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Detekcja fitopatogenéw z rodzaju Phytophthora w glebach
lesnych za pomocg analiz DNA*

Detection of Phytophthora in forest soils using DNA analysis

ABSTRACT

Kubiak K. A., Oszako T, Jabtoriski T. 2012. Detekeja fitopatogenéw z rodzaju Phytophthora w glebach
lesnych za pomocg analiz DNA. Sylwan 156 (6): 437-443.

Pathogenic oomycetes from the genus Phyrophthora attack the base trunks and root systems of trees causing
their illness and dying. Under favorable conditions, they may cause damage to even 90% of fine roots. For
this reason, they are a particular threat to seedlings in nurseries of forest trees and ornamental plants. Early
detection and identification of Phytophthora species is a key issue in forest protection. The aim of this study
was to compare the two methods of identification of pathogenic Phytophthora in soil samples collected
around 50 selected oaks in Krotoszyn and Karczma Borowa forest districts. Each of the soil samples were
analyzed in parallel: 1) direct isolation of genomic DNA from soil and 2) isolation of genomic DNA from
soil, preceded by its three day pre-incubation in a selective medium for Phyrophthora. Species identification
was performed by PCR amplification with primers specific for the species of Phytophthora. The results
indicate that the use of pre-incubation phase of soil in a medium-PARP PeaBroth before isolation of DNA,
increases the sensitivity of detection of these phytopathogens using PCR. With pre-incubation, the method
revealed 54% of positive findings, while simultaneously conducted the same analysis of soil samples
by using only direct DNA isolation from soil and PCR amplification provided only 30% of positive findings.
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Wstep

Legniowce nalezace do rodzaju Phyrophthora powoduja fytoftoroze wielu gatunkéw drzew
lesnych zaréwno w Europie, jak i na §wiecie, co w konsekwencji prowadzi do zamierania nawet
catych drzewostanéw. Fytoftoroza jest chorobg atakujaca przede wszystkim korzenie i podstawy
pni, w ktérych dochodzi do zamierania tkanek kambium. Patogenny te sg szczegdlnie grozne
dla siewek w szkétkach drzew lesnych i ozdobnych, zatem wykrywanie oraz identyfikacja patoge-
nicznych gatunkdéw Phytophthora jest zagadnieniem kluczowym w ochronie lasu. Przez wiele lat
identyfikacje do rodzaju lub gatunku wykonywano za pomocg dost¢pnych opiséw morfologii i fizjo-
logii, co wigzato si¢ z pracochtonnym zakladaniem dhugotrwatych hodowli na réznych typach
pozywek.

* Prace badawcze wykonano w ramach finansowania grantu z MNiSW nr DPN/N157/COST/2009.
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Aby uzyskaé szczepy lggnioweéw z préb srodowiskowych (gleby lub wody) stosowano
przede wszystkim metodg putapek roslinnych (liscie, jabtka itp.). Przelom w wykrywaniu
i identyfikacji fitopatogenéw przyniosty metody biologii molekularnej. Opierajg si¢ one na iden-
tyfikacji DNA patogendw, a ich zaletg jest doktadnos¢ i krétki czas oczekiwania na wynik.
Material genetyczny moze by¢ izolowany zaréwno z czystych szczepw Phytophthora
wyhodowanych na pozywkach selektywnych, jak i z zainfekowanych tkanek roslinnych lub
bezposrednio z wody lub gleby. Te ostatnie analizy sg szczegdlnie trudne do wykonania ze
wzgledu na obecnos¢ w 1 g gleby nawet miliarda réznych organizméw. Identyfikacja DNA
zaktdcana jest przez obecnosé w glebie wielu inhibitoréw reakceji enzymatycznych.

Celem pracy jest poréwnanie dwéch metod wykorzystywanych do identyfikacji lggniow-
c6w z rodzaju Phytophthora. Pierwsza z nich polega na bezposredniej izolacji DNA genomowego
z gleby za pomocg komercyjnych zestawéw odczynnikéw, natomiast w drugiej metodzie zapro-
jektowano nowatorski etap przednamnazania organizméw w plynnej pozywce stymulujgcej
rozwdj legniowcéw, natomiast inhibujacej rozwéj grzybow i bakterii.

Materiatl i metody

W 2010 roku pobrano prébki gleby z szesciu powierzchni badawczych, zatozonych w drzewosta-
nach dgbowych na terenie nadlesnictw Karczma Borowa i Krotoszyn. Ogétem zebrano 50 zbior-
czych, mieszanych préb gleby na powierzchniach uszkodzonych przez miernikowce i kupréwke
rudnic¢ w stopniu srednim (defoliacja 31-60%) i silnym (>60%) oraz préby z powierzchni kon-
trolnych (nicuszkodzonych). Kazda zbiorcza préba reprezentowata glebe pobrang z glgbokosci
10-20 cm w miejscach zlokalizowanych wokét pni w odlegtosci okoto 1 m od szyi korzeniowej
w kierunkach czterech stron $wiata.

Poréwnanic obu metod identyfikacji fitopatogenéw z rodzaju Phytophthora w prébkach gleb
lesnych polegato na sprawdzeniu skutecznosci izolacji i wykrywania ich DNA. Do identyfikacji
organizméw zastosowano techniki molekularne oparte na izolacji genomowego DNA bezpo-
srednio z gleby z okresleniem Iggniowcéw nalezgcych do rodzaju Phytophthora za pomocg metody
PCR oraz preinkubacji prébek gleby w pozywkach namnazajgco-selektywnych, izolacji DNA
genomowego oraz amplifikacji PCR ze starterami specyficznymi dla rodzaju Phytophthora.

W celu namnazania lggniowcéw (preinkubaciji) testowano dwa rodzaje pozywek selektyw-
nych. Pierwszg z nich byta pozywka V8-PARP o sktadzie: 100 ml soku przecierowo-warzywnego
zwirowanego z 1 g weglanu wapnia (9000 rpm przez 30 min), gdzie supernatant zlano i dopet-
niono do 1000 ml. Drugg testowang pozywka bylo podtoze PB-PARP (PeaBroth PARP) otrzymane
ze 110 g mrozonego zielonego groszku gotowanego 30 min w 500 ml wody destylowanej, nastep-
nie ugotowany groszek przecisnigto przez gaz¢ i dopetniono powstalg zawiesing wodg destylo-
wang do objetosci 1000 ml. Nastepnie odmierzono po 100 ml kazdej pozywki i przelano do kolb
Erlenmayera (300 ml), ktére zamkni¢to korkami celulozowymi i sterylizowano w 121°C przez
30 minut. Kolejnym etapem bylo przygotowanie mieszaniny antybiotykéw: 0,25 g ampicyliny,
400 ml pimarycyny, 0,01 g rifampicyny, 0,05 g hymeksazolu rozpuszczonego w 3 ml 96% alko-
holu etylowego. Przygotowano roztwér PCNB, rozpuszczajac 0,1 g PCNB w 10 ml 96% alkoholu
etylowego. Nastgpnie oba roztwory polaczono w ilosci: 3 ml mieszaniny antybiotykéw oraz 5 ml
roztworu PCNB. Na 100 ml pozywki dodano 0,3 ml mieszaniny antybiotykéw. Antybiotyki
dodawano w warunkach sterylnych po wystygnieciu pozywki do temperatury okoto 35°C.
Fragmenty agaru przerosnigtego strze¢pkami Phytophthora (0,5x0,5 cm) wlozono do kolb z obu
pozywkami i po 3 dniach poréwnano intensywnos$¢ ich wzrostu.
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7 prébek gleby izolowano genomowe DNA za pomocg zestawu Power Soil DNA Isolation
Kit, firmy MoBio wedlug wskazéwek producenta, stosujgc niewielkic modyfikacje. Pobrane
prébki gleby wymieszano i pobrano z nich 0,5 g (prébka reprezentatywna), ktére nastgpnie
umieszczono w probéwee Power Bead Tube (MoBio) z dostarczonym przez producenta buforem
oraz ztozem kulek. Tak przygotowane probéwki zamrazano i gotowano trzykrotnie. Nastgpnie
dodano 60 pl buforu C1 i wytrzgsano 40 min na Vorteksie (MoBio) przy maksymalnej szybkosci.
Dalsze czynnos$ci wykonywano zgodnie z zalecanym protokotem, a otrzymane DNA oczyszczano
zestawem Clean Up firmy A&A Biotechnology.

Do ostudzonej pozywki PB-PARP, przygotowanej jak w kolbach, dodano po 5 g gleby
(z kazdej prébki) i zamknigto korkiem. Po 3 dniowej inkubacji w ciemnosci w 25°C pobrano
50 ml zawiesiny pozywki znad gleby i wirowano 35 min przy pr¢dkosci 9000 rpm. Osad postuzyt
jako material wyjsciowy do izolacji DNA za pomocg zestawu Power Soil firmy MoBio z mody-
fikacjami. DNA genomowe rozdzielono elektroforetycznie. Zel agarozowy sktadajacy sie ze 150 ml
buforu 0,5 x TBE (Trisma base 5,4 g/l, kwas borowy 2,75 g/l, 4 ml EDTA) rozpuszczono
w mikrofali z 1,5 g agarozy, nastgpnie dodano 5pl bromku etydyny na kazde 100 ml buforu TBE
i wylano do kuwety elektroforetycznej. Po ostudzeniu na zel agarozowy naktadano mieszaning
DNA genomowego wyizolowanego z gleby (3 lub 4 pl DNA, 1 pl barwnik, 1 lub 2 pl woda).
Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono przy napigciu 100 V przez 1 godzing. Do identyfi-
kacji gatunkéw nalezgcych do rodzaju Phyrophthora postuzono si¢ technikg Nested-PCR ze starte-
rami og6lnymi I'T'S 1/4 [White i in. 1990] oraz specyficznymi dla rodzaju Phytophthora TTS4/Ph2.
Wedtug Ippolito i in. [2002] startery te amplifikujg fragmenty DNA o wielkosci okoto 700 pz,
ktdre sg specyficzne dla rodzaju Phytophthora. Mieszaning PCR wykonano w st¢zeniu nastepu-
jacym: Ixbufor Q (Qiagen), 1xbufor PCR zawierajacy 1,5 mM Mg (Qiagen), 1,5 mM Mg
dodatkowo (Qiagen), 0,2 mM kazdego z dN'TP (Qiagen), 0,15 pM kazdego ze starter6w
poszczegblnych par ['TS1/4 oraz Ph2 i I'TS4 (Oligo), 0,5 U/ reakcja polimeraza Taq (Invitrogen),
1 1l DNA genomowego, woda MiliQ do okreslonej objgtosci 25 pl.

DNA izolowane metodg bezposrednia, jak i metoda z preinkubacjg postuzyto jako matryca
do amplifikacji Nested-PCR. Reakcja Nested-PCR sktadala si¢ z amplifikacji fragmentu ze star-
terami ['T'S1/4 [White i in. 1990], obejmujgcej denaturacj¢ wstepng w 95°C przez 3 min, 12 cykli:
denaturacja w 95°C przez 30 s, w 56°C przez 30 s i w 72°C przez 50 s, oraz koricowe wydtuzanie
w 72°C przez 10 min. Nastgpnie pobrano 1 pl mieszaniny PCR i przeniesiono do nowej miesza-
niny reakeyjnej PCR przygotowanej wedtug powyzszej procedury zawierajgcej startery I'T'S4/Ph2
[Ippolito i in. 2002]. Reakcje PCR prowadzono w nastepujacych cyklach: denaturacja wstepna
w 95°C przez 3 min, 40 cykli: denaturacja w 95°C przez 30 s, w 56°C przez 30 s i w 72°C przez 50 s,
oraz koricowe wydhuzanie w 72°C przez 10 min (4°C - 8). Produkt PCR o wielkosci okoto 700 pz
rozdzielono elektroforetycznie wedtug ww. warunkéw naktadajac na zel mieszaning 7 pl produktu
PCR, 1 pl barwnika i 1 pl woda.

Wyniki
Do hodowli organizméw z rodzaju Phytophthora najbardziej odpowiednia okazata si¢ pozywka
PB-PARP. Zaobserwowano w niej wyraznie intensywniejszy wzrost strz¢pek niz w pozywce V8-
-PARP (ryc. 1). W zwigzku z powyzszym do dalszych doswiadczeni uzyto wylgcznie pozywke
PB-PARP.

Identyfikacja lggnioweéw wykonana metodg bezposredniej izolacji DNA z gleby wykazata
obecnos¢ organizmdw z rodzaju Phyfophthora w 15 prébach, natomiast analiza tych samych préb
gleby metodg przednamnazania selektywnego wykazata ich obecnosé w 27 prébach gleby (ryc. 2).
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Rye. 1.
Intensywnos¢ wzrostu hodowli Phytophthora w pozywkach ptynnych V8 PARP i PB PARP po 3 dniach inku-
bacji w ciemnosci i temperaturze 25°C

Intensity of the growth of Phytophthora culture in liquid V8 medium and PB PARP PARP medium after
3 days of incubation in the dark and at 25°C
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Rye. 2.

Produkt amplifikacji Nested-PCR ze starterami I'TS4/Ph2 z DNA genomowego izolowanego bezposred-
nio z gleby (po lewej) oraz z DNA genomowego pochodgcego z gleby po zabiegu preinkubacji w pozywce
BP-PARP (po prawej)

Products of nested-PCR amplification with primers I'TS4/Ph2 of genomic DNA isolated directly from soil
(left) and of genomic DNA isolated from soil after surgery preincubation in medium BP-PARP (right).

Réznice w czulosci omawianych metod analitycznych byty widoczne na wszystkich po-
wierzchniach badawczych z wyjatkiem powierzchni w Nadlesnictwie Krotoszyn o wickszej
defoliacji. Stwierdzono réwniez znaczne réznice zasiedlenia przez t¢ grupg patogenéw drzewo-
stanéw debowych na poszezegélnych powierzchniach badawcezych. Najwyzszy stopieri zasie-
dlenia gleb przez legniowce z rodzaju Phytophtora stwierdzono w drzewostanach Nadlesnictwa
Karczma Borowa (uszkodzonych przez kupréwke brudnice). Przecigtny poziom zasiedlenia
ksztattowal si¢ na poziomie 40% i 73% w zaleznosci od zastosowanych metod analitycznych.
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Najsilniej zasiedlona byta powierzchnia silnie uszkodzona przez kupréwke (przecigtna defoliac-
ja >61%), na ktérej objawy porazenia wykazano dla 50% (PCR bez preinkubacji) i 90% drzew
prébnych (PCR z preinkubacjg). Na powierzchniach kontrolnej (defoliacja <30%) i uszkodzonej
przez kupréwke w stopniu srednim (defoliacja 31-60%) poziom zasiedlenia byt nizszy (tab.).
Znacznie nizszy stopiei porazenia przez lggniowce z rodzaju Phytophtora stwierdzono na po-
wierzchniach badawczych w Nadlesnictwie Krotoszyn uszkodzonych przez miernikowce i ga-
tunki towarzyszace. Przecigtny poziom zasiedlenia dla tych drzewostanéw wyniést 15% (PCR
bez preinkubacji) i 25% (PCR z preinkubacjg). Podobnie jak w przypadku drzewostanéw
uszkodzonych przez kupréwke, widoczne sg réznice pomigdzy powierzchniami uszkodzonymi
w réznym stopniu przez foliofagi. Najsilniej zasiedlona zostala powierzchnia kontrolna.
Nieznacznie nizszy poziom stwierdzono na powierzchni uszkodzonej przez foliofagi w stopniu
Srednim (tab.).

Dyskusja
Klasyczne techniki identyfikacji patogenéw z rodzaju Phytophthora oparte s o hodowle i izolacje
ich szczepéw na sztucznych pozywkach, bezposrednio z roslin, wody lub z gleby, np. za pomocg
roslin putapkowych, tzw. ,,baiting” [Anandaraj, Sarma 1990; Orlikowski i in. 2011]. W dalszych
etapach identyfikacj¢ do gatunku przeprowadza si¢ na podstawie morfologii (plechy, zarodnikéw
konidialnych lub organéw rozmnazania generatywnego), a takze za pomocg parametréw fizjo-
logicznych, takich jak np. tempo wzrostu w réznych temperaturach [Bush i in. 2006]. Z powodu
naturalnej, duzej zmiennosci wewngtrzgatunkowej i skfonnosci do krzyzowania si¢ patogenéw
oraz bardzo subtelnych réznic morfologicznych prowadzacych do wyodrgbnienia podgatunkéw,
a takze duzej czasochtonnosci klasycznych technik identyfikacji, nadal poszukuje si¢ nowych
metod opartych o analizy DNA. Polegaja one albo na wykrywaniu specyficznych fragmentéw
DNA, tzw. markeréw, charakterystycznych tylko dla danego gatunku Phytophthora [Ersek i in.
1994], albo na wykrywaniu charakterystycznego wzoru prgzkéw DNA (ang. fingerprinting)
[Trzewik i in. 2006; Mannon i in. 2008] lub tez uzyskaniu produktu charakterystycznego dla
szerszej grupy mikroorganizméw, aby po sekwencjonowaniu otrzymanych fragmentéw DNA
[Ersek i in. 1994] przyporzadkowac je do rodzajéw lub gatunkéw. Kluczowg zaletg analiz DNA
jest mozliwos¢ wykrywania i identyfikacji patogenéw z rodzaju Phytophthora w krétkim czasie

Tabela.
Detekeja obecnosci legnioweéw z rodzaju Phytophthora réznymi wariantami testu Nested-PCR
Identification of the Phytophthora with various types of Nested-PCR test

Defoliacja N PCR I'TS4/Ph2 PCR I'TS4/Ph2 preinkubacja
[%] [szt] = [%] + [%] - [%] +[%]
Karczma Borowa
<30 10 70 30 40 60
31-60 10 60 40 30 70
61-90 10 50 50 10 90
Razem 30 60 40 27 73
Krotoszyn

<30 10 90 10 70 30
31-60 10 80 20 80 20
Razem 20 85 15 75 25
Catosé 50 70 30 46 54

Obecnos¢ produktu PCR specyficznego dla gatunkéw z rodzaju Phytophthora oznaczono ,+”, a jej brak ,—"
"+ indicates the presence of PCR product specific to genus of Phytophthora, while =’ the absence of it
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i bezposrednio z préb Srodowiskowych (gleby lub wody) lub tkanek roslinnych [Wiejacha i in.
2004]. W niniejszym eksperymencie najlepsze wyniki skutecznosci wykrywania obecnosci orga-
nizméw rodzaju Phytophthora uzyskano za pomocg bezposredniej izolacji DNA wykonanej po
wstepnym etapie selektywnego namnazania patogenéw w prébkach gleby (tab.).

Analizy genetyczne wykazaly réznice w wykrywaniu organizméw rodzaju Phytophthora w za-
leznosci od zastosowanej metody. Komercyjna metoda polegajaca na wyizolowaniu DNA
bezposrednio z gleby i przeprowadzaniu taicuchowej reakcji polimerazy (Nested-PCR) okazata
si¢ mniej skuteczna w wykrywaniu organizméw rodzaju Phytophthora niz zastosowanie preinku-
bacji gleby w pozywce namnazajaco-selektywnej PB-PARP. O ile metod¢ bezposredniej izolacji
DNA z gleby stosowalo wielu badaczy [Ippolito i in. 2002; Tomlinson i in. 2005], to etap selektyw-
nego namnazania w pozywce PB PARP zostat zaproponowany po raz pierwszy. W przedstawio-
nych badaniach stwierdzono, ze skuteczno$¢ wykrywania obecnosci patogenicznych Iggniowcéw
w prébkach srodowiskowych w duzym stopniu zalezy od zastosowanej metody ich identyfikacji.
Zaletg wykorzystywania metod biologii molekularnej jest krétki czas cyklu diagnostycznego
oraz wysoka czutos¢ w poréwnaniu do metod mikrobiologii klasycznej lub metody z wykorzys-
taniem roslin putapkowych (,,baiting”). Wadg metod opartych na analizie DNA sg trudnosci
w izolacji DNA ze srodowisk heterogennych, jakimi sg gleby (szczegélnie lesne), a zwlaszcza
obecnosé w glebach kwaséw humusowych hamujacych reakcje PCR. Uzyskane amplikony DNA
charakterystyczne dla rodzaju Phytophthora w dalszych badaniach zostang poddane sekwencjo-
nowaniu w celu ustalenia przynaleznosci systematycznej do gatunku i przeprowadzenia analizy
filogenetycznej umozliwiajacej poznanie wzajemnego pokrewieristwa wyksztatconego w procesie
ewoluciji.
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SUMMARY

Detection of Phytophthora in forest soils using DNA analysis

Oomycetes belonging to the genus Phytophthora infect root systems and bases of trunks of forest
trees, causing diseases called phytophthorosis. As a result of infection progresses the cambium
tissues are damaged and / or almost all fine roots (less than 2 microns in diameter), which leads
to decline phenomenon of even entire stands, both in Europe and worldwide. Particularly high
mortality among young plants is observed in both forest and ornamental nurseries. The possibility
of early detection of pathogens in soil, water and / or in plant tissues is crucial in decision making
process concerning protective treatments. Identification of pathogenic Phytophthora species
is usually performed using morphological, physiological, and molecular methods. The latter
represented a breakthrough in the detection and identification of phytopathogens because they
characterized by high sensitivity, accuracy and fast execution. The problem with their use
in environmental samples is involved with isolation of genomic DNA because of the presence
of multiple inhibitors disturbing PCR reactions.

The aim of this study was to compare the two methods used for the identification of the
Phytophthora genus in forest soils samples collected around 50 oak trees in Krotoszyn and Karczma
Borowa forest districts. The first method consisted in the direct isolation of genomic DNA from
50 soil samples (according to the manufacturer’s instructions for DNA extraction kit), while the
second method performed on the same soil samples first applied selective multiplication step
(preincubation), followed by the isolation of their DNA. Polymerase chain reaction (PCR)
performed twice for each DNA sample obtained from soil were carried out with both methods
simultaneously. Used a pair of molecular primers specific for Phytophthora revealed positive
results, showing the presence of Phytophthora species in the sample or negative showing the
absence of the characteristic for Phytophthora DNA. The pre-incubation of soil method was
more sensitive (efficient) because it allowed to detect DNA of Phytophthora species in 54%
of all samples, while the direct DNA extraction method form soil detected Phytophthora DNA
only in 30% of all samples. The study shows that the sensitivity and effectiveness of monitoring
of pathogenic Phytophthora species in forest soil depends largely on chosen method of DNA
isolation.



