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V letih 2002 do 2007 smo v Sloveniji zbrali izolate krompirjeve plesni
(Phytophthora infestans) (Pi) s krompirja (156) in paradiznika (73). Dolo¢ili smo
njihov paritveni tip in odpornost proti fungicidu metalaksilu. V letih 2002, 2004,
2005 in 2007 je bil delez odporne Pi v populaciji na krompirju 14 %, 46 %, 25 % in
75 %. Pojavljali so se tudi izolati s srednjo odpornostjo. Na obmoc¢ju Gorenjske je
bila populacija Pi na krompirju v tem obdobju bolj odporna (66 %), kot je bilo
povprecje za Slovenijo (41 %). Pri vzorcih Pi z njiv je bila odpornost vecja kot na
vrtovih. Le trije vzorci Pi s paradiZznika so bili odporni proti metalaksilu. Paritveni
tip A2 je bil zastopan pri izolatih s krompirja glede na leto od 14 do 31 %, toda s 75
% v letu 2007. V listih krompirja in paradiznika smo nasli oospore. Za 94 izolatov
iz te zbirke in 106 vzorcev DNK Pi, odvzetih v letih 2012, 2014 in 2015, je bil
dolocen genotip z 12 SSR markerji. Primerjava z multilokusnimi profili drugih
evropskih izolatov Pi je pokazala, da je bilo 45 % vzorcev z edinstvenim
genotipom, ki se je v populaciji pojavil le enkrat in se pred tem Se ni pojavljal. Tak
rezultat je znacilen za populacije s spolnim razmnozevanjem. V Evropi znana
potomstva klonov (EU_2 Al, EU 13 A2, EU 34 Al, EU 23 Al, EU 6 _Al) so
predstavljala 35 % populacije. Velik porast odpornosti in paritvenega tipa A2 v letu
2007 sta bila povezana s prevlado potomstva klona EU 13 A2. Struktura
populacije v Sloveniji je bolj podobna tisti v vzhodni Evropi, saj jo v zahodni
Evropi praviloma sestavlja manj razli¢énih genotipov.
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Between 2002 and 2007, strains of Phytophthora infestans (Pi, late blight agent)
were collected from potatoes (156) and tomatoes (73) in Slovenia. Their mating
types and resistance to metalaxyl were determined. The proportion of resistant
strains to metalaxyl was 14% (2002), 46% (2004), 25% (2005) and 75% (2007)
although intermediately resistant strains also occurred. More strains from Gorenjska
region, where potato production is intense, were resistant (66%) while the average
for Slovenia was 41%. The strains obtained from fields were more often resistant
than the strains from gardens. Only 3 isolates from tomatoes were resistant to
metalaxyl. The A2 mating type of Pi from potatoes was present in 14 to 31% but
75% in 2007. Oospores were detected in tomato and potato leaves. Genotype was
determined by 12 SSR markers for 94 isolates of these strains and for 106 Pi strains
between 2012 and 2015. Comparing the results with database of multilocus profiles
of European Pi strains showed that 45% of the strains were unique and not reported
earlier. The results indicate frequent occurrence of sexual recombination. Clonal
lineages EU_2 Al, EU 13 A2, EU 34 Al, EU 23 Al, EU 6_Al comprised
35% of the population. The occurrence of many strains with resistance and A2
mating type in 2007 was associated with a predominance of clonal lineage
EU 13 A2. Pi population structure in Slovenia is similar to that observed in
Eastern Europe, while populations in Western Europe consist of less genotypes.
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1UvOoD

1.1 POVOD ZA DELO

Krompirjeva plesen je v svetovhem merilu najpomembnejSa bolezen krompirja, njen
gostitelj je tudi paradiznik. Povzro¢a jo glivam podoben organizem (plesnivka)
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, (deblo Oomycota, red Pythiales), ki je
filogenetsko bolj soroden raznobickastim algam kakor glivam (Rossman in Palm, 2006).
Zaradi specificnega nacina razmnozevanja in Sirjenja, velike agresivnosti in
prilagodljivosti pogosto povzroca epifitocije. V pridelovalnih obmogjih krompirja v Evropi
se je prvi¢ pojavila v Stiridesetih letih 19. stoletja in posledice te nove bolezni so bile
katastrofalne. Pojav krompirjeve plesni v Evropi Se danes velja kot primer za razlago
pomena rastlinskih patogenov in njihovih moZznih gospodarskih, socialnih in politi¢nih
vplivov (Zadoks, 2008).

Kljub dolgoletnemu sobivanju s to boleznijo in napredku znanosti ¢loveku ni uspelo najti
optimalnih reSitev za njeno zatiranje. Varstvo krompirja je mo¢no odvisno od uporabe
fungicidov, vendar pa je izbruhe bolezni, kljub pogosti rabi fungicidov, vse teze
obvladovati, saj se patogen v obdobju zadnjih 35 let nenehno spreminja in prilagaja (Fry in
sod., 2015). V drzavah z intenzivnim nafinom pridelovanja krompirja in ugodnimi
vremenskimi razmerami za razvoj bolezni morajo v eni rastni dobi opraviti 10 do 16
Skropljenj, da ohranijo pridelek. V Evropi je gospodarska s$koda, ki vkljucuje stroske
varstva ter izgubo pridelka zaradi plesni, ocenjena na 900 milijonov evrov letno (Haverkort
in sod., 2008). Intenzivna raba sistemi¢nih fungicidov iz skupine fenilamidov, med
katerimi je najbolj razSirjen metalaksil, je povzroc¢ila nara$¢anje odpornih sevov v
populaciji plesnivke P. infestans (Davidse, 1985; Dowley in sod., 2002). Posledi¢no so se
zaradi neuCinkovitega varstva vecale tudi izgube pridelka, kar je zahtevalo veliko bolj
integriran pristop k varstvu rastlin.

Plesnivka P. infestans je heterotali¢na vrsta. V Mehiki, kjer je njen izvorni center, obstaja v
obliki dveh paritvenih tipov, A1 in A2, ki sta oba potrebna za njeno spolno razmnozevanje.
Tam je populacija genetsko zelo heterogena, oba tipa pa sta zastopana v skoraj izenacenem
razmerju (Gallegly in Galindo, 1958; Goss in sod., 2014). Rezultat spolne oploditve je
oospora z debelo celino steno, ki je, v nasprotju z drugimi strukturami, ki jih krompirjeva
plesen oblikuje, sposobna dalj ¢asa preZiveti brez gostitelja in pozneje vplivati na potek
razvoja bolezni. Spolno razmnozevanje tudi omogoca nastanek novih genotipov in s tem
osebkov s spremenjenimi lastnostmi (Agrios, 2005).

Do 80-tih let 20. stoletja je bilo za populacijo krompirjeve plesni v Evropi znacilno, da je
bila zelo homogena. Navzo¢ je bil samo en paritveni tip in razmnozevala se je le
vegetativno (Goodwin in sod., 1994), pozneje pa so se zacela kazati vse bolj oCitna
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znamenja, da se populacija spreminja. Pojavil se je nov spolni paritveni tip plesni, ki je
omogocil spolno razmnozevanje (Hohl in Inselin, 1984). Nova populacija je bila bolj
raznolika (Fry in sod., 1991). Bolezen se je zacela pojavljati bolj zgodaj v rastni dobi
(Hannukkala in sod., 2007; Wiik, 2014), postala je bolj agresivna (Flier in sod., 1998).
Nekatere sorte, ki so prej veljale za odporne, so postale dovzetne za okuzbo (Lees in sod.,
2012). Spremembe pri pojavljanju bolezni na krompirju in paradizniku smo po letu 1990
zaceli opazati tudi v Sloveniji.

Tezave z obvladovanjem bolezni so v Evropi in drugje v svetu izzvale intenzivno
raziskovalno dejavnost. V Stevilnih evropskih drzavah so zaceli raziskovati populacije
krompirjeve plesni. Kljuéna vpraSanja so bila: kakS$na je stopnja odpornosti proti
metalaksilu in kako se spreminja, kak$na je zastopanost novega spolnega paritvenega tipa
A2, ali je nova populacija sposobna spolnega razmnozevanja ter kak$no vlogo imajo
oospore pri razvoju bolezni? Odgovori so se med posameznimi drzavami precej
razlikovali. Veliko S$tevilo raznolikih rezultatov v evropskem prostoru in splosna
ugotovitev, da se populacija hitro spreminja, so nakazali potrebo po enovitem pristopu k
spremljanju populacij, da bi lahko pridobljene rezultate analizirali na ravni regij, drzav in
na mednarodnem nivoju (Cooke in sod., 2012b). Mreza evropskih znanstvenikov,
specialistov za bolezni rastlin in strokovnjakov iz fitofarmacevtske industrije, ki deluje v
okviru Euroblight iniciative, je zato razvila sistem organiziranega vzorcenja, zbiranja
podatkov o fenotipu in genotipu plesni in izdelave kart, ki prikazujejo geografsko
razsirjenost posameznih genotipov ter osnovala bazo podatkov. Nove tehnike, kot je
metoda genotipiziranja na osnovi enostavnih ponovljivih sekvence (SSR), zdaj Ze
omogocajo delo z ve¢jim Stevilom vzorcev, ki je potrebno za raziskave populacij
(Euroblight ..., 2015).

Raziskave krompirjeve plesni v Sloveniji so bile v preteklosti omejene predvsem na
preizkusanje fungicidov ali drugih alternativnih metod za njeno =zatiranje in na
preizkusanje odpornosti sort v poljskih razmerah. Izkusenj z laboratorijskim delom s P.
infestans, kot je izolacija, gojenje in shranjevanje in vitro ni bilo in zaradi tega tudi
nobenih podatkov o znacilnostih populacije.

Spremembe v populaciji neposredno vplivajo na ucinkovitost uporabe fungicidov, na
razvoj in uporabnost odpornih sort (Lees in sod., 2012) ter na ucinkovitost sistemov za
napovedovanje pojava krompirjeve plesni (Cooke in sod., 2011). Aktualni podatki o
populaciji krompirjeve plesni so zaradi vpliva bolezni na pridelavo krompirja pomembni v
prvi vrsti za pridelovalce in tudi za vse, Ki jim svetujejo glede varstva. Pomembni so tudi
za zlahtnitelje in proizvajalce fitofarmacevtskih sredstev. Poznavanje znacilnosti
populacije je v pomoc¢ pri izboljSavah strategij integriranega varstva.
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1.2 NAMEN RAZISKAVE IN DELOVNE HIPOTEZE

Edina raziskava o znacilnostih populacije krompirjeve plesni je v Sloveniji potekala v letih
2002 do 2005. Podatke o paritvenih tipih in odpornosti proti metalaksilu, ki smo jih zbrali
v tem obdobju, smo dopolnili Se z rezultati vzoréenja v letu 2007, da bi dobili realno
predstavo o problemu odpornosti proti fenilamidom (metalaksilu) in razsirjenosti novega
paritvenega tipa A2 v Sloveniji. Pri izolatih, shranjenih v zbirki iz tega obdobja, smo Zzeleli
z analizami genotipa na osnovi SSR, Ki so jih opravili v laboratoriju James Hutton Institute
na Skotskem, ugotoviti, kaksna je bila v Sloveniji zastopanost potomstev klonov, ki so bili
raz$irjeni tudi drugje v Evropi in te podatke primerjati z novej$imi podatki genotipiziranja
iz let 2012, 2014 in 2015. Na osnovi raznolikosti genotipov smo Zeleli dognati, ali se v
Sloveniji P. infestans razmnozuje tudi spolno. Kot neposreden dokaz za obstoj spolnega
razmnozevanja smo iskali oospore v tkivih okuzenega krompirja in paradiznika ter v tleh.
Ce se P. infestans razmnozuje tudi spolno, je potrebno to upostevati pri pridelavi
krompirja, saj je v tem primeru priporocljiv Sirsi kolobar.

Podatki o odpornosti v populaciji, o razmnozevanju krompirjeve plesni in o zastopanosti
agresivnih dominantnih genotipov bodo uporabni pri svetovanju glede varstva proti tej
bolezni. Namen naloge je tudi vpeljava sistema vsakoletnega ali vsaj obcasnega
spremljanja populacije krompirjeve plesni v Sloveniji z vzor¢enjem s FTA karticami in
tehniko hitrega genotipiziranja. To bi tudi v prihodnje omogocilo dobro naértovanje
varstva krompirja in paradiznika v skladu z aktualnim stanjem v populaciji. Zbrane
podatke o populaciji v Sloveniji bomo prispevali v skupno bazo Euroblight, kjer bodo
uporabni za nadaljnje raziskave o biologiji, genetiki, epidemiologiji in varstvu pred
boleznijo. Eden od ciljev raziskave je tudi osnovanje zbirke izolatov P. infestans z znanimi
karakteristikami, ki bo na voljo za nadaljnje raziskave v Sloveniji, npr. pri Zlahtnjenju
krompirja na odpornost proti krompirjevi plesni ali za preizkusanje uéinkovitosti
fungicidov.

V raziskavi smo Zeleli preveriti naslednje hipoteze:
1. Spremembe v populaciji P. infestans v nekaterih evropskih drzavah, ki so opisane v
literaturi, se odrazajo tudi v populaciji v Sloveniji.
2. 'V Sloveniji obstajata oba paritvena tipa krompirjeve plesni.
V populaciji krompirjeve plesni so sevi odporni na fenilamide.
4. 'V rastlinah krompirja in/ali paradiznika se tvorijo oospore in je zato posledi¢no
vecja tudi genetska raznolikost populacije.

w
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KRATKA ZGODOVINA KROMPIRJEVE PLESNI

Ceprav so krompir kot hrano v Evropi dolgo zavracali, se je v zadetku 19. stoletja ze dobro
uveljavil zlasti zato, ker je dal na enoto povrSine dvakrat vec hranil kot zita. V nekaterih
dezelah, na primer na Irskem, je postal glavno Zivilo, kar je bilo pogojeno predvsem s
socialnimi in ekonomskimi dejavniki. Tamkaj$nje klimatske razmere so bile za pridelavo
krompirja zelo ustrezne in tudi bolezni in Skodljivcev, ki bi ga ogrozale, ni bilo, zaradi
Cesar se je pridelava Zita zmanjSala (Agrios, 2005). Leta 1844 se je pojavila krompirjeva
plesen v Belgiji na poskusnih poljih, kjer so preizkusali nove sorte krompirja iz Severne
Amerike. Iskali so taksne z odpornostjo proti trohnnobi gomoljev, ki jo je povzrocala gliva
iz rodu Fusarium. S temi gomolji krompirja so domnevno prineseli tudi povzroditelja
krompirjeve plesni. Bolezen se je zacela $iriti in je v letu 1845 zajela vecji del Evrope,
Irsko in Britansko oto¢je (Zadoks, 2008).

Ugodne vremenske razmere z obilico padavin so tako v letih 1845 in 1846 kot tudi Se nekaj
naslednjih let, omogocale naglo Sirjenje bolezni. Krompirju je propadalo listje Ze na polju,
gomolji so gnili, vecina pridelka, ki so ga shranili za zimo, je zgnila. Sorte, ki so jih
pridelovali so bile za povzrocitelja bolezni zelo obcutljive. Na Irskem, kjer alternativnih
virov hrane ni bilo, je sledila huda lakota, ki so jo spremljali izbruhi nalezljivih bolezni.
Ocenjujejo, da je zaradi posledic pojava plesni na Irskem umrlo 1,5 milijona ljudi,
priblizno enako Stevilo pa se jih je izselilo, najve¢ v ZdruZene drZzave Amerike (Agrios,
2005). Nekoliko manj hude, a vseeno zelo resne, so bile posledice pojava v kontinentalnem
delu Evrope. V prvih letih pojava plesni je bila slaba letina tudi za druge kmetijske rastline
zaradi rje na rzi, glodavcev, mo¢ne pozebe ozimnih Zit, sue in ponekod poplav in neurij.
Pomanjkanje je povzrocilo lakoto in splo$no gospodarsko recesijo, nezadovoljstvo in
socialne nemire, povecala se je revitina. Stevilo smrti zaradi posledic krompirjeve plesni
je v kontinentalni Evropi ocenjeno na priblizno 700.000. Ljudje so se selili tudi v Severno
Ameriko, se ve¢ pa je bilo lokalnih migracij s podeZelja v mesta in industrijska obmogja.
Vrsta razlicnih dogodkov, vkljuéno s krompirjevo plesnijo, naj bi botroval politicnim
spremembam v Evropi in pomladi narodov leta 1848 (Zadoks, 2008).

V Sloveniji se je krompir pojavil v obdobju med letoma 1730 in 1740, vendar so ga sprva
uporabljali le za zivinsko krmo, saj ga ljudje niso hoteli jesti. Oblast je nacrtno spodbujala
sajenje krompirja in prehranjevanje z njim. Z dvorno uredbo in navodili za sajenje, ki jih je
I. 1767 izdala cesarica Marija Terezija in z ustanavljanjem prvih kmetijskih zdruzenj, se je
pospesilo pridelovanje krompirja (Kocjan Acko in Goljat, 2005). Prehranjevanje ljudi s
krompirjem se je znatno povecalo potem, ko je po slabih Zitnih letinah v letih od 1815 do
1817 nastopila lakota. Pridelovanje se je najprej razsirilo na hribovitih in manj rodovitnih
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stoletja gojili na 10 % njiv (Godina-Golija, 1998).

Kako je bilo s krompirjevo plesnijo v naSih krajih, je po izvirnih zgodovinskih virih
izérpno opisal Macek (1979) v porocilu »lzbruh in Sirjenje krompirjeve plesni
(Phytophthora infestans (Mont.) de Bary) na Kranjskem v 19. stoletju«. Glavni odbor
Kranjske kmetijske druzbe je o krompirjevi plesni razpravljal Ze novembra 1845, saj se je
bolezen pri nas pojavila priblizno isto¢asno kot drugod po Evropi. V tistem letu je bila
razSirjena le na posameznih njivah v Kamniku, Mekinjah, Idriji, Ko¢evju in nekaterih
drugih krajih. V ve¢jem obsegu se je v vseh kranjskih okrozjih razsirila ze v letu 1846, Se
posebej mo¢no na Dolenjskem in Notranjskem. NajmocnejSe epifitocije so bile na
Gorenjskem in Notranjskem v letih 1849 in 1850, na Dolenjskem pa leta 1851. Najhujsi
fitoftorni leti na Stajerskem sta bili 1846 in 1847. Bolezen je moéno izbruhnila tudi leta
1889 (Macek, 1979) pa tudi leta 1916 in leta 1948, ko je zaradi deZevnega poletja mocno
zmanj3ala pridelek krompirja po celi Sloveniji (Janezi¢, 1951). Se dolgo po zaletku
izbruha ni bilo znano, zakaj se bolezen pojavi, zato tudi ukrepi, ki so jih svetovali za
prepreéevanje bolezni, niso bili ué¢inkoviti. Po prvi svetovni vojni se je pridelava krompirja
v Sloveniji zacela povecevati in dosegla vrh leta 1957, ko je bilo s krompirjem posajenih
59.120 ha in je bil dosezen rekordni pridelek 983.000 ton (Statisti¢ni urad RS, 2015).

2.2 OPIS POVZROCITELJA

2.2.1 Taksonomski polozZaj

Se vedno ni povem jasno, kako irSe poimenovati skupino, kamor uvri¢amo plesnivko
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, saj sta filogenija in taksonomija teh glivam
podobnih organizmov $e predmet raziskav. Zanje v slovenskem jeziku uporabljamo izraz
plesnivke ali oomicete. Vecina avtorjev jih uvrS¢a v kraljestvo Chromista, nekateri v
kraljestvo Stramenopila ali v $irSo skupino Chromalveolata. V taksonomskem sistemu, ki
so ga vpeljali Alexopoulos in sod. leta 1996, je rod Phytophthora v kraljestvu
Stramenopila, deblo Oomycota, razred Oomycetes, red Peronosporales. Po razvrstitvi Kirk
in sod. iz leta 2008 pa je uvrScena v kraljestvo Chromista, isto deblo in razred kot prej,
vendar v red Pythiales (Ulloa in Hanlin, 2012). V spletni zbirki podatkov o $kodljivih
organizmih Q-bank, je Phytophthora infestans razvrs¢ena kot: Incertae sedis, Chromista,
Oomycota, Oomycetes, Pythiales, Pythiaceae (Q-bank ..., 2015).

Tradicionalno so plesnivke v mikologiji in fitopatologiji obravnavali kot glive, saj
pridobivajo hranila z absorbcijo organskih snovi in mnoge od njih tvorijo nitast micelij, ki
je sicer znalilen za glive. Plesnivke so diploidi (glive so haploidi ali imajo dvojedrne
celice) in njihova celi¢na stena ne vsebuje hitina, kot je to znacilno za glive, temvec je
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zgrajena iz beta glukana in celuloze. Imajo zoospore z dvema razlicno oblikovanima
bickoma. Micelij pri plesnivkah sestavljajo hife, ki niso septirane. Celice hif vsebujejo
diploidna jedra (Rossman in Palm, 2006).

Belgijska botani¢arka in mikologinja Marie Anne Libert je bila prva, ki je pojav
bolezenskih znamenj krompirjeve plesni na krompirju povezala z glivo, ki jo je tudi opisala
in poimenovala Botrytis vastatrix ter to objavila leta 1845. Se v istem letu so svoje opise
povzrocitelja objavili tudi drugi avtorji: Montagne je izbral ime Botrytis infestans,
Desmazieres pa Botrytis fallax. VV naslednjih letih se je s taksonomijo, morfologijo in
biologijo krompirjeve plesni ukvarjalo $e mnogo raziskovalcev. Med njimi je krompirjevo
plesen zelo poglobljeno prouceval tudi nemski zdravnik, botanik in mikolog Heinrich
Anton de Bary in svoje raziskave zdruzil v monografijo, ki je izsla leta 1861. Med letoma
1847 in 1876 so povzroCitelja krompirjeve plesni uvrs€ali v rod Peronospora
(Peronospora trifurcata Unger, Peronospora fintelmanni Caspary, Peronospora infestans
Caspary, Peronospora devastatrix (Libert) Caspary), dokler ni de Bary leta 1876 osnoval
nov rod Phytophthora in je obveljalo poimenovanje Phytophthora infestans (Mont.) de
Bary (Schober-Butin, 2001).

2.2.2 Morfoloski opis P. infestans

P. infestans ima neseptiran, razvejan, brezbarven micelij z ve¢ jedri. Premer hif je
spremenljiv in meri od 5 do 8 um. Micelij v tkivu raste intercelularno in v celice prodira s
havstoriji. Na specializiranih hifah (sporangioforih) nastajajo trosovniki (sporangiji).
Sporangiofori so razvejani, ob koncu vsakega razvejanja se razvije sporangij (slika 1). Na
spodnjem delu ima sporangij pecelj (pedicel), ki je s pregrado lo¢en od sporangiofora, na
nasprotni strani pa razlo¢no izoblikovano papilo. Sporangiji so namenjeni nespolnemu
razmnozevanju, ki lahko poteka na dva nacina: sporangiji lahko funkcionirajo kot konidiji
in sami neposredno kalijo s klicnim mesickom ali pa v njih nastane ve¢ gibljivih zoospor,
ki na mestu papile prehajajo na prosto. V takem primeru, ko razmnozZevanje poteka z
zoosporami, govorimo o posredni kalitvi trosovnikov. Do neposredne kalitve pride
predvsem pri temperaturah nad 15 °C. Za posredno kalitev s spros¢anjem z00Spor SO
ugodne nizje temperature in potrebna je navzocnost vode. Zoospore ledvicaste oblike so
enojedrne in imajo dva bicka, s pomocjo Katerih se gibljejo. Ob stiku s povrsino, kot je na
primer list, bicki odpadejo in zoospora se obda s steno (encistira), nato kali (Schober-
Butin, 2001). Oospore, ki nastanejo ob spolni oploditvi po zdruzitvi obeh starSevskih celic
(anteridija in oogonija), imajo debelo celi¢no steno in omogoc¢ajo ohranjanje fitoftor daljsi
Cas, tudi v neugodnih razmerah (Erwin in Ribeiro, 1996).

Podatki, ki omogocajo identifikacijo P. infestans z morfometrijskimi in molekularnimi
metodami, so na voljo tudi v javno dostopni evropski bazi $kodljivcev in bolezni Q-bank.
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Da so morfoloske znacilnost vrste precej variabilne, je opazno iz primerjave podatkov,
povzetih po Erwin in Ribeiro (1996) (preglednica 1), kjer so zdruzeni podatki ve¢
raziskovalcev, in tistimi v bazi Q-bank, kjer se podatki nanasajo na meritve referen¢nih
izolatov v zbirki (Q-bank ..., 2015).

Preglednica 1: Nekatere morfoloSke znaéilnosti P. infestans (Erwin in Ribeiro, 1996)
Table 1: Some morphological characteristics of P. infestans (Erwin and Ribeiro, 1996)

Morfoloska znacilnost Opis

Hifne zadebelitve ne

Klamidospore ne

Razvejanost sporangioforov simpodij, sestavljeni simpodij; znacilna odebelitev na

sporangioforu pod sporangijem

Sporangiji odpadajo s sporangiofora | da

Dolzina pedicela sporangija (um) <3

Oblika sporangija jajéasta, elipticna do limonasta

Dolzina sporangija (um) 21-38

Sirina sporangija (um) 12-23

Povprecne mere sporangija (um) 29x19

Razmerje dolzina:§irina 1,6

IzraZenost papile na sporangiju SP (semipapila)

Nastanek oospor heterotali¢na vrsta

Polozaj anteridija oogonij zraste skozi anteridij (amphigynous)

Velikost anteridija (povprecje, pm) 17 x 16

Premer oogonija (um) 31-50
Premer oospore (pm) 24-35 (povprecno 30) v tkivu listov, 24—56 na umetnem gojiscu
Debelina stene oospore (Lm) 3,5

»

=

Slika 1: Sporangiji in sporangiofor P. infestans
Figure 1: Sporangia and sporangiophore of P. infestans
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2.2.3 Genom P. infestans

Genom P. infestans je v skupini Chromalveolata najvecji in najbolj kompleksen od doslej
sekvenciranih in s priblizno 240 megabazami (Mb) mnogo ve¢ji od sorodnih vrst
Phytophthora sojae (95 Mb) in Phytophthora ramorum (65Mb), ki sta tudi rastlinska
patogena. Njegova obseznost izhaja iz ponavljajoCih se pomnozitev zaporedij DNK,
vmes$¢enih med predele z ohranjenim zaporedjem genov in predstavljajo tri Cetrtine
celotnega genoma. Na teh razsirjenih dinamiénih regijah genoma so locirani efektorski
geni, ki kodirajo izloCanje proteinov pomembnih v patogenezi. Efektorski proteini
spreminjajo fiziologijo gostitelja in omogocijo naselitev patogena. So zelo raznoliki in
Stevilni, kar verjetno igra klju¢no vlogo pri hitri prilagodljivosti P. infestans na gostiteljske
rastline (Haas in sod., 2009). Podatki o genomu so uporabni pri raziskavah in razvoju
novih metod za proucevanje P. infestans. Nekateri SSR markerji, ki se uporabljajo za
analizo populacij P. infestans, so nastali z uporabo sekvenc genoma (Govers in Gijzen,
2006; Lees in sod., 2006).

2.2.4 RazmnoZevanje P. infestans

Krompirjeva plesen se razmnoZzuje nespolno in spolno. Razlog, da lahko v kratkem casu
opustosi polja krompirja, je predvsem v njeni sposobnosti za hitro, cikli¢éno, nespolno
razmnozevanje, v katerem nastaja ogromno Stevilo sporangijev. Tako nastajajo potomstva
klonov, ki vsa izvirajo iz ene rekombinacije, ki se je zgodila pri spolnem razmnoZevanju.
Osebki v potomstvu klona so si med seboj fenotipsko podobni. Med seboj se razlikujejo le
zaradi mutacij ali mitotskih rekombinacij (Goodwin, 1997; Fry in sod., 2015). Nove,
drugacne lastnosti nastajajo predvsem pri spolnem razmnozevanju.

2.2.4.1 Paritveni tip in oploditev

Fitoftore so glede spolnega razmnozevanja lahko homotalicne ali heterotali¢ne.
Heterotali¢nost pomeni, da ima organizem moske in zenske spolne organe lo¢eno, vsakega
na drugem talusu in sta oba potrebna, da pride do spolnega razmnozevanja (Ulloa in
Hanlin, 2012). Vecina avtosterilnih izolatov heterotali¢nih vrst fitoftor oblikuje oospore z
izolati nasprotnega paritvenega tipa, ki pripada isti vrsti, vendar lahko oospore nastanejo
tudi pri parjenju s kompatibilnimi izolati drugih vrst. P. infestans je heterotalicna vrsta in
oospore nastanejo, ¢e rasteta skupaj oba paritvena tipa, ki ju oznacujemo z Al in A2. Vec
kot stoletje po odkritju, da P. infestans povzro¢a krompirjevo plesen, so si fitopatologi
prizadevali najti njen spolni stadij (Galindo in Gallegly, 1960). Prvi¢ so oba paritvena tipa
nasli v Mehiki v skoraj izenacenem razmerju, tako na razli¢nih vrstah iz rodu Solanum na
naravnih rastiS¢ih kot na gojenem krompirju. Nasli so tudi oospore v naravno okuzenih
listih krompirja (Gallegly in Galindo, 1958).
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Zanimanje za spolno razmnozevanje P. infestans se je zelo povecalo po letu 1981, ko so
prvi primer krompirjeve plesni paritvenega tipa A2 odkriti v Svici in sta o tem porodala
Hohl in Iselin (1984). Pozneje je bil odkrit tudi na izolatu iz leta 1980 v Nemciji (Daggett
in sod., 1993). Dotlej je bil razsirjen le paritveni tip Al, kar je izkljuCevalo moZznost
spolnega razmnozevanja krompirjeve plesni. Predvideva se, da je bil paritveni tip A2
vneSen v letu 1976, ko so v Evropo zaradi slabe letine uvozili veéje koli¢ine krompirja iz
Mehike (Goodwin, 1997).

Da so opazili oospore v kulturah P. infestans in tudi na rastlinskem materialu, je v prvi
polovici 20. stoletja porocalo vec raziskovalcev v Evropi in ZDA, po ¢emer bi lahko
sklepali, da je bil paritveni tip A2 navzo¢ v populaciji Zze prej (Schober-Butin, 2001).
Hipotezo, da je se je A2 paritveni tip lahko razvil iz potomstva Al tipa po stimulaciji
nastanka oospor s paritvenimi tipi A2 drugih vrst fitoftor ali zaradi kaks$nih drugih
drazljajev, je postavil Ko (1994). Mnenje o soobstoju obeh paritvenih tipov v populacijah
P. infestans izven Mehike pred letom 1976 so zavrnili kot slabo dokumentirano in
nedokazano. Obveljalo je, da paritveni tip A2 izvira iz Mehike, njegov pojav v Evropi in
Severni Ameriki pa je povezan z migracijami krompirjeve plesni (Goodwin in Drenth,
1997).

Oploditev pri fitoftorah poteka tako, da konica hife, ki predstavlja Zenski gametangij
(oogonij), zraste skozi razsirjeno hifo moskega gametangija (anteridij). Po mejozi jedro iz
anteridija vstopi v oogonij in ta se poveca v okroglo strukturo, v kateri se nato oblikuje ena
oospora s celicno steno, ki je skoraj v celoti zgrajena iz glukanov (Erwin in Ribeiro, 1996).

Nadaljnje raziskave pri parjenju obeh tipov po najdbi v Mehiki so pokazale, da je vsak
izolat, ne glede na paritveni tip, dvospolen in lahko na enem talusu nastanejo tako anteridiji
kot oogoniji in gre torej za fizioloski heterotalizem oziroma kompatibilnost (Galindo in
Gallegly, 1960). Pozneje je bilo opravljenih Se vec¢ raziskav o dedovanju paritvenega tipa
in 0 mehanizmih uravnavanja procesa oploditve s paritvenimi hormoni (Fry in sod., 2015).

Razmerje med paritvenima tipoma je pomembno, saj vec¢ja izenacenost med obema poveca
moznost spolnega razmnoZevanja, s tem pa se poveca tudi variabilnost populacije.
Moznost pojava agresivnih sevov je zato vecja, hitreje se ustvarja odpornost na fungicide,
hitrejSe je tudi premagovanje gensko pogojene odpornosti sort krompirja (Fry in Goodwin,
1997). V mnogih drzavah so zato zaceli z monitoringom populacij, da bi zaznali pojav
paritvenega tipa A2 in ugotovili, kaksna je njegova zastopanost. Paritveni tip A2 je bil
sprva v nekaterih delih Evrope, npr. v Veliki Britaniji in Franciji, na krompirju slabo
zastopan (Shattock in sod., 1990; Cooke in sod., 1995; Knapova in Gisi, 2002; Cooke in
sod., 2003; Day in sod., 2004, Duvauchelle in sod., 2009). V Angliji in Walesu je bil delez
paritvenega tipa A2 med letoma 1985 in 1988 priblizno 10 % (Shattock in sod., 1990).
Delez paritvenega tipa A2, ki je bil v Republiki Irski prvi¢ najden v letu 1988, v naslednjih
desetih letih ni presegel 4 odstotke letno (Dowley in sod., 2002). Prvi izolat P. infestans
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paritvenega tipa A2 je bil v Severni Irski odkrit leta 1987 in do leta 1993 je bilo med izolati
s krompirja le 3 % taks$nih s paritvenim tipom A2, kar je nizja pojavnost, kot so jo zaznali
v Angliji, Walesu ali Republiki Irski. Med odpornostjo proti metalaksilu in vrsto
paritvenega tipa niso ugotovili nobene povezave (Cooke in sod., 1995).

V Evropi so veliko zastopanost A2 paritvenega tipa (44 %) najprej ugotovili na Poljskem
leta 1989 in hkrati tudi povecano raznolikost genotipov ter velik delez edinstvenih
genotipov, C¢esar v populaciji, ki se razmnozuje vegetativno, ne bi pricakovali. Med izolati
iz obdobja med letoma 1985 do 1987 $e ni bilo paritvenega tipa A2, genotipi so pripadali
dotlej v Evropi znanim potomstvom klonov (Sujkowski in sod., 1994). Pri ponovni analizi
zastopanosti paritvenih tipov v letu 2009 je bilo 30 % paritvenega tipa A2 (Chmielarz in
sod., 2014). Na severu Evrope (Norveska, Finska) je bil delez A2 tipa v letih 1993-1996
med 15 in 25 % (Hermansen in sod., 2000), pozneje pa za nordijske dezele (Danska,
Finska, Norveska, Svedska) Ze priblizno 40 % (Lehtinen in sod., 2008; Brurberg in sod,
2011), Kkar je, glede na precej izenaceno razmerje med obema tipoma, ugodno za spolno
razmnozevanje. Veliko nihanje deleza paritvenega tipa A2 med leti in obmocji (od 4 do 56
%) so sredi devetdesetih let 20. stoletja ugotavljali na Nizozemskem (Zwankhuizen in sod.,
2000). Razmerje med paritvenima tipoma se v populaciji lahko zamenja v nekaj letih. Ni
znano, kateri dejavniki vplivajo na selekcijo za paritveni tip, saj lastnosti, kot so odpornost
na fungicid, agresivnost ali SSR genotip, niso genetsko povezane s paritvenim tipom (Gisi
in sod., 2011).

Obstoj spolnega razmnozevanja so v nekaterih drzavah dokazali neposredno z najdbo
oospor v listth krompirja in paradiznika ali v tleh na polju in z ugotavljanjem njihove
funkcionalnosti, drugje so o njem sklepali posredno iz rezultatov genotipizacije (Gisi in
sod., 2011).

2.2.4.2 Znacilnosti oospor

Oospore v tleh so pri P. infestans pomembne za dolgotrajno prezivetje patogena, za
neposredno okuzbo gomoljev Vv tleh, kot primarni inokulum in za samo variabilnost
populacije patogena (Andrivon, 1995). Nastajajo pri temperaturah med 5 in 25 °C. Njihova
Stevilénost v listih je bila najvecja (tudi do 6000 oospor na cm? lista), Ce so nastajale pri 10
°C. Prezivetje oospor pri temperaturah od —80 do 35 °C je bilo dobro, toda pri 48 urni
izpostavljenosti temperaturam nad 40 °C so izgubile vitalnost (Drenth in sod., 1995).

Pojavljanje oospor na rastlinah so na vzorcih z ve¢ lokacij pri krompirju in paradizniku
opazovali Turkensteen in sod. (2000). Kako neenakomerno so bile oospore zastopane v
rastlinskih vzorcih, kazejo njihove ugotovitve. Na treh lokacijah od $tirih so nasli oospore
v plodovih paradiznika (v 12 od 35 pregledanih plodov). Od 20 pregledanih listicev
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paradiznika so bile oospore v osmih, pri krompirju pa le v stirih od 60 pregledanih. Pri
krompirju za $krob je bilo 12 listiev z oosporami od 198. Pri samosevnih krompirjih so
bile oospore v 33 do 87 % listi¢ev. V obdobju vzoréenja je bilo razmerje med Al in A2 v
populaciji 1:3.

Cohen in sod. (1997) so pri poskusih v laboratoriju ugotovili, da so nekateri pari Al in A2
bolj fertilni kot drugi. V poskusih z meSanico sporangijev obeh tipov v razli¢nih razmerjih
so opazili, da Ze majhen delez enega paritvenega tipa (A1:A2=1:19 ali obratno) v
inokulacijski suspenziji omogoc¢i nastanek oospor v listih krompirja ali paradiznika. Na
paradizniku je nastalo ve¢ oospor kot na krompirju. Optimalna temperatura za njihov
razvoj je bila 8 do 15 °C. Prve so nastale v 8 do 10 dneh po inokulaciji, njihovo Stevilo pa
je doseglo najvisjo raven po 17 do 23 dneh. Za nastanek oospor je bil pogoj neprekinjena
visoka vlaznost, saj pri 50 do 80 % relativne zra¢ne vlage niso nastale, ¢eprav so se na
listih razvile znacilne pege plesni. V okuzenih listih, ki so plavali na povr§ju vode, je
nastalo najve¢ oospor, tudi do 100 na mm?.

PreZivetje oospor je trajalo v glinastih tleh 34 mesecev, v peScenih pa 48 mesecev. V
glinastih tleh se je infektivnost zmanjSevala hitreje kot v peScenih. Najvisja infektivnost,
merjena s Stevilom peg v testu z vabo, je bila ugotovljena v glinastih tleh po 7 mesecih in v
pescenih po 28 mesecih. Sezonskega vpliva na infektivnost niso opazili (Turkensteen in
sod., 2000). Oospore ostanejo vitalne, tudi ¢e so izpostavljene nizkim temperaturam in
sposobnost, da prezivijo zimo v tleh, omogoca okuzbe v novi rastni dobi, kar lahko
pomembno vpliva na epifitotiologijo in zatiranje bolezni (Lehtinen in Hannukkala, 2004;
Andersson in sod., 1998). Oospore v naravno okuzenem krompirju ali paradizniku so nasli
na Nizozemskem (Drenth in sod., 1995), v Nem¢&iji (Gotz, 1991), na Svedskem (Andersson
in sod., 1998), Norveskem (Hermansen in sod., 2000) in pozneje tudi v drugih drzavah.

2.2.5 Gostiteljske rastline

P. infestans je v primerjavi s Stevilnimi drugimi vrstami iz rodu Phytophthora ozko
specializirana predvsem na rastline iz druzZine razhudnikovk (Solanaceae). Za kmetijstvo
sta pomembna gostitelja krompir (Solanum tuberosum L.) in paradiznik (Solanum
lycopersicum L. (sin. Lycopersicon esculentum Mill.). Za obmocje Slovenije Vv literaturi ni
zapisov 0 najdbi P. infestans na kakSnem drugem gostitelju, razen na paradizniku in
krompirju.

V obSirnem seznamu gostiteljskih vrst (Erwin in Ribeiro, 1996) je navedenih kar 46
razli¢nih vrst iz rodu Solanum, vrste iz rodov Petunia, Datura, Physalis in Mirabilis ter
tudi vrste, ki niso iz druzine razhudnikovk. Stevilne od teh vrst so bile prepoznane kot
gostitelji na osnovi umetnih okuzb, naravno okuzene rastline pa niso bile nikoli najdene.
Po umetni inokulaciji uspe okuzba celo na listih javorja (Acer sp.), lipe (Tillia sp.) in bukve
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(Fagus sp.) (Schober-Butin, 2001). Zaradi morfoloske podobnosti vrst nekateri podatki o
gostiteljih temeljijo tudi na napacni dolocitvi vrste povzro€itelja. V primeru plesni na
navadni no¢ni lepotici (Mirabilis jalapa L.), ki je domorodna rastlina v Srednji Ameriki, v
drugih delih sveta pa razsirjena kot okrasna rastlina, je bilo ugotovljeno, da je povzrocitelj
bolezenskih znamenj, ki so ga sprva identificirali kot P. infestans, druga vrsta iz rodu
Phytophthora. Izolati plesni s te rastline niso okuzili krompirja in paradiznika, hkrati pa sta
Galindo in Hohl (1985) zaznala tudi manjse morfoloske razlike ter povzrocitelja opisala
kot novo vrsto P. mirabilis Galindo & H.R. Hohl. Da gre za samostojno vrsto in ne le
podvrsto ali forma specialis P. infestans, je bilo pozneje potrjeno tudi z uporabo vec
molekularnih markerjev in ugotovitvijo, da poleg specializacije za gostitelja obstaja tudi
mehanizem reproduktivne izolacije. 1z F1 interspecifi¢nih hibridov s P. infestans ni bilo
mozno dobiti F2 potomstva (Goodwin in sod., 1999). Podobno so iz vrste P. infestans
izlo¢ili Se vrste P. ipomoeae Flier & Griunwald (gostitelj Ipomoea longipedunculata M.
Martens & Galeotti in P. andina Adler & Flier (gostitelj Solanum betaceum Cav.). Slednja
je medvrstni hibrid P. infestans in druge neznane Phytophthora vrste (Lassiter in sod.,
2015).

O okuzbi jajéevca (S. melongena L.) s P. infestans, ki je v nekaterih delih sveta
gospodarsko zelo pomembna gojena rastlina, je le malo starejSih zapisov, Ceprav je
pogosto omenjen kot gostitelj (Hoffmann in Schmutterer, 1983; Erwin in Ribeiro, 1996).
Nedavno je bil prvi pojav P. infestans na jaj¢evcu ugotovljen v Egiptu (El-Ganainy in sod.,
2014), kjer se je bolezen dotlej pojavljala le na krompirju in paradizniku. Test patogenosti
je pokazal, da je bil izolat z jajéevca virulenten tako za paradiznik kot za krompir.

Petunije in njihovi hibridi (Petunia Juss., Petunia x hybrida Hort.) so gostitelji za P.
infestans in tudi $kode, ki nastanejo ob okuzbi, so lahko znatne. O tem sta v ZDA pisala
Deahl in Fravel (2003) ob pojavu bolezni na petunijah v zavarovanem prostoru. Opozarjala
sta na moznost prenosa bolezni na druge rastline iz druzine razhudnikovk, saj so bili izolati
P. infestans s petunij patogeni tudi za krompir in paradiznik. Okuzbe petunij so ugotovili
tudi v Juzni Afriki, ravno tako v rastlinjaku (McLeod in Coertze, 2006).

Nekatere razhudnikovke so v Evropi razsirjene tudi kot plevel, zato so bile predmet
raziskave zaradi njihove morebitne vloge pri Sirjenju bolezni. Na Irskem so nasli s P.
infestans okuzene rastline grenkoslada (Solanum dulcamara L.) v blizini krompiri$¢, Kjer
je bila plesen Ze razSirjena. Genotip izolatov z grenkoslada je bil podoben genotipu P.
infestans s krompirja na obmocju najdbe. Ocenili so, da ni dokazov, da bi okuzba
grenkoslada vplivala na prezimitev P. infestans (Cooke in sod., 2002). Tudi na
Nizozemskem so nasli pasje zelis¢e (Solanum nigrum L.), grenkoslad in trnati paradiznik
(S. sisymbriifolium Lam.) s pegami, ki jih je povzrocila P. infestans. Izolati so bili obeh
paritvenih tipov in vsi patogeni za krompir in paradiznik. Ker so bile okuzbe na polju
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relativno redek pojav, so predvidevali, da plesen na teh gostiteljin ne more bistveno
prispevati k razvoju bolezni na krompirju, vendar jih kljub temu lahko Stejemo med
alternativne gostitelje za P. infestans. V vseh treh gostiteljih so nasli tudi oospore, ki so
bile precej Stevilne pri vrsti S. sisymbriifolium. Za oospore so domnevali, da bi lahko
predstavljale vir za okuzbe v naslednjih letih (Flier in sod., 2003). Raziskavo o okuzbah
grenkoslada s plesnijo so pozneje objavili $e Golas in sod. (2010) in prisli do zakljucka, da
zaradi redkosti okuzb in nesposobnosti prezimitve grenkoslad ne bi mogel vplivati na
epidemiologijo krompirjeve plesni. V nekaterih drzavah Srednje in Juzne Amerike, na
Novi Zelandiji, v Avstraliji in Indiji je pomembno gojenje pepina (Solanum muricatum
Ait.), v Kolumbiji pa gojenje perujskega vol¢jega jabolka (Physalis peruviana L.), ki sta
prav tako gostitelja krompirjeve plesni (Mohan in sod., 2000; Adler in sod., 2002; Vargas
in sod., 2007).

2.3 1ZVOR IN MIGRACIJE P. infestans

Migracija krompirjeve plesni v 19. stoletju je bila pomemben mejnik v razvoju rastlinske
patologije kot znanstvene discipline. Do odkritja, da krompirjevo plesen povzroca
mikroorganizem, je prislo 15 let pred potrditvijo Pasteurjeve teorije o mikrobih kot
povzrociteljih bolezni in zavrnitvijo teorije 0 spontanem nastanku zivljenja (generatio
spontanea) (Zadoks, 2008).

Prepricanje, da krompirjeva plesen izvira iz Mehike, se je utrdilo, ko sta bila tam najdena
oba paritvena tipa v skoraj izena¢enem razmerju (Gallegly in Galindo, 1958), dokon¢no pa
je bilo potrjeno z obsirnim preucevanjem vecjega Stevila izolatov P. infestans iz Andov in
Mehike in s primerjavo z drugimi njej ozko sorodnimi vrstami (Goss in sod., 2014).
Migracije krompirjeve plesni so pomemben vzrok za spremembe v populacijah. Do
zaCetka osemdesetih let 20. stoletja je bila populacija v Evropi in tudi drugje po svetu
homogena, prevladovalo je potomstvo enega klona (US-1). Ta genotip je bil edini, ki so ga
nasli pri izolatih, zbranih po letu 1950 (Goodwin in sod.,1994; Goodwin, 1997). Zanj so
predvidevali, da je bil prenesen iz Mehike najprej v ZDA, Kjer se je bolezen pojavila I.
1843, nato pa v Evropo in naj bi tudi povzrocil prvi velik izbruh bolezni 1. 1845. 1z Evrope,
ki je s semenskim krompirjem oskrbovala dobrsen del sveta, se je potomstvo tega klona
razneslo na vse kontinente (Goodwin, 1997). PoznejSe raziskave herbarijskega materiala so
pokazale, da klon, ki je bil razsirjen, ni enak tistemu, ki je povzrocil zgodovinski izbruh
bolezni v Evropi. Gre za soroden klon, ki so ga poimenovali HERB-1 (Yoshida in sod.,
2013), plesen, ki je v Evropi prevladovala priblizno do leta 1980, pa je bila najverjetneje
rezultat poznejSih migracij. Novi genotipi P. infestans, ki so prisli v Evropo skupaj s
paritvenim tipom A2 proti koncu 20. stoletja, ali so nastali s spolnim razmnozevanjem, so
se hitro razsirili v evropski populaciji (Dagget in sod., 1993; Drenth in sod., 1994) in se
nato postopoma razsirili s semenskim krompirjem po vsem svetu. Migracije krompirjeve
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plesni se zaradi globalne trgovine dogajajo neprestano in tudi nenadzorovano. Semenski
krompir je pogosto latentno okuzen (Zellner in sod., 2011). Tako ni nenavadno, da so
Chowdappa in sod. (2015) porocali o mo¢nem izbruhu plesni na krompirju in paradizniku
v juzni Indiji, ki ga je povzrocil agresiven klon z oznako EU_13 A2, razSirjen v zadnjem
desetletju v veéjem delu zahodne Evrope. Do prenosa bolezni prihaja tudi s sadikami
paradiznika (Fry in sod., 2015).

S sodobnimi metodami dolocanja genetske variabilnosti, kot je na primer analiza
enostavnih ponovljivih sekvenc na ve¢ lokusih genoma, je omogoceno precej natancno
sledenje posameznim genotipom P. infestans, kar je uporabno tudi pri nadzoru Sirjenja
bolezni s sadilnim materialom.

2.4 BOLEZENSKA ZNAMENJA

Pri krompirju se na listih najprej pojavijo pege, ki izgledajo kot prepojene z vodo,
najveckrat na robovih spodnjih listov. Robovi peg niso ostro omejeni. V vlaznem vremenu
se pege hitro vecajo in porjavijo (Agrios, 2005). Na spodnji strani listov (slika 2) ob
zadostni vlagi vidimo pege, obrobljene z belo plesnijo, ki jo sestavljajo trosonosci s
trosovniki (sporangiji). V mokrem vremenu se bolezen §iri okoli prvotne okuzbe, ker veter
raznese trosovnike po okolici. V nekaj dneh se posusi ali zgnije ves nasad. Okuzen nasad
oddaja vonj po plesni. Kadar je vreme suho, se pege posusijo in tudi bela plesen na robu
peg se ne vidi vec. Trosovniki, ki jih dez izpere v tla ali pa pridejo v stik z gomolji ob
izkopu, okuzijo gomolje in povzro¢ijo njihovo gnitje (Janezic, 1951).

Slika 2: Znamenja okuzbe s krompirjevo plesnijo na zgornji (desno) in spodnji strani (levo) krompirjevega
lista
Figure 2: Late blight symptoms on the upper (left) and lower side (right) of potato leaf

Okuzba stebel se pogosto zacne na mestu, kjer listi izras¢ajo iz stebla (listna pazduha), ker
se na tem mestu v vlaznem vremenu zadrzujejo kaplje vode (slika 3). V njih zoosporangiji
sprostijo zoospore, ki kalijo in prodrejo z infekcijsko hifo v tkivo. Patogen nato raste v
listni pecelj in steblo, listi odpadejo ali pa se zasusijo in obvisijo na steblu. Okuzena stebla
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so rjava do ¢rna, vendar tkivo ostane suho in ¢vrsto, v nasprotju z bakterijskimi okuzbami,
kjer so stebla ¢rna a mehka in povrhnjica zdrsne s stebla, ¢e ga stisnemo s prsti. Poleg
okuzbe, ki se pri¢enja v zalistjih, se pojavlja tudi plesen na internodijih. TakSen tip
bolezenskih znamenj se je pricel pogosteje pojavljati v devetdesetih letih 20. stoletja
(Schober-Butin, 2001). Po okuzbi gomoljev nastanejo razli¢no velike, rahlo uleknjene pege
svineno sive barve in nepravilnih oblik. Pod pegami je meso gomolja rdeckasto rjavo in
porjavelost se lahko $iri vse do sredine gomolja (slika 4). Porjavelost mesa daje videz
kosmicev ali pa je enakomerno razprSena in ni ostre meje med zdravim in oblelim tkivom.
Med skladi$¢enjem se bolezenska znamenja pod vplivom sekundarnih povzrociteljev gnitja
spremenijo in cel gomolj postane mehka, kasasta gmota. Ce je gomolj le malo okuzen, bo
rjavenje mesa v ¢asu skladiScenja napredovalo pocasi (Hoffmann in Schmutterer, 1983).

TN~

Slika 3: Krompirjeva plesen na steblu krompirja
Figure 3: Late blight on potato stem

Slika 4: Krompirjeva plesen povzroca gnilobo gomoljev
Figure 4: Tuber rot caused by late blight
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Pri paradizniku plesen okuzi vse nadzemne dele. Majhne vodene pege se hitro razsirijo v
svetlo zelene in nato rjave lezije, ki prekrijejo cel list. Stebla porjavijo, cele rastline se
lahko posusijo. Na plodovih so rjavkaste lise mastnega videza, ki se povecujejo, dokler ne
zajamejo celega plodu (slika 5). Na plodovih se v vlaznem vremenu razvije plesniva
previeka (Jones in sod., 1991).

O bolezenskih znamenjih na jajéevcu ni veliko zapisov. Znacilna bolezenska znamenja so
v seznamu gostiteljskih rastlin P. infestans (Erwin in Ribeiro, 1996) opisana kot plesen na
cvetni €a$i in gniloba plodov. Avtorji preglednega ¢lanka o boleznih jajéevca v Indiji
opisujejo bolezenska znamenja na listih kot sprva majhne temno zelene pege, ki izgledajo
kot prepojene z vodo. Te se nato vecajo, postanejo rjave in obdane z rumeno-zelenim
robom. Okrog peg je na spodnji strani lista vidna bela plesniva obroba, na kateri nastajajo
sporangiji. Ko bolezen napreduje, je rjavih peg vse ve¢ in vsa rastina potemni in odmre.
Rastlina, ki je mo¢no okuZena s plesnijo, ima znacilen vonj, ki je rezultat nagle razgradnje
listnega tkiva (Singh in sod., 2014). Pri pojavu plesni na jajéevcih v severnem Egiptu so
El-Ganainy in sod. (2014) opisali bolezenska znamenja na listih kot znacilne lezije v obliki
¢rke »V«, okuzene rastline pa so bile razporejene po polju v posameznih zari$¢ih bolezni.

Slika 5: Krompirjeva plesen na paradizniku
Figure 5: Late blight on tomato

2.5 RAZVOJ IN SIRJENJE BOLEZNI

Nespolno razmnozevanje je klju¢no za Sirjenje krompirjeve plesni. Ponavljajoci se
nespolni ciklusi omogocajo hitro namnozitev in pojavljanje v obliki epifitocij. Temperatura
in vlaga imata na razvoj in Sirjenje velik vpliv. V preglednici 2 so prikazane razmere,
potrebne za procese rasti in razvoja P. infestans, kot jih je iz del ve¢ avtorjev zbrala
Schober-Butinova (2001). Kardinalne temperature za rast P. infestans so: minimum 4 °C,
optimum 20 °C, maksimum 26 °C (Erwin in Ribeiro, 1996). Te temperature ne pomenijo,



17
Zerjav M. Znacilnosti populacije krompirjeve plesni ... v Sloveniji v obdobju med 2002 in 2015.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, 2016

da organizem izven tega temperaturnega obmocja ne more preziveti, saj ga je mogoce
izolirati iz gomoljev, ki so bili ohlajeni na 1 °C in iz listov, ki so bili izpostavljeni
temperaturi nad 30 °C (Schober-Butin, 2001). Zmerne temperature med 10 in 25 °C,
omocenost listov ali visoka zracna vlaga blizu 100 % so potreben pogoj za sporulacijo (Fry
in sod., 2001). Sporangiji, ki prispejo na list, sprostijo zoospore, ki kalijo in prodrejo v
tkivo. Do okuzbe gomoljev pride s sporangiji, ki se Vv tla sperejo z lezij na listih ali steblih.
Vir primarnih okuzb v rastni dobi so poleg semenskega krompirja tudi samosevni
krompirji in kupi odpadnega krompirja. V obmogjih, kjer se P. infestans razmnoZuje
spolno, so vir primarnih okuzb tudi oospore v tleh (Fry in sod,. 2001). Primarne okuzbe se
pojavijo relativno zgodaj v rastni dobi, prej kot sekundarne okuzbe s sporangiji, ki se §irijo
po zraku. Primarni inokulum (kuzilo), Ki izvira neposredno z gomolja, se razvija Ze pred
kalitvijo, predvsem takrat, kadar so vremenske razmere primerne za razvoj patogena in so
tla vlazna, s temperaturami nad 10 °C (Powelson in sod., 2002). Raziskave, ki so temeljile
na analizah DNK v gomoljih s tehniko PCR, so pokazale, da je v povpreéju 10 % gomoljev
semenskega krompirja v Evropi vidno ali latentno okuzenih s P. infestans in kot taki
potencialno vnasajo kuzilo na polja (Zellner in sod., 2011).

Preglednica 2: Zahteve P. infestans po temperaturi in vlagi (Schober-Butin, 2001)
Table 2: Temperature and moisture requirements of P. infestans (Schober-Butin, 2001)

Temperatura Vlaga Cas
PrezZivetje micelija
v listu do 30°C 24 do 36 ur pri 30 °C
v steblu do 34°C
v gomolju 043 °C 1 ura pri 43 °C
Rast micelija 4-26 °C >85 %
Nastanek sporangijev 2,7°C 91-100 % 6 dni
7,7-15 °C 91-100 % 24-48 ur
16-22 °C 91-100 % 8-14 ur
Kalitev sporangijev
s kli¢no hifo 8,8-26 °C 100 % 8-32 ur
zZ zoosporami 10-15°C 100 %, kaplje Y2 uri
PrezZivetje sporangijev 20 °C 2040 % 1-2 uri
20 °C 50-80 % 3-6ur
Okuzba 10-25 °C 100 % 2-2Y, ur
11,7°C 53 dni
Inkubacija 15,6 °C 6 dni
17,8-21,1 °C 3-5dni
20 °C 2-3 dni
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Tudi ¢e bi le iz 1 % okuzenih gomoljev zrasle rastline z obolelimi kalcki, bi to na povrsini
1 ha pomenilo priblizno 40 zariS¢ okuzbe, ob predpostavki gostote sajenja 40.000 rastlin/ha
(Powelson in sod., 2002). Zwankhuizen in sod. (2000) so kot najpomembnejsi vir okuzbe
pri trzni pridelavi krompirja na Nizozemskem prepoznali kupe odpadnega krompirja, temu
viru je po pomenu sledil okuzen semenski krompir.

Ko so zaznali, da je priSlo v evropski populaciji P. infestans do sprememb in so izbruhi
bolezni postajali vse bolj intenzivni, so skusali ugotoviti ali se bolezen v rastni dobi
pojavlja bolj zgodaj kot prej. Dokaze o tem je bilo mogoce dobiti le s pomoc¢jo primerjave
aktualnega stanja z dolgoletnimi nizi podatkov o pojavljanju plesni v preteklosti. Analiza
podatkov o pojavljanju plesni na Finskem med letoma 1933 in 2002 je pokazala, da se je
plesen v letih 1996-2002 pojavljala 2 do 4 tedne prej kot v letih 1933-1962. Podatki so bili
zbrani na fiksnih opazovalnih tockah za spremljanje prvega pojava plesni, na poskusnih
poljih in na poljih s pridelavo. Pomik zacetka izbruha plesni v zgodnejSe obdobje rasti
krompirja v obdobju 19962002 so lahko le deloma pojasnili z vplivom visjih temperatur v
zacCetku rastne dobe in vecjim Stevilom padavinskih dni (Hannukkala in sod., 2007). Na
Svedskem so 30 let (1983—2012) spremljali ¢as prvega pojava krompirjeve plesni v 83
poskusih z dvema obcutljivima sortama krompirja in ga zapisovali kot Stevilo dni po
sajenju. Ta Cas je bil daljsi od 80 dni pri 28 % poskusov, med 60 in 79 dnevi pri 43 % in 40
do 59 dni pri 29 % poskusov. Vsa leta, ko se je okuzba zacela zgodaj (40 do 59 dni po
sajenju) so bila po letu 1998 (Wiik, 2014).

Predpostavljali so tudi, da so sevi P. infestans po vnosu novih genotipov v evropsko
populacijo postali bolj agresivni. Kot merilo pri ugotavljanju agresivnosti so uporabili
uéinkovitost okuzbe, latentno dobo, stopnjo rasti in intenzivnost sporulacije (Day in
Shattock, 1997; Flier in sod., 1998). V testu agesivnosti P. infestans na listih treh sort
krompirja sta Day in Shattock (1997) skusala ugotoviti, ali so izolati nove populacije bolj
agresivni od tistih iz preteklosti, ki so bili shranjeni v zbirkah. Rezultati so pokazali
nekoliko manjSo agresivnost pri starih izolatih, vendar niso dali jasnega odgovora.
Raziskovalci so kot oviro pri primerjavi starih in novih izolatov izpostavili dejstvo, da se
patogenost izolatov pri daljSem shranjevanju pogosto zmanjsa in neposredna primerjava z
novimi izolati ni zanesljiva. S primerjavo starejsih izolatov iz zbirke z izolati novejse
populacije, so na Nizozemskem preucevali agresivnost P. infestans na gomoljih in
ugotovili pri novih izolatih vecjo agresivnost. Za okuzbo gomoljev najbolj agresiven izolat
stare populacije je bil primerljiv s povprecjem izolatov nove populacije. Med agresivnostjo
na listih in na gomoljih ni bilo povezave. Tudi paritveni tip ni bil povezan z agresivnostjo
(Flier in sod., 1998). Pri proucevanju agresivnosti izolatov P. infestans iz treh razli¢nih
regij so na listin krompirja v nadzorovanih razmerah ugotovili veliko variabilnost pri
parametrih agresivnosti. Agresivnost se je med izolati znotraj vsake proucevane regije
razlikovala in sklepali so, da je temu vzrok spolno razmnozevanje P. infestans. Delez
paritvenega tipa A2 ni bil v korelaciji z agresivnostjo (Flier in Turkensteen, 1999).
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Zaradi zelo agresivnega genotipa plesni EU_13 A2, ki se je v Veliki Britaniji razsiril med
letoma 2005 in 2008, so morali ponovno oceniti odpornost sortimenta krompirja. Nekatere
sorte, ki so veljale za odporne, so namre¢ bile podvrzene mo¢nim okuzbam. Odpornost
veéine sort, ki jo ocenjujejo z ocenami na lestvici od 1 do 9 (9 je ocena za najvi§jo
odpornost), je bila ob okuzbi s P. infestans tega genotipa veliko manjsa. Nekatere sorte na
primer 'Sante’, 'Romano’, 'Escort’ (pridelujemo jih tudi v Sloveniji), ki so imele prej ocene
6 ali 7, so bile po novem ocenjene z ocenami med 3,6 in 3,8. Odporna sorta 'Stirling’, ki so
jo uporabljali tudi za ekolosko pridelavo, pa je padla z ocene 8 na 3,7 (Lees in sod., 2012).

Na Finskem so na poljih, kjer se je plesen pojavila vsaj v enem od zadnjih Stirih let,
opazovali zgoden pojav bolezni z znacilnimi bolezenskimi znamenji okuzbe z oosporami.
Stevilne majhne pege plesni so se vedno pojavile na spodnjih listih, ki so najblize tlem ali
so z njimi v stiku (slika 6). S takih mest so vzeli vzorce zemlje in s testom z vabo na
nekaterih poljih, kjer je bil krompir v kolobarju ze ve¢ let zaporedoma, dokazali v tleh
vitalne oospore (Lehtinen in Hannukkala, 2004). Tudi Widmark in sod. (2007) so natan¢no
proucevali simptome, §irjenje bolezni in genotipsko raznolikost P. infestans v zariscih
okuzbe, ki so izvirala iz oospor. Zaporedno pridelovanje krompirja v kolobarju je na
Finskem po letu 1998 vplivalo na zgodnejsi pojav bolezni v rastni dobi, kar bi lahko
pripisali okuzbi z oosporami iz tal ali ve¢jemu vplivu samosevnih krompirjev (Hannukkala
in sod., 2007). O moznem vplivu oospor na pojav in $irjenje bolezni so pisali tudi Drenth
in sod. (1995), Andrivon (1995), Andersson in sod. (1998), Hermansen in sod. (2000),
Turkensteen in sod. (2000), Zwankhuizen in sod. (2000) in drugi.

Slika 6: Sum na okuzbo s krompirjevo plesnijo z oosporami iz tal, Vodice, 9. Iiulij 2010
t

Figure 6: Late blight infection suspected to be caused by oospores, VVodice, 9™ July 2010
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2.6 VARSTVO PRED KROMPIRJEVO PLESNIJO

V klimi, ki je primerna za gojenje krompirja, ni mogoc¢e doseci zanesljivih in dovolj
velikih pridelkov brez uporabe kemi¢nih fungicidov. Zlahtnjenje na odpornost krompirja
proti P. infestans je v prvi polovici 20. stoletja vzbujalo veliko upov, vendar so pristop z
vgrajevanjem R genov za odpornost ve¢inoma opustili v 60-tih letih. Spoznali so, da tudi
kombinacijo ve¢ih R genov v rastlini patogen zlahka premaga. Napori zlahtniteljev so
pozneje dali ve¢ sort z dobro rasno nespecificno odpornostjo (imenovano tudi horizontalna
ali poljska odpornost). Vecina evropskih pridelovalcev je zaradi zahtev trga ostala zvesta
obcutljivim sortam. Integrirano varstvo krompirja pred plesnijo vkljucuje poleg izbora
manj obcutljivih sort predvsem skrb za nadzor nad viri okuzbe, kot so semenski krompir,
kupi odpadnega krompirja in samosevni krompir. V obmocjih, kjer je mozna tudi okuzba z
oosporami, je preventivni ukrep kolobarjenje. Glavni steber varstva so fungicidi,
uporabljeni v skladu z dobro kmetijsko prakso. Skropljenje pridelovalci prilagajajo
infekcijskemu pritisku, pri ¢emer je klju¢no upostevanje informacij, Ki jih nudijo sluzbe za
napovedovanje bolezni in sistemi za pomo¢ pri odlo¢anju. Pomembno je izvajanje
strategije za preprecevanje pojavljanja odpornosti proti fungicidom, ki je prilagojena
obmocju pridelave (Cooke in sod., 2011). Strategija temelji na smernicah, ki jih je
oblikoval odbor Fungicide Resistance Action Committee (Brent in Hollomon, 2007) in
doloc¢ajo nacin in ¢as rabe fungicidov. Podrobneje so opisane v naslednjem poglavju.

2.7 ODPORNOST P. infestans PROTI FUNGICIDOM
2.7.1 Fungicidi za zatiranje krompirjeve plesni

S pojavom peronospore vinske trte v Sloveniji in uvajanjem bakreno apnene brozge
(bordojske brozge) za njeno zatiranje po letu 1885 so z njo zaceli Skropiti tudi proti
krompirjevi plesni, vendar so jo uporabljali le najbolj napredni kmetje (Macek, 1979). Vse
do stiridesetih let 20. stoletja je kemic¢no varstvo pred plesnijo temeljilo na anorganskih
fungicidih, ki so jih najve¢krat pripravljali uporabniki sami (Morton in Staub., 2008). Se
leta 1950 sta bila v Sloveniji edina priporocena pripravka za zatiranje plesni bakreno
apnena brozga in bakreno apno (Janezi¢, 1951).

Med letoma 1940 in 1970 so razvili ve¢ novih kemijskih skupin fungicidov, najprej
ditiokarbamate, pozneje ftalimide in klorotalonil, ki so pomenili veliko izboljSanje v
primerjavi z anorganskimi fungicidi (preglednica 3). Boljsi so bili tako po ucinkovitosti kot
tudi glede fitotoksicnosti in enostavnosti uporabe za pridelovalca. Po letu 1960 je zacel trg
s fungicidi hitro narascati (Morton in Staub, 2008). Med najbolj u¢inkovitimi fungicidi za
varstvo pred plesnivkami so bili tisti iz skupine fenilamidov (metalaksil, benalaksil,
oksadiksil, ofurak), ki so v uporabi od leta 1977 dalje. So sistemi¢ni fungicidi s
protektivnim, kurativnim in eradikativnim delovanjem (Gisi in Cohen, 1996).
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Preglednica 3: Aktivne snovi fungicidov za zatiranje krompirjeve plesni in tveganje za pojav odpornosti
(Morton in Staub, 2008; FRAC Code List, 2015)
Table 3: Fungicide active ingredients for late blight control and risk of resistance (Morton and Staub, 2008;

FRAC Code List, 2015)

Ime skupine Aktivna snov in leto zacetka uporabe Tveganje za razvoj odpornosti
Anorganski fungicidi baker, po 1882 nizko
tiram, 1942
zineb, 1943
Ditiokarbamati nizko
maneb, 1955
mankozeb, 1961
Ftalimidi folpet, 1952 nizko

Organo-kositrne spojine

fentin acetat in fentin hidroksid, 1954

nizko do srednje

Kloronitrili (ftalonitrili)

klorotalonil, 1964

nizko

metalaksil, 1977
benalaksil, 1981

visoko

(odpornost in navzkrizna odpornost sta

Fenilamidi oksadiksil, 1983 dobro znani pri razliénih oomicetah,
metalaksil-M ali mefenoksam (izomera | potrebno je upravljanje odpornosti)
metalaksila), 1996
. nizko do srednje
dimetomorf, 1988
CAA fungidici (odpornost znana pri Plasmopara viticola

(amidi karboksilne kisline)

iprovalikarb, 1998
bentiavalikarb, 2003
mandipropamid, 2005

a ne pri Phytophthora infestans,
navzkrizna odpornost z vsemi snovmi v

CAA, potrebno upravljanje odpornosti)

Cianoacetamidoksimi

cimoksanil, 1976

nizko do srednje

fluazinam, 1992 nizko
Fosfonati fosetil-Al, 1977 nizko
visoko

Zunanji inhibitorji kinona Qol

famoksadone, 1996
fenamidon, 1998

(navzkrizna odpornost v skupini,

potrebno upravljanja odpornosti)

Karbamati

propamokarb, 1978

nizko do srednje

(potrebno upravljanje odpornosti)

Notranji inhibitorji kinona Qil

ciazofamid, 2001

tveganje ni znano

Benzamidi zoksamid, 2001 nizko do srednje
Benzamidi fluopikolid, 2006 odpornost ni znana
T, . srednje do visoko (ni navzkrizne
Zunanji inhibitorji  kinona | ametoktradin, 2013 ) _
rezistence z skupino Qol, potrebno
(Qosl)

upravljanje odpornosti)
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Fenilamidi so pomenili popolnoma novo raven varstva rastlin zaradi Siroke uporabnosti za
tretiranje semena, tretiranje tal in nadzemnih delov rastlin, vendar je njihovo uporabnost
kmalu zacelo omejevati pojavljanje odpornosti proti njim (Morton in Staub, 2008).

2.7.2 Odpornost proti fungicidom iz skupine fenilamidov

Prvi¢ so =zaznali odpornost proti metalaksilu leta 1979 pri kumarni plesni
(Pseudoperonospora cubensis (Berkeley & M.A. Curtis) Rostovtsev) na kumarah, gojenih
v plastenjakih v lIzraelu. Po odkritju odpornosti pri P. infestans leta 1980 se je odpornost
leta 1983 pojavila tudi pri peronospori vinske trte (Plasmopara viticola (Berk. & M.A.
Curtis) Berl. & De Toni) v Franciji (Gisi in Cohen, 1996). Odpornost je navzkrizna in proti
metalaksilu odporna krompirjeva plesen je odporna tudi proti drugim aktivnim snovem iz
skupine fenilamidov - vse so specifi¢ni inhibitorji ribosomske RNK polimeraze v
oomicetah (Gisi in Cohen, 1996). Micelij preneha rasti, ker je zaradi inhibicije encima
ovirana sinteza proteinov v ribosomih. Fungicid, ki ga je list vsrkal, povzro¢i poskodbe
micelija in prenchanje njegove rasti potem, ko je fitoftora ze prodrla v list (Erwin in
Ribeiro, 1996). Ker metalaksil ne vpliva na prodiranje v list in zacetno naselitev, se na
mestih okuzbe pojavijo drobne omejene pege, ki pa se ne §irijo in na njih ni sporulacije. Za
najbolj uc¢inkovito varstvo mora biti tretiranje rastlin opravljeno pred okuzbo s P. infestans
ali v ¢asu dveh dni po njej (Cohen in sod., 1979).

Dejstvo, da so zaradi navzkrizne rezistence med aktivnimi snovmi z enakim nacinom
delovanja ogrozeni pripravki razli¢nih proizvajalcev fitofarmacevtskih sredstev, je
botrovalo njihovi zdruzitvi v odbor Fungicide Resistance Action Committee (FRAC).
FRAC si s povezovanjem raziskovalnih rezultatov o mehanizmih odpornosti, nadinu
delovanja fungicidov in z monitoringom obcutljivosti populacij gliv na polju prizadeva
oblikovati strategije za zmanjSevanje tveganja za pojav odpornosti (Morton in Staub,
2008).

Izraz »odpornost proti fungicidom ali rezistenca«, kot ga uporablja FRAC, se nanasa na
pridobljeno, dedno zmanjSanje obcutljivosti glive za specificni fungicid. Nekateri
raziskovalci uporabljajo izraz »zmanjSana obcutljivost ali toleranca«, kadar gre za
zmanjSanje obcutljivosti gliv, ki nima vpliva na prakti¢no uporabo fungicida ali pa je ta
vpliv majhen. lIzraz »odpornost« uporabljajo, ko gre za tak§no zmanjSanje obcutljivosti
posameznih sevov/izolatov gliv, ki bistveno vpliva na ucinkovitost fungicida v praksi,
kadar se ti sevi v populaciji patogena namnozijo (Brent in Hollomon, 2007).

V populaciji krompirjeve plesni so sevi, odporni proti fenilamidom, obstajali e preden so
se ti uveljavili kot fungicidi, saj gre za naravno mutacijo. To so ugotovili z analizami
izolatov P. infestans, Ki so bili shranjeni v zbirkah Se pred uvedbo teh fungicidov (Daggett
in sod., 1993). Odporni izolati so rezultat nakljune mutacije, ki nastane tudi v odsotnosti
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fenilamidov. Z uporabo teh se frekvenca mutacij ne povecuje, vendar pa njihova uporaba
omogoca selekcijo in povecuje se zastopanost odpornih osebkov, vse dokler takSna
subpopulacija ne postane pomemben dejavnik v razvoju epifitocije (Gisi in sod, 1996). Na
nara$¢anje Stevila odpornih osebkov v populaciji vpliva pogostejsa uporaba fungicidov in
tudi odmerek ali tehnika aplikacije, ki zagotavlja ve¢jo uéinkovitost. V primeru, da je pred
uporabo fungicida populacija patogena Ze velika, je tveganje za nastanek odpornosti vecje.
Tudi lastnosti patogena, kot sta sposobnost tvorbe velikega Stevila spor in kratki
razmnozevalni ciklusi, omogocajo hitrejSe nara$¢anje odpornih osebkov (Brent in
Hollomon, 2007).

Delovna skupina za fenilamide v okviru FRAC je ukepe za zmanjSanje pojava rezistence
strnila v naslednje smernice: fenilamidi za foliarno uporabo morajo biti formulirani v
pripravkih skupaj z dotikalnim fungicidom, uporabljati jih je treba preventivno v zacetku
rastne dobe, ko je rast bujna, Stevilo Skropljenj v rastni dobi je omejeno, razmiki med
posameznimi $kropljenji ne smejo presegati 14 dni, odsvetuje se raba pri pridelovanju
semenskega krompirja in pri razmnozevanju drugih rastlin (Brent in Hollomon, 2007).

Na Nizozemskem, kjer so v zacetku osemdesetih let 20. stoletja pridelovali krompir na 25
% obdelovalnih povrsin, je bil metalaksil zelo dobro sprejet pri pridelovalcih in se je raba
hitro uveljavila. Sistemi¢no delovanje je omogocalo vedjo neodvisnost od vremenskih
razmer (Davidse, 1985). Podobno je bilo tudi v drugih drzavah, na primer na Irskem, kjer
je po letu 1977 metalaksil postal najbolj uporabljan fungicid proti krompirjevi plesni
(Dowley in sod., 2002). Ze v letu 1980 so pridelovalci v veé obmodjih Nizozemske opazili
slabo delovanje pripravka, ki je vseboval samo metalaksil, pa tudi pripravkov, Ki so
vsebovali metalaksil v kombinaciji z mankozebom, c&eprav so bili uporabljeni v
predpisanih odmerkih in intervalih. Nastala je znatna gospodarska Skoda. Zaradi suma
pojava odpornosti so iz vzorcev z okuzenih polj izolirali P. infestans in izolate testirali
glede obcutljivosti za metalaksil. Na Sestih od sedmih polj, kjer je bil uporabljen
metalaksil, so nasli izolate z visoko stopnjo odpornosti. Posledica je bil umik pripravkov z
metalaksilom za varstvo krompirja iz prodaje. Ob pojavu zgodnjega in moc¢nega pojava
plesni v letu 1984 so metalaksil v kombinaciji z mankozebom ponovno uvedli za kurativno
uporabo. Ucinkovitost je bila dobra, vendar so ponovno zaznali odporne seve (Davidse,
1985).

Na Irskem, kjer so metalaksil uporabljali brez dodatka dotikalnega fungicida, je bil ze v
letu 1981 delez odpornih izolatov zelo velik. Krompirjeva plesen je bila proti metalaksilu
odporna na 83 % njiv. Po tej ugotovitvi so fenilamide za tri leta umaknili iz prodaje in v
tem obdobju se je odpornost zmanjsala in bila ugotovljena na 12 do 33 % njiv. Leta 1985
so metalaksil v meSanici z mankozebom ponovno dali v prodajo. Uporabljali so ga
kurativno in v zelo velikem obsegu, saj je bil skoraj vsak nasad tretiran vsaj enkrat v rastni
dobi. Delez njiv z odporno plesnijo je ponovno narasel in bil tri zaporedna leta okrog 80 %,
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kar je pokazalo neposreden vpliv kurativne rabe na odpornost. Z intenzivno kampanjo za
uporabo strategije zmanjSevanja odpornosti proti fungicidom v 90-tih letih 20. stoletja se je
stanje izboljsalo (45-56 % njiv z odporno plesnijo) in ostalo relativno stabilno tudi v
naslednjih letih, kar je dokazalo ucinkovitost strategije (Dowley in sod., 2002).

Fry in sod. (1991) so na poljih z intenzivno pridelavo krompirja, kjer je bila uporaba
metalaksila redna, ugotovili odpornost pri 45 % izolatov, v povprecju pa je bila odpornost
za vsa polja 35 %. Med izolati P. infestans s paradiznika z vrtov, kjer metalaksila niso
uporabljali, ni bilo nobenega, ki bi bil odporen proti metalaksilu.

Odpornost je nestabilna lastnost v populaciji, ki je vsako leto podvrzena novi selekciji
(Gisi in Cohen, 1996). Da se delez proti metalaksilu odpornih izolatov v populaciji preko
rastne dobe povecuje, so potrdili Dowley in sod. (2002). V obdobju 18 let so opazovali
sezonsko variabilnost v pojavljanju odpornosti in ugotovili, da se je delez odpornih
izolatov vedno poveceval od junija do avgusta. Domnevali so, da odporni sevi ne prezimijo
tako ucinkovito kot obcutljivi.

Po prvem pojavu odpornosti so v Evropi potekale preiskave o stanju v populaciji in
ugotovitve so se med leti in obmo¢ji zelo spreminjale toda v vecini populacij je bila
navzoCa krompirjeva plesen odporna proti fenilamidom. V raziskavi o odpornosti
krompirjeve plesni proti metalaksilu na izolatih, nabranih v Srbiji v letu 2000, niso
identificirali odpornih izolatov, temve¢€ le srednje odporne (Ivanovi¢ in sod., 2003). V ve¢
evropskih drzavah so v letih 2006 in 2007 ugotovili, da je bilo od 65 do 85 % testiranih
izolatov P. infestans s krompirja popolnoma odpornih proti metalaksilu (Gisi in sod.,
2011).

Obcutljivost P. infestans proti fungicidom so namenoma preizkusali v Mehiki na obmogju,
kjer je center izvora tega patogena in je raznolikost populacije zaradi spolnega
razmnoZevanja velika. Ugotovili so Sirok spekter obcutljivosti proti fungicidom fluazinam,
cimoksanil, dimetomorf, propamokarb in metalaksil v populaciji, vendar so selekcijo v
smeri odpornosti zaznali v obdobju ene rastne dobe le za metalaksil in cimoksanil. To pa
ne pomeni, da se v daljSem obdobju in ob selekcijskem pritisku ne bi mogla razviti
odpornost tudi proti drugim fungicidom (Griinwald in sod., 2006).

Od leta 2009 dalje na Nizozemskem zaznavajo tudi krompirjevo plesen z zmanjSano
obcutljivostjo za fungicid fluazinam, ki je eden temeljnih fungicidov za preventivno
varstvo pred krompirjevo plesnijo (Schepers, 2013). Te izolate lahko v monitoringu
populacije zaznajo, saj imajo znacilen genotip (oznaka EU 33 Al). V letu 2011 je bil
njegov delez v populaciji 20 %, po uvedbi protirezistencne strategije pa je bil ta klon v letu
2013 pri vzoréenju v okviru mreze Euroblight najden v Evropi le enkrat (Potato ... in
Europe - 2013, 2015).
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2.8 METODE OPISOVANJA RAZNOLIKOSTI POPULACIJ P. infestans
2.8.1 Pomen raziskovanja raznolikosti populacij

Pri opazovanju populacij rastlinskih patogenov nas predvsem zanimajo lastnosti populacij,
ki bi lahko imele vpliv na pridelavo kmetijskih rastlin ali v primeru invazivnih organizmov
na ekosistem v celoti. VV populaciji krompirjeve plesni zaradi narave povzrocitelja in
nacina pridelovanja krompirja in paradiznika prihaja do emigracije in imigracije osebkov,
kar lahko povzro¢i hitre spremembe v populaciji. Vsaka populacija je podvrzena naravnim
selekcijskim pritiskom, v kmetijskih sistemih pa na populacijo krompirjeve plesni
vplivamo tudi z izborom sort, uporabo fitofarmacevtskih sredstev, kolobarjenjem in
drugimi pridelovalnimi ukrepi.

Postopki spremljanja oziroma karakterizacije populacije temeljijo na zbiranju bioloskega
materiala. Pri patogenih gre najveckrat za izolate iz vzorcev okuzenih rastlin ali vzorce
DNK, ki nato zastopajo populacijo na nekem obmocju. Pogosto je cilj spremljanja
populacije preverjanje, ali so ukrepi za zatiranje bolezni, vklju¢no s strategijami Zlahtjenja,
Se primerni za trenutno populacijo. Ali bodo ukrepi za zatiranje bolezni dolgoro¢no
ucinkoviti, je v veliki meri odvisno od poznavanja patogena v dolo¢enem ¢asu (Cooke in
Lees, 2004).

Za analiziranje populacije moramo imeti nek genetski marker (oznacevalec). Prvotno so
bili markerji le fenotipski, z razvojem molekularne biologije pa so se zaceli ve¢ uporabljati
genotipski markerji (Fry in sod., 2009).

2.8.2 Markerji za raziskovanje populacij P. infestans

Markerji oziroma njihove kombinacije morajo biti primerni za primerjavo izolatov tako
znotraj populacije kot med populacijami na lokalni in globalni ravni. Marker, ki ne
omogoca razlikovanja in se izolati razlicnega genskega izvora kazejo kot identi¢ni, ni
primeren. Prav tako niso primerni markerji, kjer ima velik delez izolatov v populaciji
poseben DNK prstni odtis, kar vodi v nepregledno Stevilo genotipov (Cooke in Lees,
2004).

Nekatere od lastnosti dobrega molekularnega markerja so: dovolj velik polimorfizem,
kodominantno dedovanje, ki pri diploidnih organizmih omogoca razlikovanje homozigotov
od heterozigotov, dobra dolocljivost alelov in enakomerna razporeditev po vsem genomu.
Biti mora taksen, da njegova uporaba temeljiti na tehnologiji, ki je Siroko dostopna in da je
izvedljiva tudi avtomatizacija procesa, kar omogoca opravljanje velikega Stevila analiz v
sprejemljivem Casu (Weising in sod., 2005). Poleg teh osnovnih zahtev Cooke in Lees
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(2004) kot prednosti dobrega markerja za preiskave raznolikosti P. infestans navajata tudi
moznost, da na enem izolatu hkrati analiziramo vec lastnosti (multipleks zasnova) in da je
uporaben tako za Ciste kulture kot za rastlinski material, okuzen s P. infestans.

Prva fenotipska markerja, ki so ju uporabljali za krompirjevo plesen, sta bila paritveni tip
in specifi¢na virulenca. Po pojavu odpornosti proti metalaksilu je tudi ta lastnost postala
uporabna kot marker. Sledila je uporaba markerjev, osnovanih na polimorfizmu proteinov.
Elektroforezo izoencimov P. infestans so za analizo populacij med prvimi uporabljali
Tooley in sod. (1985) za primerjavo razlik med populacijami, ki se razmnozujejo spolno in
nespolno. Shattock in sod. (1990) ter Fry in sod. (1991) so z njimi raziskovali genetsko
strukturo populacije v Veliki Britaniji oziroma na Nizozemskem. Prednost izoencimov kot
markerjev je v tem, da se dedujejo kodominantno in da je analiza enostavna za izvedbo.
Njihova pomanjkljivost je omejeno Stevilo primernih lokusov v genomu in vcasih tudi
premajhna raznolikost (Weising in sod., 2005). Te omejitve je presegla uporaba DNA
markerjev: polimorfizem dolzin restrikcijskih fragmentov (RFLP), mitohondrijski haplotip,
polimorfizem dolzin pomnozenih fragmentov (AFLP), mikrosateliti oziroma enostavne
ponovljive sekvence (SSR), polimorfizem posameznih nukleotidov (SNP) (Fry in sod.,
2009; Knapova in Gisi, 2002; Cooke in Lees, 2004). Z dolocitvijo celotnega genoma P.
infestans, avtomatizacijo laboratorijskih procesov in razvojem informatike so bile dane
moznosti za razvoj metod za hitro analiziranje kompleksnih markerjev osnovanih na DNA
zapisu (Cooke in Lees, 2004).

Enostavne ponovljive sekvence (SSR) imajo veliko lastnosti, ki odlikujejo dober marker
(Cooke in Lees, 2004). Za analizo populacije P. infestans v Franciji in Svici sta Knapova
in Gisi (2002) uporabila SSR markerje na dveh lokusih. V naslednjih letih so Lees in sod.
(2006) metodo razvijali dalje in dodali Se 12 lokusov ter jih preizkusili na velikem Stevilu
izolatov P. infestans. Rezultat nadaljnje optimizacije in standardizacije te metode je
protokol za genotipizacijo P. infestans z 12 izbranimi SSR markerji v multipleks zasnovi
(Li in sod., 2013), ki ga uporabljajo tudi za analizo genotipov evropske populacije P.
infestans v okviru Euroblight monitoringa. Merjenje raznolikosti populacij z razli¢nimi
markerji in ob razli¢nih strategijah vzorcenja oteZuje primerjavo podatkov skozi daljSe
casovno obdobje (Montes in sod., 2015), zato je poenotenje metod za analizo populacij
pomembno za boljSe razumevanje njihovega spreminjanja.

2.9 ZNACILNOSTI EVROPSKIH POPULACIJ) KROMPIRJEVE PLESNI

Do zacetka osemdesetih let 20. stoletja sta bila kriterija za opisovanje populacije P.
infestans le virulenca in agresivnost. S pojavom odpornosti na fenilamide in paritvenega
tipa A2 se je stevilo raziskav populacij v Evropi povecalo. Znacilnosti populacij, ocenjene
s fenotipskimi markerji, so opisane za posamezne regije, za drzave ali skupine ve¢ drzav
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(na primer za nordijske drzave), v Stevilnih znanstvenih in strokovnih ¢lankih. Z razvojem
biokemijskih in molekularnih metod so se moZnosti za ugotavljanje raznolikosti v
populacijah zelo izboljsale (Cooke in Lees, 2004).

Kaks$ne spremembe v populacijah so se dogajale glede paritvenega tipa in odpornosti proti
metalaksilu po spremembi populacije v zac¢etku osemdesetih let 20. stoletja, je opisano ze v
prejsSnjih poglavjih. V prvi raziskavi populacije na Nizozemskem z analizo izoencimov
(Fry in sod., 1991) so ugotovili takSne genotipe, ki jih v populaciji pred letom 1980 ni bilo,
znacilni genotipi iz preteklega obdobja pa se skoraj niso ve¢ pojavljali. V populaciji sta
bila oba paritvena tipa, vendar raziskava zaradi omejitev uporabljene metode, ki daje
premalo moznosti za razlikovanje med genotipi, ni dala odgovora glede vloge spolnega
razmnozevanja na raznolikost populacije. Nadaljnje raziskave populacij s proucevanjem
polimorfizma restrikcijskih fragmentov (RFLP) so utemeljile predvidevanja o spolnem
razmnozevanju P. infestans v Evropi (Drenth in sod., 1994; Sujkowski in sod., 1994).

Do veéje spremembe v populaciji P. infestans je v Evropi ponovno prislo po letu 2004
zaradi Sirjenja dominantnega genotipa, ki se je najprej pojavil na Nizozemskem in se tam
tudi razsiril (Li in sod., 2012). Po analizi s SSR markerji in dolo¢itvi paritvenega tipa so
genotip oznacili kot 13_A2 (tudi blue-13 ali EU_13 A2). V Veliki Britaniji je po letu 2005
njegova frekvenca v populaciji v treh rastnih dobah narastla z 12 % na 71 %, razsiril se je
tudi v Franciji in Nem¢iji (Fry in sod., 2009). Na Poljskem so ga nasli v ve¢jem obsegu v
letu 2006. V populaciji se je sicer obdrzal in so ga zaznali Se leta 2009, vendar se ni razsiril
(Chmielarz in sod., 2014). Krompirjeva plesen z genotipom EU_13 A2 je v testiranjih v
laboratoriju in na polju izkazovala vecjo agresivnost v primerjavi z drugimi genotipi.
Izrinila jih je iz populacije ter bila zelo kompetitivna tudi v hladnejSih razmerah, pri
temperaturi 13 °C. V Veliki Britaniji je med letoma 2003 in 2008 ve¢ kot 82 % izolatov
pripadalo manj kot sedmim multilokus genotipom, delez edinstvenih genotipov, ki niso
pripadali nobenemu dotlej znanemu potomstvu klona, pa je bil manjsi od 10 %. Zaradi
prevlade genotipa EU_13_AZ2 se je delez paritvenega tipa A2 v populaciji povecal z 10 %
na 82,5 % (Cooke in sod., 2012a; Lees in sod., 2012).

Drugatno je stanje v nordijskih drzavah (Finska, Norveska, Svedska) ter v
severovzhodnem delu Nizozemske, kjer populacijo sestavljajo Stevilni edinstveni ali skoraj
edinstveni genotipi (slika 7) in ne prevladujejo znacilne klonske linije (Brurberg in sod.,
2011; Li in sod., 2012). Podobno je bila velika genetska raznolikost ugotovljena tudi na
Poljskem (Chmielarz in sod., 2014).

Evropski znanstveniki in strokovnjaki, ki delujejo v okviru mreze Euroblight so razvili
sistem organiziranega vzorcenja, zbiranja podatkov o fenotipu in genotipu P. infestans in
izdelave kart, ki prikazujejo geografsko razSirjenost posameznih genotipov ter osnovala
bazo podatkov. Spletna stran Euroblight omogoca vpogled v genetsko raznolikost
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populacije v Evropi in nudi tudi Stevilne uporabne informacije o uporabi fungicidov za
zatiranje krompirjeve plesni in sistemih za napovedovanje pojava bolezni. Model
spremljanja patogena s pomocjo FTA Kkartic in genotipiziranja s SSR markerji omogoca
hiter, cenovno sprejemljiv in koordiniran pristop k razumevanju spreminjanja patogena v
Evropi. Spremljanje poteka od leta 2012 (Meier-Runge in sod., 2014). Podatke o
potomstvih dominantnih klonov posredujejo pridelovalcem, svetovalcem, Zlahtniteljem in
industriji fitofarmacevtskih sredstev z namenom prakti¢nega svetovanja glede varstva
krompirja in paradiznika in za dolgoro¢no snovanje strategij (Cooke in sod., 2012b;
Euroblight ..., 2015).

V letu 2014 je bila ugotovljena Siroka zastopanost dominantnih klonov v zahodni Evropi in
ve¢ drugacnih, genetsko raznolikih izolatov na obmocjih srednje in vzhodne Evrope.
Agresiven klon EU_13 A2 je predstavljal 36 % populacije in je bil navzo¢ od Kanarskih
otokov do Norveske in na vzhodu do Romunije. Ta klon je zaradi agresivnosti in
odpornosti na fungicide iz skupine fenilamidov tezje zatirati kot druge.
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Slika 7: RazSirjenost genotipov P. infestans dolo¢enih s SSR markerji v Evropi v letu 2014, kot je prikazana

na spletni strani Euroblight (Sampling ...,

2015)

Figure 7: Distribution of P. infestans genotypes determined by SSR markers in Europe in 2014 as shown on

Euroblight web page (Sampling ...,

2015)
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Drug agresiven klon EU 6 Al je bil dominanten v Veliki Britaniji, navzo¢ v Franciji in
Belgiji, zaznali so ga tudi na Poljskem. Genetsko raznoliki genotipi, ki ne pripadajo
nobenemu od ze znanih in karakteriziranih potomstev klonov, so predstavljali 23 % vseh
preiskovanih genotipov. Ceprav so bili najdeni v mnogih obmog&jih, se najbolj pogosto
pojavljajo na severovzhodu in vzhodu Evrope. Za te genotipe ne vemo, kaksne so njihove
lastnosti. Vsak od njih je nastal iz oospore v tleh in tveganje za okuzbo s tovrstnimi
razli¢ki krompirjeve plesni lahko zmanjSamo z daljSimi obdobji brez gostiteljskih rastlin v
kolobarju (Potato ... in Europe - 2014, 2015).

2.10 GOSPODARSKI POMEN KROMPIRJEVE PLESNI

Krompirjeva plesen ogroza pridelavo krompirja povsod, kjer ga gojijo, posebej pomembna
pa je v obmogjih z zmerno klimo in veliko padavinami ter tam, kjer krompir namakajo. Vsi
deli krompirjeve rastline so obcutljivi za okuzbo in bolezen v obliki epifitocije lahko uniéi
nasade (Fry in sod., 2001). Podobno velja tudi za paradiznik (Jones in so0d.,1991). Po oceni
FAQ je bila svetovna pridelava krompirja v letu 2013 okoli 365 milijonov ton. Kitajska in
Indija, najvecji svetovni pridelovalki, sta pridelali 30 % skupne koli¢ine, sledi jima Rusija.
V Evropi ga najvec¢ pridelajo Ukrajina, Poljska, Nemcija, Francija in Nizozemska. V
zadnjem desetletju se je svetovna pridelava povecala za okoli 15 % predvsem zaradi drzav
v razvoju, kjer se povecujejo potrebe po proizvodih iz krompirja. Svetovni hektarski
pridelek krompirja je okrog 18 t/ha, v kmetijsko najbolj naprednih drzavah Evrope 40 do
45 t/ha (FAOSTAT, 2015; FAO, 2008). V Evropski uniji pridelujejo krompir na skoraj 6
milijonih ha in ocenjena vrednost tega pridelka je blizu 6 milijard evrov (Haverkort in sod.,
2008).

V Sloveniji je v petdesetih letih 20. stoletja krompir rasel na priblizno 60.000 ha njiv in je
bil takrat zivilo za zadovoljevanje osnovnih prehranskih potreb, z letno porabo preko 100
kg gomoljev na prebivalca. Pozneje sta se tako povrsina njiv s krompirjem kot tudi njegova
poraba zmanjsevala, pridelek pa je nara$cal. Priblizno tri Cetrtine krompirja pridelamo v
osrednji Sloveniji, najpogosteje v kolobarju s koruzo in pSenico. Nekaj krompirja
pridelujejo tudi v monokulturi, kar Se povecuje ogrozenost pridelka zaradi bolezni in
skodljivcev (Kocjan Acko in Goljat, 2005). V Sloveniji je bil v letih 2010-2014 povprecni
pridelek 24 t/ha. Povrsine s krompirjem so se v Sloveniji po letu 1992 (takrat smo ga
pridelovali $e na priblizno 30.000 ha) zelo zmanjsale, na 3600 ha v letu 2014. V letu 2014
smo pridelovali krompir na 2 % vseh njivskih povr$in (Statisti¢ni urad RS, 2015).

Podatki o skodi, ki jo plesen lahko povzroci, so zelo razli¢ni. To je razumljivo zaradi njene
velike odvisnosti od vremenskih razmer in pojavljanja v obliki epifitocij. Na izgube vpliva
tudi nacin pridelave, zlasti uporaba fungicidov, pa tudi obcutljivost sort. Zgodovinski
zapisi iz Casa prve epifitocije v Evropi v letih 1845 in 1846, ko ni bilo nobenih ukrepov za
varstvo in so gojili zelo obcutljive sorte, govorijo o izgubah treh Cetrtin pridelka ali ve¢ na
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nekaterih obmocjih. V Belgiji so v nekaterih predelih pridelali le priblizno 9 %
pricakovanega pridelka, na Nizozemskem 40 %. V Franciji so bile izgube pridelka zaradi
gnitja gomoljev lokalno 90 do 100 %, na ravni drzave 22 % (Zadoks, 2008). Po prvih
pojavih bolezni na slovenskih tleh v letih 1845 in 1846 so porocali o izgubah pridelka med
10 % pa vse do 75 % in ve¢ (Macek, 1979). Janezi¢ (1951) je zapisal, da krompirjeva
plesen unic¢i nasade vsako leto, razen v izrazito susnih letih, in da je zato pridelek 30-50 %
manjs$i. V vlazni in hladni klimi severne Evrope in Severne Amerike je povpre¢na ocenjena
letna izguba pridelka od 8 do 10 %. V Veliki Britaniji dosezejo izgube v fitoftornih letih
priblizno 16 %, v suhih letih 2 %. V primeru, da se bolezen neovirano S$iri, ker ni bilo
ukrepov za varstvo, se pridelek lahko zmanjsa do 70 % (Hoffmann in Schmutterer, 1983).

Med poljs¢inami je poraba fungicidov najvecja pri krompirju prav zaradi krompirjeve
plesni. Ocenjuje se, da trzni pridelovalci krompirja v Sloveniji, odvisno od vremenskih
razmer, opravijo v rastni dobi od Stiri do sedem Skropljenj s fungicidom in porabijo
priblizno 7 kg aktivnih snovi fungicidov na hektar (Urek in sod., 2012).

Haverkort in sod. (2008) so na modelu pridelovanja krompirja na Nizozemskem izdelali
oceno strosSkov, ki jih povzro¢i krompirjeva plesen. Upostevali so strosSke fungicidov,
njihove aplikacije (mehanizacija, delo, gorivo), izgubo, ki nastane zaradi poSkodb
krompirja na voznih stezah pri nanosu fungicida in neposredno izgubo pridelka zaradi
okuzbe s plesnijo. Kot izgubo zaradi okuzbe so navedli za Nizozemsko 5 % vrednosti
pridelka na 10 % pridelovalnih povrSin na vsakih 5 let. S povpre¢nim Stevilom 15
Skropljenj v rastni dobi so izracunali, da so stroski zaradi plesni 15,8 % odkupne cene
krompirja. To so posplosili na raven Evrope z razlago, da so v drzavah srednje in vzhodne
Evrope stroski uporabe fungicidov sicer manjsi zaradi manjSega Stevila Skropljenj, vendar
so zato neposredne izgube pridelka zaradi okuzbe toliko vecje. Ocenili so, da krompirjeva
plesen v EU povzroci letno izgubo v visini od 900 do 1000 milijonov evrov.

Na osnovi izgub pridelka krompirja zaradi plesni v razponu od 5 do 78 % in glede na
njegovo energijsko prehransko vrednost so Fisher in sod. (2012) izracunali, da je letna
izguba krompirja zaradi plesni tolikSna, da bi z njim lahko nahranili najmanj 81 milijonov
ljudi.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 ZBIRANJE VZORCEV

Vzorce krompirjevih listov in gomoljev ter paradiznikovih listov in plodov z bolezenskimi
znamenji krompirjeve plesni smo nabirali pretezno v obmo¢jih z intenzivnim
pridelovanjem krompirja. Da bi zajeli ¢im vecjo raznolikost populacije, smo zajeli tudi
nekatera obmocja, kjer je pridelava zelo razdrobljena (Posocje, Logarska dolina) ter
vkljucili tudi vrtove. Na lokacijah vzorCenja na terenu nismo vpisovali geografskih
koordinat. Zapisali smo geografsko ime naselja ali oznacili polozaj mesta najdbe na karti v
Atlasu Slovenije, pozneje pa smo tem lokacijam pripisali koordinate, kar je omogo¢ilo
grafiéni prikaz rezultatov (slika 8). Podatkov o sorti, izvoru semenskega krompirja in
nacinu varstva nismo zbirali. V posameznem letu smo zaceli z vzoréenjem takoj ob prvih
pojavih plesni, da bi dobili informacijo o morebitnih spremembah v populaciji med rastno
dobo. V letih, ko se je plesen zaradi neugodnih razmer pojavila pozno v rastni dobi, je med
vzorci prevladovala plesen s paradiznika. Vzorec listov smo izbrali tako, da so bile na listih
dobro vidne posamezne pege. Pri gomoljih in plodovih smo izbrali tak$ne, kjer okuzba Se
ni zajela celega gomolja ali plodu in so bili brez znamenj bakterijskega ali glivicnega
gnitja.
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Slika 8: Lokacije vzoréenja krompirjeve plesni v letih od 2002 do 2007, s katerih smo pridobili izolate
Figure 8: Locations of late blight sampling for the isolation of P. infestans in the years from 2002 to 2007
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3.1.1 Vzorci za izolacijo P. infestans

Vzorec rastlinskih delov z bolezenskimi znamenji smo ovili v papir in vstavili v papirnato
ali PVC vrecko. Vzorce smo transportirali v hladilni torbi pri temperaturi od 10 do 15 °C,
da smo ohranili vitalnost P. infestans, ki je obcutljiva na visoke temperature in izsuSitev.
Vzorci so bili v laboratoriju sprejeti najpozneje 24 ur po nabiranju.

3.1.2 VVzorci za ugotavljanje oospor

Proti koncu rastne dobe leta 2005 smo na trinajstih lokacijah nabrali liste krompirja in
paradiznika na njivah in vrtovih, kjer je krompirjeva plesen rastline Ze mocno prizadela in
so bile na $e zelenih delih vidne multiple okuzbe (preglednica 4). Odbrali smo liste, Ki so
bili Ze mocno plesnivi in so se pege zdruzile med sabo, tako da je bilo tkivo v celoti
odmrlo. Pripravili smo dvajset listi¢ev za neposreden pregled z mikroskopom in na istem
mestu nabrali tudi ve¢jo koli¢ino listov za ekstrakcijo oospor. Ker smo zeleli ugotoviti
navzoc¢nost oospor v naravnih razmerah, listov nismo dodatno inkubirali. Posusili smo jih
na sobni temperaturi za poznejsi pregled.

Preglednica 4: Vzorci za ugotavljanje navzo¢nosti oospor P. infestans v listih krompirja in paradiznika
Table 4: Samples of tomato and potato leaves for detection of P. infestans oospores

Gostitelj Lokacija Vztz)itéuer:l}a Masavzzr;igo(;lhega
Krompir Brest 24. 8. 2005 20,0
Krompir Komenda 1 24. 8. 2005 12,9
Krompir Domzale 24. 8. 2005 15,0
Krompir Komenda 2 24. 8. 2005 12,5
Krompir Novo mesto 25. 8. 2005 8,3
Krompir Rakican 31. 8. 2005 6,7
Krompir Ljubljana 29. 10. 2005 5,6
Paradiznik Crna vas 24. 8. 2005 13,5
Paradiznik Ig 24. 8. 2005 12,5
Paradiznik Tomacevo 24. 8. 2005 10,4
Paradiznik Tomiselj 24.8. 2005 9,5
Paradiznik Moste pri Komendi | 29.8. 2005 6,5
Paradiznik Ljubljana 16. 10. 2005 15,0
Paradiznik Sezana 21. 10. 2005 9,6




33
Zerjav M. Znacilnosti populacije krompirjeve plesni ... v Sloveniji v obdobju med 2002 in 2015.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

V marcu 2015 smo odvzeli 6 vzorcev tal (do globine 5 cm) z zemljis¢, kjer je v letu 2014
rasel krompir ali paradiznik, okuZen s krompirjevo plesnijo. Zeleli smo ugotoviti, ali so v
tleh vitalne oospore. Dva vzorca sta bila z vrtov, kjer je rasel paradiznik (Ljubljana 1,
Ljubljana 2) in $tirje z njiv s krompirjem (Vodice, Spodnji Brnik, HruSica). Njive Se niso
bile preorane. VVzorca z lokacije Vodice sta bila z njive, kjer gojijo krompir v monokulturi
ze vec let in smo v letu 2010 tudi opazili pojav bolezenskih znamenj, ki so vzbujala sum,
da so okuzbo povzrocile oospore (slika 6). Vzorec z vrta (Ljubljana 2) je bil vzet na mestu,
kjer je paradiznik rasel dve zaporedni leti. Na vseh mestih vzorcenja je bila v letu 2014 na
rastlinah razSirjena krompirjeva plesen.

V letu 2015 smo na njivi v Zejah pri Komendi, kjer je bil posajen zgodnji krompir in zatem
korenje, nasli dne 12. 10. 2015 veliko samosevcev krompirja (slika 9), ki so bili okuzeni s
krompirjevo plesnijo. Nabrali smo liste z multiplimi okuzbami. Zlozili smo jih v plasti¢ne
pladnje (35 cm x 25 cm x 10 cm) na vlazne Negasoft krpice (Sanolabor), ki so bile
poloZene na plasti¢no reSetko tako, da je njihov rob segal v vodo, ki smo jo nalili pod
reSetko. Pladnje smo zaprli v prozorno plasti¢no vrec€o in liste inkubirali 10 dni pri naravni
osvetlitvi (ne izpostavljene direktnemu son¢nemu Sevanju) in temperaturi na vrtu
Kmetijskega inStituta. Po 10 dnevih smo pladnje prenesli v laboratorij, jih odprli in pustili,
da so se listi posusili na sobni temperaturi.

oA % ( . BT RN
e { 3 "3 = fin . ‘-‘g’f . .-ll':,,

Slika 9: List samosevnega krompirja s Stevilnimi lezijami krompirjeve plesni
Figure 9: Volunteer potato leaf with multiple late blight lesions

3.1.3 Vzorci DNK P. infestans iz okuZenih listov krompirja in paradiZnika

Vzor&enje s FTA karticami (Whatman FTA® Mini Card) omogo¢a varno shranjevanje
vzorcev v daljSem obdobju in poznejSo analizo DNK. Vzorec okuZenega lista smo stisnili
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ob povrsino kartice, ki je obdelana s kemikalijami. Vsebina celic P. infestans se vpije,
sprosc¢ena DNK se veze in stabilizira, zasCitena je pred nukleazami in oksidacijo.

FTA™
Mini Card

wWhatman™

Place Bar Code Here Place Bar Code Here

Slika 10 : FTA kartica z vzorcem DNK P. infestans
Figure 10: FTA card with sample of P. infestans DNA

Z ene njive ali vrta smo vzeli dve posamicni leziji (¢e je bilo mogoce z ene rastline) in ju
odtisnili na eno kartico z dvema poljema. Lezija mora biti sveza, z vidnim micelijem. Suhi
listi ali listi z ve¢ lezijami niso primerni, prav tako ne z vodo namoceni listi ali vidno
okuzeni z bakterijami. Ob robu lezije, kjer so opazni trosonosci s trosovniki, smo izrezali 2
cm? lista in izrez polozili z delom, ki sporulira, navzdol na oznageno polje za vzorec.
Kartico smo zaprli in z drgnjenjem ali rahlim tol¢enjem vtisnili ekstrakt P. infestans v
podlago. Ostanek vzorca smo odstranili, kartico oznacili in jo susili na sobni temperaturi
eno uro (Protocol for sampling ..., 2014). Mesta vzorcenja v posameznih letih so prikazana
na slikah 19, 20 in 21).

3.2 IZOLACIA ORGANIZMA IN SHRANJEVANIJE IZOLATOV

Za izolacijo smo v zacetni fazi raziskave uporabljali gojis¢e imenovano V-8, ki je splosno
gojisce za plesnivke iz rodu Phytophthora in vsebuje sok paradiznika in ve¢ vrst zelenjave
(recept smo povzeli po Singletonu in sod., 1992) in rzeno gojisce A (Rye A agar), ki sta ga
prva opisala Caten in Jinks leta 1968, a je bilo v razli¢nih laboratorijih pozneje precej
spremenjeno 1in obstajajo Stevilne razliCice priprave. Obema gojisS¢ema smo za
prepreCevanje rasti bakterij dodajali antibiotike ampicilin, rifampicin in pimaricin v

cev v

prilogi A.
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Glede na vrsto okuZenega rastlinskega materiala smo uporabljali razli¢ne nacine za prenos
P. infestans na gojis¢e. S posamezne samostojne pege, na kateri je bila opazna sporulacija,
smo prenesli sporangije ali sporangiofore s sporangiji na gojis¢e. To smo delali pod
stereoskopskim zoom mikroskopom s pomocjo preparirne igle. S sterilno iglo sSmo na
konico zajeli del¢ek gojisca in se z njim dotaknili sporangijev na mestu, Kjer ni bila opazna
kontaminacija z drugimi glivami in nato delcek, ki so se ga oprijeli sporangiji, prenesli na
gojis¢e z dodatkom antibiotikov. Inkubacija je potekala pri temperaturi 18 do 20 °C.
bilo vidne okuzbe z bakterijami ali glivami, Smo prenesli micelij z roba kolonij na enako
gojisce brez antibiotikov, v nasprotnem primeru pa smo jih ponovno prenesli na gojisce z
antibiotikom, dokler nismo dobili ¢iste kulture. Ce po sedmih dneh nismo opazili hif,
znacilnih za rod Phytophthora, smo poskus izolacije ocenili kot neuspeSen. Iz gomoljev
smo izolirali patogen z izrezovanjem kosc¢kov obolelega tkiva in polaganjem na rzeno A
gojisce z antibiotiki. Podobno smo ravnali v primeru plodov paradiZnika.

Z bakterijami kontaminirane kulture smo poskusili ocistiti tako, da smo izrezali vecji kos
kolonije (do 4 cm?). Prenesli smo ga na sveZe gojisce tako, da smo del z micelijem obrnili
navzdol in pocakali, da so se hife prebile skozi gojiSce, bakterije pa so ostale spodaj.
Trosonosce s trosovniki smo previdno prenesli v drugo petrijevko. Sledilo je dolocanje
vrste na osnovi morfoloskih znacilnosti. V primerih, da po inkubaciji listov nismo opazili
sporulacije, smo plesen poskusali izolirati s polaganjem ko$¢kov okuzenega lista na rzeno
A gojisce z antibiotiki. List smo pred tem spirali s tekoco vodo, nato s sterilno vodo in
osusili v brezprasni komori. Ce je bil vzorec listov v slabem stanju (opazna kontaminacija),
smo delali tudi posredno izolacijo preko gomoljev obcutljive sorte krompirja. Za ta namen
smo uporabljali zdrave gomolje sorte 'Minerva. Gomolje smo oprali, jih povrSinsko
razkuzili z 0,5 % raztopino natrijevega hipoklorita in posusili. KoZico gomolja smo
povrsinsko poSkodovali s skalpelom, dodali nekaj kapelj sterilne vode in polozili na to
mesto del lista s pego krompirjeve plesni in ga pritrdili s parafilmom. Gomolje smo
inkubirali dva do Stiri tedne pri visoki zracni vlagi in pri temperaturi 16 °C. Ko so se
razvila znamenja okuzbe, smo iz gomoljev sterilno izrezali koScke okuZenega tkiva in jih
prenesli na rzeno A gojisce z antibiotiki.

Za krajsi Cas, od enega do treh mesecev, smo vzdrzevali delovno zbirko na rzenem A
gojiscu v petrijevkah pri temperaturi 5 do 10 °C. Za trajnejSe hranjenje izolatov smo z
inokulacijsko iglo ali skalpelom izrezali kos¢ek gojis¢a premera od 4 do 6 mm, dobro
preras¢enega z micelijem, in ga prenesli v epruveto ali stekleni¢ko s sterilnim poSevnim
rzenim A gojis€em. V prvem letu raziskave smo uporabljali standardne epruvete 160 x 16
mm, pokrite s ¢epom iz stani¢evine ali vate in kovinskim pokrovckom, ki smo ga ovili s
parafilmom pred shranitvijo v hladilnik. V naslednjih letih smo zaceli uporabljati
univerzalne steklenicke (Jencons, 30 ml) z ravnim dnom in pokrovcki iz polipropilena z
navojem, s katerimi je bilo lazje rokovati. Po 10 do 14 dneh, ko je kolonija prerasla
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posevno povrsino, smo na kolonijo s sterilno pipeto nanesli parafinsko olje v plasti debeli
avtoklavirali dvakrat po 30 minut pri 120 °C v ¢asovnem intervalu 24 ur. Tako pripravljene
izolate smo do naslednjega precepljanja hranili od 12 do 24 mesecev pri temperaturi 5 do
10 °C.

3.3 UGOTAVLJANJE PARITVENEGA TIPA IZOLATOV P. infestans

Paritveni tip smo dolocali z metodo parjenja in vitro z referen¢nimi izolati P. infestans
znanega paritvenega tipa. Krozni izsek iz roba kolonije neznanega tipa (uporabili smo 10
do 14 dni stare kulture, gojene na rzenem A gojis¢u) sSmo polozili v petrijevko na rzeno B
gojisce, v blizino fragmenta iz referencnega izolata znanega spolnega tipa Al. V drugo
petrijevko smo dali isti izolat skupaj z referenénim izolatom spolnega tipa A2. Po
inkubaciji v temi pri 18 do 19 °C so se oospore razvile v desetih do dvajsetih dneh. Gojisce
je bilo dovolj prozorno, da je omogocalo pregled za navzocnost oospor pod mikroskopom
na stiku hif dveh kolonij. Ce so nastale oospore, Smo neznani izolat ozna¢ili kot spolni tip,
nasproten znanemu tipu referen¢nega izolata (Erwin in Ribeiro, 1996; Tooley in sod.,
1989). Po konc¢anih meritvah smo ves material uniéili z avtoklaviranjem.

3.4 UGOTAVLIJANJE ODPORNOSTI IZOLATOV P. infestans PROTI FUNGICIDU
METALAKSILU

Odpornost (obcutljivost) izolatov P. infestans proti fungicidu metalaksilu smo ocenjevali
in vitro s primerjanjem rasti kolonije na trdnem gojis¢u brez metalaksila in z dodanim
metalaksilom (Daggett in sod. 1993; Goodwin in sod., 1996). Glede na radialni prirast smo
razvrstili izolate kot odporne, srednje odporne in obcutljive.

Pripravili smo rZzeno A gojisce in pred nalivanjem v petrijevke, ko je temperatura gojisca
dosegla 45 do 50 °C, dodali raztopino tehni¢nega metalaksila v odmerku, s katerim smo
dosegli v gojiscu koncentracijo 5 ppm in 100 ppm. Metalaksil smo pripravili v zalozni
raztopini, ki je vsebovala 0,1 g Gistega metalaksila ml™® raztopine. V 10 ml
dimetildulfoksida (DMSO) smo raztopili 1,0406 g tehni¢nega metalaksila (96,1 %,
kolicina DMSO, tudi v gojis¢u brez metalaksila, da izena¢imo njegov morebiten vpliv na
rast micelija. Gojisc¢e Smo pred nalivanjem premesali na magnetnem mesalu. Za vsak izolat
smo pripravili po dve petrijevki premera 90 mm za vsako od treh koncentracij metalaksila
v gojiscu. Petrijevke smo grafi¢no oznacili s ¢rtami ob strani na obeh delih petrijevke: 0
ppm z eno ¢rto, 5 ppm z dvema in 100 ppm s tremi ¢rtami. Z luknja¢em Smo iz aktivno
rastoCe kulture izrezali krozce enakega premera (8 mm) in jih polozili na sredino petrijevke
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z gojiscem. V vsako serijo preizkusanja smo vkljucili tudi standardni odporen (US 940480)
in obcutljiv izolat (US 940501).

Preglednica 5: Priprava gojis¢a za ugotavljanje odpornosti izolatov P. infestans proti metalaksilu
Table 5: Medium preparation for testing resistance of P. infestans isolates to metalaxyl

Koncentracija metalaksila
Gojisce
Rye A agar 1000 ml 1000 ml 1000 ml
Zalozna raztopina metalaksila
0ml 0,05 ml 1,0ml
(0,1 g/ml)
DMSO 1,0ml 0,95 ml oml

Inokulirane agarne plos¢e smo inkubirali v rastni komori pri temperaturi 18 °C. Prvo
meritev smo opravili po sedmih dneh. Pri izolatih s pocasno rastjo, kjer premer kolonije po
sedmih dneh $e ni presegel 30 mm, smo prirast merili po 10-tih ali 14-tih dneh. Izracunali
smo srednjo vrednost premera dveh meritev vsake kolonije v dveh petrijevkah (premer
kolonije je bil izmerjen ob dveh pravokotnicah, ki se sekata v sredis¢u).

Kriterij za dolocitev odpornosti je bil:

- odporen izolat: pri koncentraciji 5 in 100 ppm je dosezZena rast vec¢ja ali enaka 40 %
rasti na gojiScu brez metalaksila (0 ppm),

- srednje odporen izolat: pri koncentraciji 5 ppm je rast vecja ali enaka kot 40 % rasti na
0 ppm, rast na 100 ppm pa manjsa od 40 % rasti na 0 ppm,

- obcutljiv izolat: rast pri koncentraciji 5 ppm in 100 ppm je manjSa od 40 % rasti na 0

ppm.

Postopek smo ponovili, e so izolati na gojiS¢u brez metalaksila kazali znake degeneracije
ali so rasli zelo pocasi. Po konc¢anih meritvah smo ves material unicili z avtoklaviranjem.

3.5 UGOTAVLJANJE NAVZOCNOSTI OOSPOR V LISTIH IN TLEH
3.5.1 Neposreden pregled listov z mikroskopom

Da so listi postali prosojni (slika 11) in primerni za mikroskopski pregled, smo jih 5 minut
vreli v 96 % etanolu, nato pa 5 minut namakali v 2 % natrijevem hipokloritu, jih splaknili z
vodo in odcedili, podobno kot so delali Drenth in sod. (1995) ter Lehtinen in Hannukkala
(2004). Za liste paradiznika smo ¢as namakanja v natrijevem hipokloritu podaljsali na 8
minut.
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Slika 11: List, pripravljen za pregledovanje za navzo¢nost oospor P. infestans
Figure 11: Cleared potato leaf ready to be examined for oospore presence

3.5.2 Ekstrakcija oospor iz listov krompirja in paradiZnika

Metodo smo povzeli po Van der Gaag in Frinking (1997) in Flier in sod. (2003). Iz
nabranih vzorcev listov krompirja in paradiznika z multiplimi okuzbami, ki smo jih prej
posusili, smo odstranili listne peclje in natehtali 5 do 20 g materiala, odvisno od
razpolozljive koli¢ine vzorca. Vzorce smo mleli v kuhinjskem meSalniku skupaj s 50 ml
ledu in 100 ml mrzle vode (4 °C), nato smo jih prenesli v 500 ml steklenico in
homogenizirali do spenjenja (90 sekund do 2 minuti) s homogenizatorjem (Ultra Turrax)
pri 24000 rpm. Vzorec smo ohladili na 4 °C in ponovno homogenizirali z Ultra Turrax
mesalcem 90 sekund. Dodali smo 5 mg celulaze (Duchefa C 8001) in 5 mg maceraze
(Duchefa 8002) za vsak gram vzorca. Vzorec smo inkubirali na stresalniku pri sobni
temperaturi 2 uri. Sledila je obdelava v ultrazvo¢ni kopeli 2 x po 5 minut. Po 24 do 48 urah
inkubacije smo vzorec spirali na sitih 250, 100, 75 in 20 um. Obdrzali smo le frakcijo na
20 pum situ. Sprali smo jo v epruveto in jo zgostili s centrifugiranjem. Usedlino smo
razredcili z laktoglicerolom do volumna 5 ml do 20 ml, odvisno od njene koli¢ine.
Suspenzijo smo pregledovali s hemocitometrom. Kon¢ni volumen razredéene usedline je
pomemben, ker ob upoStevanju mase suhih listov pred ekstrakcijo in z uporabo
hemocitometra lahko ocenimo, koliko oospor je v tkivu.

3.5.3 Test z vabo za ugotavljanje oospor v tleh

Pri kalitvi oospor se zoospore sprosc¢ajo v vodno raztopino. Test z vabo temelji na lastnosti
zoospor, da se aktivno gibljejo v nasprotni smeri od gravitacijske sile proti povrsju vode
(Carlile, 1983) in se v procesu encistiranja prilepijo na list, ki je primeren substrat za
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kalitev in okuzbo. Pri nizki temperaturi inkubacije (15 °C), ki je hkrati ugodna za aktivnost
zoospor, list zivi dovolj dolgo, da drugi organizmi (saprofitske glive in bakterije) niso
konkurenéni P. infestans. Po metodi Drenth in sod. (1995) smo vzorec 1 kg tal prenesli v
plasti¢ni pladenj z merami 35 x 25 x 10 cm in ga zmesali z 2 1 vodovodne vode, pladenj
prekrili s prozorno folijo in inkubirali 2 dni pri 15 °C. Nato smo polozili na povrsje vode
20 listicev krompirja sorte 'Bintje’, ki je obcutljiva na krompirjevo plesen. Listi¢e smo
polozili z zgornjo stranjo navzdol in inkubirali pri isti temperaturi in 16 urni osvetlitvi Se 5
dni. Po petih dneh smo pregledali ali so na listi¢ih pege in ¢e P. infestans sporulira. Kjer ni
bilo peg, smo nadaljevali z inkubacijo $e dva dni in nato kon¢ali s poskusom.

3.6 DOLOCANJE GENOTIPOV P. infestans Z METODO ENOSTAVNIH
PONOVLIIVIH SEKVENC

Mikrosateliti ali enostavne ponovljive sekvence so posebna zvrst ponovljivih zaporedij
DNK, ki vklju¢ujejo osnovni motiv 1 do 10 bp, ki se ponovi tudi do 100-krat in so
razvr§¢eni na mnogih lokusih genoma. Navzoci so v genomih eukariontov in se
uporabljajo za identifikacijo, teste starSevstva, raziskave populacijske genetike,
genomskega mapiranja in pregledovanje genskih knjiznic. Njihova zelo visoka stopnja
mutacij jim daje visoko informativnost pri dolo¢anju sorodstvenih povezav (Bridge in sod.,
1998).

Analiza genotipa P. infestans je bila opravljena v laboratoriju instituta James Hutton (JHI)
na Skotskem z metodo enostavnih ponovljivih sekvenc v multipleks zasnovi, ki so jo
opisali Li in sod. (2013). V multipleks PCR reakciji so uporabili primerje za pomnozitev
12 SSR lokusov (Pi02, Pi04, Pi63, D13, Pi4B, PiG11, PinfSSR4, PinfSSR6, PinfSSRS,
PinfSSR2, Pi70, PinfSSR11) z ustreznimi fluorescen¢nimi barvili za vizualizacijo. PCR
produkte so analizirali z avtomatskim kapilarnim sekvenatorjem. Za dolocanje velikosti
alelov so uporabili programsko opremo GeneMapper, zatem pa so podatke pregledali Se
ro¢no. Rezultat je podatek o velikosti obeh alelov (Stevilo baznih parov) na posameznem
lokusu (pri nekaterih vzorcih je navzo¢ tudi tretji alel). Z nadaljnjo analizo podatkov s
programskimi orodji so ugotovili, ali kombinacija alelov na analiziranih lokusih ustreza
kateremu od znanih potomstev klonov (clonal lineages) v zbirki podatkov o multilokus
genotipih, ali pa gre za edinstven genotip, ki ga doslej v evropskih populacijah $e niso
zaznali. Na osnovi ve¢ markerjev (SSR, mitohondrijski haplotip, paritveni tip) genotipe po
genetski sorodnosti zdruzujejo v potomstva klonov in jih poimenujejo z dvema ¢rkama, ki
sta oznaka za geografsko obmocje, kjer je bil vzorec P. infestans nabran in zaporedno
Stevilko ter s paritvenim tipom (npr. EU_34 Al), vse ostale pa oznacijo kot drugacne
(other).
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO
4.1 VZORCENIJE IN ZBIRKA 1IZOLATOV KROMPIRJEVE PLESNI

V vseh letih raziskave, ko smo za izolacijo P. infestans nabirali s krompirjevo plesnijo
okuzene dele rastlin krompirja in paradiznika, smo zbrali 285 vzorcev in iz njih pridobili
skupno 229 izolatov za nadaljnje delo, 156 s krompirja in 73 s paradiznika (preglednica 6).
Rastisce je bilo v veCini primerov njiva (krompir) ali vrt (krompir in paradiznik), v
posameznih primerih pa smo vzorec vzeli v skladis¢u (4 vzorci gomoljev), en vzorec
paradiznika v rastlinjaku in en vzorec listov krompirja na kupu odpadnega krompirja.
Casovna razporeditev vzoréenja preko rastne dobe ni bila enakomerna, saj je bila odvisna
od zacetka prvega pojava plesni in kako se je bolezen razvijala glede na vremenske
razmere. V letih 2002 in 2007, ko se je plesen pojavila zgodaj (ze ob koncu maja in v
zacetku junija), smo pri krompirju vecino vzorcev zbrali Ze do konca julija (84 % v letu
2002 in vse vzorce v letu 2007). V letih 2004 in 2005, ko se je plesen pojavila pozneje, v
drugi polovici junija oziroma v drugi polovici julija, smo veliko vzorcev nabrali Se v
avgustu. Leti 2003 in 2006 zaradi suhega in vro¢ega vremena nista bili ugodni za razvoj
plesni, zato smo v letu 2003 pridobili le pet izolatov in enega v letu 2006. Stevilo zbranih
vzorcev in izolatov in uspeSnost izolacije po letih, razen za leto 2006, je prikazana v
preglednici 6. Vremensko ekstremno je bilo leto 2003, ko se je plesen prvi¢ pojavila Sele
konec avgusta na paradizniku. Veéino vzorcev plesni s paradiznika smo zbrali v avgustu in
septembru, ve¢ v letih, ko je bilo plesni na krompirju malo. Podatki o datumu in lokaciji
vzoréenja, rastiSCu in gostitelju so za izolate P. infestans zbrani v prilogi B, skupaj z
rezultati dolo€itve paritvenega tipa in odpornosti proti metalaksilu.

Preglednica 6: Stevilo vzorcev krompirjeve plesni in uspesnost izolacije P. infestans
Table 6: Number of late blight samples and isolation success of P. infestans

Leto 2002 2003 2004 2005 2007
Stevilo zbranih vzorcev 53 6 159 29 38
Stevilo izolatov v delovni zbirki 38 5 130 23 33
Uspesnost izolacije (%) 71,6 83,3 81,8 79,3 86,8

Mesta, kjer smo jemali vzorce za izolacijo P. infestan, so prikazana na sliki 8. V razli¢nih
letih smo vzorcenje na nekaterih lokacijah ponovili, da bi ugotovili morebitno spremembo
populacije med rastnimi dobami. Zaradi vecje intenzivnosti pridelovanja krompirja na
Gorenjskem je bilo to obmocje bolj podrobno obdelano. Med 156 izolati P. infestans s
krompirja jih je 61 (39 %) izviralo z njiv na Gorenjskem. VVzorce krompirja smo jemali
tudi na vrtovih, kjer je varstvo s fungicidi manj intenzivno (20 izolatov oziroma 13 %).
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Vzrok za neuspesno izolacijo je bila pogosto kontaminacija vzorcev z bakterijami, saj
kljub dodatku antibiotikov v gojis¢u ti niso zavrli rasti vseh vrst bakterij. Med glivami, ki
so najveckrat prerasle pocasi rastoce kolonije P. infestans, so bile glive iz rodov Alternaria
in Fusarium. Pri nekaterih vzorcih listov krompirja pri inkubaciji v vlazni komori nismo
mogli izzvati sporulacije, ¢eprav so imeli listi znacilna znamenja okuzbe s krompirjevo
plesnijo. Vzrok smo pripisovali predhodnemu tretiranju listov s fungicidi.

Po opravljenih opazovanjih in meritvah smo izolate shranili v steklene epruvete s
poSevnim rzenim A gojiséem in jih zalili s parafinskim oljem. Zbirko smo precepljali na
novo gojis¢e na 12 do 24 mesecev. Ob vsakem precepljanju smo del izolatov morali
izlo¢iti (10 do 20 %), bodisi ker niso bili ve¢ zivi ali pa je pri§lo do njihove kontaminacije.
Leta 2012 smo imeli v zbirki e 95 izolatov, ki smo jih uporabili za nadaljnje analize
genotipa.

V letih, ko smo vzorcili DNK s FTA karticami, smo zbrali skupno 120 odtisov P.
infestans: 28 v letu 2012, 43 v letu 2014 in 49 v letu 2015. VVzorcev s krompirja je bilo 68
(57 %), s paradiznika 52 (43 %). Zaradi nepredvidljivega razvoja bolezni v posameznem
letu se nismo drzali naérta vzoréenja glede na gostitelja, po katerem smo letno predvideli
80 do 90 % vzorcev s krompirja in le manjsi delez vzorcev paradiznika. V letu 2012 je bilo
vzorcev s paradiznika 21 %, v letu 2014 pa 12 %. V letu 2015, ko se je razvoj bolezni na
krompirju zaradi vrocega vremena Ze v juniju prekinil in se razmere za razvoj plesni niso
pojavile do konca spravila krompirja, smo imeli izjemoma 84 % vzorcev s paradiznika.

4.2 PARITVENI TIP KROMPIRJEVE PLESNI

Paritveni tip smo dolo¢ili pri 229 izolatih, 156 s krompirja in 73 s paradiznika. V letu 2002
smo nasli en homotali¢en izolat s krompirja, v letu 2004 pa dva. Oznacili smo jih A1A2.
Vsi trije so tvorili oospore na rzenem B gojis¢u brez navzoc€nosti nasprotnega paritvenega
tipa, vendar je bila Stevilnost teh manjSa, kot ¢e smo jih parili s katerim od znanih
paritvenih tipov. Nekaj izolatov je z enim paritvenim tipom oblikovalo veliko oospor, z
drugim pa le nekaj posameznih. Ker sami brez parjenja niso tvorili oospor, smo jih
obravnavali kot tisti paritveni tip, ki je dal boljsi rezultat pri parjenju. Na Finskem so v letu
2003 pri ugotavljanju paritvenih tipov ugotovili zelo velik delez avtofertilnih (24 %)
izolatov. Izolati so bili pripravljeni iz posameznih lezij in ne iz konic hif ali posameznih
zoospor, zato je mozno, da sta bila oba paritvena tipa prisotna ze na pegi (Lehtinen in sod.
2008). Avtofertilni izolati so namre¢ lahko le meSanica hif Al in A2 tipov (Fyfe in Shaw,
nasprotnim tipom (Smart in sod., 2000). Vzrokov za avtofertilnost pri nasih izolatih s to
lastnostjo ali izolatih, ki so kazali sposobnost parjenja z obema tipoma, nismo raziskali. Pri
avtofertilnih izolatih obstaja mozZnost, da sta bila v izolatu dva seva.
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Paritveni tip A2 je bil v populaciji P. infestans navzo¢ v vseh letih opazovanj, tako na
krompirju kot na paradizniku, le v letu 2003, ko smo pregledali samo 5 izolatov, ga nismo
zaznali (preglednica 7). Njegova zastopanost na krompirju se je od leta 2002 (14 %)
povecevala in dosegla najvecjo vrednost v letu 2007, ko je bilo od 12 izolatov s krompirja
9 izolatov (75 %) s tem paritvenim tipom (slika 12). Nasprotno se je delez paritvenega tipa
A2 pri paradizniku zmanjSeval, vendar je zaradi majhnega Stevila vzorcev v letih 2002 in
2005 ta podatek manj zanesljiv. Tezko ga posplosimo na celotno populacijo, razen za leto
2004, ko je bilo analiziranih 23 vzorcev. Mnogi raziskovalci so ugotavljali, da je razmerje
med paritvenima tipoma zelo spremenljivo med leti in v prostoru (Zwankhuizen in sod.,
2000; Hermansen in sod., 2000; Lehtinen in sod., 2008), kar velja tudi za opazovano
populacijo v Sloveniji.

Preglednica 7: Paritveni tip pri izolatih P. infestans s krompirja in paradiznika, zbranih v letih 20022007
Table 7: Mating type of P. infestans isolates from potato and tomato collected in the years 2002—-2007

Stevilo Paritveni tip Al Paritveni tip A2 Paritveni tip A1A2
Leto
izolatov Krompir Paradiznik | Krompir | Paradiznik | Krompir | Paradiznik

2002 38 23 5 4 5 1 0
2003 5 1 4 0 0 0 0
2004 130 75 23 25 5 2 0
2005 23 9 9 4 1 0 0
2007 33 3 20 9 1 0 0
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Slika 12: Zastopanost paritvenega tipa A2 v odstotkih med izolati P. infestans s krompirja in paradiznika,
zbranih v Sloveniji v letih 2002-2007

Figure 12: Percentage of mating type A2 among the P. infestans isolates from potato and tomato collected in
Slovenia in the years 2002-2007
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V letu 2004, ko je bilo analiziranih ve¢ izolatov, smo opazili, da je v nekaterih obmocjih
prevladoval paritveni tip Al (Prekmurje, Gorenjska), drugje (del Dolenjske, Ljubljansko
barje, Logarska dolina) pa je bil bolj razsirjen A2 (slika 13).
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Slika 13: Karta raz§irjenosti paritvenih tipov Al in A2 P. infestans v Sloveniji v letih 2002—2007
Figure 13: The distribution of P. infestans mating types Al and A2 in Slovenia in the years 2002-2007

4.3 ODPORNOST IZOLATOV P. infestans PROTI FUNGICIDU METALAKSILU

Testiranje za odpornost proti metalaksilu smo opravili za 228 izolatov: 155 (68 %) s
krompirja in 73 (32 %) s paradiznika. Odpornost P. infestans proti metalaksilu se je pri
krompirju pojavila vsako leto, vendar se je med leti delez odpornih izolatov spreminjal:
najmanjsi je bil v letu 2002 (14 %) in najvecji v letu 2007, ko je bilo med 12 pregledanimi
izolati 9 (75 %) odpornih (preglednica 8, slika 14).

Pri krompirju so se vsa leta, razen v letu 2007, pojavljali tudi srednje odporni izolati. V
letu 2004 je bilo vec¢ srednje odpornih izolatov na obmocju, kjer je bil bolj pogost paritveni
tip A2 (sliki 13 in 16). Tudi pri paradizniku smo ugotovili srednje odporne izolate v letih
2002 in 2004, ko je bil delez paritvenega tipa A2 vecji. Cooke in sod. (2003) so opazili
veliko razliko v deleZzu srednje odpornih izolatov med leti. Ve¢ jih je bilo na poljih, kjer sta
bila zastopana oba paritvena tipa.
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Pri krompirju je bilo na njivah odvzetih 131 vzorcev, na vrtovih 20. Delez odpornih
izolatov z njiv je bil vecji (43 %) kot pri izolatih z vrtov (25 %). Vzrok za to razliko je, da
se fungicid metalaksil na vrtovih le redko uporablja, kar omogoca sevom obcutljivim za
metalaksil, da se ohranijo. Podobne razlike med odpornostjo na poljih z intenzivno
pridelavo in vrtovi so ugotovili tudi Fry in sod. (1991) in Cooke in sod (2003). Na
paradizniku se je odpornost pojavila v vsem obdobju le pri enem izolatu v letu 2004 in
dveh v letu 2007. V letu 2002 smo kljub majhnemu Stevilu vzorcev pri treh izolatih s
paradiznika ugotovili srednjo odpornost, v letu 2004 pri enem, v naslednjih letih pa pri
nobenem (slika 15).

Preglednica 8: Stevilo proti metalaksilu odpornih, srednje odpornih in ob&utljivih izolatov P. infestans s
krompirja in paradiznika zbranih v letih 2002—2007

Table 8: Number of P. infestans isolates from potato and tomato with resistance, intermediate resistance or
sensitivity to metalaxyl in the years 2002—-2007

Stevilo proti metalaksilu odpornih (R), srednje odpornih (I) in ob¢utljivih (S) izolatov
Krompir Paradiznik
L
et R ! S R ! S
2002 4 6 18 0 3 7
2003 1 0 0 0 0 4
2004 47 17 38 1 1 26
2005 3 3 6 0 0 10
2007 9 0 3 2 0 19
Skupaj 64 26 65 3 4 66
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Slika 14: Odpornost izolatov P. infestans s krompirja proti fungicidu metalaksilu v letih 2002—2007

Figure 14: Resistance to metalaxyl of the P. infestans isolates from potato collected in the years 2002—2007
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Slika 15: Odpornost izolatov P. infestans s paradiZznika proti metalaksilu v letih 2002-2007
Figure 15: Resistance to metalaxyl of the isolates from tomato collected in the years 2002-2007
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Slika 16: Odpornost krompirjeve plesni proti metalaksilu v Sloveniji v letu 2004
Figure 16: The distribution of late blight with resistance to metalaxyl in Slovenia in the year 2004

Ko smo grupirali podatke o odpornosti P. infestans glede na geografsko lego, kjer je bil
vzorec nabran in smo se omejili na obmocje Gorenjske, je bil odstotek odpornih izolatov
66 % (povprecje za vsa leta vzoréenja za 61 njiv), kar je ve€je od povprecnega deleza
odpornih izolatov na krompirju za celotno Slovenijo, ki je bil 41 %. Ve¢ odpornih izolatov
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je izviralo tudi iz okolice Dravograda, z obmocja, kjer je pridelovanje krompirja
intenzivno. Nasprotno je bila populacija plesni s krompirja v Pomurju in na Primorskem
obcutljiva za metalaksil, kar pripisujemo manjsi rabi tega fungicida.

Day in Shattock (1997) sta ugotovila, da so izolati obc¢utljivi za metalaksil na splosno bolj
agresivni kot tisti popolnoma odporni. Pri sofasnem okuzevanju gomoljev z izolati
odpornimi proti metalaksilu in z obcutljivimi, so se odporni izolati na skladiS¢enih
gomoljih obdrzali manj ¢asa kot obcutljivi (Kadish in Cohen, 1992). Z navedenimi dejstvi
so utemeljevali, da je nadaljnja kontrolirana raba fenilamidov (omejeno Stevilo Skropljen;j
in kombinacija metalaksila s protektivno delujo¢o aktivno snovjo) smiselna, ker odpornost
v populaciji ni stabilna, ampak se odporni sevi vsako novo rastno dobo ponovno namnozijo
v procesu selekcije in jih je v zacetku rastne dobe manj. Da je sposobnost ohranjanja genov
v populaciji manjSa pri krompirjevi plesni odporni proti metalaksilu, so na osnovi
monitoringa populacije sklepali tudi Dowley in sod. (2002). Primerjali so stopnje okuzbe v
nasadih tretiranih z fenilamidi in tistimi, kjer so bile uporabljene druge fungicidne aktivne
snovi. V vseh letih so bili nasadi, tretirani s fenilamidi, manj okuZeni in je torej uporaba
fenilamidov, kljub vsakoletnemu pojavu odpornosti na 45 do 77 % njiv, omogocala dobro
varstvo pred plesnijo na listih.

Te ugotovitve so bile veljavne za obstojeCo populacijo v obdobju, ko so omenjene
raziskave potekale in je bila populacija morda bolj heterogena. V primeru skoraj popolne
prevlade enega genotipa P. infestans z odpornostjo proti metalaksilu, kot je to v primeru
EU 13 A2, takSen nacin varstva ne bi bil uspeSen.

Iz vzorcev gomoljev semenskega krompirja, pridelanega v letu 2002, ki smo jih vzeli v
skladis¢u spomladi leta 2003, smo izolirali plesen paritvenega tipa A2, odporno proti
metalaksilu. Tudi plesen, ki smo jo nasli na kupu odpadnega krompirja pri Komendi v
juniju leta 2005, je bila odporna proti temu fungicidu. Sklepamo, da so lahko v populaciji
tudi ob zacetku rastne dobe navzoci odporni sevi plesni na gomoljih . Prav tako nastajajo
tudi pri spolnem razmnozevanju, saj se lastnost deduje. Pri uporabi fenilamidov je zato
potrebna previdnost in popolna ukinitev kurativne rabe.

4.4 NAVZOCNOST OOSPOR V LISTIH IN TLEH
4.4.1 Oospore V listih

Listice smo po presvetljevanju pregledovali z mikroskopom. Pregledali smo po dvajset
listi€ev pri treh vzorcih krompirja z lokacij Komenda 2, Novo mesto in Ljubljana ter pri
treh vzorcih paradiznika (Tomiselj, Ig, Ljubljana), vendar oospor nismo nasli v nobenem.
Opustili smo pregledovanje posamicnih listiCev in iz 14 vzorcev ekstrahirali oospore.
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V vzorcih listov paradiznika z lokacij Tomigelj in Crna vas smo nasli oospore (slika 17).
Povpre¢na velikost oospore (n=20) je bila 33 um. Po Stetju s hemocitometrom smo v
znanem volumnu suspenzije, v katero smo kvantitativno prenesli ves material
posameznega vzorca z velikostjo delcev med 20 in 75 pm, ocenili $tevilo oospor: v vzorcu
iz Tomislja na 70 oospor vV gramu suhih listov in v vzorcu iz Crne vasi na 370 oospor v
gramu suhih listov. V ekstraktu iz listov krompirja oospor ni bilo.

V listih samosevnih krompirjev, nabranih v letu 2015, smo po inkubaciji pri pregledu z
mikroskopom nasli posamezne oospore. Pregledali smo 18 presvetljenih listov in oospore
nasli le v enem.

Slika 17: Oospora P. infestans v sedimentu po ekstrakciji iz listov paradiznika
Figure 17: An oospore of P. infestans in the sediment after extraction from tomato leaves

V letu 2005, kljub obdelavi relativno velikih koli¢in materiala, nismo uspeli ekstrahirati
oospor iz listov krompirja, pri paradizniku pa je bil izplen zelo majhen. Vzrok je lahko v
metodi, saj listov po nabiranju nismo inkubirali v prostoru nasi¢enem z vlago.
Predpostavljali smo, da bi oospore morale biti navzoce Ze v ¢asu nabiranja. Inkubacija ob
zadostni vlagi je eden ob pogojev za nastanek oospor (Cohen, 1997).

Nekateri raziskovalci so porocali, da ve¢ oospor nastane pri srednje odpornih sortah
krompirja kot pri obcutljivih (Drenth in sod., 1995; Hanson in Shattock, 1998). Izbor listov
za analizo s polj in vrtov, kjer so bile rastline mocno okuZzene, bi lahko bil neke vrste
selekcija, s katero smo zbrali liste z manj oosporami. U¢inkovitost nastajanja oospor je tudi
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razli¢na med razli¢nimi Al in A2 pari (Cohen, 1997) in so te lahko zelo neenakomerno
razporejene po polju in na rastlinah, kar so ugotavljali tudi Turkensteen in sod. (2000). V
primeru, da je Stevilo oospor v vzorcu zelo majhno, jih lahko spregledamo, saj
mikroskopsko lahko pregledamo le omejeno koli¢ino listov.

V drugem poskusu iskanja oospor, ko smo liste 10 dni inkubirali, smo oospore nasli tudi na
krompirju, vendar tudi v tem primeru niso bile Stevilne. Glede na velikost oospor
predpostavljamo, da so te pripadale vrsti P. infestans, saj krompir in paradiznik nista
gostitelja drugih vrst, ki bi tvorile takSne oospore. Pri oosporah nismo poskusSali izzvati
kalitve, da bi potrdili njihovo identiteto.

Slika 18: Oospora P. infestans ob zili v listu krompirja
Figure 18: Oospore near the vein of potato leaf

4.4.2 Oospore v tleh

V cCasu trajanja poskusa s plavajo¢imi listi krompirja sorte 'Bintje’ se niso pojavile lezije na
listih oziroma smo proti koncu inkubacije pri nekaterih na listnih pecljih opazili rumenenje
in bakterijsko gnitje. Pri malostevilnih listih so se pojavile vodene pege, vendar sporulacije
znaCilne za P. infestans ni bilo. Tkivo s teh peg smo prenesli na rzeno A gojisée z
antibiotiki, razvile so se kolonije Pythium sp. Pri nobenem od vzorcev ni pri§lo do okuzbe
listov krompirja s P. infestans. Glede detekcije oospor v tleh sta bila Lehtinen in
Hannukkala (2004), ki sta uporabljala modificirano metodo po Drenthu (1995), mnenja, da
test z vabo morda ni dovolj obcutljiv, da bi z njim zaznali inokulum, ki je sicer zadosten,
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da povzro€i v nasadu okuzbo. Kot tezavo sta navedla tudi shemo vzorcenja. Vzela sta
vzorce s 16 zariS¢ bolezni, ki sta jih glede na nacin pojavljanja plesni ocenila kot mesta,
kjer je do okuzbe prislo z oosporami, vendar sta jih v testu z vabo potrdila le v treh.

Zgolj navzocnost obeh paritvenih tipov Se ni potrditev, da res prihaja do spolnega
razmnozevanja, zato je najdba oospor pomembna. Glede na to, da smo vecCkrat opazili
bolezenska znamenja, znacilna za okuzbo z oosporami, kot so jih opisali Lehtinen in
Hannukkala (2004) in Widmark in sod. (2007), smo mnenja, da oospore predstavljajo vir
okuzbe in vplivajo na potek bolezni v Sloveniji.

V Mehiki, kjer je zastopanost obeh paritvenih tipov priblizno izenacena, so ugotovili, da je
oosporulacija bolj intenzivna v razmerah, ki niso ugodne za hiter razvoj epifitocije.
Nastanek oospor je bil vecji, kadar je bil potek bolezni postopen in pocasen, vendar z
zadostno koli¢ino padavin. Suboptimalno tretiranje s fungicidi, ki Sirjenja bolezni ne
prepreci, ampak ga le upocasni, je posredno prispevalo k Stevilénosti oospor v listih.
Pocasen razvoj epifitocije z dolgim trajanjem je znacilen za trzno pridelavo v drzavah v
razvoju kljub uporabi fungicidov (Romero-Montes in sod., 2008). Ta ugotovitev se deloma
lahko nanasa tudi na uporabo fungicidov pri nas. Ta je v razdrobljeni, vecinoma
samooskrbni pridelavi krompirja na majhnih povrSinah (Urek in sod., 2012) drugac¢na kot
pri intenzivni pridelavi. Stevilo $kropljenj je manjse in razmiki med njimi so dolgi, kar
omogoca, da se plesen razvija, okuZba pa ne doseZe take stopnje, da bi ogrozila pridelek. V
pridelavi, kot je znana pri nas pri malostevilnih intenzivnih pridelovalcih in v drzavah z
veliko trzno pridelavo krompirja v zahodni Evropi, je zatiranje plesni bolj natanéno.
Stevilo $kropljenj je veliko in razmiki med $kropljenji kratki, saj je cilj varstva, da se
plesen v nasadu pojavi ¢im kasneje v rastni dobi. Vpliv intenzivnosti varstva na spolno
razmnozevanje P. infestans so komentirali tudi Li in sod. (2012). V veéjem delu
Nizozemske, Kjer pridelujejo jedilni krompir, populacijo P. infestans sestavlja nekaj
potomstev klonov in sklepajo, da se razmnozuje predvsem vegetativno. To pa ne velja za
severovzhodni del drzave, kjer pridelujejo krompir za pridobivanje skroba in je populacija
genetsko zelo raznolika (slika 7), kar je znacilno za spolno razmnozevanje. Intenzivnost
varstva pred plesnijo se med obmoc¢jema razlikuje, saj pri pridelavi krompirja za Skrob
tolerirajo doloc¢eno stopnjo okuzbe s plesnijo, zato Skropijo manjkrat, z daljSimi presledki
med Skropljenji.

Na Poljskem so ugotovili precej izenaceno razmerje med paritvenima tipoma in veliko
raznolikost genotipov v populaciji med prvimi v Evropi (Sujkowski in sod., 1994).
Chmielarz in sod. (2014), ki so pozneje populacijo preucevali tudi z uporabo SSR
markerjev, so to ponovno potrdili. Kot eno od razlag za spolno razmnoZevanje in vecjo
raznolikost populacije so omenili tudi strukturo kmetijstva na Poljskem. Tam je veliko
manj$ih njiv, kjer sadijo razli¢ne sorte in ne uporabljajo fungicidov proti krompirjevi
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plesni ali pa le omejeno. Oblikujejo se manjse lokalne populacije, katerih Sirjenje ovirajo
tudi gozdovi in geografske prepreke.

4.5 GENOTIPI P. infestans

Iz 95 izolatov zbranih v letih od 2002 do 2007 (dva izolata sta bila dodana Se iz leta 2010),
iz katerih smo ekstrahirali skupno DNK, ki je bila nato analizirana v laboratoriju JHI, smo
dobili podatke genotipiziranja z 12 SSR markerji za 94 izolatov, le pri enem analiza ni bila
uspesna. V letih 2012, 2014 in 2015, ko smo vzor¢il DNK s FTA karticami, smo zbrali
skupno 120 odtisov P. infestans. Delez uspesnih analiz je bil v posameznem letu 93, 90 in
86 %, tako da je bil genotip doloCen pri 106 vzorcih. Vzrok neuspe$nih analiz je bil
mesanica genotipov (dva seva na isti leziji), premajhna vsebnost DNK ali pa je v odtisu ni
bilo. Povpreéna uspesnost pri monitoringu s FTA karticami v devetih evropskih drzavah v
letu 2012 je bila 80 % (Meier-Runge in sod., 2014). Najve¢ neuspe$nih analiz pri nas je
bilo v letu 2015, ko smo vzor¢ili pretezno paradiznik. Pri nekaterih vzorcih je bil sicer
viden micelij ob robu lezij, vendar je bilo sporangijev malo. Raziskava genotipov je tako v
vseh letih zajela skupno 200 vzorcev P. infestans: 133 s krompirja in 67 s paradiznika.
Lokacije uspe$nih vzor¢enj so vrisane na kartah z rezultati razsirjenosti genotipov (slike
19, 20, 21). Vzoréenje s FTA Kkarticami za potrebe genotipiziranja je bilo pri nasem
vzoréenju uspesnejSe kot pridobivanje izolatov v &isti kulturi (Kjer je bilo od 71 do 86 %
uspesnih izolacij). Pri vzorCenju s karticami je poraba Casa veliko manj$a. V kratkem
obdobju lahko zberemo veliko vzorcev in posiljanje v laboratorij je enostavno. Slaba
lastnost tak$nega nacina je, da v primeru, ko bi pozneje zeleli ugotoviti fenotipske lastnosti
seva, ki smo ga genotipsko dolo¢ili, tega ne moremo storiti, ker nimamo organizma.

Rezultate genotipizacije smo dobili v obliki tabele, kjer so za vsakega od 12 lokusov
vpisane vrednosti za oba alela, izraZene s Stevilom baznih parov. Neredko so se na enem
ali ve¢ lokusih pri nekaterih izolatih pojavili trije aleli, kar nakazuje, da gre v populaciji za
razli¢ne stopnje ploidije. V takem primeru je vpisan v tabelo tudi tretji alel. Narejena je
bila analiza genetske sorodnosti s primerjavo v podatkovni zbirki multilokus genotipov.
Izolati so bili razdeljeni v skupine: €e je bil njihov genotip prepoznan kot znalilen za
katero od znanih potomstev Ze opisanih klonov (clonal lineages), so bili poimenovani z
imenom te skupine genotipov, sicer pa so dobili oznako 'other' (drugac¢ni). Drugacne
genotipe, ki so bili identi¢ni in so se veckrat pojavili, smo zdruZili v podskupine lokalnih
klonov. Genotipe, ki so se pojavili v populaciji le enkrat, smo poimenovali edinstveni
genotipi.

Izsek iz tabele rezultatov v preglednici 9 prikazuje samo tri lokuse od dvanajstih pri nekaj
izbranih vzorcih krompirjeve plesni. Enaki aleli so oznafeni z enako barvo za boljSo
ponazoritev razlike med identi¢nimi genotipi, ki pripadajo istemu potomstvu klona (v
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zgornjem delu preglednice) in drugacnimi, edinstvenimi genotipi, ki se vsi razlikujejo med
seboj. Razmerja med posameznimi znanimi potomstvi klonov in skupino druga¢nih
genotipov so se med leti razlikovala (preglednica 10, slika 22).

Preglednica 9: Izsek iz tabele rezultatov SSR genotipiziranja P. infestans za tri lokuse
Table 9: The fragment from the table with results of SSR genotyping of P. infestans for three loci

Sample no. | SSR genotype
S11405 EU 13 A2
S11406 EU 13 A2
S11421 EU 13 A2
S11428 EU 23 Al
S11437 EU 23 Al
S11404 Other
S11409 Other
S11410 Other
S11412 Other
S11413 Other
S11414 Other

Preglednica 10: Stevilo vzorcev P. infestans z genotipi znagilnimi za znana potomstva klonov in z
edinstvenimi genotipi pri krompirju (K) in paradizniku (P) v letih 2002—2015

Table 10: Number of P. infestans samples with genotypes typical for some known clonal lineages and those
with unique genotypes collected from potato (K) and tomato (P) plants in the years 2002-2015

2002 2004 2007 2012 2014 2015
Potomstva klonov K p K P K P K P K P K P

EU-2_Al 2 23

EU-23_Al 2 2 7 2 3 1 8
EU 34 Al 6 1 1

EU_13_A2 6 4 1

EU 6 Al 1

Drugacni genotipi

Sl_14 klonl 9 2

Sl_14 klon2 4

S1_15 klon 2 24
Edinstveni genotipi | 7 3 19 9 2 20 3 16 1 2 2

Skupaj 9 3 50 11 7 9 21 5 34 4 8 34
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V letu 2002 so prevladovali edinstveni genotipi. Leto 2003 je bilo glede vremenskih
razmer zelo ekstremno. Visoke temperature in suSa so popolnoma preprecile razvoj
krompirjeve plesni do konca avgusta, kar je morda tudi vplivalo na pojav bolezni v letu
2004, ko je trem znanim potomstvom klonov pripadalo 60 % vzorcev. Predpostavljamo
lahko, da semenski krompir domace pridelave ni bil okuZen s plesnijo, okuzenih
samosevnih krompirjev ravno tako ni bilo. V zacetku rastne dobe se je razsirila plesen, ki
je bila vnesena z gomolji semenskega krompirja iz drugih drzav in pridruzile so se Se
okuzbe, ki so nastale z oosporami, ki so bile v tleh iz prejsnjih let. Potomstvo klona
EU 2 Al, odporno proti metalaksilu, je bilo razsirjeno v letih 2002 in 2004, najbolj na
Gorenjskem, v naslednjih letih pa tega genotipa nismo ve¢ zaznali.

V letu 2004 je bil v Pomurju razsirjen genotip EU 34 Al. Nekajkrat se je pojavil tudi
drugje in se obdrzal do leta 2014. Ta genotip se pojavlja na Poljskem Ze ve¢ let, v zahodni
Evropi in na Britanskem oto¢ju pa ga niso zaznali (Sampling ..., 2015). Prevladovanje
plesni paritvenega tipa A1 v Pomurju (slika 13) in obcutljivost za metalaksil v letu 2004
(slika 16) sta rezultat razSirjenosti tega genotipa, saj sta to njegovi znani fenotipski
znacilnosti.

Tudi leto 2007, ko je v populaciji prevladala plesen potomstva klona z oznako EU_13 A2,
je sledilo vro¢emu su$nemu letu. Semenski gomolji, ki so bili glede na veliko razsirjenost
genotipa EU_13 A2 v drzavah pridelovalkah semenskega krompirja v tem obdobju
predvidoma moc¢no okuzeni s plesnijo (Gisi in sod., 2011), so bili glavni vir okuZzbe.
Zwankhuizen in sod. (2000), ki so raziskovali vpliv virov inokuluma na Sirjenje
krompirjeve plesni, so bili mnenja, da je v bolj suhih letih, ki sicer S¢ omogocajo razvoj
plesni, vpliv spolnega razmnoZevanja na genotipsko sestavo populacije bolj o€iten kot v
mokrih. V mokrih pomladih se nekaj dominantnih genotipov razsiri ze zgodaj v rastni dobi
in drugi genotipi, ki izvirajo iz spolnega razmnozevanja, ostanejo omejeni in v populaciji
neopazeni. Inokulum plesni, ki izvira iz gomoljev, je bil Ze v prejsnji rastni dobi podvrzen
selekciji, zato je verjetnost, da okuzi krompir in se razSiri v nasadu vecja kot pri
inokulumu, ki izvira iz oospor (Widmark in sod., 2007). Kljub prevladi plesni z genotipom
EU 13 A2 v letu 2007 ta v naslednjih letith ni predstavljala pomembnega deleza v
populaciji, Ceprav se je Se pojavljala.

V letu 2012 so populacijo na krompirju sestavljali edinstveni genotipi (slika 19). Zaznali
smo le en vzorec iz potomstva klona EU_6_AL. To je bil v Sloveniji edini primer najdbe P.
infestans s tem genotipom, ki je bil sicer v letu 2012 dominanten v Veliki Britaniji, v
naslednjih letih pa razsirjen tudi v Belgiji in Franciji.
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Slika 19: Razsirjenost posameznih skupin genotipov P. infestans v letu 2012
Figure 19: Distribution of some genotype groups of P. infestans in the year 2012

V letu 2014 je plesen z genotipom EU_6_Al predstavljala 32 % evropske populacije
(Meier-Runge in sod., 2014; Potato ... in Europe - 2014, 2015), vendar je treba poudariti,
da so vzorci iz drzav zahodne Evrope zastopani v raziskavi spremljanja populacije z
vecjim Stevilom, kot iz drugih delov Evrope, kar lahko daje napacen vtis o raz§irjenosti. Ta
genotip so nasli tudi na Poljskem in Finskem, a se, enako kot pri nas, ni razsiril.

Tako v skupini izolatov iz let 2002 in 2004, kot pri tistih iz let 2012-2015 so po Stevilu
izstopali genotipi, katerih DNK prstni odtisi kazejo, da izvirajo iz populacije, v kateri so
potekale spolne rekombinacije, saj so bili vzorci alelov na dvanajstih lokusih popolnoma
razliéni in neponovljivi (slika 22). V celotnem obdobju od 2002 do 2015 je bilo med
analiziranimi 200 vzorci 107 razli¢nih genotipov P. infestans. Edinstven genotip je imelo
89 vzorcev (45 %). Med edinstvenimi genotipi lahko obstajajo sorodstvene povezave,
Cesar nismo raziskali. V eno od petih skupin znanih potomstev klonov, znotraj katerih tudi
obstaja dolocena variabilnost, je pripadal genotip 70 vzorcev (35 %). Trem Se neopisanim
lokalnim klonom je pripadalo 41 vzorcev (20 %).

Ti rezultati se razlikujejo od sestave populacije v zahodni Evropi, kjer prevladujejo
potomstva klonov in so bolj podobni stanju v nordijskih drzavah (Brurberg in sod., 2011)
in v vzhodni Evropi (Chmielarz in sod., 2014), kjer je v populaciji veliko razli¢nih
genotipov.
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Slika 20: Raz§irjenost posameznih skupin genotipov P. infestans v letu 2014
Figure 20: Distribution of some genotype groups of P. infestans in the year 2014
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Figure 21: Distribution of some genotype groups of P. infestans in the year 2015
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Edinstveni genotipi so se pojavljali vsa leta, tudi v letih 2005 in 2010 (priloga C), ko je
bilo izoliranih le nekaj izolatov, ki niso prikazani v preglednici 10. Izjema je bilo leto
2007, ko so vsi vzorci P. infestans s krompirja imeli genotipe znanih potomstev klonov
(slika 22). V skupino edinstvenih genotipov nismo pristeli vzorcev, ki so oblikovali lokalne
klone, v katerih so bili vsi genotipi identi¢ni. Tak lokalni klon (oznadili smo ga
SI 14 klonl) se je precej razsiril v letu 2014 na krompirju na Gorenjskem (sliki 20 in 22),
vzorca z enakim genotipom pa sta bila najdena tudi v Ljubljani in v ISki vasi. Na
Gorenjskem se je v letu 2015 ponovno pojavil.

Med izolati P. infestans s krompirja, ki so imeli edinstvene genotipe (n=27) in so bili
zbrani v obdobju med 2002 in 2007, je bilo odpornih proti metalaksilu 22 %. Paritveni tip
A2 je bil zastopan s 44 %, pri ¢emer smo upoStevali avtofertilne izolate kot paritveni tip
A2 (preglednica 11).

Preglednica 11: Paritveni tip in odpornost proti metalaksilu pri izolatih P. infestans z edinstvenimi genotipi,
izoliranih s krompirja v letih 2002—2007

Table 11: Mating type and resistance to metalaxyl for P. infestans isolates with unique genotypes collected
from potato in the years 2002—2007

Stevilo izolatov 2002 2004 2005 2007 Skupaj
Al 5 10 0 0 15
A2 2 7 1 0 10
AlA2 0 2 0 0 2
Obcutljivi 4 11 0 0 15
Srednje odporni | 2 4 0 0
Odporni 1 4 1 0
100 1 . _—
80 1 #S1 14 klon2
\ EEU 6 Al
.. 60 - \ EU-23 Al
g N EU 34 Al
S 40 \ EEU 13 A2
\ mSI_15 klon
N % SI_14_klonl
20 |
mEU-2 Al
Drugi genotipi

2002 2004 2007 2012 2014 2015
Leto

Slika 22: Pogostost genotipov v populaciji P. infestans s krompirja v letih med 2002 in 2015
Figure 22: Frequency of P. infestans genotypes collected from potato fields in the years 2002—2015
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Na dveh bliznjih lokacijah v Ljubljani smo v letu 2014 nasli vzorca, ki sta bila identi¢na
vzorcema, najdenima na Ljubljanskem barju v vaseh Vrbljene in Staje (slika 20). TakSen
nacin pojavljanja kaze, da so bili izvor okuzbe najverjetneje gomolji.

Pri paradizniku se je v populaciji pojavljalo pri 67 vzorcih 28 genotipov, od tega 22
taksnih, ki so bili zastopani le z enim vzorcem. V letu 2015, ko je med vzorci prevladovala
P. infestans s paradiznika, je bil zelo dominanten genotip, ki ga v prej$njih letih pri nas
nismo zaznali, njegovih fenotipskih znaéilnosti §¢ ne poznamo in ga tudi ni bilo v
podatkovni zbirki genotipov. Razsirjen je bil na Stajerskem, v Posavju, na Dolenjskem, v
osredji Sloveniji in na Gorenjskem od meseca maja do oktobra (slika 21). Plesen s tem
genotipom smo nasli tudi na sadikah paradiznika v zacetku rastne dobe in jeseni na
samosevnih krompirjih. Njegova Siroka razSirjenost in zgoden pojav kazeta na prenos s
sadilnim materialom. V letu 2015 je ta klon skoraj izpodrinil potomstvo klona EU_23_Al,
ki se je v Sloveniji prvi¢ pojavilo leta 2004 na krompirju in paradizniku na Primorskem
(Dolenja Trebusa, Bodrez, Rocinj), nato pa se je Sirilo skoraj izklju¢no le na paradizniku in
se pojavljalo vsa leta spremljanja (slika 23). Osebki s tem genotipom so paritvenega tipa
Al in praviloma obcutljivi za metalaksil. Med 9 izolati s paradiZznika, ki so imeli ta genotip
in za katere imamo tudi podatek o odpornosti, je bilo 8 obcutljivih in eden srednje odporen.
Na paradizniku ni bilo drugih znanih potomstev klonov razen tega. Vsi ostali vzorci so
imeli edinstvene genotipe.

100 -
80
60 | mS] 15 klon
EU-23 Al
40 4
m Drugi genotipi
N . l
o N
2002 2004

2007 2012 2014 2015
Leto

Odstotek

Slika 23: Pogostost genotipov v populaciji P. infestans s paradiznika v letih med 2002 in 2015
Figure 23: Frequency of P. infestans genotypes collected from tomato plants in the years 2002—2015

Potomstva klonov, ki so bila pogosta pri vzorcih plesni s krompirja, se nikoli niso pojavila
na paradizniku, zato predpostavljamo, da imajo nekateri genotipi P. infestans preferenco za
doloCenega gostitelja ali pa na zastopanost dolo¢enih genotipov vpliva nacin pridelave.

V Veliki Britaniji so Stroud in sod. (2015) primerjali populacijo P. infestans s krompirja s
tisto na paradizniku in niso potrdili specializacije za gostitelja. Ugotovili so, da je
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pogostost edinstvenih genotipov pri paradizniku ve¢ja kot pri krompirju v trzni pridelavi in
zastopanost razSirjenih potomstev klonov manjSa. Toda primerjava P. infestans s
paradiznika in P. infestans s krompirja, ki je rasel na vrtovih, je pokazala, da sta populaciji
na obeh gostiteljih podobni in da je vir variabilnosti na¢in pridelave in ne gostitelj.

Krompirjeva plesen na paradizniku zaradi veéje agresivnosti povzroditelja postaja vse
vecja tezava. V ZDA in Kanadi se soocajo z novimi Sevi, ki povzro¢ajo ve¢jo gospodarsko
Skodo. Izpostavljajo pomen Sirjenja bolezni s sadikami (Fry in sod., 2015; Wijekoon in
sod., 2014).

Razlogi, zakaj se potomstva klonov, ki so v nekaterih obmocjih zelo dominantna, v drugih
ne $irijo, so lahko klima, specifi¢na raba fungicidov in genetska raznolikost populacije P.
infestans, saj se posamezen genotip v pestri populaciji tezje ohrani. Kjer uporaba
metalaksila ni tako intenzivna, imajo sevi P. infestans z odpornostjo proti fungicidu manjso
moznost uveljavitve, kot tam, kjer zaradi pogoste uporabe pride do hitre selekcije
(Chmielarz in sod., 2014). Widmark in sod. (2007) so mnenja, da v nordijskih dezelah
nizke temperature in dolgotrajno zmrznjena tla preprecujejo kalitev in bioloSko razgradnjo
oospor med rastnimi dobami in je nato na voljo dovolj aktivnih oospor za primarne okuzbe
v zaCetku rasti krompirja, zaradi Cesar je genetska raznolikost P. infestans velika.

Metoda hitrega genotipiziranja ima prakticno uporabnost. Ko poznamo razSirjenost
dolocenih genotipov in njihove fenotipske lastnosti, kot je npr. odpornost na fungicid ali
agresivnost, lahko temu primerno izberemo fungicid in intenzivnost rabe pa tudi
zasnujemo strategijo za preprecevanje pojava odpornosti. S to metodo so pri vzoréenju v
okviru mreze Euroblight na Nizozemskem pravocasno odkrili ve¢jo zastopanost sevov
krompirjeve plesni z genotipom EU_33_Al, ki imajo zmanj$ano obcutljivost za fluazinam
in so s spremenjenim na¢inom rabe fungicidov zmanjsali zastopanost tega genotipa v
populaciji ter tako preprecili gospodarsko Skodo (Potato ... in Europe - 2014, 2015).

S¢asoma bodo podatki o razsirjenosti potomstev klonov lahko na voljo ze v tekoci rastni
dobi in bo mogoce sprotno prilagajanje ukrepov varstva, kot je to bil primer ob nenadnem
izbruhu plesni na paradizniku v ZDA v letu 2009 (Fry in sod., 2015).

Spremembe v populaciji v Evropi se odrazajo tudi v Sloveniji, kar dobro ponazarja primer
prevliade potomstva agresivnega klona EU_13 A2 v populaciji v letu 2007. Zbiranje in
izmenjava podatkov o populaciji na ravni Evrope in seznanjanje s stanjem v populaciji je
zato klju¢nega pomena za izboljSanje ukrepov varstva.

Podatke o genotipih krompirjeve plesni v Sloveniji smo prispevali v podatkovno zbirko
Euroblight.
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5 SKLEPI

Krompirjeva plesen paritvenega tipa A2 je v Sloveniji razsirjena. Zastopanost izolatov s
paritvenim tipom A2 v populaciji se je med leti spreminjala in je bila v obdobju med 2002
in 2007 pri plesni s krompirja od 14 do 75 %. Oba paritvena tipa smo nasli razprSeno po
vsej Sloveniji, tako pri sevih plesni s krompirja kot s paradiznika.

Proti fenilamidom (metalaksilu) odporni izolati krompirjeve plesni so se pojavljali v vseh
letih s krompirjevo plesnijo v obdobju med 2002 in 2007. Njihov delez se je med leti
plesen je bila bolj odporna na Gorenjskem, Kjer je intenzivnost pridelave in uporabe
fungicidov vecja. Pri izolatih P. infestans s krompirja, ki smo jih vzeli na njivah, je bila
odpornost bolj pogosta kot pri izolatih, ki so izvirali z vrtov. Glede na rezultate
genotipiziranja sklepamo, da so bili odporni sevi P. infestans in tak$ni s paritvenim tipom
A2 navzoci v populaciji tudi v obdobju med 2012 in 2015.

Velika raznolikost genotipov, trajna zastopanost obeh paritvenih tipov in navzocnost
oospor v listih krompirja in paradiznika so dokaz, da se P. infestans v Sloveniji razmnozuje
tudi spolno in je ta nacin Sirjenja bolezni pogost.

Populacija P. infestans v Sloveniji je genetsko zelo raznolika in v tem bolj podobna
populacijam v vzhodni Evropi in nordijskih dezelah, kjer je spolno razmnozevanje
pomemben dejavnik razvoja in poteka bolezni. V veéjem delu zahodne Evrope se
krompirjeva plesen razmnozuje pretezno vegetativno in vsako leto prevladuje le nekaj
potomstev klonov. Spremembe populacije v Evropi se odrazajo tudi v Sloveniji, kar dobro
ponazarja primer prevlade potomstva agresivnega klona EU_13 A2 v populaciji v letu
2007 in kaZe na vpliv, ki ga ima pri Sirjenju bolezni semenski krompir. Kljub temu, da v
populaciji zaznamo potomstva klonov, ki so razSirjena v nekaterih evropskih drzavah, pa v
veCini let ne prevladajo v populaciji, saj ta ostaja heterogena in se njena raznolikost
obnavlja s spolnim razmnozevanjem.

Metoda hitrega genotipiziranja s SSR markerji za spremljanje sprememb v populaciji daje
informacije, ki so neposredno uporabne v praksi. Ko poznamo za dolo¢ene genotipe P.
infestans tudi njihove fenotipske lastnosti, kot je npr. odpornost proti fungicidu ali
agresivnost, lahko njihovi razSirjenosti primerno izberemo fungicid in intenzivnost
skropljenj. Na osnovi podatkov o zastopanosti edinstvenih genotipov ocenimo obseg
spolnega razmnozevanja z oosporami in to upostevamo pri nacrtovanju kolobarja. Zbiranje
in izmenjava podatkov o populaciji na ravni Evrope lahko prispeva k izboljSanju strategij
varstva pred boleznijo, zato smo podatke o genotipih krompirjeve plesni v Sloveniji
prispevali v podatkovno zbirko Euroblight.
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6 POVZETEK (SUMMARY)
6.1 POVZETEK

Krompirjeva plesen, ki jo povzro¢a plesnivka Phytophthora infestans (Stramenopiles,
Oomycetes), je nevarna bolezen krompirja in paradiznika. Izgube pridelka in stroski
povezani z njenim zatiranjem mocno vplivajo na gospodarnost pridelovanja. Patogen P.
infestans je heterotaliGen organizem, pri katerem sta za spolno razmnoZevanje potrebna
dva paritvena tipa, Al in A2, ki ob krizanju tvorita oospore. Do zacetka 80-tih let
prejSnjega stoletja je bil povsod po svetu, razen v Mehiki, razSirjen samo paritveni tip Al
in krompirjeva plesen se je razmnozevala le vegetativno. O pojavu paritvenega tipa A2 v
Evropi so prvi¢ porocali leta 1984 in sklepali, da je verjetno povezan z vnosom novih
sevov P. infestans iz Mehike. Soobstoj obeh paritvenih tipov je omogocil spolno
razmnozevanje krompirjeve plesni in nastajanje oospor, ki lahko prezivijo obdobja
neugodna za vegetativno rast. Ob koncu 70-tih let 20. stoletja so zaceli za zatiranje
krompirjeve plesni v Evropi intenzivno uporabljati sistemi¢ne fungicide iz skupine
fenilamidov, najpogosteje aktivno snov metalaksil. Patogen je razvil odpornost proti tem
fungicidom, kar je vodilo k manj uéinkovitemu varstvu pred boleznijo. Odpornost proti
fungicidom, spremenjena strategija prezivetja in pojav spolnih rekombinacij so spremenili
epidemiologijo patogena v Evropi.

Doloc¢anje razmerja med paritvenimi tipi omogoca napoved moznosti spolnega
razmnoZevanja in tveganja za tvorbo oospor. V Stevilnih evropskih drzavah so raziskovali
fenotipsko in genotipsko strukturo populacij krompirjeve plesni. Raziskave so pokazale
velike razlike v zastopanosti obeh paritvenih tipov in odpornosti proti metalaksilu v ¢asu in
prostoru. V letih 2004 do 2007 se je v Veliki Britaniji in v delu zahodne Evrope razsirilo
agresivno potomstvo klona z oznako EU_13 A2, odporno proti metalaksilu in v nekaterih
letih skoraj popolnoma izrinilo drugacne genotipe krompirjeve plesni. Na Sirjenje patogena
in na spremembe, ki nastajajo v populacijah, vpliva tudi izmenjava semenskega krompirja
med drzavami. Pojavila se je potreba po bolj sistematicnem spremljanju populacije
krompirjeve plesni v Evropi, da bi lazje razumeli spremembe, ki nastajajo, in tem
prilagajali ukrepe za varstvo pred boleznijo. Razvoj u¢inkovite metode genotipiziranja z
markerji za enostavne ponovljive sekvence (SSR) v multipleks zasnovi in bolj hiter in
preprost nacin vzorcenja DNK z uporabo FTA kartic sta omogocila tak§no spremljanje.
Evropski znanstveniki in strokovnjaki, ki deluje v okviru mreze Euroblight so zaceli v letu
2012 spremljati populacijo in podatke o genotipu zbirati v javno dostopni podatkovni
zbirki.

V Sloveniji so razmere za razvoj krompirjeve plesni v vecini let ugodne. V zadnjih
desetletjih se je bolezen na krompirju in paradizniku na prostem pojavljala v rastni dobi
prej. V nekaterih letih je ni bilo mogoée ucinkovito zatreti s fungicidi iz skupine
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fenilamidov. Namen tega dela je bil raziskati, kaksne so fenotipske in genotipske
znacilnosti populacije krompirjeve plesni v Sloveniji, da bi razumeli vzroke za spremembe
v razvoju in $irjenju bolezni.

V letih med 2002 in 2007 smo zbrali vzorce krompirjeve plesni s krompirja (156) in
paradiznika (73) in izolirali povzrocitelja v Cisti kulturi. Najve¢ smo jih zbrali v osrednji
Sloveniji in na Gorenjskem, kjer je pridelovanje krompirja intenzivno. V letih 2003 in
2006 smo pridobili le nekaj vzorcev, saj se zaradi suhega in vroCega vremena bolezen ni
raz8irila. Paritveni tip P. infestans smo dolocali na gojis¢u s parjenjem izolatov z
referen¢nimi sevi znanega paritvenega tipa. Odpornost proti fungicidu metalaksil smo
ugotavljali in vitro z merjenjem radialnega prirasta kolonij na rzenem A gojis¢u z dodanim
metalaksilom. Izolate smo opredelili kot odporne, srednje odporne in obcutljive. V listih
krompirja in paradiznika ter v vzorcih tal smo iskali oospore. Posamezne liste smo
pregledovali z mikroskopom, iz vecje koliine listov pa smo oospore ekstrahirali s
pomoc¢jo encimov in sejanja na sitih. VV vzorcih tal smo za detekcijo oospor kot vabo
uporabili liste krompirja obcutljive sorte.

V letih 2002, 2004, 2005 in 2007 je bil delez odporne P. infestans v populaciji na
krompirju 14 , 46 , 25 in 75 %. V vseh letih, razen 2007, so bili najdeni tudi izolati s
srednjo odpornostjo proti metalaksilu. Na obmoc¢ju Gorenjske je bila populacija P.
infestans na krompirju v tem obdobju bolj odporna (66 %), kot je bilo povprecje za
Slovenijo (41 %). Pri vzorcih z njiv je bila odpornost vecja kot na vrtovih. Pri izolatih s
krompirja je bil paritveni tip A2 zastopan letno s 14 do 31 %, izstopalo je leto 2007 s 75
odstotki. V celotnem obdobju so bili samo trije izolati P. infestans s paradiznika odporni
proti metalaksilu. Paritveni tip A2 se je pojavil v posameznem letu pri 5 do 50 %
pregledanih izolatov s paradiznika. V listih paradiznika in krompirja smo nasli oospore,
medtem ko nam v vzorcih tal z metodo, kjer smo kot vabo uporabili listi krompirja, ni
uspelo dokazati njihove navzo¢nosti v tleh.

1z kultur 94 izolatov iz te zbirke in iz 106 vzorcev listov s P. infestans, ki smo jih odvzeli s
FTA Kkarticami v letih 2012, 2014 in 2015, je bila izolirana DNK in opravljena analiza
genotipa z 12 SSR markerji. Genotipe smo primerjali z multilokusnimi profili referen¢nih
evropskih genotipov P. infestans in jih glede na rezultate razvrstili v skupino znanih, v
Evropi razsirjenih potomstev klonov in v skupino drugih, edinstvenih genotipov, ki Se niso
bili opisani. Edinstven genotip, ki se je v raziskavi pojavil le enkrat in ni pripadal
nobenemu znanemu potomstvu klona, je imelo 45 % (89 izolatov) analiziranih vzorcev. Na
podvzorcu 27 izolatov P. infestans s krompirja iz let 2002 do 2007 s tak$nimi genotipi je
bilo odpornih proti metalaksilu 22 %, paritvenemu tipu A2 jih je pripadalo 44 %. Trije
neopisani genotipi so se v letih 2014 in 2015 lokalno razsirili in tem lokalnim klonom je
pripadalo 41 vzorcev (20 %). Genotipi potomstev klonov, znanih iz drugih obmocij v
Evropi, kot so EU_2 Al, EU 13 A2, EU 34 Al, EU 23 Al in EU_6 Al so



61

Zerjav M. Znacilnosti populacije krompirjeve plesni ... v Sloveniji v obdobju med 2002 in 2015.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, 2016

predstavljali 35 % populacije v celotnem preiskovanem obdobju. V letu 2004, ki je sledilo
zelo suhemu letu brez krompirjeve plesni, so tri potomstva klonov sestavljala 60 %
populacije. Mnogi izolati z Gorenjske so imeli genotip z oznako EU_2_ A1, v Pomurju pa
je bil bolj razsirjen genotip EU 34 Al, ki je sicer razsirjen le v vzhodni Evropi. Ta se je
tudi obdrzal v populaciji do leta 2014, medtem ko se je EU_2_Al pojavljal le v letu 2002
in 2004. V letu 2007 smo prvi¢ zaznali potomstvo klona EU_13 A2, ki je previladalo v
populaciji. Njegova navzocCnost pojasnjuje velik porast izolatov z odpornostjo in
paritvenim tipom A2 v tem letu. Krompirjevo plesen s tem genotipom smo zaznali v
populaciji tudi $e leta 2014 in 2015 vendar ne pogosto. Potomstvo klona EU_23_Al se je
prvi¢ pojavilo na Primorskem na paradizniku in krompirju in se je nato pojavljalo v
razli¢nih delih drzave v vseh letih opazovanja, vendar skoraj izkljucno le na paradizniku.
To je bilo do leta 2015 edino potomstvo klona na paradizniku saj so vsi ostali vzorci imeli
edinstvene genotipe. V letu 2015 se je na paradizniku razsiril nov klon s Se neznanimi
fenotipskimi znacilnostmi. Pojavil se je ze zgodaj v rastni dobi in je bil navzo¢ v razli¢nih
delih drzave, zato smo sklepali, da je Sirjenje potekalo s sadikami paradiznika. Potomstva
klonov, razsirjena na krompirju, se na paradizniku niso pojavila nobeno leto.

Populacija P. infestans v Sloveniji je genetsko zelo raznolika in v tem bolj podobna
populacijam v vzhodni in severni Evropi kakor pa tistim na zahodu Evrope, kjer prevladuje
manjSe Stevilo potomstev klonov. Veliko Stevilo edinstvenih genotipov v obeh obdobjih
vzorcenja kaze, da se P. infestans v Sloveniji v veliki meri razmnoZuje spolno. Zaradi
navzoc¢nosti oospor bo to potrebno upoStevati tudi pri kolobarjenju. Metoda hitrega
genotipiziranja ima prakti¢no uporabnost. Ko poznamo razsirjenost dolo¢enih genotipov in
njihove fenotipske lastnosti, kot je npr. odpornost na fungicide ali agresivnost, lahko temu
primerno izberemo fungicide in intenzivnost njihove rabe. Podatke o genotipih
krompirjeve plesni v Sloveniji smo prispevali v podatkovno zbirko Euroblight.

6.2 SUMMARY

Late blight, caused by Phytophthora infestans (Stramenopiles, Oomycetes), is a
devastating disease of potatoes and tomatoes. The costs of late blight control and yield
losses have a significant impact on the potato industry. Sexually reproduced oospores
develop from crosses of heterothallic P. infestans strains of mating types Al and A2. Both
mating types were known to occur in Mexico while only the mating type Al in all other
countries where the pathogen reproduced asexually until the early 1980s. Due to new
introductions, most likely from Mexico, the mating type A2 strains were reported in
Europe for the first time in 1984. The coexistence of both mating types enabled the
pathogen to reproduce sexually and oospores can survive conditions unsuitable for
vegetative growth. At around the same time, the pathogen developed resistance to
metalaxyl (phenylamide class of systemic fungicides) introduced in the late 1970s and
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widely used in Europe against late blight. It led to a less effective disease control.
Fungicide resistance, changed survival strategies and occurrence of sexual recombination
changed the epidemiology of the pathogen in Europe.

Determinations of mating type ratios allow the prediction of sexual recombination events
and the risk of oospore formation. Numerous studies of the phenotypic and genotypic
structure of P. infestans populations in Europe were performed. High spatial and temporal
variations in the frequency of isolates resistant to metalaxyl and ratio between Al and A2
mating types were reported. In the years between 2004 and 2007 an aggressive clonal
lineage of P. infestans with resistance to metalaxyl, named 13 A2, spread into some parts
of Western Europe and over the UK replacing other genotypes almost entirely within some
years. The dispersal of the pathogen and changes in the structure of populations may have
been caused by the exchange of infected seed potatoes among different countries. In order
to understand the population changes in Europe and adapt control strategies, a more
systematic monitoring programme was required. This was mainly achieved through the
development of efficient multiplex single sequence repeat (SSR) genotyping methods and
the implementation of a fast and simple sampling technology for the analysis of late blight
DNA with FTA cards. The Euroblight initiative started in 2012 to monitor the P. infestans
population in Europe and to make genotype related data available in a public database.

In Slovenia, conditions have constantly been suitable for late blight development. In the
last decades, potatoes and field grown tomatoes became infected earlier in the season. In
some years it was not possible to control the disease effectively with phenilamide
fungicides. The objective of this study was therefore to carry out a phenotypic and
genotypic characterisation of the P. infestans population in Slovenia in order to recognise
possible reasons for the observed changes.

Samples of late blight from potatoes (156) and tomatoes (73) were collected in Slovenia
between 2002 and 2007 and the isolates of P. infestans were obtained. The majority of
them originated from potato growing areas in central Slovenia and in the Gorenjska region.
Only few samples were collected between 2003 and 2006 because the disease didn’t spread
due to hot and dry weather. Pairing the isolates with reference strains of either Al or A2
allowed determinations of their mating types. Response to metalaxyl was estimated on the
culture media. Radial growth of P. infestant isolates on rye A agar amended with metalaxyl
was measured and isolates were classified as sensitive, intermediately resistant or resistant.
The samples of potato and tomato leaves and soil samples were examined for the presence
of oospores. Direct observation of leaves under the microscope and extraction from leaf
tissues with enzymes followed by sieving was used for the detection of oospores in leaves.
A baiting method with leaves of a susceptible potato variety was used to detect P. infestans
in soil samples.
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In the years 2002, 2004, 2005 and 2007, the frequency of resistant P. infestans isolates
from potatoes was 14%, 46%, 25% and 75%, respectively. In every year but 2007 isolates
with an intermediate resistance were also found. The frequency of resistance was higher in
Gorenjska region (66%), where potato production is more intense. Less resistant isolates
were observed on average for Slovenia (41%). The samples taken from potato fields were
more often resistant than samples from private gardens. The proportion of strains of the A2
mating type was 14 to 31% in 2002, 2004 and 2005 but 75% in 2007. Most tomato strains
were sensitive to metalaxyl; only 3 resistant isolates were found in the whole period. The
percentage of isolates of mating type A2 ranged from 5 to 50% among the years. Oospores
were detected in collected tomato and potato leaves but not in soil samples which were
tested with baiting method.

DNA from cultures of 94 isolates that were collected in the years 2002—2007 and from
FTA cards with 120 P. infestans samples collected in 2012, 2014 and 2015 was isolated
and genotyped in a screening system with 12 SSR markers at James Hutton Institute,
Scotland. Genotypes obtained this way were compared with reference samples from the
database of European multi locus genotypes. Accordingly the strains from Slovenia were
assigned either to already known clonal lineages common in Europe, or to unique
genotypes that haven’t been described yet. The proportion of unique genotypes, appearing
only once and not belonging to any known clonal lineage, was 45% (89 strains). A
subsample of 27 isolates with such genotypes, collected from potatoes between 2004 and
2007, consisted of 22% of resistant isolates and 44% of mating type A2. Additionally,
three previously undescribed genotypes spread locally in the years 2014 and 2015: 41
samples (20%) belonged to such local clones. Genotypes known from other parts of
Europe, namely clonal lineages EU 2 Al, EU_13 A2, EU 34 Al, EU 23 Al, and
EU 6 A1 comprised 35% of the population. In the year 2004 — which followed a very dry
year without late blight — 60% of the population consisted of only three clonal lineages.
Many isolates from Gorenjska region belonged to the clonal lineage EU_2_Al, while the
lineage EU_34 A1 prevailed in the Pomurje region. The latter genotype is commonly
known only in Eastern Europe and was detected also in other years including 2014, while
EU 2 A1 was only detected in 2002 and 2004. The clonal lineage EU_13 A2 was first
observed in 2007. Its dominance may explain the high percentage of isolates resistant to
metalaxyl and occurrence of strains of the A2 mating type in that year. It reappeared also
in 2014 and 2015 but with low frequency. The clonal lineage EU_23 Al was detected in
the Primorska region on potatoes and tomatoes and has been found since then on tomatoes
also in other regions of Slovenia every year. It was the only clonal lineage found on
tomatoes, besides the isolates with unique genotypes, until 2015 when a new genotype
with yet unknown phenotypic characteristics appeared and dominated the population.
Because it was detected early in the season and present all over Slovenia, it is possible that
it was newly introduced in 2015 with planting material. The clonal lineages of P. infestans
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commonly occurring on potatoes were not detected on tomatoes in any of the observed
years.

The genetically variable population of P. infestans in Slovenia resembles those in the
countries in Eastern and Northern Europe, while the countries of Western Europe are
mostly dominated by smaller numbers of clonal lineages. The high number of unique
genotypes detected in both sampling periods indicates a high level of sexual recombination
in Slovenia. Crop rotation practices will have to be adapted to the presence of oospores.
The method of fast genotyping has practical implication in the management of the disease.
The information about distribution of certain clonal lineages with known phenotypic traits,
such as those that are aggressive or resistant, help to select proper fungicides and intensity
of their use. The data about multi locus genotypes of P. infestans in Slovenia were entered
into the Euroblight database.
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PRILOGA A

Gojisca za izolacijo, gojenje in shranjevanje Phytophthora infestans

RZeno gojisce A (Rye A agar)

SESTAVINE (za 1 liter gojisca)

NerazkuZeno rzeno zrnje 60 g
Saharoza 20 ¢
Agar tehni¢ni 15¢g

Destilirana ali deionizirana voda do 1000 ml
(DV)

NAVODILO ZA PRIPRAVO

60 g rZenega zrnja iz ekoloske pridelave daj v pladen;j in prelij s toliko DV, da ravno
prekrije zrnje. Pladenj pokrij z Al-folijo in pusti 36 h na sobni temperaturi, da seme
nabrekne.

Po 24 urah odlij vodo v ¢aso in jo shrani.

Seme daj v drugo ¢aso in nanj nalijj toliko DV, da bo nivo vode 2,5 cm nad semenom.
Na laboratorijskem homogenizatorju (ultra-turrax), ali s kuhinjskim pali¢énim
meSalnikom drobno zmelji seme v vodi.

Zmleto zmes grej v vodni kopeli 1 h pri 68°C.

Toplo zmes stisni skozi 4 plasti gaze in filtratu dodaj vodo, ki si jo shranil po
namakanju zrnja in prenesi v laboratorijsko steklenico za avtoklaviranje (Duran, 1 1.
Ostanek semena v krpi zavrzi.

Pripravljeni tekocCini (rzena voda) dodaj saharozo in agar, ter dopolni volumen v
steklenici do 1000 ml z DV ter dobro premeSaj na magnetnem mesalu.

Volumen pred avtoklaviranjem razdeli v dve laboratorijski steklenici volumna 1 I.
Avtoklaviraj 20 minut pri 121°C.

Med nalivanjem v petrijevke vsebino mesaj, da delci ne sedimentirajo.

Dodajanje antibiotikov:

Iz antibiotikov rifampicin, ampicilin in pimaricin pripravimo zaloZno raztopino, ki jo
dodajamo gojiS€u preko sterilnega filtra s porami 0,2 pum, ko je gojiSce po
avtoklaviranju ohlajeno na 45 do 50°C. Vsebnost antibiotikov v pripravljenem gojis¢u
je: ampicilin 250 mg/l, pimaricin 10 mg/l in rifampicin 10 mg/I.

Vir: Erwin in Ribeiro, 1996; Singleton in sod., 1992
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RzZeno gojisce B z vecjo prosojnostjo (Rye B agar)

SESTAVINE (za 1 liter gojisca)

Nerazkuzeno rzeno zrnje 60 g
Saharoza 20 ¢
Agar tehni¢ni 159
Deionizirana voda (DV) do 1000 ml

NAVODILO ZA PRIPRAVO

Priprava se razlikuje od gojis¢a RYE A le v tem, da se zrnje namaka v vodi 36 ur nato pa ga
pustimo vreti 1 uro v deionizirani vodi in ga ne meljemo. Kuhano zrnje precedimo skozi gazo in
tekocini dodamo saharozo in agar ter dopolnimo do volumna 1 I ter avtoklaviramo 20 minut pri
121°C.

Vir: Erwin in Ribeiro, 1996

cov v

SESTAVINE (za 1 liter gojisca)

Campbell V8 juice 350 mi
Kalcijev karbonat / CaCOs 50

Agar tehni¢ni 209
Deionizirana voda (DV) do 1000 ml

NAVODILO ZA PRIPRAVO

V 500 ml ¢aso zlijes V8 sok, dodas natehtan CaCO3 in premesas.
Centrifugiras 20 min pri 4000 rpm (centrifugirke ne smejo biti polne)
Supernatant odlijes in ga odmeri§ v 200 ml v reagencno steklenico.
Doljjes stirikratno koli¢ino DV in dodas agar.

Avtoklaviraj 20 minut pri 121°C.

Vir: Singleton in sod., 1992
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PRILOGA B

Seznam izolatov P. infestans z rezultati odpornosti proti metalaksilu in paritvenim tipom

Zemljepisha Zemljepisna OdmeOSt .
.. e oy proti metalaksilu
St. izolata Datuvm . LOk"fC”"?‘ Sirina dolz_lna Rastis¢e | Gostitelj Del . S-obcutljiv Paritveni tip
vzoréenja | vzoréenja Deu_m_alne DECIm{_iIne rastline R-odporen
stopinje stopinje I-srednje odporen

6_02 20.05.2002 | Bizovik 46,0409 14,5688 vrt paradiznik | list [ Al
7_02 26.06.2002 | Vodice 46,1871 14,5033 njiva krompir list S Al
9 02 26.06.2002 | Jablje 46,1505 14,5596 njiva krompir list S AlA2
10 02 09.07.2002 | Vodice 46,1845 14,4878 njiva krompir list S Al
11_02 09.07.2002 | Dorfarje 46,1925 14,3264 njiva krompir list S Al
14 02 10.07.2002 | Smartno 46,0761 14,5524 njiva krompir list S A2
16_02 10.07.2002 | Bizovik 46,0401 14,5727 njiva krompir list S Al
19 02 10.07.2002 | Ljubljana_Rakovnik | 46,0366 14,5312 vrt krompir list S Al
21 02 10.07.2002 | Ljubljana 46,0359 14,5078 vrt paradiznik | plod S A2
22_02 24.07.2002 | Kamnik 46,2305 14,6164 njiva krompir list S A2
23 02 24.07.2002 | Kamnik 46,2359 14,6088 vrt paradiznik | list S A2
24 02 24.07.2002 | Komenda 46,1975 14,5416 njiva krompir list S Al
25 02 24.07.2002 | Kriz pri Komendi 46,2012 14,5583 njiva krompir list S Al
26_02 24.07.2002 | Tenetise 46,2966 14,3456 vrt krompir list S Al
28 02 24.07.2002 | Strahinj 46,2813 14,3000 njiva krompir list S Al
29 02 24.07.2002 | Struzevo 46,2529 14,3425 vrt krompir list S Al
30_02 24.07.2002 | Struzevo 46,2529 14,3425 vrt paradiznik | plod S Al
31 02 24.07.2002 | Srednje Bitnje 46,2128 14,3409 njiva krompir list S Al
33 02 24.07.2002 | Godesic¢ 46,1631 14,3555 njiva krompir list R Al
35_02 31.07.2002 | HruSica 46,0443 14,5626 njiva krompir list S Al
36 02 31.07.2002 | Ljubljana_Moste 46,0574 14,5346 vrt krompir gomolj R Al
37 02 31.07.2002 | Ljubljana Tomacevo | 46,0802 14,5420 njiva krompir list I Al
38 02 31.07.2002 | Ljubljana Crnude 46,1036 14,5376 njiva krompir gomolj I Al
39 02 31.07.2002 | Ljubljana_Podgorica | 46,0905 14,5844 njiva krompir list I Al
41 02 31.07.2002 | Ljubljana_ Moste 46,0574 14,5346 vrt paradiznik | plod S A2
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Zemljepisna Zemljepisna Odp(_)rnost .
. N .. proti metalaksilu
St izolata | DAUM | Lokacija Sirina dolzina Rastisée | Gostitelj | D1 S-obutljiv Paritveni tip
vzoréenja | vzorCenja DeCI_m_aIne DeCImglne rastline R-odporen
stopinje stopinje I-srednje odporen
42 02 01.08.2002 | Srednji Lipovec 45,8200 15,0014 njiva krompir list [ Al
43 02 01.08.2002 | Srednji Lipovec 45,8195 15,9991 vrt paradiznik | list S A2
44 02 02.08.2002 | Krsko 45,9511 15,5024 njiva krompir list [ Al
45 02 02.08.2002 | Krgko 45,9605 15,4976 vrt paradiznik | list S A2
46_02 23.08.2002 | Smarca 46,1941 14,5926 vrt paradiznik | plod [ Al
47 02 23.08.2002 | Komenda 46,1930 14,5171 njiva krompir list S Al
48 02 30.08.2002 | Gornja Radgona 46,6699 15,9986 vrt krompir list I Al
49 02 02.09.2002 | Ljubljana 46,0402 14,5147 vrt paradiznik | plod S Al
50_02 06.10.2002 | Gornje Pijaviko 45,9850 15,4179 vrt paradiznik | plod [ Al
51 02 21.02.2003 | Dravograd 46,5890 15,0053 skladis¢e | krompir gomolj S Al
52 02 18.03.2003 | Dravograd 46,5890 15,0053 skladis¢e | krompir gomolj R A2
53 02 18.03.2003 | Dravograd 46,5890 15,0053 skladis¢e | krompir gomolj R A2
1 03 29.8.2003 | Ljubljana 46,0366 14,5312 vrt paradiznik | plod S Al
2 03 2.9.2003 Komenda 46,2003 14,5187 njiva krompir list R Al
403 10.9.2003 | Ljubljana 46,0354 14,5071 vrt paradiznik | plod S Al
5 03 10.9.2003 | Ljubljana 46,0354 14,5071 vrt paradiznik | plod S Al
6_03 12.9.2003 | Ljubljana 46,0802 14,5420 vrt paradiznik | plod S Al
6 04 23.6.2004 | Jablje (Groblje) 46,1394 14,5782 njiva krompir list R Al
9 04 30.6.2004 | Komenda 46,1974 14,5407 njiva krompir list R Al
11 04 6.7.2004 Bitnje 46,2160 14,3429 njiva krompir list R Al
12_04 6.7.2004 Zabnica 46,1986 14,3359 njiva krompir list R Al
13 04 6.7.2004 Zabnica 46,1914 14,3630 njiva krompir list R Al
14 04 6.7.2004 Zabnica 46,1986 14,3359 njiva krompir list R Al
15 04 6.7.2004 Dorfarje 46,1925 14,3264 njiva krompir list R Al
16 _04 6.7.2004 Dorfarje 46,1935 14,3297 njiva krompir list R Al
17_04 6.7.2004 Sveti Duh/Sk. Loka 46,1814 14,3262 njiva krompir list R Al
18 04 6.7.2004 Sutna 46,2000 14,3278 njiva krompir list R Al
19 04 6.7.2004 Menge$ 46,1721 14,5802 njiva krompir list S Al
20_04 6.7.2004 Menge$ 46,1602 14,5743 njiva krompir list R Al
21 04 13.7.2004 | Ljubljana_Rakovnik | 46,0366 14,5312 vrt krompir list R Al
22 04 14.7.2004 | Spodnji Brnik 46,2254 14,4891 njiva krompir list R Al
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Zemljepisna Zemljepisna Odp(_)rnost .
. N .. proti metalaksilu
St izolata | DAUM | Lokacija Sirina dolzina Rastisée | Gostitelj | D1 S-obutljiv Paritveni tip
vzoréenja | vzorCenja DeCI_m_aIne DeCImglne rastline R-odporen
stopinje stopinje I-srednje odporen

23 04 14.7.2004 | Strahinj 46,2813 14,3000 njiva krompir list R Al
24 04 15.7.2004 | Ljubljana_Rakovnik | 46,0366 14,5312 vrt krompir list R Al
25 04 15.7.2004 | Zaborst pri Dolu 46,0918 14,6389 njiva krompir list R Al
26_04 15.7.2004 | Dol pri Ljubljani 46,0892 14,6446 njiva krompir list R Al
27_04 15.7.2004 | Dol pri Ljubljani 46,0889 14,6515 njiva krompir list R Al
28 04 15.7.2004 | Loka pri Mengsu 46,1451 14,5620 njiva krompir list R Al
29 04 16.7.2004 | Duplicapri Kamniku | 46,1995 14,5907 njiva krompir list R Al
30_04 16.7.2004 | Rakidan 46,6525 16,1919 njiva krompir list S Al
3104 16.7.2004 | Ptuj 46,4140 15,8879 njiva krompir list S A2
32 04 19.7.2004 | Dobrova 46,0546 14,4185 njiva krompir list I A2
33_04 19.7.2004 | DraZevnik 46,0463 14,4268 njiva krompir list R Al
34_04 19.7.2004 | Ljubljana Vi¢ 46,0399 14,4693 vrt krompir list [ Al
35_04 21.7.2004 | Crna vas 46,0124 14,5041 njiva krompir list R Al
36_04 21.7.2004 | Tomiselj 45,9665 14,4777 njiva krompir list R Al
37_04 21.7.2004 | Tomiselj 45,9620 14,4850 vrt krompir list [ A2
38 04 21.7.2004 | Brest 45,9669 14,4985 njiva krompir list I A2
39_04 21.7.2004 | Staje 45,9566 14,5082 njiva krompir list [ A2
40 04 21.7.2004 | Kremenica 45,9471 14,5512 njiva krompir list R Al
41_04 21.7.2004 | Plesivica 45,9952 14,4007 njiva krompir list [ A2
42_04 21.7.2004 | Smarje Sap 45,9752 14,6131 njiva krompir list [ A2
43 04 21.7.2004 | Velika Loka 45,9366 14,7145 njiva krompir list [ A2
44 04 21.7.2004 | Visnja Gora 45,9508 14,7276 njiva krompir list [ A2
45 04 23.7.2004 | Strahinj 46,2874 14,3009 njiva krompir list R Al
46 04 25.7.2004 | Podova 46,4340 15,7029 njiva krompir list S Al
47_04 25.7.2004 | Sikole 46,3997 15,6983 njiva krompir list R Al A2
48 04 25.7.2004 | Cvetkovci 46,4151 16,0640 njiva krompir list S Al
49 04 25.7.2004 | Godeninci 46,4213 16,2664 njiva krompir list S Al
50 04 25.7.2004 | Pavlovci 46,4147 16,1692 njiva krompir list S Al
51 04 25.7.2004 | Ljutomer 46,5200 16,2038 njiva krompir list S Al
52 04 25.7.2004 | Gibina 46,5194 16,3067 njiva krompir list S Al
53 04 25.7.2004 | Gibina 46,5160 16,2987 njiva krompir list S Al
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vzoréenja | vzorCenja DeCI_m_aIne DeCImglne rastline R-odporen
stopinje stopinje I-srednje odporen
54 04 25.7.2004 | Dolina pri Lendavi 46,5355 16,5082 njiva krompir list S Al
55_04 27.7.2004 | Beltinci 46,6097 16,2453 njiva krompir list S Al
56_04 27.7.2004 | Rakican 46,6525 16,1919 njiva krompir list S Al
58 04 27.7.2004 | Bakovci 46,6146 16,1518 njiva krompir list S Al
60_04 27.7.2004 | Strukovci 46,7026 16,0656 vrt paradiznik | list S A2
61_04 27.7.2004 | Strukovci 46,7111 16,0665 njiva krompir list S Al
62 04 28.7.2004 | Dorfarje 46,1974 14,3201 njiva krompir list R Al
63 04 29.7.2004 | Podbrezje 46,3068 14,2731 njiva krompir list R Al
64_04 29.7.2004 | Otoce 46,3121 14,2354 njiva krompir list R Al
65_04 29.7.2004 | Kranj 46,2529 14,3429 vrt krompir list R Al
66_04 29.7.2004 | Lahovée 46,2149 14,5040 njiva krompir list R Al
67 04 30.7.2004 | Vrhovo 46,0414 15,2231 njiva krompir list R A2
68 04 29.7.2004 | Vodranci 46,4321 16,2504 njiva krompir list S Al
69 04 29.7.2004 | Dobrovnik 46,6533 16,3383 njiva krompir list S Al
70 04 29.7.2004 | Genterovci 46,6174 16,4008 njiva krompir list S Al
71 04 30.7.2004 | Komenda 46,2003 14,5322 njiva krompir gomolj R Al
72_04 3.8.2004 Hrusica 46,0415 14,5606 njiva krompir list R Al
73_04 4.8.2004 Pijava Gorica 45,9496 14,5705 vrt paradiznik | list R Al
74_04 4.8.2004 Hrastnik 46,1457 15,0755 vrt paradiznik | list S Al
75_04 4.8.2004 Libeliée 46,6217 14,9503 njiva krompir list R Al
7604 482004 | Dobrova 46,5800 15,0135 njiva krompir | list R A2
pri Dravogradu
78 _04 4.8.2004 Vitan 46,4372 16,2447 njiva krompir list S Al
80_04 5.8.2004 Visnja Gora 45,9538 14,7512 njiva krompir list [ A2
81 04 5.8.2004 Spodnje Brezovo 45,9627 14,7190 njiva krompir list [ A2
82_04 7.8.2004 Skopice 45,9036 15,5574 njiva krompir list S A2
83 04 8.8.2004 Ivandol 45,9504 15,4370 njiva krompir list S Al
85 04 8.8.2004 Velike Brusnice 45.8091 15.2603 njiva krompir list S Al
86_04 8.8.2004 Biska vas 45,8674 15,0774 njiva krompir list R Al
87 _04 8.8.2004 Dolenje Ponikve 45,8936 15,0450 njiva krompir list [ A2
89 04 9.8.2004 Strahinj 46,2813 14,3000 njiva krompir steblo R Al
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stopinje stopinje I-srednje odporen

90_04 10.8.2004 | Kranj 46,2408 14,3738 njiva krompir list R Al
91 _04 11.8.2004 | Psata 46,0964 14,6051 njiva krompir list [ Al
93 _04 12.8.2004 | Logatec 45,9089 14,2056 njiva krompir list [ A2
94 04 12.8.2004 | Hotedrscica 45,9307 14,1366 njiva krompir list R Al
95 04 12.8.2004 | Podroteja/ldrija 45,9870 14,0323 njiva krompir list [ A2
96_04 12.8.2004 | Idrija 46,0261 14,0276 vrt paradiznik | plod S Al
97_04 12.8.2004 | Travnik 46,0710 13,9921 vrt krompir list S Al
98_04 12.8.2004 | Stopnik 46,0937 13,8819 vrt krompir list S Al
99_04 12.8.2004 | Dolenja Trebusa 46,1014 13,8726 vrt krompir list S Al
100_04 12.8.2004 | Slap ob Idrijci 46,1235 13,8016 vrt paradiznik | plod S Al
101_04 12.8.2004 | Podljubinj 46,1767 13,7482 njiva krompir list S A2
102_04 12.8.2004 | Tolmin 46,1794 13,7130 njiva krompir list S Al
106_04 12.8.2004 | Trnovo ob So¢i 46,2822 13,5493 vrt paradiznik | plod S Al
107_04 12.8.2004 | Zaga 46,3055 13,4819 vrt krompir list S AlA2
108_04 12.8.2004 | Cezsoca 46,3189 13,5422 vrt paradiznik | plod S Al
109_04 12.8.2004 | Cezsoca 46,3187 13,5380 njiva krompir list S Al
110_04 12.8.2004 | Soca 46,3422 13,6672 vrt krompir list S A2
111 04 12.8.2004 | Spodnja Trenta 46,3707 13,7339 vrt krompir list S A2
112 04 12.8.2004 | Zgornja Trenta 46,3823 13,7570 vrt krompir list S A2
113 04 12.8.2004 | Gozd Martuljek 46,4839 13,8432 njiva krompir list R Al
114 04 12.8.2004 | Javornik 46,4250 14,0852 njiva krompir list R Al
115 04 13.8.2004 | Homec 46,1798 14,5940 njiva krompir list R Al
116_04 15.8.2004 | Smarca 46,1941 14,5926 njiva krompir list [ Al
117 04 23.8.2004 | Krize 46,3385 14,2962 njiva krompir list R Al
118 04 23.8.2004 | Ljubljana Izanskac. | 46,0159 14,5113 vrt paradiznik | plod S Al
119 04 23.8.2004 | Kranj 46,2662 14,3541 vrt paradiznik | list S A2
120 04 23.8.2004 | Strahinj 46,2813 14,3000 njiva krompir list R Al
121 04 25.8.2004 | Smarca 46,1894 14,5950 vrt paradiznik | plod S Al
122_04 25.8.2004 | Trzin 46,1360 14,5606 vrt paradiznik | plod S Al
123 _04 25.8.2004 | Zgornje Palovce 46,2121 14,6489 njiva krompir list S A2
124 04 25.8.2004 | Podolseva 46,4340 14,6806 njiva krompir list S A2
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12504 | 25.8.2004 |Svetibuh 46,4393 14,6661 njiva krompir | list s A2

(Logarska dolina)
126 04 25.8.2004 | PodolSeva 46,4409 14,7222 vrt krompir list S A2
127 .04 | 2582004 |Svelibuh 46,4393 14,6661 vrt krompir | list s Al

(Logarska dolina)
129 04 25.8.2004 | Solcava 46,4190 14,6815 njiva krompir | gomolj | R Al
130 04 25.8.2004 | Luce 46,3545 14,7450 vrt paradiznik | plod S Al
131 04 25.8.2004 | Deskle 46,0533 13,6168 vrt paradiznik | plod S Al
132 04 25.8.2004 | Bodrez 46,0953 13,6429 vrt paradiznik | plod S Al
133 04 25.8.2004 | Roinj 46,1086 13,6723 vrt paradiznik | list S Al
134 04 25.8.2004 | Roinj 46,1075 13,6698 njiva krompir list S Al
135 04 25.8.2004 | Vrhovlje 45,7279 13,8234 vrt paradiznik | list S Al
137 04 27.8.2004 | Komenda 46,2024 14,5321 njiva krompir list R Al
138 04 30.8.2004 | Vrhovo 46,0398 15,2201 vrt paradiznik | plod S A2
141 04 30.8.2004 | Radenci 46,6448 16,0331 vrt paradiznik | list S Al
142_04 30.8.2004 | Sodiginci 46,6663 16,0466 vrt paradiznik | list S Al
144 04 30.8.2004 | Trebnje 46,9093 15,0132 vrt paradiznik | plod S A2
145 04 3.9.2004 | ORevek 46,2779 14,4347 vrt paradiznik | list S Al
146 _04 9.9.2004 | Grzeda vas 45,9039 15,4494 rastl paradiznik | plod S Al
147 04 9.9.2004 | Gornji Lenart 45,9296 15,5806 njiva paradiznik | plod S Al
148 04 | 1092004 | Hubliana 46,0458 14,5235 vrt paradiznik | plod s Al

Hradetskega c.
149 04 10.9.2004 | Britof pri Kranju 46,2593 14,3887 njiva paradiznik | plod S Al
150 04 17.9.2004 | Ljubljana Jezica 46,0987 14,5132 vrt paradiznik | plod S Al
151 04 23.9.2004 | Bostanj 46,0128 15,2808 vrt paradiznik | plod S A2
152_04 23.9.2004 | Fuscavapri 45,9596 15,1175 njiva paradiznik | plod S Al

Mokronogu
154 04 12.10.2004 | Komenda 46,1949 14,3383 njiva krompir list [ Al
1.05 8.6.2005 | Komenda 46,1955 14,5248 Ogg";‘ggi'r krompir | list R Al
2 05 11.7.2005 | Soca 46,3414 13,6683 njiva krompir list Al
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stopinje stopinje I-srednje odporen
3.05 22.7.2005 | Dorfarje 46,1971 14,3204 njiva krompir list R Al
4 05 27.7.2005 | Loka pri Mengsu 46,1503 14,5657 njiva krompir list S Al
5 05 22.8.2005 | Gornji grad 46,2960 14,8030 njiva krompir list ni rezultata Al
6_05 24.8.2005 | Komenda 46,2003 14,5187 njiva krompir list S A2
705 24.8.2005 | Ig 45,9612 14,5191 vrt paradiznik | plod S A2
8 05 24.8.2005 | Grosuplje 45,9462 14,6596 vrt paradiznik | list S Al
9 05 24.8.2005 | Ljubljana 46,0747 14,5378 vrt paradiznik | plod S Al
10_05 24.8.2005 | Ljubljana 46,0747 14,5378 vrt paradiznik | plod S Al
11 05 23.8.2005 | Vrhovo 46,0419 15,2181 vrt paradiznik | plod S Al
12_05 24.8.2005 | Crna vas 46,0044 14,4831 vrt paradiznik | list S Al
13 05 25.8.2005 | Novo mesto 45,8315 15,1979 njiva krompir list R A2
14 05 31.8.2005 | RakiCan 46,6530 16,1909 njiva krompir list S Al
15 05 29.8.2005 | Moste pri Komendi 46,1959 14,5506 rastlinjak | paradiznik | list S Al
16_05 24.8.2005 | Tomiselj 45,9657 14,4803 njiva paradiznik | plod S Al
17 05 24.8.2005 | Komenda 46,2003 14,5187 njiva krompir list I A2
18 05 15.9.2005 | Ljubljana 46,0158 14,5096 vrt paradiznik | list S Al
19 05 15.9.2005 | Dorfarje 46,1948 14,3218 skladis¢e | krompir gomolj I Al
20_05 16.10.2005 | Ljubljana 46,0366 14,5315 vrt paradiznik | plod S Al
21_05 17.10.2005 | Domzale 46,1404 14,5799 njiva krompir gomolj S Al
22_05 29.10.2005 | Hrusica 46,0443 14,5625 njiva krompir list [ A2
23_05 25.9.2005 | Domzale 46,1404 14,5799 njiva krompir gomolj S Al
2 07 15.6.2007 | Lipovci 46,6228 16,2229 njiva krompir list R A2
4 07 18.6.2007 | Vrhovo 46,0409 15,2250 njiva krompir list S Al
5 07 19.6.2007 | Novo mesto 45,8315 15,1979 njiva krompir list R A2
6_07 4.7.2007 Ljubljana_Brod 46,1074 14,4646 vrt paradiznik | plod S Al
7_07 5.7.2007 Jablje 46,1394 14,5782 njiva krompir list R A2
8 07 5.7.2007 Domzale 46,1394 14,5854 njiva krompir list R A2
9 07 9.7.2007 Srednji Lipovec 45,8207 14,9984 njiva krompir list S Al
10 07 9.7.2007 Radomlje 46,1811 14,6097 njiva krompir list R A2
11 07 11.7.2012 | Dorfarje 46,1915 14,3270 njiva krompir list R A2
12 07 17.7.2007 | Britof pri Kranju 46,2602 14,3937 njiva krompir list R A2
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13 07 17.7.2007 | Ljubljana_Rakovnik | 46,0366 14,5312 vrt paradiznik | list S Al
14 07 17.7.2007 | Ljubljana_ Rakovnik | 46,0366 14,5312 vrt krompir list R A2
15 07 25.7.2013 | Tomiselj 45,9660 14,4814 njiva krompir list S Al
16_07 25.7.2013 | Hrastenice 46,0745 14,3797 vrt paradiznik | list S Al
17_07 25.7.2013 | Tomiselj 45,9660 14,4814 njiva krompir list R A2
19 07 28.8.2007 | Ljubljana Tomacevo | 46,0776 14,5328 vrt paradiznik | list S Al
20_07 29.8.2007 | Ljubljana Jezica 46,0982 14,5134 vrt paradiznik | list S Al
21 07 29.8.2007 | Struzevo 46,2529 14,3425 vrt paradiznik | list S Al
22_07 29.8.2007 | Struzevo 46,2529 14,3425 vrt paradiznik | list S Al
23 07 29.8.2007 | Suha pri Skofji Loki | 46,1647 14,3277 vrt paradiznik | list S Al
24 07 29.8.2007 | Vrhnika 45,9629 14,2881 vrt paradiznik | list S A2
25_07 31.8.2007 | Ljubljana_Livada 46,0354 14,5071 vrt paradiznik | list R Al
26_07 31.8.2007 | Ljubljana_Livada 46,0354 14,5071 vrt paradiznik | list R Al
27_07 31.8.2007 | Crna vas 46,0094 14,5005 vrt paradiznik | list S Al
28 07 31.8.2007 | Brest 45,9671 14,4981 vrt paradiznik | list S Al
29_07 31.8.2007 | Ig 45,9612 14,5237 vrt paradiznik | list S Al
30_07 31.8.2007 | Ljubljana_ Rakovnik | 46,0366 14,5312 vrt paradiznik | list S Al
31 07 13.9.2007 | Mozirje 46,3349 14,9634 vrt paradiznik | list S Al
32_07 18.9.2007 | Zelimlje 45,9192 14,5731 vrt paradiznik | plod S Al
33 07 21.9.2007 | Ljubljana Izanska 46,0318 14,5116 vrt paradiznik | plod S Al
34 07 4.10.2007 | Ljubljana_ Rakovnik | 46,0366 14,5312 vrt paradiznik | list S Al
36_07 8.10.2007 | Lipnik 45,9115 15,0784 vrt paradiznik | list S Al
37_07 9.10.2007 | Smarca 46,1907 14,5932 vrt paradiznik | plod S Al
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PRILOGA C

Seznam izolatov P. infestans z rezultati genotipizacije s SSR markerji

. Zemljepisna Zemljepisna

Stevilka Datum vzorcenja . ) Sirina dolzina ) o .

) Lokacija vzoréenja . . Rastis¢e Gostitelj Genotip

izolata Leto Mesec Dan (decimalne (decimalne

stopinje) stopinje)

Sl_14 02 2002 7 10 Smartno 46,0761 14,5524 njiva krompir drugo
SI_16 02 2002 7 10 Bizovik 46,0401 14,5727 njiva krompir drugo
SI_28 02 2002 7 24 Strahinj 46,2813 14,3 njiva krompir drugo
SI_29 02 2002 7 24 Struzevo 46,2529 14,3425 vrt krompir drugo
SI_30 02 2002 7 24 Struzevo 46,2529 14,3425 vrt paradiznik drugo
Sl _36 02 2002 7 31 Ljubljana-Moste 46,0574 14,5346 vrt krompir EU 2 Al
Sl 37 02 2002 7 31 Ljubljana-Tomacevo | 46,0802 14,542 njiva krompir drugo
Sl_38 02 2002 7 31 Ljubljana-Crnuce 46,1036 14,5376 njiva krompir EU_2 Al
Sl 48 02 2002 8 30 Gornja Radgona 46,6699 15,9986 vrt krompir drugo
SI_49 02 2002 9 2 Ljubljana 46,0402 14,5147 vrt paradiznik drugo
Sl_50_02 2002 10 6 Gornje Pijavsko 45,985 15,4179 vrt paradiznik drugo
SI.53.02 |2003 |3 18 Dravograd 46,5890 15,0053 Odlff:;jr?pir krompir drugo
S1_06_04 2004 6 23 Groblje 46,1394 14,5782 njiva krompir EU 2 Al
SI 09 04 2004 6 30 Komenda 46,1974 14,5407 njiva krompir EU 2 Al
Sl 12 04 2004 7 6 Zabnica 46,1986 14,3359 njiva krompir EU 2 Al
Sl_14 04 2004 7 6 Zabnica 46,1986 14,3359 njiva krompir EU 2 Al
SI_15 04 2004 7 6 Dorfarje 46,1925 14,3264 njiva krompir drugo
Sl 18 04 2004 7 6 Sutna 46,2 14,3278 njiva krompir EU 2 Al
Sl 21 04 2004 7 13 Ljubljana- Rakovnik | 46,0366 14,5312 vrt krompir EU 2 Al
Sl 22 04 2004 7 14 Spodnji Brnik 46,2254 14,4891 njiva krompir EU 2 Al
Sl 23 04 2004 7 14 Strahinj 46,2813 14,3 njiva krompir EU 2 Al
Sl 24 04 2004 7 15 Ljubljana-Rakovnik 46,0366 14,5312 vrt krompir drugo
Sl _27 04 2004 7 15 Dol pri Ljubljani 46,0889 14,6515 njiva krompir EU 2 Al
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. Zemljepisna Zemljepisna
Stevilka Datum vzorcenja . ) Sirina dolzina ) L .
] Lokacija vzorcenja . . Rastisce Gostitelj Genotip
izolata Leto Mesec Dan (decimalne (decimalne
stopinje) stopinje)

S1_30_04 2004 7 16 Rakican 46,6525 16,1919 njiva krompir drugo
SI_31 04 2004 7 16 Ptuj 46,414 15,8879 njiva krompir drugo
SI_33_04 2004 7 19 Drazevnik 46,0463 14,4268 njiva krompir EU 2 Al
SI_35_04 2004 7 21 Crna vas 46,0124 14,5041 njiva krompir EU 2 Al
Sl_36_04 2004 7 21 Tomiselj 45,9665 14,4777 njiva krompir EU 2 Al
Sl_43 04 2004 7 21 Velika Loka 45,9366 14,7145 njiva krompir drugo
Sl_44 04 2004 7 21 Visnja Gora 45,9508 14,7276 njiva krompir drugo
SI_45 04 2004 7 23 Strahinj 46,2874 14,3009 njiva krompir EU 2 Al
Sl_46_04 2004 7 25 Podova 46,434 15,7029 njiva krompir EU 34 Al
Sl_47_04 2004 7 25 Sikole 46,3997 15,6983 njiva krompir drugo
SI_48 04 2004 7 25 Cvetkovci 46,4151 16,0640 njiva krompir EU 34 Al
SI_49 04 2004 7 25 Godeninci 46,4213 16,2664 njiva krompir drugo
SI_50_04 2004 7 25 Pavlovci 46,4147 16,1692 njiva krompir drugo
SI_51 04 2004 7 25 Ljutomer 46,5200 16,2038 njiva krompir drugo
Sl_53 04 2004 7 25 Gibina 46,5160 16,2987 njiva krompir drugo
SI_56_04 2004 7 27 Rakican 46,6525 16,1919 njiva krompir drugo
SI_61 04 2004 7 27 Strukovci 46,7111 16,0665 njiva krompir drugo
Sl_64 04 2004 7 29 Otoce 46,3121 14,2354 njiva krompir EU 2 Al
SI_66_04 2004 7 29 Lahovce 46,2149 14,5040 njiva krompir EU 2 Al
Sl_69 04 2004 7 29 Dobrovnik 46,6533 16,3383 njiva krompir EU_34 Al
SI_70_04 2004 7 29 Genterovci 46,6174 16,4008 njiva krompir EU 34 Al
SI_72 04 2004 8 3 HruSica 46,0415 14,5606 njiva krompir EU 2 Al
SI_75_04 2004 8 4 Libelice 46,6217 14,9503 njiva krompir drugo
SI_78_04 2004 8 4 Vitan 46,4372 16,2447 njiva krompir EU 34 Al
S1_80_04 2004 7 5 Visnja Gora 45,9538 14,7512 njiva krompir drugo
Sl_85 04 2004 8 8 Velike Brusnice 45,8091 15,2603 njiva krompir EU_34 Al
Sl_87 04 2004 8 8 Dolenje Ponikve 45,8936 15,0450 njiva krompir drugo
S| 89 04 2004 8 9 Strahinj 46,2813 14,3 njiva krompir EU 2 Al
S1_90_04 2004 8 10 Kranj 46,2408 14,3738 njiva krompir EU 2 Al
S1_94 04 2004 8 12 Hotedrs¢ica 45,9307 14,1366 njiva krompir EU 2 Al
S1_96_04 2004 8 12 Idrija 46,0261 14,0276 vrt paradiZnik drugo
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. Zemljepisna Zemljepisna

Stevilka Datum vzorcenja . . Sirina dolZina . - .

] Lokacija vzorcenja . . Rastisce Gostitelj Genotip

izolata Leto Mesec Dan (decimalne (decimalne

stopinje) stopinje)

S1_99 04 2004 8 12 Dolenja Trebusa 46,1014 13,8726 vrt krompir EU 23 Al
Sl 112 04 2004 8 12 ZgornjaTrenta 46,3823 13,7570 vrt krompir drugo
SI_115 04 2004 8 13 Homec 46,1798 14,5940 njiva krompir EU 2 Al
S1_118 04 | 2004 8 23 Ljubljana-Izanska c. 46,0159 14,5113 vrt paradiznik drugo
SI_120 04 2004 8 23 Strahinj 46,2813 14,3 njiva krompir EU 2 Al
SI_125 04 2004 8 25 Sveti Duh 46,4393 14,6661 njiva krompir drugo
Sl 127 04 2004 8 25 Sveti Duh 46,4393 14,6661 vrt krompir drugo
SI_129 04 2004 8 25 Sol¢ava 46,419 14,6815 njiva krompir EU 2 Al
S1_132 04 | 2004 8 25 Bodrez 46,0953 13,6429 vrt paradiznik EU_23 Al
S1_133 04 | 2004 8 25 Roéinj 46,1086 13,6723 vrt paradiznik EU_23 Al
SI_134 04 2004 8 25 Rodinj 46,1075 13,6698 vrt krompir EU 23 Al
SI_137_04 2004 8 27 Komenda 46,2024 14,5321 njiva krompir EU 2 Al
Sl 141 04 2004 8 30 Radenci 46,6448 16,0331 vrt paradiznik drugo
Sl 142 04 | 2004 8 30 Sodisinci 46,6663 16,0466 vrt paradiznik drugo
SI_145 04 2004 9 3 Olsevek 46,2779 14,4347 vrt paradiznik drugo
Sl _146 04 2004 9 9 Grzela vas 45,9039 15,4494 rastlinjak paradiznik drugo
Sl 148 04 | 2004 9 10 Ljubljana 46,0458 14,5235 vrt paradiznik drugo
SI_151_04 2004 9 23 Bostanj 46,0128 15,2808 vrt paradiznik drugo
Sl 152 04 2004 9 23 Pus¢ava 45,9596 15,1175 njiva paradiznik drugo
Sl 12 05 2005 8 24 Crna vas 46,0044 14,4831 vrt paradiznik drugo
SI 13 05 2005 8 25 Novo Mesto 45,8315 15,1979 njiva krompir drugo
Sl 19 05 2005 9 25 Dorfarje 46,1925 14,3264 njiva krompir neuspesno
SI_03 06 2006 6 7 Circe 46,2275 14,3658 njiva krompir drugo
SI_02_07 2007 6 15 Lipovci 46,6228 16,2229 njiva krompir EU 13 A2
SI_05_07 2007 6 19 Novo mesto 45,8315 15,1979 njiva krompir EU 13 A2
SI_07_07 2007 7 5 Jablje 46,1394 14,5782 njiva krompir EU 13 A2
SI_08_07 2007 7 5 Domzale 46,1394 14,5854 njiva krompir EU 13 A2
SI_09_07 2007 7 9 Srednji Lipovec 45,8207 14,9984 njiva krompir EU 34 Al
SI_10 07 2007 7 9 Radomlje 46,1811 14,6097 njiva krompir EU 13 A2
Sl 14 07 2007 7 17 Ljubljana- Rakovnik | 46,0366 14,5312 vrt krompir EU 13 A2
S1_19 07 2007 8 28 Ljubljana-Tomagevo | 46,0776 14,5328 vrt paradiZnik EU_23 Al
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L ) Zemljepisna Zemljepisna
Stevilka Datum vzorcenja . Sirina dolzina L .
) Lokacija vzorcenja . . Rastisce Gostitelj Genotip
izolata Leto Mesec Dan (decimalne (decimalne
stopinje) stopinje)
Sl_24 07 2007 8 29 Vrhnika 45,9629 14,2881 vrt paradiznik drugo
S1_25_07 2007 8 29 Ljubljana-Livada 46,0354 14,5071 vrt paradiznik EU_23 Al
Sl_27_07 2007 8 29 Crna vas 46,0094 14,5005 vrt paradiznik EU 23 Al
S1_29_07 2007 8 29 Ig 45,9612 14,5237 vrt paradiznik EU_23 Al
S1_30_07 2007 8 29 Ljubljana- Rakovnik | 46,0366 14,5312 vrt paradiznik EU_23 Al
SI_32_07 2007 9 18 Zelimlje 45,9192 14,5731 vrt paradiznik EU 23 Al
Sl1_33_07 2007 9 21 Ljubljana-Izanska c. 46,0318 14,5116 vrt paradiznik EU_23 Al
Sl_37_07 2007 10 9 Smarca 46,1907 14,5932 vrt paradiznik drugo
SI_1110 2010 7 9 Vodice 46,1955 14,5125 njiva krompir drugo
SI_1 15 10 | 2010 7 9 Vodice 46,1955 14,5125 njiva krompir drugo
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Seznam vzorcev P. infestans, katerih DNK je bila odvzeta s FTA kartico v letih 2012, 2014 in 2015
in rezultati genotipizacije s SSR markerji

5 Datum vzoréenja Zemljepisna Zemljepisna
Stevilka .. L. Sirina dolzina s . ;
Lokacija vzorcenja . . Rastisce Gostitelj Genotip
vzorca (decimalne (decimalne
Leto Mesec Dan stopinje) stopinje)
SI12012_1 1 2012 6 8 Ljubljana 46,07 14,5944 njiva krompir drugo
SI12012_1 2 2012 6 8 Ljubljana 46,07 14,5944 njiva krompir drugo
SI12012_1 3 2012 6 12 Ljubljana 46,0366 14,5312 vrt krompir drugo
SI12012_1 4 2012 6 13 Kamnik 46,192 14,5937 vrt krompir drugo
SI12012_2 1 2012 6 21 Ljubljana 46,0422 14,502 vrt paradiznik | neuspes$no
S12012 2 2 2012 7 24 Vol¢&ji potok 46,1852 14,6126 vrt paradiznik | EU_23 Al
SI12012 2 3 2012 7 27 Skarucna 46,1522 14,4822 vrt paradiznik | drugo
S12012_2 4 2012 7 27 Strahinj 46,2809 14,3099 vrt paradiznik | drugo
SI12012 3 1 2012 7 27 Jezica 46,1013 14,5082 njiva krompir drugo
SI12012 3 2 2012 7 27 Jezica 46,1013 14,5082 njiva krompir drugo
S12012_3 3 2012 7 27 Skaru¢na 46,1522 14,4822 njiva krompir drugo
S12012_3 4 2012 7 27 Ziganja vas 46,3241 14,2948 njiva krompir drugo
SI12012 4 1 2012 7 27 Strahinj 46,28 14,3097 njiva krompir drugo
SI12012_4 2 2012 7 27 Brnik 46,2349 14,4687 njiva krompir drugo
S12012_4 3 2012 7 27 Kranj 46,2543 14,3779 vrt paradiznik | drugo
S12012_4 4 2012 7 31 Britof 46,2615 14,3952 njiva krompir drugo
SI12012 5 1 2012 7 28 Lipe 45,9884 14,4537 vrt krompir drugo
SI12012_5 2 2012 7 28 Tomiselj 45,964 14,4825 vrt krompir drugo
SI12012 5 3 2012 7 28 Vrbljene 45,9564 14,4939 njiva krompir drugo
SI12012_5 4 2012 7 28 Strahomer 45,9443 14,4998 njiva krompir EU_6_Al
SI12012 6 1 2012 7 28 I8ka vas 45,9458 14,5109 njiva krompir neuspesno
SI12012_6 2 2012 7 28 Skofljica 45,9819 14,5763 vrt krompir drugo
SI12012 6 3 2012 7 28 Smarje sap 45,9649 14,6329 vrt paradiznik | EU_23 Al
SI12012 6 4 2012 7 30 Trebnje 45,901 15,0327 njiva krompir drugo
SI12012 7 1 2012 7 30 Komenda 46,1948 14,5246 njiva krompir drugo
SI12012 7 2 2012 7 30 Vodice 46,1955 14,5124 njiva krompir drugo
SI12012 7 3 2012 7 30 Zvirée 46,3289 14,2791 njiva krompir drugo
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5 Datum vzoréenja Zemljepisna Zemljepisna
Stevilka . . Sirina dolzina . - .
Lokacija vzorcenja . . Rastisce Gostitelj Genotip
vzorca (decimalne (decimalne
Leto Mesec Dan stopinje) stopinje)

SI12012_7 4 2012 7 30 Zvirce 46,3289 14,2791 njiva krompir drugo
S11401 2014 6 17 Cesnjevek 46,2599 14,469 njiva krompir Sl_14 klonl
S11402 2014 6 17 Cesnjevek 46,2605 14,4641 njiva krompir Sl_14 klonl
S11403 2014 6 18 Dole pri Krascah 46,1392 14,7121 njiva krompir drugo
S11404 2014 7 2 Ljubljana_Snebrje 46,0719 14,5951 njiva krompir Sl_14 klonl
S11405 2014 7 2 Ptuj 46,4102 15,8759 njiva krompir EU_13 A2
S11406 2014 7 2 Ptuj 46,4102 15,8759 njiva krompir EU_13 A2
S11407 2014 7 2 Ptuj 46,4102 15,8759 njiva krompir neuspesno
S11408 2014 7 3 Trenta 46,378 13,7543 njiva krompir drugo
S11409 2014 7 3 Trenta 46,3823 13,7567 njiva krompir drugo
S11410 2014 7 3 Kal Koritnica 46,3362 13,5784 njiva krompir drugo
SI1411 2014 7 3 Trenta-Na Logu 46,3779 13,7498 njiva krompir drugo
S11412 2014 7 2 Ljubljana _Zalog 46,0657 14,5989 njiva krompir Sl_14 klon2
S11413 2014 7 9 Dovze 46,4592 15,1595 njiva krompir drugo
S11414 2014 7 9 Prase 46,1935 14,3983 njiva krompir drugo
S11415 2014 7 16 Zagradec 45,8613 14,8361 njiva krompir drugo
S11416 2014 7 16 Malenski vrh 46,1421 14,1485 njiva krompir EU 34 Al
S11417 2014 7 17 Ivanéna gorica 45,9405 14,8179 njiva krompir drugo
S11418 2014 7 9 Mislinja 46,4539 15,1653 njiva krompir drugo
S11419 2014 7 9 Kandrse 46,1321 14,8482 njiva krompir neuspesno
S11420 2014 7 22 Bizovik 46,0419 14,565 njiva krompir drugo
S11421 2014 7 28 Jelse 45,899 15,4639 njiva krompir EU_13 A2
S11422 2014 7 28 Malo Mrasevo 45,8751 15,4521 njiva krompir drugo
S11423 2014 7 28 Gorenji Maharovec 45,8393 15,3093 njiva krompir neuspesno
S11424 2014 7 28 Verdun 45,7714 15,2203 njiva krompir EU_13 A2
S11425 2014 7 29 Zlebe 46,1228 14,3939 njiva krompir Sl_14 klonl
S11426 2014 8 5 HrusSica 46,0443 14,5627 njiva krompir neuspesno
S11427 2014 8 5 Lahovce 46,2164 14,5023 njiva krompir Sl 14 klonl
S11428 2014 8 6 Kamnik 46,1973 14,5887 vrt paradiznik | EU_23 Al
S11429 2014 8 6 Moste pri Komendi 46,1947 14,557 njiva krompir drugo
S11430 2014 8 6 Spodnji Brnik 46,2179 14,4895 njiva krompir Sl _14 klonl
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5 Datum vzoréenja Zemljepisna Zemljepisna
Stevilka . .. Sirina dolZina .. - .
Lokacija vzorcenja . . Rastisce Gostitelj Genotip
vzorca (decimalne (decimalne
Leto Mesec Dan stopinje) stopinje)

S11431 2014 8 6 Cerklje 46,2531 14,5024 njiva krompir Sl_14 klonl
S11432 2014 8 6 Praprotna polica 46,2494 14,4506 njiva krompir Sl_14 klonl
S11433 2014 8 6 Kranj 46,2408 14,3744 njiva krompir Sl_14 klonl
S11434 2014 8 6 Zabnica 46,1948 14,3523 njiva krompir drugo
S11435 2014 8 6 Sveti Duh 46,1815 14,3288 njiva krompir drugo
S11436 2014 8 6 Zgornja Senica 46,1565 14,3943 njiva krompir drugo
S11437 2014 8 11 Lipe 45,9933 14,4714 vrt paradiznik | EU_23 Al
S11438 2014 8 11 Tomiselj 45,9671 14,4766 vrt paradiznik | drugo
S11439 2014 8 11 Staje 45,9573 14,5074 njiva krompir Sl_14 klon2
S11440 2014 8 11 Vrbljene 45,95 14,4945 njiva krompir Sl_14 klon2
S11441 2014 8 11 I8ka vas 45,9474 14,5138 njiva krompir Sl_14 klonl
S11442 2014 8 27 Ljubljana 46,0367 14,5312 vrt paradiznik | EU_23 Al
S11443 2014 9 17 Ljubljana 46,0187 14,5101 vrt paradiznik | neuspes$no
S11501 2015 5 13 Maribor 46,5458 15,6152 rastlinjak paradiznik | neuspe$no
S11502 2015 5 21 Ljubljana 46,0952 14,5066 vrt paradiznik | SI_15_Kklon
S11503 2015 6 3 Rasica 45,8561 14,6211 njiva krompir drugo
S11504 2015 6 5 Bizovik 46,0418 14,5654 njiva krompir drugo
S11505 2015 7 2 Vodice 46,1956 14,5130 njiva krompir Sl_14 klonl
S11506 2015 7 2 Vodice 46,1956 14,5130 njiva krompir EU_13 A2
SI11507 2015 7 2 Vodice 46,1956 14,5130 njiva krompir Sl_14 klonl
S11508 2015 7 3 Ljubljana 46,0367 14,5313 vrt krompir EU_23 Al
S11509 2015 7 6 Ljubljana 46,0367 14,5313 vrt paradiznik | EU_23 Al
S11510 2015 8 26 Novo mesto 45,8134 15,1728 vrt paradiznik | EU_23 Al
SI1511 2015 8 26 Crna vas 46,0051 14,4825 vrt paradiznik | SI_15_klon
S11512 2015 8 31 Suhadole 46,1871 14,5504 vrt paradiznik | SI_15_klon
S11513 2015 9 1 Dvorska vas 46,3604 14,2009 vrt paradiznik | SI_15_klon
SI1514 2015 9 1 Struzevo 46,2528 14,3425 vrt paradiznik | EU_23 Al
S11515 2015 9 1 StruZevo 46,2531 14,3421 vrt paradiznik | SI_15_Klon
S11516 2015 9 2 Dragomer 46,0176 14,3835 vrt paradiznik | EU_23 Al
S11517 2015 9 3 Trnovlje 46,2507 15,2940 vrt paradiznik | SI_15_Klon
S11518 2015 9 3 Setarova 46,5568 15,8321 vrt paradiznik | SI_15 klon




Zerjav M. Znacilnosti populacije krompirjeve plesni ... v Sloveniji v obdobju med 2002 in 2015.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

5 Datum vzoréenja Zemljepisna Zemljepisna
Stevilka . . Sirina dolZina ey - .
Lokacija vzorcenja . . Rastisce Gostitelj Genotip
vzorca (decimalne (decimalne
Leto Mesec Dan stopinje) stopinje)

S11519 2015 9 4 Smartno pri Litiji 46,0431 14,8425 vrt paradiznik | SI_15_Kklon
S11520 2015 9 4 Smartno pri Litiji 46,0431 14,8425 vrt paradiznik | drugo
S11521 2015 9 6 Hosnica 46,3367 15,5857 vrt paradiznik | SI_15_Kklon
S11522 2015 9 6 Lese 46,0999 14,8849 vrt paradiznik | EU_23_Al
S11523 2015 9 10 Selsak 46,0379 14,8816 vrt paradiZznik | neuspes$no
S11524 2015 9 10 Cerovica 46,0377 14,8857 vrt paradiZznik | neuspes$no
S11525 2015 9 10 Cerovica 46,0378 14,8868 vrt paradiZznik | neuspes$no
S11526 2015 9 10 Cerovica 46,0377 14,8857 vrt paradiZznik | neuspes$no
S11527 2015 9 10 Cerovica 46,0378 14,8873 vrt paradiznik | SI_15_Kklon
S11528 2015 9 13 Ljubljana 46,0185 14,5097 vrt paradiznik | SI_15_Kklon
S11529 2015 9 15 Bizovik 46,0418 14,5654 vrt paradiznik | EU_23 Al
S11530 2015 9 17 Spodnji Brnik 46,2274 14,4852 vrt paradiznik | SI_15_Kklon
S11531 2015 9 17 Cerklje 46,2528 14,4902 vrt paradiznik | SI_15_Kklon
S11532 2015 9 17 Velesovo 46,2674 14,4533 vrt paradiznik | SI_15_Kklon
S11533 2015 9 17 Primskovo 46,2480 14,3678 vrt paradiznik | SI_15_klon
S11534 2015 9 17 Forme 46,1899 14,3237 vrt paradiznik | EU_23 Al
S11535 2015 9 17 Suha 46,1690 14,3318 rastlinjak paradiznik | SI_15_klon
S11536 2015 9 17 Preska pri Medvodah 46,1357 14,4156 vrt paradiznik | SI_15_klon
S11537 2015 9 18 Kolicevo 46,1575 14,6096 vrt paradiznik | neuspes$no
S11538 2015 9 17 Suha 46,1684 14,3320 vrt paradiznik | SI_15_klon
S11539 2015 9 20 Ravne pri Zdolah 45,9975 15,5355 rastlinjak paradiznik | SI_15_klon
S11540 2015 9 27 Pijava gorica 45,9496 14,5705 vrt paradiznik | SI_15_klon
S11541 2015 9 29 Znojile pri Krki 45,8892 14,7860 vrt paradiznik | drugo
S11542 2015 9 28 Preska pri Litiji 46,0432 14,9613 vrt paradiznik | SI_15_klon
S11543 2015 10 5 Kranj 46,2393 14,3765 vrt paradiznik | SI_15_klon
S11544 2015 10 5 Podbrezje 46,3066 14,2783 vrt paradiznik | SI_15_klon
S11545 2015 10 5 Ovsise 46,2885 14,2519 vrt paradiznik | neuspes$no
S11546 2015 10 12 Ljubljana 46,0609 14,519 vrt paradiznik | EU_23 Al
S11547 2015 10 12 Zeje 46,1949 14,5250 samosevec | krompir Sl 15 klon
S11548 2015 10 12 Vodice 46,1953 14,5167 samosevec | krompir Sl 15 klon
S11549 2015 10 14 Ljubljana 46,0621 14,5313 vrt paradiznik | SI_15_Klon
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