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Streszczenie

Sprawcy alternariozy ziemniaka, Alternaria solani i A. alternata, od kilkunastu lat majg wptyw na zdro-
wotno$¢ upraw zaréwno towarowych, jak i nasiennych. W miare rozwoju choroby stosunek iloSciowy,
w jakim wystepujg oba gatunki, zmienia sie i zalezy m.in. od terminu i regionu wystepowania. Ocene
zmian sezonowych w sktadzie populacji grzybéw w latach 2016-2018 przeprowadzono w Boninie na
materiale pozyskanym z cotygodniowych ekspertyz chorych lisci naturalnie zainfekowanych patoge-
nami z rodzaju Alternaria. Najwigkszy wysyp zarodnikéw konidialnych zarejestrowano w lipcu i sierp-
niu. W zebranej populacji dominowaty zarodniki A. alternata. Monitorowanie stanu zagrozenia alterna-
riozg na plantacji ziemniaka w dos$wiadczeniach laboratoryjnych prowadzono metodg molekularng
(test PCR) oraz mikroskopows, analizujgc wyroste kultury patogenow.

Stowa kluczowe: Alternaria alternata, Alternaria solani, alternarioza, metoda mikroskopowa, odmia-
ny, reakcja taricuchowa polimerazy, PCR, ziemniak

Abstract

The perpetrators of potato early blight, Alternaria solani, and A. alternata have had an impact on the
health of both commodity and seed crops for several years. As the disease develops, the quantitative
ratio in which both species occur varies and depends, among others, by date and region of occur-
rence. The assessment of seasonal changes in the composition of the mushroom population in the
years 2016-2018 was carried out in Bonin on material obtained from the weekly expertise of diseased
leaves naturally infected with pathogens of the genus Alternaria. The largest outbreak of conidial
spores was recorded in July and August. Spores of A. alternata dominated in the collected population.
The threat of early blight on potato plantations was monitored by molecular (PCR) and microscopic
methods, as well as microbiologically by analyzing the grown cultures of field-collected pathogens.
Keywords: Alternaria alternata, Alternaria solani, cultivars, early blight, microscopic method, poly-
merase chain reaction, PCR, potato
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oment pojawienia sie alternariozy na

roslinach ziemniaka jest bardzo

wazny. Im wczesniej zarejestrujemy
pojaw, tym wieksze straty moze spowodo-
wac choroba. Wczesne jej wystgpienie na
roslinach moze $wiadczy¢ o zaistnieniu ko-
rzystnych dla rozwoju patogenu warunkéw
atmosferycznych. Sprawcy alternariozy ata-
kujg rosliny ostabione, a infekcja rozpoczyna
sie na najstarszych, dolnych lisciach.

Na poczatkowym etapie zainfekowania
roslin grzybami miejsca zmian chorobowych
na powierzchni blaszki lisciowej nie roznig
sie istotnie morfologicznie. Stgd choroba ta
okreslana jest wspolnym mianem — jako al-
ternarioza.

Réwnoczesne wystepowanie na roslinach
ziemniaka wielu chorob, ktérych objawy sg
czesto bardzo podobne do siebie, wymaga
od producenta nie tylko poznania ich obja-
wow w celu identyfikacji, ale tez zastosowa-
nia wiasciwej ochrony. Dlatego diagnostyka
staje sie jednym z waznych elementéw w
nowoczesnej ochronie roslin. W celu podnie-
sienia jej jakosci poszukiwane sg mozliwie
najkorzystniejsze rozwigzania, ktére polep-
szg wykrywalnos¢ i identyfikacje groznych
patogenow (Lozowska, Gawinska-Urbano-
wicz 2016).

Ocena zagrozen ze strony agrofagéw jest
podstawowym elementem w diagnostyce.
Systematyczne obserwacje, czyli monitoro-
wanie plantacji przez caty sezon wegetacyj-
ny, umozliwia poznanie aktualnych zagrozen
dla roslin. Celem lustracji jest ocena nasile-
nia choroby, a nastepnie wyznaczenie opty-
malnego terminu zabiegdw ochrony.

Monitorowanie stanu zagrozenia alterna-
riozg na plantacji ziemniaka w doswiadcze-
niach obejmuje:

» ocene makroskopowg (wstepna identyfi-
kacja uszkodzen);

» ocene mikroskopowg (zbidr czesci roslin
z objawami choroby, izolacja na podtoza
agarowe i identyfikacja wyrostych kultur pa-
togenu);

* ocene wolumetryczng (systematyczna
ocena stezenia zarodnikéw grzybdw z rodza-
ju Alternaria w powietrzu z wykorzystaniem
putapki Burkarda);

» ocene molekularng (analiza fragmentu
materiatu genetycznego - technika PCR,
czyli reakcja tancuchowa polimerazy).

Materiat i metody

Z uwagi na wystepujgce morfologicznie po-
dobienstwa objawow wystepowania spraw-
coéw alternariozy na roslinie ziemniaka w
badaniach wykorzystano test oparty na
technice PCR, ktory pozwala wykryé obec-
nos$¢ patogenu w niewielkiej jego koncentra-
cji w ciggu kilku godzin.

Pomiar obecnosci zarodnikow grzybow z
rodzaju Alternaria prowadzono przez cztery
miesigce, nieprzerwanie od 1 czerwca do
1 pazdziernika, od fazy zwarcia roslin w mie-
dzyrzedziach (BBCH 30-39) do zbioru plonu
(BBCH 90-99). Materiat roslinny z poletek
doswiadczalnych (odmiany ziemniaka bar-
dzo wczesne i wczesne — Justa, Mitek, In-
nowator i Oman, srednio wczesne — Cekin i
Irga, $rednio pdzne i pézne — Danuta, Pro-
myk, Kuras i Pokusa) z objawami alternario-
zy na lisciach pobierano co 7 dni. Liscie
przeznaczone do izolacji DNA pobierano
jatowo i przechowywano w warunkach gte-
bokiego zamrozenia w temperaturze -80°C,
ktéra zabezpieczata tkanki roslin przed de-
gradacjg i kontaminacjg. Zebrany cotygo-
dniowo materiat do badan ucierano w moz-
dzierzu z 10 ml ciektego azotu, a nastepnie
rozdrobniong $wiezg mase roslinng w ilosci
100 mg przenoszono do odpowiednio ozna-
czonych probéwek typu Eppendorf i zamra-
zano.

Izolacje genomowego DNA z materiatu
roslinnego przeprowadzono zgodnie z pro-
cedurg Genomic Mini AX Plant Spin (A&A
Biotechnology).

Kolejnym etapem prac po wyizolowaniu i
oczyszczeniu DNA byta reakcja PCR. Pro-
ces powielenia wybranego fragmentu DNA
przeprowadzono z wykorzystaniem urzgdze-
nia o nazwie termocykler. Mieszanine reak-
cyjng, zachowujgc proporcje jej sktadnikow,
przygotowano z nukleotydow, starteréw,
prébki DNA, polimerazy oraz buforu reakcyj-
nego zawierajgcego jony magnezu. Istotnym
elementem mieszaniny sg startery, czyli za-
projektowane fragmenty DNA komplemen-
tarne do poszukiwanego fragmentu, jakim
jest Alternaria solani i A. alternata (tab. 1).
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Tabela 1

Startery wykorzystane w pracy
do specyficznego wykrywania A. solani i A. alternata za pomoca PCR*

Nazwa starterow

Sekwencja nukleotydowa

Dtugos$¢ produktu PCR
(liczba par zasad — pz)

Alternaria solani

A. solani F 5-CAC CAC AAG GAC CAA CCC A-3 355 pz
A. solani R 5-TGG GGC TGG AAG AGA GCG-¥

Alternaria alternata

Aalt F1 5-GCG GGC TGG AAC CTC TC-3 443 pz
Aalt R1,1 5-AGA CCT TTG CTG ATA GAG AGT-3’

* Wedtug Volz 2014

Analize produktéw PCR przeprowadzono
elektroforezg w 2-proc. zelu agarozowym.
Réwnorzednie liscie z objawami alternariozy
poddano hodowli agarowej (Potato Dextrose
Agar oraz Nutrient Agar) w celu wstepnej
identyfikacji patogenu. Wyroste izolaty oce-
niono w cotygodniowej identyfikacji mikro-
skopowej.

Badania przeprowadzono w Boninie (woj.
zachodniopomorskie) w latach 2016-2018.

Wyniki i dyskusja

Tygodniowe analizy zbieranego materiatu
roslinnego wskazujg na sezonowe zmiany w
skfadzie populacji grzybéw. Obecnos¢ pato-
genow zalezy od roku obserwacji i panuja-
cych w nim warunkéw agrometeorologicz-
nych. Najwczesniej, bo juz 15 czerwca, al-
ternarioza wystgpita w roku 2016 na bardzo
wczesnej odmianie Mitek, w 2018 objawy
choroby zarejestrowano siedem dni pozniej
(22 czerwca), a najpdzniej (7 lipca) odnoto-
wano je w 2017, réwniez na odmianie Mitek
(tab. 2). W poszczegdlinych tygodniach
obecnos¢ zarodnikéw grzybow rodzaju Al-
ternaria zmieniata sie. Obserwowano takze
wahania sezonowe wystepowania obu ga-
tunkéw. Generalnie w zebranych prébach
dominowat A. alternata. Ten czynnik choro-
botworczy byt obecny od poczgtku okresu
wegetacji ziemniaka az do zbioru. Natomiast
zarodniki A. solani wystepowaty w nasileniu
znacznie pozniej — miedzy Il dekadg lipca a

Il dekadg wrzesnia. Coroczne ekspertyzy,
oparte dodatkowo na nowych metodach ba-
dawczych, przeprowadzane w krajach Euro-
py Zachodniej przez grupe specjalistow w
zakresie ochrony ziemniaka potwierdzajg
wyniki badan wtasnych co do terminu poja-
wiania sie i rozwoju sprawcéw alternariozy
(Hansen i in. 2015, Schepers i in. 2017).
Maksymalne stezenie zarodnikow obu
sprawcow choroby notowano od Il dekady
lipca w roku 2016 do konca sezonu wegeta-
cyjnego, od Il dekady sierpnia do Il dekady
wrzesnia w 2017 i w 2018 miedzy Ill dekadag
lipca a Il dekadg wrzesnia. W tym czasie
wystepowaty korzystne warunki meteorolo-
giczne, przemienne opady deszczu i wyzsze
dobowe temperatury, ktére sprzyjaty zarod-
nikowaniu patogenow. Niezaleznie od sezo-
nu wegetacyjnego poczatkowa koncentracja
zarodnikow Alternaria w powietrzu byla ni-
ska. Miesieczne sumy zarodnikéw, jak tez
ich maksymalne stezenie, byty najwyzsze w
sierpniu i niewiele nizsze w lipcu. Wysokie
stezenie zarodnikow Alternaria odnotowano
takze na poczatku wrzesnia. Stezenie za-
rodnikow byto wyzsze w czasie dojrzewania i
zbioru ziemniakéw. Obecnos$¢ zarodnikdw
konidialnych w sierpniu potwierdzono réow-
niez technikg elektroforetyczng produktéw
PCR w zelu agarozowym (fot. 1AB). Porow-
nujgc prazki probki patogenu z prazkami
standardu jesteSmy w stanie okresli¢ wiel-
kos¢ czgsteczek DNA badanego produktu.
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Fot. 1. Analiza elektroforetyczna produktéw PCR

Czutosc¢ testdéw, do jakich zalicza sie re-
akcje tancuchowg polimerazy (PCR), pozwa-
la ustali¢ czas poczatku utajonego postepu
choroby zwtaszcza dla izolatow A. solani,
ktérego uznaje sie za glbwnego sprawce
alternariozy. Patologiczne zmiany powodo-
wane przez ten patogen we wczesnych in-
fekcjach lisci ziemniaka sg trudne w jego
identyfikaciji.

Wzrost zaburzen w rozwoju roslin ziem-
niaka powodowanych przez A. solani noto-
wano od potowy lipca do Il dekady wrze-
Snia. Szczegolnie w tym czasie narazone sg
odmiany ziemniaka charakteryzujgce sie
dtugim okresem wegetacji. Takie zmiany
zarejestrowano w badaniu, analizujgc wyty-
powane genotypy. Najwiecej zmian choro-
bowych zarejestrowano w tkankach odmian
Srednio wczesnych (lrga) oraz $rednio poz-
nych i poéznych (Danuta, Kuras, Pokusa i
Promyk). Natomiast w grupie odmian wcze-
snych najsilniej porazata sie odmiana Mitek.
Dlatego tak wazny jest wybor odmiany cha-
rakteryzujgcej sie nizszg podatnoscig na
choroby, zwlaszcza w sezonach o zmien-
nych warunkach meteorologicznych.

Whyniki izolacji na podfozach agarowych
potwierdzajg sezonowg cyklicznos¢ badanej
populacji z rodzaju Alternaria. Do badan wy-
korzystywany byt materiat pozyskany z coty-
godniowych ekspertyz chorych lisci natural-
nie zainfekowanych patogenami z rodzaju
Alternaria. Najwiecej pozytywnych izolatow z
hodowli ptytkowych otrzymano ze zbiorow
sierpniowych (55% oznaczonych kultur), w
lipcu byto ich mniej, 28%, a w czerwcu i we
wrzesniu tylko 17%. Badania na ten temat
prowadzone sg w réznych rejonach Europy
(Niemiec, Holandii, Danii, Wielkiej Brytanii,

Estonii). Oceng patogenicznosci w stadium
poczatkowej infekcji i rozwoju choroby na
terenie Niemiec zajmowali sie Leiminger i
inni (2014). Za pomocg czutych testow PCR
prébowali oni rozwigza¢ problem sprawczy
pierwotnych infekcji chorobowych. Do badan
wykorzystywali materiat pozyskany z coty-
godniowych ekspertyz chorych lisci natural-
nie zainfekowanych patogenami z rodzaju
Alternaria i uzyskali wyniki zbiezne z wyni-
kami badah wykonywanych w naszym kraju.

Izolacje grzyboéw z typowych nekroz cha-
rakterystycznych dla alternariozy, prowadzo-
ne zaréwno w Boninie, jak i w niektorych
innych krajach Europy (np. Holandii, Niem-
czech, Danii), nie zawsze wskazywaty na
dominacje gatunku A. alternata. Stwierdzano
rowniez obecnos¢ innych patogenow: Alter-
naria tenuissima, A. infectoria, Colletotri-
chum coccodes, Cladosporium, Ulocladium,
Fusarium, Alternaria brassicicola, A. brassi-
cae oraz A. dauci).

Brak jednoznacznych wynikéw okre$laja-
cych patogeniczno$¢ grzybdéw Alternaria
wymusza na jednostkach badawczych nie-
ustanne poszukiwanie skutecznych metod.

Cyklicznos¢ wystepowania populacji z ro-
dzaju Alternaria w sezonie wegetacyjnym
potwierdzono réwniez w badaniu wolume-
trycznym, wykorzystujgc w tym celu putapke
Burkarda (Gawinska-Urbanowicz, Osowski
2018). Uzyta w doswiadczeniach siedmio-
dniowa putapka w aktywny sposob, przez
waskie wciecie, zassata powietrze wraz ze
znajdujgcymi sie w nim czgstkami biologicz-
nymi, ktore osiadty na tasmie pokrytej mie-
szaning sktadnikow (wazelina + toluen +
heksan) zamontowanej na bebnie urzadze-
nia.



Ziemniak Polski 2019 nr 4

40

BUIRINYS|OW BUSDC [ BMOO)SOD|ILL BUSDO TUEJOS BlIBUISYY — SY ‘BjeLIs)e elielIe)ly — ey

Sy/sY | SY/SY | SV/SY | SY/SY | SV/SY | SVY/SY | SV/- SYy/ - SY/ - Sy/ - o SY/ - sy/ - i Sl
BV/EY | eyiey | eyrey | eyey | eyfey | ey/ey | eyjey | eyjey | ey/ey | ey/ey | ey/ey | ey/ey | ey/ey
auzod |
Sy/SY | SV/SY | SV/SY | SY/SY | SV/SY = L
“/BY | ey/- | eypey | eyey | -fey | -[ey ) ) ) ) ) ) ) ) i AN
olupaIg
) SY/SY | SY/SY | SY/SY | -/SY | SVY/SY | SVY/SY | SV/s¥Y sY/sY sY/sY i i i i o
- ey - /ey - /ey - ey - /ey - /ey - fey ey/ey | ey/ey
) SY/SY | SV/SY | -/SV - /sY sy/ - sY/ - == siffs =i =i =gfis sy/ - i o
-/ey | By/ey | ByY/ey | -/eY | By/eY | By/ey | By/eY | By/eY | By/ey | By/ey | By/ey | ey/ey
sY/sY | -/sY sy/ - sY/ - sYy/ - = sl o i 2US2ZOM
i ) ) ) ) £10¢ olupal
- ey -/eY | eyjey | -jey - ey - jey - ey ey/ey - jey lupaig
) SY/sY - ISY SY/SY SY/ - SYf - Sy - i 2 £ -
= & & - 9102
-jey | -/ey | -/ey | -/ey | eyey | ey/ey | -/ey | -/ey | ey/ey | EV/EY
} ) SY/SY | SY/SV | SY/SY | SY/SY | SY/sSY | SV/s¥ =i i i i i i Siitiz
eyjey | ey/ey | eBy/ey | By/ey | By/ey | ey/ey | eyfey | ey/ey
BUSSZOM |
SY/- | sv/sY mgfis Eols e mgfis =5 )
- = = # G L S - — —_— — = = = 210c BUSDZOM
/ey / /ey /ey Y/eY Y/ Y/ ozpieg
) ) i i i i SY/sY | SV/- sY/sY sY/sY sif= sY/ - sY/ - sy/ - .
ey/ey | ey/ey = ey/ey | ey/ey | ey/ey | ey/ey | -/ey
60l 60 L ‘|0°LE | ‘802 | 80'LL | ‘800! 80'E L0/ 2002 L0°EL 209 ‘90'6¢ | 90°¢C | 920Gl 0y Aueiwpo
Aqoloys nmelod eleq
eyeluwaiz aimeldn m erewray)y nlezpol z moqAzib eluemolopuow IIUARA
Z eleqe|




Ziemniak Polski 2019 nr 4 41

Analiza fragmentu tasmy pozwala ustali¢,
ile zarodnikébw poszczegolnych gatunkow
grzyba znajduje sie w danym czasie i miej-
scu. Najwieksze nasilenie wystepowania
sprawcow suchej i brunatnej plamistosci lisci
notowano od | dekady sierpnia do | dekady
wrzesnia.

Uzyskane wyniki, mimo réznych procedur
badan, w efekcie koncowym dostarczajg
istotnych danych. Sg one nastepczo wyko-
rzystywane do opracowania modelu rozwoju
patogenow dla potrzeb tworzenia systemoéw
wspomagajgcych podejmowanie decyzji w
ochronie i polepszania jej skutecznosci w
ograniczaniu alternariozy.

Literatura

1. Gawinska-Urbanowicz H., Osowski J. 2018. Moni-
torowanie stezenia zarodnikow grzybéw Alternaria w
rejonie Pomorza Zachodniego. — Ziemn. Pol. 4: 37-42;
2. Hansen J. G., Andersson B., Sjoholm L., Liljeroth
E., Edin E., Bain R,, Lees A., Ritchie F., Kildea S.,
Cooke L., Young G., Fillippov A., Hannukkala A.,
Hausladen H., Hausvater E., Hermansen A., Naer-

stad R., Kapsa J., Runno-Paurson E., Koppel M.,
Musa T., Gulbis G., Ronis A., Vogelaar K., Spoelder
J., Evanhuis B., Vanhaverbeke P., Chatot C. 2015.
Epidemics and control of early and late blight 2013 and
2014 in Europe. [In:] Special Report no. 17 (H. T. A. M.
Schepers, ed.). Appl. Plant Res., Wageningen UR,
PPO 664: 11-31; 3. Leiminger J., Bahnweg G.,
Hausladen H. 2014. Differentiation of Alternaria spe-
cies and quantification of disease development using
real-time PCR. [In:] Special Report no. 16 (H.T. A. M.
Schepers, ed.). Appl. Plant Res., Wageningen UR,
PPO 568: 189-194; 4. Lozowska A., Gawinska-Urba-
nowicz H. 2016. Tradycyjne i nowoczesne metody
diagnostyczne stosowane w ochronie ziemniaka przed
chorobami o podiozu grzybowym i bakteryjnym. —
Ziemn. Pol. 2: 46-53; 5. Schepers H., Lees A., Han-
sen J. G., Hausladen H. 2017. Epidemics and control
of early and late blight, 2015 and 2016 in Europe. [In:]
Special Report no. 18 (H. T. A. M. Schepers, ed.).
Appl. Plant Res., Wageningen UR, PAGV 747: 11-32;
6. Volz A. 2014. Qualitative PCR diagnostics of A.
solani and A. alternata. Euroblight, Alternaria Subgro-
up Protocols. https://agro.au.dk/forskning/ internationa-
le-platforme/euroblight/alternaria/protocols/




42

Ziemniak Polski 2019 nr 4




