ACTA AGROBOTANICA
Vol. 58, z. 2 — 2005
s. 151-162

Charakterystyka izolatow Phoma strasseri nie notowanego
w Polsce patogenu migty pieprzowej (Mentha piperita L.)

BEATA ZIMOWSKA, ZOFIA MACHOWICZ-STEFANIAK

Katedra Fitopatologii, Akademia Rolnicza w Lublinie, ul. Leszczynskiego 7, 20-069 Lublin
Department of Plant Pathology, Agricultural University of Lublin,
ul. Leszezynskiego 7, 20-069 Lublin, Poland
e-mail:beata.zimowska@ar.lublin.pl, e-mail:zofia machowicz@ar.lublin.pl
Characteristics of Phoma strasseri isolates not reported
in Poland pathogen of peppermint (Mentha piperita L.)
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Summary

The studies on occurrence and some morphology elements of Phoma strasseri,
the species not reported in Poland till now were carried out. The cultures of fungus
were isolated from the stems and rhizomes of two-year-old plants showing symptoms
of necrosis and softening of tissues. The morphology of conidia and pycnidia, character
of the colonies growth and biochemical features of the examined isolates were the case
for regarding this fungus as P. strasseri.
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WSTEP

Grzyby z rodzaju Phoma wystepuja na roslinach nalezacych do réznych rodzin
botanicznych i odlegtych od siebie grup uzytkowych (Marcinkowska, 1985;
Lacicowa iin, 1990, Machowicz-Stefaniak iin., 2002). Izolowane byty
migdzy innymi z roslin zielarskich. Phoma dictamnicola, P. glaucii i P. multirostrata
var. microspora zasiedlaly liscie i todygi tymianku wlasciwego, a P. eupatori roztup-
ki (Machowicz-Stefaniak i Zimowska, 2000; Machowicz-Ste-
faniak 1 in., 2002). Z korzeni, lodyg oraz lisci tymianku wtasciwego, melisy le-
karskiej oraz dziurawca zwyczajnego uzyskiwano P. exigua var. exigua, P. capitulum
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i P. glomerata M achowicz-Stefaniak iin., 2002; Zimowska i Macho-
wicz-Stefaniak, 2004; Machowicz-Stefaniak i in., 2004). W 1963
roku w Japonii z roslin migty pieprzowej z objawami czarnej zgnilizny todyg i rozlo-
gbéw wyizolowano gatunek, ktéry oznaczono jako Phoma spp. (Horner, 1971). Kil-
ka lat p6zniej w USA, w stanach Oregon i Waszyngton z roslin migty wykazujacych
takie same objawy uzyskano gatunek, ktory oznaczono jako Phoma menthae Strasser.
(Melouk i Horner, 1967). W tym samym roku Boerema, na podstawie morfologii izo-
latow Phoma menthae otrzymanych od amerykanskich badaczy nadat gatunkowi osta-
teczna nazw¢ Phoma strasseri Moesz. (Horner, 1971). Grzyb izolowano réwniez
z zamierajacych todyg i roztogdéw réznych gatunkéw migty w Europie, Nowej Zelandii
oraz Ameryce Polnocnej (De Gruyter iin., 2002). Wedtug De Gruytera iin.
(2002) Phoma strasseri oprocz migty moze poraza¢ inne rosliny z rodziny Labiatae.
W Ameryce Phn. izolaty grzyba uzyskano z roslin pysznogtowki szkartatnej (Monarda
didyma L.), a w Bulgarii z bukwicy lekarskiej (Stachys officinalis Trev.) . W Polsce
gatunek ten do tej pory nie byt notowany.

Wobec sygnalizowanego w ostatnich latach przez producentéw pogarszania si¢
zdrowotnosci migty pieprzowej, podjeto badania w celu ustalenia przyczyny zamiera-
nia ro$lin oraz poznania morfologii czynnika chorobotworczego.

MATERIAL I METODY

Badaniami w 2003 roku objgto trzy proby 2-letnich roslin migty pieprzowej po-
chodzace z trzech plantacji zlokalizowanych w Kolkowie, gmina Michatow, wojewodz-
two Swietokrzyskie zas w 2004 roku z trzech plantacji potozonych w gminie Fajstawi-
ce , woj. Lubelskie. Proby roslin z objawami chorobowymi pobierano z trzech miejsc
na kazdym polu. W przypadku plantacji potozonych w Fajstawicach rosliny pobiera-
no na poczatku oraz w pelni okresu wegetacji. Proby roslin z Kotkowa otrzymano w
petni wegetacji. Do badan w laboratorium przeznaczano z kazdej proby i plantacji po
20 roslin wykazujacych objawy chorobowe. Obecnos¢ grzybow okres§lano na podsta-
wie oznak etiologicznych wystgpujacych na porazonych czgsciach roslin oraz analizy
mikologicznej. Grzyby izolowano z powierzchniowo odkazonych korzeni, rozlogow,
podstawy lodygi oraz lisci metoda sztucznych kultur, przy zastosowaniu pozywki mi-
neralnej (Zimowska i Machowicz-Stefaniak,2004). Otrzymane kolonie
grzybow po ich segregacji i doprowadzeniu do jednozarodnikowych kultur oznacza-
no do gatunku na pozywce maltozowej lub na podtozach standardowych (Ramirez,
1982; Nelson i in., 1983). Uzyskane izolaty P. strasseri oznaczono na podlozach
standardowych na podstawie monografiiDe Gruytera iin. (2002), przy uwzgled-
nieniu aktualnych zasad taksonomii grzybdéw z rodzaju Phoma (De Gruyter
i Noordeloos, 1992). Do dalszych badan z populacji grzyba wybrano losowo 6
izolatoéw, ktore wyszczepiano punktowo na trzy zestalone agarem pozywki tj.: MA
(maltozowa), OA (owsiang) oraz CA (wisniowa) (De Gruyter i Noordeloos,
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1992). Kultury inkubowano przez pierwszy tydzien w termostacie bez dostgpu $wiatta

w temp. 22°C, a przez nastgpne 13 godz. w swietle UV oraz 11 godz. w ciemnosci. Po

tym czasie wykonano opis morfologii kolonii badanych izolatéw. Dokonano pomiaru

$rednicy kolonii, okre§lano barwe awersu i rewersu, charakter wzrostu brzegu kolonii

i charakter wzrostu grzybni powietrznej. Po 14 dniach przetrzymywania kultur w ter-
mostacie opisywano te same cechy co po 7 dniach oraz na pozywkach MA i OA bada-
no barwg kultur po ich reakcji z 2-3 kroplami 1N NaOH. Na pozywce OA zwracano

uwagg na utozenie piknidiow wzglgdem podioza. Badano ksztatt piknidiow, charak-
ter ujScia, barwe piknididw oraz barwe wyplywu konidiow oraz budowg powierzchni

$ciany piknidiow. Ponadto po 2 tygodniach wzrostu kultur na pozywce OA wykonano

pomiary 600 konidiow (6 izolatow x 100 konidiow) oraz 300 piknidiow (6 izolatow
x 50 piknididow). Zwracano réwniez uwage na obecnos$¢ chlamydospor.

WYNIKI

Doktadne obserwacje symptoméw chorobowych oraz analiza mikologiczna
wskazaly na powszechne wystgpowanie Phoma strasseri na badanych roslinach
migty pieprzowej, pochodzacych z plantacji zlokalizowanych w gminie Fajstawi-
ce. Grzyb izolowano najczgsciej z todyg i roztogéw migty wykazujacych objawy
nekrozy, a nast¢pnie dezintegracji i rozmigkczenia tkanek wymienionych organdw.
Na mlodych 2-letnich todygach roslin badanych na poczatku okresu wegetacji oraz
na miodych pgdach roslin analizowanych w pelni wegetacji obserwowano nekroze
tkanek. Objawy nekrozy widoczne byly takze na roztogach. Ponadto na todygach
obserwowano redukcjg ilosci oraz wielkosci blaszek lisciowych. Takie liscie 1 odygi
byly czgsto zabarwione na kolor czerwony (fot. 1). Na roslinach starszych badanych
w pelni wegetacji nekroza todyg i rozlogdw rozszerzata si¢ i obejmowata niekiedy
cala powierzchnig rozlogdw, a w przypadku todyg wystgpowata do wysokosci okoto
7-10 cm od podstawy. Ponadto, na granicy chorej i zdrowej tkanki obserwowano
czgsto przewgzenie todyg. Na porazonych todygach i roztogach wystgpowaty liczne
piknidia, a w nich zarodniki konidialne, o cechach typowych dla rodzaju Phoma
i gatunku P, strasseri (fot. 2). Na ros$linach migty pochodzacych z plantacji zloka-
lizowanych w Kotkowie obserwowano takie same objawy chorobowe, przy czym
tkanki todyg i roztogdéw na skutek nekrozy i rozmigkczenia rozpadaly sig. Ponadto na
powierzchni porazonych organéw znajdowano oznaki etiologiczne w postaci grzybni
oraz zarodnikdéw o cechach typowych dla grzybow z rodzaju Fusarium, Alternaria
oraz Phoma.



154 Beata Zimowska, Zofia Machowicz-Stefaniak

Fot. 1 Objawy chorobowe na liciach i roztogach migty

Photo 1 Symptoms of disease on peppermint and rhizomes

Fot. 2 Nerkoza todyg (a) i piknidia Phoma strasseri (b)

Photo 2 Necrosis of stems (a) and pycnidia of Phoma strasseri (b)
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Analiza mikologiczna badanych organdéw roslin pochodzacych z plantacji poto-
zonych w gminie Fajstawice potwierdzita wystgpowanie P. strasseri, bowiem uzyska-
no lacznie 159 izolatow tego gatunku. W tej liczbie 70 pochodzilo z roslin badanych
na poczatku okresu wegetacji a 89 z roslin analizowanych w pelni wegetacji (tab. 1).
W zaleznosci od terminu badan izolaty grzyba uzyskane z todyg stanowity odpowied-
nio 28,9% i 26,5% wyosobnien wszystkich grzybow uzyskanych z tego organu. Izo-
laty Phoma strasseri otrzymane z roztogdw stanowity odpowiednio 32,1% i 42,9%
wyosobnien wszystkich grzybow (tab. 1). Pojedyncze izolaty omawianego gatunku
uzyskano z korzeni roslin (tab. 1). Z roslin migty otrzymanych z Kotkowa nie wyizo-
lowano P. strasseri. Do grzybow najczg$ciej wyosabnianych z lodyg oraz roztogoéw
nalezaty gatunki z rodzajow Fusarium, Alternaria, Trichoderma oraz Botrytis cinerea
i Phoma exigua var. exigua. Grzyby z rodzaju Fusarium zasiedlaty rowniez korzenie.
Za$ z lisci powszechnie izolowano gatunki 4. alternata, Epicoccum purpurascens oraz
Cladosporium cladosporioides.

Tabela 1
Udzial izolatow Phoma strasseri wérdd grzybow uzyskanych
z zamierajacych roslin migty pieprzowej z plantacji w gminie Fajstawice

Table 1
Percentage of Phoma strasseri isolates in fungal communities obtained
from dying plants of peppermint from plantations in Fajstawice commune

Liczba izolatow (%)
Number of isolates (%)
Organy Rosliny na poczatku okresu wegetacji Rosliny w pelni wegetacji
o Plants at beginning of vegetation Plants at full vegetation
rgans
Pozostate Pozostale
Phoma . Razem Phoma . Razem
. gatunki . gatunki
strasseri . Total strasseri . Total
Other species Other species
Korzenie
4(3.8) 100 104 5(3,9) 123 128
Roots
Roztogi
. 25(32,1) 53 78 39 (42,9) 52 91
Rhizomes
Lodygi
41(28,9) 101 142 45 (26,5) 125 170
Stems
Liscie
- 142 142 - 112 112
Leaves
Ogoltem
70 (15,1) 396 466 89 (17,8) 412 501
Total
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Przeprowadzone badania dotyczace wzrostu analizowanych izolatow P. strasse-
ri na standardowych podlozach wykazaty, ze kultury grzyba na pozywce maltozowej
po 7 dniach charakteryzowatly si¢ oliwkowo-kremowa, niska, delikatnie rozwinigta,
ktaczkowata grzybnia powietrzng o oliwkowo-szarym rewersie (tab. 2). Po 14 dniach
w starszej czg$ci kultur tj. blizej inokulum grzybnia byla silniej rozwinigta, puszysta.
Strzgpki grzybni powietrznej tworzyly welnista strukturg i miaty bialy kolor. Brzeg
kultur wszystkich badanych izolatéw odznaczat si¢ regularnym wzrostem. Srednica
kolonii mierzona po 7 dniach wynosita od 60 do 66 mm za$ po 14 dniach 90 mm (tab.
2). Na pozywce wisniowej po 7 i po 14 dniach wzrostu kolonie byty koloru oliwkowo-
zielonego o oliwkowym rewersie, a strz¢pki grzybni powietrznej tworzyty ktaczkowa-
ta strukturg. Wzrost kolonii badanych izolatow byt nieco stabszy anizeli na pozywce
MA, bowiem S$rednica kolonii mierzona po 7 dniach wynosita od 58 do 62 mm za$
po 14 dniach od 80 do 85 mm. Brzeg kultur wszystkich izolatéw cechowat si¢ re-
gularnym wzrostem (tab. 2). Po 7 dniach hodowli izolatéw P. strasseri na pozywce
owsianej kolonie byty koloru oliwkowo-kremowego, o oliwkowym rewersie a strzgpki
grzybni powietrznej tworzyly ktaczkowata strukture. Po 14 dniach wzrostu zwlaszcza
w $rodkowej czgsci kolonii strzgpki grzybni powietrznej tworzyly wetnista strukturg o
biato- kremowym kolorze. Brzeg kolonii byt regularny, za$ $rednica mierzona po 71 14
dniach wzrostu byla zblizona do $rednicy kolonii izolatow wzrastajacych na pozywce
CA (tab. 2).
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Tworzace si¢ licznie na pozywce OA piknidia byly nieregularnie rozrzucone po
catej powierzchni kolonii, a z uj$¢ piknidiow wyplywaty kremowo-tososiowe krople
zarodnikow. Piknidia byty okragte, oliwkowo-brunatne z jednym lub dwoma rzadziej
trzema brodawkowatymi uj$ciami (tab. 3., fot. 3). Byly one gtadkie, nickiedy tylko
obserwowano delikatne utwory strzgpkowe, ktore najczesciej otaczaly ujscie. Wielkosc
piknidiow wynosita §rednio 120-260 pum (tab. 3). Konidia byly hyalinowe, owalne
lub elipsoidalne. Zawieraly najczesciej po kilka matych kropli thuszczu. Przewazaty
konidia 1-komoérkowe, 2-komodrkowe wystgpowaty sporadycznie (fot. 4). Wymiary
konidiow badanych izolatoéw P. strasseri wynosily $rednio 5,3 x 2,1um (tab. 3). Na
pozywce MA 1 OA obserwowano zréznicowang reakcj¢ kultur w miejscu nakropienia
IN wodorotlenku sodu. U dwdch z szeSciu badanych izolatéw P. strasseri nie obserwo-
wano zadnego zabarwienia. U pozostatych reakcja byta pozytywna. Brzeg kultur po-
czatkowo przybierat zielonkawe zabarwienie, a po kilku minutach zmienit zabarwienie
na czerwone. Zaden z badanych izolatéw grzyba nie tworzy} chlamydospor (tab. 3)

Tabela 3
Morfologia piknidiéw i konidiow Phoma strasseri (rednia dla 6 izolatow)
Table 3

Morphology of pycnidia and conidia of Phoma strasseri (mean for 6 isolates)

Charakter Barwa ol?;;gS;clﬁni
Badane Ulozenie Ksztatt ujscia Barwa wyplywu p Scian Wymiary | Ksztatt |Wymiary
cechy piknidiow |piknidiow| piknidiéw | piknidiéw | konidiow i diZW piknidiow | konidiow |konidiow
The studies [Arrangement | Shape of | Character | Colour of | Colour of Slzructure of Size of | Shape of | Size of
features | of pycnidia | pycnidia [of pycnidia| pycnidia conidial L pycnidia | conidia | conidia
. pycnidia walls
ostioles exudate
surface
nieregularnie
rozrzucone
po calej gladkie,
kolonii, na najczesceiej niekiedy
powierzchni 1lub2 delikatne
- owalne
. jaki brodawko-| brazowo- | kremowo- utwory .
Badania . o . . do elipso-
whasne zaglgbione w( okraglte |wate ujécia| oliwkowa | fososiowa | strzgpkowe | 120-260 idalnveh 5,3x2,1
. podtoze globose | usually brown- cream- glabrous, pm 4 pm
Own studies| . . . . oval to
irregularly with 1-2 | olivaceous | salmon sometimes L
. ellipsoidal
scattered on verrucose with softly
the surface off ostioles mycelial
colony, both outgrowts
on and in the
agar
Wedhug miodowo- gladkic lub
1-3 oliwkowa .
De Gruytera . .. Z utworami
in (2002) brodawko-| do ciemno | rézowo- strzepkowymi elinso-
: jw okragle |wate ujicia| oliwkowej | fososiowa |52 P<OWYMI 160230 [ P 5,6x2,5
According glabrous or idalne
as above globose 1-3 honey- rosy- i . um L nm
to . with mycelial elipsoidal
verrucose | olivaceous | salmon
De Gruyter ostioles to dark outgrowts
et al (2002) .
olivaceous
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Fot. 3 Piknidia Phoma strasseri (x 160)
Photo 3 Pycnidia of Phoma strasseri (x 160)

Fot. 4 Konidia Phoma strasseri (x 640)
Photo 4 Conodia of Phoma strasseri (x 640)
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DYSKUSJA

Czgste izolowanie kultur P. strasseri z todyg oraz roztogéw roslin migty pieprzo-
wej pochodzacych z gminy Fajstawice i wykazujacych objawy nekrozy a nast¢pnie
zgnilizny wymienionych organdéw sugeruje, ze takie wlasnie symptomy byly nastgp-
stwem zasiedlania tkanek przez wymieniony gatunek grzyba. O stusznosci tej tezy
moga réwniez $wiadczy¢ wyniki badan Hornera (1971), ktéry z roslin wykazuja-
cych takie same objawy chorobowe uzyskat kultury P. strasseri, po czym potwierdzit
patogeniczny charakter grzyba w przeprowadzonych testach infekcyjnych (M elouk
i Horner, 1967;Horner, 1971). Pomimo obserwowania charakterystycznych ob-
jawow chorobowych na roztogach i todygach roslin migty pieprzowej otrzymanych
z Kotkowa nie wyizolowano z nich kultur P. strasseri. Prawdopodobnie podczas trans-
portu tkanki tych organéw zostaty opanowane przez szybko rosnace i znane z uzdolnien
konkurencyjnych gatunki grzyboéw z rodzajow Fusarium, Trichoderma czy B. cinerea,
jak rdwniez przez wtorne saprotrofy m.in. A. alternata M achowicz-Stefaniak
iin.,2002; Zimowska i Machowicz-Stefaniak, 2004 ).

Przebadanie morfologii piknidiéw i konidiow oraz charakteru wzrostu kolonii
badanych izolatoéw grzyba, w zestawieniu z opisem zamieszczonym w monografii
sekeji Phyllostictioides (De Gruyter iin., 2002), upowaznity do uznania gatunku
jako P, strasseri. Wystgpowanie u badanych izolatéw grzyba gtéwnie konidiow 1-ko-
morkowych, za$ rzadziej 2-komorkowych jest zgodne z informacjami innych autorow.
Wiadomo bowiem, ze u przedstawicieli rodzaju Phoma przegrody poprzeczne w ko-
nidiach powstaja wtornie, niezaleznie od procesu konidiogenezy, totez niewielki pro-
cent zarodnikdw moze posiada¢ wtorne przegrody (Boerema i Bollen, 1975).
Wedlug Dorenboscha (1970), pomimo ze wymiary konidiow sa wazna cecha
taksonomiczna, to w przypadku grzybdéw z rodzaju Phoma odgrywaja drugorzedowe
znaczenie diagnostyczne, gdyz sa bardzo podobne do siebie. Dlatego klasyfikacja tych
grzybow powinna by¢ oparta zarowno na cechach morfologicznych jak i charakterze
wzrostu kolonii (Dorenbosch, 1970; Marcinkowska, 1985). Mykolodzy bry-
tyjscy wskazuja rowniez na istotne znaczenie cech fizijologicznych i biochemicznych
w diagnostyce Phoma spp. (M onte iin., 1990). Wiadomo, ze grzyby te moga wytwa-
rza¢ barwniki antrachinonowe lub rézne metabolity, ktére w reakcji z IN wodorotlen-
kiem sodu w zaleznos$ci od pozywki moga ja utlenia¢ do koloru niebiesko-zielonego
lub czerwono-purpurowego. Phoma exigua var. exigua tworzy w kulturach bezbarwny
metabolit ,,E”, ktory zaleznie od pozywki moze ja utlenia¢ do czerwono-purpurowe-
go barwnika o lub zéttego albo czerwonego barwnika f (Boerema i Howeler,
1967). W przypadku badanych izolatow P. strasseri obserwowano zrdznicowana
reakcje z IN NaOH. Wyniki tych obserwacji sa zgodne z informacjami zawartymi
w monografii sekcji Phyllostictioides , ktore mowia, ze niektore izolaty P. strasse-
ri moga reagowac zabarwieniem kultur na kolor zielony a nastgpnie czerwony, za$
w przypadku wigkszo$ci izolatow reakcja jest negatywna (De Gruyter iin., 2002).
Dane z literatury nie daja jednoznacznej odpowiedzi, ktére z metabolitow wchodza
w reakcje z IN NaOH w przypadku P. strasseri. Wiadomo, ze omawiany gatunek
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grzyba produkuje - glukozydaze, enzym wyekstrahowany z konidiéw oraz grzybni
patogena, ktory najprawdopodobniej bierze udziat w procesie patogenezy, powodujac
nekrozg i rozklad tkanek todyg i roztogow M elouk i Horner, 1973).

Przeprowadzone badania pozwolity pozna¢ struktury morfologiczne oraz cechy
P, strasseri, ktore zadecydowaly o zaklasyfikowaniu badanych izolatéw do sekcji Phyl-
lostictioides. Uzyskanie kultur grzyba z zamierajacych rozlogéw oraz todyg migty pie-
przowej nalezy oceni¢ negatywnie ze wzgledu na obnizenie jakoS$ci i ilo$ci surowca
Herba Menthae oraz niebezpieczenstwo rozprzestrzeniania patogenu poprzez porazo-
ne roztogi. Jednak doktadne okreslenie szkodliwosci uzyskanych izolatow P. strasseri
dla ro$lin migty pieprzowej wymaga dalszych badan.
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Streszczenie

Badano wystgpowanie i elementy morfologii izolatow Phoma strasseri, gatunku
nie notowanego dotychczas w Polsce. Kultury grzyba izolowano z todyg i roztogow
2-letnich ro$lin migty pieprzowej wykazujacych objawy nekrozy i rozmigkczenia tka-
nek. Za uznaniem tego grzyba za P. strasseri przemawialy morfologia konidiow, pikni-
diow, charakter wzrostu kolonii oraz cechy biochemiczne przebadanych izolatow.
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