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EDWARD ARSENIUK

CZYNNIKI FIZYCZNE, CHEMICZNE I BIOLOGICZNE INDUKUJACE
TWORZENIE OOSPOR PRZEZ HETEROTALICZNE GATUNKI RODZAJU
PHYTOPHTHORA

PHYSICAL, CHEMICAL AND BIOLOGICAL FACTORS INDUCING OOSPORES FORMATION
IN THE HETEROTHALIC SPECIES OF PHYTOPHTHORA

Wstep

Wezesniej [1] omowiono rodzaje homotalizmu i heterotalizmu oraz specyficzna
badZz hormonalna indukcj¢ tworzenia oospor u rodzaju Phytophthora. Oprocz
indukgji specyficznej u heterotalicznych gatunkéw wzmiankowanego rodzaju istnieje
jeszcze niespecyficzna indukcja tworzenia oospor. Dotychczas wykryto wiele czyn-
nikow indukujacych tworzenie gametangiow, a nastgpnie zarodnikow przetrwal-
nikowych, lecz mechanizm ich dzialania jest zazwyczaj nieznany. Niektore z tych
czynnikow zwigkszaja tylko liczbe tworzonych oospor, inne za$ uruchamiaja caty
mechanizm procesu plciowego. Ten sposob stymulowania grzybni Phytophthora
do tworzenia oospor nosi nazwe indukowanej wsobnosci.

Czynniki zwigkszajace liczebnoS¢ oospor

' mlyw §wiatla na reprodukcje plciowa Phytophthora jest znany od dawna.
Kultury poddane dzialaniu spektrum $wiatla widzialnego tworza tylko nieliczne
oospory. Wedlug Harnisha [8] spektrum fal §wietlnych hamujaco dziatajacych
na tworzenie oospor u P. cactorum i P. capsici miescito si¢ w zakresie 390—600 nm.
Caltkowita ciemno$¢ i $wiatlo fluoryzujace zas$ wydatnie zwigkszaja ilo$¢ tworzonych
oospor [12].

Temperatury optymalne dla tworzenia oospor mieszcza si¢ w zakresie 20—24°C
(5, 6, 10, 21].

Skitadniki odzywcze, tlen i CO, maja duzy wplyw na ilo$¢ tworzonych oospor
[6, 10, 14, 20]. Wszystkie niezbedne do reprodukcji plciowej sktadniki pokarmowe
patogeny te czerpia z tkanek roslinnych.
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Z chwila wprowadzenia pozywek syntetycznych wlasciwie zdano sobie sprawg,
co jest niezbedne dla normalnego rozwoju tych grzybow. Oprocz wspomnianych
steroli [1] bardzo wazny w pozywce jest stosunek C:N. Za optymalny uwazany jest
stosunek 28:1. Nadmierne odchylenie od tej proporcji powoduje absorpcj¢ 0ospor
[6, 13].

Ko [11] utrzymuje, ze uzywanie agarozy zamiast agaru do zestalania pozywki
zwigksza liczb¢ produkowanych oospor. Problem polega na tym, ze agar posiada
silne wlaéciwoéci wigzace w stosunku do zwigzkéw chemicznych. W ten sposob sa
one inaktywowane i niedostgpne rosnacej grzybni.

Czynniki indukujace wsobnos¢

W przeszioéci podejmowano proby indukowania produkcji oospor przez hetero-
taliczne gatunki Phytophthora dodajac do pozywki filtraty z uprzednio krzyzowanych
kultur. Niestety wszystkie proby koriczyly si¢ niepowodzeniem. Jest co prawda
doniesienie Galloway’a [7] o produkcji oospor przez pojedyncze kultury P. meadii
1 P. colocasiae, ale do$wiadczenie to wykonano w 1936 roku i jak dotychczas nikt
uzyskanych wowczas wynikow nie potwierdzil.

Kilka lat temu Brasier [4] donosit o produkcji cospor przez 12 izolatéw P. pal-
mivora spo$réd 23 przetrzymywanych pod olejem parafinowym, a nastgpnie prze-
szczepionych na pozywke. Niestety ta zdolno$¢ do wsobnego tworzenia oospor byta
tracona po kilku przeszczepieniach i izolaty powracaly do pierwotnej formy A, badz
A,.

Welug Tsao [22] wiek kultury gatunku heterotalicznego moze mie¢ istotny wplyw
na tworzenie oospor. SzeSciomiesigczne lub starsze izolaty A, i A, P. parasitica
tworzyly 5—70 oospor na mm? pozywki. Badacz ten sugeruje, ze starsza grzybnia
moze produkowaé substancj¢ chemiczna niezbedna do przetamania bariery niezgod-
nosci. Autor niniejszego artykutu podejmowal proby powtorzenia doswiadczenia
wykonanego przez Tsao, jednakze za kazdym razem uzyskiwano tylko negatywne
wyniki.

Reeves and Jackson [19] dowodza, ze mechaniczne uszkodzenie grzybni izo-
latow A, P. cinnamomi indukowalo tworzenie przez te izolaty gametangiow, a na-
stepnie oospor. Z innych heterotalicznych gatunkow tylko jeden izolat P. cryptogea
tworzyt oospory. Izolaty typu A, zadnego z badanych gatunkow oospor nie tworzyly.
Dwa gatunki homotaliczne, P. citricola i P. cactorum, w reakcji na mechaniczne
uszkodzenie korkoborem tworzyly wiecej oospor (tab. I). Oprécz mechanicznych
uszkodzeri grzybni korkoborem, badz skalpelem, rowniez uszkodzenia powodowane
przez eter lub H,0, stymulowaly tworzenie oospor przez izolaty typu A, P. cinnamomi.

Wedlug wyzej wymienionych badaczy (tab. I) gatunki Phytophthora hodowane
na zabitych termicznie nasionach konopi tworzyly mniej gametangiow, a nastgpnie
oospor. Taka reakcja moze by¢ spowodowana usunigciem substancji stymulujacych,
lub wyprodukowaniem substancji hamujacych podczas sporzadzania wyciagu
z martwych nasion.
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Tabela I

Whplyw mechanicznego uszkodzenia grzybni na rozmnazanie plciowe izolatow Phytophthora sp. hodowanych
na nasionach konopi i pozywce syntetycznej (wg [19])

Oospory {
i Izolat | Typ zgodnosci SP LUS | DS
| \Uszkodz. | Kontrola | Uszkodz. | Kontrola i Uszkodz. l Kontrola
| : !
P. combivora A, | - : — N ’ - ‘ — l -
I P. combivora A, | — ! = | - | = == —_
| P. cinnamomi Ay : + ' = |r o+ 5 — : N -
I P. einnamomi A, | - | == | - l - | = -
| P. cinnamomi A, | I = l ‘ - N -
| P. cinnamomi A, [ . ! o | = | — ! -_
| P. cinnamomi A, ! | 1 - = | =
| P. cinnamomi I A, 3 s - . - - ' - : _
P. cryptogea | A + Q - | . = | = [ |
P. cryptogea | A, | = ! = : - — | = | -
P. nicotianae | A, — i — i i — | —
| P. citricola | homotaliczny | nb i nb I 26,6 * 1952 I 155 | 6,4
| P. cactorum | homotaliczny | nb | nb | 246 173 | 160 | 10,9

* — $rednio/mm

N — nieliczne, nb — nie badano

.-+ — oospory obecne, ,,—” — brak oospor

SP — pozywka syntetyczna: (g/1 destylowanej H,0), D — glukoza, 10, L — asparagina, 0,6, tiamina —
HCL, 0, 001, cholesterol, 0,003; KH,PO,, MgSO,. 7 H,0, 0,005; FeS0O,.7H,0, 0,002; CaCl, . 2 H,0,
0,01; ZnSO,. 7H,O, 0,002; agar, 17.

LUS — pozywka z wyciagu zywych nasion konopi (50 g/1), zestalane agarem

DS — pozywka z wyciagu nasion konopi zabitych termicznie, zestalane agarem

Takze wiek grzybni odgrywa istotna role w plciowej reakcji P. cinnamomi na
uszkodzenie. Najsilniej reagowaly kolonie 3-dniowe (tab. II), co wskazuje, ze
najbardziej wrazliwa jest mtoda grzybnia [19].

Noon i Hickman [16] badajac skuteczno§¢ chloronebu (Demosan 65 WP)
w zwalczaniu grzybow z rodzaju Phytophthora odkryli, ze izolaty A, P. capsici
tworzyly oospory pod wplywem dzialania tego $rodka. Oospory tworzyly si¢ po
5—6 tygodniach od dodania chloronebu do pozywki V-8, poczynajac od dawki
3 pg/ml/ppm/ wzwyz. Takze gatunek ten tworzyl oospory, gdy grzybnia byla pod-
dana tylko dzialaniu par chloronebu. Interesujace jest to, ze produkcja oospor
byla kontynuowana nawet wtedy, gdy grzybni¢ przeszczepiono na pozywke pozba-
wiona tego fungicydu. Zjawisko to sugeruje, ze chloroneb spowodowat trwata zmiang
w grzybni czyniac ja zdolna do ciaglej produkcji oospor. By¢ moze zdolnos¢ ta
wytworzyla si¢ w wyniku mutacji. Niestety odkrycia dwoch wyzej cytowanych ba-
daczy dotychczas nie potwierdzono. Przypuszczalnie mogli oni pracowaé z wtornie
homotalicznym izolatem P. capsici.

Inny, z do§¢ rozlegle badanych czynnikéw powodujacych tworzenie oospor,
jest tzw. efekt Trichodermy [3, 5, 9, 17, 18]. W wyniku badan wielu badaczy dowie-
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TABELA II

Wplyw wicku kultury na reakcje plciowa grzybni P. cinnamomi po uszkodzeniu strzgpek korkoborem (wg
[19p

Polaczone gametangia

|
iPrzyblizony wiekstr?g:pck . f Wiek koloni.i pud(?zas ! il Tdb 3 kraki I
lpodczas uszkodzenia (dni)| uszkodzenia (dni) | s P
i | | Uszkodzona | Kontrola
|
01 2 ]' 24 | 0
01 3 ! 39,3 ' 0
! - 4 ! 32,6 i 0
! 1—2 4 ' 0.5 | 0
; 23 4 0 ; 0
i 3—4 8 0,7 0

dziono, ze Trichoderma viride, T. koningii, T. piluliferum i T. polysporum sa zdolne
do indukcji wsobnego tworzenia oospor przez heterotaliczne gatunki Phytophthora.
Wymienione gatunki z rodzaju Trichoderma pospolicie zasiedlaja powierzchnie ko-
rzeni roznych ro$lin [3, 17, 18].

Pierwszym badaczem, ktory odkryt efekt Trichodermy w hodowli sztucznej byl
Brasier [5]. Badacz ten zauwazyl, ze przypadkowo zakazona kultura P. cinnamomi
przez T. viride wytworzyla oospory. W wyniku dalszych badan okazalo sig, ze reakcja
plciowa ograniczona jest tylko do izolatow typu A, roznych heterotalicznych ga-
tunkow Phytophthora. Jedne z tych gatunkoéw moga reagowadé silniej, inne zas
slabiej (tab. III).

Kultury heterotalicznych gatunkow Phytophthora reagujace na substancje lotne
wydzielane przez gatunki Trichoderma tworza gametangia zazwyczaj w ciggu 2—
4 dni, a wigc znacznie szybciej niz w przypadku kojarzenia dwoch komplementar-
nych izolatow. Ciagla ekspozycja kultur Phytophthora na dzialanie substancji
lotnych Trichoderma nie jest konieczna. Po kilkugodzinnym kontakcie kultury moga
by¢ rozdzielone bez dalszego ujemnego wplywu na tworzace si¢ oospory [5]. Nalezy
pamigtac, ze gatunki Trichoderma sa czesto nadpasozytami Phytophthora [5).

Indukowanie tylko izolatow typu A, Phytophthora sp. przez substancje lotne
wydzielane przez wyzej wymienione gatunki Trichoderma sp. wskazuje na ich che-
miczne pokrewienstwo ze zwigzkiem chemicznym produkowanym przez izolaty
typu zgodnosci A; w krzyzowkach A; X A,. Nalezy nadmieni¢, ze zarowno w krzy-
zowkach A, X A, Phytophthora spp., jak i przy uzyciu izolatow Trichoderma ko-
nieczny jest egzogeniczny dodatek steroli do pozywki, niezb¢dnych do normaline;j
produkcji oospor.

Haskins i Gardner [9] dowiedli, Zze zarowno gatunki Pythium, jak i Phyto-
phthora sa w stanie pobierac sterole z grzybni Trichoderma. Na pozywkach bez steroli
Pythium acanthicum, P. arrhenomanes i P. sylvaticum tworzyly oospory, gdy ich grzyb-
nia byla w bezposrednim kontakcie z grzybnia Trichoderma. Wymienione ga tunki
Pythium sa nadpasozytami grzybow i pomimo tego ze Trichoderma jest rowniez
nadpasozytem byly w stanie pobra¢ niezbedna dla nich ilo§¢ steroli z grzybni Tri-
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choderma — rodzaju grzyba zdolnego do syntezy steroli. Zas, z termicznie zabitej
grzybni Trichoderma sp. sterole byly pobierane nie tylko przez P. acanthicum,
ale i przez P. cinnamomi.

Mechanizm dzialania czynnikéw indukujacych wsobnos$¢ heterotalicznych ga-
tunkow Phytophthora sp. moze by¢ mechanizmem obronnym zabezpieczajgcym
te gatunki przed wyniszczeniem. Charakterystyczng cecha tego mechanizmu jest
to, ze w zdecydowanej wigkszosci tylko izolaty typu zgodnosci A, reaguja pozytywnie
na dziatanie czynnikoéw indukujacych [ 3, 5, 16, 18, 19, 22].

Wedhig niektorych badaczy [3, 5, 24, 25] typ A, heterotalicznych gatunkow
Phytophthora sp. w przyrodzie wystepuje znacznie czesciej niz typ A, (tab. 1V).
Dane z literatury wskazuja, ze z pewnoscia tek jest w przypadku typu A, P. cin-
namomi [5, 25]. Natomiast uwzgledniajac dane dotyczace wyst¢gpowania typow

TABELA 1V

Czestotliwos¢ wyosobnienia izoli=
tow typow zgodnosci A, i A, P. cin-
namomi, P. combivora i P. palmivora

(wg [3D
Czestotliwosé
| Gatunek | A, A, |
1

P. combivora 3 14
P. palmivora I3 15
P. cinnamonii !
(Anglia) 0 30

| P. cinnamomi : |

| (Swiat) | 28 | 632 |

zgodnosci A, i A, innych heterotalicznych gatunkow Phytophthora w rdznych
czeSciach §wiata nie mozna wyciagnaé tak jednoznacznego wniosku. Uzyskane
dotychczas dane sa po prostu zbyt skape do wyciagnigcia tego rodzaju wnioskow.
Niektore doniesienia sa wrecz sprzeczne [5, 24, 25]. Z prac nad rozprzestrzenieniem
w $wiecie i czestotliwoscia wystepowania typow zgodnosci A, i A, nalezy wylaczyc
P. infestans, gdyz w przypadku tego gatunku typ A, jest rozprzestrzeniony we wszy-
stkich strefach geograficznych wystegpowania roslin — gospodarzy, zas wystepowa-
nie typu A, ograniczone jest tylko do Meksyku [1].

Tym niemniej nalezy podkresli¢, ze wigksza czg¢stotliwo$¢ wyosobniania izolatow
typu A, jak tez ich pozytywna reakcja na czynniki indukujgce wsobno$¢ sg cechami
korzystnymi zwigkszajacymi zdolno$¢ przezycia heterotalicznych gatunkow Phytoph-
thora. W przyrodzie nie zawsze moga si¢ spotka¢ w jednym miejscu izolaty obu ty-
pow zgodnosei i dlatego tez czynniki indukujace wsobno$¢ odgrywaja istotng role
w rekombinacji genetycznej tych gatunkow. Wysunigto [5] nawet hipoteze o degene-
racji mechanizmu zgodnoéci u niektérych gatunkow. W czasie genetycznej izolacji
typow A, i A,, taka degeneracja jest przyspieszona jesli typ A, wsobnie powtarza
tylko swoj genotyp.
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W podsumcwaniu nalezy podkresli¢, ze heterotaliczne gatunki Phytophthora
sa obuplciowe, zroznicowane na dwa typy kojarzeniowe, ktore same w sobie s3 samo-
plodne lecz samoniezgodne. Natura dostarczyla wigc wiele mozliwosci przelamania
tej bariery samoniezgodnosci, co zapewne zwigksza szanse przezycia i adaptacje
do warunkow srodowiska heterotalicznych gatunkow rodzaju Phytophthora.
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