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Abstract

Alternaria black spot of cabbage plants, incited by different species of Al-
ternaria, causes an increasing damage of Brassicaceae crops throughout the
world, including Poland. Usually, Brassica plants are attacked by A. brassicae
(Berk.) Sacc., A. brassicicola (Schw.) Wiltsh., and A. raphani Groves & Skolko.
Alternaria pathogens have a wide spectrum of hosts, including cabbage, other
cultivated plants, and wild grown cruciferous plants. In this paper on alternaria
of cabbage plants (Part I) several issues regarding sources of resistance, respec-
tive genes actions, and methods of testing of resistance, are presented. Strong
cross-incompatibility, polygenic background of the resistance (additive and dom-
inant gene interactions), as well as the differences in ploidy between the Brassica
species of interest, render the transfer of Alternaria resistance from the source
into the cultivated forms difficult. Such transfer is additionally often connected
with employment of in vitro hybridization techniques, including somatic hybrid-
ization, embryo and ovary rescue, or protoplast fusion.
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WSTEP

Zagrozenie upraw roslin kapustowatych alternariozg — chorobg
0 wzrastajagcym znaczeniu w Polsce 1 w innych krajach, uzasadnia podjecie
kompleksowych prac nad otrzymaniem odmian z genetyczng odpornoscia
na t¢ chorobg. Uzyskanie odpornych odmian warzyw kapustowatych by-
toby potencjalnie najbardziej ekonomicznym rozwigzaniem w ogranicza-
niu strat powodowanych przez alternariozy. Jest to zadanie wazne za-
réwno z punktu widzenia producentow warzyw kapustowatych, jak i kon-
sumentow. Pozwoliloby t0 na zmniejszenie zuzycia $srodkéw ochrony ro-
§lin, co ma szczegdlne znaczenie w uprawach integrowanych i ekologicz-
nych. W czesci I publikacji dotyczacej alternariozy roslin kapustowatych



E.U. Kozik, M. Nowakowska

przedstawiono kilka zagadnien dotyczacych wystepowania i szkodliwosci
choroby oraz charakterystyke patogenow wywotujacych chorobe, a takze
opis objawow chorobowych (Nowakowska i in. 2011). Cz¢s¢ 11 pracy za-
wiera tematyke przydatng w hodowli odpornosciowej roslin Brassica i in-
nych gatunkow z rodziny Brassicaceae.

Zrodla odpornosci

Alternarioza kapustowatych jest chorobg atakujgcg zaréwno
uprawne, jak i dzikie gatunki roslin z rodziny kapustowatych, a najwaz-
niejszymi i podatnymi na alternarioz¢ sg: Brassica campestris, B. olera-
cea, B. napus, B. napa. Do tej pory nie udalo si¢ zidentyfikowaé zrodet
wysokiej odpornosci na alternariozy wsrdd uprawnych gatunkow z ro-
dzaju Brassica, ale poszczeg6lne odmiany w obrgbie warzyw kapustowa-
tych moga r6zni¢ si¢ poziomem podatnosci na t¢ chorobe (Otani i in. 2001,
Nowicki i in. 2012). Najwyzsza odporno$cig na alternariozg kapustowa-
tych z uprawnych gatunkow rodzaju Brassica wyroznia si¢ B. carinata (ka-
pusta etiopska). Wsrod dzikich gatunkéw z rodziny kapustowatych, blisko
spokrewnionych z rodzajem Brassica, najwyzszy poziom odpornosci na
porazenie przez A. brassicae stwierdzono u Sinapis alba (gorczyca biata)
(Kolte 1985, Brun i in. 1987, Ripley i in. 1992, Sharma i Singh 1992, Han-
sen i Earle 1995, 1997). Jednakze najwyzsza odporno$¢ na Alternaria spp.
stwierdzono u roslin kapustowatych bardziej oddalonych od Brassica ta-
kich jak: Camelina sativa (Inicznik siewny), Capsella bursa-pastoris
(tasznik pospolity), Eruca sativa (rokietta siewna, syn. rukola) oraz Neslia
paniculata (0zedka graniasta) (Conn i Tewari 1986, Conn i in. 1988, Te-
wari 1991, Tewari i Conn 1993, Nowicki i in. 2012).

Camelina sativa wyr6znia si¢ immunologiczng odpornoscig na po-
razenie przez A. brassicicola. Tak wysoki poziom odpornosci u tego ga-
tunku spowodowany jest jego zdolnoscig do produkc;ji fitoaleksyny — ka-
maleksyny (ang. camalexin), ktora ma wtasciwos$ci antybiotyczne 1 W ten
sposob moze hamowac rozw0j patogena. Celem przeniesienia genoOw od-
pornosci przeprowadzono somatyczng hybrydyzacje pomiedzy B. cari-
nata i C. sativa, jednak nie udato si¢ rozmnozy¢ otrzymanych mieszancow
(Narasimhulu i in. 1994). Nie powiodta si¢ rowniez proba zregenerowania
roslin mieszancow pozyskanych na skutek fuzji protoplastoéw pomigdzy
B. oleracea i C. sativa (Hansen 1998). Odpornos¢ na czern krzyzowych
probowano rowniez przeniesc¢ z E. sativa do réznych gatunkéw uprawnych
Brassica (Fahleson i in. 1988; Sikdar i in. 1990, Sigareva i Earle 1997),
lecz w wielu przypadkach badania zakonczyly si¢ niepowodzeniem.
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W badaniach nad poszukiwaniem genetycznych Zrodel odpornosci
na alternariozy (Sharma i in. 2002) w dziewigciu gatunkach z rodziny
Brassicae zidentyfikowano catkowitg odporno$¢ u o$miu gatunkow: Bras-
sica desnottessi, Camelina sativa, Coincya pseuderucastrum, Diplotaxis
berthautii, D. catholica, D. creacea, D. erucoides i Erucastrum gallicum
(rukwislad francuski). U roslin tych nie obserwowano objawow chorobo-
wych zarowno w warunkach naturalnej infekcji w polu, jak i w warunkach
kontrolowanych. Komercyjne odmiany brokutu i kalafiora charakteryzo-
waly sie¢ umiarkowang odpornoscia, a kapusty byty podatne. Kadian i Sa-
haran (1983) wykazali odpornos¢ Brassica juncea na porazenie przez pa-
togeny z rodzaju Alternaria w warunkach polowych, ale podczas sztucznej
inokulacji gatunek ten byt podatny.

Silne bariery niezgodno$ci krzyzowej, poligeniczne uwarunkowanie
odpornosci (wspoétdziatanie addytywne i dominujace gendéw), réznice
W poliploidalnos$ci (rézna liczba chromosomoéw) pomiedzy poszczegdl-
nymi gatunkami rodziny kapustowatych sprawiajg, ze przeniesienie ge-
now odpornosci z dzikich gatunkow roslin do form uprawnych jest bardzo
trudne i wigze si¢ z wykorzystaniem technik hybrydyzacji in vitro (w tym:
somatyczna hybrydyzacja, ,,.embryo and ovary rescue”, fuzja protopla-
stow). Pierwsze somatyczne mieszance otrzymano w wyniku fuzji proto-
plastow pomigdzy Brassica napus (rzepak) i Sinapis alba (gorczyca biata)
(Primard i in. 1988). Wstepne wyniki badan pokazaty jednak, ze zaden
z otrzymanych mieszancow nie dorownywat poziomem odpornosci na po-
razenie przez A. brassicae rodzicielskiej formie S. alba. Z kolei Chevre
I in. (1991) przeprowadzili krzyzowania migdzygatunkowe z wyzej wy-
mienionymi roslinami przez somatyczng hybrydyzacj¢ oraz z wykorzysta-
niem krzyzowania dwukierunkowego. Po zastosowaniu techniki ,,embryo
rescue” udato im si¢ zregenerowac rosliny B. napus z 38 chromosomami
wykazujacymi odpornos¢ na A. brassicae zblizong do S. alba. Somatyczne
mieszance otrzymano rowniez w wyniku fuzji: Brassica oleraceai S. alba,
B. oleracea var. botrytis i B. carinata (Ryschka i in. 1996).

Genetyczne uwarunkowanie odpornosci

Dziedziczenie odpornosci roslin kapustowatych na alternarioze jest
zagadnieniem stabo poznanym, a doniesienia na ten temat sg niejedno-
znaczne. W zaleznosci od badanego materialu, odporno$¢ na A. brassi-
cae/A. brassicicola jest kontrolowana przez jeden lub kilka genow jadro-
wych o dziataniu cz¢$ciowo dominujacym (Zhang i in. 1997) lub jest wa-
runkowana dziedziczeniem addytywnym (Krishnia i in. 2000). Odpornos¢
na alternariozg, na przyktad u gorczycy biatej, powigzana jest z produkcja
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enzymoOw z grupy fenolaz (oksydaza polifenolowa, peroksydaza), wyso-
kim poziomem cukréw w lisciach (Singh i in. 1992) oraz obecnos$cig grub-
szej warstwy wosku, ktéry zmniejsza przyczepnos¢ grzybni i zarodnikow,
a takze ogranicza kietkowanie zarodnikéw. Stwierdzono, ze réwniez u in-
nych roslin kapustowatych odporno$¢ na porazenie przez Alternaria spp.
jest skorelowana z obecnoscig intensywnego nalotu woskowego na li-
Sciach.

Testowanie odpornosci

W celu okreslenia stopnia odpornosci roslin na alternarioze przepro-
wadza si¢ testy polowe, szklarniowe oraz fitotronowe. Obserwacje polowe
mozna wykona¢ po wystapieniu naturalnej infekcji patogena, jak rowniez
po infekcji kontrolowanej, wywolanej sztuczng inokulacja zawiesing za-
rodnikow grzyba Alternaria ssp. Jednakze, ze wzgledu na szybkos¢, po-
wtarzalno$¢ i mozliwos$¢ stworzenia optymalnych warunkow inkubacji pa-
togena stosowane sg najczesciej testy szklarniowe 1 fitotronowe.

Do testow odpornosciowych wykorzystywane sg konidia grzybow
z rodzaju Alternaria spp., pobrane bezposrednio z porazonej tkanki ro$lin-
nej. Zrédtem inokulum mogg byé réwniez utrzymywane na sztucznych
pozywkach kultury tych patogenéw. Utrzymywanie i wzrost kultur pato-
gena przeprowadza si¢ najczesciej na uniwersalnym dla Alternaria spp.
podtozu PDA (ang. potato dextrose agar), na ktorym wzrost grzyba i efek-
tywna spontaniczna sporulacja zachodza w temperaturze 25+2 °C, w ciem-
nosci. Mozliwosci hodowli izolatéw z rodzaju Alternaria jest jednak wie-
cej. Dla przyktadu Otani i in. (1998) grzybni¢ A. brassicicola utrzymywali
na pozywce V8A (ang. V8 juice agar) w temp. 25 °C, uzyskujac sponta-
niczne zarodnikowanie przy dwunastogodzinnym fotoperiodzie.

W celu otrzymania inokulum porazong tkanke roslinng lub szalke
Z kulturg grzyba zalewa si¢ niewielka iloscia sterylnej wody, a nastgpnie
delikatnie §ciera powierzchni¢ grzybni pedzelkiem, otrzymujac zawiesing
zarodnikow. Inokulum filtruje si¢ przez kilka warstw gazy, aby usuna¢ po-
zostatosci grzybni (Otani 1 in. 1998). Mozna dodatkowo oczyszcza¢ zarod-
niki przez trzykrotne przeptukanie woda destylowana i odwirowanie (przy
600 x g) przez 5 minut. Ze wzgledu na wytwarzanie wosku na powierzchni
roslin kapustowatych do wodnej zawiesiny zarodnikow dodaje si¢ agar
(Ho 1 in. 2007) lub Tween (Doullah i in. 2006), co zapewnia lepsza przy-
czepnos¢ zarodnikéw konidialnych do powierzchni liscia. Przygotowujac
material ros§linny do testu liSciowego usuwa si¢ rowniez z ich powierzchni
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wosk za pomocg wilgotnego wacika, dzigki czemu wodna zawiesina za-
rodnikéw pozostaje rownomiernie rozprowadzona na powierzchni lisci
bez potrzeby dodawania agaru czy adiuwantu (Sharma i Singh 2002).

Testy w warunkach kontrolowanych wykonywane sg na catych ro-
$linach (in vivo) lub na odcigtych lisciach (in vitro) (Sharma i in. 2002).
Najczesciej rosliny testuje si¢ w fazie 3-6 tygodniowej rozsady, ale prze-
prowadza si¢ rowniez testy w fazie liScieni (Doullah i in. 2006).

Test liSciowy jest jedng z najczesciej stosowanych metod testowania
roslin kapustowatych na alternarioz¢ w warunkach kontrolowanych. Ist-
nieja jednak réznice w sposobie inokulacji oraz w warunkach testowania
lidci. Stosowano inokulacje zewnetrznej strony lisci w stezeniu 5x10* za-
rodnikéw/ml (Doullah i in. 2006) lub opryskiwanie dolnej strony lisci ino-
kulum o stezeniu 3x10° zarodnikéw/ml (Parada i in. 2008). Z kolei Sharma
11in. (2002) do testow uzywali jedynie czwartego 1 pigtego liscia roslin (45-
dniowa rozsada). Wilgotnym wacikiem tagodnie wycierano wosk z obu
stron nerwu na wierzchniej powierzchni kazdego liscia. Cienka igla ro-
biono niewiclkie powierzchniowe naciecie. W migjscu zranienia nano-
szono krople inokulum o stezeniu 4x10° zarodnikow/ml. Objawy choro-
bowe obserwowano w 24-godzinnych odstepach przez 3 dni. Na oceng
stopnia odpornosci pojedynczych genotypow sktadata si¢ suma punktow
uzyskanych z pomiaru trzech parametroéw, takich jak: procentowe poraze-
nie powierzchni liscia (0-60 pkt), wielkos¢ plamy (0-30 pkt) oraz dlugos¢
okresu inkubacji (0-10 pkt). Badany genotyp mogt uzyska¢ maksymalnie
100 punktéw (rosliny o najwyzszej podatnosci). Ze wzgledu na uzyskang
sum¢ punktéw badany genotyp klasyfikowano do jednej z czterech grup:
0 — catkowicie odporny, 1-15 — umiarkowanie odporny, 16-25 — podatny;
powyzej 25 punktéw — wysoka podatnosc.

Optymalne warunki dla testow biologicznych uzyskane w niezalez-
nych analizach sg zbiezne 1 wymagaja: temperatury 20 °C, wilgotno$ci po-
wyzej 90% przez co najmniej 6 godz. i stezenia inokulum 6x10* zarodni-
kéw/ml (Sharma 1 in. 2002, Doullah 1 in. 2006).

PODSUMOWANIE
Dzigki coraz lepszemu poznaniu wzajemnych relacji patogen-ro-
slina zywicielska, identyfikacji genow odporno$ci, okresleniu mechani-
zmu dziedziczenia tej cechy, mozliwy bedzie postgp w hodowli odpornych
roslin kapustowatych na alternarioz¢. Ma to duze znaczenie, zwlaszcza
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w ostatnich latach, kiedy dynamicznie rozwija si¢ ekologiczna i integro-
wana uprawa roslin, uwzgledniajagca szczegdlnie odmiany odporne na
agrofagi.

Silne bariery niezgodno$ci krzyzowej, poligeniczne uwarunkowanie
odpornosci (addytywne i dominujagce wspotdziatanie genow), rdznice
w ploidalno$ci pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami rodziny kapustowa-
tych sprawiaja, ze przeniesienie genéw odpornosci z dzikich gatunkow ro-
$lin do form uprawnych jest bardzo trudne i wigze si¢ z wykorzystaniem
technik hybrydyzacji in vitro (w tym: somatyczna hybrydyzacja, ,,embryo
and ovary rescue”, fuzja protoplastow).

Wprowadzenie gendéw odpornosci na alternarioze powinno polegac
na kumulacji genéw odpornosci poziomej. Niezbedna jest wiec identyfi-
kacja roznych typow odpornosci czesciowej wsrdd roslin kapustowatych,
a nastepnie taczenie ich w celu zwigkszenia skuteczno$ci ochrony przed
patogenami wywotujacymi t¢ chorobe.
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