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Wplyw koncentracji inokulum i terminow oceny
odpornosci na ekspresje¢ agresywnosci
| wirulencji Phytophthora infestans w stosunku
do ziemniaka

Effect of inoculum concentration and date of resistance test on expression of
aggressiveness and virulence of Phytophthora infestans towards the potato

W ciagu dwodch lat badan oceniano zmienno$¢ wirulencji i agresywnosci 12 izolatow Phytophthora
infestans po inokulacji listkow ziemniaka. Ekspresja obu tych cech zmieniata si¢ okresowo w ciggu
roku. Najwyzszy poziom agresywno$ci inajszerszy zakres wirulencji byl obserwowany wczesna
wiosng ijesienig. Dwa izolaty P. infestans MP 324 i MP 423 charakteryzowaly si¢ najwigksza
stabilnoscia ekspresji agresywnosci i wirulencji. Stwierdzono istotng korelacje¢ miedzy poziomem
agresywnosci i wykrywalnos$cia czynnikdéw wirulencji. Badano takze wptyw réznych stezen inokulum
na ekspresj¢ agresywnos$ci i wirulencji. Obserwowano istotnie wyzsza wykrywalno$¢ czynnikow
wirulencji po zastosowaniu inokulum o wyzszych stezeniach. Nie stwierdzono jednak korzystnego
wptywu wyzszych koncentracji zawiesiny na poziom agresywnosci W okresie, w ktérym rutynowo sg
przeprowadzane testy odporno$ci ziemniaka na P. infestans.

Stowa kluczowe: agresywno$¢, inokulum, Phytophtora infestans, termin oceny, wirulencja

The variation of aggressiveness and virulence of 12 Phytophthora infestans isolates after artificial
inoculation on potato leaflets was examined in a two-year study. The expression of these features varied
periodically during the year. The highest level of aggressiveness and the widest spectrum of virulence
were observed in early spring and early autumn. The best stability of virulence and aggressiveness
expression was presented by MP 324 and MP 423 isolates of P. infestans. Significant correlation
between level of aggressiveness and detectability of virulence was noticed. Higher inoculum
concentrations were found to enhance both the virulence spectrum and the level of aggressiveness of
P. infestans. However, no positive effect of the increased inoculum doses on the level of aggressiveness
was observed in the seasons of routine tests to assess potato resistance to P. infestans.

Key words: aggressiveness, date of evaluation, inoculum, Phytophthora infestans, virulence
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WSTEP

Warunki srodowiska, w ktérych rosnie ziemniak majg znaczny wptyw na jego reakcje
odpornosciowe na Phytophthora infestans (Rotem i in., 1971; Victoria i Thurston, 1974).
Warunki te wplywaja zaréwno na odporno$¢ zywiciela i cechy patogenu, jak i na ekspresje
interakcji pomiedzy tymi dwoma organizmami. W czasie przeprowadzania oceny
odporno$ci materiatow hodowlanych ziemniaka na P. infestans czesto obserwowano
okresowa zmienno$¢ reakcji ziemniaka na ten patogen. Badania nad wptywem por roku na
patogenicznos¢ P. infestans w stosunku do ziemniaka przeprowadzita Swiszczewska
ze wspotpracownikami (1972). Wielu autorow stwierdzito znaczny wptyw dtugosci dnia
na intensywno$¢ rozwoju choroby na liSciach ziemniaka: silniejsze porazenie byto
obserwowane przy krétkim dniu (Thurston, 1957; Ulrich i Krug, 1965). Z tego powodu
znaczny wplyw na reakcje odporno$ciowe ziemniaka moze mie¢ wybor wlasciwego
terminu przeprowadzania testow oceny odpornosci (Darsow iwsp., 1988). Problem
zapobiegania zmiennosci W przebiegu interakcji P. infestans-ziemniak rozpatrywano pod
katem zwiekszenia reakcji podatnosci rosliny poprzez dobor listkow 0 odpowiednim wieku
fizjologicznym odpowiednio usytuowanych na ro$linie (Sieczka, 1979; Carnegie
i Colhoun, 1982). Z drugiej strony podejmowano proby zwigkszenia patogenicznosci P.
infestans poprzez ksztattowanie sktadu jako$ciowego i koncentracji inokulum. Uwaza sig,
ze najlepsze efekty mozna uzyskac po zastosowaniu jako inokulum zawiesiny sporangiow
i ptywek (Pietkiewicz, 1976b; Carnegie i Colhoun, 1982; Zarzycka iwsp., 1984).
Zawiesina ztozona jedynie z ptywek uwolnionych ze sporangiow nie jest polecana, gdyz
zarodniki te szybko tracg zywotno$¢ (Lapwood iMcKee, 1966; Nilson, 1981).
Stwierdzono rowniez wplyw koncentracji inokulum na poziom porazenia ziemniaka przez
P. infestans (Pietkiewicz, 1976 a; Sieczka, 1979; Nilson, 1981; Carnegie i Colhoun, 1982;
Zarzycka, 1989). Wyniki dotychczasowych badan nie byly jednoznaczne, gdyz przy
wyzszej koncentracji sporangiow stwierdzono intensywniejsze porazenie listkow, ale gdy
przekroczylo ono 200 sporangiow W 1 mm? infekcyjno$¢ inokulum spadata. Wplyw ten
zaobserwowano tylko w przypadku odpornych odmian ziemniaka.

Sujkowski (1983; 1986 a i 1986 b) obserwowat sezonowg zmienno$¢ ekspresji pato-
geniczno$ci i sporulacji P. infestans wystepujaca W ciagu roku. Wedhug niektorych
autoréw (Jinks i Grindle, 1963; Paxman, 1963; Caten iJinks, 1968; Kubicka, 1969;
Pietkiewicz, 1978) zroznicowanie izolatow pod wzgledem patogenicznosci wynika
Z przystosowania patogenu do innej niz macierzysta formy ziemniaka (np. innej odmiany).

Badania nad sezonowa zmienno$cig agresywnosci i wirulencji P. infestans zostaty
rozpoczgte w roku 2000 (Sobkowiak i in., 2001). W poszczegdlnych miesigcach na ogot
zachowatl sie wysoki poziom agresywnosci i wirulencji. Tylko w czerwcu stwierdzono
nagle zmniejszenie ekspresji tych cech.

Niniejsza praca miata na celu stwierdzenie, czy ekspresja agresywnosci i wirulencji P.
infestans ulega sezonowej zmienno$ci i uzyskanie wskazéwek do skorygowania terminéw
przeprowadzania testow oceny odpornosci materiatdw hodowlanych ziemniaka na ten
patogen. W zwigzku z obnizeniem patogeniczno$ci izolatbw w czerwcu roku 2000
(Sobkowiak i in., 2001), dodatkowo w roku 2001 przeprowadzono poczawszy od maja
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a skonczywszy na poczatku lipca cotygodniowe monitorowanie frekwencji czynnikow
wirulencji. Ponadto podjeto probe zwigkszenia ekspresji wirulencji i agresywnos$ci
patogenu za pomocg zastosowania koncentracji inokulum wyzszej niz uzywanej standar-
dowo.

MATERIAL | METODY

Ocena zmiennoS$ci agresywnosci i wirulencji P. infestans

Doswiadczenia przeprowadzono od lutego do grudnia w latach 2000-2001. Oceniano
poziom agresywnosci i zakres wirulencji 12 izolatéw P. infestans wyizolowanych w latach
1997-1999, ktére podczas wstepnej oceny charakteryzowaty si¢ szerokim zakresem
wirulencji (9-10 czynnikoéw) oraz wysokim poziomem agresywnosci (1 wedhug skali 9-
stopniowej) (tab. 1). Kultury izolatéw uzytych do dos§wiadczen byty przechowywane pod
olejem parafinowym w temperaturze 7°C, a w czasie rozmnazania przed inokulacja byty
trzykrotnie pasazowane na plastrach ziemniaka podatnej odmiany Tarpan.

Rosliny przeznaczone do inokulacji, ktore rosty w szklarni, byty w okresie wczesno-
wiosennym, péznojesiennym i zimowym do$wietlane $wiatlem o natezeniu 2000 luksow
przez 6 godzin w ciggu doby. Poziom agresywno$ci badano na listkach odmian Bintje
i Tarpan, charakteryzujacych si¢ brakiem odpornosci specyficznej warunkowanej genami
R. Zakres wirulencji izolatow sprawdzano na listkach testerow Blacka zawierajgcych
pojedyncze geny odpornosci specyficznej od R1 do R11. Listki do inokulacji byly
pobierane ze srodkowego pigtra 8-tygodniowych roslin ziemniaka.

W potowie kazdego miesigca, inokulowano poszczego6lnymi izolatami po dwa odcigte
listki kazdego z testerow (i odmian) umieszczajac na nich po dwie krople inokulum (kazda
po przeciwnych stronach nerwu listka) o koncentracji 50 sporangiow w 1 mm?3. Kazda
kropla zawierata okoto 2000-2500 sporangiow. Inokulacji dokonywano, gdy ze
sporangiow zaczynaty sie uwalnia¢ ptywki.

Ocena porazenia byla przeprowadzona po 6 dniach inkubacji listkdbw w temperaturze
16°C w $wietle fluorescencyjnym 0 nat¢zeniu okoto 2000 lukséow. Przy okreslaniu
poziomu agresywno$ci postugiwano si¢ 9-stopniowg skalg oceny, w ktorej 1 oznacza
catkowite porazenie, akazdy nastgpny stopien odpowiada okreSlonemu procentowi
porazonej powierzchni listka (Zarzycka, 1997).

Zakres wirulencji oceniano na listkach 11 testerow Blacka. Jako objaw ekspresji danego
czynnika  wirulencji uznawano  wystepowanie typowej plamy  chorobowej
z zarodnikowaniem. Opisane powyzej warunki prowadzenia doswiadczen odpowiadaly
standardowym warunkom stosowanym przy ocenie odpornosci materiatow hodowlanych
ziemniaka na P. infestans.

Poniewaz w czerwcu 2000 roku zaobserwowano znaczne obnhizenie patogenicznosci
badanych izolatéw P. infestans, w czerwcu 2001 roku przeprowadzono dodatkowe
cotygodniowe testy, aby mozna byto doktadniej okresli¢ przebieg zmian patogenicznos$ci
w tym okresie.
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Ocena wplywu koncentracji inokulum na zmienno$¢ agresywnosci i wirulencji P.

infestans

Doswiadczenie przeprowadzono w 2001 roku od lutego do grudnia. Zastosowano pigé
izolatow charakteryzujacych si¢ szerokim zakresem wirulencji i wysokim poziomem
agresywnosci. [zolaty te charakteryzowaly sig:

— lzolat US-8 pochodzit ze Stanéw Zjednoczonych Ameryki Potnocnej, podczas wstepnej
oceny charakteryzowat si¢ nie 10-, a 9-czynnikowa frekwencjg czynnikéw wirulencji.

— lzolat MP 425 w marcu 2000 roku jako jedyny wykazat si¢ 11-czynnikowa ekspresja
wirulencji.

— lzolat MP 427 w roku 2000, nie wlaczajac glebokiego spadku wirulencji w czerwcu,
wykazat si¢ W czasie 11 miesigcznej oceny najwigksza stabilno$cig wirulencji (od 7
czynnikdw w lutym i sierpniu do 10 czynnikéw w marcu, pazdzierniku i grudniu).

— lzolaty MP 420 i MP 421 w czasie oceny w 2000 roku, charakteryzowaly si¢ trzema
(MP 420) oraz dwoma (MP 421) glebokimi spadkami wirulencji przy uzyciu inokulum
o koncentracji 50 sporangiow w 1 mm?.

— Zastosowano 3 koncentracje inokulum: 50 (standardowa), 100 i 200 sporangiéw w 1
mm3. Sposdb przeprowadzenia do§wiadczen byt taki sam jak w p. 1.

Sposob opracowania wynikow

Istotno$¢ roznic W poziomie agresywnosci i zakresie wirulencji oszacowano za pomocg
analizy wariancji stosujgc test Tukeya. Analize agresywno$ci wykonano na stopniach
porazenia, a wirulencji na przeksztalceniach proporcji dwumianowej Freemana-Tukeya.

Ze wzgledu na nieustalong bardzo niskg wykrywalno$¢ czynnikéw wirulencji oraz niska

agresywnos¢ W czerwcu 2000 roku wsrod wiekszosci ocenianych izolatéw, nie wlaczono

wynikéw z tego okresu do og6lnej oceny.

WYNIKI I DYSKUSJA

Sezonowa zmienno$¢é poziomu agresywnosci P. infestans

Agresywnos¢ W latach 2000-2001 byta bardzo duza. Wszystkie badane izolaty mozna
zaliczy¢ do bardzo agresywnych (tab. 1). Jednak agresywnos¢ w 2000 roku
charakteryzowata si¢ wigksza sezonowg zmiennoscia niz W roku 2001. Przez caly okres
wiosenny 2000 roku obserwowano wysoki poziom agresywnosci W granicach 1-1,8
stopnia (rys. 1 A). W okresie letnim zanotowano dwa spadki poziomu ekspresji tej cechy:
W czerwcu (a nastepnie wzrost W lipcu) isierpniu, potem szczyt we wrze$niu
i pazdzierniku i stopniowy spadek agresywnosci do poziomu 2,4 w listopadzie. W 2001
roku zanotowano wyrazny szczyt wiosenny W Kwietniu imaju, wyrazny spadek
agresywnosci do 2,1 stopnia w czerwcu i drugi, wyrazny szczyt jesienny we wrzesniu.
Istotno$¢ roznic W poziomie agresywnosci obserwowano przy jej czerwcowym spadku
w poréwnaniu z obu szczytami (wiosennym i jesiennym). Stwierdzono pewna zmienno$é
w reakcji poszczego6lnych izolatow, lecz nie byta ona statystycznie istotna (rys. 3 A).
Tendencje do silnej agresywnosci, zblizonej do oceny poczatkowej (tab. 1), w stosunku do
odmian ziemniaka nieposiadajacych odpornosci specyficznej, wykazywaty izolaty MP
423, MP 324 i MP 421.
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Tabela 1
Poczatkowa charakterystyka izolatéw P. infestans uzytych w do§wiadczeniu
Initial characteristics of P. infestans isolates used in the experiment
Nazwa izolatu Rok izolacji Zakres wirulencji' | Poziom agresywnosci® | Typ kojarzeniowy
Name of isolate Year of isolation Range of virulence |Level of aggressiveness Mating type
MP 322 1997 1.2.3.46.7.8.10.11 1,0 Al
MP 324 1997 1.2.3.45.6.7.8.10.11 1,0 Al
MP 419 1997 1.2.3.45.6.7.8.10.11 1,0 Al
MP 420 1997 1.2.3.45.6.7.8.10.11 1,0 Al
MP 421 1997 1.2.3.45.6.7.8.10.11 1,0 Al
MP 422 1998 1.2.3.45.6.7.8.10.11 1,0 Al
MP 423 1998 1.2.3.45.6.7.8.10.11 1,0 A2
MP 424 1999 1.2.3.45.6.7.8.10.11 1,0 Al
MP 425 1999 1.2.3.45.6.7.8.10.11 1,0 Al
MP 426 1999 1.2.3.45.6.7.8.10.11 1,0 Al
MP 427 1999 1.2.3.45.6.7.8.10.11 1,0 Al
uUs-8 1994 1.2.3.4.5.6.7.10.11 1,0 A2

! Oceniano na listkach testeréw Blacka zawierajacych pojedyncze geny odpornosci specyficznej od R1 do R11; Assessed
on single Black’s differential from R1 to R11
2\ skali 1-9, gdzie 1 oznacza catkowite porazenie; On a scale of 1-9, where 1 means total infection

Najnizszy poziom agresywnosci zanotowano w czerwcu 2000 roku. Przebieg linii
obrazujacych W naszych badaniach sezonowa dynamike ekspresji agresywnosci (rys. 1 A)
jest zblizony do przebiegu linii obrazujacych dynamike¢ patogenicznosci P. infestans
w badaniach Sujkowskiego (1986 a). Wprawdzie pojecie patogenicznosci jest szersze od
pojecia agresywnosci, gdyz patogeniczno$cig nazywa si¢ aktywno$¢ patogenu skierowang
przeciwko wszystkim genotypom ziemniaka, agresywnoscig — aktywnos¢ skierowang
przeciwko genotypom nieposiadajacym odporno$ci specyficznej, ale w obu przypadkach
skutki interakcji patogen-zywiciel ocenia si¢ metods ilo$ciowg (a nie jakoSciowa jak
w przypadku wirulencji) (Vanderplank, 1978). Dlatego uwazamy, Ze oba te poj¢cia mozna
uzna¢ za porownywalne. Podobienstwa W przebiegu zmian patogenicznosci wyrazaja si¢
u Sujkowskiego niewielkim spadkiem patogenicznosci W czerwcu, wzrostem w lipcu,
silnym spadkiem w sierpniu, a nastgpnie jesiennym szczytem we wrzesniu. Roznice
w przebiegu zmian patogenicznosci polegaja na poOzniejszym, majowym wystapieniu
wiosennego szczytu patogenicznosci W pracy Sujkowskiego, anie wmarcu jak
w omawianych obecnie badaniach. Poziom patogenicznosci oceniany przez Sujkowskiego
W maju byt wyzszy niz marcowa agresywnos¢ izolatow oceniana w latach 2000-2001.

Poniewaz nasze prace dotyczyly przede wszystkim ustalenia najkorzystniejszego
terminu przeprowadzenia masowych testow nad odpornoscig ziemniaka na zaraze
przyjelisSmy za prawdopodobng postawiona przez Sujkowskiego (1983; 1986 a i 1986 b)
hipoteze o cyklicznej zmiennosci patogenicznosci i sporulacji P. infestans. Nalezy jednak
podkresli¢, ze znaczna czgs¢ do§wiadczen Sujkowskiego (tgcznie zuprawg roslin)
przeprowadzona byta w fitotronie w kontrolowanych warunkach temperatury, o$§wietlenia
i wilgotnosci. Natomiast warunki w naszych do$wiadczeniach odpowiadaly standardom
stosowanym przy przeprowadzaniu testow masowych (Zarzycka, 2001). Stad nalezy sig
liczy¢ ze znacznym wptywem zmieniajacych si¢ w ciggu roku warunkow szklarniowych
na reakcje odpornosciowe uprawianych tam roslin. Chyba tym nalezy ttumaczy¢ roznice
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wystepujace migdzy badaniami Sujkowskiego a naszymi w terminach i intensywnosci
szczytow oraz spadkow agresywnos$ci w czasie sezonu badawczego. Nalezatoby tu jeszcze
dodaé, ze roznice w reakcji odpornosciowej w roznych terminach badan obserwowane
byty réwniez przez Swiezynskiego i wsp. (1997).

o A
stopnie porazenia aag:g?slwgrc:zgs
grades of infection 99
1 5 A
2 - P - - ~J -
L4
om R
4 -~ L4
5] |
6 |
7]
8 NIRq = 0,0s dla wszystkich miesiecy = 0,55
9 | LSDq = 0,05 for all months
1] 1l \Y \% Vi Vi VIl IX X Xl Xl
miesigce months
- ¥l - 2000 —_—=—=2001
liczba czynnikéw _ _ B
wirulencji wirulencja
number of virulence virulence
factors
11
10
9 .
8 .
7 -
6 .
5 .
g 1 ‘B NIR,= s dla wszystkich miesigcy = 0,40
2 LSD,-q¢5 for all months
l .
1] 1] v Vv \Y| VII Vil IX X Xl Xl
miesigce months
- - 2000 —_—=—=2001

Rys. 1 A i B. Dynamika ekspresji wirulencji i agresywnosci izolatdw P. infestans w stosunku do listkéw
ziemniaka w ciagu lat 2000-2001
Fig. 1 A and B. Dynamics of virulence and aggressiveness expression of P. infestans isolates towards
potato leaflets in 2000-2001
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Sezonowa zmienno$¢ zakresu wirulencji P. infestans

Zakres wirulencji badanych izolatow byt w latach 2000-2001 bardzo szeroki, jednak
ekspresja poszczegolnych czynnikdéw byta zmienna w réznych okresach badan.

Ekspresja wirulencji byta wyraznie wyzsza w 2001 roku niz w 2000 (rys. 1 B). Badane
izolaty charakteryzowaty si¢ na poczatku badan szerokim spektrum wirulencji (8,5-10
czynnikéw). Taki poziom izolaty osiagnety w 2000 roku w czasie wiosennego szczytu
w marcu, letniego w lipcu i jesiennego w pazdzierniku. W pozostatych terminach badan
ekspresja wirulencji byta niepelna, a najnizszy poziom osiagneta w czerwcu — $rednio
ponizej 4 czynnikow. W 2001 roku obserwowano szczyt wiosenny w kwietniu, spadek
zakresu wirulencji w czerwcu, szczyt letni w lipcu i jesienny we wrzeéniu-pazdzierniku.
Ogolnie ekspresja wirulencji w2001 roku nie spadla ponizej 7 czynnikow
w poszczegolnych miesigcach (rys. 1 B).

W miesigcach szczytow i spadkéw wirulencji zanotowano statystycznie istotne roznice
w spektrum wirulencji w poréwnaniu do pozostatych terminow (rys. 1 B).

liczba czynnikéw
wirulenciji

number of virulence
factors

-
=
®
)
o
>

=
OFRPNWAUUIONOOO

15V 2330V 30V-6VI  7-14VI  15-22VI  22-29VI 29VI-6VIl  15VII
] o5t COtygOdNiowy weekly tests data oceny

date of evaluation
= @ = test comiesigczny monthly tests

! Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie réznig sie od siebie istotnie wedtug testu Tukeya przy P = 0,05
* Values followed bv the same letters are not sianificantlv different accordina to Tukev's test at P = 0.05

Rys. 2. Dynamika ekspresji wirulencji izolatéw P. infestans w stosunku do ziemniaka ocenianych
w okresie od 23 maja do 6 lipca 2001 r.
Fig. 2. Dynamics of virulence expression of P. infestans isolates towards potato leaflets from May 23 to
July 6 2001

Dane przedstawione na rysunku 3 B charakteryzuja ekspresj¢ wirulencji pomigdzy
izolatami. W ciggu dwoch lat badan najbardziej wirulentne okazaty sie izolaty MP 324
i MP 423, wérod ktorych $rednia ekspresja wirulencji wynosita 9 czynnikow. Wymienione
dwa izolaty, oprocz najwiekszej sredniej frekwencji czynnikow wirulencji, odznaczaty si¢
duzg stabilnoscig zaré6wno wirulencji jak i agresywnosci (rys. 3 A i B). Izolaty te bedg
brane pod uwage przy doborze izolatow do oceny odpornosci materiatdw hodowlanych
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IHAR w Mtochowie. Trzy izolaty (MP 324, MP 425 i MP 427) w lipcu roku 2001
W okresie szczytu letniego charakteryzowaty si¢ 11 czynnikowg ekspresjg wirulencji.
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Rys. 3 A i B. Dynamika ekspresji wirulencji silnie patogenicznych izolatdw P. infestans ocenianych
w ciagu lat 2000-2001
Fig. 3 A and B. Dynamics of virulence spectrum of highly pathogenic P. infestans isolates in 2000-2001
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W dwuletnich badaniach najmniejsza ekspresja wirulencji odznaczaty si¢ izolaty MP
421 i MP 424 ($rednio 8 czynnikow) (rys. 3 B).

W czasie przeprowadzania dodatkowych cotygodniowych testéw w czerwcu 2001 roku
zaobserwowano podobny przebieg krzywej charakteryzujacej ekspresje wirulencji do
przebiegu krzywej charakteryzujacej ekspresj¢ wirulencji w testach przeprowadzonych
W odstepach miesigcznych (rys. 2). Jednorazowa obserwacja przeprowadzona w $rodku
miesigca okazala si¢ w tych testach wystarczajaca.

Przebieg linii obrazujacych poziom agresywnosci izakres wirulencji badanych
izolatbw w latach 2000 i2001 przedstawia znaczne podobienstwo (rys. 1 A iB).
Wspotczynnik korelacji dla obu lat wynosi r = -0,860** (znak ujemny wynika
z odwrotnos$ci zastosowanych skal oceny). Wskazuje to na wspodlzalezno$¢ migdzy
agresywnoscia i wirulencja P. infestans w stosunku do listkow ziemniaka.

Poniewaz przy ocenie odpornosci materiatow hodowlanych ziemniaka na P. infestans
wazny jest dobor patogenu charakteryzujacego si¢ wysokim poziomem agresywnos$ci
i szerokim zakresem wirulencji, wskazane jest rozpoczynanie rutynowych testéw
oceniajacych odpornos¢ w drugiej potowie czerwca ikonczenie ich w drugiej polowie
lipca. Doswiadczenia moga by¢ rowniez przeprowadzane w oKkresie szczytu wiosennego
(marzec-kwiecien) i jesiennego (wrzesien-pazdziernik). Przed rozpoczeciem testu oceny
odpornosci wskazane jest 2—3 krotne sprawdzenie patogenicznosci patogenu ze wzgledu
na migdzyizolatowg zmienno$¢ zardwno agresywnosci jak i wirulencji.

Sezonowa zmienno$¢ ekspresji poszczegolnych czynnikow wirulencji P. infestans

Najwicksza frekwencja wystepowania w granicach od 0,86 do 1,00 odznaczaly si¢
czynniki wirulencji 1, 2, 3,4, 6, 7 i 11 (tab. 2). Srednia frekwencja w granicach od 0,42 do
0,79 odznaczaly si¢ czynniki 10, 5 18, aslabg (0,04) — czynnik 9. Najslabsza
wykrywalno$¢ wigkszosci czynnikow, gtdwnie w 2000 roku, zaobserwowano w czerwcu,
czyli w czasie najwickszego spadku poziomu agresywno$ci: w tym okresie, zwlaszcza
w 2000 roku, stwierdzono znacznie zmniejszong wykrywalnos¢ czynnikéw wirulencji
wymienionych powyzej jako najczeSciej wystepujace. W sierpniu, przy spadku
agresywnosci, stwierdzono stabszg wykrywalno$¢ czynnikéw 5, 8 110, a w kwietniu
czynnikéw 5, 81 11.

Czynnik 9 pojawial si¢ sporadycznie w testach miesigcznych. Niska jego frekwencje
wykryto w marcu i grudniu 2000 roku, oraz od lipca do grudnia 2001 roku z wyjatkiem
pazdziernika.

Zaobserwowano zwigzek migdzy poziomem agresywnosci a frekwencjg czynnikow
wirulencji (z wyjatkiem czynnikow 8, 9 i10). Wspotczynniki korelacji miedzy tymi
cechami byly istotne i ich warto$¢ wahata si¢ w granicach od r =—-0,701* do r = —0,843**
(tab. 2). Staba wykrywalno$¢ poszczegolnych czynnikéw wirulencji objawiala si¢ nie tylko
catkowitym brakiem wykrywalnos$ci, (ktéra dotyczyta czynnikéw 5, 8 19), ale rowniez
niepeing ekspresja polegajaca na tym, ze porazatly si¢ nie wszystkie inokulowane listki. Ta
niepetna ekspresja wirulencji w miesigcach czerwiec, sierpien ikwiecien dotyczyla
praktycznie prawie wszystkich czynnikow, jesli si¢ wezmie pod uwagg oba lata badan.

325



Tabela 2
Frekwencja poszczegélnych czynnikéw wirulencji w latach 2000-2001
The frequency of particular virulence factors in the years 2000-2001

v-geny
v-genes
Miesiace 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 [ 10 | 11
Months lata
years
2000 [ 2001 [ 2000 | 2001 [ 2000 | 2001 [ 2000 | 2001 [ 2000 | 2001 | 2000 | 2001 [ 2000 | 2001 | 2000 | 2001 | 2000 [ 2001 | 2000 | 2001 | 2000 | 2001
I 058 10 071 10 088 1,0 092 10 O 0 063 1,0 08 10 071 071 0 0 092 075 083 1,0
I 10 10 10 10 10 10 10 10 083 038 1,0 10 10 10 10 021 008 0 1,0 008 10 092
v 09 10 09 10 063 10 083 10 017 088 092 10 092 10 096 038 0 0 079 10 058 1,0
\Y 092 10 0% 10 10 10 10 10 O 050 092 1,0 10 09 0 0 0 0 096 10 10 092
\Y/ 038 10 050 10 038 1,0 042 10 O 029 046 10 042 10 0 0 0 0 046 092 046 050
WY 10 10 09 10 10 10 10 10 088 063 092 10 10 10 004 10 0O 029 071 092 096 083
Vil 092 10 09% 10 09 10 09 10 033 079 09 10 083 10 004 004 0O 004 058 033 096 0,63
IX 10 10 10 10 10 10 088 10 021 08 1,0 10 10 10 025 08 0 004 063 09 10 10
X 10 10 10 10 10 10 10 10 10 09 10 09 10 10 10 079 0 0 10 092 10 092
Xl 10 10 10 1,0 10 10 10 10 O 029 10 10 10 10 008 042 0 013 092 09 10 10
Xl 10 10 10 10 10 10 10 10 046 092 10 10 10 083 029 0 017 013 10 10 10 10
'f’/rl‘e"g;“a 086 10 089 10 087 1,0 089 1,0 038 058 087 10 089 098 044 040 001 006 078 080 087 0,88
X 093a? 0,95a 094a 095a 0,48 b 094a 0,94 a 042b 0,04c 0,79a 088a
rt 0,822** 0,836™* 0,717* 0,749** 0,701* 0,800** 0,843** 0,484 0,149 0,065 0,703*

X — Srednia dla czynnikéw wirulencji z dwéch lat; Mean for factors of virulence within two years
rt= Wspbétczynnik korelacji miedzy frekwencja poszczegodlnych czynnikéw wirulencji a poziomem agresywnosci; Coefficient of correlation between the frequency of

virulence factors and the level of aggressiveness

2 Wartoéci w wierszu oznaczone réznymi literami r6znig si¢ od siebie istotnie wedtug testu Tukeya, przy P = 0,05; Values in the row followed by different letters are
significantly different according to Tukey’s test at P = 0.05



NR 233 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN 2004

Ma to prawdopodobnie zwigzek ze spadkiem agresywnosci badanych izolatow.
W miesigcach, w ktorych notowano szczyt poziomu agresywnosci w marcu, wrzesniu, czy
w lipcu niepelng ekspresje notowano rzadko i tylko na listkach niektdrych testerow.

Wplyw koncentracji inokulum na zmienno$¢ poziomu agresywnosci i zakresu

wirulencji P. infestans

Proba polepszenia stabilnosci agresywnosci i wirulencji patogenu za pomocg
zwigkszania koncentracji inokulum nie spetnita w petlni oczekiwan. W wigkszosci testow
przeprowadzonych wroznych terminach roznice w poziomie agresywnosci po
zastosowaniu zréznicowanego inokulum byly nieistotne. Korzystny wplyw wyzszych
stezen inokulum obserwowano jedynie w oOKkresie wczesnowiosennym (marzec)
i poznojesiennym (listopad). Natomiast w $rodku lata, w sierpniu istotnie wyzszy poziom
agresywnosci stwierdzono po zastosowaniu inokulum standardowego (tab. 3). Podobne
wyniki uzyskat Pietkiewicz (1976 a), ktory stwierdzit, ze przy stopniowym podnoszeniu
koncentracji sporangiow w inokulum nastgpowato wyzsze porazenie roslin, ale po
przekroczeniu stezenia 200 sporangiéw w 1 mm? infekcyjno$¢ inokulum spadata z powodu
pogorszenia si¢ warunkow tlenowych i zwigzanego z tym stabszego uwalniania ptywek.
W takim ukladzie zastosowanie dotleniacza (np. dotleniacza akwariowego) mialo
korzystny wptyw na ilo$¢ sporangiow uwalniajacych ptywki, a tym samym na zwigkszenie
potencjatu infekcyjnego inokulum (Zarzycka, 1989).

Tabela 3
Wplyw koncentracji inokulum na ekspresje agresywnos¢i P. infestans
Effect of inoculum concentration on expression of aggressiveness of P. infestans
Miesiace Koncentfacja sporang_iéw_ w 1 mm*— $rednie z 12 i_zolatéw
Months Sporangia concentration in 1 mm® — means for 12 isolates
50 | 100 | 200
1 1,35de!? 1,60 cde 1,45 cd
1 1,80 be 1,35 ef 1,40d
v 1,40 cde 1,05f 1,25d
\% 115e 1,40 def 1,25d
VI 1,50 cde 1,80 bed 1,85 bc
VII 1,35de 1,25 ef 1,30d
Vil 120e 1,95 ab 1,90 b
IX 1,10e 1,20 f 1,40d
X 1,75 bed 1,60 cde 1,65 bed
XI 2,80a 2,10 ab 1,45 cd
XIl 2,05b 225a 250a
$redni poziom agresywnosci 1,59 1,60 1,58
mean level of aggressiveness x? X X
Wartoéci w kolumnach! i w wierszu? oznaczone tymi samymi literami nie r6Znia si¢ od siebie istotnie wedtug testu Tukeya
przy P =0,05

Values in columns* and in row? followed by the same letters are not significantly different according to Tukey’s test at P =
0.05

Wyzsze koncentracje inokulum mialy korzystny wplyw na ekspresj¢ wirulencji.
W wigkszosci terminéw wykrywalno$¢ czynnikow wirulencji po zastosowaniu st¢zenia
200 sporangiéw w 1 mm?3 byla istotnie wyzsze niz po zastosowaniu stezenia standardowego
(tab. 5). Na ogot frekwencja czynnikow wirulencji po zastosowaniu koncentracji
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standardowej byta mniejsza anizeli po zastosowaniu pozostatych koncentracji inokulum.
Zdarzaly sie jednak wyjatki, ze po zastosowaniu inokulum o koncentracji 50 sporangiow
w1 mm?® wykrywano wiecej czynnikéw wirulencji anizeli po zastosowaniu inokulum
o koncentracji 100 sporangiow w 1 mm? (takg tendencje zaobserwowano w maju i lipcu
wérdd trzech izolatow). Standardowa koncentracja inokulum zastosowana w maju wobec
izolatu MP 421 takze miata lepszy wptyw na dynamike ekspresji wirulencji, ale w tym
przypadku, od koncentracji 200 sporangiow w 1 mm?.

W lipcu oraz listopadzie wykrywano przypadki 11 czynnikowej (maksymalnej)
ekspresji wirulencji. Tak wysoka wykrywalnos$¢ najczesciej uzyskiwano po zastosowaniu
inokulum o koncentracji 200 sporangiow w 1 mm? (w listopadzie — wsrdd trzech izolatow
oraz w lipcu — wobec dwoch izolatow). Stezenie 100 sporangiow w 1 mm?® w inokulum
zastosowane W listopadzie okazato si¢ wzgledem izolatu MP 421 wystarczajace do
osiggniecia 11 czynnikowej ekspresji wirulencji. Natomiast izolaty MP 425 i MP 427
W lipcu osiagnety 11 czynnikowa ekspresj¢ juz po zastosowaniu najmniejszego st¢zenia
inokulum. Po zastosowaniu inokulum P. infestans o koncentracji 100 sporangiow w 1 mm?
zakres wirulencji ksztattowat si¢ w przedziale od 7,5 do 11 czynnikow, a po zastosowaniu
inokulum o koncentracji 200 sporangiéw w 1 mm? parametry te ustabilizowaty si¢ na
poziomie od 8 do 11 czynnikow. Najmniej stabilne dla wirulencji okazalo si¢ najnizsze
stezenie inokulum 50 sporangiow w 1 mm3, gdyz w kombinacji tej ekspresja wirulencji
wahata si¢ od 6 do 11 czynnikdw (tab. 4).

Tabela 4
Whplyw koncentracji inokulum na ekspresje¢ wirulencji P. infestans
Effect of inoculum concentration on expression of virulence of P. infestans
Miesiace Koncentljacja sporang_iéw_w 1 mm?®— $rednie z 12 i_zolatéw
Months Sporangia concentration in 1 mm® — means for 12 isolates
50 | 100 | 200
1 86¢c!t 8,9 de 92e
1 7,5 ¢ef 8,8 de 94e
v 9,0b 9,3 cd 9,9 cd
\Y 8,3cd 78f 8,7f
VI 70f 8,4 ef 85f
Vil 10,0a 9,8ab 10.2b
VI 7,8de 81f 85f
IX 9,2b 9,9ab 9,9d
X 9,2b 9,8b 10,0 cd
Xl 86¢c 10,1a 10,7 a
XIl 9,1b 9,5 bc 10,2 be
Srednia w latach 8,6 9,1 9,6
Mean in years n? m |
Wartosci w kolumnach® i w wierszu? oznaczone tymi samymi literami nie r6znig sie od siebie istotnie wedtug testu Tukeya
przy P =0,05

Values in columns® and in row? followed by the same letters are not significantly different according to Tukey’s test at P =
0.05

W czasie 11 miesi¢gcznej oceny, izolaty okazaty si¢ bardziej stabilne pod wzgledem
ekspresji czynnikow wirulencji wobec wyzszych koncentracji inokulum (tab. 5).
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Tabela 5

Wplyw koncentracji inokulum na ekspresje poszczegélnych czynnikéw wirulencji
Influence of inoculum concentration on expression of particular virulence factors
Czynniki wirulencji
Virulence factors
1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9
ekspresja czynnikéw wirulencji

| 10 | 11

Kon.

expression of virulence factors
PN PRTIPIINJFTIPTINIFIIPIINIFTIPTINIFIPIIN[FIWP]IINIFTIP]IINIFIIP]IN[F]TIP]IN[F]IP]IN]F

50 5 0 105 0 105 105 0 102311065 O 10 49 01 10 14 09 04 03 03 0,1 36 06 08 35 05 08

00 5 0 105 0 105 O 105 O 102812075 O 105 O 10 23 06 05 04 04 01 44 03 09 45 03 09

2005 0 105 O 105 O 105 O 103906085 0O 105 O 10 26 04 06 10 04 02 46 02 09 49 01 10

Kon. — Koncentracje; Concentrations

IP! — Liczba izolatéw (na 5 badanych) posiadajacych pelng ekspresje danego czynnika v (dwa testowane listki danego testeru Blacka byty porazone); Number of

isolates (of 5 evaluated ones) possessing full expression of a particular v factor ( two tested leaves of black’s tester were infected)

IN? — Liczba izolatow (na 5 badanych) posiadajacych niepetng ekspresje danego czynnika v (jeden z dwoch testowanych listkow testeru Blacka byt porazony); Number

of isolates (of 5 evaluated ones ) possessing incomplete expression of a particular v factor (one of 2 tested leaves of Black’s tester was infected)

F® — Frekwencja danego czynnika wirulencji v; Frequency of a particular virulence v factor
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Przy zastosowaniu wyzszego stezenia inokulum spadata liczba izolatow, w ktorych
wystepowata niepelna ekspresja czynnikow wirulencji 5, 8, 101 11.

WNIOSKI

1. W ciagu dwoch lat badan ekspresja agresywnosci 1 wirulencji zmieniala si¢ okresowo
w ciggu roku. Najwyzszy poziom agresywnosci i najszerszy zakres wirulencji
obserwowano wczesng wiosng i jesienia.

2. Stwierdzono istotng korelacj¢ migedzy poziomem agresywnosci a wykrywalnosciag
czynnikow wirulenciji.

3. Obserwowano istotnie wyzszg wykrywalno$¢ czynnikow wirulencji po zastosowaniu
inokulum o wyzszych stezeniach.
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