminearum Schwabe. The above-mentioned pathogens are
producers of mycotoxins, which are particularly harmful, especially to warm-blooded animals.

In 2019-2020, the mycological analysis of kernels from Zea mays cobs was conducted. The
plant material was collected from production fields, located in Poland, in the following towns:
Mtfawa, Zuromin, Zielona, Szrerisk, Radzikdw and in the vicinity of Lezajsk and Gdansk.
Research results show that fungi of the genus Fusarium commonly infect corn kernels. Among
the obtained fungal isolates, the frequency of species belonging to the genus Fusarium was
39.01%. The percentage of Fusarium subglutinans sensu lato was 11.35%, while Fusarium
verticillioides was 7.70%. The common occurrence and harmfulness of the above-mentioned
factors of corn cob fusariosis indicates the need to search for solutions limiting the occurrence
of this disease in Zea mays cultivation.
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Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary jest niszczycielskim i kosmopolitycznym patogenem
roslin rolniczych, ozdobnych i dziko rosngcych. Grzyb powoduje biatg plesn i wodnistg miekka
zgnilizne zaréwno na nadziemnych, jak i podziemnych czesciach roslin. Zimuje w glebie lub w
szczatkach roslinnych w postaci struktur przetrwalnikowych zwanych sklerotami [1]. Patogen
ten rzadko powoduje choroby chmielu [2,3]. Objawy zwykle wystepujg pding wiosng w
warunkach chtodnej i wilgotnej pogody. Choroba rozwija sie na pedach, w czesci potozonej
blisko powierzchni gleby lub tuz pod powierzchnig, a niekiedy objawy mogg wystepowac
rowniez w wyzszych czesciach peddéw (1-2 m) lub na lisciach [2]. Wystepowaniu objawow
zgnilizny twardzikowej na chmielu sprzyja uszkodzenie tkanek, np. podczas obsypywania gleba
dolnych czesci pedéw [3]. Na porazonych pedach pojawia sie mokra zgnilizna, ze $ladami biatej
grzybni, na ktorej rozwijaja sie skleroty o nieregularnym ksztatcie i zréznicowanej wielkosci (5-
25 mm x 2-7 mm) [3]. Porazone pedy wiedng, co przy duzym nasileniu choroby moze
prowadzi¢ do znacznych strat.

Zwalczanie zgnilizny twardzikowej jest trudne ze wzgledu na duzg trwatos¢ sklerot, ktére
mogg przetrwaé w glebie bez obecnosci roslin zywicielskich nawet kilka lat. W sprzyjajgcych
warunkach skleroty kietkuja i wytwarzaja apotecja z zarodnikami workowymi, ktére sa
przenoszone przez wiatr, co powoduje dalsze rozprzestrzenianie choroby. W zwalczaniu
zgnilizny twardzikowej wazng role odgrywaja zabiegi agrotechniczne ograniczajgce nadmierne
i diugotrwate uwilgotnienie gleby oraz sprzyjajace cyrkulacji powietrza. Redukcji sklerot
sprzyja réwniez gteboka orka oraz usuwanie z plantacji porazonych roslin i ich resztek, a takze
odpowiednie zmianowanie. W przypadku niektérych gatunkéw uprawnych wazing role w
zwalczaniu choroby odgrywajg réwniez fungicydy, niestety nie ma odpowiednich preparatéw,
ktére mogg by¢ stosowane w uprawie chmielu.

W Polsce po raz pierwszy stwierdzono wystepowanie zgnilizny twardzikowej na chmielu w
czerwcu 2021 r, na plantacji obsadzonej odmianami Lubelski oraz Magnum, zlokalizowanej w
wojewddztwie lubelskim. Wstepng diagnoze przeprowadzono na podstawie objawdw
chorobowych na roslinach, w postaci wiedniecia oraz mokrej zgnilizny dolnej czesci pedéw. Z
porazonych roslin pobrano fragmenty peddéw z silnymi objawami nekrozy i gnicia, a takze
biatawg grzybniag. Czyste kultury grzyba uzyskano poprzez kilkukrotne pasazowanie grzybni
pobranej bezposrednio z porazonych peddw oraz uzyskanej z peddédw nekrotycznych
wytozonych na podtoze % PDA (DifcoTM) z dodatkiem 2,5 mg/| antybiotyku chlorotetracykliny
(Sigma Aldrich). Przeprowadzono identyfikacje mikroskopowg, ktora potwierdzita, ze sprawcg
choroby jest S. sclerotiorum.
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Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary is a destructive and cosmopolitan pathogen of
agricultural, ornamental, and wild plants. The fungus causes white mold and watery soft rot
on both above- and below-ground parts of the plants. It overwinters in the soil or in plant
debris as sclerotia — the resting stage of the fungus [1]. This pathogen rarely causes disease on
hops [2,3]. Symptoms usually occur in late spring under cool and wet weather conditions. The
disease develops on the shoots, in the part close to the soil surface or just below the ground,
and sometimes symptoms may also occur in the higher parts of the shoots (1-2 m) or on the
leaves [2]. The Sclerotinia wilt symptoms on hops are favoured by tissue damage, e.g. during
soil hilling around the plant shoots [3]. Disease symptoms appear as wet rot, with traces of
white mycelium, on which sclerotia of irregular shape and varied size (5-25 mm x 2-7 mm)
develop [3]. Infected shoots become wilt and dieback, which can cause significant economic
losses in high intensity of the disease.

The control of Sclerotinia disease is difficult because of the high persistence of sclerotia,
which can survive in the soil without the presence of host plants even for several years. Under
favorable conditions, sclerotia germinate and produce apothecia with ascospores that are
dispersed by wind causing the disease spread. An important role in the control of Sclerotinia
play cultural practices that reduce excessive and prolonged soil moisture and promote air
circulation. Sclerotia can also be reduced by deep ploughing, removing infected plants and
plant residues from the plantation and by appropriate crop rotation. In the case of some crops
fungicides can be effective in controlling the disease, unfortunately there are no suitable
fungicides that can be used in hop cultivation.

In Poland, the occurrence of Sclerotinia wilt on hops was reported for the first time in June
2021, on Lubelski and Magnum cultivars in the Lublin province. Preliminary diagnosis was
made on the basis of disease symptoms on plants in the form of wilting and wet rot of the
lower part of shoots. Sections of shoots with strong necrosis and decay symptoms, as well as
whitish mycelium were taken from infected plants. Pure cultures of the fungus were obtained
by several passages of mycelium taken directly from infected shoots and that obtained from
necrotic shoots placed on % PDA medium (DifcoTM) with the addition of 2.5 mg/I
chlorotetracycline antibiotic (Sigma Aldrich). Microscopic identification was performed which
confirmed that the disease was caused by S. sclerotiorum.

References

1. Bolton MD, Thomma BP, Nelson BD (2006) Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary: biology and molecular
traits of cosmopolitan pathogen. Mol. Plant Pathol. 7: 1-16.

2.  KropfSM, Putman ML, Serdani M, Twomey MC (2012) Sclerotinia Wilt of Hop (Humulus lupulus) Caused
by Sclerotinia sclerotiorum in the Pacific Northwest United States. Plant Dis 96: 583.

3. Mahaffee WF, Pethybridge SJ, Gent DH (2009) Compendium of Hop Diseases and Pests. APS Press, USA.

str. 98



Wystepowanie rdzy Zzdzbtowej w uprawach pszenicy i pszenzyta w Polsce

Grzegorz Lemanczyk?, Karol Lisiecki' Robert Lamparski!

1politechnika Bydgoska, Katedra Biologii i Ochrony Roslin, Al. prof. S. Kaliskiego 7, 85-796 Bydgoszcz
e-mail: Grzegorz.Lemanczyk@pbs.edu.pl

Rdza Zdzbtowa zbdz i traw, powodowana przez grzyba Puccinia graminis, to jedna z
potencjalnie najwazniejszych pod wzgledem ekonomicznym chordéb zbdz na wszystkich
kontynentach, powodujgca straty w plonach ziarna siegajace 30-80%. W obrebie gatunku
P. graminis wydzielono formy specjalne, z ktérych kazda jest przystosowana do pasozytowania
na konkretnym gatunku gospodarza lub grupie roslin zywicielskich. Wsréd nich najwieksze
znaczenie ma P. graminis f. sp. tritici, najcze$ciej porazajgca pszenice i pszenzyto, jednoczesnie
posiadajgc takze zdolnos¢ do infekcji jeczmienia i zyta. W populacji patogena zachodzg jednak
ciggte zmiany. Pojawianie sie nowych, wirulentnych patotypéw P. graminis, dla dotychczas
odpornych odmian zbdz, notowano we wszystkich rejonach uprawy pszenicy. Ocieplajacy sie
klimat moze tworzy¢ lepsze warunki dla czestszego i niejednokrotnie epidemicznego
wystepowania rdzy Zdzbtowej. Ponadto ze wzgledu na uodparnianie sie P. graminis na
fungicydy i tendencje do ograniczenia stosowania chemicznych srodkéw ochrony roslin lub
nawet ich zaniechanie, patogen ten moze stanowi¢ powazny problem. W zwigzku z tym
nalezato podjgé prace zmierzajgce do okreslenia stopnia zagrozenia ze strony rdzy zdzbtowej
w Polsce. Gtéwnym celem badan byto okreslenie nasilenia wystepowania rdzy zdzbtowej w
uprawach pszenicy i pszenzyta.

Badania dotyczace nasilenia wystepowania objawdéw chorobowych rdzy zdzbtowej zbdz i
traw na pszenicy i pszenzycie prowadzono w latach 2021 i 2022 na polach produkcyjnych oraz
poletkach doswiadczalnych nalezgcych miedzy innymi do Centralnego Osrodka Badania
Odmian Roslin  Uprawnych (COBORU) oraz firm zajmujacych sie hodowlg zbdz,
zlokalizowanych w rdéznych rejonach Polski, reprezentujgcych powierzchnie kraju i
poszczegblnych wojewddztw. Okreslano procent zdzbet z objawami rdzy zdzbtowe]. Ocene
przeprowadzono w lipcu.

Ogédlnie nasilenie objawdéw chorobowych rdzy zdzbtowej zbdz i traw byto niewielkie. Wiecej
objawéw choroby stwierdzono w 2021 roku. W obu latach obserwacji nie stwierdzono
wystepowania objawdéw choroby zardwno na pszenicy jaki pszenzycie uprawianych na polach
produkcyjnych. Wyrazne objawy rdzy Zzdzbtowej obserwowano na poletkach doswiadczalnych
prowadzonych przez COBORU oraz firmy zajmujgce sie hodowlg odmian zbéz. W 2021 roku na
pszenicy wiecej objawdéw rdzy Zdibtowej Zdibtowej stwierdzono w wojewddztwie
podkarpackim, nastepnie $lgskim, swietokrzyskim, fédzkim, matopolskim, pomorskim,
kujawsko-pomorskim, lubuskim, zachodniopomorskim i opolskim. Srednio mniej objawéw
chorobowych obserwowano na pszenzycie. Rowniez na tym zboziu objawy choroby
obserwowano gtéwnie w 2021 roku, a najwiecej stwierdzono ich w wojewddztwie
podkarpackim, nastepnie tddzkim, zachodniopomorskim, pomorskim i kujawsko-pomorskim.
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Stem rust of cereals, caused by the fungus Puccinia graminis, is one of the potentially most
economically important cereal diseases on all continents, causing losses among grain yields of
30-80%. Within the species of P. graminis, special forms have been distinguished, each of
which is adapted to parasitize on a specific host species or a group of host plants. Among
them, the most important is P. graminis f. sp. tritici, most often affecting wheat and triticale,
while also having the ability to infect barley and rye. However, there are constant changes in
the pathogen population. The appearance of new, virulent pathotypes of P. graminis, for the
so far resistant varieties of cereals, was recorded in all areas of wheat cultivation. A changing,
warming climate may create better conditions for a more frequent and often epidemic
occurrence of stem rust of cereals. In addition, due to the resistance of P. graminis to
fungicides and the tendency to limit the use of chemical plant protection products or even to
abandon them, this pathogen can become a serious problem. Therefore, it was necessary to
undertake works aimed at determining the degree of risk from stem rust in Poland. The main
aim of the research was to determine the intensity of the occurrence of stem rust of cereals
in wheat and triticale crops.

Research on the severity of the disease symptoms of stem rust in cereals and grasses on
wheat and triticale was carried out in the years 2021 and 2022 on production fields and
experimental plots belonging, among others, to the Research Centre for Cultivar Testing
(COBORU) and companies involved in the cultivation of cereals, located in various regions of
Poland, representing the area of the country and individual voivodships. The percentage of
stalks showing signs of stem rust of cereals was determined. The evaluation was carried out
in July.

In general, the severity of the symptoms of stem rust of cereals was low. More symptoms of
the disease were found in 2021. In both years of observation, no symptoms of the disease
were found on both wheat and triticale grown in production fields. Clear symptoms of stem
rust were observed on the experimental plots run by COBORU and companies dealing with
the cultivation of cereal varieties. In 2021, more symptoms of stem rust of cereals on wheat
were found in the Podkarpackie, then Slgskie, Swietokrzyskie, tdédzkie, Matopolskie,
Pomorskie, Kujawsko-Pomorskie, Lubuskie, Zachodniopomorskie and Opolskie voivodships.
On average, fewer disease symptoms were observed in triticale. Also in this cereal, symptoms
of the disease were observed mainly in 2021, and most of them were found in the
Podkarpackie, then tdédzkie, Zachodniopomorskie, Pomorskie and Kujawsko-Pomorskie
voivodships.
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Pigwowiec japonski nalezy do rodziny Rosaceae i uprawiany jest w wielu krajach na catym
Swiecie. Ceniony jest ze wzgledu na walory ozdobne oraz bardzo wartosciowe owoce, ktére sg
aromatyczne, bogate w witamine C, pektyny i liczne zwigzki biologicznie czynne. Uwazany jest
za rodline stosunkowo zdrowg, a w literaturze znajdujg sie nieliczne informacje na temat
patogendw zagrazajacych tej uprawie.

W ostatnich latach, w okolicach Lublina pojawity sie ekologiczne plantacje pigwowca
japonskiego, co zainspirowato badania majace na celu ocene zdrowotnosci krzewoéw i
identyfikacje grzybdw, ktére mogg stwarzac potencjalne zagrozenie dla nadziemnych organéw
tej rosliny. Obserwacje zdrowotnosci krzewdw na plantacjach prowadzono w latach 2020-
2021. Kazdorazowo notowano zaobserwowane objawy chorobowe na lisciach, pedach i
owocach. Nastepnie oznaczano grzyby na podstawie widocznych oznak etiologicznych lub
analizy mykologicznej chorych organow.

Okazato sie, ze objawy chorobowe wystepowaty sporadycznie na poczatku okresu wegetacji,
nastepnie nasilaty sie wraz z uptywem czasu, jednak nie stanowity powaznego problemu w
uprawie pigwowca japonskiego. Na lisciach obserwowano najczesciej rdéznego rodzaju
plamistosci, a na owocach oprdcz plamistosci obserwowano objawy zgnilizny i mumifikacji. Z
kolei na pedach zanotowano zasychanie wierzchotkdw oraz nekrozy i zrakowacenia, ale
wystepowaty one rzadko. Do grzybdow najczesciej obserwowanych na wszystkich badanych
organach nalezaty Alternaria alternata, Epicoccum nigrum, Chaetomium globosum,
Cladosporium cladosporioides, Trichoderma koningii oraz rézne gatunki rodzaju Fusarium,
gtownie F. avenaceum i F. sporotrichioides. Ponadto, owoce najczesciej zasiedlane byly przez
Botrytis cinerea, Monilinia fructigena, Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium expansum,
Trichothecium roseum i Neofabraea vagabunda. Na lisciach stwierdzono obecnos¢ Septoria
cydoniae, Phyllosticta chaenomelina, Diplocarpon mespili i Phoma spp., a na pedach gtéwnie
B. cinerea.

Na szczegdlng uwage zastuguje izolowanie ze wszystkich badanych organdéw kultur nowego
gatunku, tj. Diaporthe sp., bowiem dotychczas brakowato doniesien o wystepowaniu tego
grzyba na pigwowcu japonskim. lzolaty tego gatunku uzyskiwano gtdéwnie z owocéw z
objawami mumifikacji, ale nieliczne z nich pochodzity takze z lisci i pedédw. Wstepne badania
genetyczne wskazaty, ze charakteryzujg sie one duzym podobienstwem do izolatéw Diaporthe
eres. Badania nad oddziatywaniem wybranych grzybdw, najczesciej zasiedlajacych nadziemne
organy pigwowca japonskiego, na D. eres wykazaty, ze jest on ograniczany przez wiekszos¢ z
nich. Zatem, ten potencjalny patogen nie stwarzat duzego zagrozenia w ekologicznej uprawie
pigwowca japonskiego w latach badan.
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Japanese Quince belongs to the Rosaceae family and is cultivated in many countries around
the world. It is valued for its decorative qualities and very valuable fruits, which are aromatic,
rich in vitamin C, pectins and numerous biologically active compounds. It is considered a
relatively healthy plant, and there is little information in the literature about pathogens that
threaten this crop.

In recent years, ecological Japanese Quince plantations have appeared in the vicinity of
Lublin, which inspired research aimed at assessing the health of shrubs and identifying fungi
that may pose a potential threat to the above-ground organs of this plant. In the years 2020-
2021 the observations of the shrubs health in plantations were carried out The observed
disease symptoms on leaves, shoots and fruits were noted each time. Then, the fungi were
identified on the basis of visible etiological signs or mycological analysis of diseased organs. It
turned out that the symptoms appeared sporadically at the beginning of the growing season,
then increased with time, but they were not a serious problem in the cultivation of Japanese
Quince. Most often, various types of spots were observed on leaves, and on fruits, apart from
spots, symptoms of rot and mummification were observed. On the other hand, drying of the
tops as well as necroses and cankers were noted on the shoots, but they were rare. Alternaria
alternata, Epicoccum nigrum, Chaetomium globosum, Cladosporium cladosporioides,
Trichoderma koningii and various species of the genus Fusarium, mainly F. avenaceum and F.
sporotrichioides were the most frequently observed fungi in all examined organs. Moreover,
the fruits were most often inhabited by Botrytis cinerea, Monilinia fructigena, Colletotrichum
gloeosporioides, Penicillium expansum, Trichothecium roseum and Neofabraea vagabunda.
Septoria cydoniae, Phyllosticta chaenomelina, Diplocarpon mespili and Phoma spp. were
found on leaves, and on shoots mainly B. cinerea.

Particularly noteworthy is the isolation of the new species, i.e. Diaporthe sp., from all
examined plant organs, as there have been no reports of this fungus occurrence on Japanese
Quince so far. Isolates of this species were obtained mainly from fruits with symptoms of
mummification, but a few of them were also obtained from leaves and shoots. Initial genetic
studies indicated that they were most similar to Diaporthe eres isolates. Studies on the effect
of selected fungi, most often inhabiting the aboveground organs of Japanese Quince, on D.
eres have shown that it is limited by most of them. Thus, this potential pathogen did not pose
much of a threat to the ecological cultivation of Japanese Quince during the research years.
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Chorobotwoérczy grzyb Sclerotinia sclerotiorum jest groznym patogenem prawie wszystkich roslin
uprawnych z wyjatkiem zbdz [1]. Brak silnych Zrédet odpornosci uwarunkowanych genetycznie,
znaczaca zalezno$¢ porazenia roslin od okresu pojawu zarodnikéw workowych i uzaleznienie od
warunkéw pogodowych oraz wycofanie licznych fungicydéow do zwalczania patogena powoduja, iz
ograniczanie jego dziatania jest niezwykle trudne. Nowe kierunki hodowli roslin uprawnych zwracaja
uwage na znaczgcy wptyw pokroju roslin oraz sposobdw ich uprawy nasilenie choréb infekcyjnych.
Akcje COST [2] zachecaja do wprowadzania metod fenotypowania. Finansowane sg projekty
miedzynarodowe inicjujgce fenotypowanie wysokoprzepustowe [3-4]. Istotne jest by badaniami
fenotypowymi objeto takze zgnilizne twardzikowg — chorobe, ktérg wywotuje grzyb S. sclerotiorum.
Celem doswiadczenia byta ocena efektéw fenotypowych wywotywanych przez S. sclerotiorum po
zastosowaniu czterech metod inokulacji w warunkach polowych.

Badania wykonano w 2022 roku na polu doswiadczalnym IGR PAN w uktadzie blokédw losowanych z
zastosowaniem 16 odmian rzepaku ozimego. Odmiany rzepaku wysiano na poletkach o powierzchni
22,5 m2, zgodnie z norma wysiewu zalecang dla odmiany. Zabiegi agrotechniczne wykonano zgodnie z
dobrg praktykg rolnicza. Zastosowano cztery metody inokulacji, w tym: 1) opryskiwanie
shomogenizowang grzybnig S. sclerotiorum w stezeniu 1 x 107 fragmentéw w 1 ml i posypywaniem
ptatkami rzepaku, 2) opryskiwanie shomogenizowang grzybnig S. sclerotiorum w stezeniu jw. i
posypywniem confetti przygotowanym z bibuty filtracyjnej, 3)inokulacja krazkami agaru
przerosnietymi grzybnig S. sclerotiorum, 4) inokulacjg ziarniakami pszenicy przero$nietymi grzybnig S.
sclerotiorum. Wszystkie zabiegi wykonano w petni kwitnienia rzepaku (faza BBCH 65).

W chwili opracowywania streszczenia na roslinach rzepaku pojawity sie objawy porazenia grzybem S.
sclerotiorum. Szczegdétowe wyniki pomiardw biometrycznych roslin bedg znane w lipcu br. Wyniki i
whioski z analiz przedstawimy na konferencji PTFit.

Doswiadczenie zatozono w ramach dotacji na realizacje badari na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej przyznanego IGR PAN przez MRIRW decyzjg nr DHR.hn.802.2.2022 zadanie 25. W doswiadczeniu
wykorzystano trzy dodatkowe metody inokulacji, dzieki mozliwosci skorzystania z programu ISPP Resilience
Bursary Fund oraz programu wsparcia dla naukowcéw z Ukrainy PAS/NAS.
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The fungus Sclerotinia sclerotiorum is a damaging pathogen of almost all crops, except for cereals [1].
The lack of strong sources of genetically determined resistance, the significant dependence of plant
infestation on the period of ascospore release and strong impact of weather conditions, as well as the
withdrawal of numerous fungicides, make it very difficult to control the pathogen. The new directions
of plant breeding draw attention to the significant influence of plant morphology and the methods of
crop cultivation on the intensity of infectious diseases. Currently COST actions encourage the
introduction of phenotyping methods [2]. International projects that initiate high-throughput
phenotyping have been initiated [3—4]. Sclerotinia stem rot, caused by the fungus S. sclerotiorum, also
should be included into phenotyping programs. The aim of the experiment was to evaluate the
phenotypic effects of S. sclerotiorum after the application of four inoculation methods under field
conditions.

The research was done in 2022 in the experimental field of IPG PAS in the completely randomized
block system with the use of 16 cultivars of winter oilseed rape. Individual plots of oilseed rape were
of 22.5 sq. m area each. Plants were sown according to the recommendations for each cultivar.
Agrotechnical treatments were performed in accordance with good agricultural practice. Four
inoculation methods were used, including: 1) spraying with homogenized mycelium of S. sclerotiorum
at a concentration of 1 x 107 fragments in 1 ml and sprinkling leaves with rapeseed petals, 2) spraying
with homogenized mycelium of S. sclerotiorum at a concentration given above. and sprinkling with
filter paper discs, 3) inoculation with agar discs overgrown with the mycelium of S. sclerotiorum,
4) inoculation with wheat kernels overgrown with S. sclerotiorum. All treatments were done at full
flowering stage of oilseed rape (BBCH 65).

At the time of the abstract preparation, symptoms of S. sclerotiorum infection appeared on oilseed
rape plants. Results of biometric measurements will be known in July this year.

The experiment was established as a part of the research project for biological progress in plant production
granted to IPG PAS by the Ministry of Agriculture and Rural Development, based on the decision no.
DHR.hn.802.2.2022, task 25. Three additional inoculation methods were used in the experiment, thanks to the
ISPP Resilience Bursary Fund program and PAS / NAS support program for scientists from Ukraine.
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Bakteryjna kanciasta plamistosc¢ to jedna z grozniejszych choréb w uprawie polowej ogorka,
a jej sprawca sg bakterie nalezgce do gatunku Pseudomonas syringae. W Polsce choroba ta
powoduje gtéwnie uszkodzenia lisci, co sprzyja wtérnemu porazeniu roslin przez maczniaka
rzekomego, prowadzac do strat plonéw. Zrédtem pierwotnych infekcji sg resztki porazonych
roslin i nasiona, a nasileniu choroby sprzyja duza wilgotnos$¢ powietrza. Kolekcja szczepow
Pseudomonas syringae patogenicznych dla ogérka byta badana pod katem stopnia wirulencji
i zréznicowania genetycznego. Sposrdd badanych szczepdw cztery zostaty wyizolowane z lisci
roslin ogdrka gruntowego rosngcego w Polsce, a pozostate pochodzity z europejskich bankow
patogendw, gtdwnie z Czech i Wtoch. Testy patogenicznosci wykonano w fitotronie na
mtodych roslinach w fazie dwéch lisci wiasciwych, zas zréznicowanie genetyczne szczepdéw
analizowano metodg MLST. Po przeprowadzeniu testéw patogenicznosci podzielono szczepy
na dwie grupy, charakteryzujgce sie srednim i wysokim stopniem wirulencji. Przyréwnujac
sekwencje MLST do genoméw P. syringae dostepnych w bazie NCBI stwierdzono, ze 15
szczepdw wykazuje podobienstwo do patowaru lachrymans (grupa filogenetyczna 3), 12 do
pv. syringae (grupa filogenetyczna 2), a trzy szczepy do patowardw nalezgcych do grupy
filogenetycznej 1. Wszystkie szczepy wyizolowane z lisci ogérka gruntowego rosngcego w
Polsce wykazaty najwieksze podobienistwo do szczepdw patowaru syringae. W kolejnym
etapie badan, 10 reprezentatywnych szczepdw wybrano do sekwencjonowania de novo przy
uzyciu metody Oxford NanoPore MiniON i lllumina MiSeq. Kompletne ztozenie chromosomu
bakteryjnego otrzymano dla 9 z nich. U kilku szczepdw stwierdzono obecnos¢ plazmidéw
i dokonano ich ztozenia. Otrzymane wyniki pokazujg jednoznacznie duze zrdznicowanie
szczepOw P. syringae powodujacych objawy kanciastej plamistosci na ogérku i moga
przyczynic sie do opracowania nowych metod identyfikacji szczepdw P. syringae.

Badania realizowano w ramach dziatania naukowego MINIATURA 3 numer 2019/03/X/NZ9/00890.
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Bacterial angular leaf spot is one of the most serve cucumber diseases, caused by
Pseudomonas syringae. It causes mainly leaf damages which favours later downy mildew
infections resulting in lower yield. A set of Pseudomonas syringae strains pathogenic to
cucumber were studied. Among them four were isolated from field-collected cucumber leaves
in Poland and the other were obtained from plant pathogen collections in Europe, mainly from
Czech Republic and Italy. Pathogenicity tests were performed in growth chamber conditions
on young cucumber plants with two fully expanded leaves. To assess genetic diversity of the
strains MLST analysis was carried out. The pathogenicity tests divided strains into two groups
of high and intermediate virulence. Alignment of the MLST sequences to the P. syringae
genomes available at NCBI GenBank database and phylogenetic similarity revealed that 15 of
them shows the highest similarity with the genomes of pv. lachrymans (phylogroup 3), 12 with
pv. syringae (phylogroup 2), and 3 strains with the other pathovars (phylogroup 1).
Interestingly, all the strains isolated in Poland from field-grown cucumber leaves showed the
highest similarity with pv. syringae strains. Next, ten representative strains were selected for
de novo genome sequencing using Oxford NanoPore MiniON and lllumina MiSeq technologies.
For nine out of ten strains complete chromosome assemblies were obtained. For several
strains plasmids were detected and assembled. This study clarifies doubts about the genetic
diversity of P. syringae strains causing cucumber angular leaf spot disease. It may also facilitate
the development of diagnostic methods helping in P. syringae strain identification and
classification.

This research was funded by the Polish National Science Centre MINIATURA 3 project No. 2019/03/X/NZ9/00890.
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Kukurydza (Zea mays L.) jest coraz chetniej uprawiana przez polskich rolnikdw i bardzo czesto
zastepuje uprawy ozime po ich wymarznieciu. Gatunek ten jest szeroko uzytkowany, zaréwno
na pasze jak i kiszonki, a takze do uzyskiwania biopaliw [1]. Z uwagi na wszechstronne
zastosowanie kukurydzy w rdéznych gateziach gospodarki szacuje sie, ze jej areat moze
wzrosng¢ w nadchodzgcych latach i ze uprawa tego gatunku w Polsce cieszy¢ sie bedzie coraz
wiekszym zainteresowaniem. Choroby wirusowe kukurydzy w warunkach naszego kraju czesto
przebiegajg bezobjawowo, jednak infekcje te prowadza do zahamowania wzrostu roslin, a
ostatecznie do zmniejszenia plonu. Dotychczas prowadzone w Polsce prace badawcze
wykazaty wystepowanie kilku wiruséw porazajgcych kukurydze [2, 3]. Poniewaz wsrdd
rolnikdw rosnie zainteresowanie uprawami ekologicznymi kukurydzy, a w literaturze brakuje
dostatecznych informacji na temat wystepowania choréb wirusowych w tych uprawach, a
takze porownania z powszechnie stosowanym integrowanym systemem produkcji, totez
podjeto prdobe zbadania tego tematu.

W pracy okreslano wystepowanie szeSciu wiruséw (BYDV-PAV, BYDV-MAV, CYDV-RPV,
MDMV, SCMV, WSMV) na trzech odmianach kukurydzy: Ambrosini, Ricardinio, Smolitop w
ekologicznym i integrowanym systemie produkcji. Badania prowadzono przez okres trzech lat.
Na przetomie lipca i sierpnia do analizy pobierano liscie kukurydzy z 30 losowo wybranych
roslin z kazdej odmiany. Do detekcji wiruséw wykorzystano test immunoenzymatyczny DAS-
ELISA z zestawem specyficznych przeciwciat firmy Bioreba, Loewe i Agdia. Uzyskane wyniki
wykazaty ze uprawy ekologiczne kukurydzy na przestrzeni 3 lat ulegaty wiekszemu porazeniu
wirusowemu w poréwnaniu z systemem integrowanym. Wirusami dominujgcymi w
ekologicznej uprawie byly WSMV i BYDV-MAV, natomiast w uprawie integrowanej
obserwowano wieksze zrdznicowanie wystepowania wirusdw, ale w nizszym nasileniu.
Sposrod testowanych odmian kukurydzy, wyzszemu porazeniu ulegata odmiana Smolitop w
ekologicznej uprawie, a w integrowanej - Ambrosini. Niezaleznie od zastosowanego systemu
uprawy czy roku badan w badanym materiale nie wykryto wiruséw CYDV-RPV i MDMV.

W ochronie upraw kukurydzy przed chorobami wirusowymi wtasciwa metoda diagnostyczna
umozliwia ocene zdrowotnosci badanych roslin, a takze pozwala ograniczy¢ rozprzestrzenianie
sie chordb wirusowych na plantacji, wowczas kiedy sg one trudne do odrdznienia od chordb
abiotycznych badz ich przebieg jest bezobjawowy.

Literatura

1. Ksiezak J, (2012) Doskonalenie wazniejszych elementéw agrotechniki kukurydzy i sorga. Studia i
Raporty PIB. 30(4): 105-114.

2. Trzmiel K, Lubik M, (2011) Wystepowanie wirusow: zdttej kartowatosci jeczmienia MAV, zédttej
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Protection/Postepy w Ochronie Ro$lin 51 (1): 311-314.
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(Wheat streak mosaic virus, WSMV) na kukurydzy w Polsce. Progress in Plant Protection/Postepy w
Ochronie Roslin 52 (3): 707-713.
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The cultivation of maize (Zea mays L.) is becoming more and more popular among Polish
farmers and very often it replaces winter crops after their frost has passed. This species is
widely used, both for fodder and silage as well as for obtaining biofuels [1]. Due to the versatile
use of maize in various branches of the industry, it is estimated that its acreage may increase
in the coming years and this species will be grown more and more in Poland. In the conditions
of our country viral diseases of maize are often asymptomatic but these infections lead to
inhibition of plant growth and ultimately to reduction of the yield. Several viruses infecting
maize have been reported in Poland [2, 3]. There is a growing interest among farmers in
organic maize cultivation and simultaneously there is insufficient information in the literature
on the presence of virus diseases in such crops.

Therefore, an attempt was made to investigate the incidence of viruses in organic maize in
comparison with the commonly used integrated production system. In this study, the
occurrence of six viruses (BYDV-PAV, BYDV-MAYV, CYDV-RPV, MDMV, SCMV, WSMV) was
determined on three maize cultivars: Ambrosini, Ricardinio, Smolitop under organic and
integrated production system. The study was conducted over a period of three years. In late
July and early August, maize leaves from 30 randomly selected plants of each cultivar were
collected for analysis. For virus detection, the DAS-ELISA immunoenzymatic test with a set of
specific antibodies from Bioreba, Loewe and Agdia was used. The results showed that organic
maize crops were more infected with viruses over a period of 3 years compared to the
integrated system. The dominant viruses in the organic cultivation were WSMV and BYDV-
MAYV, while in the integrated cultivation system, a greater diversity of viruses was observed
but fewer plants were infected. Among the tested cultivars, Smolitop was more infected in
organic farming and Ambrosini in integrated farming. Regardless of the applied cultivation
system or the year of the study, CYDV-RPV and MDMV viruses were not detected in the tested
plant material.

In the protection of maize crops against viral diseases, a proper diagnostic method allows
the assessment of the health status of tested plants. It also allows to limit the spread of viral
diseases in the plantation when they are difficult to distinguish from abiotic diseases or their
course is asymptomatic.
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Wirus mozaiki stoktosy (Brome mosaic virus, BMV), przedstawiciel rodzaju Bromovirus w
rodzinie Bromoviridae, stanowi dogodny model badan molekularnych. Opublikowane badania
wykazaty korzystny wptyw infekcji BMV na zwiekszenie tolerancji na stres suszy [1] oraz
negatywny wptyw i znaczacg redukcje plonu (61%) u pszenicy zainfekowanej BMV-OH [3].
BMV poraza wiele roslin, w tym wszystkie gatunki uprawne zbdz, rozprzestrzenia sie gtdwnie
przez wektory owadzie - skrzypionki z rodzaju Oulema i Phylotrella. \Wykrycie naturalnej
infekcji mieszanej BMV i wirusa smugowatej mozaiki pszenicy (WSMV) w roslinach pszenzyta
[4] zrodzito pytanie o wystepowanie wspdlnego wektora BMV i WSMV.

Celem niniejszych badan byto sprawdzenie mozliwosci przenoszenia BMV przez szpeciela
Aceria tosichella (ang. wheat curl mite, WCM) - wektora WSMV. W prowadzonych
doswiadczeniach wykorzystano polski izolat BMV-Sr [5], linie MT-1 WCM [6] oraz jeczmien
ozimy odm. Bursztyn. Zdolnos¢ przenoszenia wirusa przez WCM MT-1 oceniano na podstawie
transferéw doswiadczalnych w warunkach szklarniowych. Wolne od wiruséw szpeciele
przenoszono recznie na zainfekowane BMV-Sr rosliny i pozostawiano do swobodnego
zerowania przez okres 2-3 tygodni w celu nabycia wirusa. Zainfekowane szpeciele, z populacji
uprzednio testowane RT-PCR, przenoszono (po 10, 5, 3 oraz 1 samicy) na zdrowe rosliny (12
BBCH) i pozostawiano w szczelnych izolatorach, w standardowych warunkach szklarniowych.
Ocene porazen wykonywano po ok. 35 dniach z uzyciem DAS-ELISA, RT-PCR ze specyficznymi
3 parami starterow komplementarnych do kazdej z nici RNA BMV [5] oraz Western Blot.
Infekcyjnosé wykrywanych czastek BMV sprawdzono poprzez test biologiczny mtodych siewek
jeczmienia. Zrédtem inokulum byty chore roéliny po zerowaniu WCM - MT1.

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzity zdolnos¢ przenoszenia BMV nawet przez
pojedyncze osobniki szpecieli. Wyniki sekwencjonowania potwierdzity zgodnos$é uzyskanych i
wzorcowych sekwencji nukleotydéw BMV-Sr. Charakterystyczne objawy mozaiki lisci
jeczmienia zaobserwowano okoto 10 dpi. Prezentowane wyniki stanowig pierwsze na Swiecie

doniesienie o mozliwosci przenoszenia BMV przez szpeciele.
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Brome mosaic virus (BMV), a type member of the genus Bromovirus in the Bromoviridae
family, is a convenient model for molecular studies. The published papers showed both a
beneficial effect of BMV infection on plants by increasing their tolerance to drought stress [1]
and a negative effect and a significant, reaching up to 61%, reduction in grain yield harvested
from wheat plants infected with BMV-OH [3]. BMV infects many plants, including all cereal
crops, and is spread by insect vectors mainly from the genus Oulema and Phylotrella. The
natural incidence of mixed infection of BMV and wheat streak mosaic virus (WSMV) in triticale
plants [4] raised the question of the possibility of the transmission by a common vector.

The aim of this study was to test the possibility of BMV transmission by Aceria tosichella
(wheat curl mite, WCM) - WSMV vector. Polish isolate BMV-Sr [5], WCM lineage MT-1 [6] and
winter barley cv. Bursztyn were used in this study. The virus transmissibility by WCM MT-1
was assessed on the basis of experimental transfers under greenhouse conditions. The non-
viruliferous mites were manually transferred to BMV-Sr infected plants and left for 2-3 weeks,
for virus acquisition and to reproduce. Then, infected WCM MT-1, from the population
previously tested with RT-PCR, were transferred by hand (by 10, 5, 3 and 1 adult females) to
healthy plants (12 BBCH) and left in mesh cages under standard greenhouse conditions. After
~35 days the plants were checked for mite population presence and tested for BMV by
DAS-ELISA, RT-PCR with 3 pairs of specific primers complementary to each of BMV RNA strands
[5] and Western Blot. The infectivity of the detected BMV particles was checked by additional
bioassay of young barley seedlings. The inoculum source was infected plants after
WCM MT-1 feeding.

The results of the conducted research confirmed the ability to transmit BMV even by single
individuals of mite. The sequencing results confirmed the agreement of the obtained and
standard BMV-Sr nucleotide sequences. The characteristic symptoms of leaf mosaic were
observed ~10 dpi. This is the first report of BMV transmission via WCM.
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Wirus tagodnej zo6ttaczki brzegow lisci truskawki (Strawberry mild yellow edge virus, SMYEV)
z rodzaju Potexvirus (rodzina Alphaflexiviridae) wystepuje na catym swiecie, czesto w infekgji
mieszanej z innymi wirusami powodujgc kartowatos¢, deformacje lisci, zétkniecie tkanki
miedzy nerwami i straty w plonie owocow siegajace 30%. W ostatnich latach, wzrasta w Polsce
zagrozenie ze strony SMYEV, co moze mie¢ zwigzek z ociepleniem klimatu sprzyjajgcym
rozwojowi gtéwnego wektora wirusa, mszycy Chaetosiphon fragaefolii.

Na podstawie zrdznicowania sekwencji nukleotydéw genu biatka ptaszcza (CP) izolatéw
SMYEV pochodzacych z réznych regionéw geograficznych, wyrdzniono trzy gtéwne grupy (1, II,
[) i pie¢ podgrup (trzy w obrebie grupy I i dwie w grupie Ill) [1].

Celem badan byta charakterystyka genu CP 12 izolatow wirusa (Mal 4, GRNT 4, Grand 3,
Grand 4, Grand 5, HP1541, HP1548 , HP1501, clone 2, clone 15, clone 37 i 3233CL) wykrytych
na trzech plantacjach truskawki w woj. tédzkim oraz jednej w woj. lubuskim.

Kwasy nukleinowe (w tym RNA wirusa) izolowano z lisci truskawek metodg adsorpcji na zelu
krzemionkowym, a nastepnie region zawierajacy gen biatka ptaszcza amplifikowano w reakcji
RT-PCR ze starterami SYEupstcpla i SYEPolyTb [2]. Do analizy sekwencji produktéw RT-PCR
wykorzystano oprogramowanie pakietu Lasergene 7.1 (DNASTAR), a analize filogenetyczng
przeprowadzono metodg przytgczania sgsiadéw (MEGA 5.2).

Sekwencje genu biatka ptaszcza wykrytych izolatéw poréwnywano z sekwencjami 45

szczepdw SMYEV pochodzacych z réznych krajéw (Argentyna, Chile, USA, Kanada, Chiny,
Korea Potudniowa, Japonia, Iran, Australia, Niemcy, Belgia). Podobienstwo sekwencji
nukleotydow CP badanych izolatdow wynosito 86,7-100%. Najwieksze zréznicowanie
stwierdzono pomiedzy izolatem 3233CL z woj. lubuskiego, a pozostatymi izolatami.

Analiza filogenetyczna wykazata bliskie pokrewienstwo 11 badanych izolatéw wirusa, ktore
lokowaty sie w podgrupie 1 (typ D74) grupy |, najliczniej reprezentowanej przez szczepy SMYEV
zréznych krajéw. Z kolei, izolat 3233CL zostat przyporzagdkowany do grupy Il wraz ze szczepami
,MY-18" z USA, ,,2CH” i ,3CH” z Chile i ,53” z Argentyny. Jednakze, w odrdznieniu od tych
szczepOdw, izolat 3233CL tworzyt osobng gataz na drzewie filogenetycznym, wyodrebniajgc tym
samym nowg podgrupe w grupie Il.

Sekwencje genu CP izolatow GRNT 4, clone 37, clone 2, Grand 4 i 3233CL zdeponowano w
bazie GenBank (numery dostepu: MT080940-MT08944).
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Strawberry mild yellow edge virus (SMYEV), Potexvirus genus (Alphaflexiviridae family)
occurs worldwide, often in a mixed infection with other viruses, causing stunting, leaf
deformation and yellowing and fruit yield losses up to 30%. Recently, the threat from SMYEV
has been increasing in Poland, which may be related to climate warming favorable for the
development of main SMYEV vector, Chaetosiphon fragaefolii. Based on the differentiation of
the nucleotide sequence of the coat protein (CP) gene of SMYEV strains from different
geographic regions, three main groups (I, I, Ill) and five subgroups (three within group | and
two in group Ill) were distinguished [1].

The aim of this study was to characterize the CP gene of 12 virus isolates (Mal 4, GRNT 4,
Grand 3, Grand 4, Grand 5, HP1541, HP1548, HP1501, clone 2, clone 15, clone 37 and 3233CL)
detected in three strawberry plantations in tédzZ province and one in Lubuskie province.

Total nucleic acids (including viral RNA) were isolated from strawberry leaves by silica
capture method, and the CP gene was amplified by RT-PCR with primers SYEupstcpla and
SYEPolyTb [2]. The Lasergene 7.1 package (DNASTAR) software was used for the sequence
analysis, and the phylogenetic analysis was performed using the neighbor joining method
(MEGA 5.2). The CP gene sequences of the detected isolates were compared with the
sequences of 45 SMYEV strains from Argentina, Chile, USA, Canada, China, South Korea, Japan,
Iran, Australia, Germany, and Belgium. The similarity of the CP nucleotide sequences of the
tested isolates was 86.7-100%. The greatest differentiation was found between the 3233CL
isolate from Lubuskie province and the other Polish isolates. Phylogenetic analysis showed a
close relationship of 11 tested virus isolates, which were located in subgroup 1 (type D74) of
group |, the most numerous group represented by SMYEV strains from different countries. In
turn, the 3233CL isolate was assigned to group Il along with the strains "MY-18" from the USA,
"2CH" and "3CH" from Chile and "53" from Argentina. However, unlike these strains, the
3233CL isolate formed a new branch on the phylogenetic tree, separating a new subgroup in
group Il. The sequences of the CP gene of GRNT 4, clone 37, clone 2, Grand 4 and 3233CL
isolates have been deposited in GenBank (accession numbers: MT080940-MT08944).
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Occurrence of cucumber mosaic virus and turnip mosaic virus in Alliaria
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Alliaria petiolata (Alliaria petiolata, (M. Bieb.) Cavara & Grande, Alliaria officinalis Andrz. Ex.
Bieb.), or garlic mustard, is a biennial flowering plant in the mustard family (Brassicaceae). It
is native to Europe, widespread in Ukraine and considered as an invasive weed of forests,
farmland, field margins, and urban areas. In addition, the species is reported to be a host for
several viruses — cucumber mosaic virus (CMV, Bromoviridae; Cucumovirus), turnip mosaic
virus (TuMV, Potyviridae; Potyvirus), white clover mosaic virus (WCIMV, Alphaflexiviridae;
Potexvirus), turnip vein-clearing virus (TVCV, Virgaviridae; Tobamovirus), turnip crinkle virus
(TCV, Tombusviridae; Betacarmovirus), and turnip yellow mosaic virus (TYMV, Tymoviridae;
Tymovirus), which may affect horticultural plants and a wide range of agricultural crops [1, 2].
In this study we explored the A. petiolata virome with aim to determine the role of these
plants as potential virus reservoirs in Ukraine. Symptomatic A. petiolata showing vein banding,
mosaic and leaf deformation were collected in five Kyiv regions and tested for CMV, TuMV,
TCV, TYMV and watermelon mosaic virus Il (WMV) infection by serological and molecular
methods. According to the results obtained, 60% of symptomatic Alliaria petiolata were
positive for CMV, 20% diseased plants were infected with TuMV, and 20% - co-infected with
CMV + TuMV. The results are consistent with our previous studies on the detection of CMV in
A. petiolata in Ukraine [3], but this is the first report of TuUMV naturally infecting garlic mustard
in our country. To determine the genetic relationships among viruses obtained in the study
phylogenetic trees have been constructed on the base of partial coat protein (CP) nucleotide
sequences. The phylogenetic analysis showed that TuMV from garlic mustard represent the
highest identity (98.6%) to Iranian isolate IRNTRa9 (AP017803) from Rapistrum rugosum and
Turkish isolate TUR49 (AP017872) from Raphanus raphanistrum. CMV isolate has the greatest
similarity to the isolates from Germany (MW582807), Slovakia (MN792886), and Japan
(AB006813) (99.8, 99.6, 99.6% pairwise identity, respectively). Partial CP gene sequences of
CMV and TuMV isolates were deposited in the GenBank under Accession Nos. MZ540213 and
0OM799323, respectively. The results obtained in the study indicate the important role of
infected garlic mustard as alternative host and natural reservoir of CMV and TuMV from which
these economically important viruses can spread to other wild and cultivated plants.

This research was funded by the National Academy of Sciences of Ukraine (project No. 0120U000221) and by the
Ministry of Education and Science of Ukraine (project No. 0121U109863).
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Na mtodych roslinach alokazji, importowanych z Chin obserwowano objawy chorobowe w
postaci bezowych, nekrotycznych, uwodnionych plam, zlokalizowanych u podstawy pedéw
lisciowych. Rozprzestrzeniaty sie one w kierunku blaszek lisciowych, powodujac ich maceracje
a nastepnie zamieranie catych rosliny.

Z pogranicza zamartych i zdrowych fragmentéw pedéw lisSciowych wykonano izolacje na
pozywke NAS (nutrient agar z 5% sacharozg) a nastepnie sposréd wyrostych kolonii
wyosobniono 18 izolatéw bakterii. W kolejnym etapie podjeto badanie ich zdolnosci do
maceracji tkanek bulw ziemniaka oraz wywotania reakcji nadwrazliwosci na tytoniu (HR).
Dziesiec¢ izolatéw posiadato obie cechy, jeden powodowato tylko reakcje HR, a pozostate
siedem nie miato zadnej z tych zdolnosci.

Test patogenicznosci na odcietych lisciach alokazji przeprowadzono z izolatami ALla i ALS,
nalezagcym do pierwszej grupy, uzyskujac objawy chorobowe obserwowane wczesniej na
chorych roslinach. Z porazonych tkanek reizolowano bakterie o tej samej morfologii, co uzyte
do inokulacji. Patogeniczne izolaty identyfikowano na podstawie analizy sekwencji 16S rRNA.
Dziesied izolatéw, w tym ALla i AL8, zaklasyfikowano do rodzaju Pectobacterium spp., a jeden
(AL5b) jako Pseudomonas spp.
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Disease symptoms in the form of beige, necrotic, hydrated spots located at the base of the
leaf shoots were observed on young alocasia plants imported from China. They spread
towards the leaf blades, causing their maceration and then the death of the entire plant. From
the margin of dead and healthy leaf shoot tissue, isolation of bacteria on NAS medium
(nutrient agar with 5% sucrose) was performed and then 18 bacterial isolates were selected
from the grown bacterial colonies.

In the next step, their ability to macerate potato tuber tissues and induce tobacco
hypersensitivity (HR) was investigated. Ten isolates had both features, one produced only the
HR response, and the remaining seven showed none of these abilities.

The pathogenicity test on cut-off leaves of alocasia was performed with ALla and AL8
isolates belonging to the first group. The obtained disease symptoms recalled previously
observed ones on diseased plants. Bacteria of the same morphology as used for inoculation
were reisolated from the infected tissues. Pathogenic isolates were identified by 16S rRNA
sequence analysis. Ten isolates, including ALla and AL8, were classified to the genus
Pectobacterium spp. and one (AL5b) to Pseudomonas spp.
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W krajobrazie Polski coraz rzadziej spotyka sie tradycyjne sady jabtoniowe, w ktérych rosng,
wysokopienne drzewa na silnie rosngcych podktadkach. Stare odmiany jabtoni charakteryzujg
sie naturalng odpornosciag na mrdz, szkodniki i choroby, a drzewa o roztozystych koronach
stanowig naturalng ochrone gleb przed erozjg wietrzng i wodng. Pozostatosci po tradycyjnych
sadach jabtoniowych obserwowano na terenie gminy Komancza (obszary oznaczono jako
Jawornik 1 i Jawornik 2), gdzie zachowato sie okoto 100 drzew jabtoni stanowigcych
pozostatos¢ po nieistniejgcych juz sadach. Celem przeprowadzonych badan byto
przeprowadzenie inwentaryzacji rosngcych w sadach gminy Komancza drzew jabtoni i grusz i
okreslenie ich zdrowotnosci. Inwentaryzacje przyrodniczg wykonali pracownicy Arboretum i
Zakfadu Fizjografii w Bolestraszycach. Zinwentaryzowano 21 drzew jabtoni i 5 drzew grusz.
Obserwowano wybrane cechy ich pokroju i owocowania oraz identyfikowano uszkodzenia
majace wplyw na odbiér wrazen wizualnych. Wszystkie 5 drzew grusz oznaczono jako
spontaniczne siewki. Wéréd 21 drzew jabtoni 3 drzewa oznaczono jako odmiany szlachetne
(Krétkondzka Krélewska, Kronselska i Grochowka), 4 drzewa jako jabton dzika i 8 drzew jako
spontaniczne siewki. Pozostatych 6 drzew wymaga dalszych obserwacji. Ocene zdrowotnosci
drzew jabtoni wykonali pracownicy Zaktadu Fitopatologii SGGW w Warszawie. Analize
mykologiczng przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego (SZ11 Olympus) i
Swietlnego (BX50 Olympus). Na wszystkich 5 drzewach gruszy odnotowano biatg plamistos$¢
lisci gruszy oraz brudng i kropkowang plamistosci gruszek. Natomiast parch gruszy i rdza gruszy
wystgpity jedynie u 2 drzew. Makroskopowe obserwacje 21 zinwentaryzowanych drzew
jabtoni wykazaty, ze 20 drzew byto porazonych przez grzyby. Najmniejsze porazenie
zaobserwowano na drzewie nr 16, na ktérym zaobserwowano tylko pojedyncze plamy SBFS.
Brudng i kropkowang plamistosci jabtek obserwowano na jabtkach u wiekszosci
zinwentaryzowanych drzew. Na owocach drzew nr 10 i 17 wystgpita gtdwnie kropkowana
plamistos¢. Objawy parcha jabtoni o réznym nasileniu na lisciach i owocach zanotowano u 17
zinwentaryzowanych jabtoni, z wyjgtkiem drzew nr 9, 12 i 13. U jabtoni z nr 6, 7, 20, i 14
obserwowano patogena z rodzaju Colletotrichum. SBFS, parcha jabtoni oraz patogena z
rodzaju Colletotrichum zanotowano na drzewach z nr 6, 7, 20, i 14. Dokonano takze izolacji
grzybow powodujgcych brudng i kropkowang plamistosci jabtek na pozywke PDA i stworzono
kolekcje izolatéw Uzyskano tgcznie 127 izolatéw tych grzybow (98 z jabtek i 29 z gruszek).
Wybrane drzewa bedg Zrédtem zrazow stuzgcych do odtworzenia sadow starych odmian
jabtoni w Komanczy.
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Traditional apple orchards with high-growth trees on vigorously growing rootstocks are less
and less found in the Polish landscape. Old apple varieties are naturally resistant to frost,
pests and diseases, and trees with expanded crown provide natural soil protection against
wind and water erosion. The remains of traditional apple orchards were observed in the
Komancza commune (the areas were marked as Jawornik 1 and Jawornik 2), where about
100 apple trees have been preserved, which were the remains of the now-defunct orchards.
The aim of the study was to carry out an inventory of apple and pear trees growing in the
orchards of the Komancza commune and to determine their health status. The nature
inventory was made by the employees of the Arboretum and the Department of
Physiography in Bolestraszyce. 21 apple trees and 5 pear trees were inventoried. Selected
features of their habit and fruiting were observed, and damages affected the perception of
visual impressions were identified. All 5 pear trees were marked as spontaneous seedlings.
Among 21 apple trees, 3 trees were marked as cultivars (Krotkondzka Krélewska, Kronselska
and Grochdéwka), 4 trees as crab apple and 8 trees as spontaneous seedlings. The remaining
6 trees require further observation. The health of apple trees was assessed by employees of
the Division of Plant Pathology of the Warsaw University of Life Sciences. Mycological
analysis was performed using a stereoscopic (SZ11 Olympus) and light (BX50 Olympus)
microscope. Leaf spot of pear and sooty blotch and flyspeck fungi (SBFS) were noted on all 5
pear trees. Whereas pear scab and pear rust occurred only in 2 trees. Macroscopic
observations of 21 inventoried apple trees showed that 20 trees were infested with fungi.
The lowest infestation was observed in tree no. 16, where only single SBFS spots were
observed. Symptoms of sooty blotch and flyspeck were observed on apples in most of the
inventoried trees. The fruits of trees No. 10 and 17 showed mainly fly speck. Symptoms of
apple scab of varying intensity on leaves and fruit were noted in 17 inventoried apple trees,
except trees No. 9, 12 and 13. In apple trees No. 6, 7, 20, and 14 pathogen of the genus
Colletotrichum were observed. SBFS, apple scab and pathogen of the genus Colletotrichum
were recorded on trees No. 6, 7, 20, and 14. The sooty blotch and flyspeck fungi were also
isolated for PDA and a collection of isolates was obtained. A total of 127 isolates of these
fungi were obtained (98 from apples and 29 from pears). The selected trees will be the source
of scions used to recreate the orchards of old apple varieties in Komancza.
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Infekcyjne kopie TBRV zasocjowane z biatkiem GFP narzedziem do analiz
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Zrozumienie mechanizméw, ktére wptywajg na zdolnosé¢ porazania réznych gospodarzy
przez ten sam gatunek wirusa i czynnikéw biorgcych udziat w tym procesie zaréwno po stronie
ros$liny, jak i gospodarza stanowi jedno z podstawowych wyzwan w ochronie roslin.
Patogenem porazajgcym szeroki zakres roslin gospodarczo-waznych, ozdobnych, chwastéw,
drzew i krzewdw jest wirus czarnej pierscieniowe] plamistosci pomidora (Tomato black ring
virus, TBRV). Pomimo licznych badan dotyczacych jego biologii i ewolucji, niewiele wiadomo o
mechanizmach patogenezy indukowanych w porazonych roslinach.

Rozwdj technik molekularnych umozliwia analize specyficznych oddziatywan pomiedzy
poszczegblnymi komponentami wiruséw i ich gospodarzy. W zwigzku z tym, w celu
przeprowadzenia szczegétowych analiz uzyskano infekcyjng kopie cDNA TBRV [1], ktdra
umozliwia wprowadzanie modyfikacji do genomu wirusa. Dzieki temu, za pomocg metody In-
Fusion (Takara) na 3' koricu RNA2 wprowadzono otwartg ramke odczytu kodujacag biatko
zielonej fluorescencji (ang. green fluorescence protein, GFP) poprzedzong sekwencjg kodujgca
biatko 2A. Nastepnie, otrzymane konstrukty TBRV-2A-GFP wprowadzano do bakterii
Agrobacterium tumefaciens, agroinokulowano rosliny ogérka, monitorowano pojawianie sie
objawdéw na roslinach oraz obserwowano ekspresje genu gfp za pomocg lampy UV i
mikroskopéw fluorescencyjnych. Infekcyjnosé konstruktu TBRV-2A-GFP oceniano poprzez
mechaniczng inokulacje roslin testowych, a obecnosc¢ insercji genu oraz powstawanie biatka
GFP sprawdzano odpowiednio za pomocg metody RT-PCR i Western blot.

Po 21 dniach od agroinokulacji na apikalnych lisciach ogérka obserwowano chlorotyczng
mozaike typowa dla porazenia TBRYV, zas rosliny testowe chorowaty po 7 dniach od inokulacji.
Ekspresje genu gfp w postaci fluorescencji obserwowano za pomocg lampy UV oraz
mikroskopu fluorescencyjnego i konfokalnego. Obecnos¢ wirusa w roslinie potwierdzono za
pomocg metody RT-PCR, natomiast powstawanie biatka GFP w porazonych tkankach za
pomocg metody Western blot.

Uzyskany konstrukt TBRV-GFP stanowi zoptymalizowane narzedzie do przeprowadzenia
szczegbtowych badan dotyczgcych oddziatywan pomiedzy wirusem a rosling zywicielskg na
kazdym etapie patogenezy.

Prace wykonano w ramach projektu 2016/23/N/NZ9/02160 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
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Understanding the mechanisms involved in viral infection and their ability to infect different
hosts is one of the most important challenges in plant protection. Tomato black ring virus
(TBRV) is a serious plant pathogen infecting a wide range of economically important,
ornamental, weeds and woody plants worldwide. Despite of many studies regarding TBRV
biology and evolution, little is known about mechanisms underlying the pathogenesis process.
Rapid development of biotechnology and molecular biology tools allows to perform advanced
studies concerning specific interactions between virus and host components. Therefore, in
order to perform detailed analysis, the infectious TBRV cDNA clones fused with green
fluorescence protein (GFP) were constructed [1]. The open reading frame encoding GFP was
inserted after self-cutting 2A protein on N-terminal of recombined RNA2. Next, Agrobacterium
tumefaciens were transformed with obtained TBRV-2A-GFP construct and agroinfiltrated into
leaves of cucumber plants. The symptoms on the agroinfiltrated plants, constructs infectivity,
fluorescence and the presence of gfp insertion and GFP protein were monitored within one
month.

21 days after agroinoculation typical for TBRV infection symptoms were observed on apical
leaves while symptoms of re-inoculated test plants were noticed after 7 dpi. Gfp gene
expression was observed under UV light and both fluorescence and fluorescence confocal
microscopes. The presence of the insert was confirmed by RT-PCR while GFP by Western-blot.

Obtained TBRV-GFP will allow to extend the knowledge of different aspects of TBRV biology
such as molecular mechanism of pathogen-plant interaction at each stage of pathogenesis.

This research was funded by the Polish National Science Centre (project No.2016/23/N/NZ9/02160).
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Podniesione generowanie wolnych rodnikéw odgrywa znaczacg role w odpowiedzi obronnej
roslin, szczegdlnie we wczesnej interakcji roslina-patogen, natomiast w pdzniejszym etapie
rozwoju choroby, gdy nie jest skoordynowane z efektywnym systemem ich zmiatania moze
pogtebia¢ destrukcyjne zmiany w komodrkach roslinnych i utatwiaé rozprzestrzenianie sie
patogenu. Nasze wieloletnie badania udokumentowaty waing role wolnych rodnikow,
zaréowno reaktywnych form tenu (ROS) jak i rodnikdw semichinonowych-pochodzenia
organicznego w odpowiedzi obronnej rodlin z rodziny bobowatych (Fabaceae Lindl.) na
patogenicznego grzyba Fusarium oxysporum [1-2]. Ponadto istniejg takze doniesienia o
znaczeniu generowania ROS w kontekscie obrony patogendéw grzybowych. Dotychczasowe
badania nad patogenami koncentrowaty sie na odpowiedzi na stres oksydacyjny (OSR),
przezwyciezeniu wybuchu oksydacyjnego indukowanego w roélinie-gospodarzu lub unikaniu
OSR przez efektory patogendéw grzybowych wprowadzane do cytoplazy komérek roslinnych
[3]. Z kolei jest udokumentowane takze, ze patogeny grzybowe, zwtaszcza nekrotrofy, moga
aktywnie przyczyniac sie do podnoszenia poziomu ROS w roslinie, poniewaz grzyby posiadaja
oksydazy NADPH (Noxs) produkujgce reaktywne formy tlenu. Celem niniejszych badan byto
okreslenie generowania reaktywnych form tlenu przez patogenicznego grzyba Fusarium
oxysporum f.sp. pisi, ktérego kultury byty prowadzone na pozywce z dodatkiem weglowdanéw
rozpuszczalnych lub bez dodatku cukru (kontrola) oraz hodowane w kontrolowanych
warunkach w ciemnosci w temperaturze 23°C. Generowanie RFT byto obserwowane stosujgc
mikroskopie konfokalna.
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The increased generation of free radicals plays a significant role in the defense response of
plants, especially in the early plant-pathogen interaction, while at a later stage in the
development of the disease, when it is not coordinated with an effective system of their
neutralization, it may aggravate destructive changes in plant cells and facilitate the spread of
the pathogen. Our many years of research have documented the important role of free
radicals, both reactive oxygen species (ROS) and organic semiquinone radicals, in the defense
response of Fabaceae Lindl. plants to the infection with pathogenic fungus Fusarium
oxysporum [1-2]. In addition, there are also reports of the importance of ROS generation in
the context of the defense of fungal pathogens. The research on pathogens to date has
focused on the response to oxidative stress (OSR), overcoming oxidative burst induced in the
host plant or avoiding OSR by fungal pathogen effectors secreted into the plant cells [3]. In
turn, it is also documented that fungal pathogens, especially necrotrophs, can actively
contribute to increasing ROS levels in plants because fungi possess NADPH oxidases (Noxs)
that produce ROS. The aim of this study was to determine the generation of ROS by the
pathogenic fungus Fusarium oxysporum f.sp. pisi, cultures of which were carried out on a
medium with or without added sugar (control) and grown under controlled conditions in the
dark at 23° C. ROS generation was observed using confocal microscopy.
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Stres zwigzany z infekcjg mikroorganizmami patogenicznymi jest kluczowym czynnikiem
ograniczajgcym wzrost i plonowanie roslin uprawnych. Pseudomonas syringae jest bakterig
patogeniczng, zaraza gtdwnie rosliny jednoroczne, np. pomidory, ogérki, czy fasole.
Aplikowanie mikroorganizmoéw, ktére miatyby potencjat ograniczania skutkéw infekcji, np.
bakterii stymulujgcych wzrost roslin (PGPB), bytyby zatem korzystne réwniez w powodéw
ekonomicznych.

Celem eksperymentu byto ustalenie, czy aplikacja szczepu bakteryjnego Alcaligenes faecalis,
posiadajgcego cechy PGPB, bedzie redukowac stres u pomidora (Solanum lycopersicum L.)
wywotany infekcjg P. syringae. Badania prowadzono na roslinach inokulowanych A. faecalis
zainfekowanych P. syringae w réznym czasie. Oznaczono szereg parametrow fizjologicznych,
m.in.: zawartos¢ barwnikow fotosyntetycznych, antocyjandéw, proliny i aldehydu
dimalonowego.

W wiekszosci uzyskanych parametrédw, inokulacja wytacznie szczepem P. syringae,
skutkowata podobng tendencjg, jaka obserwowano u roslin inokulowanych wytgcznie
szczepem A. faecalis, niemniej widoczne byty réznice iloSciowe w zawartosci chlorofilu a,
antocyjandw i i aldehydu dimalonowego. W uktadach zawierajgcych oba szczepy bakterii, A.
faecalis oraz P. syringae, wykazano, ze czas podania P. syringae istotnie wptywat na wartosé
zmierzonych w roslinie parametréw. Szczegdlnie widoczne byly réznice dotyczgce zawartosci
chlorofili, karotenoidéw, antocyjanéw, proliny i aldehydu dimalonowego pomiedzy
jednoczesng inokulacjg A. faecalis i P. syringae, a podaniem P. syringae w odstepie czasowym
po aplikacji A. faecalis. Wykazane zmiany w zawartosci zbadanych metabolitéw $wiadczg o
modyfikacji reakcji rosliny na infekcje w obecnosci A. faecalis.
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Stress related to the infection with pathogenic microorganisms is a key factor limiting the
growth and yield of crops. Pseudomonas syringae is a pathogenic bacterium and infects mainly
annual plants, e.g., tomatoes, cucumbers and beans. The application of microorganisms which
have the potential to reduce the impact of infection, e.g., plant growth-promoting bacteria
(PGPB), would be also beneficial for economic reasons.

The aim of the experiment was to determine whether the application of the bacterial strain
Alcaligenes faecalis, having PGPB features, would reduce stress in tomato (Solanum
lycopersicum L.) caused by P. syringae infection. The research was carried out on plants
inoculated with A. faecalis and infected with P. syringae at different times. Several
physiological parameters were determined, including the content of photosynthetic pigments,
anthocyanins, proline and malonyldialdehyde.

In most of the obtained parameters, inoculation only with P. syringae, resulted in a similar
tendency that was observed in plants inoculated only with A. faecalis, but quantitative
differences were observed in the content of chlorophyll a, anthocyanins and
malonyldialdehyde. In the treatments containing both strains of bacteria, A. faecalis and P.
syringae, it was shown that the time of P. syringae administration had a significant effect on
the values of the parameters measured in the plant. The differences in the content of
chlorophylls, carotenoids, anthocyanins, proline and malonyldialdehyde were particularly
evident between the simultaneous inoculation of A. faecalis and P. syringae, and the
administration of P. syringae in a time interval after the application of A. faecalis. The changes
found in the content of the tested metabolites indicate modification of the plant response to
infection in the presence of A. faecalis.
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Aktywnos$¢ enzymow (PAL, TAL) szlaku fenylopropanoidowego w tkankach
pszenicy po inokulacji nasion EPS uzyskanym z hodowli fitopatogenicznego
szczepu Fusarium graminearum (DEMFg36)
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Fusarium to rodzaj grzybéw nitkowatych, szeroko rozpowszechniony na catym swiecie we
wszystkich typach gleb. Wiele gatunkdw tego rodzaju to patogeny powodujgce choroby
roznych roslin o waznym znaczeniu rolniczym, ogrodniczym lub lesnym. Jedng z
najgrozniejszych choréb wywotywang przez te grzyby jest fuzarioza (FHB —ang. Fusarium Head
Blight lub Fusariosis) [1]. Gatunki nalezgce do rodzaju Fusarium produkujg wiele metabolitéw
wtérnych, takich jak mykotoksyny, fitohormony (kwas indolilo-3-octowy — IAA i kwas
giberelinowy — GA), enzymy degradujgce s$ciane komodrkowg (CWDEs — ang. Cell Wall
Degrading Enzymes), oraz polimery zewnatrzkomérkowe (EPS) [2,3]. EPS moga by¢
rozpoznawane przez receptory roslinne i oddziatywaé¢ na aktywnos¢ enzymow szlaku
fenylopropanoidowego (liaze fenyloalaniowg — PAL i liaze tyrozynowg — TAL), ktdre biorg
udziat w syntezie zwigzkéw fenolowych, uczestniczgcych w lignifikacji Sciany komérkowej [4].

W badaniach wykorzystano fitopatogeniczny szczep Fusarium graminearum (DEMFg36).
Najwyzsze stezenie EPS (na poziomie 0,8 g/L) uzyskano 3-4 dnia wzrostu szczepu na podtozu
Czapek-Dox z 3% sacharozg i 0,75% peptonem, w temperaturze 20°C. Egzopolimery
precypitowano etanolem (1:1), a nastepnie liofilizowano. Uzyskanymi EPS w stezeniu 0,05%
inokulowano nasiona pszenicy przez 5 i 10 dni, a nastepnie oznaczono aktywnos¢ enzymow
markerowych (PAL i TAL) szlaku fenylopropanoidowego w todygach (t) i korzeniach (K) rosliny.
Obserwowano 1,5-2-krotny przyrost Swiezej masy todyg i korzeni 10-ego dnia wzrostu siewek.
Uzyskane EPS miaty istotnie wiekszy wptyw na aktywnos$é TAL w tkankach pszenicy. W 5 dniu
inkubacji, aktywnos¢ TAL w todygach wzrastata 2-krotnie (30 U), a 10-ego dnia 1,5-krotnie (20
U). Z kolei w korzeniach rosliny zbozowej obserwowano nawet 4-5-krotny wzrost aktywnosci
TAL (40-55 U). W przypadku PAL odnotowano ponad 4-krotny wzrost aktywnosci tego enzymu
(~80 U) jedynie w korzeniach pszenicy 5-ego dnia inkubacji.
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Fusarium is a genus of filamentous fungi, widely spread throughout the world in all soil types.
Many species of this genus are pathogens causing diseases of various plants of important
agricultural, horticultural or forestry importance. One of the most dangerous diseases caused
by these fungi is fusariosis (FHB — Fusarium Head Blight or Fusariosis) [1]. Species belonging
to the genus Fusarium produce many secondary metabolites, including mycotoxins,
phytohormones (indolyl-3-acetic acid — IAA and gibberellic acid — GA), cell wall degrading
enzymes (CWDEs), and extracellular polymers (EPS) [2,3]. EPS can be recognized by plant
receptors and affect the activity of phenylpropanoid pathway enzymes (phenylalanine lyase —
PAL and tyrosine lyase — TAL), which are involved in the synthesis of phenolic compounds
engaged in the lignification of the cell wall [4].

The phytopathogenic strain of Fusarium graminearum (DEMFg36) was used in the study. The
highest concentration of EPS (at the level of 0.8 g/L) was obtained on the 3rd day of the strain
growth on the Czapek-Dox medium with 3% sucrose and 0.75% peptone, at the temperature
of 20° C. The exopolymers were precipitated with ethanol (1: 1) and then lyophilized. The
obtained EPS at a concentration of 0.05% was inoculated with wheat seeds for 5 and 10 days,
and then the activity of marker enzymes of the phenylpropanoid pathway (PAL and TAL) in the
stems (L) and roots (K) of the plant was determined. 1.5-2 times increase in fresh weight of
stems and roots was observed on the 10th day of seedling growth. The obtained EPS had a
significantly greater effect on the activity of TAL in wheat tissues. On the 5th day of incubation,
the TAL activity in the stems increased 2-fold (30 U), and on the 10th day, 1.5-fold (20 U). On
the other hand, in the roots of the cereal plant, even a 4-5-fold increase in TAL activity (40-55
U) was observed. In the case of PAL, an over 4-fold increase in the activity of this enzyme (~
80 U) was noted only in wheat roots on the 5th day of incubation.

The work was carried out under the statutory subsidy of the Faculty of Biology and Biotechnology of UMCS
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Rdze, maczniak prawdziwy i septoriozy to choroby, ktére majg duzy wptyw na plon pszenicy
zwyczajnej. Odpornosc na choroby w fazie rosliny dorostej (adult plant resistance - APR) jest
uwarunkowana wieloma czynnikami: genetycznymi gospodarza oraz warunkami
srodowiskowymi, wptywajgcymi na wzrost i rozwdj roslin oraz na rozwéj patogena.

Kolekcja 489 dawnych i wspotczesnych odmian pszenicy zwyczajnej, zgromadzonych gtéwnie
na terenie Europy, zostata w latach 2018-2019 scharakteryzowana fenotypowo pod wzgledem
odpornosci na rdze lisSciowa (Puccinia triticina), rdze 26ttg (Puccinia striiformis), septorioze
plew (Stagnospora nodorum) oraz maczniaka prawdziwego (Blumeria graminis) w warunkach
polowych.

Wyniki z genotypowania DArTseq zostaty poddane analizie bioinformatycznej przy uzyciu
pakietu dartR v1.1.11 w jezyku programowania R. Uwarunkowania genetyczne opisanych
fenotypowo cech odpornosci prowadzono technikg GWAS (Genome-Wide Association Study)
wykorzystujgc program GAPIT v2018.08.18 R z pakietem BLINK (Linkage Disequilibrium
Iteratively Nested Keyway). Umozliwito to okreslenie markerow SNP typu SilicoDArT
powigzanych z cechami oraz przedstawienie ich lokalizacji w genomie.

Wyniki analizy GWAS wskazaty 41 statystycznie istotnych (-log10 (p) 27,3) asocjacji marker-
cecha (MTA) odnoszacych sie do odpornosci na opisane choroby. Dla ocen w 2019 wskazano
statystycznie istotng asocjacje 3 MTA z odpornoscig na rdze lisciowg (na chromosomie 7D)
oraz 5 MTA z odpornoscig na rdze z6ttg (po 1 na chromosomach 2B, 3B, 6B oraz 2 na 5B).

Wyniki analizy GWAS danych fenotypowych odpornosci na choroby w 2018 roku oraz danych
molekularnych wskazaly statystycznie istotng asocjacje 17 MTA z odpornoscig na rdze z6itg
(po jednym na chomosomach 1A, 1D, 3D, 4B, 4D, 6A, 6B, 7A, 7B; po 2 SNP na chromosomach
3A i 7D oraz 4 na chromosomie 3B). Dla odpornosci na septorioze plew okreslono 15 MTA
powiazanych z tg cechg (po 1 na chromosomach 2B, 4B, 6A, 7D; po 2 markery na
chromosomach 1D, 2D, 3B, 5D, 6D, 7A). Dla odpornos$¢ na maczniaka prawdziwego okreslono
jeden MTA na chromosomie 6B.

Podziekowania: dla R. Sucheckiego (CSIRO Agriculture and Food, Urrbrae, SA 5064, Australia) z wsparcie
merytoryczne oraz N. S. Watson-Haigh za wykonanie analiz bioinformatycznych ((South Australian Genomics
Centre, SAHMRI, North Terrace, Adelaide, SA 5000, Australia)
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Rusts and powdery mildew are diseases which have a major effect on yield loss in wheat.
Adult Plant Resistance (APR) is a post-seedling resistance mechanism and its expression is
influenced by many factors, including host susceptibility, weather conditions as well as the
timing and severity of disease outbreaks. There are two mechanisms associated with APR:
non-hypersensitiveness and minor APR gene effects.

In this study 489 European wheat accessions were evaluated phenotypically across 2 years
(2018-2019) under field conditions scoring leaf rust (Puccinia triticina), yellow rust (Puccinia
striiformis), septoria tritici blotch (Septoria tritici), septoria nodorum blotch (Stagnospora
nodorum) and powdery mildew (Blumeria graminis). The same accessions were genotyped
using DArTseq (Diversity Arrays Technology, DArT, Pty Ltd, Australia. DArT data was handled
using the dartR v1.1.11 package in the R programming language. SNPs and genotypes were
removed if SNP markers contained > 5% missing data and genotypes contained > 10% missing
data, respectively. GWAS analysis was conducted using the GAPIT v2018.08.18 R package.

GWAS for leaf rust resistance in 2019 identified 3 marker-trait associations (MTAs) on
chromosome 7D and 5 MTAs for yellow rust resistance (on chromosomes 2B, 3B, 6B and 2
MTAs on 5B). GWAS for yellow rust resistance phenotyped in 2018 identified 17 MTAs (1 MTA
on chromosomes 1A, 1D, 3D, 4B, 4D, 6A, 6B, 7A, 7B; 2 MTAs on chromosomes 3A, 7D and 4
MTAs on chromosome 3B, respectively). For septoria nodorum GWAS identified 15 MTAs (1
MTA on chromosomes 2B, 4B, 6A, 7D; 2 MTAs on chromosomes 1D, 2D, 3B, 5D, 6D, 7A,
respectivelly). For powdery mildew 1 MTA was identified on chromosome 6B.

Acknowlege: for R. Suchecki (CSIRO Agriculture and Food, Urrbrae, SA 5064, Australia) and for N. S. Watson-
Haigh (South Australian Genomics Centre, SAHMRI, North Terrace, Adelaide, SA 5000, Australia) for bioinformatic
analysis.

This research was funded by the Polish National Center for Research and Development “Development of
bioinformatic management system of national crop plant genetic resources and development of social and
economic resources of Poland by the protection and use of these means in the process of agricultural advisory
services” - AGROBANK No. 1/394826/10/NCBR/2018). https://agrobank.cdr.gov.pl/index.php
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Identyfikacja odpornosci jeczmienia jarego na rdze (Puccinia spp.) oraz
maczniaka prawdziwego (Blumeria graminis) w fazie ktoszenia i mleczno-
woskowej
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Rdze i maczniak prawdziwy to choroby, ktére majg duzy wptyw na spadek plonéw
jeczmienia. Na ekspresje uwarunkowan odpornosci roslin w fazie dorostej (adult plant
resistance: APR) wptywa wiele czynnikéw, w tym podatnosé genetyczna, warunki pogodowe,
a takze rozwdj populacji patogena.

Do badan wifaczono 431 odmian dawnych i wspodfczesnych zgromadzonych gtéwnie na
terenie Europy. W warunkach polowych oceniono APR na maczniaka prawdziwego (PM), rdze
brunatng jeczmienia (BBR) i rdze ZzdZbtowa (SR) w latach 2018 i 2019. Analizy molekularne
wykonano technologia DArTseq. Analize GWAS przeprowadzono dla PM, BBR i SR w fazie
strzelania w Zdzbto (HA) i fazie mleczno-woskowej nasion (MW) w 2019 r. oraz dla
maksymalnych wynikéw ocen we wszystkich powtdrzeniach 2018-2019. Nasilenie choroby
byto wystarczajace do zréznicowania kolekcji i okreslenia markeréw powigzanych z opisanymi
fenotypowo cechami.

Wyniki z genotypowania DArTseq zostaly poddane analizie bioinformatycznej przy uzyciu
pakietu dartR v1.1.11 w jezyku programowania R. Uwarunkowania genetyczne opisanych
fenotypowo cech odpornosci prowadzono technikg GWAS (Genome-Wide Association Study)
wykorzystujgc program GAPIT v2018.08.18 R z pakietem BLINK (Linkage Disequilibrium
Iteratively Nested Keyway). Umozliwito to okreslenie markeréw SNP typu SilicoDArT
powigzanych z cechami oraz przedstawienie ich lokalizacji w genomie.

Wyniki analizy GWAS wskazaty 73 statystycznie istotnych (-log10 (p) 27,3) asocjacji marker-
cecha (MTA) odnoszacych sie do odpornosci na opisane choroby. Dla PM okreslono 10 MTA:
5 w fazie HA (dwa na 1H oraz po jednym na 3H, 4H, i 5H) oraz 5 dla ocen w latach 2019-2018
jednoczesnie (dwa na 2H oraz po jednym na 3H, 4H i 6H). Jeden MTA 3432490-28-T/C byt
powigzany z odpornoscig na maczniaka w obu stadiach rozwoju.

Wyniki GWAS wskazaty jeden marker powigzany z BBR w fazie strzelania w zdzbto oraz 6
markerdéw dla ocen w latach 2018 — 2019 jednoczesnie: trzy na 3H oraz po jednym na 5H, 2H
i 7H. Dla SR okreslono facznie 48 markerdw, z ktérych 12 na 7H. Dla SR w fazie HA okreslono
14 MTA (dwa na 1H, dwa na 2H, trzy na 3H, dwa na 5H, trzy na 6H i dwa na 7H). Dla SR w fazie
MW okreslono 26 MTA: sze$¢ na 1H, cztery na 2H, jeden na 4H, trzy na 5H, trzy na 6H oraz
dziewieé na 7H.

Podziekowania: dla R. Sucheckiego (CSIRO Agriculture and Food, Urrbrae, SA 5064, Australia) z wsparcie merytoryczne oraz

N. S. Watson-Haigh za wykonanie analiz bioinformatycznych (South Australian Genomics Centre, SAHMRI, North Terrace,
Adelaide, SA 5000, Australia)

Prace wykonano w ramach projektu N N500 010040 finansowanego przez NCBiR w ramach programu GOSPOSTRATEG |,
Numer Umowy: Gospostrateg 1/394826/10/NCBR/2018 z dnia 22.11.2018r. Tytut: Stworzenie bioinformatycznego systemu
zarzgdzania narodowymi zasobami genowymi roslin uzytkowych oraz rozwdj kapitatu spotecznego i gospodarczego Polski
poprzez ochrone i wykorzystanie tych zasobow w procesie swiadczenia ustug doradztwa rolniczego” — AGROBANK
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Identification of rusts (Puccinia spp.) and powdery mildew (Blumeria
graminis) spring barley resistance at heading and milky-waxy stages
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Rusts and powdery mildew are diseases which have a major effect on yield loss in barley.
Adult Plant Resistance (APR) is a post-seedling resistance mechanism and its expression is
influenced by many factors including host susceptibility, weather conditions as well as the
timing and severity of disease outbreaks. There are two mechanisms associated with APR:
non-hypersensitive and minor gene APR.

In this study 431 European barley accessions were evaluated phenotypically across 2 years
(2018 — 2019) under field conditions scoring APR to powdery mildew (PM), barley brown rust
(BBR) and stem rust (SR) and genotypically using DArTseq. GWAS was conducted for PM, BBR
and SR scored at heading (HA) and seed milky-waxy (MW) stages in 2019 and for maximum
scores across all replicates 2018-2019. Disease severity was sufficient to differentiate the
collection and to determine SNPs.

Barley accessions were genotyped by Diversity Arrays Technology (DArT) Pty Ltd, Australia,
using DArTseq. DArT data were handled using the dartR v1.1.11 package in the R programming
language. SNPs and genotypes were removed if SNP markers contained > 5% missing data and
genotypes contained > 10% missing data, respectively. GWAS analysis was conducted using
the GAPIT v2018.08.18 R package.

Overall, the GWAS analysis identified 73 marker-trait associations (MTAs) with these traits.
For PM resistance 5 MTAs were identified at the HA stage (2 on 1H, one on 3H, 4H and 5H,
respectively) and 5 MTAs when considering the maximal disease score across both growth
stages and both years (two on 2H and one on 3H, 4H, 6H, respectively). One marker (3432490-
28-T/C) was shared between these two traits and it is located on chromosome 4H. For BBR at
MW stage scored at HA stage at 2019 one marker on chromosome 6H was indicated. For BBR
scored across 2018-2019 6 MTAs were indicated: three on chromosome 3H, one on 5H, 2H
and on 7H.

For SR at HA stage GWAS identified 14 MTAs: two on 1H, two on 2H, three on 3H, two on 5H,
three in 6H and two on 7H. For SR at MW stage 26 MTAs were indicated: six on 1H, four on
2H, one on 4H, three on 5H, three on 6H and nine on 7H.

From the 48 markers identified as being associated with SR resistance, 12 were on
chromosome 7H, 1 being in the telomeric region of the short arm and 7 in the telomeric region
of the long arm. Rpg1 was previously mapped to 7HS.

Acknowlege: for R. Suchecki (CSIRO Agriculture and Food, Urrbrae, SA 5064, Australia) and for N. S. Watson-

Haigh (South Australian Genomics Centre, SAHMRI, North Terrace, Adelaide, SA 5000, Australia) for bioinformatic
analysis.

This research was funded by the Polish National Center for Research and Development “Development of
bioinformatic management system of national crop plant genetic resources and development of social and
economic resources of Poland by the protection and use of these means in the process of agricultural advisory
services” - AGROBANK No. 1/394826/10/NCBR/2018). https://agrobank.cdr.gov.pl/index.php
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Reakcja genotypdw pszenicy (Triticum aestivum L.) na patogeny z rodzaju
Rhizoctonia
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Produkcja rodlinna stanowi podstawe egzystencji cztowieka. Pozyskiwanie wysoko
wartosciowego pokarmu jest dzisiaj duzym problemem, gdyz uprawom roslin zagraza wiele
niebezpieczenstw, zaréwno o charakterze biotycznym jak iabiotycznym. Jednym z
mechanizmdéw moggacych przeciwdziata¢ temu jest postep biologiczny. Uzyskanie oraz doboér
odpowiedniego materiatu biologicznego w kontekscie upraw roslin pozwala na zmniejszenie
strat iloSciowych i jakosciowych w plonie. Aby uzyska¢ wartosciowy materiat genetyczny do
dalszych proceséw hodowlanych niezbedne jest odpowiednie sprofilowanie genotypéw pod
katem wykazywanych mechanizméw obronnych. Celem niniejszej pracy byto wyodrebnienie
profildw biologicznych genotypdéw pszenicy w kontekscie reakcji oraz ewentualnej obrony
przeciwko patogenom z rodzaju Rhizoctonia.

Zbadano rozktad cech odpornosci w populacji genotypdw pszenicy w badaniach polowych
jak i laboratoryjnych. w testach polowych zaobserwowano, iz w warunkach prowokacyjnych
45% badanej populacji roslin wykazywato cechy odpornosci wzgledem obu testowanych
gatunkéw Rhizoctonia (Rhizoctonia cerealis AG-DI oraz Rhizoctonia solani AG-5), natomiast w
warunkach laboratoryjnych 36% genotypdw wykazywato podobne cechy opornosci. Kolejnym
etapem byto scharakteryzowanie podtoza interakcji roslina- patogen. w tym celu przebadano
rézne genotypy (gatunki) pszenicy, tj. pszenice zwyczajng (Triticum aestivum ssp. aestivum),
pszenice orkisz (Triticum aestivum ssp. spelta), pszenice perska (Triticum persicum), pszenice
okragtoziarnowa (Triticum sphaerococcum), pszenice twardg (Triticum turgidum ssp. durum)
oraz ich wrazliwosci na wybrane patogeny z rodzaju Rhizoctonia. w badaniach tych
wykorzystano cztery izolaty Rhizoctonia naleigce do rdinych grup anastomozowych, tj.
R. cerealis AG-DI, R. solani AG-5, R. solani AG-11C oraz Rhizoctonia AG-BO.

Przeprowadzone badania pozwolity na czesciowe scharakteryzowanie relacji pomiedzy
roslinami i mikroorganizmami. Zaobserwowano, ze w zaleznosci od gatunku patogena rosliny
uruchamiaty rézne mechanizmy obronne w zréznicowanym stopniu
Najwiekszg aktywnosé chitynolityczng obserwowano w roslinach pszenicy okragtoziarnowej i
pszenicy twardej. Oba wymienione gatunki charakteryzowaty sie wysokg aktywnoscig
konstytutywng oraz w ekspozycji na wszystkie badane patogeny. Co istotne obserwowano
rowniez wysoka aktywnosc¢ chitynaz w obecnosci szczepu niepatogenicznego Rhizoctonia AG-
BO. Kwestia oddziatywania pobudzajgcego, czyli tzw. primmingu pozostaje obiektem dalszych
badan. Z kolei najwiekszg aktywnoscig glukanaz w tkankach roslin charakteryzowaty sie
pszenica perska oraz pszenica twarda. Ekspozycja roslin na patogeniczne i niepatogenicze
mikroorganizmy powodowata wzrost obserwowanej aktywnos$ci w odniesieniu do roslin
kontrolnych. Najmniejszg obserwowang aktywnoscig charakteryzowaty sie rosliny pszenicy
orkisz.
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Wheat (Triticum aestivum L.) genotype reaction to pathogens of the
Rhizoctonia genus
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Plant production is the basis of human existence. Obtaining highly valuable food is a big
problem today, because plant crops are threatened by many dangers, both biotic and abiotic.
One of the mechanisms that can counteract this is biological progress. Obtaining and selecting
the appropriate biological material in the context of plant cultivation allows for the reduction
of quantitative and qualitative losses in the yield. In order to obtain valuable genetic material
for further breeding processes, it is necessary to properly profile genotypes in terms of the
demonstrated defense mechanisms. The aim of this study was to distinguish the biological
profiles of wheat genotypes in the context of the reaction and possible defense against
Rhizoctonia pathogens.

The distribution of resistance traits in the population of wheat genotypes was examined in
field and laboratory tests. in field tests it was observed that under provocative conditions 45%
of the studied population of plants showed resistance features to both tested Rhizoctonia
species (Rhizoctonia cerealis AG-DI and Rhizoctonia solani AG-5), while under laboratory
conditions, 36% of the genotypes showed similar resistance features. The next step was to
characterize the basis of the plant-pathogen interaction. for this purpose, various wheat
genotypes (species) were tested, i.e. common wheat (Triticum aestivum ssp. aestivum),
spelled wheat (Triticum aestivum ssp. spelta), Persian wheat (Triticum persicum), round wheat
(Triticum sphaerococcum), durum wheat (Triticum turgidum ssp. Durum) and their sensitivity
to selected pathogens of the genus Rhizoctonia. in these studies, four Rhizoctonia isolates
belonging to different anastomotic groups were used, ie R. cerealis AG-DI, R. solani AG-5, R.
solani AG-11C and Rhizoctonia AG-BO.

The conducted research allowed for a partial characterization of the relationship between
plants and microorganisms. It was observed that, depending on the species of the pathogen,
the plants activated different defense mechanisms to a varying degree.

The highest chitinolytic activity was observed in round grain wheat and durum wheat plants.
Both of these species were characterized by high constitutive activity and exposure to all
pathogens tested. Importantly, high chitinase activity was also observed in the presence of
the non-pathogenic Rhizoctonia AG-BO strain. The issue of stimulating influence, i.e. primming
remains the subject of further research. In turn, Persian wheat and durum wheat were
characterized by the highest activity of glucanases in plant tissues. Plant exposure to
pathogenic and non-pathogenic microorganisms increased the observed activity in relation to
control plants. Spelled wheat plants were characterized by the lowest observed activity.
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Badanie materiatéw wyjsciowych rzepaku (Brassica napus L.) odpornych na
wirusa zéttaczki rzepy (TuYV)
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W ostatnich latach na plantacjach rzepaku (Brassica napus L.) obserwuje sie coraz wiekszg
aktywnos¢ wirusa zéttaczki rzepy (TuYV). Obecnos¢ wirusa obserwowana jest w krajach:
Europy, Azji, Ameryki Pétnocnej i Australii. Choroba rozprzestrzenia sie w wyniku zerowania
wektoréw owadzich, gtéwnie: mszycy brzoskwiniowo-ziemninaczanej (Myzus persicae),
mszycy ziemniaczanej (Macrosiphum euphorbiae) i mszycy kapuscianej (Brevicoryne
brassicae). W wyniku porazenia rzepaku przez TuYV, straty w plonie nasion mogg siega¢ nawet
do 70%. Dotychczas opisane zrédta odpornosci, pochodzg z linii resyntetyzowanej rzepaku R54
oraz jarej koreanskiej odmiany Yudal. W 2021 roku badanie odpornosci nowych materiatéw
wyjsciowych rzepaku pod kontem odpornosci na TuYV podjeto w IHAR-PIB, Oddziat w
Poznaniu.

Do badan odpornosciowych i krzyzowan przemiennych wykorzystano genotypy rzepaku z
cytoplazmg kapust (jarmuzu, kapusty pastewnej - chorynskiej, brukselki, B. taurica) oraz
odmiany o deklarowanej odpornosci na TuYV. Wybrane nowe linie oraz linie rodzicielskie
zostaty wysiane w warunkach kontrolowanych (termoperiod 10°C — noc, 15°C — dzien i
fotoperiod 12 godzin). Po uzyskaniu odpowiedniej fazy rozwojowej roslin przeprowadzono
inokulacje wektorami owadzimi (mszyce) z potwierdzonym wynikiem obecnosci wiruséw TuYV
(test molekularny RT-PCR). Po miesigcu od inokulacji wykonano obserwacje
charakterystycznych objawdéw wystepowania wirusa zottaczki rzepy oraz sprawdzono
preferencje mszyc do zerowania na danym genotypie. Ocene porazen wykonano na 20
ros$linach danego genotypu w tréjstopniowej skali (0 — brak porazenia, 1 — delikatna mozaika
na lisciach, 2 — charakterystyczne fioletowe przebarwienia na lisciach) i obliczono indeks
porazenia (IP). Nastepnie fragmenty lisci przekazano do testow Elisa. Ponadto préby
porazonych lisci przez TuYV zliofilizowano i przekazano do badan metabolomicznych. Analiza
spektrometryczna w podczerwieni metoda FTIR wykazata stosunkowo duze zmiany miedzy
mtodymi, a starszymi lisSémi w regionie spektrum odpowiadajgcemu polisacharydom.
Przeselekcjonowane genotypy rzepaku odporne i tolerancyjne na TuYV o wysokich walorach
uzytkowych, zostang wykorzystane do dalszej hodowli B. napus w kolejnych latach.

Prace wykonano w ramach Dotacji Celowej nr 3.6 finansowanej przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi
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Research new breeding lines of oilseed rape (Brassica napus L.) resistant to
Turnip Yellow Virus (TuYV)
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In recent years, an increasing activity of Turnip Yellow Virus (TuYV) has been observed in
oilseed rape (Brassica napus L.) plantations. The presence of the virus is observed in the
following countries: Europe, Asia, North America and Australia. The disease spreads through
the feeding of insect vectors, mainly: peach aphid (Myzus persicae), potato aphid
(Macrosiphum euphorbiae) and cabbage aphid (Brevicoryne brassicae). As a result of infection
of rapeseed plants by TuYV, losses in the seed yield can reach even 70%. The described sources
of resistance come from the line of resynthesized oilseed rape R54 and spring Korean variety
Yudal. In 2021 research on new rapeseed lines on TuYV resistance was undertaken at IHAR-
PIB, Poznan Branch.

Genotypes of rapeseed with cytoplasm of cabbage (B. oleracea: kale, fodder cabbage -
Chorynska, Brussels sprouts, B. taurica) and varieties with declared resistance to TuYV were
used for resistance tests and cross-breeding. The selected new lines and parent lines were
seeded under controlled conditions (thermoperiod 10°C - night, 15°C - day and photoperiod
12 hours). After obtaining the appropriate phase of plant development, inoculation with insect
vectors (aphids) was carried out with the confirmed result of the presence of TuYV viruses
(molecular RT-PCR test). One month after inoculation, the characteristic symptoms of Turnip
Yellow Virus were observed and the preferences of aphids for feeding on a given genotype
were checked. Infestation was assessed on 20 plants of a given genotype in a three-point scale
(0 - no infection, 1 - delicate mosaic on the leaves, 2 - characteristic purple discoloration on
the leaves) and the pathogenicity index (IP) was calculated. The leaf fragments were then sent
for Elisa testing. Moreover, samples of infected leaves by TuYV were lyophilized and submitted
for metabolomics studies. The infrared spectrometric analysis by FTIR showed relatively large
changes between young and old leaves in the region of the spectrum corresponding to the
polysaccharides. Selected rapeseed genotypes resistant and tolerant to TuYV with high utility
values will be used for further breeding of B. napus in the following years.

This research was funded by the Ministry of Agriculture and Rural Development (Target Grant No. 3.6)
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Wptyw glikoalkaloiddw z lisci réznych Solanum spp. na enzymy
pektynolityczne u bakterii Dickeya solani i Pectobacterium brasiliense
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Bakterie pektynolityczne rodzaju Pectobacterium i Dickeya wpisano na liste dziesieciu
najwazniejszych, z punktu widzenia ekonomicznego i badawczego, bakterii patogenicznych dla wielu
gatunkéw roslin [1]. Powodujg dwie choroby ziemniaka: czarng ndzke i mokrg zgnilizne bulw. Nie
prowadzi sie chemicznej ochrony przed chorobami bakteryjnymi w praktyce.

Agresywnosc tych bakterii polega na ich zdolnosci do wytwarzania i sekrecji zewngtrzkomadrkowych
enzymoéw rozktadajgcych sciane komérkowaq rodlin. Zdolnos¢ bakterii pektynolitycznych do infekcji
roslin jest wypadkowg wptywu warunkéw atmosferycznych (wilgotnosci i temperatury), wirulencji
bakterii oraz innych czynnikdw zwigzanych z rosling np. zawartosci glikoalkaloidéw (GLA), ktérych
synteza wzrasta podczas zranienia. GLA produkowane w roslinach nalezgcych do rodzaju Solanum
stanowig pierwszg linie obrony przed owadami, nicieniami, bakteriami, wirusami i grzybami [2]. llos¢
oraz rodzaj GLA w roslinie moze w sposob efektywny modyfikowa¢ wirulencje bakterii.

Celem pracy byto poznanie jak glikoalkaloidy (GLA) z czesci nadziemnej réznych form ziemniaka
wptywajg na wybrane czynniki wirulencji bakterii D. solani oraz P. brasiliense sp. nov., w tym zdolnos¢
wytwarzania przez bakterie enzymoéw pektynolitycznych. Do badan wybrano dwa izolaty
charakteryzujace sie wysoka agresywnoscig w stosunku do bulw ziemniaka.

GLA izolowano z 9 form ziemniaka: 3 dzikich gatunkédw (S. maglia, S. chacoense,
S. garsiae), 2 mieszancow miedzygatunkowych (DG 00-683, DG 88-89) oraz 3 odmian ziemniaka
uprawnego (Tajfun, Irys, Owacja, Mieszko). Wptyw GLA na aktywnos¢ pektynolityczng bakterii badano
na pozywce CVP (Crystal Violet Pectate Medium, Cupples i Kelman 1974) [3] z dodatkiem lub bez
dodatku GLA. Powstawanie charakterystycznych zagtebien wokét kolonii bakteryjnych po 48 godz.
inkubacji w temperaturze 31°C byto wskaznikiem aktywnosci pektynolitycznej izolatéw.

GLA wyizolowane z S. maglia, S. chacoense i odmiany Tajfun, a-chaconina i a-solanina, najsilniej
hamowaty aktywnos¢ pektynolityczng bakterii.

Prace finansowane przez MRiIRW w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji
roslinnej w latach 2021-2027 Zadanie: 28.

Literatura

1. Mansfield J, Genin'S, Magori S, Citovsky V, Sriariyanum M, Ronald M, iin. (2012) Top 10 plant pathogenic
bacteria in molec ular plant pathology. Mol. Plant Pathol. 13: 614-629 doi: 10.1111/j.1364-
3703.2012.00804.x

2. Friedman M (2006) Potato glycoalkaloids and metabolites: roles in the plants and in the diet. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 54: 8655-8681.

3. Cupples D, Kelman A (1974) Evaluation of selective media for isolation of soft-rot bacteria from soil and
plant tissue. Phytopathology 64: 468—475.

str. 134



Effect of glycoalkaloids from leaves of various Solanum spp. on pectinolytic
enzymes in Dickeya solani and Pectobacterium brasiliense

Anna Grupa-Urbanska?, Dorota Softys-Kalina', Renata Lebecka*

Plant Breeding and Acclimatization Institute - National Research Institute, ul. Platanowa 19,
05-831 Mtochdéw

e-mail: a.grupa@ihar.edu.pl

Pectinolytic bacteria of the genus Pectobacterium and Dickeya were included in the list of
the ten most important, from the economic and research point of view, pathogenic bacteria
for many plant species [1]. They cause two potato diseases: blackleg and soft rot on potato
tubers. Chemical protection against bacterial diseases is not carried out in practice. The
aggressiveness of these bacteria lies in their ability to produce and secrete extracellular
enzymes that break down the plant cell wall. The ability of pectinolytic bacteria to infect plants
is the result of the influence of weather conditions (humidity and temperature), bacterial
virulence and other plant-related factors, e.g. glycoalkaloids (GLA), the synthesis of which
increases during wounding. GLA produced in plants belonging to the genus Solanum is the first
line of defense against insects, nematodes, bacteria, viruses and fungi [2]. The amount and
type of GLA in a plant can effectively modify bacterial virulence.

The aim of the study was to find out how glycoalkaloids (GLA) from the aerial part of various
potato forms affect selected virulence factors of D. solani and P. brasiliense sp. nov. Bacteria,
including the ability of bacteria to produce pectinolytic enzymes. Two isolates characterized
by high aggressiveness towards potato tubers were selected for the study. GLA was isolated
from 9 forms of potato: 3 wild species (S. maglia, S. chacoense, S. garsiae), 2 interspecific
hybrids (DG 00-683, DG 88-89) and 3 cultivars of potato (Tajfun, Irys, Owacja, Mieszko). The
effect of GLA on the pectinolytic activity of bacteria was tested on CVP medium (Crystal Violet
Pectate Medium, Cupples and Kelman 1974) with or without the addition of GLA. Formation
of characteristic depressions around bacterial colonies after 48 hours. incubation at 31 °C was
an indicator of the pectinolytic activity of the isolates.

GLA isolated from S. maglia, S. chacoense and the Tajfun cultivars, a-chaconin and a-
solanine, inhibited the pectinolytic activity of bacteria the most.

Works financed by the Ministry of Agriculture and Rural Development as part of basic research for biological
progress in plant production in the years 2021-2027 Task: 28.
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Clavibacter sepedonicus (Spieckermann and Kotthoff 1914) Liet al. 2018 (Cs) — sprawca
bakteriozy pierscieniowej ziemniaka, to jeden z najbardziej ucigzliwych patogendw tej rosliny.
Bakterie te stwarzajg utrudnienia zarédwno w zwalczaniu, jak i diagnostyce. Ze wzgledu na
szereg unikalnych cech, patogen ten stwarza ryzyko niekontrolowanego rozprzestrzeniania sie
choroby na nowe obszary [1-6, 8, 10-12].

Jednym z utrudnien w zapobieganiu rozprzestrzeniania sie tej bakterii sg problemy zwigzane
z diagnostyka. Szczegdlnie ucigzliwe sg proby srodowiskowe, ktére charakteryzujg sie duza
objetoscia i niskg koncentracjg komérek bakteryjnych. Zawierajg one réwniez szereg réznego
rodzaju zanieczyszczen o charakterze mikrobiologicznym, chemicznym, biochemicznym,
biologicznym i fizykochemicznym, ktérych obecnos$é moze doprowadzi¢ do zafatszowania
wyniku testu. Zalecana metodyka OEPP/EPPO nie umozliwia catkowitej eliminacji tych
zanieczyszczen podczas izolacji bakterii Cs z préob srodowiskowych. To z kolei utrudnia
diagnostyke i czesto doprowadza do uzyskania btednego wyniku [2-4, 6, 8, 10-12].

Niniejsza prezentacja przedstawia nowe podejScie w diagnostyce sprawcy bakteriozy
pierscieniowej ziemniaka na bazie proponowanych rozwigzan komercyjnych oraz naukowych
w kontekscie istniejgcych obecnie zalecerht OEPP/EPPO [1, 3, 5-9, 11].
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Problems and new solutions in diagnostics of Clavibacter sepedonicus
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Clavibacter sepedonicus (Spieckermann and Kotthoff 1914) Li et al. 2018 (Cs) — the causal
agent responsible for ring rot of potato, is one of the most troublesome pathogens of the
plant. These bacteria create difficulties in both control and diagnostics. Due to many unique
features, this pathogen poses a risk of uncontrolled spread of the disease to new areas [1-6,
8, 10-12].

One of the main problems in preventing the spread of the bacteria is the proper diagnostics.
Particularly burdensome are the environmental samples, which are usually characterized by a
large volume and a low concentration of bacterial cells. These samples also contain several
different types of microbiological, chemical, biochemical, biological, and physicochemical
contaminants, the presence of which may lead to a false test result. The recommended OEPP
/ EPPO methodology is not able to sufficiently eliminate these contaminants during the
identification of the Cs bacteria from environmental samples. This makes diagnostics difficult
and often leads to incorrect results [2-4, 6, 8, 10-12].

This presentation shows a new approach to the diagnosis of the causative agent of the ring
rot of potato, based on the proposed commercial and scientific solutions in the context of the
current OEPP / EPPO recommendations [1, 3, 5-9, 11].
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Badania obejmowaty izolacje szczepdw fitopatogendw truskawek pochodzacych z plantacji
ekologicznych. Fitopatogeny izolowano z prébek gleby, korzeni, fragmentéw roslin (lisci,
ktagczy) jak réowniez z owocéw. Szczepy fitopatogendw izolowano réznymi metodami
obejmujgcymi i) izolacje bezposrednig na réznych podtozach hodowlanych poprzez wysiew
powierzchniowy z seryjnych rozciefnczen; ii) wyktadanie fragmentéw lisci z widocznymi
zmianami na podtoza hodowlane (podtoze glukozowo-ziemniaczane (PDA), podtoze z sokiem
wielowarzywnym (V8), podioze z ekstraktem stodowym (MEA), oraz pozywke z rdzem
bengalskim i antybiotykami; iii) wykorzystanie putapek jabtkowych, poprzez inokulacje
zielonych jabtek odmiany Granny Smith fragmentami porazonych tkanek roslinnych; iv)
wyktadanie na podtoza hodowlane przygotowanych fragmentéw korzeni i owocéw.
Fragmenty korzeni przygotowywano wedfug procedury obejmujgcej ptukanie roslin w wodzie
wodociggowej, dezynfekcje powierzchniowga, a nastepnie korzenie i ktgcza obkorowywano,
wnetrze krojono na drobne fragmenty (kilka mm) i wyktadano na przygotowane podtoza na
ptytkach Petriego (podtoze glukozowo-ziemniaczane - PDA, podfoze z soku wielowarzywnego
- V8 sok, gotowe podtoze wielowarzywne - V8, podtoze kukurydziane - CA). Podobng
procedure przygotowania materiatu zastosowano do izolacji patogendw z porazonych
owocdéw: z owocow z widocznymi sladami porazenia wycinano zmienione fragmenty owocow
i po powierzchniowej dezynfekcji wyktadano je na sterylne podtoza agarowe (PDA, CA, V8sok,
V8). lzolacje fitopatogendw metodg putapkowg z wykorzystaniem zielonych jabtek odmiany
Granny Smith przygotowano zgodnie z nastepujacg procedurg: w jabtkach zdezynfekowanych
powierzchniowo wydrgzono otwory, w ktdrych umieszczano porazone fragmenty roslin
(korzeni, ktaczy), przykrywano wycietym fragmentem jabtka i zaklejano tasma. Przygotowane
putapki inkubowano w temperaturze 22-23°C przez kilka dni, do momentu pojawienia sie
widocznych zmian na powierzchni jabtka, a nastepnie pojawiajgca sie grzybnie pasazowano na
Swieze podfoze PDA w celu uzyskania czystych kultur.

Zastosowane metody izolacji umozliwity zebranie okoto 500 izolatéw, z ktérych 133 zostaty
zidentyfikowane na podstawie sekwencjonowania regionéw ITS1 lub D2 LSU rDNA.
Jednoczesnie wykorzystane metody pozwolity na identyfikacje poszukiwanych, kluczowych
patogenéw owocdw miekkich z rodzaju Phytophthora, Colletotrichum, Verticillium i Botrytis,
a takze innych rodzajow m.in. Alternaria czy Fusarium. Wykazano réwniez obecnosc
patogendw, ktére dotychczas nie byty uznawane za zagrozenie dla plantacji owocéw w Polsce
tj. Pilidium spp., Phialophora spp., Pestalotiopsis spp., Coniella spp., Gnhomonia spp. czy
Gnomoniopsis spp., co0 moze by¢ zwigzane ze zmianami klimatu oraz transferem materiatu
szkoétkarskiego pomiedzy réznymi strefami klimatycznymi.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badarn i Rozwoju w ramach programu BIOSTRATEG, numer umowy
BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018
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The research included the isolation of strawberry phytopathogen from ecological
plantations. Phytopathogens were isolated from soil samples, roots, plant fragments (leaves,
rhizomes) as well as from fruit. Strains of phytopathogens were isolated by various methods
including i) direct isolation by surface plating from serial dilutions on various culture media; ii)
laying of leaf fragments with visible changes on the culture media (glucose-potato (PDA),
multi-vegetable juice (V8), malt extract (MEA), and rose Bengal and antibiotics medium; iii)
the use of apple traps by inoculating green apples of the Granny Smith variety with fragments
of infected plant tissues; iv) laying the prepared root and fruit fragments on the growing
media. Root fragments were prepared according to the procedure of washing plants in tap
water, surface disinfection, and then the roots and rhizomes were barked, the interior was cut
into small pieces (a few mm) and placed on prepared agar medium on Petri plates (glucose-
potato substrate - PDA, juice substrate multi-vegetable substrate - V8 juice, ready-made multi-
vegetable substrate - V8, corn substrate - CA). A similar procedure of material preparation was
used for the isolation of pathogens from infected fruit: from fruit with visible traces of
infection, the changed fruit fragments were cut out and, after surface disinfection, they were
placed on sterile agar media (PDA, CA, V8sok, V8). The isolation of phytopathogens by the
trapping method with the use of green apples of the Granny Smith variety was prepared
according to the following procedure: holes were drilled in surface disinfected apples into
which the infected plant fragments (roots, rhizomes) were placed, covered with a cut apple
fragment and taped with tape. Prepared traps were incubated at 22-23 ° C for several days
until visible changes appeared on the apple surface, and then the emerging mycelium was
passaged onto fresh PDA medium to obtain pure cultures.

The methods applied to isolation of phytopathogens allowed the collection of approximately
500 isolates, of which 133 isolates were identified by sequencing the ITS1 or D2 LSU rDNA
regions. At the same time, the methods allowed to identify the key pathogens of the soft fruit
belonging to the genus Phytophthora, Colletotrichum, Verticillium and Botrytis, as well as the
other genera Alternaria and Fusarium. Moreover, the presence of pathogens which so far had
not been considered a threat to fruit plantations in Poland was also shown (Pilidium spp.,
Phialophora spp., Pestalotiopsis spp., Coniella spp., Gnomonia spp. or Gnomoniopsis spp.),
which may be related to climate change and the transfer of nursery material between
different climatic zones.

This paper was financed by The National Centre for Research and Development in frame of the project
BIOSTRATEG, contract number BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018
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Choroba szalonych korzeni wywotywana jest przez bakterie nalezagce do klasy a-
Proteobakteria, ktére posiadajg plasmid Ri. Transfer i integracja specyficznego rejonu
plazmidu, zwanego T-DNA do genomu biorcy oraz jego ekspresja w komédrkach gospodarza
skutkuje rozwojem choroby. W zwigzku z tym nastepuje intensywna i niekontrolowana
proliferacja komorek korzeni. Zmienione chorobowo korzenie pokryte sg licznymi wtoskami,
ktore utrudniajg pobieranie wody i sktadnikéw odzywczych [1], co w konsekwencji prowadzi
do strat ekonomicznych ponoszonych przez producentéw warzyw. W kwietniu 2019 roku,
dwodch polskich producentéw ogérkéw uprawianych metoda hydroponiczng dostarczyto
materiat roslinny z objawami choroby szalonych korzeni [2]. Otrzymane izolaty bakteryjne
wykazaty patogenicznos¢ w testach na stoneczniku oraz ogoérku, zas wykonane testy PCR
potwierdzity obecnos¢ plazmidéw Ri [3-5]. W celu ustalenia statusu taksonomicznego
izolatéw, wykonano analizy sekwencji 16S rRNA, a takie trzech gendéw metabolizmu
podstawowego: atpD, recA, oraz rpoB, z ktérych wynikto, ze otrzymane izolaty nalezg do
rodzaju Agrobacterium oraz ze tworzg nowy, nieopisany dotad gatunek. Sekwencjonowanie i
analiza filogenomiczna wykazata przynaleznos$¢ bakterii do biowaru 1 i potwierdzita, ze szczepy
te nalezg do nowego gatunku. W efekcie badan zaproponowano utworzenie nowego gatunku
Agrobacterium cucumeris sp. nov., ze szczepem 01327 (=CFBP 8997" = LMG 32451") jako
szczepem typowym.

Prace wykonano w ramach projektu ZOR/2/2022 finansowanego przez MEiN.
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Crazy root disease is caused by bacteria belonging to a-Proteobacteria containing root-
inducing plasmids (Ri-plasmids). Transfer and integration of a specific section of the plasmid,
called T-DNA (transfer DNA) into host DNA with its subsequent expression within host cells
results in development of the disease. Due to that, intensive and uncontrolled root
proliferation occurs. Abnormal roots are covered with numerous hairs which are responsible
for hindering the absorption of both water and nutrients [1], which finally leads to significant
economic losses in vegetable production. In April 2019, hydroponically cultivated cucumber
plants with characteristic symptoms of crazy root disease were found in two different
commercial cucumber production greenhouses in Poland [2]. Isolated bacterial strains
showed their pathogenicity towards sunflowers and cucumbers in pathogenicity tests, while
PCR amplification tests confirmed their Ri-plasmids possession [3-5]. In order to determine
taxonomic status of the strains, polyphasic taxonomic methods were used. Based on the
results of the sequence analysis of the 16S rRNA and multilocus sequence analysis (MLSA) of
the three housekeeping genes atpD, recA and rpoB, all the strains were placed within the
genus Agrobacterium and create a novel Agrobacterium species. Whole-genome sequencing
and phylogenomic analysis showed that the cucumber strains are located within the biovar 1
sub-clade of genus Agrobacterium spp. and create a new bacterial species. The performed
overall characterization allowed to propose a new species as Agrobacterium cucumeris sp.
nov., with 01327 (=CFBP 8997" = LMG 32451") as the type strain.

This research was carried out in the frame of statutory grant number ZOR/2/2022.
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Wirus mozaiki kolokazji (dasheen mosaic virus, DsMV, rodzaj Potyvirus, rodzina Potyviridae)
poraza rosliny z rodziny Araceae. Wirus przenoszony jest w sposéb nietrwaty przez wiele
gatunkéw mszyc oraz poprzez zakazony materiat propagacyjny podczas wegetatywnego
rozmnazania roslin [1]. DsMV po raz pierwszy zostat wykryty w 1970 roku w uprawach taro
(Colocasia esculenta) i od tego czasu rozprzestrzenit sie niemal na catym swiecie [2].

Dotychczas nie wykryto wystepowania DsMV w Polsce, jednak w latach 2020-2021 zebrano
10 roslin z gatunku Monstera adansonii z objawami infekcji wirusowej: jasnozielong mozaika
na blaszkach lisciowych oraz skreconymi i zdeformowanymi lis¢mi. Obecnos¢ DsMV
potwierdzono w 3 sposrod badanych roslin, za pomocg transmisyjnej mikroskopii
elektronowe] (TEM) oraz techniki RT-PCR z uzyciem starteréw diagnostycznych DMV5708-
5731F oraz DMV6131-6154R [1]. W celu uzyskania petnej sekwencji genu kodujgcego biatko
ptaszcza (CP) wirusa, zaprojektowano dwie pary starteréw, ktére uzyto w reakcjach RT-PCR.
Specyficznosé otrzymanych produktéw RT-PCR potwierdzono za pomocg sekwencjonowania
metoda Sangera, a uzyskane sekwencje CP wirusa wraz z 34 innymi sekwencjami CP
pobranymi z Banku Gendw, wykorzystano do analizy filogenetycznej. Nie stwierdzono
jednoznacznego zwigzku miedzy potozeniem geograficznym oraz gospodarzem, a zmiennoscig
genetyczng wirusa, jednak polskie izolaty wirusa z M. adanasonii, tworzyty odrebng grupe
filogenetyczng. Badana populacja DsMV charakteryzowata sie duzg zmiennoscig genetyczng,
w obrebie sekwencji CP wystepowaty liczne mutacje synonimiczne oraz niesynonimiczne,
wykryto rowniez obecnosé rekombinantdw.

Wirus mozaiki kolokazji powoduje znaczne straty w plonie taro, wynoszace nawet do 50%.
DsMV poraza tez rosliny ozdobne wptywajgc na ich walory estetyczne i tym samym
zmniejszajac ich warto$é¢ handlowg [3]. Rozprzestrzenienie sie DsMV w polskich uprawach
roslin ozdobnych, moze prowadzi¢ do strat ekonomicznych, dlatego szybka i efektywna
diagnostyka jest niezwykle istotna. Ze wzgledu na wysoki stopien zréznicowania genetycznego
populacji DsMV, wykrywanie wirusa w roslinie moze by¢ trudne, totez niezbedna jest
doktadna charakterystyka wirusa w celu opracowania uniwersalnych i specyficznych metod
identyfikacji.

Literatura
1. WangY, Wu B, Borth WB, Hamim I, Green JC, Melzer MJ, Hu J (2017) Molecular Characterization and
Distribution of Two Strains of Dasheen mosaic virus on Taro in Hawaii. Plant Dis. 101: 1980-1989.
2. Zettler FW, Foxe MJ, Hartman RD, Edwardson JR, Christie RG (1970) Filamentous viruses infecting
dasheen and other araceous plants. Phytopathology 60: 983-987.
3. Reyes G, Ronnberg-Wastljung A, Nyman M (2006) Comparison of field performance between dasheen

mosaic virus-free and virus-infected in vitro plants of cocoyam (Xanthosoma spp.) in Nicaragua. Exp. Agric.
42:301-310.

str. 142



Identification and genetic diversity of dasheen mosaic virus (DsMV)

Agnieszka Taberska, Julia Minicka, Daria Budzynska, Beata Hasiow-Jaroszewska

Institute of Plant Protection — National Research Institute, Wtadystawa Wegorka 20, 60-318 Poznan

e-mail: a.taberska@iorpib.poznan.pl

Dasheen mosaic virus (DsMV, genus Potyvirus, family Potyviridae) infects plants belonging to
family Araceae. DsMV is transmitted in non-persistent manner by several aphid species and
by infected propagation material during vegetative reproduction of plants [1]. DsMV was first
detected in 1970 in taro (Colocasia eculenta) and since then has spread almost all over the
world [2].

So far DsMV hasn't been detected in Poland, although in 2020-2021 ten M. adansonii plants
with virus-like symptoms, such as bright green mosaic, mottle and leaves distortion were
collected. Infection of DsMV was confirmed in three out of ten collected plants, by
transmission electron microscopy (TEM) and RT-PCR using diagnostic primers DMV5708-
5731F and DMV6131-6154R [1]. In order to obtain nucleotide sequence of coat protein (CP),
two pairs of primers were designed and used in RT-PCR reactions. Specificity of the obtained
RT-PCR products was confirmed by Sanger sequencing. The obtained CP sequences with 34
other DsMV CP sequences available in GenBank, were used in phylogenetic analysis. There
were no clear correlation between origin, host and genetic variability of virus, however the
Polish isolates of DsMV isolated from M. adansonii plants created distinct cluster. Analyzed
population of DsMV was highly diverse and shaped by both mutations and recombinations.

DsMV causes significant yield losses in taro cultivation, even up to 50%. DsMV also infects
ornamental plants affecting their aesthetic qualities and decreasing their commercial value
[3]. Spreading of DsMV in the Polish cultivation of ornamental plants, can lead to economic
losses, therefore fast and effective diagnostics of infected plants is essential. Due to highly
diverse population of DsMV, virus detection could be difficult, thus further analysis and
characteristics of virus are necessary to develop universal and specific method for virus
identification.
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Gorzka zgnilizna jabtek, powodowana przez grzyby z rodzajow Phlyctema i Neofabraea, jest
uznawana za najwazniejszg chorobe przechowalniczg jabtek, przynoszacg znaczgce straty
plonu w wiekszosci regiondw sadowniczych. Badania przeprowadzone w Instytucie
Ogrodnictwa-PIB w Skierniewicach nad wystepowaniem i identyfikacjg sprawcéw gorzkiej
zgnilizny jabtek w Polsce wykazaty, ze czynnikiem sprawczym moga by¢ trzy gatunki grzybéw:
Phlyctema vagabunda (dawniej Neofabraea vagabunda), N. perennans oraz N. kienholzii, przy
czym w przechowywanych jabtkach najczesciej wystepuje P. vagabunda (Michalecka i wsp.,
2015). Do infekcji owocéw w sadzie moze dojs¢ podczas catego sezonu wegetacyjnego.
Poczatkowo choroba rozwija sie w formie utajonej: zarodniki kietkujg na powierzchni owocéw,
dostajg sie do przetchlinek, ale nie rozwijajg sie dalej. Stan porazenia latentnego moze
utrzymywaé sie nawet przez kilka kolejnych miesiecy, w czasie ktdérych owoce s3g
przechowywane w chtodni. Rozwdj objawdw chorobowych zbiega sie zazwyczaj z momentem
osiggniecia przez jabtka dojrzatosci konsumpcyjnej; strzepki grzyba przerastajg przez
przetchlinki do migzszu owocdw i powodujg szybki rozpad gnilny. Taka sytuacja stworzyta
potrzebe opracowania szybkiej i czutej metody detekcji sprawcow choroby w bezobjawowo
porazonych owocach. W tym celu zaprojektowano dwa zestawy starterow do reakcji LAMP w
oparciu o fragmenty gendw: acpl - kodujgcego biatko wigzgce GTP oraz asps - kodujgcego
proteaze aspartylowg badanych grzybow. Reakcje LAMP optymalizowano w oparciu u DNA
referencyjnych szczepdw grzybow, sztucznie zakazonych jabtek z objawami gorzkiej zgnilizny,
jednoczesnie testujgc selektywnos¢ metody w stosunku do izolatéw innych grzybéw
patogenicznych dla jabtek oraz DNA zdrowych jabtek. W celu zwiekszenia czutosci detekcji
przed reakcjg LAMP zastosowano preamplifikacje docelowego DNA. Walidacje metody
przeprowadzono w reakcjach z DNA z jabtek z objawami gorzkiej zgnilizny pochodzgcymi z
naturalnych infekgciji.

Opracowana metoda umozliwita specyficzne wykrycie trzech gatunkéw grzybdow:
P. vagabunda, N. perennans i N. kienholzii. Czuto$¢ wykrywania patogendéw wynosita okoto 4
pg/ul w czystej kulturze grzybow i 1,0 — 1,5 pg/ul w mieszaninie z DNA jabtka. Opracowana
metoda zostata wdrozona do Centralnego Laboratorium PIORIN i jego 3 oddziatéw w Polsce w
celu badania jabtek przeznaczonych na eksport pod katem utajonych infekcji patogenami
wywotujgcymi gorzka zgnilizne.

Prace wykonano w ramach projektu FITOEXPORT (Gospostrateg1/385957/5/NCBR/2018) finansowanego przez
NCBIR.
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Bull’s eye rot, caused by fungi of the genera Phlyctema and Neofabraea, is considered to be
the most important storage disease of apples, causing significant yield losses in most orchard
regions. Research conducted in The National Institute of Horticultural Research, Skierniewice
on the occurrence and identification of the causal agents of the disease in Poland showed that
three species of fungi can be responsible: Phlyctema vagabunda (formerly Neofabraea
vagabunda), N. perennans and N. kienholzii, while the most frequently P. vagabunda occurs
(Michalecka et al., 2015). In the orchard, fruit may be infected during the entire growing
season. Initially, the disease develops in a latent form: spores germinate on the surface of the
fruit, enter the lenticels, but do not develop further. The latent state may persist for several
consecutive months while the fruit is stored in a cold store. The development of disease
symptoms usually coincides with the time when the apples reach consumption maturity; the
fungus hyphae grow through the lenticels into the fruit flesh and cause a quick rot
development. This situation created the need to develop a quick and sensitive method of
disease causative agents in asymptomatically infected fruit. For this purpose, two sets of
primers for the LAMP assay were designed based on gene fragments: acpl - coding GTP-
binding protein and asps — coding aspartyl protease of the studied fungi. The LAMP reaction
was optimized based on the DNA of reference fungal strains, artificially infected apples with
symptoms of bitter rot, while selectivity of the method was tested with DNA of isolates of
other fungi pathogenic to apples, as well as with DNA of healthy apples. In order to increase
the sensitivity of detection before the LAMP reaction, preamplification of the target DNA was
applied. The method was validated in reactions with DNA from apples with symptoms of bull’s
eye rot coming from natural infections.

The developed method allowed for the specific detection of three species of fungi:
P. vagabunda, N. perennans and N. kienholzii. The sensitivity for pathogen detection was
about 4 pg/ul in pure fungal culture and 1.0 - 1.5 pg/ul in a mixture with apple DNA. The
developed method was implemented in the Central Laboratory of PIORIN and its 3
departments in Poland in order to test apples intended for export for latent infections with
pathogens causing bull’s eye rot.

This research was performed within the FITOEXPORT Project (Gospostrateg1/385957/5/NCBR/2018), financed
from the National Center for Research and Development.

References
1. Michalecka, M., Bryk, H., Poniatowska, A., & Putawska, J. (2016). Identification of Neofabraea species
causing bull's eye rot of apple in Poland and their direct detection in apple fruit using multiplex PCR.
Plant Pathology, 65(4), 643-654.

str. 145



Mikroskopowa i molekularna detekcja zarodnikéw Cercospora beticola z prob
powietrza w rejonach intensywnej uprawy buraka cukrowego w Polsce

Joanna Kaczmarek, Witold Irzykowski, Matgorzata Jedryczka

Instytut Genetyki Ro$lin Polskiej Akademii Nauk, ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan

e-mail: mjed@igr.poznan.pl

Cercospora beticola Sacc. jest jednym z najgrozniejszych patogendéw buraka cukrowego we
wszystkich rejonach uprawy tej rosliny. Straty przez niego powodowane wynikajg ze
zmniejszenia powierzchni asymilacyjnych lisci, co silnie wptywa na rozwdj roslin, skutkiem
czego zmniejszajg sie korzenie i obniza sie w nich zawartos$¢ cukru. Wystepowanie chwoscika
w duzej mierze uzaleznione jest od obecnosci zrédta porazenia roslin oraz warunkow
pogodowych. Optymalnymi warunkami dla rozwoju grzyba i infekcji jest temperatura
powietrza od 25 do 30°C oraz 5 do 8 godzin wilgotnosci wzglednej powietrza przekraczajacej
90%. Zrédtem infekcji s porazone liscie buraka oraz innych roslin zywicielskich, na ktérych
tworzg sie zarodniki konidialne.

Monitorowanie stezenia zarodnikdw w powietrzu pozwala na ustalenie poczatku ich
uwalniania, a takze $ledzenie zmian, ustalenie terminu ich najwyzszego stezenia, a takze
zaleznos¢ pomiedzy ich obecnoscig w powietrzu a warunkami pogodowymi. W latach 2021
12022, od 15 czerwca do 30 sierpnia badano stezenie zarodnikow C. beticola przy
zastosowaniu siedmiodniowych putapek wolumetrycznych (Burkard Manufacturing, Wielka
Brytania). Monitoring prowadzono w czterech regionach intensywnej uprawy buraka
w Polsce, zréznicowanych pod wzgledem potozenia geograficznego i klimatycznego. Putapki
znajdywaty sie w: Woysokiej Gryfinskiej (woj. zachodniopomorskie), Radostowie (woj.
pomorskie), Hulczach (woj. lubelskie) oraz w Straszkowie (woj. tddzkie).

W 2021 roku zarodniki grzyba C. beticola najwczesniej zaobserwowano na wschodzie Polski,
w Hulczach. Po ponad dwdch tygodniach ich obecnos¢ stwierdzono w Wysokiej Gryfifskiej.
Nastepnie w dniu 5 lipca zarodniki odnotowano w Radostowie. W najpdzniejszym terminie
zarodniki C. beticola wykryto w powietrzu w Straszkowie. Najwyzsze stezenie zarodnikow C.
beticola stwierdzono w dniu 9 sierpnia w Hulczach (51 zarodnikéw w 1 m3 powietrza).
W pozostatych lokalizacjach ich najwyzsze stezenie wahato sie od 9 do 18 sztuk w metrze
szeSciennym powietrza. W Hulczach zarodniki byty obecne w powietrzu przez prawie caty
okres badan. Porédwnano takze liczebnos¢ zarodnikéw obserwowanych pod mikroskopem
oraz stezenie DNA C. beticola oznaczonych metodg Real-Time PCR. Potgczenie metody
molekularnej z mikroskopowg stworzy szanse na precyzyjne monitorowanie stezenia
zarodnikéw tego patogena.

W chwili opracowywania streszczenia rozpoczeto monitoring zarodnikdw grzybdéw
C. beticola w 2022 roku. Szczegdtowe wyniki zostang przedstawione na konferencji Polskiego
Towarzystwa Fitopatologicznego.
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Cercospora beticola Sacc. is one of the most dangerous pathogens of sugar beet in all
growing regions of this crop. The losses caused by this pathogen are due to a reduction of the
assimilative surface of the leaves, which essentially affects the development of the plants,
resulting in a decrease in the root size and a decrease in their sugar content. The occurrence
of Cercospora leaf spot strongly depends on the presence of the source of the plant infestation
and weather conditions. The optimal conditions for the development of the fungus and for
the infection are an air temperature of 25 to 30°C and 5 to 8 hours of relative humidity above
90%. The source of infection are sugar beet leaves and other host plants, on which conidial
spores are formed.

Monitoring of the spore concentration in the air allows to determine the onset of their
release, as well as to track changes, to determine their highest concentration and the
relationship between their presence in the air and weather conditions. In 2021 and 2022, the
concentration of C. beticola spores was studied from June 15 to August 30 using seven-day
volumetric spore traps (Burkard Manufacturing, UK). Monitoring was carried out in four
regions of intensive sugar beet cultivation in Poland, varying in geographical and climatic
location. The traps were located in: Wysoka Gryfinska (West Pomeranian Voivodeship),
Radostowo (Pomeranian Voivodeship), Hulcze (Lublin Voivodeship) and Straszkow (Lodz
Voivodeship).

In 2021, the earliest detection of C. beticola spores were in eastern Poland, in Hulcze. After
more than two weeks, they also appeared in West Pomeranian province, in Wysoka Gryfifiska.
Then, on July 5, their presence was recorded inRadostowo. Lastly, C. beticola spores were
detected in the air in Straszkow. The highest concentration of C. beticola spores was found on
August 9 in Hulcze (51 spores in 1 m? of air). In other locations, their highest concentration
ranged from 9 to 18 in one cubic meter of air. In the Hulcze, spores were present in the air for
almost the entire study period. The abundance of spores observed under a microscope and
the concentration of C. beticola DNA determined by Real-Time PCR were also compared.
Combining the molecular method with the microscopic method will provide an opportunity to
precisely monitor the spore concentration of this pathogen.

At the time of preparing the abstract, monitoring of C. beticola fungal spores in 2022 has
started. Detailed results will be presented at the conference of the Polish Phytopathological
Society.
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Badania biologiczne dotyczytly praktycznych aspektéw takich jak rozréznianie za pomocg kilku
elektronicznych noséw lotnych metabolitéw wtérnych, pomiedzy patogenicznymi legniowcami
Phytophthora plurivora i Pythium intermedium oraz grzybami Fusarium oxysporum i Rhizoctonia solani
[1] Informacja z jakim patogenem mamy do czynienia w szkétkach lesnych umozliwia zaprojektowanie
odpowiedniej strategii ochrony roslin (np. dobdr wiasciwych srodkéw ochrony roslin). Ze wzgledu na
liczne réznice w budowie morfologicznej i cyklach biologicznych pomiedzy grzybami (np. posiadajgcymi
chityne w scianach komérkowych) i legniowcami (nie posiadajgcymi chityny), dostepne na rynku
fungicydy oparte na blokowaniu syntezy ergosterolu z reguty nie dziatajg na legniowce, ktére posiadaja
cholesterol. Poza tym, zgodnie z zasadami integrowanej ochrony roslin (Dyrektywa KE), preparaty
chemiczne powinny by¢ stosowane w ostatecznosci. Z tego wzgledu rozréznienie pomiedzy silnymi
patogenami z rodzaju Phytophthora i stabszymi z rodzaju Pythium moze by¢ pomocne w podjeciu
decyzji o przystgpieniu do zabiegéw zwalczania lub ich zaniechaniu i akceptacji znosnych ekonomicznie
strat. Ze wzgledu na to ze stosowane pestycydy czesto maskujg chorobe nie ma mozliwosci zauwazenia
typowych symptomoéw chorobowych i wyeliminowania porazonych sadzonek, ktére dostajg sie na
uprawy lesne. Zaniechanie stosowania srodkéw ochrony roslin na rzecz selekcji zdrowego materiatu
roslinnego m.in. z udziatem e-nosa jest zatem zgodne z tg koncepcjg, a dodatkowo nie dopuszcza do
uodparniania sie patogendw na stosowane srodki chemiczne, nie zatruwa $rodowiska i nie niszczy zycia
biologicznego w glebie (réznorodnosci biologicznej). Drugim priorytetem badan, byto stworzenie
taniego i skutecznego narzedzia dla szkétkarzy le$nych, stad state ulepszanie i testy nowych urzadzen
(e-noséw), zaréwno na czystych kulturach hodowanych organizméw jak i w interakcjach z porazonymi
roslinami [2,3]. W tym ostatnim przypadku do testdw wykorzystano kietkujagce siewki debdw
szyputkowych (Quercus robur). Pozwolity one na zréznicowanie (oddzielenie) tych porazonych przez
silnego patogena P. plurivora i stabego Py. intermedium. W mys$| opisanej powyzej zasady informacja
taka moze byc¢ przydatna dla praktykdw szkétkarzy do podjecia decyzji wykonania zabiegow
ratowniczych, gdy sprawcg porazenia zotedzi jest P. plurivora i ich zaniechania jezeli stwierdzono tylko
patogeny z rodzaju Pythium. Dodatkowo, poszukiwano nowych zastosowan stworzonych przez nas
urzadzen m.in. do identyfikacji innych zagrozen pojawiajacych sie w srodowisku lesnym jakim jest
nowe zjawisko zamierania jesionéw i jej sprawca grzyb Hymenoscyphus fraxineus [4].

1. P.Borowik, L. Adamowicz, R. Tarakowski, et al. (2021). Sensors, 21, 5868.

P. Borowik, L. Adamowicz, R. Tarakowski, et al. (2021). Molecules, 26, 5272.
P. Borowik, L. Adamowicz, R. Tarakowski, et al. (2021). Sensors, 21, 1326.
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Biological studies concerned practical aspects such as distinguishing, by means of several electronic
noses, volatile secondary metabolites, between the pathogenic oomycetes Phytophthora plurivora and
Pythium intermedium and the fungi Fusarium oxysporum and Rhizoctonia solani [1]. Information on
which pathogen we deal with in forest nurseries enables the design of an appropriate plant protection
strategy (e.g. selection of appropriate plant protection products). Due to the numerous differences in
morphological structure and biological cycles between fungi (e.g. having chitin in their cell walls) and
oomycetes (having no chitin), commercially available fungicides based on blocking ergosterol synthesis
usually do not work on oomycetes, which have cholesterol. Besides, according to the principles of
integrated pest management (IPM), chemical preparations should be used as a last resort. Therefore,
a distinction between strong Phytophthora and weaker Pythium pathogens can be helpful in deciding
whether or not to proceed with control measures and to accept economically bearable losses. Because
the pesticides used often mask the disease, there is no way to spot typical disease symptoms and
eliminate infected seedlings that enter forest crops. Abandoning the use of plant protection products
in favor of the selection of healthy plant material, among others, with the participation of e-nose, is
therefore consistent with this concept, and additionally does not allow the pathogens to become
resistant to the chemicals used, does not poison the environment and does not destroy biological life
in the soil (biodiversity). The second research priority, was to create a cheap and effective tool for
forest nurserymen, hence the continuous improvement and testing of new devices (e-noses), both on
pure cultures of cultured organisms and in interactions with infected plants [2,3]. In the latter case,
germinated seedlings of pedunculate oak (Quercus robur) were used for testing. They allowed
differentiation (separation) of those infected by the strong pathogen P. plurivora and the weak Py.
intermedium. According to the principle described above, such information may be useful for nursery
practitioners to decide how to carry out IPM when P. plurivora is the cause of acorn infestation. In
addition, we searched for new applications of our devices, among others, to identify other threats
emerging in the forest environment such as a new phenomenon of ash dieback cause by fungus
Hymenoscyphus fraxineus [4].
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Ocena skutecznosci wybranych preparatéw w ochronie jabtoni przed sprawca
parcha jabtoni (Venturia inaequalis)
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Badania wykonano w 2020 i 2021 roku na drzewach odmiany ‘Sampion’ w Garlicy
Murowanej. Testowano rézne formy nawozu fosforo-potasowego Miligard, z dodatkiem siarki
- Miligard ”S”. W 2020 r. zastosowano preparaty w formie oprysku w kombinacjach: Miligard
w dawce 4 kg/ha, Miligard - 5 kg/ha, profilaktyczne fungicydy kontaktowe, fungicydy
zapobiegawczo-interwencyjne oraz kontrola — drzewa nieopryskiwane. W 2021 r. kombinacje
stanowity preparaty: Miligard NEW w dawce 5 kg/ha, Miligard — 5 kg/ha, Miligard ”S” ptynny
— 4 kg/ha, fungicydy zapobiegawczo-interwencyjne oraz kontrola. Terminy zabiegdw wynikaty
z aktualnych wskazan monitoringu i sygnalizacji. Analizy zdrowotnosci lisci i owocéw
wykonywano stosujgc 6 stopniowg skale [1]. Przeprowadzono takze laboratoryjng ocene
dziatania leczniczego preparatéw, opryskujac wczesniej drzewa z widocznymi objawami
chorobowymi na lisciach i owocach. Nastepnie wysiewano zarodniki, z lisci i owocow z
poszczegblnych kombinacji, na podtoze PDA. Po 24 godzinach zliczano ilo$¢ kietkujgcych
zarodnikéw [2]. W 2020 roku kombinacje stanowity: Miligard 0,6%, dwukrotnie Miligard 0,6%,
Miligard 1%, Syllit 65 WP (dodyna) 0,13%, Difo 250 SC (difenokonazol) 0,027% oraz kontrola —
drzewa niechronione. W 2021 r. kombinacjami byty: Miligard NEW 1%, Miligard ”S” ptynny
0,8%, oraz Syllit 65 WP, Difo 250 SC i kontrola jak w poprzednim roku.

Wyniki obserwacji zdrowotnosci lisci i owocdw w 2020 r. wskazuja, ze zastosowane
preparaty istotnie korzystnie wptynety na ograniczanie pojawu nowych objawéw
chorobowych w poréwnaniu do kontroli. Skutecznos¢ Miligardu w nizszej dawce byta podobna
jak preparatow zapobiegawczych. Najskuteczniejsza byta ochrona z zastosowaniem
fungicyddéw zapobiegawczych i interwencyjnych. Podobne wyniki uzyskano w 2021 r., pomimo
korzystnych dla patogena warunkdw pogodowych w pdzniejszym okresie wegetacji. Rezultaty
doswiadczenia nad oddziatywaniem testowanych preparatow na zdolnosé¢ kietkowania
zarodnikéw V. inaequalis wskazujg na to, ze wszystkie zastosowane srodki istotnie skutecznie
ograniczaty zywotnos¢ zarodnikow konidialnych w pordwnaniu do kontroli. Wptyw ten byt
zréznicowany w zaleznosci od zastosowanego preparatu oraz jego stezenia. Najskuteczniejszy
byt fungicyd uktadowy Difo 250 SC, mniej skuteczny byt kontaktowy Syllit 65 WP. Miligard
zastosowany dwukrotnie byt skuteczniejszy w pordwnaniu do pozostatych kombinacji z tym
preparatem. W 2021 r. stwierdzono podobne rezultaty, przy czym preparat Miligard ”S”
ptynny wykazat lepszg efektywnosé w porédwnaniu do Miligard NEW.

Prace wykonano w ramach badan zamawianych, finansowanych przez ICB Pharma Jaworzno.
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jabtoniowych. Prog. Plant Prot., 51(3): 1179-1183.

str. 150



Evaluation of the effectiveness of selected preparations in the protection of
apple trees against the causative agent of apple scab (Venturia inaequalis)
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The research was carried out in 2020 and 2021 on trees of the 'Sampion’ cultivar in Garlica
Murowana. Various forms of the phosphorus-potassium fertilizer Miligard with the addition
of sulfur - Miligard "S" were tested. In 2020, spraying preparations were used in the following
combinations: Miligard at a dose of 4 kg/ha, Miligard - 5 kg/ha, preventive contact fungicides,
preventive-intervention fungicides and control - untreated trees. In 2021, the combinations
were the following preparations: Miligard NEW at a dose of 5 kg/ha, Miligard - 5 kg/ha,
Miligard "S" liquid - 4 kg/ha, preventive-intervention fungicides and control. The dates of the
treatments resulted from the current monitoring and signaling indications. Leaf and fruit
health analyzes were performed using a 6-point scale [1]. Laboratory evaluation of the
therapeutic effect of the preparations was also carried out, spraying trees with visible disease
symptoms on leaves and fruit beforehand. The spores, of the leaves and fruits of the individual
combinations, were then plated on the PDA medium. After 24 hours, the number of
germinating spores was counted [2]. In 2020, the combinations were: Miligard 0.6%, twice
Miligard 0.6%, Miligard 1%, Syllit 65 WP (dodine) 0.13%, Difo 250 SC (difenoconazole) 0.027%
and control - unprotected trees. In 2021, the combinations were: Miligard NEW 1%, Miligard
"S" liquid 0.8%, and Syllit 65 WP, Difo 250 SC and control as in the previous year.

The results of the observations of the health of leaves and fruit in 2020 indicate that the used
preparations had a significant positive effect on reducing the appearance of new disease
symptoms compared to the control. The effectiveness of Miligard in the lower dose was
similar to that of the preventive preparations. The most effective protection was with the use
of preventive and intervention fungicides. Similar results were obtained in 2021, despite
favorable weather conditions for the pathogen in the later growing season. The results of the
experiment on the influence of the tested preparations on the germination capacity of V.
inaequalis spores indicate that all the applied measures significantly reduced the viability of
the conidial spores compared to the control. This effect was diversified depending on the used
preparation and its concentration. The systemic fungicide Difo 250 SC was the most effective,
the contact Syllit 65 WP was less effective. Twice applied Milligard was more effective
compared to other combinations with this preparation. In 2021, similar results were found,
with the Miligard "S" liquid preparation showing better efficiency compared to Miligard NEW.

The work was performed as part of commissioned research financed by ICB Pharma Jaworzno.
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Badania in vitro antagonistycznego oddziatywania wybranych grzybow na
Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem.
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Grzyb Bipolaris sorokiniana jest znanym patogenem jeczmienia i przyczyng chordb podsuszkowych,
plamistosci lisci, czy czernienia ktoséw. Patogen ten jest powszechny nie tylko w jeczmieniu, ale takze
w pszenicy i wielu gatunkach traw na catym Swiecie. Jeczmien jest podatny na infekcje na kazdym
etapie swojego wzrostu. Spadek plonu moze wynies¢ nawet ponad 30% i jest konsekwencjg infekcji
korzeni, dolnych miedzywezli, lisci, ktoséw i zbéz w nich [1]. Zrédtem infekcji mogg byé zaréwno
nasiona, jak i gleba [2]. Wysoka wilgotnos¢ sprzyja asymilacji lisci, zarodnikowaniu i infekcji zb6z w
ktosach [3].

W ochronie roslin uprawnych przed chorobami grzybowymi, coraz powszechniej stosuje sie walke
biologiczng, do ktérej coraz czesciej wykorzystywane sg gatunki grzybow oddziatywujace
antagonistycznie w stosunku do okreslonego patogena. W przypadku organizmoéw saprotroficznych
oddziatywanie antagonistyczne moze wystgpi¢ w/na samym gospodarzu lub w jego sgsiedztwie [4].

Celem badan byfa ocena oddziatywania pomiedzy wybranymi grzybami mikroskopowymi na wzrost
i rozwdj gatunku Bipolaris sorokiniana na sztucznym podtozu. Do badan uzyto wyizolowane wczesniej
z nasion grzyby: B. sorokiniana, Acremonium sp., Alternaria alternata, Aspergillus sp., Botrytis cinerea,
Chaetomium globosum, Cladosporium herbarum, Colletotrichum sp., Drechslera dematioidea, D.
teres, Epicoccum purpurascens, Fusarium avenaceum, F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum, F.
heterosporum, F. moniliforme, F. oxysporum, F. poae, F. semitectum, F. solani, F. sporotrichioides, F.
tricinctum, Microdochium nivale, Nigrospora oryzae, Papularia arundinis, Papulaspora sp., Phoma sp.,
Sordaria fimicola, Stemphylium botryosum, S. consortiale, Trichoderma viride. Gatunek B. sorokiniana
i jeden z wczesniej izolowanych grzybdw wszczepiano na szalce z pozywkag PDA w odlegtosci 2 cm od
siebie i po 6 dniach inkubacji oceniano efekty interakcji mierzac Srednice kolonii tych grzybow.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze badane grzyby wptywaty na wzrost B. sorokiniana w sposéb
zrdéznicowany. Grzyb ten najstabiej wzrastat w obecnosci Trichoderma viride, F. graminearum, Botrytis
cinerea, Sordaria fimicola, Epicoccum purpurascens, F. sporotrichioides, F. culmorum, Nigrospora
oryzae, Papularia arundinis, Phoma sp., Drechslera dematioidea i Alternaria alternata. Brakiem
oddziatywania antagonistycznego w stosunku do B. sorokiniana wykazaty sie F. oxysporum, F.
tricinctum i Acremonium sp. Pozostate gatunki tylko w niewielkim stopniu wptywaty na zahamowanie
wzrostu badanego gatunku.

5. Literatura:

1. Eng-Chong-Pua RR, Pelletier HR, Klinck HR (1985) Seedling blight, spot blotch and common root rot in
Quebec and their effect on grain vyield in barley. Can J Plant Pathol 7: 395-401.
2. Kumar J, Hiickelhoven R, Beckhove U, Nagarajan S, Kogel KH (2001) A compromised Mlo pathway
affects the response of barley to the necrotrophic fungus Bipolaris sorokiniana (teleomorph:
Cochliobolus sativus) and its toxins. The American Phytopathological Society Vol. 91(2): 127 — 133.
3. Couture L, Sutton JC (1978) Relation of weather variables and host factors to incidence of airborne
spores of Bipolaris sorokiniana. Can J Bot 56: 2162-2170.
4. Tucci M, Ruocco M, De Masi L, De Palma M, Lorito M (2011) The beneficial effect of Trichoderma spp.
on tomato is modulated by the plant genotype. Mol Plant Pathol 12: 341-354.
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In vitro screening of antagonistic effect of selected fungi on Bipolaris
sorokiniana (Sacc.) Shoem.
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The fungus Bipolaris sorokiniana is a known pathogen of barley and the cause of common root rot,
leaf spot disease, seedling blight and black point. This pathogen is common not only in barley, but also
in wheat and many types of grasses around the world. Barley is susceptible to infection at all stages of
its growth. The decrease in yield can be even more than 30% and is a consequence of the infection of
the roots, lower internodes, leaves, ears and grains in them [1]. The source of infection can be both
seeds and soil [2]. High humidity High humidity favors the assimilation apparatus of the leaves,
sporulation and grain infection in the ears [3]. In the protection of cultivated plants against fungal
diseases, increasingly biological combat is used, for which are used fungal species antagonistic
interacting with a specific pathogen. The antagonistic interaction may occur in / on the host itself or in
its vicinity in in the case of saprotrophic organisms. [4].

The aim of the study was to evaluate the interaction between selected microscopic fungi on the
growth and development of the species Bipolaris sorokiniana on an artificial medium. The following
fungiisolated from seeds were used in the study: B. sorokiniana, Acremonium sp., Alternaria alternata,
Aspergillus sp., Botrytis cinerea, Chaetomium globosum, Cladosporium herbarum, Colletotrichum sp.,
Drechslera dematioidea, D. teres, Epicoccum purpurascensum, Fusarium avenaceum, F. culmorum, F.
equiseti, F. graminearum, F. heterosporum, F. moniliforme, F. oxysporum, F. poae, F. semitectum, F.
solani, F. sporotrichioides, F. tricinctum, Microdochium nivale, Nigrospora oryzae, Papularia arundinis,
Papulaspora sp., Phoma sp., Sordaria fimicola, Stemphylium botryosum, S. consortiale, Trichoderma
viride. B. sorokiniana species and one of the previously isolated fungi were inoculated in a PDA medium
in apart of 2 cm from each other, and after 6 days of incubation, the effects of the interaction were
assessed by measuring the colony diameter of these fungi. The obtained results indicate that the tested
fungi have had a diversified impact on the growth of B. sorokiniana. The most severely inhibited growth
of B. sorokiniana was observed in the presence of Trichoderma viride, F. graminearum, Botrytis cinerea,
Sordaria fimicola, Epicoccum purpurascens, F. sporotrichioides, F. culmorum, Nigrospora oryzae,
Papularia arundinis, Phoma sp., Drechslera dematioidea and Alternaria alternata. No antagonistic
effect against B. sorokiniana was found in the case of its growth in the presence of F. oxysporum, F.
tricinctum and Acremonijum sp. The remaining species only slightly inhibited the growth of the studied
fungus.
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Quebec and their effect on grain yield in barley. Can J Plant Pathol 7: 395-401.
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on tomato is modulated by the plant genotype. Mol Plant Pathol 12: 341-354.
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Implementacja niskotemperaturowej plazmy pod cisnieniem atmosferycznym
do eliminacji patogendow roslinnych z powierzchni nasion waznych
ekonomicznie roslin
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Patogeny roslin odpowiadajg za zniszczenie okoto 16% plondw rocznie na Swiecie. Przektada
sie to na setki miliardodw dolaréw strat. Poniewaz w ciggu ostatnich 5 lat zakazano stosowania
ponad 70 pestycydéw w UE, istnieje ogromne zapotrzebowanie na nowe metody ochrony
roslin. Rozwigzaniem moze by¢ bezposrednie zastosowanie zimnej plazmy pod cisnieniem
atmosferycznym (CAPP), ktéra oprdécz reaktywnych form tlenu i azotu generuje
promieniowanie UV. Celem pracy byto zbadanie wifasciwosci antybakteryjnych plazmy
wytadowania barierowego (DBD) przeciwko Dickeya i Pectobacterium spp. inokulowanych na
nasionach fasoli mung. Ponadto, zbadano wptyw plazmy DBD na kietkowanie i wzrost nasion
fasoli mung. Ekspozycja na plazme DBD trwajaca 2-4 min doprowadzita do ponad 99,91% (3,07
log) zmniejszenia ilosci zywotnych komérek fitopatogendw. Rodwniez ten zabieg stymulowat o
3-4% szybkos¢ kietkowania nasion. Nadto, mechanizm dziatania plazmy DBD zostat
zobrazowany za pomocg mikroskopii TEM i SEM. Udowodnilismy, ze bezposrednia obrébka
plazmg DBD moze by¢ skutecznym narzedziem do zwalczania fitopatogendéw bakteryjnych bez
hamowania wzrostu roslin. Nasze badania sugerujg potencjalne zastosowanie CAPP jako
przyjaznych dla srodowiska i innowacyjnych metod ochrony roslin.

Finansowanie: NCN-OPUS 17: UMO-2019/33/B/NZ9/00940
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Implementation of a non-thermal atmospheric pressure plasma for
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Plant pathogens destroy around 16% of crop yield annually. This translates to hundreds of
billions of USS. With over 70 pesticides banned in the EU in last 5 years, there is great need
for new plant protection methods. Direct application of cold atmospheric pressure plasmas
(CAPPs), which generates UV radiation in addition to reactive oxygen and nitrogen species
might be a solution. The aim of this study was to examine antibacterial properties of a
dielectric barrier discharge (DBD) plasma against Dickeya and Pectobacterium spp. inoculated
on mung bean seeds. Besides, the influence of the DBD plasma on germination and growth of
mung bean seeds was investigated. The DBD exposure lasting 2-4 min led to over 99.91% (3.07
log) reduction in the amount of viable phytopathogenic cells. Also, this treatment stimulated
by 3-4% the seed’s germination rate and by up to 13% the subsequent early growth of the
seedlings. Furthermore, the mechanism of DBD plasma action has been elucidated with TEM
and SEM microscopy. We proved that the direct DBD plasma treatment can be an efficient
tool to fight bacterial phytopathogens without impeding plant growth. Our research suggests
the potential applicability of CAPPs as eco-friendly and innovative plant protection methods.

Funding: NCN-OPUS 17: UMO0-2019/33/B/NZ9/00940
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Woda elektrolizowana jako alternatywna zaprawa dla nasion warzyw
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Wymagania Komisji Europejskiej odnosnie redukcji dozwolonych substancji aktywnych
spowodowaty, ze obecnie brak zarejestrowanych fungicyddw do zaprawiania nasion warzyw.
Ograniczenia te zwigzane sg ze strategig UE "Od pola do stotu" oraz Krajowym Planem Dziatania na
rzecz ograniczenia ryzyka zwigzanego ze stosowaniem srodkéw ochrony roslin na lata 2018—-2022 [1].
Stad poszukuje sie mozliwosci zastgpienia wycofanych fungicydéw innymi substancjami, np. wodg
elektrolizowang, ktéra jest wykorzystywana do zwalczania mikroorganizmoéw powodujacych psucie
warzyw [2]. W badaniach testowano ustabilizowang wode elektrolizowang Agro ECA (zawartos¢ kwasu
podchlorawego 2000 ppm (0,2%). Préby nasion wybranych gatunkéw warzyw (pomidor, ogédrek,
papryka, satata, kapusta, cebula, marchew, pietruszka kalafior) odkazano roztworami o stezeniu 1% i
1,5% przez 60 sekund. Nastepnie materiat siewny przetrzymywano w temperaturze pokojowej, a po 7
i 14 dniach oceniano ilos¢ nasion czystych, nasion przerosnietych koloniami bakterii lub grzybnig oraz
nasion z mieszanymi koloniami mikroorganizméw. W warunkach in vitro testowano wptyw réznych
stezen (0,5%, 1,5 % i 2,5%) Agro Eca na wzrost wybranych patogendéw warzyw: Alternaria alternata,
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum oraz Stromatinia
cepivora. Skutecznos$¢ zastosowanej wody elektrolizowanej wyliczano wg wzoru Abbotta.

Zastosowanie Agro Eca istotnie wptywato na ograniczenie liczby nasion zainfekowanych
mikroorganizmami, w poréwnaniu do nasion niedezynfekowanych. Jedynie u marchwi i sataty nie
uzyskano nasion catkowicie wolnych od mikroorganizméw ale traktowanie Agro Eca redukowato
istotnie liczbe kolonii mikroorganizméw w poréwnaniu do kontroli. Koricowa zdolnos¢ kietkowania
nasion testowanych gatunkéw wykonano wg normy PN-79/R-65950, wykazata istotny korzystny wptyw
wody elektrolizowanej na procent skietkowanych nasion w przypadku pomidora, ogdrka, sataty,
kapusty, marchwi pietruszki i kalafiora. W odniesieniu do nasion papryki i kapusty nie stwierdzono
istotnego statystycznie wptywu stosowania Agro Eca na procent skietkowania ale liczba skietkowanych
nasion byta wyzsza jak w kontroli. Zastosowanie w warunkach ,,in vitro” wody elektrolizowane;j
potwierdzito jej skutecznos¢ w stezeniach 1,5% oraz 2,5% w stosunku do Sclerotinia sclerotiorum i
Stromatinia cepivora. W stosunku do Alternaria alternata, Fusarium oxysporum i Botrytis cinerea woda
elektrolizowana hamowata wzrost liniowy grzybni ale jej skuteczno$¢ byta ponizej 50%. Natomiast
zastosowanie Agro Eca nie miato wptywu na hamowanie wzrostu grzybni Rhizoctonia solani.

Prace wykonano w ramach badan zamawianych, finansowanych przez ARiMR.
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The requirements of the European Commission regarding the reduction of permitted active
substances meant that there are currently no registered fungicides for the treatment of vegetable
seeds. These restrictions are related to the EU's Farm to Fork Strategy and the National Action Plan for
reducing the risks associated with the use of plant protection products for 2018-2022 [1]. Hence, the
possibility of replacing the withdrawn fungicides with other substances, eg electrolysed water, which
is used to combat microorganisms that cause spoilage of vegetables, is being searched for [2]. Agro
ECA stabilized electrolysed water was tested in the research (hypochlorous acid content 2000 ppm
(0.2%). Samples of seeds of selected vegetable species (tomato, cucumber, pepper, lettuce, cabbage,
onion, carrot, parsley, cauliflower) were decontaminated with 1% solutions and 1.5% for 60 seconds.
Then the seed material was kept at room temperature, and after 7 and 14 days, the number of pure
seeds, seeds overgrown with bacterial colonies or mycelium and seeds with mixed colonies of
microorganisms was assessed. The effect of various concentrations (0.5%, 1.5% and 2.5%) of Agro Eca
was tested under in vitro conditions on the growth of selected vegetable pathogens: Alternaria
alternata, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum and
Stromatinia cepivora. The effectiveness of the used electrolysed water was calculated according to the
Abbott formula.

The use of Agro Eca significantly reduced the number of seeds infected with microorganisms,
compared to non-disinfected seeds. Only carrots and lettuces did not obtain seeds completely free
from microorganisms, but the treatment with Agro Eca significantly reduced the number of microbial
colonies compared to the control. The final germination of seeds of the tested species was carried out
in accordance with the PN-79 / R-65950 standard, which showed a significant beneficial effect of
electrolysed water on the percentage of germinated seeds in the case of tomato, cucumber, lettuce,
cabbage, parsley carrots and cauliflower. With regard to the seeds of pepper and cabbage, no
statistically significant effect of Agro Eca application was found on the percentage of germination, but
the number of sprouted seeds was higher than in the control. The use of electrolysed water in in vitro
conditions confirmed its effectiveness at concentrations of 1.5% and 2.5% in relation to Sclerotinia
sclerotiorum and Stromatinia cepivora. Compared to Alternaria alternata, Fusarium oxysporum and
Botrytis cinerea, the electrolysed water inhibited the linear growth of the mycelium, but its
effectiveness was below 50%. However, the use of Agro Eca did not inhibit the growth of Rhizoctonia
solani.

The work was carried out as part of commissioned research financed by ARiIMR.
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Istotnym problemem w czasie przechowywania nasion jest ich starzenie sie, ktére objawia
sie poczatkowo pogorszeniem ich wigoru, a nastepnie zdolnosci kietkowania. Jakos¢
przechowywanych nasion pogarszajg rowniez wystepujace na nich grzyby patogeniczne
i saprotroficzne. Traktowanie nasion substancjami pochodzenia roslinnego, ktdre sg
nieszkodliwe dla s$rodowiska, a jednoczesnie zawieraja zwigzki o wiasciwosciach
przeciwutleniajgcych i przeciwgrzybowych, moze poprawic jakos¢ przechowywanych nasion.
Celem prowadzonych badan byfta ocena wptywu preparatow Biosept Active (s.a. 33%
ekstraktu z migzszu i nasion grejpfruta) i Citrogrep (s.a. 33% ekstraktu z nasion grepfruta), soku
z aronii oraz resweratrolu na kietkowanie, wigor i zdrowotnos$¢ przechowywanych nasion
cebuli. Nasiona moczono przez 30 min w 0,25% roztworach preparatéw Biosept Active
i Citrogrep, 0,001 i 0,005% roztworach resweratrolu oraz w roztworach soku z aronii
o stezeniach 5 i 25%. Po traktowaniu nasiona suszono w temperaturze 20°C i wilgotnosci
wzglednej powietrza 45% przez 48 h, a nastepnie przechowywano w plastikowych
pojemnikach w temperaturze 4 i 20°C przez 3 miesigce. Kontrole stanowity nasiona
nietraktowane, moczone w wodzie destylowanej oraz zaprawiane fungicydem Zaprawa
Nasienna T w dawce 3 g kg nasion. Przed i po przechowywaniu oceniono zdolnos$¢
kietkowania [1], wigor i zdrowotnos$¢ nasion. Wigor nasion okre$lono za pomocg szybkosci
kietkowania, natomiast zdrowotno$¢ nasion oceniano na pozywce agarowo-dekstrozowo-
ziemniaczanej (PDA). Zaden z zastosowanych sposobdw traktowania nasion nie miat wptywu
na ich zdolnos¢ kietkowania przed i po przechowywaniu. Traktowanie nasion 0,005%
roztworem resweratrolu pogorszyto ich szybkos¢ kietkowania przed przechowywaniem.
Po przechowywaniu nasiona traktowane kietkowaty szybciej niz nasiona nietraktowane. Przed
przechowywaniem najwiecej nasion wolnych od grzybéw obserwowano po zaprawianiu
fungicydem, a nastepnie po traktowaniu roztworami preparatéw Biosept Active i Citrogrep.
Wiekszy odsetek nasion wolnych od grzybéw, w pordownaniu do nasion nietraktowanych
i moczonych w wodzie destylowanej, stwierdzono takze po traktowaniu nasion 25%
roztworem soku z aronii. Przed przechowywaniem nietraktowane nasiona cebuli byty
w najwiekszym stopniu zasiedlone przez grzyby Alternaria alternata, Penicillium spp. oraz
Stemphylium botryosum. Traktowanie nasion preparatami Biosept Active i Citrogrep
ograniczyto wystepowanie tych grzybow. Roztwory soku z aronii zmniejszyty zasiedlenie
nasion przez Penicillium spp. i S. botryosum. Po przechowywaniu, zaréwno w temperaturze
4 jaki i 20°C, najwiecej nasion wolnych od grzybow stwierdzono po zaprawianiu fungicydem,
a nastepnie preparatem Biosept Active i 25% roztworem soku z aronii. Sposréd substancji
pochodzenia roslinnego, preparat Biosept Active ograniczyt w najwiekszym stopniu
wystepowanie A. alternata i grzybow rodzaju Penicillium na nasionach cebuli.
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The important problem during seed storage is seed ageing, which appears initially with
deterioration of seed vigour, followed by deterioration of germination capacity. Pathogenic
and saprotrophic fungi occurring on seeds decline also a quality of stored seeds. Treating
seeds with substances of plant origin, that are harmless for the environment and at the same
time contain compounds with antioxidant and antifungal properties, may improve their
quality. The aim of the studies was to evaluate the effect Biosept Active (a.i. 33% extract of
grapefruit pulp and seeds), Citrogrep (a.i. 33% grapefruit seed extract), chokeberry juice and
resveratrol on germination, vigour and health of stored onion seeds. The seeds were soaked
for 30 min in 0.25% solutions of Biosept Active and Citrogrep, 0.001 and 0.005% solutions of
resveratrol and in solutions of chokeberry juice at the concentrations of 5 and 25%. After
treatments, the seeds were dried at 20°C and 45% relative humidity for 48 h, and then stored
in plastic containers at 4 and 20°C for 3 months. Controls included untreated seeds, seeds
soaked in distilled water and treated with a fungicide Zaprawa Nasienna T at a dose of 3 g kg™
seeds. Before and after storage seed germination capacity [1], vigour and health were
evaluated. Seed vigour was determined by means of the speed of germination, whereas seed
health was evaluated on potato dextrose agar (PDA). None of the applied seed treatments
affected seed germination capacity before and after storage. Treating seeds with 0.005%
solution of resveratrol deteriorated their speed of germination before storage. After storage
treated seeds germinated faster than untreated ones. Before storage the highest number of
seeds free of fungi was observed after fungicide treatment followed by Biosept Active and
Citrogrep treatments. A higher percentage of seeds free of fungi, compared to untreated
seeds and seeds soaked in distilled water, was noted also after 25% chokeberry juice
treatment. Untreated onion seeds before storage were infested to the largest extent with
Alternaria alternata, Penicillium spp. and Stemphylium botryosum. Treating seeds with
Biosept Acitive and Citrogrep reduced the incidence of these fungi. Solutions of chokeberry
juice decreased seed infestation with Penicillium spp. and S. botryosum. After storage at both
4 and 20°C, the highest number of seeds free of fungi was found after fungicide treatment,
followed by Biosept Active and 25% chokeberry juice treatments. From among substances of
plant origin, Biosept Active controlled the incidence of A. alternata and Penicillium spp. on
onion seeds to the greatest degree.
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Cebula zwyczajna (Allium cepa L.) jest jednym najczesciej uprawianych warzyw w Polsce.
Choroby cebuli wywotywane przez grzyby w znacznym stopniu wptywajg na obnizenie jakosci
i ilosci plonoéw. Jedng z metod ochrony jest stosowanie materiatu siewnego wolnego od
grzybéw. Celem doswiadczenia byto okredlenie wptywu zaprawiania nasion roztworami
hydrolatéw z oregano i kokosa, na ich zasiedlenie przez poszczegélne grzyby.

Nasiona cebuli odmian Octavia i Wolska TOR traktowano roztworami hydrolatéw z oregano
i kokosa (AJEDEN Sp. z 0.0.), otrzymanych w wyniku destylacji parg wodng. Zastosowano
roztwory hydrolatédw o stezeniach 10, 20, 50 i 100%., czas moczenia nasion wynosit 30 minut.
Nasiona nietraktowane, zaprawiane fungicydem Dithane NeoTec 75 WG oraz moczone w
wodzie przez 30 min stanowity kontrole.

W celu okreslenia zasiedlenia nasion przez poszczegdlne grzyby oraz odsetka nasion wolnych
od grzybdéw wykonano test agarowy. Nasiona, w 4 powtdrzeniach po 50, wytozono na ptytki
Petriego z pozywka ziemniaczano-dekstrozowo-agarowg (PDA) z dodatkiem streptomycyny
(100 ppm). Ptytki z nasionami (10 nasion na ptytke) inkubowano w temperaturze 20°C, w
warunkach zmiennego oswietlenia 12 h $wiatta NUV i 12 h ciemnosci, przez 10 dni.

Roztwory hydrolatu z oregano o najwyzszych stezeniach 50 i 100% najskuteczniej ograniczyty
lub wyeliminowaty wystepowanie grzybdw Alternaria alternata, Botrytis allii, B. cinerea,
Cladosporium spp. i Fusarium spp. na nasionach cebuli obu badanych préb. Nasiona
traktowane roztworami hydrolatu z kokosa, niezaleznie od ich stezenia, oraz roztworami z
hydrolatu z oregano o stezeniach 10 i 20%, rownie skutecznie jak fungicyd zmniejszyty
zasiedlenie nasion odm. Octavia przez B. allii i B. cinerea oraz nasion obu odmian przez A.
alternata. Po moczeniu nasion w roztworach hydrolatu z kokosa zaobserwowano istotnie
mniej nasion opanowanych przez grzyby z rodzaju Cladosporium. Istotny spadek zasiedlenia
nasion odmiany Octavia przez grzyby z rodzaju Fusarium, w poréwnaniu do nasion
nietraktowanych i kontroli wodnej, stwierdzono po zastosowaniu 20, 50 i 100% roztwordéw
hydrolatu z kokosa. Ponadto stwierdzono, ze 50% roztwdr hydrolatu z kokosa ograniczyt
wystepowanie tych grzybow réwnie skutecznie jak zastosowany fungicyd. W przypadku nasion
odm. Wolska TOR nie zaobserwowano zmniejszenia zasiedlenia przez Fusarium spp. po
zastosowaniu wymienionych wczesniej roztwordow. Stwierdzono natomiast istotne
zwiekszenie opanowania nasion przez te grzyby po moczeniu ich w wodzie, w 10% roztworze
hydrolatu z kokosa oraz 10 i 20% roztworach hydrolatu z oregano. W przypadku odm. Octavia
po zastosowaniu 50 i 100% roztwordow z hydrolatow zwiekszyt sie istotnie odsetek nasion
wolnych od grzybéw. Roztwory te byty skuteczniejsze niz fungicyd, po ktérym nie
zaobserwowano nasion wolnych od grzybéw. W przypadku odm. Wolska TOR wiecej nasion
wolnych od grzybow odnotowano jedynie po moczeniu nasion w 100% roztworze hydrolatu z
oregano.
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Onion (Allium cepa L.) is one of the most frequently cultivated vegetables in Poland. Onion
diseases caused by fungi significantly reduce the quality and quantity of the crop. One of the
protection methods is the use of fungus-free sowing material. The aim of the experiment was
to determine the effect of seed dressing with solutions of oregano and coconut hydrolates on
their colonisation by particular fungi.

Seeds of onion cv. Octavia and Wolska TOR were treated with solutions of hydrolates from
oregano and coconut (AJEDEN Sp. z 0.0.) obtained by steam distillation. Hydrolate solutions
of 10, 20, 50 and 100% concentration were used, the soaking time of the seeds was 30
minutes. Untreated seeds, treated with Dithane NeoTec 75 WG fungicide and soaked in water
for 30 min were the controls.

An agar test was performed to determine seed colonisation by individual fungi and the
percentage of seeds free of fungi. Seeds, in 4 replicates of 50, were placed in Petri dishes with
potato-dextrose-agar (PDA) medium with addition of streptomycin (100 ppm). The seed plates
(10 seeds per plate) were incubated at 20°C, under alternating conditions of 12 h of NUV light
and 12 h of darkness, for 10 days.

Oregano hydrolate solutions with the highest concentrations of 50 and 100% were the most
effective in reducing or eliminating the occurrence of Alternaria alternata, Botrytis allii, B.
cinerea, Cladosporium spp. and Fusarium spp. on onion seeds of both tested samples. Seeds
treated with coconut hydrolate solutions, regardless of their concentration, as well as with
oregano hydrolate solutions at concentrations of 10 and 20%, were as effective as the
fungicide in reducing colonisation of seeds of Octavia cultivar by B. allii and B. cinerea, and A.
alternata of both cultivars. After soaking the seeds in coconut hydrolate solutions,
significantly fewer seeds controlled by Cladosporium genus fungi were observed. A significant
decrease in the colonisation of Octavia cultivar seeds by fungi of the genus Fusarium was
observed after the application of 20, 50 and 100% coconut hydrolate solutions compared to
untreated seeds and water control. Moreover, it was found that a 50% solution of coconut
hydrolate reduced the occurrence of these fungi as effectively as the applied fungicide. In the
case of seeds of the Wolska TOR cultivar, no reduction in the incidence of Fusarium spp. was
observed after the application of the above-mentioned solutions. However, a significant
increase in the control of seeds by these fungi was found after soaking them in water, 10%
coconut hydrolate solution and 10 and 20% oregano hydrolate solutions. In the case of cultivar
Octavia, the percentage of seeds free of fungi increased significantly after application of 50
and 100% hydrolate solutions. These solutions were more effective than the fungicide, after
which no seeds free of fungi were observed. In the case of cultivar Wolska TOR, a greater
number of seeds free of fungi was noticed only after soaking the seeds in a 100% solution of
oregano hydrolate.
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Rozwdj rolnictwa ekologicznego oraz zmniejszajgca sie liczba dostepnych/dozwolonych
syntetycznych srodkéw ochrony roslin powoduje wzrost zainteresowania alternatywnymi
metodami zaprawiania nasion. Celem doswiadczenia byto okreslenie wptyw nadtlenku
wodoru (H202), organicznego zwigzku charakteryzujacego sie silnymi wtasciwosciami
przeciwgrzybowymi [1, 2], na kietkowanie, wigor i zdrowotnos¢ nasion kapusty. Testowano
dwie préby nasion réznigce sie istotnie jakoscig; préba | charakteryzowata sie znacznie nizsza
zdolnosciag kietkowania i wyzszym zasiedleniem nasion przez grzyby niz préba Il. Nasiona
traktowano 3%, 6% i 9% roztworami H>O; przez 10, 30 i 60 min. Kontrole stanowity nasiona
nietraktowane, nasiona moczone w wodzie przez 10, 30 i 60 min oraz nasiona zaprawiane
fungicydem Zaprawa nasienna T75 DS/WS w dawce 5 g kg nasion. Dla kazdej kombinacji
doswiadczalnej wykonano analize kietkowania, wigoru i zdrowotnosci nasion. Ocene
kietkowania przeprowadzono wedtug zalecen Miedzynarodowego Zwigzku Oceny Nasion [3].
Po 5 i 10 dniach inkubacji okreslano odpowiednio energie i zdolno$é kietkowania nasion,
ponadto, po 10 dniach oceniano liczbe kietkédw anormalnych, nasion martwych i nasion
zdrowych niekietkujgcych. Wigor badano okreslajgc szybkos¢ i rownomiernosé kietkowania
nasion. Do analizy zdrowotnosci nasion wykorzystano test bibutowy z przemrazaniem nasion.
Zastosowane warianty traktowania nadtlenkiem wodoru na ogdt efektywnie poprawiaty
zdolnos¢ kietkowania nasion proby I. Pogorszenie tego parametru obserwowano jedynie u
nasion proby Il traktowanych 9% H,0; przez 60 min. Zaprawianie nadtlenkiem wodoru
negatywnie wptywato tez na wigor nasion tej proby, szczegdlnie gdy stezenie H,0; byto
wieksze niz 3% a czas traktowania dfuzszy niz 30 min. U préby | natomiast ten negatywny efekt
obserwowano tylko wtedy gdy nasiona traktowano 9% H,0; przez 30 min. Na nasionach obu
prob najczesciej wystepowaty grzyby Alternaria alternata i A. brassicicola. Zastosowane
traktowanie znaczgco ograniczato zasiedlenie nasion przez te grzyby, zwtaszcza A. brassicicola.
Skutecznos¢ nadtlenku wodoru byta niejednokrotnie wyzsza niz standardowego fungicydu.
Pozytywny efekt traktowania H,02 na kietkowanie i zdrowotnosé¢ nasion, byt bardziej widoczny
w prébie |, charakteryzujgcej sie wyzszym poczgtkowym zasiedleniem nasion przez grzyby, niz
w prébie Il. Otrzymane wyniki wskazujg na mozliwos¢ wykorzystania H,0, do traktowania
nasion kapusty przeciwko patogenom grzybowym, konieczne jest jednak przeprowadzenie
dalszych doswiadczen w warunkach polowych i w wiekszej skali, dla potwierdzenia mozliwosci
zastosowania tej alternatywnej metody traktowania w produkcji nasion kapusty.
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The development of organic farming and decreasing number of available/allowed synthetic
plant protection products resulted in an increased interest in alternative methods of seed
treatment. The aim of the experiment was to determine the effect of hydrogen peroxide
(H20.), an organic compound characterized by strong antifungal activity [1], on germination,
vigour and health of cabbage seeds. Two seed samples varying significantly in seed quality
were tested; sample | was characterized by much lower germination capacity and higher seed
infestation with fungi than sample Il. Seeds were treated with 3%, 6% and 9% solutions of
H,0; for 10, 30 and 60 min. Controls were untreated seeds, seeds soaked in water for 10, 30
and 60 min, and seeds treated with fungicide Zaprawa nasienna T75 DS/WS in a dose of 5 g
kg seeds. Germination, vigour and health analyses were conducted for each experimental
combination. Evaluation of seed germination was performed according to the International
Seed Testing Association rules [2]. Germination at the first and the final counts were
determined after 5 and 10 days of incubation respectively, moreover, numbers of abnormal
seedlings, dead seeds and fresh seeds were evaluated after 10 days. The seed vigour was
studied by determining speed and uniformity of germination. For seed health analysis deep
freeze blotter test was used. Applied variants of hydrogen peroxide seed treatments generally
improved germination at the final count of sample | seeds. Deterioration of this parameter
was observed only for sample Il seeds treated with 9% H;0, for 60 min. In this sample
treatment with hydrogen peroxide also negatively affected seed vigour, especially if the
concentration of H,0; solutions was higher than 3% and treatment time was longer than 30
min. In sample I, on the other hand, this negative effect was observed only when seeds were
treated with 9% H,0, for 30 min. The fungi Alternaria alternata and A. brassicicola prevailed
on the seeds of both samples. Applied treatments significantly limited seed infestation with
these fungi, especially A. brassicicola. Effectiveness of hydrogen peroxide was frequently
higher than standard fungicide. The beneficial effect of H,O3 treatment on seed germination
and health was more visible in sample I, which was characterized by higher initial seed
infestation with fungi. It may be suggested, on the base of obtained results that H,0 could
be potentially used for cabbage seed treatment against fungal pathogens; however, the bigger
scale field experiments are necessary to confirm the possibility of application of this
alternative method in the cabbage seed production.
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Grzyby mogg zasiedlaé nasiona soi w polu w czasie ich dojrzewania w strgkach lub po zbiorze, jak
rowniez podczas ich przechowywania w magazynach nasiennych. Pierwsza grupa patogendéw, do ktorej
naleza: Fusarium spp., Alternaria spp., Cercospora sojina, Cercospora kikuchii, Ascochyta spp., stwarza
duze zagrozenie dla kietkujgcych nasion soi, korzeni oraz podstawy todygi mtodych siewek i dojrzatych
roslin [1]. Patogeny te powodujg m.in. zgorzel siewek, ktdra ma bezposredni wptyw na redukcje
wschodow i jest jedng z gtdéwnych przyczyn spadku plonéw. Z kolei tak zwane grzyby przechowalnicze,
kolonizujgce nasiona podczas ich przechowywania, obnizajg jako$¢ materiatu siewnego, redukujg
zdolnos¢ kietkowania i powodujg niekorzystne zmiany w sktadzie chemicznym nasion. Ze wzgledu na
wysoka zawartos¢ ttuszczu nasiona soi sg szczegdlnie wrazliwe na obecnos¢ grzybéw wytwarzajgcych
egzoenzymy lipolityczne, ktdre powodujg rozpad ttuszczy do glicerolu i wolnych kwaséw ttuszczowych
[2]. W efekcie dochodzi do wzrostu kwasowosci ttuszczu w nasionach, co negatywnie wptywa na ich
jakos¢. Ponadto grzyby bytujgce na nasionach wytwarzajg rowniez enzymy, ktére powodujg rozktad
biatek, przez co obnizajg jakos¢ materiatu siewnego. Wedtug Hartmann [1], ponad 150 rdznych
gatunkow grzybow ma zdolno$é do bytowania na/w nasionach soi. Z posrdd nich najwieksze znaczenie
ekonomiczne majga: Aspergillus spp., Fusarium spp., Mucor spp., Penicilium spp. i Rhizopus spp. Szacuje
sie, ze grzyby te powodujg w USA straty rzedu 20 milionédw dolaréw rocznie [1].

W celu zabezpieczenia roslin soi przed negatywnym oddziatywaniem grzybéw przenoszonych za
posrednictwem nasion stosuje sie miedzy innymi zaprawianie fungicydowymi zaprawami nasiennymi
(zawierajacymi fludioksonil). Jednak chemiczne $rodki ochrony roslin stosowane w rolnictwie na
szerokg skale wptywaja negatywnie na $rodowisko powodujgc jego zanieczyszczenie, spadek
bioréznorodnosci oraz Smiertelno$¢ organizméw, ktére nie sg sprawcami choréb roslin uprawnych.
Aby ograniczy¢ te problemy Komisja Europejska opracowata strategie ,,od pola do stotu” zaktadajgca
m.in. 50% ograniczenie stosowania chemicznych pestycydéw do 2030 roku. W ramach wdrazania tej
strategii pozadane jest poszukiwanie alternatywnych metod eliminacji patogendéw grzybowych z
materiatu siewnego.

W ostatnich latach opracowano szereg alternatywnych metod eliminacji patogendw grzybowych z
nasion soi. Metody te mogg by¢ oparte na zastosowaniu fizycznych czynnikéw odkazajgcych (np.
promieniowanie UV), substancji naturalnego pochodzenia (biopolimery, ekstrakty roslinne lub olejki
eteryczne) oraz biologicznych zapraw z organizmami antagonistycznymi (np. Trichoderma asperellim
szczep T34-10). W prezentacji dokonany zostanie przeglad literatury na ten temat.
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Fungi may colonize soybean seeds in the field, during their maturation in the pods, or after
harvest, during their storage. First group of seed-borne fungi, including e.g. Fusarium spp.,
Alternaria spp., Cercospora sojina, Cercospora kikuchii, Ascochyta spp., threaten germinating
soybean seeds and roots or stem bases of seedlings and mature plants [1]. These pathogens
cause seedling rot, which has a direct impact on reducing plant emergence and is one of the
main causes of yield losses. On the other hand, so called storage fungi, colonising seeds during
their storage, lower the quality of seed sowing material because they reduce germination
percentage and lead to unfavourable changes in the chemical composition of the seeds. High
fat content makes soybean seeds particularly vulnerable to activity of fungi producing lipolytic
enzymes, which cause hydrolysis of fats to glycerol and free fat acids [2]. This leads to the
increase of fat acidity in the seeds and lowering their quality. Moreover, seed-borne fungi
produce also enzymes digesting proteins, thereby also reducing the quality of sowing material.
According to Hartmann [1], over 150 different species of fungi can be found on/in soybean
seeds. Among them, the most important from the economic point of view include: Aspergillus
spp., Fusarium spp., Mucor spp., Penicilium spp. and Rhizopus spp. It is estimated that annual
losses in USA, related to these fungi, equal approximately 20 million dollars [1].

In order to protect soybean plants from the negative impact of seed-borne fungi, seeds are
commonly treated with fungicide dressings (containing fludioxonil). However, chemical
pesticides, widely used in agriculture, have a negative impact on environment, cause its
pollution, biodiversity loss and mortality of non-target organisms. In order to reduce these
problems, European Commission developed a “farm to fork” strategy assuming 50% reduction
of chemical pesticides use by 2030. Implementation of this strategy will require searching for
alternative methods of elimination of seed-born fungi from the sowing material.

In recent years, a number of alternative methods of elimination of fungal pathogens from
soybean seeds were developed. These methods can be based on the use of disinfecting
physical factors (e.g. using UV radiation), substances of natural origin (biopolymers, plant
extracts or essential oils) or biological dressings with antagonistic organisms (e.g. Trichoderma
Trichoderma asperellim strain T34-10). The presentation summarized here will contain
literature review on this topic.
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Chociaz mikroorganizmy z rodzaju Neosartorya nie sg typowymi fitopatogenami roslin, to
nalezg do grzybow strzepkowych, bedgcych czynnikami powodujgcymi pogorszenie ich jakosci
i przyczyniajg sie do psucia produktow przetwarzanych termicznie w przemysle spozywczym.
Najbardziej narazone na dziatanie tych grzybéw sg owoce i produkty owocowe. Grzyby z
rodzaju Neosartorya wystepujg w glebie i materiale roslinnym, dlatego tez do zanieczyszczenia
produktu dochodzi w tatwy sposéb. Ponadto, wykazujg znaczng cieptoopornosé¢, co umozliwia
im przetrwanie, a nawet sporulacje w produktach poddanych procesowi pasteryzacji. Zgodnie
z najnowszymi zatozeniami UE dla sektora rolnego (np. Europejski Zielony tad) zasadnicze
znaczenie ma znalezienie nowatorskich rozwigzan, ktdre sg neutralne lub wykazujg minimalny
wplyw na srodowisko naturalne. Na podstawie analizy wymienionych dokumentéw
strategicznych, literatury [1] oraz wstepnych badan skriningowych, do badan wytypowano
kilka naturalnych ekstraktow roslinnych dziatajgcych w niskich dawkach, ktére potencjalnie
mogg by¢ skuteczne w kontroli grzybdw z rodzaju Neosartorya.

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wrazliwosci grzybdw z rodzaju Neosartorya
na wybrane ekstrakty roslinne, w oparciu o wyniki badan przeprowadzonych z
wykorzystaniem mikroptytek MT2 Biolog™. Badania obejmowaty: suchy ekstrakt z nagietka
lekarskiego, olejek z drzewa herbacianego, olejek lawendowy oraz olejek gozdzikowy. Wptyw
ekstraktéw roslinnych badany byt w réznych stezeniach: 1 mg/ml; 150 pg/ml; 50 pg/ml; 5
ug/ml. W celu zbadania proceséw metabolicznych grzybéw z wykorzystaniem mikroptytek
MT2 systemu Biolog™ [2] pomiary obejmowaty odczyty absorbancji przy dwdéch dtugosciach
fali 590 nm i 750 nm, odpowiadajgce odpowiednio intensywnosci oddechowej oraz
intensywnosci wzrostu grzybdw na testowanych ekstraktach suchych i olejach roslinnych.
Odczyty dokonywane byty w odstepach dobowych przez okres 10 dni inkubacji w
temperaturze 30°C, po inokulacji mikroptytek zawiesing grzybédw o standardowej gestosci
odpowiadajacej 75% transmitancji. Przeprowadzone badania wykazaty, ze testowane izolaty z
rodzaju Neosartorya réznity sie wrazliwoscig na badane ekstrakty roslinne.

Badania zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu Preludium Bis-2,
2020/39/0/Nz9/03421.
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Although the microorganisms of the genus Neosartorya are not typical phytopathogens of
plants, they are filamentous fungi which deteriorate their quality and contribute to the
spoilage of thermally processed products in the food industry. Reportedly, the most
susceptible to the fungi's influence are fruit and fruit-based products. Fungi belonging to the
Neosartorya genus are present in soil and plant material, enabling easy contamination of the
products. Moreover, it possesses substantial heat-resistance, enabling it survival, even
sporulation in products treated with pasteurization process. According to the newest EU
agricultural strategies (e.g. European Green Deal), it is principal to find novel solutions that
have minimal to no effect on the natural environment. Based on these strategies and on the
literature [1] search and related screening tests, several natural plant extracts were selected
that can potentially be effective against fungi belonging to the Neosartorya genus.

The aim of the research was to determine the sensitivity of fungi of the genus Neosartorya
to selected plant extracts, based on the results of studies carried out with the use of MT2
Biolog™ microplates. The research included: Calendula officinalis dry extract, tea tree oil,
lavender oil and clove oil. The effect of plant extracts was tested in different concentrations:
1 mg/ml; 150 pg/ml; 50 ug/ml; 5 pg/ml. In order to study the metabolic processes of fungi
with the use of MT2 microplates of the Biolog™ system [2], the measurements included
absorbance readings at two wavelengths of 590 nm and 750 nm, corresponding to respiration
intensity and fungal growth intensity, respectively, on the tested dry extracts and oils.
Readings were taken at daily intervals for 10 days of incubation at 30°C, after inoculating the
microplates with a suspension of fungi of standard density corresponding to 75%
transmittance. The conducted research showed that the tested Neosartorya isolates differed
in their sensitivity to the tested plant extracts.

The work was supported by the National Science Centre, Poland, Preludium Bis-2, 2020/39/0/NZ9/03421.
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Tyton uprawny (Nicotiana tabacum) zawiera szereg metabolitow wtérnych takich jak:
alkaloidy (w tym nikotyne), polifenole, terpenoidy, zwigzki aromatyczne, fitosterole, alkohole
ttuszczowe [1]. Ze wzgledu na zawartos$¢ zwigzkow bioaktywnych moze stuzy¢ do produkgji
biopestycyddw. Stwierdzono, ze dzieki obecnosci terpenoidéw ekstrakt tytoniowy powoduje
catkowite zahamowanie wzrostu Valsa mali — patogena grzybowego atakujgcego jabtonie [2].
Ponadto chitynazy i glukanazy wyizolowane z tytoniu powoduja lize strzepek Fusarium solani.
Z kolei tytoniowe biatko osmotyna znaczaco ogranicza wzrost grzybdw z rodzaju Bipolaris,
Fusarium, Phytophthora i stabo hamuje wzrost Rhizoctonia solani i Macrophomina phaseolina
[1]. Prowadzone sg réwniez badania nad owadobdjczg aktywnoscig wyciggdéw z tytoniu.
Ekstrakt tytoniowy okazat sie skuteczny w likwidacji owocoéwki potudnidweczki (Grapholita
molesta) — szkodnika upraw sadowniczych [3]. Preparat tytoniowy znaczgco ograniczyt takze
populacje skosnika brzoskwiniaczka (Anarsia lineatella). Owadobdjcza aktywnos¢ tytoniu wynika
z obecnosci lektyn oraz nikotyny. Nikotyna wptywa na osrodkowy uktad nerwowy owadow
oddziatujgc na receptory nikotynowe acetylocholiny, podobnie jak syntetyczne insektycydy
neonikotynoidowe [4]. Co wazne zastosowanie opryskdw preparatami nikotynowymi nie
szkodzi pszczotom, ktore sg owadami tolerujgcymi nikotyne w swojej diecie.

Jeszcze wyzszg zawartoscig nikotyny niz w tytoniu uprawnym, cechuje sie uprawiana niegdys
machorka (Nicotiana rustica). Z kolei ekstrakt z lisci dzikiego gatunku Nicotiana megalosiphon
zawierajgcego anabazyne dziatat zabdéjczo na larwy tantnisia krzyzowiaczka (Plutella xylostella)
i ograniczat populacje mszyc kapuscianej i brzoskwiniowo-ziemniaczanej [5].

Wysoka skutecznosé testowanych preparatéw z tytoniu w ochronie roslin przed grzybami i
szkodnikami daje mozliwos¢ wykorzystania ich w rolnictwie. Nalezy jednak pamieta¢, ze
narazenie na wysokie dawki nikotyny jest szkodliwe dla ludzi i zwierzat, ale niskie stezenia
pozostajg bezpieczne, a przy tym zwigzek ten ulega szybkiej degradacji w sSrodowisku [6,7].

Opracowanie przygotowano w ramach dotacji celowej MRIRW dla IHAR-PIB (zad. 1.2)
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Tobacco (Nicotiana tabacum) contains a number of secondary metabolites such as: alkaloids
(including nicotine), polyphenols, terpenoids, aromatics, phytosterols, fatty alcohols [1]. Due to the
content of bioactive compounds, it can be used for the production of biopesticides. It was found that
due to the presence of terpenoids, tobacco extract completely inhibits the growth of Valsa mali - a
fungal pathogen that attacks apple trees [2]. In addition, chitinases and glucanases isolated from
tobacco cause the lysis of Fusarium solani hyphae. In turn, the tobacco protein osmotin significantly
reduces the growth of fungi of the genus Bipolaris, Fusarium, Phytophthora and weakly inhibits the
growth of Rhizoctonia solani and Macrophomina phaseolina [1]. There are also studies on the
insecticidal activity of tobacco extracts. The tobacco extract turned out to be effective in eliminating
the oriental fruit moth (Grapholita molesta) - a pest of fruit crops [3]. The tobacco preparation also
significantly reduced the peach twig borer (Anarsia lineatella) population. The insecticidal activity of
tobacco is due to the presence of lectins and nicotine. Nicotine affects the central nervous system of
insects by affecting nicotinic acetylcholine receptors, similarly to synthetic neonicotinoid insecticides
[4]. Importantly, the use of spraying with nicotine preparations does not harm bees, which are insects
that tolerate nicotine in their diet.

Nicotiana rustica, cultivated in the past, has an even higher content of nicotine than cultivated
tobacco. On the other hand, the leaf extract of the wild species Nicotiana megalosiphon containing
anabazine had a lethal effect on the larvae of the diamondback moth (Plutella xylostella) and limited
the population of cabbage and green peach aphids [5].

The high effectiveness of tobacco preparations in the protection of plants against fungi and pests
makes it possible to use them in agriculture. However, it should be remembered that exposure to high
doses of nicotine is harmful to humans and animals, but low concentrations remain safe, especially
since the compound is rapidly degraded in the environment [6,7].

The study was prepared as part of a targeted grant of the Ministry of Agriculture for IHAR-PIB (task 1.2).
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Grzyby z gatunku Botrytis cinerea nalezg do jednych z wazniejszych gospodarczo
fitopatogendw [1], poniewaz osiedlajg sie wewnatrz kwiatéw i nie ujawniajg swojej obecnosci
az do pojawienia sie owocow [2], co prowadzi do mozliwych strat ekonomicznych, zwigzanych
z utratg owocéw przed ich sprzedazg na rynku. W ostatnich latach, w zwigzku ze zmianami
klimatycznymi, czesto wystepujg okresy silnej suszy i obfitych opaddéw, co stwarza bardzo
korzystne warunki do rozwoju grzybow powodujacych choroby roslin. Ocet drzewny (tac.
acetum pyro-lignosum) jest naturalng substancjg otrzymywang w procesie destylacji
pirolitycznej drewna. W wielu badaniach opisywano wtasciwosci przeciwbakteryjne i
przeciwgrzybicze tej substancji [3], a w niektérych artykutach naukowych testowano jg
przeciwko innym grzybom (takim jak Alternaria mali, Trametes versicolor, Aspergillus niger i
A. fumigatus) [4-5].

Celem przeprowadzonych badan byta analiza metaboliczna, obejmujgca intensywnos¢
respiracyjng i przyrost biomasy trzech szczepdw grzybdéw z gatunku B. cinerea hodowanych w
mikroptytkach MT2 Biolog™ [6-7] na podtozu z dodatkiem réznych stezen octu drzewnego.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze ocet drzewny powodowat zmiany aktywnosci
oddechowej i przyrostu biomasy izolatéw B. cinerea w zaleznosci od zastosowanego stezenia
oraz wykazywat hamujgce dziatanie na wzrost testowanych grzybdéw.

Badania wspdtfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach programu Miniatura-5, numer umowy
DEC-2021/05/X/NZ9/01672 i Narodowe Centrum Badar i Rozwoju w ramach programu BIOSTRATEG, numer
umowy BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018
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Botrytis cinerea is considered to be the one of the most important phytopathogenic fungi[1]
because it settles inside the flowers and does not manifest its presence until the fruit appears
[2], leading to a possible economical loss of the product before it is sold on the market. In
recent years, there have been frequent periods of severe drought and heavy rainfall due to
climate changes, leading to very favourable conditions for the growth of phytopathogenic
fungi. The pyroligneous acid (lat. acetum pyro-lignosum) is a natural substance obtained by
distilling the pyrolytic process of wood. Many studies have described the antibacterial or
antifungal properties of this substance [3], and some scientific articles have tested this
substance against other fungi (such as Alternaria mali, Trametes versicolor, Aspergillus niger,
and A. fumigatus) [4-5].

The aim of the research was metabolic analysis, including respiration intensity and biomass
growth of three fungal strains of B. cinerea grown in MT2 Biolog™ [6-7] microplates on a
medium with various concentrations of pyroligneous acid.

The conducted research showed that pyroligneous acid caused changes in respiratory
activity and biomass growth of B. cinerea isolates depending on the concentration used, and
showed an inhibitory effect on the growth of the tested fungi.

This work was co-supported by The National Science within the framework of the Miniatura-5, contract number
DEC-2021/05/X/NZ9/01672 and The National Centre for Research and Development, the BIOSTRATEG
programme, contract number BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018
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Porazenie upraw patogenami wigze sie z wystgpieniem réznych chordb roslin, wptywajacych
negatywnie na plon i jego jakos¢. W przypadku rzepaku do jego najistotniejszych patogenow
nalezy zaliczyé: Plenodomus lingam (sucha zgnilizna kapustnych), Sclerotinia sclerotiorum
(zgnilizna twardzikowa), Plasmodiophora brassicae (kita kapusty), Verticillium longisporum
(werticilioza) oraz Fusarium spp. (zgorzel siewek). Sg one przyczyng choréb o istotnym
znaczeniu ekonomicznym, poniewaz straty, jakie powodujg w plonach mogg siega¢ nawet
kilkudziesieciu procent. Rozwdj patogendw porazajgcych rzepak mozina obserwowaé przez
caty okres wegetacji. Choroby przez nie powodowane mozna ogranicza¢ na wiele sposobdw,
miedzy innymi poprzez dobdr prawidtowej agrotechniki, odmian oraz odpowiedniej ochrony.
Nowe uregulowania prawne wskazujgce na koniecznos¢ stosowania integrowanej ochrony
roslin przez wszystkich profesjonalnych uzytkownikéw srodkéw ochrony roslin oraz
wzrastajgce wymagania konsumentow, skfaniajg do poszukiwania alternatywnych metod
ochrony, w tym metod biologicznych z wykorzystaniem bakterii.

Celem badan byta ocena antagonistycznych wtasciwosci bakterii Bacillus amyloliquefaciens
DW1A i Bacillus subtilis DW2S zawartych w preparacie Bakto G-Stop wobec patogendow
rzepaku ozimego. Do testow wybrano izolaty P. lingam, S. sclerotiorum, V. longisporum i F.
culmorum.

Wzrost izolatéw badano na pozywce glukozowo-ziemniaczanej umieszczonej w ptytkach
Petriego o srednicy 90 mm. Do sterylnej pozywki o temperaturze nie wyzszej niz 45°C
dodawano roztwdér wodny preparatu pozwalajgcy uzyskaé stezenie rowne: 1, 10 i 30 ppm.
Kombinacje kontrolng stanowita pozywka bez dodatku Bakto-G- Stop.

Wyniki z dwéch niezaleznych serii biotestu wykazaty, ze bakterie Bacillus amyloliquefaciens
i B. subtilis (1:1) hamowaty wzrost wszystkich badanych izolatéw. Sita inhibicja byta wprost
proporcjonalnie zalezna od zastosowanego stezenia. Aktywno$é fungistatyczna wyrazona jako
wspotczynnik zahamowania tempa wzrostu patogena wynosita od 89 do 94,7% przy stezeniu
30 ppm.

Uzyskane wyniki sg obecnie weryfikowane w warunkach polowych pod wzgledem terminu
ich najskuteczniej aplikacji (zabieg doglebowy przedsiewny, jako zaprawa nasienna oraz w
nastepujacych fazach: BBCH 10-12, w fazie BBCH 13-19, BBCH 30-32, BBCH 60-63). Pozwoli to
na ustalenie optymalnego terminu zabiegu pozwalajgcego uzyska¢ maksymalng ochrone
przeciw patogenom rzepaku za pomocg Srodka Bakto G-Stop.
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Pathogens infestation of crops is associated with the occurrence of various plant diseases,
negatively affecting yield and its quality. In case of oilseed rape, the most significant pathogens
are: Plenodomus lingam (phoma leaf spot/stem canker), Sclerotinia sclerotiorum (sclerotinia
stem rot), Plasmodiophora brassicae (clubroot), Verticililum longisporum (Verticilium wilt) and
Fusarium spp. (Fusarium wilt). They cause the economically important diseases with yield
losses up to several dozen percent. The development of pathogens affecting oilseed rape can
be observed throughout the whole vegetation period. The diseases they caused can be reduce
in many ways, such as by agrotechnical methods, choosing resistant varieties and plant
protection. New regulations indicating the necessity of applying integrated plant management
rules by all professional users as well as increasing consumers' requirements, induce to search
for alternative protection methods, including biological control agents.

The aim of this study was to evaluate antagonistic properties of Bacillus amyloliquefaciens
DW1A and Bacillus subtilis DW2S (Bakto G-Stop) against winter oilseed rape pathogens. The
isolates selected for testing were P. lingam, S. sclerotiorum, V. longisporum and F. culmorum.

The growth of the isolates was tested on Potato Dextrose Agar medium placed in 90 mm
diameter Petri dishes. An aqueous solution of the preparation was added to the sterile
medium at about 45°C to obtain concentrations of: 1, 10 and 30 ppm. As a control a medium
without Bakto-G- Stop was used.

Results from two independent bioassays showed that Bacillus amyloliquefaciens and B.
subtilis (1:1) inhibited the growth of all tested isolates. Inhibition was directly dependent on
their concentration. The fungistatic activity expressed as the rate of inhibition of the pathogen
growth rate ranged from 89 to 94.7% at a concentration of 30 ppm.

This results are currently verified under field conditions with respect to the time of their
most effective application (pre-sowing soil treatment as a seed treatment and in the following
phases BBCH 10-12, in the BBCH 13-19 phase, BBCH 30-32, BBCH 60-63). It will allow
determination of the optimal treatment timing to achieve maximum protection against
oilseed pathogens with Bacto G-Stop.
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Reakcja Microcyclosporella mali sprawcy brudnej plamistosci jabtek na olejki
eteryczne

Ewa Mirzwa-Mrdz?t, Anna Wilkos?, Wojciech Wakuliriskil, Elzbieta Paduch-Cichal?, Katarzyna
Baczek?, Olga Kosakowska?, Zenon Weglarz?

1Zaktad Fitopatologii, Katedra Ochrony Roslin, Instytut Nauk Ogrodniczych, SGGW w Warszawie, ul.
Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa

2Katedra Roslin Warzywnych i leczniczych, Instytut Nauk Ogrodniczych, SGGW w Warszawie, ul.
Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa

e-mail: wilkosia98@gmail.com

Brudna plamistos¢ jabtek jest chorobg powodowang przez kompleks grzybéw. Wystepuje
powszechnie w regionach uprawy jabtoni na catym $wiecie, szczegdlnie w sadach z
ograniczong mozliwoscig stosowania ochrony chemicznej., m.in. sadach ekologicznych [1]. Od
momentu przystgpienia Polski do Unii Europejskiej systematycznie spada liczba
zarejestrowanych na rynku s$rodkédw ochrony rodlin, przy jednoczesnym wzroscie
zainteresowania konsumentéw zwigzkami pochodzenia naturalnego, mogacymi zastgpié
syntetyczne pestycydy [2]. Szczegdlng uwage poswieca sie olejkom eterycznym i ich
mozliwemu zastosowaniu w ochronie roslin [3]. Celem pracy bylo pozyskanie olejkéw
eterycznych z oregano greckiego, tymianku witasciwego i wrotyczu balsamicznego oraz
zbadanie reakcji wybranych izolatébw M. mali na dziatanie tych olejkdéw. Rosliny zebrane
zostaty w fazie kwitnienia, a nastepnie wydestylowano z nich olejek eteryczny przy uzyciu
aparatu Derynga. Analize sktadu olejkéw przeprowadzono metodg chromatografii gazowe;j
(GC/FID, GC/MS) przy uzyciu chromatografu Hewlett Packard 6890, wyposazonego w detektor
pfomieniowo-jonizacyjny FID i polarng, kapilarng kolumne. lzolaty grzyba wyszczepiono na
pozywki agarowe (PDA, SNA,PCA, WA). Wyznaczono wartos¢ minimalnego stezenia
hamujacego (MIC) dla kazdego z olejkéw, a nastepnie olejki w okreslonych stezeniach
dodawano do pozywki PDA i badano rozwéj grzyba M. mali. Na podstawie analizy sktadu
chemicznego trzech olejkéw stwierdzono dominacje jednej grupy zwigzkdw w kazdym z nich
oraz wskazano, ze w olejkach oregano i tymiankowym dominowaty dwa zwigzki, a w olejku
wrotyczowym jeden. Warto$s¢ MIC ustalona dla kazdego z izolatéow byfa podobna.
Najskuteczniejszym dziataniem cechowat sie olejek tymiankowy, a najstabszym — wrotyczowy.

Literatura
1. Mirzwa-Mroz E. 2013. Identyfikacja i biologia sprawcow brudnej plamistosci jabtek. Wie$ Jutra Sp. z 0.0.

Warszawa, str. 9-25.

2. Dutka A. 2013. Application of essential oils in plant protection against pest insects — paper review. Prog.
Plant Prot./Post. Ochr. Roslin 53 (1): 36-42.

3. Sadowska K., tukaszewska-Skrzypniak N., Wojczynska J., Stepniewska-Jarosz S., Tyrakowska M., Rataj-
Guranowska M. 2017. Evaluation of susceptibility of potential rape pathogens to selected essential oils.
Prog. Plant Prot./Post. Ochr. Roslin 57 (3): 201-205.

str. 174
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Apple sooty blotch is a disease caused by a fungal complex. It is common in apple growing
regions around the world, especially in orchards with limited chemical protection e.g.
ecological orchards [1]. Since Poland's accession to the European Union, the number of plant
protection products registered on the market has been systematically declining, with a
simultaneous increase in consumer interest in compounds of natural origin that can replace
synthetic pesticides [2]. Particular attention is paid to essential oils and their possible use in
plant protection [3]. The aim of the study was to obtain essential oils from Greek oregano,
thyme and balsamic tansy, and to examine the reaction of selected M. mali isolates to these
oils. Plants were harvested in the flowering stage and then essential oil was distilled using
Deryng's apparatus. Oil composition analysis was performed by gas chromatography (GC/ FID,
GC / MS) using a Hewlett Packard 6890 chromatograph equipped with a FID flame ionization
detector and a polar capillary column. Selected fungal isolates were transferred onto the
media (PDA, SNA,PCA, WA). The value of the minimum inhibitory concentration (MIC) for each
of oils was determined. Then the oils with specified concentrations were added to the PDA
medium to examine the growth of M. mali isolates. Based on the analysis of the chemical
composition of three oils, it was found that one group of compounds was dominant in each of
them, and it was indicated that two compounds dominated in oregano and thyme oils, and
one in tansy oil. The MIC value established for each isolate was similar. Thyme oil was the
most effective, and tansy oil was the weakest.
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Strategicznie waznymi zagadnieniami sg dzi$ optymalizacja wykorzystania naturalnych zasobdéw
wodnych oraz struktura gruntdw rolnych. Susza jest gtéwnym stresorem abiotycznym, ktéry znaczaco
wptywa na plony i jakos¢ upraw w wielu czes$ciach swiata, zagrazajac bezpieczerstwu zywnosciowemu
[1]. Dlatego badanie odpornosci roslin na stres powodowany suszg jest jednym z priorytetowych
obszaréow badan na catym swiecie. Ze wzgledu na globalne zmiany klimatyczne [2] istotne jest zbadanie
mozliwosci zastosowania zaprawiania nasion soi fungicydami i inokulantami ryzobium do rozwoju
krzyzowej adaptacji roslin do suszy. Zwiekszenie potencjatu wigzania azotu roslin strgczkowych w
symbiozie z bakteriami brodawkowymi przy stosowaniu srodkéw ochrony roslin o charakterze
grzybobdjczym moze by¢ alternatywnym rozwigzaniem zapewniajagcym roslinom przyjazny dla
Srodowiska azot i jednoczesnie zwiekszajgcy ich tolerancje na stresory. W tym celu stworzono
modelowe ekosystemy na rdéinych etapach powstawania i funkcjonowania symbiozy roslin
stragczkowych z roslinami motylkowymi, gdzie przed siewem nasion soi zaprawiano fungicydem
(fludioksonil, 25 g/L) i inokulowano aktywng ryzobig (Bradyrhizobium japonicum B1-20) zaréwno w
warunkach kontrolowanych, jak i terenie. Wykazano, ze zaprawianie nasion fungicydem i inokulantem
ryzobialnym przyczynia sie do przywrdcenia funkcjonowania symbiotycznego aparatu w osobnikach
soi. Zachodzi to po okresie wystepowania suszy, we wczesnych stadiach powstawania symbiozy roslina
straczkowa-ryzobium i zachodzi poprzez zwiekszenie wydajnosci azotu czasteczkowego i jego
utrwalenie na jednostke masy guzkéw. Pozytywny wplyw tej metody zaprawiania nasion na
funkcjonowanie symbiozy roslin stragczkowych z roslinami motylkowymi jest wazny, a szczegdlnie w
okresie aktywnego wigzania brodawek azotu czgsteczkowego, o czym swiadczy zachowanie potencjatu
wigzania azotu przez osobniki soi w okresie suszy i po stresie. Wykazano, ze przedsiewne zaprawianie
nasion fludioksonilem (25 g/L) oraz nokulacja aktywng ryzobig (B. japonicum B1-20) moze by¢
stosowana w uprawie polowej soi w celu przedtuzenia efektywnosci aparatu symbiotycznego w
uprawie generatywnej i okresie reprodukcyjne rozwoju roslin. Zapewnito to znaczny wzrost wydajnosci
ziarna. Dlatego zastosowanie metody zaprawiania nasion jest skutecznym rozwigzaniem
poprawiajgcym wigzanie azotu roslin soi, zwiekszajgc ich potencjat adaptacyjny i odpornosc¢ na stres w
warunkach suszy, co moze przyczynic sie do poprawy bezpieczenstwa zywnosciowego.
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Strategically important issues today are the optimization of the use of natural water resources and
the structure of agricultural lands. Drought is a major abiotic stressor that significantly affects crop
yields and quality in many parts of the world, threatening food security [1]. Therefore, the study of
plant stress resistance to drought is one of the priority areas of research around the world. Due to
global climate change [2], is relevant to examine the possibility of using soybean seed treatment with
fungicides and rhizobia inoculants to develop cross-adaptation of plants to drought. Increasing the
nitrogen-fixing potential of legumes in symbiosis with nodule bacteria when using plant protection
products of fungicidal nature may be an alternative solution to provide plants with environmentally
friendly nitrogen and at the same time increase their tolerance to stressors. For this purpose, model
ecosystems were created at different stages of legume-rhizobial symbiosis formation and functioning,
where before soybean seeds sowing was treated with fungicide (fludioxonil, 25 g/L) and inoculated
with active rhizobia (Bradyrhizobium japonicum B1-20) under controlled conditions and in the field. It
has been established that seed treatment with a fungicide and a rhizobial inoculant contributes to the
restoration of the functioning of the symbiotic soybean apparatus after the action of drought in the
early stages of the formation of legume-rhizobium symbiosis by increasing the efficiency of molecular
nitrogen fixation per unit mass of nodules. The positive effect of this method of seed treatment on the
functioning of legume-rhizobial symbiosis during the period of active fixation of molecular nitrogen
nodules, as evidenced by the preservation of nitrogen-fixing potential of soybeans in drought and after
stress. It is proved that pre-sowing treatment of seeds with fludioxonil (25 g/L) and inoculation with
active rhizobia (B. japonicum B1-20) can be used in soybean cultivation in the field to prolong the
effectiveness of the symbiotic apparatus in generative and reproductive periods of plant development.
This provided a significant increase in grain productivity. Therefore, the use of this method of seed
treatment is an effective solution for improving the nitrogen-fixing activity of soybean plants,
increasing their adaptive potential and stress resistance in drought conditions which can contribute to
improving food security.
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Zjawisko systemicznej indukcji odpornosci nabytej (z ang. Systemic Acquired Resistance,
SAR), moze stac sie jedng ze skutecznych metod ochrony roslin. Wynika to z faktu iz, kazda
roslina posiada ,,uktad immunologiczny”, ktérego pobudzenie w wielu wypadkach wystarczy,
aby sama mogta zwalczy¢ atakujacy jg patogen. W naturalnych warunkach system
odpornosciowy roslin pobudzany jest przez atak patogena, a nastepnie poprzez aktywacje
odpowiednich szlakéw odpornosciowych. W ciggu kilku dni ukfad ten jest gotowy odeprzeé
atak patogena. W prowadzonych doswiadczeniach badano wptyw substancji aktywnej
BTWHA, bedacej pochodng benzotiadiazolu, ktéra posiada aktywnosé zwigzang ze stymulacja
wzrostu i rozwoju roslin oraz indukcjg systemicznej odpornosci nabytej pozwalajacej na
ograniczenie fuzariozy tulipana, jednej z najgrozniejszych choréb tej rosliny. Sprawcg choroby
jest grzyb Fusarium oxysporum forma specjalna (f. sp.) tulipea. Choroba ta stanowi gtéwny
problem podczas przechowywania cebul, uprawach reprodukcyjnych, nasadzeniach zieleni
miejskiej i ogrodach.

Doswiadczenia przeprowadzono w latach 2020-2021 w szklarni Instytutu Ogrodnictwa-PIB.
Obejmowato ono 4 kombinacje wykonane w dwéch seriach.

Zastosowanie substancji aktywnej BTHWA w bardzo wysokim stopniu ograniczyto rozwdj
fuzariozy na cebulach tulipana. Zastosowany w dwdch stezeniach 0,2% i 0,4%, do podlewania
roslin, zahamowat rozwdj choroby w okoto 85%. Ponadto, zastosowanie substancji BTHWA
korzystnie wptyneto na wysokos¢ roélin i rozwdj systemu korzeniowego. Srednia wysokos¢
roslin po zastosowaniu badanej substancji w stezeniu 0,4% wynosita 503 mm natomiast w
kombinacji kontrolnej 284 mm. Réwniez swieza i sucha masa systemu korzeniowego roslin
traktowanych BTHWA byta wyzsza, niz roslin w kombinacji kontrolnej.

Projekt ,, Nowe induktory odpornosci roslin oraz ich zastosowanie jako innowacyjne podejscie do ochrony roslin
przed patogenami” ktéry jest realizowany w ramach programu Team Tech (POIR.04/04.00-00-5BD9/17-00)
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej wspétfinansowanego przez Unie Europejska z Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego.
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The phenomenon of Systemic Acquired Resistance (SAR) may become one of the effective
methods of plant protection. This is due to the fact that every plant has an "immune system",
the stimulation of which in many cases is sufficient for the plant to be able to control an
attacking pathogen by itself. In natural conditions, the plant immune system is stimulated by
an attack of a pathogen and then by activation of the relevant immune pathways. Within a
few days this system is ready to repel the pathogen attack. In conducted experiments, the
effect of the active substnace BTHWA, which is a derivative of benzotiadiazole, having activity
of stimulation of plant growth development as well as induction of systemic acquired resitance
allowing to reduce tulip fusariosis, one of the most dangerous diseases of this plant, was
tested. The disease is caused by the fungus Fusarium oxysporum special form (f. sp.) tulipea.
The disease is a major problem during bulb storage, in forcing, reproductive cultivation, urban
greenery plantings and gardens.

The experiment was conducted in the years 2020-2021 in the greenhouse of the National
Institute of Horticultural Research in Skierniewice. The study involved 4 variants of treatment
and was performed in two series.

The use of active substance BTHWA significantly limited the development of fusariosis on
tulip bulbs. The substance, used in two differenct concentration 0.2% and 0.4% to irrigate
plants, inhibited the development of the disease in approximately 85%. Moreover, BTHWA
positively influenced the height of the plants and development of the root system. The
average height of plants treated with BTHWA (in concentration of 0.4%) was 503 mm, while
in the intreated control - 284 mm. Also, the fresh and dry mass of the root system of plants
treated with BTHWA was higher than that of plants in the untreted control.

The “New plant resistance inducers and their application as innovative approach to plant protection against
pathogens” project is carried out within the TEAMTECH (POIR.04/04.00-00-5BD9/17-00) programme of the
Foundation for Polish Science co-financed by the European Union under the European Regional Development
Fund.
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W ostatnim czasie w Polsce wraz z wyraznym ocieplaniem sie klimatu, obserwuje sie
nasilenie wielu choréb wirusowych, w tym mozaiki tytoniu stanowigcej do niedawna problem
gtownie w strefie klimatéw podzwrotnikowych. Choroba objawia sie uszkodzeniami lisci w
postaci mozaikowych przebarwien oraz kartowatoscig roslin. Sprawcg choroby jest Tobacco
mosaic virus (TMV) jeden z najbardziej rozpowszechnionych i agresywnych wiruséw
roslinnych, ktéry powoduje znaczace straty w uprawie tytoniu na $wiecie (1). Wysoki wskaznik
porazenia przez TMV jest spowodowany duzg trwatoscig i tatwoscig rozprzestrzeniania sie
wirusa. Nalezy przypuszczaé, ze w najblizszym czasie mozaika tytoniowa stanie sie jednym z
wazniejszych problemdéw w uprawie tytoniu w Polsce.

W ograniczaniu wystepowania TMV wykorzystuje sg metody agrotechniczne wsréd ktdrych
duze znaczenie ma stosowanie wysokiej jakosci materiatu siewnego pozbawionego
zanieczyszczen, a zwfaszcza resztek tkanek roslinnych, ktére stanowia zrédto zakazenia TMV.
Wazng role odgrywa czyszczenie i odkazanie narzedzi rolniczych po kazdym zabiegu oraz
zachowanie standardéw fitosanitarnych zaréwno w rozsadniku jak i na polu. Duze znaczenie
ma takze stosowanie preparatdw przyspieszajacych rozkfad resztek roslinnych bedacych
rezerwuarem wirusa (2). Zaleca sie stosowanie racjonalnego zmianowania, az do catkowitego
rozktadu martwej tkanki tytoniu. W ograniczaniu nasilenia TMV w tytoniu coraz czesciej
wykorzystywane sg mikroorganizmy antagonistyczne w stosunku do wirusa. Traktowanie
gleby i sadzonek roztworem Pseudomonas putida A3-m 5x108 CFU/ml istotnie ograniczyto
ilos¢ TMV w glebie i nasilenie choroby (3). Wykazano réwniez, ze stosowanie flawonoidéw
takich jak kwercetyna i witeksyna zmniejsza ilos¢ zmian chorobowych wywotanych przez TMV
(4). Najskuteczniejszg formg ochrony biologicznej przed TMV jest hodowla i uprawa odmian
odpornych. Dotychczas w hodowli najczesciej wykorzystywano dziki gatunek Nicotiana
glutinosa wykazujgcy odporno$é¢ typu nadwrazliwosci (HR) (5). Na bazie odpornosci
pochodzacej od N. glutinosa wyhodowano odmiany w typie Burley (6), jak rdwniez Virginia
(Berbec 2019).
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Recently in Poland, due to a global warming, an increase in many viral diseases has been
observed, including tobacco mosaic which up to now has been a problem mainly in subtropical
climate zone. The disease symptoms are manifested by leaf damage in the form of mosaic
discolouration and plant dwarfism. The disease is caused by tobacco mosaic virus (TMV), one
of the most widespread and aggressive plant viruses causing significant losses in tobacco
cultivation worldwide (1). The high infection rate of tobacco by TMV is due to the high
longevity and easy spread of the virus. Therefore, it is expected that in the near future,
tobacco mosaic will become one of the most important problems in tobacco cultivation in
Poland.

Agrotechnical methods are used to limit the occurrence of TMV and among them, high
quality seed without contaminations, especially remains of plant tissues, which are the source
of TMV infection, is of great importance. Cleaning and disinfecting agricultural equipment
after each treatment is also important, as well as maintaining phytosanitary standards both in
the seedbed and in the field. It is also important to use products that accelerate the
decomposition and mineralization of plant residues which are the virus reservoir (2). It is
recommended to use a rational crop rotation until the dead tobacco tissue is completely
decomposed. Microorganisms antagonistic to the virus are increasingly used in reducing the
severity of TMV in tobacco. Treatment of soil and seedlings with a Pseudomonas putida A3-m
solution 5x108 CFU/ml significantly reduced the amount of TMV in the soil and the severity of
the disease (3). The use of flavonoids such as quercetin and vitexin has also been shown to
reduce the number of lesions caused by TMV (4). The most effective form of biological
protection against TMV is the breeding and cultivation of resistant varieties. So far, the wild
species Nicotiana glutinosa exhibiting hypersensitive type (HR) resistance has been most
commonly used in breeding (5). Based on resistance derived from N. glutinosa, cultivars in the
Burley type (6) as well as Virginia type have been bred (2).
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Ostatnio olejki eteryczne sg obiektem szczegdlnego zainteresowania jako nowa grupa
substancji o dziataniu przeciwwirusowym!(231 W doswiadczeniach prowadzonych in vitro
zbadano przeciwwirusowg aktywnosc trzech olejkdw eterycznych ekstrahowanych z roslin
tymianku wtasciwego (Thymus vulgaris L.), greckiego oregano (Origanum. vulgare ssp. hirtum
Link.) i wrotyczu balsamicznego (Tanacetum balsamita L.) wobec wirusa mozaiki ogorka
(Cucumber mosaic virus, CMV). W badaniach rosling wskaznikowg byta komosa ryzowa
(Chenopodiumk quina) reagujaca objawami lokalnymi po infekcji CMV. Nie obserwowano
jakichkolwiek zmian na lisciach roslin inokulowanych tylko olejkiem tymiankowym, olejkiem
z greckiego oregano albo olejkiem wrotyczowym, o stezeniu 500 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm
oraz 3000 ppm. Nie stwierdzono zadnych istotnych réznic w aktywnosci olejku z greckiego
oregano i olejku wrotyczowego przy stezeniach 500 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm oraz 3000 ppm
oraz olejku tymiankowego przy stezeniu 500 ppm w stosunku do wirusa mozaiki ogérka.
Zaobserwowano istotne réznice w aktywnosci olejku tymiankowego dodanego do inokulum
CMV w stezeniu 1000 ppm, 2000 ppm i 3000 ppm. Najsilniejszg aktywnos¢ olejku
tymiankowego notowano po zastosowaniu stezenia 3000 ppm, najstabszg po zastosowaniu
stezenia 1000 ppm. W pordéwnaniu do olejkéw z greckiego oregano i olejku wrotyczowego,
olejek tymiankowy wyraznie silniej hamowat infekcje CMV przy stezeniu 3000 ppm, a
wspotczynnik hamowania infekcji wynidst 50,66%. Aplikowanie na liscie Ch. quinoa olejku
tymiankowego (3000 ppm) przed lub po inokulacji CMV wskazywato na wysoka ochrone
roslin przed wirusem. Wspdtczynnik hamowania infekcji CMV byt 1,42 razy wyiszy w
przypadku aplikowania olejku tymiankowego na liscie 24h przed inokulacjy CMV w
poréwnaniu do wartosci otrzymanej w przypadku kiedy olejek tymiankowy podawano na liscie
24 h po inokulacji CMV.
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Recently, essential oils have been of particular interest as a new group of substances with
antiviral activity(123], The antiviral activity of three essential oils extracted from thyme
(Thymus vulgaris L.), Greek oregano (Origanum vulgare ssp. hirtum Link.) and costmary
(Tanacetum balsamita L.) was tested in vitro against Cucumber mosaic virus (CMV). Quinoa
(Chenopodium quinoa L.), which develops local symptoms after being infected with CMV, was
used as a test plant. No symptoms were observed on leaves of Ch. quinoa plants inoculated
with only the thyme, Greek oregano or costmary oil having a concentration of 500 ppm, 1000
ppm, 2000 ppm or 3000 ppm. No significant differences were observed between the anti-CMV
activity of the Greek oregano and costmary oils with the concentration of 500 ppm, 1000 ppm,
2000 ppm and 3000 ppm and that of the thyme oil with the concentration of 500 ppm.
Significant differences in activity against CMV were observed between the thyme oils with a
concentration of 1000 ppm, 2000 ppm and 3000 ppm, respectively. The strongest anti-CMV
activity of the thyme oil was observed with a concentration of 3000 ppm, and the weakest -
with a concentration of 1000 ppm. Compared to the Greek oregano and costmary oils, the
thyme oil had a much stronger inhibitory effect against CMV infection (percent of inhibition
50.66% for the concentration of 3000 ppm). The protective and curative experiments revealed
that the thyme oil (3000ppm) had a high protective and curative effect against CMV. The
percent of inhibition of CMV infection was 1.42 times higher when the thyme oil was applied
on the leaves 24 h before the inoculation with CMV, compared to the percent of inhibition
obtained when the thyme oil was applied on the leaves 24 h after the inoculation with CMV.
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Patogeny grzybowe s3 jednym z najwazniejszych czynnikdw wywotujacych choroby roslin.
Gatunki fitopatogeniczne bytujgce w glebie przyczyniajg sie do obnizenia jakosci i ilosci
plondw, a takie do zmniejszenia produktywnosci gleb uprawnych. Do najwazniejszych
wyzwan zrownowazonego rolnictwa nalezy ograniczenie liczby patogendw przy jednoczesnym
zachowaniu réwnowagi ekologicznej w ekosystemie glebowym [1].

Celem badan byto okreslenie zmian w strukturze populacji fitopatogenéw zasiedlajacych
glebe zdegradowang chemicznie pod wptywem fosforowego nawozu mineralnego
wzbogaconego mikrobiologicznie.

Doswiadczenie polowe prowadzone w latach 2018-2019 obejmowato nastepujgce warianty
nawozenia: FC-dawka optymalna bez wzbogacenia mikrobiologicznego, FA100-dawka
optymalna wzbogacona mikrobiologicznie oraz FA60-dawka zredukowana o 40% zawierajgca
mikroorganizmy. Prébki gleby pobierano w nastepujgcych terminach: lato 2018 (S18), jesien
2018 (A18), lato 2019 (S19) oraz jesiern 2019 (A19). Rdéznorodnos¢ patogendw grzybowych
zostata okreslona z wykorzystaniem sekwencjowania nastepnej generacji (NGS) oraz bazy
danych FUNGuild [2].

Uzyskane wyniki wskazujga na zmiany w strukturze populacji fitopatogendéw grzybowych
zasiedlajgcych badang glebe. W wariantach FA100-FA60(A18) oraz FA100-FA60(S19)
zaobserwowano zmniejszenie liczby operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTUs)
przypisanych do rodzajéw sklasyfikowanych jako patogeny rosline w poréwnaniu do
odpowiadajgcych kontroli. Dominujacymi fitopatogenami byty grzyby z rodzajéw Clonostachys
(12.07%-69.73%), Devriesia (5.10%-29.63%), Mycosphaerella (0.42%-21.93%) oraz
Pseudocercospora (3.23%-10.23%).
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Fungal pathogens are thought to be one of the most important drivers of plants diseases.
Soil-borne phytopathogenic species contribute to lowering the quality and quantity of crop
yields and to reducing the productivity of arable soils. The major challenges of sustainable
agriculture involve limiting the number of pathogens while maintaining the ecological balance
in the soil ecosystem [1].

The aim of the study was to determine variations in the composition of fungal
phytopathogens population inhabiting chemically degraded soil under the influence of
microbiologically enriched phosphorus mineral fertilizer.

The field experiment conducted in 2018-2019 included the following treatments: FC-optimal
dose without microbial enrichment, FA100-optimal dose containing microorganisms and
FA60-40% reduced dose containing microorganisms. Soil samples were collected on summer
2018 (S18), autumn 2018 (A18), summer 2019 (S19) and autumn 2019 (A19). Fungal
phytopathogens diversity was determined using next generation sequencing and the
FUNGuild database [2].

The obtained results indicate changes in the composition of fungal phytopathogens
population inhabiting tested soil. In FA100-FA60(A18) and FA100-FA60(S19) treatments, a
reduction in the number of operational taxonomic units (OTUs) assigned to genera classified
as plant pathogens was observed in comparison with corresponding controls. The dominant
phytopathogens were fungi belonging to the following genera: Clonostachys (12.07%-69.73%),
Devriesia (5.10%-29.63%), Mycosphaerella (0.42%-21.93%) and Pseudocercospora (3.23%-
10.23%).

The work was co-financed by The National Centre for Research and Development in frame of the project
BIOSTRATEG, contract number BIOSTRATEG3/347464/5/NCBR/2017
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Biopreparaty bakteryjne moga by¢ waznym narzedziem hamujacym wzrost fitopatogendéw
grzybowych zaréwno w uprawach konwencjonalnych jak i ekologicznych. Fitopatogeny
grzybowe mogg powodowac¢ nawet do 60% strat w plonach upraw ekologicznych.
Odpowiednio dobrane i zastosowane konsorcja bakteryjne moga nie tylko pomdc w
ograniczeniu skutkéw infekcji grzybowych, ale réwniez wzmocni¢ odpornosé systemiczng
roslin, zwiekszy¢ plon, a takze ilo$¢ mikro- i makro-sktadnikow obecnych w glebie i dostepnych
dla roslin [1]. Przeprowadzone badania obejmowaty okreslenie wptywu inokulum
pozytecznych bakterii na mikrobiom ryzosfery i fylosfery malin w doswiadczeniu wazonowym.
Zdolnosci funkcjonalne oceniano zaréwno za pomocg mikromacierzy fenotypowych, jak i z
wykorzystaniem sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS).

4 izolaty pozytecznych bakterii nalezgcych do rodzajéw Arthrobacter, Pseudomonas i
Rhodococcus zastosowane w 4 strategiach naturalizacji obejmujacych inokulacje korzeni malin
podczas ich sadzenia, podlewanie naturalizacyjne zawierajgce inokulum bakterii 4 tygodnie po
posadzeniu, naturalizacje tgczgcy oba te rozwigzania oraz obiekty kontrolne bez zastosowania
naturalizacji. Zastosowano 4 patosystemy zawierajgce najbardziej powszechne fitopathogeny
owocow miekkich - Botrytis cinerea, Colletotrichum acutatum, Phytophthora sp., Verticillium
sp. i kontrole bez zadnych patogenéw. Po zakonczeniu eksperymentu pobrano prébki
ryzosfery i peddw, a nastepnie poddano je analizie profilowania funkcjonalnego z
wykorzystaniem systemu Biolog® i ptytek EcoPlates. Testy przeprowadzono z wykorzystaniem
dwéch dtugosci fali, co pozwolito na okreslenie intensywnosci produkcji biomasy na réznych
zwigzkach organicznych (750 nm) oraz stopnia utylizacji substratéw (590 nm) przez testowane
izolaty bakteryjne. Na podstawie wartosci pomiaru absorbancji przy wybranych dtugosciach
fali wyliczono indeks stresu substratowego. Ponadto przeprowadzono izolacje DNA z prébek
ryzosfery i fylosfery, a nastepnie DNA poddano analizie NGS z wykorzystaniem systemu
[llumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, US). Wyniki zostaty opracowane z wykorzystaniem
srodowiska QIIME2 oraz narzedziami FUNGuild i PICRUSt.

Aplikacja inokulum spowodowata obnizenie wskaznika stresu substratowego dla zbiorowisk
mikroorganizmow zasiedlajgcych fylosfere, ktore byly bardziej wrazliwe na dziatanie
konsorcjum bakteryjnego niz zbiorowiska zasiedlajgce ryzosfere. Aplikacja inokulum
spowodowata zmiany w zdolnosciach funkcjonalnych zaréwno zbiorowisk grzybowych, jak i
bakteryjnych zasiedlajgcych maliny.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach programu BIOSTRATEG, numer
umowy BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR/2018
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Bacterial biopreparations may be a valuable tool in inhibiting the growth of fungal plant
pathogens in both organic and conventional farming. Fungal phytopathogens can cause up to
60% of yield loss in organic farming. Properly chosen and applied bacterial consortia may not
only help with the defeat of phytopathogenic infection but also enhance plants' systemic
resistance, increase the plants’ yield, and increase the amount of soil micro- and macro-
nutrients available for plants [1]. Presented research included the evaluation of the effect of
beneficial bacteria inoculum on the rhizosphere and phyllosphere microbiome of raspberries
in a pot experiment. Functional abilities were evaluated both with the use of phenotype
microarrays and with the use of next-generation sequencing (NGS).

The 4 isolates of beneficial bacteria belonging to genera Arthrobacter, Pseudomonas and
Rhodococcus were used in plants naturalization strategies including spreading over the roots
of raspberry seedlings during planting, adding to watering 4 weeks after planting or combining
both treatments. The 4 pathosystems were applied including Botrytis cinerea, Colletotrichum
acutatum, Phytophthora sp., Verticillium sp., and control without any pathogens. Samples of
rhizosphere and shoots were taken and subjected to functional profiling analysis of their
microbial communities with the use of Biolog® EcoPlates. The tests were carried out using two
wavelengths of light. It allowed us to assess the intensity of biomass production on various
organic compound (750 nm) and a degree of substrate utilization (590) nm by tested bacterial
isolates. Then the Stress Substrate Index was calculated. Furthermore, following the pot
experiment, the DNA was isolated from the rhizosphere and phyllosphere of raspberries and
sequenced with the Illumina MiSeq platform (lllumina, San Diego, CA, US). Results were then
analyzed with QIIME2 environment and with FUNGuild tool using UNITE or SILVA databases
and PICRUSt software package.

The inoculum application resulted in reducing the stress substrate index value for microbial
communities inhabiting the phyllosphere. Phyllosphere microbial communities were much
more sensitive towards the bacterial inoculum application than the rhizosphere communities.
The application of the beneficial bacteria consortium resulted in the change of functional
abilities of both fungal and bacterial communities inhabiting raspberry plants.

This paper was financed by The National Centre for Research and Development in frame of the project
BIOSTRATEG, contract number BIOSTRATEG3/344433/16/NCBR /2018
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Biostymulatory i odmiany to wazne elementy w nowoczesnej uprawie ziemniaka, wptywaja
na plon i jako$¢ bulw. Zawarto$¢ w nich m. in. cukréw redukujgcych i sacharozy oraz biatka
decyduje o wartosciach zywieniowych, a zwtaszcza przetwdrczych. Badania przeprowadzono
w celu oznaczenia zawartosci cukrow (glukozy, fruktozy, sacharozy) oraz biatka ogétem w
bulwach po zbiorze i 5-miesiecznym przechowywaniu (w temperaturze of 5°C). Materiat
badawczy stanowity bulwy pieciu odmian ziemniaka o réznym zabarwieniu migzszu: biatym
Irga, z6ttym Satina, fioletowym Valfi i Blaue Saint Galler (Blaue St. Galler) i czerwonym
Highland Burgundy Red (HB Red). Ziemniaki w okresie wegetacji traktowano biostymulatorami
zgodnie z zaleceniami producentdw: Asahi SL, Bio-Algeen S-90, Kelpak SL, Trifender WP. Roslin
kontrolnych nie traktowano biostymulatorami. Cukry oznaczano po uprzedniej ekstrakcji,
oczyszczaniu i filtracji (0,20 um) chromatograficznie. Zawarto$é biatka ogdlnego oznaczano
metoda Kjeldahla.

Wiekszg zawarto$é sumy cukrow prostych (z przewazajgcym udziatem glukozy) stwierdzono
w skdrce, migzszu i catych bulwach odmian o zabarwionym migzszu - fioletowym i czerwonym
niz o tradycyjnym - biatym i z6ttym. Zastosowane biostymulatory, szczegdlnie Bio-Algeen S-90
i Kelpak SL, sprzyjaty akumulacji monosacharydéw. Najmniejszg ilos¢ sacharozy zawieraty
bulwy (skorka, migzsz i bulwy ze skdrkg) odmiany Irga. Zastosowane preparaty, podobnie jak
w przypadku cukréw prostych, zwiekszaty zawarto$é dwucukru. Taka prawidtowos¢ wystgpita
w obu terminach analiz tj. po zbiorze i przechowywaniu bulw.

Po zbiorze najmniejszg zawarto$¢ biatka ogdétem stwierdzono w bulwach odmiany Irga
i Satina (ok. 75 g kg* s.m.), a najwieksza w migzszu odmiany Blaue St. Galler (ok. 90 g kgt s.m.).
Po przechowywaniu bulw stwierdzono w nich zwiekszenie zawartosci biatka. Po zbiorze w
bulwach ziemniaka traktowanego biostymulatorami byto wiecej biatka niz w bulwach roslin
kontrolnych. Biostymulatory w nieznacznym stopniu wptywaty na ilos¢ tego sktadnika w
przechowywanych bulwach.
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The use of biostimulants and cultivar selection play an important role in modern potato
farming because they influence tuber yield and quality. The nutritional value and processing
suitability of potato tubers are affected by the content of reducing sugars, sucrose and
protein. The aim of this study was to determine the content of sugars (glucose, fructose and
sucrose) and total protein in potato tubers, at harvest and after five months of storage (at a
temperature of 5°C). The experimental materials comprised tubers of five edible potato
cultivars with different flesh colors: Irga with cream-colored flesh, Satina with yellow-colored
flesh, Valfi and Blaue Saint Galler (Blaue St. Galler) with purple-colored flesh, and Highland
Burgundy Red (HB Red) with red-colored flesh. During the growing season, potato plants were
treated with the following biostimulants: Asahi SL, Bio-Algeen S-90, Kelpak SL and Trifender
WP, in accordance with the manufacturers’ instructions. Control plants were not treated with
biostimulants. Sugars were determined by high-performance liquid chromatography,
following their extraction, purification and filtration (0.20 um). The total protein content of
tubers was determined by the Kjeldahl method.

The content of total simple sugars (with a predominance of glucose) was higher in the skin,
flesh and whole tubers of purple- and red-fleshed cultivars, compared with traditional cream-
and vyellow-fleshed cultivars. The applied biostimulants, in particular Bio-Algeen S-90 and
Kelpak SL, contributed to the accumulation of monosaccharides. The tubers (skin, flesh and
whole tubers with skin) of cv. Irga had the lowest sucrose content. Similarly to simple sugars,
also the content of the disaccharide increased in response to the biostimulants, both at
harvest and after storage.

At harvest, total protein content was lowest in the tubers of cvs. Irga and Satina (approx. 75
g kg’ DM), and highest in the flesh of cv. Blaue St. Galler (approx. 90 g kg™t DM). The total
protein content of tubers increased during storage. At harvest, the tubers of potato plants
treated with biostimulants had higher protein content than the tubers of control plants.
Biostimulants exerted a minor effect on total protein concentration in stored tubers.
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Inwazja biologiczna to jedno z najwiekszych wyzwan srodowiskowych XXI wieku. Wymieranie
rodzimych gatunkdw, straty gospodarcze, a nawet zagrozenie bezpieczenstwa i zdrowia ludzi
to tylko niektére ze skutkdw ekspansji obcych gatunkow. Gtownym celem badan byto
okreslenie sktadu mykobioty zamieszkujgcej trzy inwazyjne gatunki roslin: Acer negundo,
Padus serotina i Spiraea tomentosa. Badania prowadzono w latach 2017-2019 w trzech
lokalizacjach w Polsce: we Wroctawiu, w Borach Dolnoslgskich oraz w Wigierskim Parku
Narodowym. Na podstawie miesiecznych obserwacji terenowych okreslono zréznicowanie i
dynamike pojawu objawdéw chorobowych. Szczepy wyizolowane z tkanek zielonych i nasion
poddano analizie genetycznej na podstawie fragmentéw ITS. Za pomocg modeli GLMM
okreslono zaleznosci pomiedzy wskaznikiem porazenia tkanek zielonych, mykobioty nasion i
bioréznorodnos$é grzybéw w odniesieniu do czynnikdw klimatycznych, zanieczyszczenia
powietrza i warunkow siedliskowych. Po raz pierwszy zidentyfikowano identyfikowano nowy
szczepy Fusarium powodujacy zamieranie peddéw klonu jesionolistnego w Europie oraz
okres$lono potencjalne zagrozenie ze strony fitopatogendéw zasiedlajgcych rosliny inwazyjne
dla upraw sadowniczych. Jest to pierwsze kompleksowe badanie identyfikujgce mykobiote
roslin inwazyjnych w Polsce i jedno z pierwszych tego typu badan w Europie.
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Biological invasion is one of the greatest environmental challenges of the 21st century.
Displacement of native taxa, economic losses and even threat to human health are just some
of the effects of the expansion of alien species. The main aim of the research was to determine
the mycobiota composition inhabiting three invasive plant species: Acer negundo, Padus
serotina and Spiraea tomentosa, and to determine the pathogenicity potential of selected
species of fungi isolated from the infected tissues. The research was conducted throughout
2017-2019 in three locations in Poland: in Wroctaw, in Bory Dolnoslaskie and in the Wigry
National Park. Based on monthly field observations, the diversity and dynamics of disease
symptoms appearance were determined. Strains isolated from green tissues and seeds were
genetically analyzed, based on ITS fragments. Using GLMM models, the disease index,
mycobiota of seeds and the biodiversity of fungi were analyzed in relation to climatic factors,
air pollution and habitat conditions. New Fusarium strains have been identified causing
dieback of the shoots of the ash-leaf maple in Europe. This is the first comprehensive study to
identify the mycobiota of invasive plants in Poland and one of the first of such kind in Europe.
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Bakterie sg w stanie skolonizowac¢ wszystkie ekosystemy lgdowe i wodne, od miejsc ubogich
w zwigzki organiczne po bogate srodowiska — oceany, jeziora, rzeki czy gleby, sg réwniez
obecne w powietrzu. Celem ninejszej pracy byto zbadanie bioréznorodnosci bakterii obecnych
w glebie w wybranych szkétkach lesnych. Probki gleby ze szkétek lesnych analizowano metoda
sekwencjonowania nowej generacji (NGS). W trakcie badan opisano OTU (operacyjna
jednostka taksonomiczna) nalezgce do krélestw Archaea i Bacteria. Ponadto 28-39% OTU nie
zostato przypisanych do zadnego z powyzszych. Udziat procentowy pierwszego wymienionego
krolestwa w trzech szkdétkach lesnych réznit sie miedzy szkdtkami. We wszystkich badanych
miejscach stwierdzono obecnos¢ bakterii nalezgcych do: Chloracidobacteria, Fimbriimonadia,
Leptospirae, Methylacidiphilae, Pedosphaerae, Saprospirae, Spartobacteria, Acidimicrobia,
Acidobacteria, Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Anaerolineae, Armatimonadia,
Chloroflexi, Chloroplast, Chthonomonadetes, Clostridia, Cytophagia, Deinococci,
Deltaproteobacteria, Elusimicrobia, Endomicrobia, Fibrobacteria, Flavobacteriia,
Gammaproteobacteria, Gemmatimonadetes, Holophagae, Ktedonobacteria, Nitrospira,
Opitutae, Oscillatoriophycideae, Phycisphaerae, Planctomycetia, Rubrobacteria, Solibacteres,
Sphingobacteriia, Spirochaetes, Synechococcophycideae, Termoleofilia, termomikrobia,
Verrucomicrobiae. Zbiorowiska bakterii réznity sie od siebie réznorodnoscig taksonomiczna.
W glebach badanych szkétek lesnych dominowaty Proteobacteria, Acidobacteria,
Gemmatimonadetes i Verrucomicrobia. Najwiekszg réznorodnosc¢ bakteryjng wykazano w
szkotce lesnej zlokalizowanej na potudniu kraju.
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Bacterial biodiversity in selected forest nurseries
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Bacteria are able to colonize all terrestrial and aquatic ecosystems, ranging from places poor
in organic compounds to rich environments — oceans, lakes, rivers or soils, they are also
present in the air. The aim of this work was to examine the biodiversity of bacteria present in
the soil in selected forest nurseries. The soil samples from the forest nurseries were analysed
with lllumina sequencing. During the research, OTU (operational taxonomic unit) belonging to
Archaea and Bacteria were described. Additionally, 28-39% of OTUs have not been assigned
to any of the above. The percentage share of the first-mentioned kingdom in the three forest
nurseries differed between nurseries. In all of the tested forest nurseries following bacteria
were found: Chloracidobacteria, Fimbriimonadia, Leptospirae, Methylacidiphilae,
Pedosphaerae, Saprospirae, Spartobacteria, Acidimicrobia, Acidobacteria, Actinobacteria,
Alphaproteobacteria, Anaerolineae, Armatimonadia, Bacilli, Bacteroidia, Betaproteobacteria,
Chlamydiia, Chloroflexi, Chloroplast, Chthonomonadetes, Clostridia, Cytophagia, Deinococci,
Deltaproteobacteria, Elusimicrobia, Endomicrobia, Fibrobacteria, Flavobacteriia,
Gammaproteobacteria, Gemmatimonadetes, Holophagae, Ktedonobacteria, Nitrospira,
Opitutae, Oscillatoriophycideae, Phycisphaerae, Planctomycetia, Rubrobacteria, Solibacteres,
Sphingobacteriia, Spirochaetes, Synechococcophycideae, Thermoleophilia, Thermomicrobia,
Verrucomicrobiae. The bacterial communities differed from each other in terms of taxonomic
diversity. Proteobacteria, Acidobacteria, Gemmatimonadetes and Verrucomicrobia
predominated in the soils of the studied forest nurseries. The forest situated in Southern
Poland, showed the greatest bacterial diversity.
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Grzyby nalezg do mikroorganizmow, petnigcych wiele funkcji w agroekosystemach, zapewniajac ich
stabilnos¢ ekologiczng oraz adaptacje do warunkdw stresowych, a takze udostepniajgc roslinom
sktadniki pokarmowe, uczestniczagc w tworzeniu struktury gleby, rozktadzie materii organicznej czy
detoksykacji sSrodowiska. Jednakze, organizmy te cechujg sie réwniez zdolnoscig do wywotywania wielu
chordb roslin. Niektére grzyby mogag wystepowaé w glebie, na powierzchni roslin czy resztkach
roslinnych jako saprofity, a w obecnosci podatnego gospodarza roslinnego i sprzyjajgcych warunkow
Srodowiskowych powodujg infekcje roslin wptywajac na obnizenie ilosci i jakosci plonu. Badania
zbiorowisk mikroorganizmoéw koncentrujg sie gtéwnie na okreslaniu ich sktadu taksonomicznego, przy
czym w szczegblnosci dotyczg spotecznosci bakterii w zaleznosci od rdinych czynnikéw
srodowiskowych, klimatycznych czy antropogenicznych. Jednakze niewiele jest badan dotyczacych
zbiorowisk grzybdéw, a w szczegdlnosci ich grup troficznych wystepujgcych na réznych gtebokosciach
profilu glebowego, biorgc pod uwage uprawiane rosliny.

Celem przeprowadzonych badan byto zatem okreslenie rozmieszczenia grup troficznych grzybéw, ze
szczegbdlnym uwzglednieniem fitopatogendw, wystepujgcych na poziomach genetycznych gleby
ptowe] typowej pod uprawg réznych roslin. Badania zostaty przeprowadzone w czterech profilach
glebowych pod lucerng (L), pszenicg (W), winnicg (V) oraz sadem gruszowym (O), pochodzacych z
pieciu poziomodw profilu glebowego mieszczacych sie na gtebokosciach od okoto 0-30 cm do okoto 150
cm. W ramach przeprowadzonych badan wykonano ekstrakcje DNA z prdbek gleby, przygotowano
biblioteki genomowe w obrebie hiperzmiannych sekwencji ITS1, ktdére nastepnie poddano
sekwencjonowaniu nastepnej generacji (NGS) z wykorzystaniam platformy MiSeq Illumina. Analiza
metataksonomiczna umozliwita poréwnanie uzyskanych sekwencji z referencyjng bazg danych UNITE,
pozwalajac na identyfikacje i klasyfikacje taksonomiczng oraz okreslenie kompozycji bioty grzybéw w
probkach gleby. W analizie danych wykorzystano baze oraz oprogramowanie FUNGuild, ktére
umozliwito okreslenie grup troficznych reprezentowanych przez zbiorowiska grzybéw wystepujgcych
w poszczegdlnych prdbkach gleby, a takze przypisanie im funkcjonalnych podgrup troficznych.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze najwiekszg liczbg sekwencji przypisanych do poziomdw
troficznych charakteryzowata sie gleba pochodzaca z sadu gruszowego, a hajmniejszg pobrana spod
lucerny. Jednoczes$nie uzyskane wyniki wskazujg na potencjalne fitosanitarne dziatanie lucerny, za$
najwiekszy odsetek patotroféw, gtéwnie roslinnych, stwierdzono pod uprawg pszenicy. W glebie
pobranej z winnicy i sadu dominowaty natomiast grzyby symbiotroficzne, gtéwnie mykoryzowe.
Obecnosc¢ patotroféw obnizata sie na ogdt wraz z glebokoscig profilu glebowego, a saprotrofy
dominowaty we wszystkich poziomach genetycznych gleby, z wyjatkiem poziomdw Eetl, Eet2 i EB, w
ktérych zaobserwowano wzmozone wystepowanie symbiotroféw.

Praca sfinansowana przez Narodowe Centrum Nauki w ramach programu Opus 15, numer umowy
UMO-2018/29/B/NZ9/00982
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Fungi are microorganisms that promote many functions in agroecosystems, ensuring their ecological
stability and adaptation to stress conditions, as well as providing plants with nutrients, participating in
the formation of soil structure, decomposition of organic matter, environmental detoxification and
plant protection. However, these organisms also have the ability to cause plant diseases. Some fungi
may appear in soil, on the surface of plants or plant residues as saprophytes, and in the presence of a
susceptible plant host and favorable environmental conditions, they cause plant infections, reducing
the quantity and quality of the crop. Research on the communities of microorganisms focuses mainly
on determining their taxonomic composition, and in particular they concern the community of bacteria
depending on various environmental, climatic and anthropogenic factors. However, there are few
studies on the fungal communities, and in particular on their trophic groups occurring at different
depths of the soil profile, taking into account the cultivated plants.

The aim of the research was to determine the distribution of the fungal trophic groups, with
particular emphasis on phytopathogens, occurring at five genetic horizons of Haplic Luvisols under the
cultivation of various plants. The research was carried out in four soil profiles under lucerne (L), wheat
(W), vineyard (V) and pear orchard (0), coming from five levels of the soil profile located at depths
from about 0-30 cm to about 150 cm. The research included DNA extraction from soil samples,
genomic libraries preparation within the ITS1 hypervariable sequences, and next generation
sequencing (NGS) using the MiSeq lllumina platform. Meta-taxonomic analysis made it possible to
compare the obtained sequences with the reference UNITE database, allowing for the identification
and taxonomic classification and determination of the composition of the fungal biota in soil samples.
The FUNGuild database and software was used for the determination of the trophic modes
represented by the fungal communities occurring in individual soil samples, as well as for the
assignment of functional trophic guilds.

The conducted research showed that the soil from the pear orchard had the highest number of
sequences assigned to the trophic modes, and the lowest one collected from lucerne. The obtained
results indicate the potential phytosanitary effect of lucerne, and the highest percentage of
pathotrophs, mainly plant ones, was found under the cultivation of wheat. Symbiotrophic fungi, mainly
mycorrhizal fungi, dominated in the soil collected from the vineyard and orchard. The presence of
pathotrophs generally decreased with the depth of the soil profile, and saprotrophs dominated in all
genetic levels of soil, except for the levels of Eetl, Eet2 and EB, where an increased occurrence of
symbiotrophs was observed.

The work was financed by National Science Center in frame of the project Opus 15, contract number UMO-
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