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1. WSTEPIPRZEGLAD LITERATURY

Wysoko$¢ i jako$¢ plonowania roslin warzywnych jest zagrozona przez
chorobotworcze patogeny (wirusy, grzyby, bakterie), pasozyty i szkodniki.
Rowniez nieozywione czynniki srodowiska, jak nieodpowiednia temperatura,
wilgotnos$¢ czy nastonecznienie, mogg wywolywac stres u roslin, obnizajac
wysokos$¢ i jakos¢ plonu (Starck 1999). Wprowadzanie do produkcji odmian
warzyw odpornych na niekorzystne, stresotworcze warunki uprawy jest jedng
z bardziej efektywnych drog ograniczania strat w plonowaniu (Pospieszny
2000a). Podjeto wiec kompleksowe prace, w tym badania poznawcze na po-
ziomie struktur komoérkowych, zmierzajace do wyja$nienia mechanizmow po-
mocnych przy selekcji, prowadzacej do zwigkszenia populacji roslin warzyw-
nych odpornych na stres biotyczny. Selekcja materiatow hodowlanych i ocena
skuteczno$ci dziatania r6znych stymulatorow w poszukiwaniu odpornosci ro-
slin wymagajg precyzyjnego monitorowania relacji patogen — zywiciel. Taki
monitoring zapewnia wiele metod i technik mikroskopowych, pozwalajacych
na zobrazowanie rekcji komoérek roslin o réznej podatnosci na patogeny czy
pasozyty. Wykorzystanie mikroskopow elektronowych i §wietlnych mikro-
skopow z fluorescencjg, polaryzacjg lub kontrastem fazowym pozwala pro-
gnozowa¢ zachowania komoérek w okreslonych warunkach stresotworczych
i ocenia¢ skutki zmian metabolizmu komoérkowego. Komorki roslin odpor-
nych na choroby infekcyjne charakteryzuja si¢ pewnymi cechami struktural-
nymi i biochemicznymi, stanowigcymi bariery utrudniajace rozwéj patoge-
néw (Dyki, Staniaszek 1997; Dyki 1998; Dangl, Jones 2001; Dyki, Horbowicz
2002; Dyki 2003; Dyki 2004). Okreslenie takich morfologicznych markeréw
jest podstawg selekeji roslin, prowadzonej pod katem utrwalania cechy odpor-
nosci w nowych odmianach mieszancow roslin kapustnych, pomidora
i ogorka. Wprowadzanie do produkcji odmian warzyw odpornych na wirusy,
grzyby, bakterie czy organizmy pasozytnicze pozwoli nie tylko ograniczy¢
straty w plonach, zmniejszy¢ naktady finansowe na prowadzenie plantacji, ale
przyczyni si¢ tez do ochrony $rodowiska przez ograniczenie ochrony che-
micznej plantacji.

1.1. Rodzaje odpornosci roslin i ich objawy
Obronne mechanizmy moga mie¢ charakter konstytutywny lub induko-
walny.

1.1.1. Odpornos¢ konstytutywna

Odporno$¢ konstytutywna Obejmuje tzw. niegoscinnos¢ (non-host),
w ktorej gatunek ro$liny nie jest gospodarzem dla patogena i dlatego nie



dochodzi do infekcji oraz odpornos¢ bierng, uwarunkowang barierami fizycz-
nymi, ktére zlokalizowane sg na powierzchni ro$liny, badZz w obrgbie jej tka-
nek wewnetrznych. Pierwsza barierg dla patogena moze stanowi¢ gruba war-
stwa kutykuli, pokrywajaca np. liscie wigkszo$ci gatunkow warzyw kapusto-
watych. Budowa chemiczna tej warstwy, a szczegdlnie obecno$¢ w niej nie-
ktérych woskow decyduje o mozliwos$ciach obronnych rosliny przed czynni-
kami infekcyjnymi. Rowniez sktad chemiczny §cian komoérkowych i cytosz-
kieletu komorek epidermy, tkanek subepidermalnych czy wiazek przewodza-
cych moze utrudnia¢ przenikanie chorobotwodrczych mikroorganizméow.

Wytwarzanie wtérnych metabolitow np. w procesie lignifikacji tkanek
ro§linnych wzmacnia konstrukcje $cian komorkowych, np. naczyn ksylemu,
utrudniajac patogenom z ryzosfery dostep do wigzek przewodzacych systemu
korzeniowego. Brak w tkankach rosliny okreslonych substancji, ktore zaindu-
kuja réznicowanie patogenu zaliczany jest rowniez do konstytutywnych cech
fizjologiczno-anatomicznych, decydujacych o odporno$ci roslin na choroby
infekcyjne (Fidantsef i in. 1999; Fujita i in. 2006).

1.1.2. Indukcja odpornosci w calej roslinie SAR

Indukowalny mechanizm obronny ro$liny sygnalizowany jest przez eli-
cytory powstate po kontakcie rosliny z okre§lonym patogenem, wskazujac na
relacje typu host, jak i non-host. Pod wptywem elicitorow w obrebie zakazo-
nej tkanki rozwijaja si¢ reakcje obronne. Ro$lina zaczyna wytwarza¢ fitoalek-
syny, defensyny i enzymy lityczne (chitynaza, proteazy), degradujace $ciang
komodrkowa. Tego typu reakcje zachodzace w catej roslinie prowadza do tzw.
nabytej odpornosci. Roslina odpowiada na dziatanie patogenicznego organi-
zmu reakcja zlokalizowana w miejscu infekcji, np. reakcja nadwrazliwosci
(HR, hypersensitive response) lub uruchamia szlak metaboliczny, prowadzacy
do uzyskania kolejnych produktéw warunkujacych odporno$¢ systemiczna,
obejmujgca calg rosling (Pospieszny 2000b; Dyki, Kossak 2007; Borkowski
i in. 2007; Ostrowska i in. 2008).

1.1.3. Nadwrazliwos$¢

Objawia si¢ zamieraniem tkanki wokoét zainfekowanego miejsca wraz
ze zniszczeniem komorek z patogenem. Jest to genetycznie uwarunkowana
cecha obrony rosliny, okreslana jako programowana $mier¢ komoérki (PCD).
Czegsto w wyniku reakcji nadwrazliwosci dochodzi u roslin do uruchomienia
mechanizmu odpornosci systemicznej (Mur i in. 2008; Dyki 2004).



1.1.4. Odpornos¢ systemiczna

Jest cecha, umozliwiajaca roslinie obrong przed réznego typu streso-
tworczymi mikroorganizmami. W zaleznos$ci od czynnika indukujacego wy-
roznia si¢: nabyta odpornos$¢ systemiczng (SAR, systemic acquired resi-
stance) uruchamiang przez patogeny i kwas salicylowy syntetyzowany w pro-
cesie infekcji i systemiczng odpornos¢ indukowang (ISR, induced systemic
resistance) przez kwas jasmonowy oraz etylen (Dixon 2001).

Nabyta odporno$¢ systemiczna (SAR) charakteryzuje si¢ obecno$cia
biatek PR (pathogenesis related) zwigzanych z patogeneza i warunkuje reak-
cje obronne rosliny przed sprawcami chordéb pochodzenia grzybowego, bak-
teryjnego i wirusowego.

Systemiczna odporno$¢ indukowana (ISR) moze by¢ inicjowana przez
niepatogeniczne mikroorganizmy kolonizujgce korzenie i stymulujgce rozwoj
ro$lin, jak rowniez przez czynniki abiotyczne, okreslane jako biostymulatory
zawierajace okreslone zwigzki chemiczne wzmacniajace reakcje obronne ro-
$liny (Borkowski, Dyki 2000; Szczech i in. 2000; Borkowski, Dyki 2003;
Ostrowska i in. 2008). Ten rodzaj odpornosci jest skuteczny rowniez w ochro-
nie przed szkodnikami.

1.1.5. Nekroza tkanek

Nekrotyzacja tkanki roslinnej jest czesto efektem porazenia rosliny
przez czynnik patogeniczny, ktory narusza najpierw ciggltos¢ komorek po-
wierzchni ro$liny, a nastgpnie penetruje tkanki wewnetrzne lisci, lodyg, kwia-
tow, owocow i korzeni. Do nekrozy tkanki w procesie infekcji dochodzi po
indukcji wytwarzania reaktywnych form tlenu, okreslanych jako wybuch tle-
nowy: H,0z, 'O, OH (ROS) oraz reaktywnych form azotu: NO*, ONOO —
(RNS). Nekroza polega na wzmocnieniu $ciany komorkowej na drodze ligni-
fikacji, a H20; jest niezb¢dne w sieciowaniu sktadnikow tej $ciany. Wiele pa-
togendéw roslinnych moze rozwijac sie tylko w obecnosci zywych komorek,
a obumarcie tkanki na drodze wtérnego procesu lignifikacji hamuje rozprze-
strzenianie si¢ patogenu. Brak reakcji obronnych rosliny czyni ja podatng na
porazenie, co sprzyja rozwojowi patogenu i stanowi zagrozenie rozprzestrze-
nia si¢ choroby (Dyki, Staniaszek 1997; Dyki 1998).

2. METODY | TECHNIKI MIKROSKOPOWE ZASTOSOWANE
W BADANIACH

Morfologi¢ wybranych, §wiezych fragmentow roslin analizowano przy
uzyciu stereoskopowego mikroskopu (Olympus SZX16) z zastosowaniem
programu Cell”B do cyfrowej analizy obrazoéw i sporzadzania dokumentacji



fotograficznej. Wykonywano oceng porazenia i mikromorfologii powierzchni
lisci, wykorzystujac metodg izolacji epidermy przy pomocy tasmy klejacej
typu ,,scotch tape” i barwienie bigkitem toluidyny (Dyki, Habdas 1997). Do
badan histologicznych materiat utrwalono w utrwalaczu CrAF (kwas chro-
mowy, kwas octowy, formalina), odwodniono w etanolu, zatopiono w parafi-
nie, pocigto mikrotomem rotacyjnym i barwiono w safraninie i zieleni jasnej,
a nastepnie analizowano w mikroskopie $wietlnym z polaryzacja (Nicon
Eclipse 80i) i programem NIS Elements Br do wykonywania pomiaréw i fo-
tografii. Wykonywano rowniez badania z wykorzystaniem elektronowego mi-
kroskopu skaningowego (SEM) JEOL JSM-6390LV we wspolpracy ze Sro-
dowiskowym Laboratorium Mikroskopii Elektronowej Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mossakowskiego PAN w Warszawie. Do ba-
dan tych pobierano fragmenty materiatu utrwalonego w utrwalaczu histolo-
gicznym CrAF i odwodnionego, podobnie jak do badan histologicznych. Ma-
teriat suszono w punkcie krytycznym COg, napylano ztotem i analizowano
interakcje patogen — roslina na powierzchni epidermy i rizodermy. Skutecz-
nos$¢ dziatania biopreparatow oceniono na podstawie testu na odcinanych li-
$ciach Wykonano makroskopowa ocene wplywu biopreparatéw na reakcje
obronne ogérka z wykorzystaniem testu in vivo pozwalajgcego na wykrywa-
nie generowania H.O, w lisciach ogdrka. Dla testu liScie byly odcinane z ro-
$lin (wraz z ogonkami lisciowymi), a nastepnie zanurzane w 1% roztworze
DAB (3,3-diaminobezydyna) o pH 3,8 i wyjmowane z roztworu DAB po 8 go-
dzinach. Nastgpnie umieszczano liscie na 10 minut w gotujacym 96% etanolu
(do wyekstrahowania chlorofilu), a potem przenoszono je do zimnego etanolu
i przechowywano pod zamknigciem do czasu oceny. Porownywano tu zabar-
wienie nerwow lici i blaszki liSciowej (brunatnienie) jako wynik reakcji DAB
z H,0,.

Wszystkie wyniki obserwacji makroskopowych i mikroskopowych do-
kumentowano przy pomocy fotografii i odpowiednich pomiarow.

3. CEL | ZAKRES PRACY

Celem opracowania jest ukazanie w budowie roslin cech, ktore maja
decydujacy wptyw na migdzykomorkowe relacje patogen/pasozyt — zywiciel
przy zréznicowanej podatno$ci/odpornos$ci rosliny zywicielskiej na okreslony
czynnik stresotworczy.

Przedstawione wyniki badan obejmujg trzy gatunki ro$lin warzywnych
(ogodrek, pomidor, kapusta pekinska), z uwzglgdnieniem budowy komoérkowe;j
czesci porazanych (1is¢ 1 korzen) oraz migdzykomodrkowe relacje tych roslin
z kilkoma gatunkami organizméw zywicielskich (Tab. 1).



Tabela 1.
Analizowane gatunki ro$lin i czynniki infekcyjne

Gatunek

rosliny Sprawcy i choroby roslin

Pseudoperonospora cubensis — maczniak rzekomy ogorka
Ogorek Erysiphe cichoracearum — maczniak prawdziwy ogorka.

Oidium neolycopersici — maczniak prawdziwy pomidora
Pomidor Nicotiana virus — mozaika tytoniu
Phelipanche ramosa — roélina pasozytujaca na pomidorze

Kapusta Bakteryjne zagniwanie roslin podatnych na Tipburn/wewnetrzne
pekinska brunatnienie lisci zwijajacych glowke

Materiat roslinny pochodzit z nastgpujacych doswiadczen:

- 6 doswiadczen szklarniowych z odmianami pomidora, w ktérych przete-
stowano 17 odmian pod katem tolerancji/odporno$ci na zaraze galezista
Phelipanche ramosa,

- 6 do$wiadczen polowych (w pojemnikach) z kapustg pekinska odmiany
Bilko F1, w ktorych zastosowano rdézne metody nawozenia wapniowego
i przetestowano kilka biostymulatoréw dla stymulacji odpornosci na
tipburn i ograniczenia wtornych zakazen bakteryjnych,

- 3 do$wiadczenia szklarniowe z ogorkami odmiany IWA F; traktowanymi
réznymi biostymulatorami dla wzmocnienia mozliwo$ci obronnych roslin
przed maczniakiem prawdziwym,

- 3 testy w komorach fitotronowych z roslinami linii hodowlanych ogorka
0 zréznicowanej podatnosci na sprawcg maczniaka rzekomego.

4. WYNIKI

4.1. Struktura komorkowa lisci ogérka

W tkance okrywajacej lisci ogorka, epidermie, czgsto okreslanej jako
skorka, wyroznia si¢ trzy rodzaje komorek: komorki podstawowe, zwykle pla-
skie o nieregularnym ksztalcie, nadanym przez pofalowanie §cian komoérko-
wych, komorki aparatow szparkowych i wielokomorkowe wloski wydzielni-
cze dwoch rodzajow (Fot. 2, 4, 5). Zarowno wloski réznej wysokosci, jak
i aparaty szparkowe roznej wielkosci obecne sg po obydwu stronach liscia
(Fot. 3, 11, 12). Pod aparatami szparkowymi obecne sg komory podszparkowe
graniczace z komorkami migkiszowymi. W epidermie pokrywajacej nerwy li-



Scia obserwuje si¢ wigksze zageszczenie wloskdw niz w pozostalej po-
wierzchni (Fot. 5). Powierzchni¢ wszystkich komorek epidermy pokrywa ku-
tikula, cienka warstwa o zréznicowanym sktadzie chemicznym — woski, li-
pidy, polisacharydy, woda i zwiazki mineralne, m.in. krzemiany. Migkisz pa-
lisadowy zwarty, bez przestrzeni miedzykomorkowych, zbudowany z jednej
warstwy komorek o podobnej wysokosci. Migkisz gabczasty sktadajacy sie
z komorek luzno ulozonych, o migdzykomodrkowych przestrzeniach réznej
wielkosci, charakteryzujacych zwarto$¢ tkanki migkiszowej liscia (Fot. 6, 7).
Unerwienie liscia, nerw gtdowny i nerwy boczne, stanowia wigzki przewo-
dzace sitowo-naczyniowe (ksylem i floem). Wiazki te zlokalizowane sa na
granicy miekiszu palisadowego i ggbczastego.

4.1.1. Ogorek — Pseudoperonospora cubensis (Berk & M.A. Curtis)
Rostovzev

Sprawca maczniaka rzekomego ogdrka Pseudoperonospora cubensis
(Berk & M.A. Curtis) Rostovzev jest patogenem o ztozonym cyklu rozwojo-
wym, przez co trudnym do zwalczania. Dlatego najbardziej skutecznym ele-
mentem ochrony roslin przed porazeniem jest hodowla mieszancéw odpor-
nych na chorobe (Sobolewski, Dyki 2010). W badanej populacji linii hodow-
lanych ogorka rosliny charakteryzowaly si¢ zréznicowana podatnoscig na
Pseudoperonospora cubensis. Zarodniki patogena (Fot. 8-10) kietkowaty za-
réwno na dolnej, jak i gérnej epidermie liscia. Strzepka kietkowa moze prze-
rasta¢ bezposrednio $Sciany podstawowych komorek epidermy (Fot. 13, 15),
jak i bazalnych komoérek wtoskow, ale rowniez przerasta przez otwory apara-
tow szparkowych. Strzepki patogena, po pokonaniu epidermy li§cia, rozra-
staty si¢ miedzykomorkowo, nie wnikajac do wnetrza cytoplazmy komorek.
Obserwowano jednak, w tkance mickiszowe;j lisci roslin podatnych, brak cia-
glosci Scian komorkowych w bezposrednim sasiedztwie strzepek patogena
(Fot. 16). Prawdopodobnie dochodzi tu do proceséw litycznych przy penetra-
cji tkanek liscia. U ro$lin podatnych na chorobg, nie majacych wlasciwosci
obronnych, strzepki sprawcy kierujg si¢ przestrzeniami mi¢dzykomorkowymi
do wigzek przewodzacych. Bardzo czesto obserwowano na przekrojach lisci
fragmenty strzgpek patogena w bezposrednim sgsiedztwie komorek ksylemu
czy floemu wigzkowego. Strzgpki byty czesto obserwowane w roéwnolegtym
uktadzie do wiazek, co sugeruje, ze takie sasiedztwo umozliwia pasozytowi
bezposrednie czerpanie metabolitow z komorek floemu przewodzacego asy-
milaty, czy komoérek ksylemu rozprowadzajacego wodg z substancjami mine-
ralnymi. Po przerosnigciu calej grubosci liscia strzepki patogena kieruja si¢
do przestworoéw podszparkowych i wyrastajg przez otwory aparatow szparko-
wych w strzepki konidialne. Zarodniki konidialne powstaja na dichotomicznie
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rozgatezionych, szczytowych czesciach strzgpek konidialnych. Zarodniki sg
najpierw kulistego ksztaltu, a w miar¢ zwigkszania si¢ ich rozmiardw staja si¢
jajowate. Zarodniki konidialne obserwowano gtownie po spodniej stronie lisci
ro$lin podatnych na maczniaka rzekomego (Fot. 8). Nie notowano obecnosci
zarodnikow konidialnych u roslin ocenionych jako odporne. Zahamowanie
rozwoju maczniaka rzekomego stwierdzono u roslin pigciu linii (Tab. 2).

Tabela 2.
Liczba aparatow szparkowych epidermy dolnej (D) i gornej (G) strony lisci linii ho-
dowlanych ogérka (2011 r.)

Liczba aparatow szparkowych
. Makroskopoyva w epidermie liscia
Lp. Ozna’c.zenle ocena ?tOP”'a ($rednia z 10 pol widzenia
rosliny porazenia w mikroskopie)

(skala 1-10) G D

1 4 0 (odporna) 11 23
2 5 0 (odporna) 14 22
3 11 8 20 17
4 17 9 18 13
5 21 0 (odporna) 16 23
6 22 0 (odporna) 13 19
7 28 F1 9 21 18
8 3 kK 7 19 19
9 36 3 (odporna) 17 24
10 44 RF; 8 19 24
11 49 RF; 8 20 22

¢ Rosliny odporne na porazenie Pseudoperonospora cubensis roznity sie od
ro$lin podatnych dwoma cechami: liczba aparatow szparkowych w lisciu
i zwartoscig tkanki migkiszowej liscia.

e Rosliny ogorka odporne na maczniaka rzekomego charakteryzowaty sig
mniejsza liczbg aparatow szparkowych w epidermie gornej strony liscia
i wiekszg ich liczbg po stronie dolnej (Fot. 11, 12).

e Mata liczba aparatéw szparkowych jest cechg sprzyjajaca odpornosci ro-
slin ogorka na Pseudoperonospora cubensis, poniewaz sa one miejscem
zaro6wno wnikania strzgpek infekcyjnych (gérna powierzchnia liscia), jak
I wyrastania strzgpek konidialnych (dolna strona liscia).
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e Rosliny ogoérka odporne na maczniaka rzekomego mialy migkisz palisa-
dowy i gabczasty o bardziej zwartej strukturze niz rosliny podatne na cho-
robe (Fot. 16, 17).

Tkanki migkiszu li§ci o duzej zwarto$ci utrudniaja penetracje strzepek
patogena migdzy komorkami, dlatego cecha ,,upakowania” komoérek moze de-
cydowac o stopniu podatno$ci rolin ogorka na maczniaka rzekomego Wyko-
nane pomiary wskazuja, ze liscie roslin odpornych na maczniaka rzekomego
majg wigksza grubos$¢ niz rosliny podatne, co jest spowodowane roznicami
w grubosci, zarowno epidermy gornej i dolnej, jak 1 migkiszu palisadowego
i gabczastego. Z obserwacji wynika, ze grubosc¢ liscia nie determinuje odpor-
nosci roslin ogorka na maczniaka rzekomego.

4.1.2. Ogérek — Erysiphe cichoracearum (D. C. et Merat)

Sprawcy maczniakow prawdziwych sg pasozytami bezwzglednymi, co
znaczy, ze s3 to patogeny zdolne do zycia i rozwoju jedynie na zywych
roslinach. Poza zywicielami grzyby te mogg wystepowaé jedynie jako
nieaktywne formy przetrwalnikowe. Grzyby z rzedu maczniakowych
(Erysiphales) porazaja gtéwnie nadziemne czgsci roslin (liscie, todygi,
rzadziej kwiaty i owoce), pokrywajac je biatym lub szarawobiatym
maczystym nalotem (Fot. 18) (Dyki, Habdas 1996; Ostrowska i in. 2008).
Obecnie maczniaki prawdziwe wystgpuja powszechnie i porazaja wiele
gatunkow roslin (Satata 1985).

Rosliny ogérka odmiany IWA traktowano ré6znymi biostymulatorami,
miedzy innymi biopreparatami na bazie chityny, wyciagbw z owocow
cytrusowych i alg morskich oraz dolistnym nawozem krzemowym SYLVIT
(Fot. 21). Substancje te ograniczaly w rdéznym stopniu rozwdj maczniaka
prawdziwego. Stwierdzono zahamowanie wzrostu strzepek grzybni patogena
na powierzchni liSci ro$lin traktowanych BM-605, zawierajacym olej
melaleuca. Sylvit i Biochikol 020 PC byty najmniej skuteczne w ochronie
roslin ogoérka, zarbwno w porownaniu z kontrola, jak i innymi zastosowanymi
srodkami (Tab. 3).

Zbyt duze stezenia preparatOw na bazie cytrusow powodowaly objawy
fitotoksycznosci na lisciach ogorka. Obserwowano zréznicowanie brunatnienia
wigzek przewodzacych (nerwow) lisci i tkanki poza wigzkami, $wiadczace
0 roznicach w generowaniu H>O, miedzy roSlinami z poszczegdlnych
kombinacji. Najwigcej brazowiejacych fragmentéw tkanek lisci notowano
u roslin z objawami maczniaka prawdziwego nie traktowanych srodkami,
a najmniej wsrod roslin kontrolnych — zdrowych (Fot. 22). Brunatnienie
wigzek przewodzacych lisci w efekcie generowania nadtlenku wodoru
obserwowano réwniez po opryskiwaniu badanymi $rodkami (Fot. 23). Po
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porazeniu ro$lin E. cichoracearum, opryskiwanych $rodkiem, notowano
wzmocnienie intensywnos$ci brazowego zabarwienia nerwow  lisci
w poréwnaniu z kontrolg opryskiwang i nie infekowang E. cichoracearum.
Zanotowano, ze rosliny z objawami fitotoksyczno$ci wczesniej zakwitaly niz
rosliny nieuszkodzone, ale kwiaty, zarowno meskie, jak i zenskie, szybko
opadaty, a ich ziarna pytku tracity zywotnos¢. W doswiadczeniach
zaobserwowano szkodniki — wciornastki Thysanoptera, zerujace na kwiatach.
Uszkadzaly one tkanki zalazni, ale byly roéwniez wektorami roznych
patogendéw, miedzy innymi sprawcy maczniaka prawdziwego. Uszkodzenia
zalazni 1 kwiatow przez wciornastki powodowaty zamieranie zawigzkow
owocow ogorka.

Tabela 3.
Biologiczna skuteczno$¢ (% S.) réznych srodkéw w ochronie roslin ogorka ‘1WA’
przed maczniakiem prawdziwym (E. cichoracearum)

% porazenia % porazenia
Badane $rodki Substancja aktywna powllieérczichnl %S. powllieérczichnl %S.
5.06. 18.06.

Kontrola - 78a - 440a -
Grevit 200 SL ekstrakt z grejpfruta 0,2d 97,4 58d 86,8
Sylvit nawéz krzemowy 15c 80,8 216D 50,9
Timorex olej melaleuca 0,3d 96,2 7,3d 83,4
Physpe 6 wyciag z alg 05d 93,6 6,0d 86,4
Physpe 7 wyciag z alg 0,4d 94,9 150¢ 65,9
Biochikol 020 PC | chitozan 30D 61,5 23,7b 46,1
BM-608 olej melaleuca 0,1d 98,7 0,1le 99,8

Test Newmana Keulsa dla p=0,05
* skuteczno$¢ obliczona za pomoca wzoru Abbott’a

4.2. Struktura komoérkowa liSci pomidora

W tkance okrywajacej lisci pomidora wyroznia si¢ podobne komorki
jak u ogorka (Fot. 28, 29). Zar6wno komorki podstawowe, jak i aparaty szpar-
kowe sg podobnego ksztattu, tylko szczytowe czesci wloskow gruczotowych
w lisciach pomidora majg nieco inng budowg (Fot. 28).

4.2.1. Pomidor — Oidium neolycopersici L. Kiss, sp. nov.

Sprawca maczniaka prawdziwego poraza nadziemne, zielone czgsci ro-
$lin, gtéwnie liscie i pedy (Dyki, Sobolewski 2010). Pierwszg bariera, jaka ma
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do pokonania patogen, jest powierzchnia skorki liscia (Fot. 26). Pokryte ku-
tykulg zewnetrzne $ciany komorkowe epidermy lisci poddaja si¢ dzialaniu
wielu enzymoéw produkowanych przez infekujace zarodniki patogena. Docho-
dzi wiec do rozktadu sktadnikéw chemicznych $ciany komorek epidermy zy-
wiciela: kutyny, suberyny, celulozy, hemiceluloz, pektyn, lignin oraz biatek
(Dyki, Horbowicz 2002).

W kontakcie z zywicielem bardzo wazng funkcj¢ pelnig appressoria
(przycistki, przylgi) grzyba, ktore sa charakterystycznymi zgrubieniami
strzepek grzybni zewnetrznej. Formowanie si¢ appressoriow jest indukowane
przez fizyczne i chemiczne czynniki, dochodzace z atakowanej powierzchni
rosliny-gospodarza. Appressoria przylegaja Scisle do $ciany komorki i sg
bardzo waznym fragmentem grzybni zewnetrznej, poniewaz z nich wyrasta
strzepka infekcyjna (Fot. 31, 33), czyli haustorium. W procesie chorobowym
haustoria maczniaka wrastajg tylko do komorek skorki rosliny (Fot. 35),
wiacznie z komoérkami wloskow 1 aparatow szparkowych, umozliwiajac
patogenowi wykorzystywanie substancji odzywczych rosliny. Metabolity
patogena, wprowadzane do tkanek migkiszu liscia czy pedu, dzialaja
toksycznie powodujac chlorozy, nekrozy, wiednigcie i zamieranie organow,
co czesto zagraza zyciu calej rosliny. Badania prowadzone na szesnastu
gatunkach dzikiego pomidora wykazaly, ze rozwdj patogena u roslin
pomidora podatnych na chorob¢ zwigzany jest z postepujaca degeneracja
komorek epidermy, a nastepnie migkiszu palisadowego lisci (Dyki 2004).
Haustoria grzyba obecne byty niemal w kazdej komorce epidermy podatnego
gospodarza. Grzybnia patogena rozwijata si¢ tu bez zahamowan, tworzac
kolejne pokolenia zarodnikow konidialnych, ktore kietkowaty, rozwijajac
grzybni¢ infekujaca nastepne komorki epidermy liScia. Nekrotyczne zmiany
infekowanych komorek epidermy liSci roslin podatnych na chorobe
towarzyszyly przemieszczaniu si¢ strzgpek grzyba do nastepnych, zywych
komorek tej warstwy. U wigkszosci roslin gatunkéw podatnych na chorobe,
w efekcie postgpujacego rozwoju patogena, li§¢ zamierat. Na lisciach roslin
odpornych obserwowano degeneracje grzyba w rdéznych stadiach jego
rozwoju. U ro$lin charakteryzujacych si¢ najwigksza odpornoscia grzyb
degenerowal w okresie kietkowania zarodnikow, po inokulacji liscia.
Generalnie, po inokulacji grzybem, u ro$lin odpornych haustoria patogena
degenerowaty z powodu nektoryzacji komorki epidermy liscia. To hamowato
dalszy rozwdj strzgpek grzybni zewngtrznej i w efekcie nie powstawato nowe
pokolenie zarodnikéw konidialnych. Pod wptywem patogena rosliny odporne
charakteryzowaty si¢ degeneracja znacznie mniejszej liczby komorek
epidermy liScia niz rosliny podatne.

Makroskopowa ocena porazenia grzybem Oidium neolycopersici, ro-
$lin 9 odmian pomidora oraz mikroskopowa analiza epidermy lisci pod katem
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oceny liczby komorek zainfekowanych(Fot. 30), wykazata r6znice w podat-
nosci odmian na infekcje (Tab. 4).

Tabela 4.
Wplyw Oidium neolycopersici na objawy rozwoju maczniaka prawdziwego roznych
odmian pomidora (10 roslin z odmiany)

% roslin pomidora Srednia liczba komorek
Nazwa odmiany | z objawami porazenia | epidermy li§cia z objawami
Lp. ) , . - ; Lo
mieszancowej Fq Oidium nekrozy i haustoriami grzyba
neolycopersici (0,5 cm? powierzchni liscia)

1 | Growdena 20 29

2 | Grace 10 14

3 | Admiro 0 0

4 | Zouk 40 58

5 | Flexion 10 17

6 | Euforia 30 35

7 | Bigdena 10 21

8 Starbuk 10 19

9 | Faustine 30 42

Miedzy analizowanymi odmianami pomidora zaobserwowano rdznice
w morfologii i liczebno$ci wloskéw wydzielniczych, glownie gruczotowych,
widocznych w epidermie lisci (Fot. 28). Komorki wloskow wydzielniczych
gromadza zwigzki chemiczne, ktore moga by¢ toksyczne dla patogena. Ob-
serwacje wykazatly, ze po uszkodzeniu niektorych wloskow przez strzepki in-
fekcyjne grzyba dochodzi do znieksztatcenia fragmentow grzybni i zarodni-
kéw patogena znajdujacych sie w poblizy uszkodzenia (Fot. 32). Moze to
$wiadczy¢ o toksycznym dzialaniu zawarto$ci komorek niektorych wioskow
wydzielniczych. Wigksza ich liczba moze ograniczaé rozwdj sprawcy macz-
niaka prawdziwego i przyczynia¢ si¢ do wzmacniania odpornosci roslin.

4.2.2. Pomidor — TMV wirus mozaiki tytoniu

Przy uzyciu kilku technik mikroskopowych i metod poréwnano takze
strukture lisci pomidora zdrowego 1 liSci z makroskopowo stwierdzonymi ob-
jawami TMV.

U ro$lin porazonych TMV (Fot. 37) zaobserwowano réznice morfolo-
giczne widoczne w ksztatcie wloskow i komoérek podstawowych epidermy
(Fot. 38, 39). Obrazy te swiadcza o nekrotycznym charakterze zmian tkanki
prowadzacym do zamierania catego liscia na skutek porazenia wirusem.
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4.2.3. Pomidor zaraza galezista Phelipanche ramosa L. Pomel

Oceniono wrazliwos$¢ dziewieciu odmian pomidora na rozwoj pasozyt-
niczej rosliny Phelipanche ramosa L. Pomel.

Zaraza galezista jest znanym pasozytem roslin prawie na catym $wiecie
(Borkowski i Dyki 2008) i stanowi powazne zagrozenie dla gatunkow upraw-
nych, szczegolnie w krajach cieptego klimatu. Postepujace zmiany klima-
tyczne spowodowaty, ze pasozyt ten zaczyna by¢ rowniez problemem w upra-
wach warzyw w Polsce (Fot. 40). W Instytucie Ogrodnictwa wykonano bada-
nia biologii rozwoju pasozyta i jego struktury komorkowej (Fot. 41-45) oraz
zastosowano kilka srodkéw do zwalczania, w tym 2,5% Biochikol 0,20 PC
i Bion 50 WG - produkty polecane w uprawach ekologicznych (Dyki i in.
2009; Dyki i in. 2010; Stepowska i in. 2011; Stepowska, Dyki 2012). Warun-
kiem koniecznym do kietkowania nasion zarazy galezistej jest obecnos¢ ro-
sliny gospodarza (Zehhar i in. 2003; Stepowska i in. 2013). Pasozyt wytwarza
podziemng bulwke z licznymi ssawkami (Fot. 44, 45). Z bulwki wyrasta po
kilka pozbawionych chlorofilu pedow kwiatowych z drobnymi, luskowatymi
lis$¢émi Zaraza gatezista ma fioletowo-niebieskie, grzbieciste kwiaty obupl-
ciowe (Fot. 41), ktorych zalaznie wydaja liczne, bardzo drobne nasiona (Fot.
42, 43).

Pod wptywem saletry wapniowej i pylistej soli potasowej pedy nad-
ziemne pasozyta ulegaty zniszczeniu w ciggu 2-4 dni. Biochikol 020 PC przy-
spieszat (ok. 6 dni), a Bion 50 WG opdznial wybijanie pedéw pasozyta.
Stwierdzono, ze mszyca ogorkowa (Aphis gossypi Kalt.), zerujaca na pedach
zarazy galezistej powodowatla ich zamieranie. Potwierdzenie takiej obserwa-
cji moze przyczynic si¢ do opracowania metody biologicznego zwalczania in-
nych pasozytow z tego rodzaju (Orobanche) przy pomocy mszyc. Zbadano
wplyw odmiany pomidora na liczbe pedow zarazy gatezistej Phelipanche ra-
mosa. Z ocenianej przez 4 lata populacji 17 odmian pomidora szklarniowego
wytypowano 2 odmiany: Growdena F; i Faustine F; (Tab. 5), charakteryzujace
si¢ brakiem wzrostu pedow zarazy gatezistej Phelipanche ramosa, co moze
sugerowac odpornos¢ tych odmian na badanego pasozyta. Rosliny odmian po-
midora, ktore byty podatne na porazenie Phelipanche ramosa, byty jednocze-
$nie dobrymi zywicielami dla sprawcy maczniaka prawdziwego, co stwier-
dzono na podstawie liczby komorek epidermy z objawami nekrozy pod wpty-
wem wnikania haustoriow grzyba (Tab. 5).
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Tabela 5.
Rozwdj zarazy galezistej na roslinach r6znych odmian pomidora (2011 r.)

% roslin pomi- Srednia liczba komérek epidermy
Lp Odmiany dora porazonych liscia z objawami nekrozy
" | mieszancowe F1 | przez Phelipanche i haustoriami grzyba
ramosa 0,5 cm? powierzchni liscia
1 Growdena 0 8
2 Grace 15 22
3 Admiro 10 10
4 Zouk 40 46
5 Flexion 10 29
6 Euforia 30 33
7 Bigdena 10 21
8 Starbuk 10 29
9 Faustine 0 11

4.3. Kapusta pekinska - Tipburn i zagniwanie gléwek

Zbadano ograniczenie wystepowania fizjologicznej choroby tipburn
(zasychanie brzegdw lisci zwijajacych gtowke) powodowanej deficytem wap-
nia i wody w ro$linach. Choroba ta objawia si¢ postepujaca nekroza we-
wnetrznych lisci glowek sataty (Fot. 47, 48) i prowadzi do wtornych zmian
bakteryjnych (Borkowski i in. 2010). Oprocz licznych bakterii, stwierdzono
w badaniach mikroskopowych obecno$¢ licznych zarodnikow i strzepek grzy-
boéw na zagniwajacych lisciach kapusty pekinskiej, bezposrednio po zbiorze
(Fot. 50, 51). Gtoéwki kapusty pekinskiej z objawami tipburn w czasie prze-
chowywania utracity warto$¢ konsumpcyjng. Zastosowano nawozenie do-
listne roslin kapusty pekinskiej kilkoma nawozami zawierajagcymi wapn
W zréznicowanych formach oraz nawozenie Tytanitem, sprawdzonym wcze-
$niej jako stymulator odporno$ci na stres biotyczny i abiotyczny innych ga-
tunkéw roslin uprawnych. Najmniejsze objawy tipburn i wtornych chordb
bakteryjnych, powodujacych zagniwanie lisci, zanotowano po traktowaniu ro-
slin Wapnovitem 1,5% i saletra wapniowa (Fot. 49, Tab. 6).
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Tabela 6.

Wystepowanie tipburn i zagniwanie kapusty pekinskiej odmiany Bilko F1 w zalezno-
$ci od stosowanego nawozu dolistnego (2010 r.)

Obserwacje tipburn Procent uszkodzen Stopien Srednia
Nawozy wskali0 -4 od opryskiwania zagniwa- masa
dolistne nia gtowki
10.06 | 17.06 | 24.06 | 1.07 | 17.06 | 24.06 | 1.07 0_4 wkg
Kontrola 0,85 | 1,10 | 1,45 | 1,85 0 20 30 2,6 1,39
Tytanit 0,73 | 1,14 | 1,46 | 1,95 0 27,3 | 18,2 2,7 1,70
Chelat 0,4% 0,80 | 1,45 | 1,35 | 1,60 60 100 100 2,4 1,81
Chelat 0,8% 0,9 | 1,20 | 1,80 | 2,05 100 100 70 2,4 1,78
Wapnovit 1% | 0,80 | 0,90 | 0,90 | 1,20 0 80 90 1,7 1,72
Wapnovit
1,5% + Mi- 0,55 | 0,65 | 0,70 | 0,90 30 90 | 100 2,2 2,11
krovit
YVS:E?X\I/::% 0,70 | 0,95 (090 | 120 | 0 | 60 | 60 2,6 171
jvis:;wa 0,65 | 065 [0,75 | 1,00 | 0 | 50 | 70 14 1,70
NP Ca 0,4% 0,70 | 1,00 | 1,10 | 1,69 9 40 20 3,0 1,48
NP Ca 0,8% 0,55 10,9 | 1,10 | 1,50 0 80 80 2,3 1,70
NP Ca 1,6% 09 | 135 | 1,65 | 1,45 0 100 80 2,4 1,41
PK Ca 0,4% 055 10,9 | 1,20 | 1,80 20 50 70 2,3 1,83
PK Ca 0,8% 0,70 | 1,20 | 1,55 | 1,95 70 80 90 2,6 1,65
PK Ca 1,6% 0,65 | 1,45 | 1,50 | 1,75 | 100 100 | 100 1,7 1,53
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5. FOTOGRAFIE

Fot. 1-7. Struktura komoérkowa lisci ogérka

Rosliny ogorka w doswiadczeniu szklarniowym (Fot. 1). Mikromorfologia powierzchni epi-
dermy lisci ogorka przedstawiajaca aparaty szparkowe i dwa typy wloskow (Fot. 2-5). Prze-
kroje poprzeczne tkanek lisci (Fot. 6, 7)
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Length = 13.21 pm
—e

- Length=58,15 ym

Fot. 8-17 Zmiany w morfologii lisci ogorka zainfekowanego Pseudoperonospora cubensis
(Berk & M.A. Curtis) Rostovzev. Fragment spodniej strony liScia z zarodnikujacym patoge-
nem (Fot. 8-10), aparaty szparkowe w epidermie dolnej strony lisci przed infekcja (Fot. 11) i
po infekeji (Fot. 12, 14). Przekroje poprzeczne tkanek lisci po porazeniu, z objawami zr6zni-
cowanej podatnos$ci (Fot. 13, 15) i tkanka migkiszowa podatnej ro$liny (luzna struktura) i struk-
tura zwarta rosliny odpornej (Fot. 16, 17)
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i .
Physpe 7-0,2%

Fot. 18-25 Ogérek - Erysiphe cichoracearum (D. C. et Merat ).

Lis$¢ z objawami maczniaka prawdziwego. Konidiofory i zarodniki konidialne grzyba u rosliny
podatnej (Fot. 19, 20) i po opryskiwaniu interwencyjnym Physpe 7 (Fot. 21). Liscie po reakcji
generowania Hz202 (Fot. 22, 23). Przekroj tkanek liscia z fragmentem zniszczonej tkanki po
infekcji (Fot. 24) i wlosek ze strz¢pka u roéliny podatnej (Fot. 25).
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Fot. 26-36. Pomidor - Oidium neolycopersici L. Kiss, sp. nov. Li¢ z objawami maczniaka
prawdziwego u rosliny podatnej i odpornej z cechg HR, nadwrazliwosci (Fot. 26, 27). Po-
wierzchnia i migkisz liSci zdrowych (Fot. 28, 29, 34) i z nekroza komorek skorki, po porazeniu
(Fot. 30). Grzyb dobrze rozwijajacy si¢ na podatnej roslinie (Fot. 31, 33) i degenerujacy na
ro$linie odpornej (Fot. 32, 36).
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Fot. 37-39 Pomidor - TMV wirus mozaiki tytoniu. Makroskopowe objawy choroby na lisciu.
Powierzchnia epidermy liscia zdrowego (Fot. 38) i porazonego (Fot. 39).

Fot. 40-45 Pomidor-zaraza galezista Phelipanche ramosa L.Pomel. P¢dy kwiatowe zarazy
gatezistej wokot roslin pomidora i pojedynczy kwiat oraz torebka z nasionami (Fot. 40, 41, 42,
43). Czgsé¢ podziemna zarazy, bulwka zrosnigta z korzeniami pomidora (Fot. 44, 45).
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RS - EMP

Fot. 46-51 Kapusta pekinska - Tipburn i zagniwanie gléwek. Kapusta pekinska zdrowa i z
objawami zasychania liSci zwijajacych glowke -tipburn (Fot. 46-48) oraz ograniczenie tipburn
po zastosowaniu Wapnovitu (Fot. 49). Zarodniki grzybow i bakterie powodujace gnicie gtowek
(Fot. 50, 51).
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