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Izvlecek

Ocenjevanje odpornosti sort in ostalega genetskega materiala na polju je mo¢no
odvisno od vremenskih pogojev, zaCetnega bolezenskega potenciala in razlicnega
dozorevanja sort, kar velikokrat prispeva k dolgotrajnim postopkom pridobivanja
realnih ocen in razli¢nim vrednotenjem rezultatov. Iz omenjenega raziskovalci
stalno razvijajo nove postopke vrednotenja, ki ponujajo hitrejSe vrednotenje
odpornosti v ¢im bolj uniformnih pogojih. Rezultati testiranj so klju¢nega pomena
za izvajanje sortne politike posameznih regij ter Zlahtniteljske programe, ki preko
selekcij vzgajajo nove odporne sorte in hibride soncnic. V prispevku
predstavljajmo vpeljavo in preizkuSanje dveh metod umetnega okuzevanja soncnic
z glivo Alternariaster helianthi v kontroliranih pogojih rastne komore z namenom
razvoja rutinskega postopka vrednotenja odpornosti.

Kljuéne besede: son¢nica, Helianthus annus L., Alternariaster helianthi,
Zlahtnjenje rastlin

COMPARISON OF TWO TESTING ASSAYS TO EVALUATE
SUNFLOWER RESISTANCE AGAINST ALTERNARIASTER
HELIANTHI

Abstract

The evaluation of how well varieties and other genetic material resist disease under
field conditions is influenced by seasonal and environment conditions, variations in
disease potential and differences in maturity between genotypes. Such assessments
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demand longer procedures to obtain accurate evaluations of disease resistance;
therefore researchers continue to develop new testing methods which offer faster
and more reliable testing in uniform conditions. Disease resistance data presents
important information for development of variety policy in a particular region and
for breeding programs which select to breed new, resistant plant material. The
manuscript presents implementation and comparison of two methods of artificially
inoculating sunflowers by Alternariaster helianthi in the controlled conditions of a
growing chamber.

Key words: sunflower, Helianthus annus L., Alternariaster helianthi, plant
breeding

1 uvoD

Gliva Alternariaster helianthi (Hansford) E. G. Simmons (sin. Helminthosporium
helianthi Hansford; Alternaria helianthi (Hansf.) Tubaki & Nishihara) je
povzrociteljica temne pegavosti soncnic, ki spada med najbolj nevarne bolezni te
pomembne kmetijske rastline. Bolezen najprej prepoznamo po temnih nekroti¢nih
pegah na listih, ki z napredovanjem povzroci propad listja, kar mo¢no vpliva na
zmanjSanje asimilacijske povrSine in s tem na prezgodnje dozorevanje soncnic.
Okuzbe na steblu in zadnji strani koSkov se izrazijo v obliki elipsastih in rahlo
vdrtih temnih peg, ki lahko tudi razpokajo. Obcutljivost tkiva se veca s starostjo,
kar pomeni, da so starejsi listi mnogo bolj okuzeni kot mladi Se razvijajoci listi
(Allen in sod., 1983). Najvecje izgube pridelka (do 80 %) belezimo pri izbruhih v
fazi cvetenja, ko rastline pri¢nejo z intenzivno mobilizacijo hranil v smeri razvoja
semena (Carson, 1985). Razvoj bolezni je mo¢no odvisen od vremenskih pogojev.
Tako najvecje izbruhe in Skode belezimo v tropskih in subtropskih regijah, kjer
dolgotrajna obdobja pogostih padavin in hkratne visoke temperature omogocajo
hiter bolezenski razvoj in posledi¢no veliko Skodo. Poleg son¢nic lahko gliva A.
helianthi okuzuje tudi ostale rastline iz rodu Helianthus in nekaj rastlin iz sorodnih
rodov kot je Rudbeckia. Gliva se ohranja in §iri predvsem z okuZzenim semenom in
ostanki okuzenih rastlin, zato preprecevanje temelji predvsem na Sirokem
kolobarju, razkuZevanju semena in odpornih sortah. Skropljenje s fungicidi je z
navadnimi traktorskimi Skropilnicami mozno samo v zgodnjem obdobju rasti, za
kasnejSo uporabo pa so primerne posebej prilagojene Skropilnice, v nekateri
dezelah pa uporabljajo tudi letala. Iz omenjenega sodobna pridelava soncnic
ve¢inoma temelji na odpornih sortah in hibridih, ki bistveno prispevajo k
zmanj$anju razvoja bolezni. Setev odpornih sort tako predstavlja najcenejsi nacin
preprecevanja bolezni in je hkrati najmanj obremenjujoca za okolje, zato je vzgoja
novih odpornih sort in hibridov bistvenega pomena za razvoj rastlinske produkcije.
Ocenjevanje odpornosti sort in ostalega genetskega materiala na polju je mo¢no
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odvisno od vremenskih pogojev, zacetnega bolezenskega potenciala in razlicnega
dozorevanja sort, kar velikokrat prispeva k dolgotrajnim postopkom pridobivanja
realnih ocen in razliénim vrednotenjem rezultatov. Zato raziskovalci stalno
razvijajo nove postopke vrednotenja, ki ponujajo hitrejse vrednotenje odpornosti v
¢im bolj uniformnih pogojih. Rezultati testiranj so kljuénega pomena za izvajanje
sortne politike posameznih regij ter zlahtniteljske programe, ki preko selekcij
vzgajajo nove odporne sorte in hibride soncnic. V prispevku predstavljajmo
vpeljavo in preizkusanje dveh metod umetnega okuzevanja son¢nic z glivo A.
helianthi v kontroliranih pogojih rastne komore z namenom razvoja rutinskega
postopka vrednotenja odpornosti.

2 MATERIAL IN METODE
2.1 Izolacija glive in morfoloska identifikacija

Izolacijo glive A. helianthi smo izvrsili iz prizadetega tkiva listov sonénice, ki smo
jih vzoréili na rastlinah sorte Kongo na poskusnem polju IHPS v Zalcu v letu 2010.
OkuZene liste smo predhodno mikroskopsko pregledali in determinirali prisotnost
A. helianthi na osnovi morfoloskih znacilnosti (Simmons, 2007). V sterilnih
pogojih smo izvedli povrsinsko sterilizacijo z namakanjem tkiva (1 min) v 2 %
raztopini natrijevega hipoklorida (NaOCl). Koscke tkiva smo nato polozili v
petrijevke s krompirjevem dekstroznim agarjem (PDA-potato dextrose agar; pH
5.2; 50 mg streptomicin sulfat/l) in inkubirali pri sobni temperaturi v temi. Po 5
dneh smo izolirane kulture mikroskopsko pregledali in izolate A. helianthi precepili
na sveze PDA in ¢eSpljevo laktozno gojis¢e (PLYA) (Talboys, 1960). Izolate smo
do uporabe hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C.

2.2 Umetno okuZevanje

Vse poskuse smo izvajali v rastni komori (Kambi¢, RK-13300), pri ¢emer smo
rastline izpostavili 80 % relativni zra¢ni vlagi in 12-urni fotoperiodi fluorescentne
svetlobe (L 58W/77; Fluora, Osram). Pri tem smo v ¢asu osvetlitve temperaturo
komore naravnali na 20° C, v temni fazi pa na temperaturo 15° C. Poskuse smo
izvajali na sortah Dusko, Baca, Srijemac, Kongo, Rimi PR, Irigi (Institut za
ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad, Srbija) in NK Ferti Oleic (Syngenta). Kot vir
okuzbe smo izbrali reprezentativni izolat A. helianthi (No. IHPS 2010), ki smo ga
z namenom indukcije sporulacije 2-3 tedne gojili na PLYA gojis¢u v temi pri sobni
temperaturi.
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Metoda 1

Testiranje temelji na foliarnem okuzevanju z znano koncentracijo inokula in
predstavlja uveljavljeno standardno metodo testiranja, ki so jo razvili Kong s sod.,
1995. V nasem poskusu smo inokulum pripravili s spiranjem kultur A. helianthi z
sterilno destilirano vodo. Infekcijski potencial inokula smo s Thoma Stevno
komoro umerili na koncentracijo 2x10° konidijev/ml. Za testiranje odpornosti
posamezne sorte smo vkljucili 10 rastlin, ki smo jih okuzili v fazi prvih dveh
pravih listov. Rastline smo foliarno inokulirali z rocno razprsilko in takoj pokrili s
prozorno PVC vrecko z namenom ohranjanja visoke zracne vlage in omocenosti
listov. Pojav bolezni smo ocenjevali v intervalih 3, 7 in 10 dni po inokulaciji, kot
delez prizadete povrSine kli¢nih in prvih dveh pravih listov z vizualnim klju¢em
(slika 1), ki ga je izdelal Allen s sod. (1983). Prisotnost glive A. helianthi na
prizadetem tkivu smo potrdili s svetlobnim mikroskopom in reizolacijo izolata.

0.1% A%

20%

Slika 1: Vizualni klju¢ za oceno deleza okuzb soncénic z glivo
Alternariaster helianthi na listih (Allen s sod, 1983)
Figure 1: Pictorial assessment key for Alternariaster helianthi infections on

sunflower leaves (Allen et al., 1983)

Metoda 2

Okuzba rastlin temelji na setvi rastlin v okuzen substrat. Metoda ni standardna in se
vecinoma uporablja pri epidemioloskih Studijah patogenih organizmov. V primeru
epidemioloskih studij A. helianthi so to metodo razvili in uporabili Jeffery in sod.
(1984). V nasem poskusu smo inokulum pripravili z namakanjem narezanih delov
soncnic (< 5cm) v 2 % raztopini glukoze in 0,1 % raztopini kalijevega nitrata preko
noc¢i. Namocen substrat smo nato parno sterilizirali (1h; 120°C; 1,5Bar) in okuzili z
dodajanjem celih kultur A. helianthi skupaj z PLYA agarjem (5 kultur/500g
substrata). Sledila je 2-3 tedenska inkubacija v temi pri sobni temperaturi ob
tedenskem ro¢nem meSanju substrata. Po inkubaciji smo inokulum zmesali s
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sterilnim rastnim substratom v razmerju 50:50 in vanj posejali 60 semen za
posamezno sorto. Kontrolne rastline smo posejali v neokuzeno mesanico ostankov
sonénic in substrata v enakem razmerju in Stevilu semen. Rastline smo po vzniku
enako kot pri metodi foliarnega okuZevanja gojili pod PVC vreckami. Pojav
bolezni smo ocenjevali 7 in 14 dni po vzniku kot Stevilo rastlin s prisotnimi
bolezenskimi znamenji in Stevilo propadlih rastlin zaradi napredovanja okuzbe.
Ocenili smo tudi vznik v okuzenem in neokuzenem substratu.

3 REZULTATI Z DISKUSIJO

V Sloveniji se Stevilo povrSin posajenih s son¢nicami v zadnjih letih povecuje,
predvsem zaradi zahtev upoStevanja kolobarja v skladu z integrirano pridelavo
poljs¢in. Proizvodnja je veCinoma usmerjena v pridelavo semena ali za zeleni
podor, ponekod pa tudi kot surovina za bioplinarne in izdelavo biodizla. Izbira sort,
ki so dostopne kmetom, je precej omejena, mnogi pa za setev uporabljajo seme, ki
je namenjeno za prehrano ptic ali pa uporabljajo domace seme. Skladno z
vecCanjem povr§in opazamo na obmocju Savinske doline tudi vedjo frekvenco
okuzb sonénic z glivo A. helianthi. Med glavnimi razloge za posamezne veéje
izbruhe smo identificirali uporabo nerazkuzenega domacega semena, setev na isto
povrsino in vremenske pogoje, ki lahko moc¢no vplivajo na razvoj bolezni. Ozek
sortni izbor in pomanjkanje podatkov o odpornosti prav tako prispevajo svoj delez
k nastanku izbruhov, zato smo v okviru poskusov priceli z razvojem hitrih in
zanesljivih metod testiranja odpornosti, s katerimi lahko vrednotimo odpornost
obstojecih in novih sort z izolati A. helianthi, ki predstavljajo populacijo slovenskih
pridelovalnih obmocij.

3.1 Morfoloska identifikacija

Reprezentativne izolate A. helianthi smo identificirali na osnovi osnovnih
PLYA (slika 2). Kulture izolatov so razvile temno rjave septirane in razvejane hife
na katerin smo odkrili razvejane kondiofore velikosti od 50 -150 pm. Najbolj
prepoznaven kljué predstavljajo svetlo rjavi konidiji elipsate oblike s 5 -10 septami
in zaobljenimi konci, velikosti 25 — 100 pm x 10-30 pm. Primerjava rasti in
razvoja kultur na PDA in PLYA je pokazala vi§ji nivo sporulacije A. helianthi na
PLYA gojis€u, zato smo to gojiSce uporabili pri pripravi inokula za namene
umetnih okuzb.
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Slika 2: Alternariaster helianthi: konidiji in konidiofori, ¢rta = 50pum
(Simmons, 2007)
Figure 2: Alternariaster helianthi: conidia and conidiophores, bar = 50pum

(Simmons, 2007)

3.2 Metoda 1

Pri vpeljavi in preizkuSanju foliarnega okuzevanja smo potrdili pomembnost
zagotavljanja vsaj 48 urnega obdobja 100 % vlage po nanosu inokula, ki smo ga
zagotovili z rednim prSenjem s sterilno destilirano vodo in prekrivanjem
inokuliranih rastlin s PVC vreckami. Prva bolezenska znamenja smo opazili 2 dni
po okuzbi, kar potrjuje prvotne ugotovitve o kratki inkubacijski dobi (Allen in sod.,
1983). Pri ocenjevanju smo se osredotoCili na pojav bolezenskih znamenj na
kli¢énih in prvem paru pravih listov ter stebel. Dinamiko napredovanja bolezni smo
spremljali 3, 7 in 10 dni po inokulaciji. Najnizjo stopnjo okuzb kli¢nih listov smo
zabelezili pri sorti Baca in Ferti Oleic, medtem ko so bili pri sorti Irigi in Rimi PR
kli¢ni listi mo¢no kolonizirani. OkuZbe pravih listov so se najmanj razvile na sorti
Baca, Srijemac, Fert Oleic in Dusko, ponovno najvi§je deleZze okuZzb pa smo
zaznali na sortah Irigi in Rimi. Podobne rezultate belezimo tudi pri ocenjevanju
stebelnih lezij, kjer smo najobseznejsi razvoj bolezni ugotovili pri sortah Kongo,
Irigi in Rimi PR. Rezultati foliarnega okuZevanja (preglednica 1) tako kaZejo na
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vecjo obcutljivost sort Kongo, Irigi in Rimi PR. Razlik v inkubacijski dobi med
sortami nismo zaznali.

Preglednica 1: Povpre¢ne vrednosti delezev obolelosti tkiva razlicnih genotipov
son¢nic z glivo Alternariaster helianthi pri metodi foliarne
aplikacije inokula v letu 2011

Table 1: Average proportion values of affected tissue of sunflower
genotypes by Alternariaster helianthi by using foliar inoculum
application in 2011

Sorta/hibrid | 1.ocena (3 DPI)” | 2.ocena (7 DPI)" | 3.ocena (10 DPI)’

KL L S KL L S KL L S

Baca 15,7° 16,4° 1,2° | 37,7% 36,3 35 | 66,8 515° 125°
Srijemac 17,7° 16,0° 15°|59,8° 338 35 |870° 533" 7,0°
Ferti Oleic 20,9° 12,64 15° | 41,3 305 2,9 | 66,00 543" 75

Dusko 15,9° 125° 1,0* | 438" 31,8 42* | 838 593 45
Kongo 99* 134" 57°|370° 343 154°| 783" 675 27,0°
Irgi 18,5° 23,0° 5,1° | 54,8° 435" 92* | 988" 80,3° 235°
Rimi PR 224° 263" 70° 658 54,0° 235|935 823 330

"DPI - dnevi po inokulaciji; KL - kli¢ni listi; L - prvi par pravih listov; S - steblo

" povpreéne vrednosti obolelosti z enako ¢rko pri posameznem obravnavanju se
med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo (Duncanov test mnogoterih primerjav,
a=5%)

3.3 Metoda 2

Setev rastlin v okuZen substrat ni vplivala na vznik in zgodnje propadanje rastlin,
saj nismo ugotovili razlik med setvijo v okuzen in neokuzen substrat. Prva
bolezenska znamenja smo opazili 4-5 dni po vzniku na kliénih listih vseh sort. Pri
sortah Irigi, Srijemac in Rimi PR smo pri prvem ocenjevanju zaznali tudi okuZzbe in
lezije na steblu, ki so povzrocile propad rastlin. Nadaljnja 7 dnevna inkubacija je
pokazala najniZje Stevilo obolelih in propadlih rastlin pri sorti Baca in Irigi,
medtem ko je bil delez obolelih in propadlih rastlin pri ostalih sortah primerljiv
(preglednica 2).
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Preglednica 2: Rezultati testiranja razlicnih genotipov soncnic na glivo
Alternariaster helianthi v rastni komori z metodo setve rastlin v
okuZzen substrat v letu 2011.

Table 2: Results of resistance testing of sunflower genotypes against
Alternariaster helianthi in growing chamber by using infected soil
substrate as a source of inoculum 2011.

Sorta Vznik (%) 1 ocena (7 DPV) 2. ocena (14 DPV)"
Neokuzen Okuzen okuzene propadle okuZene propadle
substrat substrat rastline rastline rastline rastline
(%) (%) (%) (%)
Baca 83,3 90,0 7,7 0 22,2 5,5
Irgi 83,3 95,0 115 1,0 31,5 10,5
Srijemac 90,0 91,6 30,5 3,2 50,2 17,4
Kongo 90,0 86,6 15,0 0 53,1 8,0
Dusko 88,3 98,3 27,4 0 54,9 15,2
Rimi PR 91,6 80,0 35,0 2,5 55,0 16,25
Ferti OL. 93,3 96,6 11,3 0 59,0 17,5

"DPV- dnevi po vzniku.

4 SKLEPI

e Pri umetnem okuZevanju son¢nic v pogojih rastne komore ali rastlinjaka z glivo
A. helanthi je klju¢nega pomena zagotovitev visoke relativne vlage (90-100%)
pri temperaturah med 15-20°C. Inkubacijska doba v taks$nih pogojih traja od 24-
48 ur. V primeru foliranega okuZevanja smo tako prva bolezenska znamenja
opazili Ze 2 dni po inokulaciji, medtem ko so rastline v okuzenem substratu
razvile simptome po 4-5 dneh. Razlike v inkubacijski dobi med sortami nismo
zaznali.

¢ Foliarno okuzevanje omogoca homogen nadzor nad infekcijskim potencialom in
enakomerno izpostavljenost vseh rastlin. Okuzevanje preko talnega substrata ne
zagotavlja uniformne foliarne izpostavljenosti rastlinskega tkiva, vendar se bolj
realno pribliza pogojem na polju in je zato primernejSe za proucevanje
prezivetvenih lastnosti A. helanthi ali testiranja odpornosti sonénic na talne
patogene.

e V primeru foliarnega okuzevanja smo med sortami zaznali veCje razlike v
odpornosti kot primeru talnega okuZevanja. Nobena od sort ni izrazila izrazite
odpornosti, identificirali pa smo dve zelo ob¢utljivi sorti Rimi PR in Irigi.

e V primeru talnega okuzevanja lahko homogenost in globina okuzenega
substrata moc¢no vplivata na nastanek infekcij. Jeffery in sod.(1984) so
ugotovili, da se §tevilo okuzb son¢nic poveca, ¢e jih izpostavimo mocnejSemu
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povrsinskemu inokulu. Ce takSen inokulum prekrijemo s tlemi, se Stevilo
infekcij zniza. Primer sorte Irigi demonstrativno nakazuje na ta efekt, saj je
sorta v primeru foliarnega okuzevanja izrazila visoko stopnjo obcutljivosti, v
primeru talnega okuzevanja pa smo zaznali nizko Stevilo okuzenih rastlin.

e Z namenom ponovljivosti je potrebno pogoje testiranja standardizirati in hkrati
vkljuciti referencne sorte, ki predstavljajo interni standard testiranja.

e Zaradi pojava izgube virulence izolatov se pri testiranjih izogibamo starej$im
dolociti virulenco.

e Za testiranje odpornosti son¢nic je primernejSa metoda foliarnega okuzevanja,
pri ¢emer je priporocljivo ocenjevanja nadgraditi Se z ocenami sporulacije
nekroti¢nih peg in merjenjem velikosti peg in lezij. Poskusi kazejo, da so te
ocene v mocni korelaciji z ocenami, ki so jih pridobili v okviru vecletnih
poljskih poskusov (Kong s sod., 1997).
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