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Badania nad Phytophthora infestans (Mont.) de By
na pomidorach w Polsce

Cz. 1. Obserwacje nad wzrostem i zarodnikowaniem Ph. infestans na roznych
podlozach oraz nad morfologia i biologia zarodnikéw konidialaych

Investigations on the fungus Phytophthora infestans (Mont.) de By
isolated from tomatoes
P.I. Development of the mycelium and sporulation on various media
and the morphology and biology of the conidia and zoospores

H. KRUBICKA

WSTEP

Uzyskanie czystych kultur grzyba stanowi podstawowg koniecz-
nos¢ w badaniach nad morfologig i biologig pasozyta.

Czysta kulture Phytophthora infestans udalo sie uzyska¢ wielu
badaczom juz w koncu ubieglego wieku. Poczatkowo uzywano swiezych
roslin lub sporzgdzano z nich wywary, w okresie pozniejszym ma-
terialy roslinne stanowily podstawe pozywek zestalanych agarem lub
zelatyng. Stosowano dynie, nasiona owsa w roéznej postaci (Tacker
1933), a z nasion innych zbdz: pszenice, zyto, jeczmien i kukurydze
(Snieszko i wsp. 1947; Keay 1948, 1953; Henniger 1959 i in.).
Stosowano réowniez bulwy ziemniaka (Crosier 1933), nasiona motyl-
kowych oraz suche cze$ci ro$lin, a zwlaszeza lodygi i liscie ziemniaka
(Keay 1953).

Pomimo duzej réznorodnosci materialow mogacych stanowi¢ pod-
loze do hodowli Phytophthorae infestans czesto natrafia sie na trud-
nosci w uzyskaniu dobrego wzrostu grzyba. Trudnosci te wynikaja ze
specyficznych wymagan pokarmowych roéznych szczepéw grzyba.
Wzrost i zarodnikowanie jednych szczepéw moga by¢ niezadowala-
jace na podlozu, na ktérym inne rosng i zarodnikuja dobrze. Tak np.
Snieszko i wspblpracownicy (I. c¢.) hodowali z powodzeniem Phy-
tophthora infestans na pozywce sporzadzanej z nasion pszenicy i lusek
strgkow arachidowych, podczas gdy Keay (1948) uznala to podloze
za nie nadajgce sie dla szczepoéw przez nig posiadanych. Ze specyficz-
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nych wymagan pokarmowych szczepoéw rodzg sie zatem nie tylko trud-
nosci w uzyskaniu dobrego ich wzrostu w warunkach sztucznych, lecz
rowniez sprzeczne opinie réoznych autoréw na temat jednej i tej samej
pozywki. Takze Henniger (. c.) stwierdzil zalezno$¢ wzrostu i za-
rodnikowania grzyba nie tylko od podloza, ale tez od wymagan szczepu.
Twierdzenie powyzsze oparl autor na wynikach uzyskanych w bada-
niach przydatnosci wielu pozywek zbozowych dla wzrostu kilku ras
Phytophthora infestans. Otéz w doswiadczeniach tych poszczegolne
rasy fizjologiczne tego grzyba wykazaly rozny wzrost i zarodnikowa-
nie na poszczegdlnych podlozach. Dlatego zdaniem wymienionego
autora ocene przydatnosci okreslonej pozywki oprze¢ mozna jedynie
na obserwacji wzrostu wielu réznych szczepéw. Prace Henniger a,
ktory badal wzrost Phytophthore infestans zaré6wno na podlozach
organicznych, jak i na pozywkach syntetycznych wykazaly, ze o ile na
pozywkach organicznych szczepy rozwijaly sie lepiej lub gorzej, o tyle
na syntetycznych podlozach jedne roslty, inne nie rosty wecale.

IZOLACJA

Grzyb zostal wyizolowany z naturalnie porazonych owocow pomi-
dorow zbieranych z plantacji CNOS-u oraz z prywatnych upraw. Ma-
terial do izolacji zebrano z terenu wojewodztw: krakowskiego, rzeszow-
skiego, lubelskiego, lodzkiego, bydgoskiego, poznanskiego i warszaw-
skiego.

Porazone owoce dokladnie myto, po czym odkazano 0,1% roztworem
sublimatu, splukiwano woda sterylizowana i ukladano w slojach na ma-
tych plytkach Petriego. Na dno sloja nalewano nieco wody dla utrzy-
mania potrzebnej do zarodnikowania wilgoci. Po kilku dniach na po-
wierzchni plamy pojawial sie nalot trzonkéw konidialnych z zarodni-
kami, ktore w warunkach sterylnych przenoszono na pozywke. Ze
szczepow uzyskanych w powyzej opisany sposob sporzgdzano nastepnie
jednozarodnikowe kultury wedlug nastepujacej procedury. Odrobine
grzybni wyplukiwano w wodzie destylowanej i krople tej zawiesiny
przenoszono na szkielko nakrywkowe, ktére umieszczano na podstaw-
kowym szkielku z wglebieniem. Krople badano nastepnie pod mikro-
skopem i jesli zawierala jeden zarodnik Scierano ja ze szkielka na wy-
cinek bulwy ziemniaczanej. Rozwinieta grzybnie przenoszono na po-
zywke. Do izolacji i dalszej hodowli uzywano pozywki ze sruty owsianej
nadajacej sie dla wiekszosci posiadanych szczepow.

1. Wzrost i zarodnikowanie szczepdéw Phytophthora infestans
na podlozach sztucznych

Wszystkie izolaty z pomidoréw, uzyskane w liczbie 251, oraz dodat-
kowo dla poréwnania 15 izolatéw z ziemniakéw hodowano w jednako-
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wych warunkach temperatury na 8 pozywkach, w celu poréwnania
intensywnosci ich wzrostu i zarodnikowania oraz dla oceny badanych
podlozy dla rozwoju grzyba. Z wyjatkiem podlozy, przy ktérych podanc
zrodlo ich pochodzenia, sklad pozostalych zostal dobrany przez autorke.

1) Srutowa owsiana

Sucha érute owsiang w iloSci 4 gramy wsypywano do kolbki o pojemnosci
100 ml. Oddzielnie rozpuszczano w autoklawie agar (2%) w wodzie destylowanej
w iloéci potrzebnej na ogélna ilos¢é kolb. Na kolbke przeznaczano 40 ml tak spo-
rzadzonego plynnego agaru. Pozywke sterylizowano trzykrotnie w aparacie Kocha.

2) Srutowa z nasion trzech zb6z

Proporcje na kolbke takie jak wyzej. Odwazona ilo§¢ §ruty przypadajaca na
zaplanowana ilo§é¢ kolbek stanowi mieszanina $§ruty pszennej, zytniej i owsianej
wzietych w rownych ilosciach. Ilo§¢ plynu z agarem na kolbke oraz sposéb jego

przyrzadzania i sterylizowania — jak dla poiywki owsianej.
3) Zbozowa wyciagowa wedlug Jarmolinskiej
Woda destylowana 1500 ml
Nasiona pszenicy 150 g
Nasiona zyta 150 g
Glukoza 20 g
Agar 17 g

Nasiona zboz, kazde oddzielnie, pozostawia sie zalane woda destylowang na
24 godz. w temp. pokojowej. Napegczniale nasiona przenosi sie do szalek i uklada
w warstwach 2—3 cm, a nastepnie umieszcza sie w ciemnym pomieszczeniu o wil-
gotnosci powietrza 85—95%. Nasiona w naczyniach zrasza sie woda co kilka dni.
W takich warunkach kielkujg one przez 3 tygodnie, przy czym w pierwszym
tvgodniu powinny przebywaé w temp. 6—10°C, w drugim w temp. 14°C, a w trze-
cim w 16°C. Po skielkowaniu nasiona zalewa sie 1 litrem wody i gotuje w apara-
cie Kocha 1 godz. Ekstrakt z agarem rozpuszczonym w 0,5 1 wody miesza sig
dodajac glukozy. Mieszanine sterylizuje si¢ w aparacie Kocha.

4) Fasolowa

Suche nasiona fasoli szerokoowocowej mielono na make i rozwazZono po 4 g
na kolbke. 2% agar z wodg destylowana oddzielnie autoklawowano, a nastepnie
mieszano z mielona fasola w iloSci 40 ml na kolbke. Sterylizowano w aparacie
Kocha.

5) Drozdzowa

Drozdze gotowano w wodzie destvlowanej (100 g na 1 1 wody), dekantowano,
wyciag mieszano z 0,5 litrem 2% roztworu agaru rozpuszczonego w wodzie desty-
lowanej. Dodawano 1% glukozy, rozlewano do kolbek i sterylizowano jak wyze].

6) Grochowo-ziemniaczana wg Swiszczewskiej

Swieze straki z nasionami stodkiego grochu wkladano do kolby, zalewano
woda destylowana, tak by je przykrywala i gotowano w aparacie Kocha 1,5 godz.
Sporzadzano wywar z ziemniakéw gotujac kawalki bulw przez 20 min. Plyny
laczono w jednakowej ilo$ci dodajac rozpuszczony oddzielnie agar i 1% glukozy.
Po rozlaniu do kolbek sterylizowano w .aparacie Kocha.

7) Grochowa

Nasiona grochu suchego zalewano wodg destvlowang na 24 godz., gotowano
do miekoéci, wyciskano. Plyn z otrzymang =zawiesing laczono z rozpuszczonym
agarem i glukoza 1%, rozlewano po 40 ml w kolbkach i sterylizowano bez ciénie-
nia.
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8) Kukurydziana wg Henniger
200 g kukurydzy 1 litr wody autoklawowano przez 60 min. Odc1sn1ety Z Wy-
waru plyn saczono i dodawano 10% zelatyny.

Do hodowli szczepéw stosowano takze bulwy ziemniaka odmiany
‘Bintie’ oraz owoce pomidoréw. Zdrowe bulwy ziemniaka oraz owoce
pomidoréow po dokladnym obmyciu dezynfekowano powierzchniowo
0,1% roztworem sublimatu i splukiwano sterylizowana wodg. Bulwy
ziemniaka krajano w plastry, ukladano po dwa — jeden na drugim —
w szalkach Petriego, nastepnie zaszczepiano grzybnig kladgc ja miedzy
plastry. Owoce pomidoréw ukladano sterylnie w slojach na malych
plytkach Petriego, nalewajgc na dno sloja nieco sterylizowanej wody.
Grzybnie wprowadzano pod skorke owocu.

pH pozywek sprawdzano po ich ugotowaniu. Wynosilo ono od 5,4—
5,8, tzn. mieScilo sie w granicach wymagan grzyba. Wzrost na réznych
pozywkach opisywano prowadzgc obserwacje kultur dwutygodniowych,
hodowanych w temp. 18—20°C. Rozwoéj grzybni oceniano na oko, porow-
nujgc jej gestos¢ i wysokos$¢ u poszczegdlnych szezepéw i klasyfikujac
wedlug nastepujacej skali: 1 — brak wzrostu, 2 — wzrost staby, 3 —
Sredni, 4 — dobry, 5 — b. obfity. Zarodnikowanie szczepéw porowny-
wano orientacyjnie pod mikroskopem (uzywajgc powiekszenia 375 X),
na szkielku podstawowym umieszczono w kropli wody nieco grzybni,
starajgc sie bra¢ z kazdej kultury jednakowe jej -ilosci. Krople wody
odmierzano pipeta kalibrowang. Ilo$¢ =zarodnikéw oceniano wedlug
skali: 1 — brak, 2 — zarodnikowanie stabe (ok. 20 zarodnikéw w polu
widzenia), 3 — Srednie (ok. 100 zarodnikéw), 4 — dobre (ok. 200 zarod-
nikow), 5 — b. obfite (cala powierzchnia pola usiana zarodnikami).

Na zadnym =z =zastosowanych podléz nie uzyskano optymalnego
wzrostu i zarodnikowania dla wszystkich badanych szczepow. Wyniki
obserwacji wzrostu i zarodnikowania przedstawiono w tabeli 1 (str. 151).
Z danych tych wynika, ze na poszczegbélnych podlozach wystapily duze
roznice zarowno we wzroscie grzybni badanych szezepow, jak i w inten-
sywnosci zarodnikowania. Rozwéj grzybni nie jest bowiem skorelowany
z wytwarzaniem zarodnikéw. Biorac pod uwage najwyzszy procent
szczepow o wzroscie dobrym i b. obfitym stwierdzi¢ nalezy, ze najlepszy
rozwoj grzybni uzyskano na podlozu owsianym, a dalsze miejsca zajely:
pozywka wyciggowa zbozowa, srutowa z trzech zboz, drozdzowa, faso-
lowa, dalej, ziemniaczano-grochowa i grochowa. Na pozywce kukury-
dzianej uzyskano tylko $redni wzrost grzybni.

Nalezy podkresli¢, ze charakter wzrostu grzybni zalezy rowniez od
pozywki. Srutowe dawaly grzybnie puszysts, latwo oddzielajgcg sie od
podloza, podczas gdy na miekkich, delikatnych pozywkach wyciggowych
grzybnia powietrzna byla zwarta, nizsza, obficie rozwijajgca sie w pod-
lozu, tak ze wyjecie jej bez warstwy agaru bylo czesto niemozliwe.



Tabela 1 — Table 1
Rozwdj grzybni i zarcdnikowania na roznych pozywkach
(oceniany wg S-stopniowe]j klasyfikacji jakosciowej)
Development of mycelium and sporulation on various media
(estimated on the basis of 5-derees of qualitative classification)

~ 'Udzial szczepow
w produkcji grzybni
Contribution of indi-

Liczba szczepow
No. of strains

Udzial szczepow
w produkceji zarodnikow
Contribution of indi-

Poiy\?ki wzrost grzybni zarodnikowanie vidual strains in the vidual strains in the
Media growth of mycelium sporulation mycelium production spores production
w stopniach w stopniach
in degrees in degrees
12|34 |s[1]2]3]4|5[1]2[3 |af]s]|1]2]s]4a]s
. | |
Owsiana 0 1 59 174 32 0 30 T4 131 31 0 04 22 | 65 12 0 11 28 I 49 | 12
oat . . ! .
Srutowa z trzech zbdz| 0 |11 83 160 12 | 12 25 90 121 18| 0 4 31 60| 5| 5 9| 34| 45 7
mixed 3-cereal meal ) |
Wyciggowa zbozowa 0 0 85 144 37 8 79 132 47 0 0 0 32 b4 | 14 3 30: 50 | 17 0
cereal extract .
Grochowa 0 |28 92 113 33 1 81 Uk 79 22 0 |11 35 42 12 3 , 30 | 29 | 30 8
pea SRS I .
Fasolowa 0 6 88 118 54 6 84 63 84 29 0 2 33 45 | 20 2 | 32| 24 I 31 11
bean f ;
Ziemniaczano- 0 |15 87 121 43 | 16 99 109 42 0 0 6 33 45 | 16 | 6 | 38i 40 | 16 0
-grochowa f '
potato-peas ;
Drozdzowa 0 |18 71 140 37 | 12 81 101 72 0 0 7 27 52 | 14 5 | 30] 38 | 27 0
_yeast L
Kukurydziana 0 8 258 0 0 8 | 145 45 52 16 0 3 97,0 0 0 3 | 55 . 17 | 19 6
maize ‘ i 5

1 — brak wzrostu grzybni lub zarodnikowania (lack of growth ‘or sporulation)
2 — slaby wzrost grzybni lub zarodnikowania (weak growth or sporulation)

3 — $redni " "
4 — dobry b "
5 — b. obfity ,, ”

T (moderate growth or sporulation)
" (strong growth or sporulation)
= (exuberant growth or sporulation)
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Rye. 1. Wzrost grzybni Phytophthora infestans na oémiu roznych pozywkach —
w stopniach przyjetej klasyfikacji
1 — brak wzrostu, 2 — wzrost slaby, 3 — wzrost sredni, 4 — wzrost dobry, 5 — wzrost
b. obfity
Fozywki: 0 — owsiana, s — Srutowa z trzech zbéz, wz — wyciggowa zboZowa, g — grochowa,
f — fasolowa, zg — ziemniaczano-grochowa, d — drozdzowa, k — kukurydziana

Development of Phytophthora infestans mycelium on eight different media —

in degrees of the classification adopted

1 — no growth, 2 — weak growth, 3 — moderate growth, 4 — strong growth, 5 — exuberant
growth
Media: 0 — oat, 8§ — mixed 3-cereal meal, wz — ecereal extract, g — pea, [ — bean, zg —

potato-peas, d — yeast, Kk — maize
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Ryc. 2. Zarodnikowanie Phytophthora infestans na o$miu roéinych pozywkach —
.w stopniach przyjetej klasyfikacji

1 — brak =zarodnikowania, 2 — slabe =zarodnikowanie, 3 — Srednie zarodnikowanie, 4 —

dobre zarodnikowanie, 5 — b. obfite zarodnikowanie
Pozywki: 0 — owsiana, s — Srutowa z trzech zboz, wz — wyciggowa zboZzowa, g — grochowa,
f — fasolowa, zg — ziemniaczano-grochowa, d — drozdzowa, k — kukurydziana
Sporulation of Phytophthora infestans on eight different media — in degrees
of the classification adopted
1 — no sporulation, 2 — weak sporulation, 3 — moderate sporulation, 4 — strong sporulation,
5 — exuberent sporulation
Media: 0 — oat, s — mixed 3-cereal meal, wz — cereal extract, g — pea, f — bean, zg —

potato-peas, d — yeast, k — maize
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Dla zarodnikowania réwniez najlepsza okazala sie pozywka owsiana,
na ktorej wszystkie szczepy zarodnikowaly, a ponad 60% wytwarzal
zarodniki konidialne w stopniu dobrym i bardzo dobrym. Dalej najwyz-
szy procent szczepow dobrze 1 obficie zarodnikujacych otrzymano na
podiozu z trzech srut zbozowych (52%), nastepnie na pozywce fasolowej
(42%), grochowej (38%), drozdzowej (27%), kukurydzianej (25%), zbozo-
wej wyciagowej (17%) oraz ziemniaczano-grochowej (16%). Sredni sto-
pien zarodnikowania dla najwiekszej ilosci szezepow stwierdzono na
pozywkach: zbozowej wyciggowej (50%), ziemniaczano-grochowej (40%),
drozdzowej (38%), Srutowej z trzech zboz (34%), grochowej (29%), owsia-
nej (28%), fasolowej (24%), kukurydzianej (17%). Najmniejsza ilosé
szczepow pod wzgledem stabego wytwarzania zarodnikow notowano na
pozywkach: srutowej z trzech zboz (9%) i owsianej (11%). Na pozosta-
lych pozywkach procentowy udzial szczepow wykazujacych sie stabym
zarodnikowaniem znacznie wzrasta: od 30—55%. O ile wzrost grzybni
stwierdzono na wszystkich wymienionych pozywkach, to rozwoj zarod-
nikowania wszystkich szczepoéw stwierdzono tylko na podlozu owsia-
nym. Na pozostalych za$ pewna ilo$¢ szczepow nie zarodnikowala
wcale.

Wzrost i zarodnikowanie szczepow Phytophthore infestnas na bul-
wach odmiany ’'Bintie’ byly niejednakowe, podobnie jak na podlozach
sztucznych. U szczepow, ktére charakteryzowalo  stabe zarodnikowanie
nawet na najlepszym z podléz sztucznych: owsianym, nie stwierdzono
réwniez poprawy w zarodnikowaniu po kilkutygodniowej hodowli na
swiezych bulwach ziemniaka, ani tez na owocach pomidora, co pozwala
sadzi¢, ze zdolnosé¢é zarodnikowania szczepow zalezy nie tylko od wa-
runkéw hodowli, lecz takze stanowi ceche dziedziczng.

Stwierdzono, ze najmniejsze zanieczyszczenia bakteryjne kultur po-
wodujg pogorszenie wzrostu grzybni i zarodnikowania. Przy znacznym
za$ rozwoju bakterii w kulturze — nastepuje liza grzybni.

2. Porownanie wymiarow zarodnikéw konidialnych
roznych szczepow Phytophthora infestans

Zarodniki konidialne Phytophthora infestans wytwarzajg sie szczyto-
wo, pojedynczo na rozgalezionych trzonkach konidialnych dochodza-
cych do 1 mm dlugosei. Na szczycie trzonka konidialnego, gdzie powstac
ma zarodnik, tworzy sie najpierw rozdecie, powiekszajgce sie w miare
rozwoju i przybierajace ksztalt owocu cytryny. Szczytowy zarodnik
zostaje zepchniety na bok przez boczne odgalezienie trzonka, ktore
rosngce przybiera role odgalezienia gléwnego (tzw. rozgalezienie sym-
podialne).

Wykonano szereg porownawezych pomiaréw dlugosel i szerokosci
zarodnikow dla dziewieciu szczepow z kazdego z siedmiu‘wojewédztw.
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Liczba pomiarow dla kazdego poszczegolnego szczepu byla stala i wy-
nosita 100. Wszystkie mierzone zarodniki pochodzily z dwutygodnio-
wych kultur hodowanych na agarze owsianym, w temp. 18—20°C.

Otrzymane dlugosci i szerokosci zarodnikéw konidialnych mieszcza
sie w granicach: 26,74—41,81 < 16,42—2323 1 (tab. 2). Za najczestsze,
a wiec najbardziej typowe, nalezy uznaé¢ wymiary mieszczace sie mie-
dzy 28 X 16w a 36 X 19u. Aby uzyskaé jeden wskaznik charakteryzu-
jacy wielkosci zarodnikéw wyliczono sredni stosunek dlugosci do szero-
kosci, a dane uszeregowano wedlug wielkosci wzrastajacej, co umozli-
wilo. ustalenie czterech zasadniczych klas wielkosci. Czestosé wystepo-
wania $rednich wartosci stosunku dlugosci zarodnikéw konidialnych
do ich szerokosci w poszezegdlnych klasach wartosci przedstawia sie na-
stepujgco:

od 1,376 do 1,393 — 3,2%
» 1,556 ,, 1594 — 3,2%
, 1610 ,, 1,785 — 74,6%
, 1813 , 1,958 — 19%

Najliczniej jest reprezentowana klasa trzecia, co wskazuje na znacz-
ng przewage wystepowania zarodnikow o ksztalcie wydiluzonym. Kore-
lacja miedzy dlugoscia a szerokoscia zarodnikoéw jest wysoce istotna
i rowna 0,676. Zaleznos¢ ta jest prostolinijna, wyrazona funkcjg y =
= 1,463 + 5,139, gdzie y jest dlugoscia, a x szerokoscia, co ilustruje za-
taczony wykres (ryc. 3). Wraz ze wzrostem szerokosci wzrasta dlugosc,
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Rye. 3. Wykres korelacji dlugodci i szerokosci zarodnikéw Phytophthora infestans
Correlation between length and width of Phytophthora infestans spores
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dzieki czemu najczesciej obserwowanym ksztaltem zarodnikow jest
ksztalt wydluzony. Wypadki szczegdlnego wydluzenia lub szczegdlnego
wyokraglenia zarodnikow spotykane sa rzadko.

3. Obserwacje nad morfologig i biologig zarodnikow plywkowych
Phytophthora infestans

Zarodniki konidialne Phytophthora infestans w srodowisku wodnym,
w granicach temperatur od 9 do 25°C, spelniaja funkcje zarodni, w kto-
rych tworzg sie ptywki (Crosier 1933). Optimum temperatury dla
tworzenia sie plywek wynosi — jak podaje Crosier — 13°C, co
miesci sie w zakresie temperatur optymalnych 10—15°, podawanych
przez Naumow g (1961). Zakres za$ cytowanych przez te autorke tem-
peratur granicznych dla tworzenia sie plywek znajduje sie miedzy 10
a 20°C. W temperaturach ponad 15°C stwierdzono u nieznacznej liczby
obserwowanych zarodnikow konidialnych kietkowanie strzepka rostko-
wa. Natomiast temperatura przewyzszajaca 25°C calkowicie hamuje
wytwarzanie sie plywek, pobudzajac zarodniki konidialne do kietkowa-
nia rostkiem. Pewien wplyw na tworzenie sie plywek ma dlugosé zycia
zarodnikow, z ktorych one sie tworza. Mlodsze, 2—3-dniowe na ogol
daja w wiekszym procencie plywki, starsze zas w wiekszej liczbie przy-
padkow kietkujg rostkiem (Naumo wa 1961).

W procesie tworzenia sie zarodnikdéw plywkowych plazma zarodni
dzieli sig, przy czym obserwuje sie stopniowo, coraz wyrazniejsze od-
dzielanie- sie od siebie uformowanych porcji protoplazmy i ksztaltowa-
nie sie zarysow zarodnikow plywkowych. Jednocze$nie tworza sie na-
rzgdy ruchu — wici. Gdy plywki sa juz uksztaltowane, przeciskaja sie
na zewnatrz przez powstaly w szczytowe]j czesci zarodni otwor.

Szybkos¢ uwalniania, a takze ilos¢ uwolnionych zarodnikow plyw-
kowych Swiadczg o zywotnosci, ktora nie jest jednakowa u wszystkich
szezepow. Pewien procent izolatow wyrodznial sie wiekszym rozeciggnie-
ciem w czasie tego procesu. W celu konkretnego uchwycenia tych roznic
zbadano uwalnianie sie zarodnikéw plywkowych u 80 szczepow tego
samego wieku, hodowanych na tym samym podlozu, w temp. 18°C.

Zawiesine zarodnikéw konidialnych przygotowywano w sposob na-
stepujacy. Kultury hodowano przez 14 dni w temp. 18°C w kolbkach
o pojemnosci 100 ml zawierajgcych jednakows ilo$é¢ pozywki. Dwuty-
godniowg grzybnie zbierano z podloza, plukano w wodzie. Dla otrzy-
mania plywek plyn z zarodnikami konidialnymi umieszczano na 2 godz.
w temp. 13°C. W tym czasie, dla uchwycenia momentu rozpoczecia sie
procesu uwalniania sie plywek pobierano krople zawiesiny do obserwa-
cji mikroskopowej. Po dwu godzinach przenoszono plyn do temp. ok.
20°C i obserwowano szybkos¢ uwalniania sie plywek w trzech kolejno
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pobieranych kroplach. Obserwacje powtarzano po uplywie 3 i 4 godz.
Dla kazdego szczepu wyniki w postaci sSredniego procentu zarodni
pustych, obliczonego z ogoélnej ilosci zarodni w polu widzenia (peinych
i pustych), przedstawia ponizsze zestawienie (w rubrykach uwzgledniono
ilo$¢ szezepdéw uwalniajgeych zarodniki plywkowe w podanym procencie
i czasie):

& pustych; xarodnl 30 40 50 60 | 70 80 90 [
po 2, 3 i 4 godz. |
po godzinach: 2 34|23 4|23 4 234[234 2 3 4 234!
liczba szczepow . 2 3 4 5 6 6 9/361|722|222)|

Ze wzgledu na roznice w ilosci wytwarzanych zarodnikéw konidial-
nych przez poszczegolne szcezepy, wielkosci kropli dobierano w ten spo-
sob, by ilos¢ zarodnikéw (zarodni) w polu widzenia mikroskopu byla
mniej wiecej jednakowa dla wszystkich przebadanych szczepoéw. Dla
wielu szczepoéw proces uwalniania sie¢ zarodnikow plywkowych zaczynal
sie miniej wiecej po 60 minutach od wstawienia plynu do temperatury
13°C, nasilal sie znacznie po 2 godz., a po 3 osiggal najwiekszg ilos¢
uwolnionych zarodnikéow plywkowych, po 4 za$ stan iloSciowy byl pra-
wie taki sam jak po 3 godz.

U pewnej grupy szczepOw zarowno procesy podzialu protoplazmy
zarodni, jak i uwalniania plywek trwaly dluzej w poréwnaniu do izola-
tow wyzej wspomnianych. I tak np. poczatek procesu uwalniania roz-
poczynal sie po dwoch lub trzech godzinach, a po czterech godz. noto-
wano dla nich stosunkowo niski procent pustych zarodni. Dane powyz-
sze uwypuklaja roznice w zywotnosci szczepdéw wyrazajgce sie niejed-
nakowg zdolnoscig i tempem uwalniania zarodnikéw plywkowych.

Plywki odznaczajg sie duzg ruchliwoscig przy znacznym zroéznico-
waniu form tego ruchu — od drgan czy ruchu postepowego lub koziol-
kowania do lekkiego kolowania lub ruchu obrotowego tak szybkiego, Ze
zacierajacego kontury ich ciala. Dlugosé okresu ruchu zalezy od tempe-
ratury otoczenia, jak réwniez od wilasciwosei szczepow. Temperatura
ma zasadniczy wplyw na dlugo$é¢ trwania ruchu. Wedlug Crosier
ruch plywek w temperaturze 3°C obserwuje sie przez 22 godz., a w
temp. 24°C przez 30 minut.

Zarodniki ptywkowe (fot. 1—9) po wydostaniu sie z zarodni sa ame-
boidalne, wkrotce jednak przybierajg ksztalt zblizony do kulistego
z wgnieceniem z jednej strony (fot. 6) i nieznacznym wydluzeniem sie
przedniej ich czesci (fot. 2 — plywka wewnatrz zarodni). Wgniecenie
to jest lepiej widoczne w materiale utrwalonym. Po utracie zdolnosci
poruszania sie zarodniki plywkowe przybieraja ksztalt kulisty.

Narzgadami ruchu zarodnikéw plywkowych sg dwie wici niejedna-
kowej dlugosci. Waterhous (1962) podaje wyniki badan kilku auto-
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row nad ultrastrukturg wici u grzybéw wytwarzajacych pltywki. Wici te
zbudowane sg z réznej grubosci wlokien protoplazmatycznych. Wszyst-
kie te wlokna — z ktérych jedno, osiowe, umieszczone jest w srodku,
a pozostale rozmieszczone réwnolegle wokol wlokna gléwnego — odcho-
dza od ciatka podstawowego. Tworza one wié¢ jednolitej grubosci lub —
jesli wlokna otaczajagce wilokno glowne biegnge ku koncowi stopniowo
urywaja sie — daja w efekcie szpiczaste zakonczenie. Autorka ta podaje,
ze prawdopodobnie u Phytophthora infestans obydwie wici sg cienko
zakonczone. '

Badania Ferris, Rogers i Lyon (1954) wykazaly, ze kroétsza
wié¢ jest orzesiona, a dluzsza nie.

We wlasnych badaniach prowadzonych nad uwalnianiem sie zarod-
nikow plywkowych zwrocono uwage na charakterystyczny szczegol wy-
stepujacy na koncach wici. Mianowicie obydwie wici zarodnikéow plyw-
kowych zakonczone sg jakby dyskowatymi utworami.

Krupko (1934) w pracy nad ptywkami u Phytophthora nicotianae
obserwowal podobne zakonczenia i zinterpretowal ten fakt nastepujgco:
-.,czesto rzeski plywek majg swoj cienki koniuszek zagiety w petelke,
co jednak wcale nie utrudnia ich ruchéw. Précz takich zagie¢ maja
rzeski tendencje do latwego tworzenia skretow lub szerszych petli
w $rodku mniej wigcej ich dlugosci. Zdaje mi sie, ze jest ona przewaz-
nie objawem zamierania, gdyz zjawia sie bardzo czesto po réznych
utrwalaczach, np. po utrwalaczu Nawaszyna. Skrecone w takg petle
rzeski, na preparatach zamknietych w balsamie wydaja sie z gory
Juznymi kétkami”...

Dyskowate zakonczenia wici u grzybéw z rodzaju Phytophthora
opisywalo pozniej wielu autoréw prébujgc wyjasnié mechanizm
powstawania tych utworow. Ferris, Rogers i Lyon (l.c.) uwa-
zaja te struktury za wynik zwijania sie konca wici do $rodka i ze tak
zwinigeta wié¢ zostaje potem oderwana. Kole i Horstra w 1959 r.
(cyt. Colhoun 1966) w badaniach swych nad zarodnikami ptywkowy-
mi u Phytophthora infestans zwrocili uwage, ze samo tylko zwiniecie
konca wici nie moze stanowi¢ wystarczajacego wyjasnienia obecnosci
struktur dyskowatych. Sugeruja oni, ze zakonczenia te powstajg przez
rozdecie konca oslonki wici, co powoduje zwiniecie sie kchcowego od-
cinka osi. Autorzy ci jednak wigza rowniez obecnosé zakonczen z kon-
cowg fazg ruchu zarodnikéw plywkowych.

We wlasnych badaniach prowadzono obserwacje mikroskopowe ma-
terialu zywego i utrwalonego. Material zywy obserwowano w zwyklym
oraz w ciemnym polu widzenia, a takze w kontrascie fazowym. Najcze-
sciej ‘stosowano powiekszenia 400 lub 600-krotne. Dyskowate zakon-
czenia wici u plywek Phytophthore infestans widziano bardzo czesto
w czasie ich ruchu, a takze w czasie opuszczania zarodni (fot. 5) przez



Tablica I — Plate I

Zarodniki plywkowe Phytophthora infestans
Zoospores of Phytophthora infestans

Fot. 1—3a. Rézne fazy uwalniania sie plywek
Various phases of zoospores emergence
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Tablica II — Plate II

Fot. 4—9. Dyskowate struktury na koncach wici plywek

Disc-structures in of the flagella endings of zoospores
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zarodniki plywkowe. Zakonczenia te mozna obserwowa¢ stale przy ich
poziomym ustawieniu sie, co pozwala wnioskowaé¢, ze sa to twory nie
efemeryczne, lecz stale wystepujace, widoczne tylko w okreslonym po-
lozeniu wici (fot. 4—9). Obecnos¢ ich nie tylko nie utrudnia ruchu, lecz
wrecz mu pomaga. Poziome bowiem ustawienie zakonczenia jest, jak
sie zdaje, wykorzystywane przez zarodnik plywkowy do hamowania
ruchu szybkiego. Ustawienie za$ zakonczenia jak steru, w plaszczyinie
pionowe]j, ulatwia bardzo szybkie ruchy, przy ktérych jest ono zupel-
nie niewidoczne. Ogladane na zywo, w ruchu, niczym nie barwione za-
rodniki plywkowe posiadaly zakonczenia dyskowate, a w dodatku obser-
wowano je u zywych plywek wewngtrz zarodni (fot. 4) lub w czasie
opuszczania zarodni (fot. 5), co dowodzi, Ze nie sg to twory wystepujace
pod wplywem bodzcoéw chemicznych, jakimi sg odczynniki utrwalajace
czy barwiace, lecz twory o charakterze stalych elementow morfologicz-
nej budowy wici ptywki, twory funkcjonalnie zwigzane z ruchem. Inter-
pretacje Krupki, ze zakonczenia wici zjawiaja sie po zastosowaniu
roznych utrwalaczy, tlumaczyé nalezy tym, ze czynniki te dzialajg po-
prostu paralizujgco na ruch plywek, co ulatwia dostrzezenie zakonczen.
Takze w koncowej fazie ruchu plywek, gdy wici weciggane sg do srodka
komorki, zakonczenia dyskowate bywaja szczegolnie wyraziste. Przy od-
powiednim ustawieniu sie wici, zakonczenia te stajg sie réwniez bardzo
wyrazne 1 po zadzialaniu na plywke odczynnikami blokujgcymi jej
ruch. Do takich odczynnikow stosowanych w niniejszej pracy nalezal
chlorek niklu.

Do utrwalania zarodnikéw plywkowych zastosowano metode Par-
ducza polegajaca na szybkim dzialaniu czterotlenkiem osmu (OsOy)
i barwieniu hematoksyling. Praca ta zostala wykonana w Zakladzie
Biologii Instytutu Nenckiego. W materiale w ten sposéb utrwalonym
znaczny procent wici lub tylko ich zakonczen ulegal zniszczeniu przez
odrywanie sie. Odrywanie sie tych elementéow obserwowano takze dosé
czesto u zywych plywek w trakcie fizjologicznej czynno$ci weciggania
wici do wnetrza komorki, pod koniec fazy ruchu.

STRESZCZENIE

W prowadzonych badaniach poréwnawczych nad grzybem Phytophthora in-
festans (Mont) de By, izolowanym z pomidoréw, zwrdcono uwage na wzrost, za-
rodnikowanie oraz na morfologie i biologie tego pasozyta.

Badania prowadzono nad 251 izolatami grzyba uzyskanymi z naturalnie pora-
zonych owocoOw pomidoréw oraz dodatkowo obserwacjom poddano 15 szczepOw
pochodzacych z ziemniakow. Material do izolacji zebrano z wojewodztw: krakow-
skiego, rzeszowskiego, lubelskiego, lodzkiego, bydgoskiego, poznanskiego i war-
szawskiego.

Izolaty hodowane na oS$miu pozywkach sztucznych wykazaly roznice we
wzroscie grzybni i w intensywnoéci zarodnikowania oraz brak korelacji miedzy
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rozwojem grzybni i wytwarzaniem zarodnikéw. Najlepszy wzrost grzybni i naj-
wieksza ilo§é wytwarzanych zarodnikéw konidialnych stwierdzono na pozywce
owsianej.

Dla scharakteryzowania przydatnosci pozywki dla wzrostu konieczne jest
przebadanie na niej wzrostu réznych szczepow.

Pomiary 63 szczepoéw Phytophthora infestans pochodzacych z siedmiu woje-
wodztw wskazaly, ze najczestsze érednie wymiary zarodnikéw mieszcza sie w gra-
nicach 28 X 16 do 36 > 19 p.

Badanie szybko§ci tworzenia i uwalniania sie¢ plywek wykazalo, ze poszcze-
gblne szczepy roznig sie znacznie pod tym wzgledem. Uznajae intensywno$é i szyb-
ko§é procesu uwalniania plywek oraz ich ruchliwo$é¢ za kryterium zZywotnosci
szczepOw mozna na tej podstawie scharakteryzowac jedne szczepy jako wybitnie
zywotne inne jako mniej zywotne.

W osobno prowadzonych obserwacjach nad morfologia wici plywek stwier-
dzono na podstawie zastosowanej metody utrwalania, barwienia i fotografii wy-
stepowanie na koncach wici dyskowatych utwordéw, ktére odgrywaja role w ruchu
zarodnikow plvwkowych.

Profesorowi dr Jozefowi Kochmanowi skladam wyrazy wdziecznosci
za pomoc i opieke w czasie wykonywania niniejszej pracy.

Zaktad Ekologii PAN
Pracownia Fitopatologii (Wplynelo dnia 15.4.1968)

SUMMARY

In the investigations on the fungus Phytophthora infestans (Mont) de By
isolated from tomatoes particular attention was directed to the development of
the mycelium, sporulation and to the morphology and biology of this parasite.

The material for isolation consisted of naturally infected tomato fruits from
a plantation of the Seed and Gerdening Cooperative (CNOS) and private cultures
in the Cracow, Rzeszow, Lublin, L6dZz, Bydgoszecz, Poznan and Warsaw Districts.

The isolates (251) were cultured on eight natural media. It was found that
on different media wide differences occur in the development of mycelium and
the intensity of sporulation. The growth of the mycelium was not correlated to
spore production. The most intensive mycelial growth and sporulation were
obtained on an oat nutrient medium and the poorest results on maize medium.

Measurements of spore dimensions proved that the most frequent and typical
sizes lie within the limits of 28 < 16 and 36 < 19 n, thus elongated spores prevail.

In studies on the morphology and biology of Ph. infestans the process of
liberation of zoospores (swarmspores) from conidial spores which in an aqueous
medium play the role of sporangia, was observed. The largest number of zoospores
was obtained after 3 hrs of exposure of the liguid medium to 13°C. The swarm
spores, at first ameboidal, take on later a spherical shape with a depression an-
teriorly on one side, and after loosing their motility they become completely
spherical.

During movement of the spores, disc shaped endings of flagella were observed
which aided the zoospores in moving.
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