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WPROWADZENIE

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, grzybopodobny patogen nalezacy do klasy
Oomycetes, powoduje jedna z najwazniejszych pod wzgledem ekonomicznym chordb
ziemniaka (Solanum tuberosum L.) — zaraze ziemniaka. W sprzyjajacych warunkach wysokiej
wilgotnos$ci powietrza i temperatury w zakresie 15 — 18 °C zaraza ziemniaka moze w ciggu
tygodnia catkowicie zniszczy¢ rosliny ziemniaka. Globalne straty zwigzane z obnizeniem plonu
I kosztami ochrony chemicznej przeciwko P. infestans wynosza ponad 6 mld dolarow
(Haverkort i in., 2008). Wickszos¢ uprawianych odmian ziemniaka jest podatna na zarazg
ziemniaka. Aby ochrona chemiczna przeciwko zarazie ziemniaka byta skuteczna, wymagane
jest wielokrotne stosowanie fungicydow podczas jednego sezonu wegetacyjnego,
co podwyzsza koszty upraw i ma negatywny wplyw na $rodowisko (Cooke i in., 2011;
Sutowicz i Piotrowska-Seget, 2016).

Za miejsce pochodzenia P. infestans uwazana jest dolina Toluca w Meksyku, gdzie
odkryto najwigksze na $wiecie zroznicowanie tego patogenu (Goss i in., 2014). Phytophthora
infestans jest organizmem heterotallicznym, z dwoma typami kojarzeniowymi nazwanymi
Al i A2 (Gallegly i Galindo, 1958). Patogen ten moze rozmnazaé si¢ zarOwno wegetatywnie
jak 1 plciowo. W wyniku rozmnazania wegetatywnego powstaja miliony zarodnikow
przenoszonych przez wiatr na duze odleglosci. W konsekwencji rozmnazania ptciowego
powstaja oospory, ktore moga przetrwaé¢ w glebie przez wiele lat i by¢ zrédlem inokulum
(Fry i in., 2013). Efektem rozmnazania ptciowego w populacji jest wzrost zroéznicowania
genetycznego. Zrekombinowane szczepy P. infestans moga szybciej przystosowac
si¢ do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiska, odpornych odmian ziemniaka i stosowanych
srodkow ochrony roslin.

Pierwsze epidemie zarazy ziemniaka w Europie w 1845 roku powodowane byly przez
szczepy o typie kojarzeniowym Al. W Irlandii ogromne straty spowodowane przez zarazg
ziemniaka i nawr6t choroby w kolejnych latach doprowadzity do ,,Wielkiego Glodu”, w wyniku
ktérego zmarto ponad milion ludzi, a okoto dwa miliony emigrowato (Ristaino, 2002). 1zolaty
typu kojarzeniowego A2 w Europie wykryto w 1982 roku w Szwajcarii (Hohl i Iselin, 1984),
natomiast w Polsce jego obecno$¢ zostata stwierdzona wsrdd izolatow zebranych w 1988 roku
przez Sujkowskiego i in. (1994). Z Europy wraz z sadzeniakami typ kojarzeniowy
A2 rozprzestrzenit si¢ do Ameryki Potudniowej, Azji i Afryki (Fry iin., 1993). W konsekwencji
pojawienia si¢ szczepdw typu kojarzeniowego A2 nastgpity zmiany w strukturze populacji

P. infestans w wielu regionach na §wiecie. Populacje P. infestans w takich krajach jak Wielka



Brytania, Szwajcaria (Flier i in., 2007), Francja (Montarry i in., 2010), Holandia (Li i in., 2012),
Indie (Chowdappa i in., 2015), Chiny (Wu i in., 2012) sg klonalne z kilkoma dominujgcymi
genotypami. Genetycznie zrdéznicowane populacje P. infestans i prawdopodobnie
wystgpowanie rozmnazania piciowego, odnotowane zostalo w Danii, Norwegii, Szwecji,
Finlandii (Brurberg i in., 2011; Sjéholm i in., 2013), Estonii (Runno-Paurson i in., 2016),
na Lotwie (Aav i in., 2015) i w Rosji (Statsyuk i in., 2014). Strukture¢ populacji P. infestans
ksztaltuje wiele r6znych czynnikoéw, np. warunki klimatyczne, zréznicowanie geograficzne,
typ kojarzeniowy izolatow, rozmnazanie plciowe, migracje patogenu zwigzane
np. z przemieszczaniem sadzeniakow, dominujacy system uprawy, intensywnos¢ ochrony
chemicznej i cechy agronomiczne uprawianych odmian ziemniaka. Aby monitorowa¢ zmiany
zachodzace w populacjach P. infestans, w tym pojawianie si¢ nowych genotypow, rdznice
w frekwencji wystgpowania genotypow, poszczegolne izolaty sa charakteryzowane w oparciu
0 wybrane cechy fenotypowe i genetyczne. Badania populacyjne P. infestans i innych
patogendéw roslin maja na celu poznanie lokalnych populacji, aby dostosowa¢ do nich
adekwatne $rodki ochrony np. przeciwko zarazie ziemniaka i prowadzenie ukierunkowanej

hodowli odporno$ciowej.

CEL BADAN

Celem badan bylo poznanie zr6znicowania fenotypowego i genetycznego izolatow
P. infestans oraz wptywu czynnikéw ksztattujacych struktur¢ populacji tego patogenu
w wybranych regionach Polski.

Cele szczegolowe:

1. Analiza zréznicowania fenotypowego i genetycznego izolatow P. infestans z trzech
regiondw Polski réznigcych sie dominujgcym systemem uprawy ziemniaka w latach
2010 — 2012.

2. Weryfikacja skuteczno$ci markerow PCR shuzacych do identyfikacji typu
kojarzeniowego P. infestans w porownaniu do metody krzyzowania na szalkach
Petriego.

3. Analiza zroznicowania fenotypowego i genetycznego izolatow P. infestans z jednego
pola eksperymentalnego w Boguchwale w dlugim okresie czasu (lata 2000 — 2014)
w konteks$cie danych pogodowych.



Hipotezy naukowe:
1. System uprawy ziemniaka oraz intensyfikacja ochrony chemicznej wpltywaja
na strukture populacji P. infestans w Polsce.
2. Markery PCR mogg stuzy¢ do identyfikacji typu kojarzeniowego P. infestans.
3. Warunki pogodowe, takie jak mrozne zimy czy upalne lata, powoduja wzrost
réznorodnos$ci genetycznej W populacji P. infestans, przy jednoczesnym ograniczeniu

udziatu linii klonalnych.

WYNIKI BADAN

W prezentowanych pracach przeprowadzona zostata fenotypowa i genetyczna analiza
laboratoryjna 554 izolatow P. infestans z kolekcji IHAR-PIB O/ Miochow zbieranych
z pojedynczej plamy chorobowej na listku ziemniaka. Oceniono typ kojarzeniowy, haplotyp
mitochondrialny, odporno$¢ na metalaksyl, wirulencj¢ i polimorfizm 14 markeréw SSR
(Simple Sequence Repeats).

W publikacji Brylifiskiej i1 in. (2016) oceniono wplyw dominujgcego systemu uprawy
ziemniaka na strukture populacji P. infestans. Materiatem badawczym bylo 365 izolatow
P. infestans zbieranych z trzech regionow Polski, ktore okreslono nazwami Boguchwata,
Mtochéw i Siedlce, w latach 2010 - 2012. Boguchwata (podkarpackie) to region obejmujacy
11 lokalizacji w odlegtosci do 42 km od siebie nawzajem, w ktorym przewazaly ogrodki
przydomowe, mate i eksperymentalne pola, gdzie $rodki ochrony ro$lin nie sg stosowane,
za$ plony sa wykorzystywane na potrzeby wtasne. W regionie Mtochéw (mazowieckie)
w wybranych 13 lokalizacjach w odlegtosci do 35 km od siebie, dominowaty intensywnie
chronione 1 nawozone duze pola, a ziemniaki uprawiane s3 na potrzeby przemystu
przetworczego i do supermarketow. Siedlce (mazowieckie) to obszar, w ktorym zbior pochodzit
z 15 lokalizacji w odleglosci 52 km pomigdzy polami, z ktérych byly zbierane probki.
W regionie tym uprawiane sag odmiany wczesne i skrobiowe, a liczba stosowanych zabiegow
ochronnych jest umiarkowana.

W oparciu o wyniki uzyskane w analizie polimorfizmu 14 markeréw SSR
zidentyfikowano 299 unikatowych genotypow wsroéd 365 badanych izolatow P. infestans,
z ktorych 263 genotypy byly reprezentowane tylko przez jeden izolat. Zrdznicowanie
genetyczne pomigdzy regionami w poszczegoélnych latach badan okreslono w oparciu
o wspotczynnik Fst. Warto$¢ wspotczynnika Fsr, ktora wyniosta 0,172, wskazywata na wysoki
poziom zréznicowania pomi¢dzy populacja P. infestans z regionu Mlochoéw z 2012 roku (linie

klonalne), a populacjg z Boguchwaty z 2012 roku (r6znorodne izolaty). Identyczne wyniki
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uzyskano dla podobienstwa genetycznego Nei’a, ktére bylo najnizsze (0,598) pomigdzy
populacjami z regiondw Mlochéw i Boguchwata w 2012 roku. W poszczegolnych latach badan
zaobserwowano wzrost wystepowania izolatow odpornych i Srednio wrazliwych na metalaksyl
oraz szerzenie si¢ linii klonalnych w regioniec Mtochow, w ktorym produkcja jest nastawiona
na jakosc¢ 1 wysoko$¢ plonu ziemniaka, w pordwnaniu do pozostatych regionow (Rys. 1). Proby
izolatow P. infestans zebrane w trzech regionach rdoznity si¢ istotnie migdzy sobg w tescie
Kruskala-Wallisa pod wzgledem typu kojarzeniowego, haplotypu mitochondrialnego,

odporno$ci na metalaksyl i wirulencji.
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Rys. 1. Odporno$¢ na metalaksyl 360 izolatow P. infestans z trzech regionow Polski (A), trzech
lat zbioru (B) oraz kazdego regionu i roku (C, D, E). Kolumny z tymi samymi literami (a, b)
nie r6znig si¢ istotnie wedtug testu Kruskala-Wallisa

Przy uzyciu oprogramowania STRUCTURE izolaty P. infestans zostaty podzielone
na cztery Kklastery (Rys. 2). Trzydziesci izolatow moglo zosta¢ zaklasyfikowane do dwoch
lub trzech klasteréw z prawdopodobienistwem od 0,40 do 0,60. Wigkszos$¢ z nich pochodzita
z regionu Siedlce, gdzie proporcja izolatow 0 typach kojarzeniowych Al i A2 nie rdznita
sie istotnie od 1:1 (x* = 0,91; p = 0,34).



Przeprowadzone badania umozliwily okreslenie zmian w populacji P. infestans

w Polsce, ktore zachodza w agroekosystemach, m.in. w wyniku intensywnej ochrony

chemicznej i nawozenia.
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Rys. 2. Analiza struktury populacji P. infestans z trzech regionow Polski z lat 2010 — 2012
na podstawie 14 markeréw SSR wykonana za pomocg programu STRUCTURE v.2.3.4

Drugim celem pracy doktorskiej

byta weryfikacja przydatnosci markerow

PCR (W16, S1, PHYB) do identyfikacji typu kojarzeniowego, w poréwnaniu do klasycznej

metody krzyzowania z izolatami kontrolnymi na szalkach Petriego. W badaniach wykorzystano
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Uzyskane wyniki ws$rod 146 polskich izolatow oraz w grupie badanych
25 zagranicznych izolatow P. infestans wykazuja zgodno$¢ obu metod w 96% dla markera
S1, w 95% dla markera W16, a w 86% dla markera PHYB. Ponadto w grupie badanych
25 zagranicznych izolatow P. infestans zaobserwowano blednie zaklasyfikowane przez marker
W16, jako A2, izolaty o genotypie US-1 i typie kojarzeniowym Al (Rys. 3). Wykonano
sekwencjonowanie produktéw PCR markera W16 dla 12 izolatow P. infestans i jednego izolatu
P. andina. Analiza sekwencji potwierdzita specyficzno$¢ markera W16, otrzymane produkty
pochodzity =z regionu sprz¢zonego z docelowym locus, a btedne wyniki byty
najprawdopodobniej skutkiem rekombinacji (utraty sprzezenia) pomigdzy markerem a locus
typu kojarzeniowego. Marker W16 btednie identyfikuje typ kojarzeniowy izolatdéw o genotypie
US-1 (Al), dlatego nie powinien by¢ stosowany w populacjach, gdzie odnotowywane jest
wystepowanie tego genotypu.

W publikacji Janiszewskiej i in. (2020) wybranym materiatem badawczym byto
237 izolatow P. infestans zebranych z jednego niechronionego pola eksperymentalnego
w Boguchwale w wojewodztwie podkarpackim w latach 2000 - 2014. Charakterystyka tych
izolatow pozwolita okresli¢ strukture populacji P. infestans w dtugim okresie czasu. Analiza
izolatéw zbieranych w tej samej lokalizacji w 15 kolejnych latach, potaczona z analiza danych
pogodowych, pozwolita na ocen¢ wpltywu warunkow pogodowych na struktur¢ populacji
patogenu. Jest to szczegélnie wazne przy prognozowaniu adaptacji P. infestans
do zmieniajacego si¢ klimatu.

Wsrod 237 badanych izolatow P. infestans zidentyfikowano 89 roéznych genotypow
SSR. Osiemdziesiagt siedem izolatow P. infestans nalezalo do genotypu 34 Al, ktory
byt najliczniej wystepujacym ws$rdd wszystkich badanych izolatow 1 wykrywany
byt we wszystkich latach badan z wyjatkiem roku 2012 (Rys. 4). Genotyp ten byt wykryty

po raz pierwszy w 2004 roku w Stowenii (EuroBlight network, www.euroblight.net).

W naszym materiale badawczym pierwszy izolat tego genotypu pochodzi z roku 2002.
W publikacji wykazano zréznicowanie pod wzgledem wirulencji i odpornosci na metalaksyl
pomigdzy izolatami nalezacymi do genotypu 34 Al. Zidentyfikowano znany, agresywny,
odporny na metalaksyl genotyp P. infestans 13_A2, ktéry w trzech latach byt reprezentowany
tacznie przez 14 izolatow (Rys. 4).

Przeprowadzona analiza molekularna wykazata, ze izolaty zebrane w poszczegdlnych
latach nie réznily si¢ pomiedzy sobg. Wskaznik réznorodnosci Shannon’a byl najwyzszy
w 2014 roku (0,93) a najnizszy w latach 2007 1 2008 (0,53 1 0,68, odpowiednio). Podobienstwo
genetyczne Nei’a bylo najwyzsze pomiedzy latami 2008 1 2011 (0,97) a najnizsze pomiedzy
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latami 2007 (wszystkie izolaty genotypu 34 Al) i 2012 (brak izolatow genotypu 34 Al)
i wyniosto 0,72. Analiza programem STRUCTURE podzielita badang grupe izolatow
P. infestans na trzy klastery, z ktorych 43 izolaty nalezaly do wiecej niz jednego klastera.
Warunki pogodowe takie jak mrozne zimy np. z najnizszg srednig temperaturg (-3,7 °C),
najnizsza minimalng temperaturg (-24,6 °C) i najwiekszg liczba dni ponizej 0 °C (67 dni)
odnotowana na przelomie lat 2006/2007 nie wplywaja na zmiang¢ struktury populacji
P. infestans, na co wskazuje wystepowanie izolatow tego samego genotypu (34 Al)

w poszczegdlnych latach badan.
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Rys. 4. Dystrybucja genotypéw P. infestans wsrod izolatow zebranych w latach 2000 — 2014
w Boguchwale. Szary kolor wskazuje na rozne genotypy wykryte w pojedynczych izolatach.
Roéznymi kolorami zaznaczono genotypy wykryte wiecej niz raz w probie populacyjnej.
Etykiety numeryczne na kolumnie pokazuja nazwe genotypu i liczbe izolatow o danym
genotypie

WNIOSKI

1. Wykazano wysokie genetyczne zréznicowanie izolatow P. infestans z trzech regionow
Polski, zidentyfikowano 299 unikatowych genotypow wsrod 365 badanych izolatow
z lat 2010 — 2012. Proporcja obu typow kojarzeniowych w regionie Siedlce nie roznita
si¢ istotnie od 1:1 (> = 091; p = 0,34), co moze wskazywaé na wysokie

prawdopodobienstwo rozmnazania ptciowego populacji P. infestans na tym terenie.



Stwierdzono zrdéznicowanie populacji P. infestans w regionach roznigcych
si¢ dominujgcym systemem uprawy ziemniaka. W regionie Mtochow stwierdzono istotny
wzrost liczby izolatow odpornych i $rednio odpornych na metalaksyl oraz wzrost liczby
izolatow linii klonalnych. Wskazuje na to rdwniez wskaznik r6znorodnosci Shannon’a,
ktoérego najnizsza warto$¢ 1,072 byla odnotowana w regonie Mtochow w poroéwnaniu
do regionow Siedlce (1,208) i Boguchwata (1,193).

Zweryfikowano wyniki oceny typu kojarzeniowego z uzyciem trzech markerow
PCR w porownaniu z metodg krzyzowania izolatow na szalkach Petriego w grupach
izolatow P. infestans: 146 polskich i 25 z réznych krajow. Uzyskano zgodne wyniki
w 96% izolatow dla markera S1, 95% izolatow dla markera W16 1 86% izolatow
dla markera PHYB.

Izolaty P. infestans genotypu US-1 i typu kojarzeniowego A1 posiadajg sekwencj¢ markera
W16 charakterystyczng dla izolatow typu kojarzeniowego A2, co sprawia, ze marker
ten jest nieprzydatny do oceny w populacjach, gdzie wystgpuje genotyp US-1.
Charakterystyka izolatow P. infestans pochodzacych z jednej lokalizacji w Polsce
w diugim okresie czasu (2000 — 2014) w kontekscie warunkow pogodowych pokazata,
Ze po mimo wystepowania mroznych zim z najnizsza temperaturg -24 °C linie klonalne
patogenu sg w stanie przetrwa¢ z roku na rok. Oospory nie sg jedynym sposobem
na przezimowanie P. infestans, zimujg roéwniez sporangia i/lub grzybnia, cho¢ nie mozna
wykluczy¢ przezimowania linii klonalnych w sadzeniakach lub samosiewach na innych
polach w danym regionie.

Okresdlenie przynaleznosci izolatow P. infestans do genotypu i ustalenie,
czy zroznicowanie alleli wynika z rekombinacji czy raczej powstaje w wyniku mutacji jest
trudne w populacjach tego patogenu, w ktorych zachodzi rozmnazanie plciowe,
w przeciwienstwie do populacji gdzie obserwujemy dominacj¢ linii klonalne;.

Wsrod 237 izolatow P. infestans z Boguchwaty z lat 2000 — 2014 zidentyfikowano
87 1izolatow nalezacych do genotypu 34 Al, ktory byt réwniez odnotowywany
w populacjach tego patogenu w innych krajach Europy jak np. Stowenia. Ws$rod izolatow
tego genotypu odnotowano zrdéznicowane reakcje na metalaksyl, réznice w wirulencji

oraz zroéznicowanie alleli SSR.
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