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I. WSTEP

Bank Patogendéw Roslin i Badania ich Bior6znorodno$ci (BPRiBiB) przy Instytucie
Ochrony Ro$lin — Panstwowym Instytucie Badawczym w Poznaniu powstat w 1994
roku. W jego kolekcji przechowywanych jest okoto 1 500 chorobotwodrczych dla roslin
grzybow nalezacych do 212 gatunkdéw. Wszystkie sa patogenami fakultatywnymi. Zna-
nych jest wiele sposoboéw przechowywania i konserwacji grzyboéw na sztucznych po-
zywkach. W BPR kazdy patogen zabezpieczony jest co najmniej dwiema metodami (na
pozywce pod warstwa oleju mineralnego, zliofilizowany, zamrozony do —78°C lub w cie-
ktym azocie do —196°C) (Rataj-Guranowska 2008). Réznorodno$¢ zastosowanych metod
konserwacji umozliwia przechowywanie patogenéw odmiennych gatunkoéw z zachowa-
niem ich wlasciwosci fizjologicznych, zwlaszcza patogenicznosci przez wiele lat.

W Polsce istnieje potrzeba stworzenia kolekcji patogenéw obligatoryjnych, ktorych
nie mozna hodowaé na pozywkach syntetycznych, a zywotno$¢ utrzymuja tylko na
ro§linie zywicielskiej. Wiele z nich jest sprawcami groznych choréb roslin m.in. rdzy,
maczniakow, $nieci czy tez gtowni. W kilku polskich osrodkach naukowych prowadzo-
ne sa badania nad tymi grzybami. Sa one jednak ograniczone ze wzgledu na trudna
dostepnos¢ tych patogendw oraz na problem zabezpieczenia ich na dlugi okres czasu.
Wigkszo$¢ grzybow obligatoryjnych utrzymuje si¢ poprzez ciagle pasazowanie na nowe
rosliny, co powoduje zmiany fizjologiczne patogena oraz jest pracochlonne. Wysusze-
nie porazonych grzybem roslin lub ich fragmentéw czgsto powoduje zamieranie grzybni
oraz organoéw przetrwalnikowych juz po kilkudziesigciu dniach (np. teliospor rdzy)
(Cunningham 1973). Optymalna metoda zabezpieczenia grzybow obligatoryjnych jest
mrozenie w cieklym azocie (-196°C). W ten sposob zakonserwowany patogen nie
zmienia wlasciwosci fizjologicznych, gdyz zahamowane zostaja wszystkie procesy
komoérkowe (Smith 1982; Dahmen i wsp. 1983).

W BPRiBiB podjgto probg zamrozenia w ciektym azocie Tilletia caries (DC.) Tul.
z pszenicy ozimej (sprawcy $nieci cuchnacej). Grzyb ten jest zaliczany do pasozytow
bezwzglednych, gdyz pomimo zdolnosci tworzenia teliospor na pozywkach syntetycz-
nych, zarodnikowanie poza zywym gospodarzem stanowi wyjatek (Hoffmann 1982).
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II. MATERIAL I METODY

T. caries jest grzybem nalezacym do rodziny $nieciowatych (Tilletiaceae) porazaja-
cym pszenicg. Nie jest obecnie powszechnym patogenem w Polsce, jednak jego wysta-
pienie w dogodnych warunkach moze spowodowa¢ powazne straty w plonie (Wiese
1987; Kubiak 2009). Wskutek infekcji dochodzi do calkowitego zniszczenia wngtrza
ziarniakow. Powstaja tzw. baloniki (sorusy) wypeione zarodnikami grzyba (teliospo-
rami). Baloniki maja gtadka, matowa powierzchnig. Po pgknigciu wysypuja si¢ z nich
zarodniki o charakterystycznym zapachu $ledzi (stad nazwa choroby — $nie¢ cuchnaca).

W doswiadczeniu wykorzystano pochodzace z 3 klosow pszenicy ozimej, zebrane
w 2008 roku baloniki wypetnione teliosporami 7. caries. Po ocenie mikroskopowej
zarodnikow czg$¢ balonikow poddano procesowi mrozenia, a pozostate przechowywano
w temperaturze pokojowej. Przed rozpoczgciem mrozenia baloniki umieszczono
w trzech 1,8 ml probdwkach kriogenicznych NUNC (3 powtdrzenia) zawierajacych
jako krioprotektant 10% roztwor glicerolu. Proboéwki zostaty umieszczone w zamrazar-
ce NICOOL LM10, gdzie z predkoscia —1°C/min zostaly zamrozone do —120°C przez
2 godziny. Tak przygotowane proby przetozono do fazy ptynnej ciektego azotu w dewa-
rze XT34 — Taylor Wharton (—196°C).

Po 5 miesigcach przechowywania cz¢$é prob zostala rozmrozona w tazni wodnej
o temperaturze 37°C. Baloniki osuszono, a teliospory wykorzystano jesienia 2009 roku
do zanieczyszczenia zdrowych ziarniakow pszenicy ozimej odmiany Legenda przyjmu-
jac stosunek wagowy balonikéw do ziarna wynoszacy 1 : 50. Uwolnione z balonikow
teliospory mieszano z ziarniakami pszenicy ozimej. Ziarno wysiano na mikropoletkach
w ksztalcie kota o §rednicy 26 cm. Dla kazdego obiektu wysiewano po 20 ziarniakow
w dwoch powtorzeniach. Wysiano rowniez dwa obiekty kontrolne. Pierwsza kontrole
stanowito ziarno zakazone mieszaning teliospor nie przechowywanych w ciektym azo-
cie (nie mrozonych, a jedynie przechowywanych w temperaturze pokojowej) pochodza-
cych z trzech klosoéw, a druga ziarno nie zakazone. W fazie dojrzalo$ci martwej ziarna
(Adamczewski i Matysiak 2005) na kazdym mikropoletku przeprowadzono oceng wy-
stgpowania objawow $nieci cuchnacej pszenicy. Nastgpnie obliczono procent porazo-
nych ktoséw w ocenianej probie.

III. WYNIKI I DYSKUSJA

Mrozenie w cieklym azocie jest uznawane za najlepsza metodg przechowywania
grzybow patogenicznych (Smith 1982). W wykonanym doswiadczeniu teliospory ze
wszystkich zamrozonych balonikéw zachowaly zdolnosci patogeniczne ($rednio na
8,9% ktosow na mikropoletku zaobserwowano objawy $nieci cuchnacej) (tab. 1). Jed-
nak znacznie wigkszy procent porazonych kloséw (46,5%) obserwowano na poletkach
pszenicy, gdzie wysiano ziarniaki zakazone zarodnikami, ktore nie byly mrozone. Na
poletku kontrolnym z wysianym zdrowym ziarnem $nie¢ cuchnaca nie wystapita.

Uzyskane wyniki (tab. 1) wskazuja na mozliwos$¢ przechowywania teliospor 7. ca-
ries w ciektym azocie. Z danych literaturowych wynika, iz niektore patogeny obligato-
ryjne np. Puccinia spp. najlepiej przezywaja proces mrozenia bez zastosowania kriopro-
tektanta, przy bezposrednim umieszczeniu materialu w ciektym azocie (Cunningham
1973; Dahmen i wsp. 1983; Salustiano i wsp. 2008). Poniewaz bardzo istotnym czynni-
kiem przezywalnosci w ten sposoéb przechowywanych patogendw jest proces mrozenia
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Tabela 1. Porazenie kltosow roslin pszenicy ozimej, ktore wyrosty z ziarniakdéw zanieczyszczo-
nych teliosporami T. caries

Table 1. Infection of ears of winter wheat plants grown from kernels contaminated with telio-
spores of T. caries

Procent ktoséw z objawami
$nieci cuchnacej pszenicy
Per cent of bunted ears

Lp. Ziarniaki pszenicy
No. Wheat kernels

zanieczyszczone teliosporami przechowywanymi
w cieklym azocie z ktosa nr 1

contaminated with teliospores maintained in liquid
nitrogen from ear no. 1

5,6

zanieczyszczone teliosporami przechowywanymi
w cieklym azocie z ktosa nr 2

contaminated with teliospores maintained in liquid
nitrogen from ear no. 2

3,6

zanieczyszczone teliosporami przechowywanymi
w ciekltym azocie z ktosa nr 3

contaminated with teliospores maintained in liquid
nitrogen from ear no. 3

17,5

zanieczyszczone teliosporami (nie mrozonymi)

z ktosow nr 1, 2, 3

contaminated with teliospores (not frozen) from ears
no.1,2,3

nie zanieczyszczone teliosporami
not contaminated with teliospores

NIR (0,05) — LSD (0.05) 25,150

46,5

5. 0

i rozmrazania nalezaloby podja¢ probg modyfikacji zastosowanej metody, szczegélnie
jesli chodzi o obecno$¢ krioprotektanta oraz szybko$¢ mrozenia. W przeprowadzonym
doswiadczeniu patogenicznos¢ teliospor 7. caries przechowywanych w temperaturze
pokojowej byta wigksza, jednak zarodniki przechowywane w ten sposob traca zdolnosci
infekcyjne. Lowther (1950) stwierdzit, ze teliospory 7. caries przechowywane w tempe-
raturze pokojowej dobrze kietkowatly po pigciu latach, natomiast po jedenastu latach
znacznie wolniej i w mniejszej liczbie. Mrozenie w ciektym azocie umozliwia przecho-
wywanie niektorych patogendow obligatoryjnych przez bardzo dlugi okres czasu (Dah-
men i wsp. 1983; Salustiano i wsp. 2008).

W kolejnych latach planowane sa do$wiadczenia z mrozeniem Puccinia recondita
Dietel & Holw., Urocystis occulta (Wallr.) Rabenh. oraz Pseudoperonospora cubensis
(Berk. & Curtis) Rostov. do —196°C. Wigkszosci z nich nie mozna zabezpieczy¢ w wa-
runkach pokojowych, ani wysuszy¢, gdyz poza gospodarzem przezywaja bardzo krotko
(od kilku dni do kilku miesigcy) (Cunningham 1973). Doniesienia literaturowe wskazu-
ja na duza przezywalno$¢ m.in. grzybow rdzawnikowych przechowywanych w ciektym
azocie (Cunningham 1973). Inne metody przechowywania biotrofow, takie jak wysu-
szanie (4-5°C), liofilizacja (5°C) oraz mrozenie do —18°C zabezpieczaja patogeny na
1-8 lat i s bardziej zawodne (Anikster 1986).
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IV. WNIOSKI

W przeprowadzonym do$wiadczeniu przechowywane przez 5 miesigcy teliospory
T. caries zamrozone w cieklym azocie wykazaly wlasciwosci patogeniczne, dlatego
mozna zastosowa¢ metodg glebokiego mrozenia do konserwacji tego grzyba. Nalezy
jednak podjaé probe modyfikacji metody, a w kolejnych latach sprobowac zabezpieczy¢
w BPRiBiB ta metoda inne gatunki grzybow obligatoryjnych, ktorych nie mozna hodo-
wac na pozywkach syntetycznych.
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LIQUID NITROGEN STORAGE OF WHEA T SORI
WITH TELIOSPORES OF TILLETIA CARIES (DC.) TUL.
IN PLANT PATHOGENS COLLECTION

SUMMARY

In Collection of Plant Pathogens in Poznan an attempt to freeze wheat sori with teliospores of
Tilletia caries (DC.) Tul. in liquid nitrogen was carried out. This fungus almost never develops
teliospores on synthetic media. In the experiment, winter wheat sori containing teliospores of
T. caries were frozen to —196°C. After 5 months of storage in liquid nitrogen, wheat seeds were
inoculated with the teliospores. For all experimental objects (except control object) common bunt
was observed. Therefore, this method can be used to preserve 7. caries but it requires modifica-
tion, particularly with focus on the freezing rate and the presence of cryoprotectant.

Key words: Tilletia caries, common bunt, winter wheat, liquid nitrogen, storage
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