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Pythium myriotylum as the causal agent of sweet pepper decay in Poland

Pythium myriotylum jako przyczyna zamierania papryki w Polsce

Leszek B. Orlikowski*, Agnieszka Stepowska, Magdalena Ptaszek

Summary

Mycological analysis was conducted on 23 sweet pepper plants, collected from two farms with pepper crops growing under plastic
tunnels. All analysed plants showed yellowing and wilting of leaves and necrosis of at least 50% of roots. Pythium myriotylum was
isolated mainly from affected roots as well as from substratum. Additionally, other pathogen species, including Botrytis cinerea,
Fusarium avenaceum and F. solani were isolated rarely or sporadically. Inoculation of root and stem parts as well as leaf petioles and
leaf blades by P. myriotylum resulted in their fast colonization. The species colonized also cucumber and tomato plant parts. In
greenhouse-test with plants growing in peat substrate inoculated by P. myriotylum most of them died within 5-week-growth.
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Streszczenie

Przeprowadzono analize mikologiczng 23 roslin papryki z objawami przejasnienia lisci i ich wiedniecia pobranych z dwdch
gospodarstw z uprawg roslin w tunelach foliowych. Wszystkie rosliny wykazywaty symptomy zgnilizny wystepujace na co najmniej 50%
korzeni. Analiza mikologiczna porazonych korzeni wykazata najczestsze wystepowanie w porazonych tkankach Pythium myriotylum.
Gatunek ten stwierdzono réwniez w podtozu. Rzadko lub sporadycznie izolowano Botrytis cinerea, Fusarium avenaceum i F. solani.
Inokulacja korzeni, czesci todyg, ogonkdw lisciowych oraz blaszek lisSciowych papryki przez P. myriotylum powodowata szybka ich
kolonizacje. Omawiany gatunek kolonizowat réwniez organy ogérka i pomidora. W testach szklarniowych, w ciggu 5 tygodni uprawy
papryki w podtozu zakazonym przez P. myriotylum, wiekszos¢ roslin zamarto.

Stowa kluczowe: papryka; wiedniecie; zgnilizna; Pythium myriotylum; kolonizacja
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Wstep / Introduction

Papryka (Capsicum annuum L.) jest jednym z najczes-
ciej uprawianych warzyw pod ostonami. Na efektywnos¢
jej uprawy bardzo duzy wplyw ma zdrowotno$¢ rozsady
oraz podioze. Przy corocznym cyklu produkcji na tym
samym stanowisku dochodzi na og6t do skazenia podloza
przez czynniki chorobotworcze wnoszone czgsto z rozsada
produkowang w zanieczyszczonych mnozarkach. Niewtas-
ciwe przygotowanie gleby do odkazania i brak w pei
skutecznych fumigantéw powoduje, ze pozostale w reszt-
kach roslinnych lub zbryleniach formy przetrwalnikowe
patogendéw, w obecno$ci zywiciela szybko si¢ rozmnazaja
stanowigc zagrozenie dla systemu korzeniowego i podsta-
wy pedu (Morris i Gow 1993). Chellemi i wsp. (2000)
wyizolowali z porazonych korzeni papryki 10 gatunkow
Pythium oraz grup¢ tych organizméw formujacych
zoosporangia, ale nie tworzacych organéw rozmnazania
plciowego. Wsrod nich P. aphanidermatum, P. myrio-
tylum, P. heliocoides i P. splendens mogg powodowac
zahamowanie wzrostu roslin i zgnilizng korzeni. Zdaniem
autorow P. aphanidermatum i P. myriotylum mogg powo-
dowac¢ straty w uprawie papryki dochodzace do 62%.
W badaniach Stirling i wsp. (2004) nad przyczynami
zamierania papryki uprawianej w Australii, sposrdd
200 izolatow uzyskanych z porazonych korzeni i naleza-
cych do 4 rodzajow, tylko P. aphanidermatum i P. myrio-
tylum powodowaty zgnilizng korzeni. Owen-Going i wsp.
(2003), obok P. aphanidermatum, wskazuja takze na
P. dissotocum jako przyczyne zamierania korzeni papryki.
Z kolei Lamour i wsp. (2011) podajg, ze gatunek Phyto-
phthora capsici wykryty po raz pierwszy na papryce chilli
w Meksyku w 1818 roku, jest w Kanadzie patogenem:
papryki stodkiej, pomidora, ogérka, melona, kawona, dyni,
kolczocha jadalnego, fasoli, aksamitki, papai, makadamii
i kakaowca. Gatunek ten wystepuje roOwniez na niektoérych
chwastach. W Kanadzie i Wielkiej Brytanii przyczyna
zgnilizny owocow i todyg papryki okazat si¢ Fusarium
solani (Fletcher 1994; Jarvis i wsp. 1994).

W Polsce objawy wiednigcia i zamierania wystepuja na
papryce uprawianej w tunelach foliowych od wielu lat.
Chorobe stwierdzono réwniez w 2013 roku.

Celem badan bylo opisanic objawdéw chorobowych
wystepujacych na ro$linach, okreslenie sprawcy choroby
oraz jego szkodliwosci.

Materiatly i metody / Materials and methods

Pobieranie préb chorych roslin
i ich analiza mikologiczna

Obiektem badan byla wigdnaca papryka z objawami
zahamowania wzrostu, przejasnieniami i opadaniem czesci
lisci. Objawy widoczne byly w drugiej polowie lata
w cieple i stoneczne dni. W poczatkowym okresie rozwoju
choroby, w czasie pochmurnej pogody rosliny odzyskiwaty
w cze$ci swoj normalny wyglad. Jednakze po uptywie
nastgpnych kilku—kilkunastu dni stopniowo zoikly,
a liscie zwisaly na lodygach i czeSciowo zamieraly. Po
wykopaniu chorych roslin i umyciu systemu korzeniowego
obserwowano zgnilizng wystgpujaca na co najmniej 50%

korzeni gléwnych oraz wigkszosci korzeni wiosnikowych.
Po pociaggnieciu gldéwnych korzeni pozostawal po nich
tylko biatawy walec osiowy. Pierwsze symptomy choroby
pojawialy si¢ na ro$linach, gdy byly juz na nich zawiazki
OWOCOWe i OWocCe.

Do badan pobrano jednorazowo rosliny z 2 obiektow
usytuowanych w wojewodztwach — mazowieckim (16 ros-
lin) i t6dzkim (7 ro$lin). Z kazdego z tuneli foliowych
ros$liny pobierano z réznych miejsc, gdzie wystepowaty
objawy wigdnigcia. Papryki wraz z podlozem wkladano
indywidualnie do workéw foliowych i przewozono do
laboratorium. Po ich opisaniu z kazdej rosliny otrzasano
podloze, ktore nastgpnie uzyto do jego analizy pod katem
wystgpowania patogendéw glebowych. Nastepnie optuki-
wano delikatnie system korzeniowy, ktory pdzniej odci-
nano i suszono migdzy warstwami sterylnej bibuty
filtracyjnej. Z kazdej rosliny pobierano probki porazonych
korzeni o r6znej grubosci (po 5-7 sztuk), odkazano je
przez przeciggnigcie nad plomieniem palnika i okoto
5 mm fragmenty wyktadano na szalki Petriego o $rednicy
90 mm (po 20 sztuk) z pozywka ziemniaczano-glukozowa
(PDA — Potato Dextrose Agar). W ciggu 72 godzin inku-
bacji w temperaturze 25°C wyrastajace fragmenty strzgpek
wokot wylozonych czesci korzeni, przeszczepiano na
skosy z PDA. Po 7 dniach inkubacji przeprowadzono ich
selekcje 1 wybrano kultury reprezentacyjne, ktore nastgpnie
oznaczano do rodzaju i gatunku na podstawie ich cech
morfologicznych. ldentyfikacje potwierdzono sekwencjo-
nujac regiony ITS rDNA z wykorzystaniem starteréw ITS5
i ITS4 (White i wsp. 1990). Uzyskane sekwencje poréw-
nywano z sekwencjami dostepnymi w bazie danych
GenBank.

Analiz¢ mikologiczng podioza spod chorych roslin
przeprowadzono stosujac metod¢ putapkowsa (Orlikowski
i wsp. 2011). Okolo 0,5 dm® podloza wsypywano do kuwet
i zalewano woda destylowana tak, aby jej poziom utrzy-
mywat si¢ okoto 1 cm nad probka. Nastgpnie do kazdej
z kuwet wkladano po 8 lisci r6zanecznika odmiany Nova
Zembla i okrywano szczelnie folig. Po 4 dniach inkubacji
w temperaturze 22-24°C liscie wyjmowano, oplukiwano
pod woda wodociagowa 1 okreslano na nich liczbg
nekrotycznych plam. Po ich odkazeniu, okolo 5 mm
skrawki nekrotycznych plam wyktadano na szalki z po-
zywka PDA. Dalszy sposob postgpowania byt podobny,
jak przy analizie mikologicznej korzeni.

Ocena chorobotworczosci Pythium myriotylum

Oceng chorobotworczosci przeprowadzono gldownie na
organach papryki oraz na ogorkach i pomidorach stosujac
metode opisang przez Orlikowskiego i Szkute (2001).
Czesci korzeni, fodyg, ogonki i blaszki lisciowe wyktadano
do kuwet wylozonych wilgotna, sterylng bibula filtracyjna,
przykryta cienka siatka nylonowa. Na inokulowane organy
nanoszono nastepnie 3 mm krazki pozywki PDA prze-
ro$nigte strzgpkami patogena, pobrane z 7-dniowych kultur
P. myriotylum. Kuwety okrywano szczelnie folig i inku-
bowano w temperaturze 22-24°C na stofach laborato-
ryjnych. Po 3 i 5 dniach mierzono dlugos¢ lub $rednice
nekrozy.

W doswiadczeniu szklarniowym siewki papryki o wy-
sokosci okoto 70 mm sadzono do doniczek o pojemnosci
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0,6 dm® napemionych substratem torfowym zakazonym
przez P. myriotylum zgodnie z metodyka opisang przez
Orlikowskiego (1999) i ustawiono na parapecie w szklarni.
Rosliny kontrolne uprawiano w substracie wolnym od
P. myriotylum. W ciggu 5-tygodniowego okresu wzrostu
w temperaturze 19-26°C obserwowano zdrowotno$¢ roz-
sady.

Doswiadczenia laboratoryjne zalozono w ukladzie cat-
kowicie losowym, a szklarniowe w ukladzie blokow
losowanych, w 4 powtdrzeniach po 5 fragmentow roslin
lub siewek i powtdrzono 2-krotnie w odstepie 2-tygodnio-
wym. Wyniki opracowano statystycznie metodg analizy
wariancji. Istotno$¢ réznic pomigdzy $rednimi (a = 0,05)
oceniono testem Duncana.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Z wytozonych korzeni uzyskano 116 izolatow, sposrod
ktéorych 53 oznaczono jako P. myriotylum Drechsler
(tab. 1). Gatunek ten uzyskano z wigkszosci analizowa-
nych roslin pochodzacych z pierwszego gospodarstwa i ze
wszystkich chorych papryk z drugiego gospodarstwa.
Wsrdéd  pozostatych  izolatow  stwierdzono Alternaria
alternata, Botrytis cinerea, Clonostachys rosea, Fusarium
avenaceum i F. solani oraz przedstawicieli rodzajow
Mucor i Trichoderma (tab. 1). Stosujac putapki z lisci
rozanecznika, we wszystkich analizowanych probach

podloza stwierdzono wystepowanie P. myriotylum.
W zaleznosci od proby podioza liczba nekrotycznych plam
na lis¢ putapkowy wahata si¢ od 5 do 24. Sporadycznie
stwierdzano rowniez F. solani.

Bioragc pod uwage czestotliwos¢ izolacji mikro-
organizméw z porazonych korzeni, do testow nad chorobo-
tworczoscig wybrano F. solani i P. myriotylum. Pierwszy
z gatunkow powodowat bardzo powolny rozwoj nekrozy
na zainokulowanych korzeniach w przeciwienstwie do
drugiego z gatunkéw i stad wylgczono go z dalszych
badan.

Badania chorobotworczosci P. myriotylum w stosunku
do papryki wykazaly kolonizacje przez ten gatunek
wszystkich analizowanych organéw. Objawy widoczne
byty juz po 3 dniach od inokulacji z istotnie najszybszym
rozwojem zgnilizny na blaszkach i ogonkach lisciowych,
a najwolniejszym na korzeniach (tab. 2). Po nastepnych
2 dniach badany gatunek kolonizowat istotnie najszybciej
blaszki (rozwdj okoto 13 mm/dobg), a nastgpnie ogonki
lisciowe. Stwierdzono, ze badany gatunek kolonizowat
korzenie okoto 9 mm/dobg. Najwolniej nekroza rozwijata
si¢ na czeSciach fodyg (tab. 2).

Analizowany gatunek kolonizowal rowniez korzenie,
fodygi i licie ogorka i pomidora (tab. 3). Nekroza rozwi-
jata si¢ wolniej na zainokulowanych korzeniach i todygach
ogorka anizeli pomidora (tab. 3). W przypadku blaszek
lisciowych, wielko$ci nekrotycznych plam na ogorku
i pomidorze byly niemalze takie same (tab. 3).

Tabela 1. Grzyby i organizmy grzybopodobne wyizolowane z korzeni papryki z objawami zgnilizny; liczba ro$lin, z ktorych izolowano

mikroorganizmy (a) i liczba uzyskanych izolatow (b)

Table 1. Fungi and fungal-like organisms isolated from rotted roots of sweet paper; number of plants affected by microorganisms (a)

and number of obtained isolates (b)

) Gospodarstwa — Farms
'é‘;‘:é?g/%%t:cr:gsk 1(16 roslin — plants) 11 (7 roslin — plants)
a b a b
Alternaria alternata Nees 3 7 - -
Botrytis cinerea Pers. 4 11 1 3
Clonostachys rosea (Link) Schroers. Samuels, Seifert & W. Gams 2 3 - -
Fusarium avenaceum (Cda) Sacc. 3 5 2 4
Fusarium solani (Mart.) Sny. et Hans. 4 6 1 3
Mucor spp. 4 6 3 5
Pythium myriotylum Drechsler 14 38 7 15
Trichoderma spp. 3 5 2 5

Tabela 2. Kolonizacja organow papryki przez Pythium myriotylum; dtugo$é/srednica nekrozy [mm]
Table 2. Colonisation of sweet pepper plants parts by Pythium myriotylum; length/diameter of necrosis [mm]

Organy rosliny Dni inkubacji — Incubation days
Plant parts 3 5
Korzenie — Roots 52a 432b
CzesSci todyg — Stem parts 99b 330a
Ogonki lisciowe — Leaf petioles 20,3¢ 46,0 b
Liscie — Leaves 36,8d 63,8 ¢

Srednie w kolumnach, oznaczone t¢ sama litera, nie roznig sig istotnie (5%) wedtug testu Duncana
Means in columns, followed by the same letter, do not differ according to Duncan’s multiple range test
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Tabela 3. Kolonizacja organéw pomidora i ogorka przez Pythium myriotylum po 5 dniach od inokulacji
Table 3. Colonisation of plant parts of cucumber and tomato by Pythium myriotylum 5 days after inoculation

Organy roslin Ogorek Pomidor

Part of plant Cucumber Tomato
Korzenie — Roots 3,8a 10,8 b
Czgsci todyg — Stem parts 24a 57b
LiScie — Leaves 10,4 a 10,1a

Srednie w kolumnach, oznaczone ta sama litera, nie roznia si¢ istotnie (5%) wedtug testu Duncana
Means in columns, followed by the same letter, do not differ according to Duncan’s multiple range test

W doswiadczeniu szklarniowym z produkcja rozsady
papryki w substracie torfowym, zakazonym przez P. my-
riotylum, gatunek ten powodowal stopniowy rozwdj
choroby na roslinach. W podlozu zakazonym rozwdj roslin
byt bardzo silnie hamowany, gdyz nie stwierdzono
przyrostu pedoéw, a ich licie byly jasniejsze. W ciagu
2 tygodni czes¢ blaszek zmienito zabarwienie na zoitozie-
lone, a nastepnie jasnobrgzowe. Pierwsze symptomy wigd-
niccia stwierdzono na okoto 1/5 roslin po 2 tygodniach
uprawy (rys. 1). Po nastgpnych 14 dniach objawy
wiedniecia i zalamywania si¢ pedow u nasady widoczne
byly na okolo 3/5 roslin. Po 5 tygodniach 4/5 roslin
zamarlo lub wykazywalo symptomy wigdniecia (rys. 1).
U nasady pedow niektorych siewek widoczne byty biatawe
strzepki P. myriotylum. Z porazonych tkanek podstawy
pedow chorych roslin reizolowano P. myriotylum.

Przeprowadzona analiza wigdnacej papryki wykazata
wystepowanie na zamierajacych korzeniach P. myriotylum
jako dominujacego gatunku w 2 analizowanych gospo-
darstwach. Inne gatunki wystepowaty rzadko lub spora-
dycznie stad nie zajmowano si¢ nimi w dalszych bada-
niach. Uzyskane wyniki nad rozwojem zgnilizny korzeni
na papryce potwierdzaja dane uzyskane przez Stirlinga
i wsp. (2004), ktorzy wykazali, ze objawy zmiany zabar-

[J 2 tygodnie uprawy — 2 weeks of growing
M 5 tygodni uprawy — 5 weeks of growing

wienia lisci i wiednigcia papryki pojawiajg si¢ wowczas,
gdy na roélinie pojawiaja si¢ zawigzki owocow i Spo-
radycznie dojrzale juz owoce. W badaniach wlasnych,
pobierane do badan ro$liny miaty jasnozielone, wigdnace
liscie i czg$¢ wyksztalconych juz owocow. Zaréwno
Chellemi i wsp. (2000), jak i Stirling i wsp. (2004)
wskazujg na gatunek P. myriotylum, obok P. aphanider-
matum i P. dissotocum, jako jednego z najgrozniejszych
patogenéw papryki. Kolonizuja one korzenie wlosnikowe
i stopniowo rozszerzaja si¢ na starsze ich partic. W ba-
daniach autoréw liczba porazonych korzeni wahata si¢ od
kilku do 94% i byla zwigzana z ich szybka kolonizacja
przez P. myriotylum. W niniejszych badaniach w ciggu
5 dni gatunek P. myriotylum powodowatl rozwdj zgnilizny
srednio na dlugosci okoto 8 mm korzenia przy inkubacji
w temperaturze okoto 23°C. W temperaturze optymalne;j
dla rozwoju tego patogenu, tj. okoto 35°C proces ten
przebiega znacznie szybciej (Stirling i wsp. 2004). W ba-
daniach Chellemi i wsp. (2000) najwigksze ograniczenie
rozwoju papryki stwierdzono w temperaturze 28°C. Dane
uzyskane nad kolonizacja innych organdéw papryki przez
badany gatunek wskazuja, ze wigdngce, opadajace na
podioze liscie papryki moga by¢ rownie szybko kolo-
nizowane jak korzenie, co moze sprzyjaé wzrostowi

[ 4 tygodnie uprawy — 4 weeks of growing

(6]

I

w
f

N

a

-

Liczba porazonych roslin [n = 5]
Number of diseased plants [n = 5]

.

Kontrola — Control

Podtoze zakazone P. myriotylum
Substratum infested with P. myriotylum

Srednie w stupkach, oznaczone tg sama litera, nie réznig sie istotnie (5%) wedtug testu Duncana
Means in columns, followed by the same letter, do not differ according to Duncan’s multiple range test

Rys. 1. Wptyw okresu uprawy na rozwdj zgnilizny korzeni rozsady papryki powodowanej przez Pythium myriotylum
Fig. 1. Influence of growing period on the development of root rot of sweet pepper seedlings caused by Pythium myriotylum
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liczebnosci patogenu w podlozu. W $lad za rozwojem
zgnilizny korzeni dochodzi do zahamowania wzrostu
ro$lin. Wedlug wymienionych badaczy biomasa roslin
porazonych przez P. myriotylum spadata od 84 do 95%.
Potwierdzaja to wyniki badan wlasnych wskazujace na
brak przyrostu papryki posadzonej do zakazonego podioza.
Badania McCarter i Littrell (1970) oraz Robertsa i Ursa
(1999) wykazaty chorobotworczos¢ P. myriotylum dla
pomidorow. Patogen kolonizowatl korzenie tych roslin, jak
rowniez powodowat objawy na lodygach i liciach. Po-
twierdzaja to roéwniez wyniki uzyskane z badan wilasnych.
Wykazano, ze obok pomidorow, gatunek ten kolonizowat
rowniez tkanki ogdrka, ale zgnilizna rozwijala si¢ kil-
kukrotnie wolniej niz na organach papryki. Uprawa tych
roslin w plodozmianiec z paprykg moze utrzymywac
wysoki poziom populacji P. myriotylum w podtozu. Ni-
niejsze wyniki sa pierwszymi w kraju wskazujacymi na
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