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Usefulness of plant leaf baits for detection of Phytophthora spp. from water

ABSTRACT

Orlikowski L. B., Ptaszek M., Tizewik A., Orlikowska T. 2011. Przydatnos¢ putapek lisciowych do detekcji
Phytophthora spp. z wody. Sylwan 155 (7): 493-499.

Top leaves of Alnus glutinosa, Quercus robur and Rhododendron sp. cv. Nova Zembla were used as baits in
detection of Phytophthora spp. from 2 rivers and one water pond. About 800 isolates were obtained from these
water sources with domination of Phytophthora Salixsoil taxon (84%), P, citricola (10%) and P. cambivora (6%).
Salixsoil taxon was detected from all investigated water sources, whereas the other species only from
rivers. Rhododendron leaves were the most effective bait in detection of Phytophthora from rivers, pond
and from different levels of water.
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Wstep

Gatunki Phytophthora, czynniki destrukeyjne roslin wedtug Zentmayera i Thorna [1967], od ostat-
niej dekady XX wieku stanowig coraz wigksze zagrozenie dla upraw zaréwno w lesnictwie, jak
i ogrodnictwie [Hansen, Delatour 1999; Jung i in. 2000; Oszako, Orlikowski 2007; Orlikowski
i in. 2011]. Obok materiatu roslinnego [Brasier 2008], gleby i podtoza, woda jest jednym z istotnych
7rédet tej grupy czynnikéw chorobotwdérezych. Hong i Moorman [2005] stwierdzili, ze zakazona
woda jest gléwnym, jesli nie jedynym, Zr6dtem Phytophthora w szkétkach, sadach i uprawach wa-
rzywnych. O znaczeniu wody w rozprzestrzenianiu gatunkéw Phytophhtora $wiadczy najlepiej
pojawienie si¢ fytoftorozy olszy (podgatunki P. a/ni) w Wielkiej Brytanii, a nast¢pnie we Francji
i Niemczech [Gibbs i in. 1999; Streito i in. 2002; Jung, Blaschke 2004]. Juz w 2005 roku choroba
ta wystgpowata w catej Europie, w tym réwniez w Polsce [Orlikowski i in. 2003]. Pierwsze donie-
sienie o wystgpowaniu Phytophthora w wodzie pochodzi z 1921 roku, gdy stwierdzono P, eryptogea
w wodzie uzywanej do podlewania roslin w szklarni [Bewley, Buddin 1921]. W ciggu 90 lat wy-
kryto w wodzie co najmniej 20 gatunkéw tego rodzaju, obok przedstawicieli rodzajéw Pythium,
Fusarium, Rhizoctonia i innych [Thompson, Allen 1974; Themann i in. 2002; Hong, Moorman
2005]. W zaleznosci od kraju, roslin zagrozonych przez Phytophthora spp. i sposobu ich nawad-

* Badania finansowane w ramach Programu Wieloletniego 1.8
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niania, do detekcji gatunk6éw tego rodzaju przetestowano putapki z co najmniej 30 réznych roslin,
w tym z ich siewek, lisci, nasion i owocéw [Hansen, Delatour 1999; Themann i in. 2002; Bush
i in. 2003; Hwang i in. 2007].

Celem niniejszych badari bylo okreslenie przydatnosci putapek lisciowych do detekcji
Phytophthora spp. w wodzie w zaleznosci od miejsca usytuowania lisci i czasu pulapkowania.

Materiatl i metody

Do badan uzyto lisci wierzchotkowych debu szyputkowego (Quercus robur), olszy (Alnus glutinosa)
i rézanecznika (Rhododendron sp.) odmiany Nova Zembla. Liscie z pierwszych dwdch gatunkéw
pobierano z roslin z pola, natomiast rézanecznik uprawiano w tunelu foliowym w pojemnikach.
Badania przeprowadzono na prébach wody pobranych z rzek Skierniewki i Zwierzynki oraz
stawu Zwierzyniec w wojewddztwie t6dzkim.

Wode¢ pobierano od maja do wrzesnia 2010 roku w odstepach miesigcznych. Putapki
umieszczano na powierzchni lustra wody, w Srodkowej jego czesci oraz na dnie. Do sznurka,
obcigzonego cigzarkiem, przywigzywano fragmenty pedéw putapkowych, zawierajacych po co
najmniej 8 lisci. W zaleznosci od poziomu wody w rzekach i stawie, regulowano dtugos¢ sznur-
ka tak, aby pulapki znajdowaly si¢ na powierzchni, w Srodkowej czg¢sci ich lustra oraz na dnie,
okoto 2 m od brzegu. Po 4 dniach putapki wyjmowano z wody, wktadano indywidualnie do
workéw foliowych i przewozono do laboratorium. Po optukaniu lisci pod wodg biezacg i desty-
lowang, suszono je pomigdzy dwoma warstwami sterylnej bibuly filtracyjnej i liczono plamy
nekrotyczne na kazdej z blaszek, co uznano za miare liczebnosci Phytophhtora w wodzie.

Liscie z plamami nekrotycznymi odkazano nad ptomieniem palnika. Wycinano z nich frag-
menty o srednicy okoto 3 mm, ktére nastgpnie wyktadano do szalek Petriego o srednicy 90 mm
z pozywka PDA (po okoto 20 skrawkéw). W ciggu 24-48 godzin inkubacji w temperaturze
22-24°C fragmenty kolonii wyrastajacych z inokulum, przeszczepiano na skosy z pozywka PDA.
Po 10 dniach przeprowadzono segregacje¢ uzyskanych kultur i wybrano z nich izolaty reprezen-
tacyjne do identyfikacji gatunku, ktérg przeprowadzono wykorzystujac cechy morfologiczne
oraz przy zastosowaniu metod molekularnych. Wyniki pomiaréw liczby plam nekrotycznych
poddano analizie statystycznej stosujgc test Duncana (4 powtérzenia po 2 liscie z kazdego
gatunku rosliny putapkowej).

Wyniki
Stosujgc liscie debu, olszy i rézanecznika do wykrywania Phytophthora spp. w wodzie z rzek
i stawu uzyskano okoto 800 izolatéw tego rodzaju. Zidentyfikowano wsréd nich P cambivora,
P, citricola oraz. Phytophthora takson Salixsoil (tab., ryc. 1). Najczesciej izolowany (84% izolat6w)
byt Phytophthora takson Salixsoil, ktéry wykrywano niezaleznie od terminu detekcji i Zrédta
wody. Stwierdzono takze P citricola (10% izolatéw). Gatunek ten wystgpowat w obu rzekach
w czerweu i wrzesniu. P cambivora stanowit 6% okreslonych izolatéw i byt wykrywany w sierpniu
i wrzesniu w obu rzekach. Najlepszg rosling putapkowg okazat si¢ rézanecznik, a najmniejszg
liczbe izolatéw uzyskano stosujac liscie dgbu szyputkowego (tab., ryc. 1).

Wykrywalnos¢ Phytophthora wskazuje na liscie rézanecznika jako najefektywniejsze putap-
ki do detekcji gatunkéw tego rodzaju w wodzie (ryc. 2). Nie stwierdzono istotnych réznic
w liczbie uzyskanych izolatéw z analizowanych 7Zrédet. Analiza wspétzaleznosci pomigdzy rosli-
ng putapkowg i umicjscowieniem putapek a czgstoscig izolacji Phytophthora spp. wskazuje,
ze ponad 70% izolatéw uzyskano stosujac liscie rézanecznika jako putapki. Podobng liczbe izo-
latéw badanego rodzaju uzyskano z powierzchni wody, srodkowej czesci lustra i z dna (ryc. 3).
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Nie stwierdzono istotnych réznic w liczbie uzyskanych izolatéw w zaleznosci od terminu putap-
kowania. Bez wzgledu na miesigc, w ktérym badano czestotliwos¢ wystgpowania Phytophthora
spp., najskuteczniejsze do wykrywania gatunkéw badanego rodzaju okazaly si¢ liscie r6zanecz-
nika (ryc. 4).

Tabela
Liczba izolatéw Phytophthora spp. uzyskanych z wody w zaleznosci od jej Zrédta i roslin putapkowych w po-
szczeglnych miesigcach

Number of Phytophthora spp. isolates detected from water in relation to its source and baiting plants
in individual months

Roslina Czerwiec Lipiec Sierpien Wrzesien

putapkowa PSs Pca P PSs Pca Pd PSs Pca P PSs Pa P
Skierniewka

Alnus glutinosa 8 - - 22 - - 45 - = = - _

Quercus robur 8 - - 8 - - 18 - - - _ _

Rhododendron sp. 28 - - 45 - - 39 = = 40 - -
Zwierzynka

Alnus glutinosa 11 - - 13 - - 7 = = - - -

Quercus robur 4 - - - - - - 2 - - - -

Rhododendron sp. 43 - 22 60 - - 72 - - 19 32 -

staw Zwierzyniec

Alnus glutinosa 23 - - 28 - - 13 8 - 24 - 7

Quercus robur 10 - - - - - 6 - _ _ _ _

Rhododendron sp. 21 - = 58 = = = 24 - 45 - _

PS8s — Phytophthora Salixsoil taxon; Pca — P. cambivora; Pci - P. citricola
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Rye. 1.

Czestotliwosé detekeji gatunkéw Phytophthora w zaleznosci od rosliny putapkowej
Frequency of Phytophthora spp. detection in relation to plant bait species

warto$ci oznaczone tg samg literg nie réznig si¢ istotnie (p=0,05);

values indicated with the same letter do not differ (p=0.05)
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Czgstotliwos¢ izolacji gatunkéw Phytophthora [%) w zaleznosci od 7Zrédta wody i roslin putapkowych

Frequency of Phytophthora species isolation [%] in relation to source of water and baiting plant species
Oznaczenia jak na rycinie 1; denotes as on figure 1
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Rye. 3.
Czestotliwos¢ detekceji Phytophthora spp. w zaleznosci od miejsca usytuowania pulapek

Frequency of Phytophthora spp. detection in relation to location of baiting leaves
Oznaczenia jak na rycinie 1; denotes as on figure 1
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Ryec. 4.
Czgstotliwos¢ izolacji gatunkéw Phytophthora z wody w zaleznosci od terminu detekeji i gatunku rosliny
putapkowej
Frequency of Phyrophthora spp. isolation in relation to detection period and baiting plant species
Oznaczenia jak na rycinie 1; denotes as on figure 1

Dyskusja

Wybér putapek do detekeji Phytophthora z wody zalezny jest czesto od koniecznosci sprawdze-
nia, czy okreslony gatunek tego rodzaju wystgpuje w strumieniach, rzekach lub nawet niewiel-
kich katuzach, bedacych miejscem jego bytowania i rozmnazania [Hansen, Delatour 1999].
W obiektach lesnych czesto istnieje koniecznosé sprawdzenia wystgpowania okreslonego pato-
gena. Przyktadem moze by¢ P quercina, gatunek powodujaey zgnilizng korzeni debu, ktéry
wykrywa si¢ szybko stosujgc jako putapke wierzchotkowe liscie dgbu [Jung i in 1999; Jung
2009]. W uprawie roslin w obiegu zamkni¢tym, gdzie wiclokrotnie wykorzystuje si¢ t¢ samg
wode, istnieje szczegdlne niebezpieczenstwo zawleczenia i szybkiego rozprzestrzenienia si¢
pojedynczego patogena lub ich grupy. Themann i in. [2002] stosujac rézne metody detekeji
Phytophthora w 4 szkétkach ozdobnych z zamknigtym obiegiem wody, wykryli 12 gatunkéw
Phyrophhtora, a cz¢s¢ izolatéw nie zostala jeszeze zidentyfikowana. Zdaniem tych autordw, liscie
r6zanecznika okazaly si¢ jedng z najlepszych putapek do detekcji tej grupy patogenéw.
Skutecznosé tego sposobu detekeji jest poréwnywalna z filtrowaniem wody. Jest to zapewne
zwigzane z bardzo duzg wrazliwoscig tej rosliny na omawiang grupg¢ patogenéw. Dotychczas
stwierdzono na rézanecznikach wystgpowanie co najmniej 20 gatunkéw rodzaju Phytophthora
i ciggle znajdowane sg nowe [Orlikowski i in. 2010]. Przedstawione wyniki potwierdzaja dane
Themann i in. [2002]. Zaletg lisci r6zanecznika jako putapki jest ich dostgpnosé przez caly rok,
tatwa, szybka, tania i prosta metoda detekeji, ktéra moze by¢ stosowana w kazdej szkétce lesnej
lub roslin ozdobnych, w drzewostanach oraz na terenach nadrzecznych.
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Uzyskane dane wskazujg na wystgpowanie w badanych Zrédtach wody P cambivora,
P, citricola oraz najliczniej wykrywanego taksonu Salixsoil. Niewielka rzeka Zwierzynka ptynie
przez tereny lesne i tgki, natomiast Skierniewka — przez pola i lasy, ale réwniez wsie i miasta.
Pierwszy z gatunkdw, znany jako patogen powodujgcy zgnilizng podstawy pnia buka, klonu,
kasztanowca [Jung, Blaschke 1995; Orlikowski i in. 2006] i zapewne innych, nieznanych jeszcze
w kraju roslin zywicielskich, wystgpuje na terenach przylegtych do rzek i moze by¢ do nich
wprowadzany przy intensywnych opadach deszczu lub w czasie wiosennych powodzi. Z kolei
P citricola jest czgsto wystepujagcym gatunkiem na wigkszosci roslin iglastych i lisciastych,
a takze wrzosowatych [Orlikowski, Szkuta 2002; Orlikowski, Ptaszek 2010]. W otoczeniu obu
rzek i stawu moze zasiedlaé¢ dg¢by, buki, jesiony, olsze, modrzewie oraz boréwke brusznicg.
Wykazano, ze izolaty tego gatunku, wystgpujace w zbiornikach wodnych w szkétkach roslin
ozdobnych, mogg by¢ wprowadzane do upraw w czasie zraszania roslin, powodujgc mi¢dzy inny-
mi zaraz¢ wierzchotkéw swierka i zywotnika [Orlikowski 2006].

Wsr6d uzyskanych izolatéw Phytophthora ponad 80% stanowit takson Salxsoil. Izolowano
go z wody obu rzek i stawu niezaleznie od umiejscowienia putapek, ale gléwnie z dna. Nie byt
to pierwszy przypadek detekeji tego taksonu, gdyz w 2008 roku izolowano go ze strefy korzeni
jesionu z objawami zgnilizny korzeni i podstawy pnia [Orlikowski i in. 2011]. Izolaty Salixsoil
powodowaly zgnilizn¢ korzeni fragmentéw pedéw oraz blaszek lisciowych tej rosliny obok
P, cactorum i P. plurivora [Orlikowski i in. 2011]. Byt on réwniez wczesniej izolowany z osadu
dennego strefy przybrzeznej Jeziora Bodenskiego [Nechwatal, Mendgen 2006]. Autorzy ci po-
daja, iz wykrywano go takze w korzeniach wierzby i rozkladajgcej si¢ olszy w Danii. Badania
przeprowadzone na korzeniach wierzby wykazaty, ze takson ten powodowat zgnilizng korzeni
Salix alba i moze by¢ patogenem roslin drzewiastych rosngcych na wilgotnych stanowiskach lub
terenach czgsto zalewanych [Nechwatal, Mendgen 2006]. Badania nad wystgpowaniem i choro-
botwérczoscig tego taksonu bedg réwniez prowadzone w Polsce.
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SUMMARY

Usefulness of plant leaf baits for detection of Phytophthora spp. from water

Baits from leaf blades of A/nus glutinosa, Quercus robur and Rhododendron sp. cv. Nova Zembla
were used for detection of Phytophthora species from 2 rivers and water pond. Plant baits were
located on the surface, in middle part of water and on the bottom from June to September with
monthly interval. Number of necrotic spots on baiting leaves as well as number of isolates
obtained and identified Phyrophthora species were evaluated. Phytophthora cambivora, P. citricola
and taxon Salixsoil were identified among about 800 isolates obtained. Salixsoil taxon dominated
(84%) among detected species and it was noticed at each depth. Rhododendron leaf blades were
the most effective bait for detection of 2 Phytophthora species and taxon independently of water
level. There were not significant differences between number of necrotic spots on baiting
leaves and detection period.



