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ABSTRACT

Nowakowska J. A., Malewski T., Tereba A., Borys M., Oszako T. 2016. Molekularna diagnostyka wybra-
nych patogendéw z rodzaju Phytophthora w ramach integrowanej ochrony roslin. Sylwan 160 (5): 365-370.

"Traditional detection methods such as baiting or direct isolation take a long time and are incapable
to handling large volume of material to be tested. The real-time PCR-based techniques are
faster, more sensitive, more easily automated, and do not require post-amplification procedures.
Species-specific primers for Phytophthora were designed based on the internal transcribed spacer
regions (I'TS) of tDNA collected from the NCBI DNA database. Primers and probes were
designed using the Allele ID 7 at default search criteria. Specific probes were labeled with the
reporter dyes JOE (6-carboxy-4,5-dichloro-2,7-dimethoxyfluorescein) at the 5” end and HBQ1
quencher at the 3" end (Sigma-Aldrich). The specificity of primers and fluorogenic probes was
tested against genomic DNA of P. a/ni subsp. multiformis, P. lacustris and P. taxon hungarica. The
real-time PCR reactions with the specific probes and primers vielded positive results with five
concentrations of standards obtained by standard PCR reaction for corresponding Phytophthora
species. The negative control (lack of DNA pathogens) yielded no amplification products. Standard
curves showed a linear correlation between input DNA and cycle threshold (Ct) values with R?
from 0.994 (P, alni) to 0.998 (P. taxon fungarica). The amplification efficiency of target DNA varied
from 94.6% (P, alni) to 100% (P. taxon hungarica). The validation of the primers and probes
designed for analysed Phyrophthora species was performed on pure cultures, on soil samples from
the forest nursery and declining oak stands. The designed probes displayed the high specificity
of the detection of investigated species in pure cultures. The presented new molecular TagMan
probes can fully assist the integrated pest management as a powerful tool for a quick detection
of above pathogenic organisms in forest nurseries. The molecular detection of harmful phytoph-
thoras and in consequences diminishing of fungicides use for their control in forestry fully support
European Union directives as well as the ‘Good plant protection practice measures’ elaborated
by European and Mediterranean Organisation of Plant Protection.
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Wstep

Tradycyjnie stosowane techniki do wykrywania i identyfikacji gatunkéw Phyrophthora za
pomocg putapek roslinnych (takich jak liscie czy jabtka) oraz ich bezposrednia izolacja na selek-
tywne podtoza hodowlane sg bardzo pracochtonne. Nowe techniki biologii molekularnej oparte
na reakcji taricuchowej polimerazy (PCR) pozwalajg na osiggniccie wigkszej wydajnosci w iden-
tyfikacji patogenéw przy zachowaniu wysokiej precyzji i czulosci badaii, co stanowi cenne
uzupetnienie (potwierdzenie) analiz morfologicznych. Istnieje szereg metod detekeji i identy-
fikacji gatunkéw Phytophthora opartych o reakcje PCR, np. polimorfizm konformacji poje-
dynczych nici (SSCP) lub polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykeyjnych — RFLP [Kong i in.
2004; Martin, Tooley 2004]. Jednak metody te, umozliwiajace odczyt migracji elektroforety-
cznej powielonych fragmentéw DNA, cechuje niska wydajnosé w przypadku koniecznosci
testowania wielu préb jednoczesnie.

Inne techniki oparte o reakcje PCR, np. z odczytem wyniku w czasie rzeczywistym (ang.
real time PCR) charakteryzuja si¢ wyzsza specyficznoscia, czutoscig i krétszym czasem detekeji
niz techniki oparte na samym rozdziale fragmentéw DNA za pomocg migracji elektroforety-
cznej. Podstawg metod real time PCR jest odczyt fluorescencji barwnika, najczgsciej SYBR
Green, ktéry przytgczany jest w trakcie reakcji do dwuniciowej struktury DNA. Dodatkowo
inne barwniki, np. HEX, JOE, TET, NED czy 6FAM, s3 wbudowane do sond molekularnych
i wykazujg fluorescencj¢ w momencie przytgczania si¢ sond do fragmentéw DNA [Sambrook,
Russell 2001]. Zaletg techniki PCR w czasie rzeczywistym jest mozliwos¢ catkowitej auto-
matyzacji reakcji oraz mniejsza podatno$¢ na zanieczyszcezenie préb dzigki prowadzeniu reakcji
w jednej probéwee. Dzigki temu techniki real time PCR sg obecnie czgsto wykorzystywanym
narz¢dziem do jakosciowej i ilosciowej detekeji patogenéw roslin, w tym z rodzaju Phytophthora,
m.in.: P, citricola Jung and Burgess i P quercina Jung [Schena i in. 2006], P. citrophthora [Ippolito
i in. 2004] oraz P ramorum Werres i P. pseudosyringae Jung and Nechwatal [Schena i in. 2006;
Tooley i in. 2006].

Celem niniejszych badari byto opracowanie szybkiej i niezawodnej metody identyfikacji pa-
togen6w P, alni subsp. multiformis Brasier and Kirk, P Jacustris (Pasch. and Ruttn.) Javorn i P taxon
hungarica Bakonyi w oparciu o technik¢ real time PCR przy zastosowaniu sond TagMan jako
elementu profilaktyki w integrowanej ochronie roslin.

Material i metody

Opracowanie molekularnych sond TagMan polegato na analizie sekwencji nukleotydowych réz-
nicujgcych gatunki z rodzaju Phytophthora na podstawie ogélnodostepnych baz danych, a nastg-
pnie ich walidacji w prébkach gleby oraz czystych kultur patogenéw P a/ni subsp. multiformis,
P lacustris i P. taxon hungarica pochodzacych z kolekeji IBL.
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Sekwencje I'TS DNA u P, Jacustris i P. taxon hungarica pobrano z internetowego banku
genéw NCBI (www.ncbi.org), a P a/ni subsp. multiformis z Q-banku (http://www.q-bank.cu) (tab.).
Projektowanie starteréw i sond typu TagMan przeprowadzono w programie Allele ID 7 (PREMIER
Biosoft International, Palo Alto, CA, USA) wedtug standardowych wytycznych dla techniki
wykorzystujacej sondy typu TagMan [Dorak 2006]. Sondy znakowano za pomocg fluorescencyj-
nego barwnika JOE (6-carboxy-4,5-dichloro-2,7-dimethoxyfluorescein) na koricu 5' sondy oraz
sekwencji ,,wyciszajacej” HBQ1 na koricu 3' (Sigma-Aldrich). Schemat projektu sond przedsta-
wiono na rycinie 1. Specyficznosé zaprojektowanych sond oszacowano za pomocg BLASTN, poréw-
nujac sekwencjg zaprojektowanych sond do sekwencji zgromadzonych w GenBank (www.ncbi.org).

Dodatkowo specyficznosé zaprojektowanych sond sprawdzano na DNA wydzielonym z czy-
stych kultur patogenéw z rodzaju Phytophthora przechowywanych w kolekeji Zaktadu Ochrony
Lasu (IBL), otrzymanych z prébek gleby z zastosowaniem putapek roslinnych i hodowanych na
selektywnej pozywce ziemniaczanej (PDA) wedtug Junga i in. [1996]. Skutecznosé zaprojekto-
wanych sond TagMan testowano na genomowym DNA wyizolowanym z prébek gleby pobranych
spod zamierajgcych sadzonek buka (szkétka lesna Kiejsze, Nadlesnictwo Koto) i dgbéw (Nad-
lesnictwo Karczma Borowa, Krotoszyn i Piaski). W tym celu 0,5 g gleby zawieszano w 500 pl
buforu SL1 (Macherey-Nagel®) i wytrzasano wraz z kulkami ceramicznymi przez 5 min z pred-
koscig 5000 rpm. Nastepnie prébki poddawano procedurom wedtug zalecen Macherey-Nagel®
(Duren, Niemcy) za pomocg zestawéw NucleoSpin Soil Kit. Koricowy roztwér czasteczek DNA
genomowego przechowywano w objgtosci 100 pl koricowego buforu SE NucleoSpin Soil Kit
w temperaturze —20°C.

Tabela.
Sekwencje zaprojektowanych sond dla badanych izolatéw Phytophthora sp. wraz z odpowiadajagcym nume-
rem GenBank/Q-bank oraz liczbg par zasad produktu PCR

Molecular patterns of probes designed for studied Phytophthora sp. with the GenBank/Q-bank database
numbers and amount of base-pairs in the PCR product

Numer  Starter F (5-3°) Starter R (57-3") Sonda (5-3’)
Number Primer F (5-3’) Primer R (5’-3’) Probe (5>-3’)

PCR

Phytophthora alni
subsp. maltiformis JF300250  ccgtatcaacccacttag  cacagtatgticagtattcaa  cggeetggetgtegatatca 177
P,
yvop élﬁom JX271790  tggaggagtgticgattc  ggticaaaagccaageac  acgtgaaccgtttcaaac 123
lacustris
Phytophthora
axon fungarica JX274428  ggctgaacaatctgetta  ttcccaaaatggatcgac  ccactctacttegeaaacagea 153
PAA: S

- = Rye. 1.

Sekwencje DNA kodujgce podjed-

R
ITs1 TESe nostki genéw rybosomalnych oraz
sekwencje I'TS réznicujace badane
gatunki Phytophthora

s Sequences coding the rRNA subunits
PL: P with the I'T'S regions characteristic for

m - m the different Phytophthora species

ITS1 sz E R, S - miejsca przytaczania si¢ do taricucha
DNA poszczegélnych patogenéw starteréw, od-
powiednio wiodacego i wstecznego, oraz spe-

cyficznych gatunkowo sond TagMan
s E R, S - forward and reverse primer as well as
Pell: F P o 'll;anSIE:InApr?bcd(rcsdpc?tvclgv) annealing sites to

: = the of individual pathogens
m s 285 TRNA PAA - P, alni subsp. a/nli, PLg— P lacustris; PtH
ITS1 ITS2 — P taxon hungarica
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Czgsteczki DNA wyizolowane zaréwno z préb gleby, jak i czystych kultur patogenéw pod-
dawano amplifikacji w reakcji real time PCR w mieszaninie reakeyjnej zawierajacej 2 pl roztworu
DNA-matrycy, 10 pl 2 x LuminoCt Master Mix (Sigma-Aldrich), 2 pl kazdego ze starteréw (5 pM)
i 0,2 pl sondy (5 pM) TagMan specyficznej dla kazdego z gatunkéw: P. alni, P. lacustris i P. taxon
hungarica. Dla kazdego gatunku przeprowadzano osobng reakcjg real time PCR w nast¢pujacych
warunkach: 3 min wstgpnego podgrzania DNA matrycy w 95°C, potem 40 cykli amplifikaciji
przez 30 s w 95°C, 30 s w 55-61°C i 30 s w 72°C. Odczyt fluorescencji poszczegdlnych sond prze-
prowadzono w aparacie RotorGene 6000 (Qiagen), zas$ analiz¢ danych za pomocg oprogramowania
producenta (Qiagen).

Wyniki
Poszukiwanie w bazie NCBI sckwencji DNA do projektowanej sondy I'T'S dla P. a/ni wykazato,
ze sonda jest specyficzna tylko dla podgatunku multiformis (PAM). Projektowanie sond do dwdéch
pozostatych podgatunkéw — P a/ni subsp. alni (PAA) i P alni subsp. uniformis (PAU) — bylo nie-
skuteczne. Otrzymane sondy byty albo specyficzne tylko do sekwencji, dla ktérej projektowano
sondg i nie wykrywaty innych sekwencji I'TS w GenBank nalezacych do tego samego gatunku,
albo byty niespecyficzne i wykrywaty sekwencje opisane jako nalezace do innych gatunkdw.
Trudnosci z odczytem sekwencji w bazie danych NCBI mogg tez wynikaé ze zmieniajacej si¢
wraz z czasem taksonomii badanych patogenéw z rodzaju Phytophthora — poczatkowo opisywano
gatunek patogena na olszach jako ,alder Phytophthora”, potem jako P alni, a obecnie zostat on
rozdzielony na 3 podgatunki: PAA, PAM i PAU [loos i in. 2006].

Sonda zaprojektowana dla P. Jacustris wykryta 149 sekwencji w GenBank, z czego 61 opi-
sano jako P, lacustris, 50 jako P. salixsoil, 6 jako P. lacustris x riparia, 12 jako P. riparia, 2 jako
P, gonapodyides Brasier i 18 sekwencji o niecoznaczonym gatunku. Majgc na wzgledzie, ze nazwa
P lacustris Brasier, Cacciola, Nechwatal, Jung & Bakonyi jest formalng taksonomiczng nazwg
organizmu poprzednio opisanego jako P, salixsoil oraz ze jest mozliwos¢ istnienia gatunku hybry-
dowego P, lacustris x riparia, nalezy stwierdzié, ze sonda jest specyficzna dla badanego gatunku
P, lacustris. Brasier i in. [2003] zauwazaja, ze izolaty P. lacustris byly czasami btednie identyfiko-
wane jako gatunek.

Sonda zaprojektowana dla P taxon /fungarica wykrywa oprécz sekwencji nalezacych do
P, taxon hungarica w GenBank réwniez inne sekwencje, opisane jako przynalezace do gatunku
P, rosacearum Hansen. Ze wzgledu na to, Ze organizm ten nie ma jeszcze statusu gatunku, trudno
jest okreslié, czy zaprojektowana sonda jest gatunkowo specyficzna, czy tez uwarunkowane jest
to zawitoscig klasyfikacji gatunkéw Phyrophthora.

Analiza obecnosci patogenéw z rodzaju Phytophthora za pomocg opracowanych specyficz-
nych sond i starteréw w reakcji real time PCR w badanych prébkach gleb nie wykazata obecnosci
gatunkéw P alni sensu lato, P. lacustris i P. taxon hungarica. Walidacje skutecznosci zaprojekto-
wanych sond przeprowadzono jedynie w czystych kulturach tych gatunkéw, dla keérych zaob-
serwowano charakterystyczny obraz amplifikacji, co zilustrowano na przykladzie P, lacustris dla
réznych stezert DNA matrycy (ryc. 2). Krzywe amplifikacji potwierdzity skutecznosé opracowa-
nych sond, a mianowicie krzywa standardowa dla P a/ni subsp. multiformis miata R?=0,994, dla
P. taxon hungarica R?=0,998, a dla P, lacustris R*=0,996. Nie zaobserwowano zadnych niespecy-
ficznych reakcji w prébach ,slepych”, tj. niezawierajgcych czgsteczek DNA. Wydajnosé reakeji
amplifikacji real time PCR wahata si¢ w granicach od 94,6% (dla P. a/ni) do 100% (dla P. taxon
hungarica).
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Krzywe amplifikacji wzorcéw dla P lacustris. Im wigksze stezenie DNA-matrycy w prébie, tym mniejsza
warto$¢ cyklu amplifikacji, dla keérego linia przekracza limit fluorescencji Ct=4

Real time PCR amplification curves characteristic for P. Zacustris. 'The higher DNA-matrix concentration
in the sample, the lower cycle value for the limit of fluorescence Ct=4

Dyskusja
Projektowanie sond stwarza nowe mozliwosci wykrywania patogenéw w prébkach srodowisko-
wych. Dzi¢ki nim mozliwe jest selektywne wykrywanie obcych, inwazyjnych organizmdéw, do
ktérych nalezg patogeny z rodzaju Phytophthora. Zalety zaprojektowanych sond jest mozliwos¢
szybkiej detekeji kilku lub kilkunastu gatunkéw najbardziej ucigzliwych w szkétkach lesnych.
Weryfikacja zdrowotnosci sadzonek wysadzanych na uprawy lesne ma zasadnicze znaczenie dla
trwatosci i réznorodnosci biologicznej przysztych laséw. Rocznie w szkétkach lesnych w Polsce
produkuje si¢ okoto 870 miIn sadzonek (informacja ustna: Anna Malinowska, rzecznik LP), ktére
wysadzone do lasu mogg przenosic ze sobg patogeny i czynniki chorobotwéreze. O ile w szkétkach
mozna jeszcze ograniczy¢, a nawet zupetnie wyeliminowac organizmy chorobotwéreze, to jednak
gdy zostang one zawleczone do drzewostanéw, wtedy zadanie to jest praktycznie niewykonalne.
Stosowanie w szkétkach odpowiedniego rezimu wodnego, nawozéw i pestycydéw czesto ma-
skuje choroby, ktére ujawniajg si¢ na sadzonkach dopiero po ich wysadzeniu w sprzyjajace dla pa-
togenu warunki srodowiskowe, np. okresowo zalewane wodg uprawy lub drzewostany. Patogeny
z rodzaju Phytophthora mogg przez jakis czas rozwijaé si¢ w tkankach roslin, nie powodujac
widocznych objawéw, co dodatkowo komplikuje mozliwosé wyselekcjonowania zdrowych roslin
jeszcze w szkétkach. Monitorowanie prébek gleby w poszezegélnych kwaterach w szkétkach
lub wody uzywanej do podlewania roslin umozliwia podejmowanie skutecznych dziatai pre-
wencyjnych, np. niedopuszczanie do zainfekowania siewek poprzez zamiang uprawianych
gatunkéw na poszczegélnych kwaterach pod katem ich odpornosci/podatnosci na patogeny.
Monitoring fitopatologiczny szkétek moze réwniez skutkowaé wydawaniem odpowiednich
paszportéw zaswiadczajacych, ze material rozmnozeniowy jest wolny od szkodliwych organizmdéw,
co jest zgodne z zaleceniami Unii Europejskiej. Obowigzek stosowania zasad integrowancj
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ochrony roslin przez wszystkich profesjonalnych uzytkownikéw srodkéw ochrony roslin obo-
wigzuje od 1 stycznia 2014 roku [Dyrektywa... 2009; Rozporzgdzenie... 2009]. Europejska
i Srédziemnomorska Organizacja Ochrony Roslin (EPPO) kadzie duzy nacisk na bezpieczne
i racjonalne stosowanie chemicznych srodkéw ochrony roslin oraz respektowanie ,,Dobrej prak-
tyki ochrony roslin” [Dyrektywa... 2009]. Zabiegi ochrony w PGL LLP powinny by¢ prowadzone
przy uzyciu metod nieinwazyjnych [Zarzadzenie... 1999]. Powyzsze ograniczenia skfaniajg do
dalszego poszukiwania nowych, nieinwazyjnych technologii profilaktycznych lub ochronnych.

Whioski

# Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze zaprojektowane gatunkowo-specy-
ficzne startery i sondy dla trzech gatunkéw z rodzaju Phytophthora sq wysoce specyficzne dla
P alni subsp. multiformis, P. lacustris i P. taxon hungarica.

# Opracowane sondy molekularne stanowig precyzyjne narzedzie do molekularnej identyfi-
kacji groznych gatunkéw z rodzaju Phytophthora i moga by¢ wysoce przydatne w zapobieganiu
duzym stratom w szkdétkarstwie, uprawach oraz drzewostanach lesnych.
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