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Abstract. The genus Phytophthora plays an important role not only in agriculture but also in forest ecosystems. As the number of 
known Phytophthora species continues to grow, identifying new isolates in this genus has become increasingly challenging even 
by DNA sequencing. Therefore, the development of proper techniques for detection and identification is crucial for monitoring and 
control of these pathogens in the forestry sector. In recent years, new molecular methods using innovative approaches have indeed 
been developed. However, the majority of these methods was designed to detect single Phytophthora species. Techniques that are 
able to target multiple species would offer advantages, especially for the assessment of Phytophthora diversity in the environment. 
This paper describes a multiplex assay for the identification of eight Phytophthora isolates, down to the species level, based on 
a Fluidigm platform employing pyrosequencing. The obtained results showed that for an accurate determination of the species, it is 
sufficient to know the sequence of two markers, ITS and COX1. The sensitivity of this test is sufficient to identify Phytophthora in 
a pure culture. Unfortunately, analysis based on a pyrosequencing platform does not provide enough data to simultaneous identify 
multiple Phytophthora species in samples collected in the field. This problem could be resolved in the future by sequencing using 
more efficient platforms like Illumina or IonTorrent. 
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1. Wstęp

Od szeregu lat gatunki rodzaju Phytophthora są przyczyną
znacznych strat w szkółkach drzew ozdobnych i leśnych oraz 
w drzewostanach. Gatunki chorobotwórcze rodzaju Phytop-
hthora należą do glebowych patogenów charakteryzujących 
się wysokim stopniem pasożytnictwa  w stosunku do roślin 
żywicielskich. Stanowią one znaczne zagrożenie dla mło-
dych uszkodzonych oraz nieuszkodzonych tkanek roślinnych 
(Oszako 2005; Oszako et al. 2007), powodując zgniliznę 
podstawy pędu i korzeni oraz zarazę wierzchołków pędów. 
Analiza strat powodowanych przez gatunki Phytophthora 
w  uprawie roślin w  szkółkach pojemnikowych wykazała, 
że mogą one dochodzić nawet do 80%. Phytophthora była 
przyczyną zgnilizny korzeni oraz zgnilizny podstawy pędu 
lub pnia (Orlikowski, Ptaszek 2010; Orlikowski et al. 2012).

Patogeniczne lęgniowce z rodzaju Phytophthora stanowią 
duże zagrożenie dla szeroko rozumianej produkcji roślinnej, 
zarówno rolnej, jak i leśnej. Obecnie formalnie opisano 142 
gatunki Phytophthora, a  43 z  nich otrzymało tymczasowe 
nazwy (Cook et al. 2000; Yang et al. 2017). Wczesna de-
tekcja i  dokładna identyfikacja czynnika chorobotwórczego 
jest niezastąpiona w skutecznej ochronie roślin, szczególnie 
na poziomie produkcji materiału szkółkarskiego (Oszako et 
al. 2007). Działania prewencyjne umożliwiają bowiem nie-
dopuszczenie do infekcji poprzez dobór płodozmianu roślin 
odpornych lub tolerujących choroby powodowane przez fi-
topatogeny. Taka strategia jest zgodna z  aktami prawnymi 
Unii Europejskiej o integrowanej ochronie roślin: dyrektywą 
Parlamentu Europejskiego i  Rady 2009/128/WE (Dyrekty-
wa 2009) oraz rozporządzeniem Parlamentu Europejskiego 
i Rady  1107/2009/WE (Rozporządzenie 2009).
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Wyniki wielu badań prób środowiskowych wykazały, że 
często w danej próbce występuje więcej niż jeden gatunek 
patogeniczny; jednakże wiele obecnie używanych technik 
analiz DNA nie jest w stanie zidentyfikować mieszanki ga-
tunków Phytophthora (Hulvey et al. 2010). Ponadto mole-
kularne metody identyfikacji oparte jedynie na podstawie 
łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR) zostały opracowane 
głównie dla najważniejszych z ekonomicznego punktu wi-
dzenia gatunków Phytophthora, jak: P. infestans (Mont.) de 
Bary, P. ramorum Werres, De Cock & Man in ‚t Veld, P. 
cactorum (Lebert & Cohn) J. Schröt. (Martin, Tooley 2004; 
Schena et al. 2006), P. megasperma Drechsler, P. plurivora 
T. Jung and T.I. Burgess, P. pseudosyringae T. Jung & Dela-
tour, P. quercina T. Jung and T.I. Burgess (Nowakowska et 
al. 2017), P. multiformis Brasier & S.A. Kirk, P. hungarica 
Szabo & Lakatos (Nowakowska et al. 2016), podczas gdy 
dla wielu innych gatunków nadal brak specyficznych metod 
detekcji. Ze względu na bliskie pokrewieństwo wielu gatun-
ków Phytophthora niemożliwa jest skuteczna identyfikacja 
tychże patogenów na podstawie tylko i  wyłącznie jednej 
sekwencji np. fragmentu ITS, co stanowi duży problem me-
todyczny (Riddell et al. 2019). Znacznie większe możliwo-
ści identyfikacji stwarzają platformy analityczne, takie jak 
m.in. mikromacierze (Sikora et al. 2012) lub sekwencjono-
wanie nowej generacji (NGS) (Vettraino et al. 2012; Mora-
-Sala et al. 2019; Morris et al. 2019).

Celem niniejszych badań było opracowanie skutecznej 
metody identyfikacji gatunków Phytophthora w  oparciu 
o markery jądrowe: ITS (internal transcribed spacer) i czyn-
nik elongacji 1 α (TEF1) oraz markery mitochondrialne: gen 
pierwszej podjednostki oksydazy cytochromowej (COX1) 
i  gen pierwszej podjednostki dehydrogenazy (NADH). 
Analizę prowadzono na platformie Fluidigm, która dzięki 
dołączaniu unikatowych sekwencji, umożliwia amplifika-
cję wielu markerów w  mieszaninie różnych próbek DNA 
jednocześnie, w  połączeniu z  pirosekwencjonowaniem na 
platformie 454. 

2. Materiał i metody

Fragmenty zainfekowanych tkanek (nekroz) wykładano 
na podłoże selektywne V8-PARP, po czym szalki Petriego 
inkubowano przez 2–3 dni w 22°C w ciemności (tab. 1). Na-
stępnie wyrastające strzępki przenoszono na stałe podłoże 
hodowlane V8A i inkubowano w takich samych warunkach 
przez kolejne 7 dni (Ivors 2015). Po uzyskaniu czystych kultur 
pobierano strzępki patogenów i zaszczepiano płynne podłoże 
hodowlane V8, a po upływie 5 dni hodowli z uzyskanego my-
celium ekstrahowano DNA za pomocą zestawu odczynników 
GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, 
Waltham, USA) według wskazówek producenta.

Próbki gleby pobierano szpadlem wokół drzew wykazują-
cych symptomy chorobowe w koronach (zamieranie pędów) 
w  odległości około 1 m od pni drzew, z  głębokości 20 cm 
w dwóch miejscach (około 0,5 kg) i mieszano razem (tab 2). 
Namnażanie selektywne patogenów z gleby przeprowadzono 

Tabela 1. Wyniki analizy próbek z czystych kultur metodą Real 
Time PCR
Table 1. Results of pure culture sample analysis on Real Time PCR 

Numer 
próby
Sample 

no

Pochodzenie
Provenance

Gatunek
Species

Wartość 
Ct

Ct value

1* Konstantynowo Phytophthora cactorum 20,00

2* Piaski Phytophthora quercina 19,77

3* Konstantynowo Phytophthora alni 23,18

4* Brzeg Phytophthora gallica 17,73

5* Brzeg Phytophthora lacustris 18,23

6* Oborniki
Phytophthora 

bilorbang
25,66

7* Legnica
Phytophthora 
gonapodyides

21,03

8* Oborniki
Phytophthora 
gonapodyides

23,57

9 Oborniki Phytophthora lacustris 23,42

10 Oborniki
Phytophthora 
gonapodyides

20,43

11 Oborniki Phytophthora sp. 21,14

12 Oborniki
Phytophthora 

bilorbang
21,58

13 Oborniki
Phytophthora 
gonapodyides

21,34

14 Wołów
Phytophthora 

bilorbang
19,06

15 Oborniki Phytophthora sp. 20,95

16 Brzeg Phytophthora sp. 17,41

17 Krotoszyn Phytophthora quercina 19,13

18 Piaski Phytophthora quercina 24,79

19 Konstantynowo Phytophthora cactorum 18,69

20 Konstantynowo Phytophthora plurivora 21,69

21 Konstantynowo Phytophthora plurivora 22,93

22 Konstantynowo Phytophthora quercina 22,95

23 Konstantynowo Phytophthora cactorum 19,91

24 Konstantynowo Phytophthora plurivora 22,27

*próbki wybrane do analizy na platformie Fluidigm / samples selected 
for analysis on Fluidigm platform 
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na pożywce selektywnej PB-PARP (PeaBroth PARP) z dodat-
kiem mieszaniny antybiotyków oraz PCNB według protokołu 
opisanego przez Kubiak i  in. (2012). DNA ekstrahowano za 
pomocą zestawu PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio, Carls-

bad, USA) według wskazówek producenta. Stężenie DNA 
mierzono na spektrofotometrze NanoDrop 2000 (Thermo-
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Identyfikacja Phytophthora za pomocą Real Time PCR 

Obecność materiału genetycznego Phytophthora w prób-
kach DNA wydzielonych z  czystych kultur oraz próbek 
gleby potwierdzono na podstawie łańcuchowej reakcji poli-
merazy w czasie rzeczywistym (Real Time PCR). W reakcji 
zastosowano startery uniwersalne dla rodzaju Phytophthora 
FITS_15Ph i RITS_279Ph oraz sondę molekularną All_Phy-
tophthora typu TaqMan (Kox et al. 2007). Mieszanina re-
akcyjna zawierała: 1 x bufor reakcyjny (TaKaRa, Kusatsu, 
Shiga, Japan), 250 nM każdego ze starterów, 83 nM sondy, 
barwnik referencyjny ROX oraz 1 ng DNA. Profil termiczny 
reakcji: denaturacja wstępna w 94°C, 3 min; amplifikacja (40 
cykli) – denaturacja w 94°C, 5 sek., przyłączanie starterów 
i  amplifikacja w  60°C, 1 min. Odczyt fluorescencji nastę-
pował po każdym etapie amplifikacji. W  celu stwierdzenia 
obecności patogenu określano wartość cyklu progowego 
(Ct), w którym sygnał fluorescencji osiągnie wartość granicz-
ną pozwalającą na jego wykrycie. Wartość ta jest odwrotnie 
proporcjonalna do ilości DNA badanego patogenu w próbce 
(Dorak 2007). Na podstawie wartości fluorescencji sondy 
TaqMan (Ct) stwierdzono obecność Phytophthora, a  także 
wybrano próbki do analizy na platformie Fluidigm.

Przygotowanie bibliotek amplikonów  
do pirosekwencjonowania

Do analizy składu gatunkowego przygotowano bibliote-
ki składające się z amplikonów ITS, COX1, TEF i NADH1. 
W tym celu przeprowadzono dwuetapową amplifikację mar-
kerów. W pierwszym etapie amplifikowano markery z odpo-
wiednimi dla danego regionu starterami: ITS (White et al. 
1990), COX1 (Martin et al. 2003), TEF i NADH1 (Kroon et 
al. 2004). W drugim etapie wykonano amplifikację miesza-
niny produktów PCR otrzymanych w  pierwszym etapie ze 
starterami oflankowanymi sekwencjami unikatowymi (ang. 
barcode) umożliwiającymi przypisanie sekwencji do prób-
ki oraz niezbędnymi do pirosekwencjonowania: 5’-ACA-
CTGACGACATGGTTCTACA-3’ do starterów wiodących 
oraz 5’-TACGGTAGCAGAGACTTGGTCT-3’ do starterów 
wstecznych. Amplifikację przeprowadzono na aparacie Flu-
idigm Biomark HD (Fluidigm, San Francisco, CA, USA) 
w Plant Research Institute, Wageningen, Holandia.

Pirosekwencjonowanie

Produkty amplifikacji zmieszano w  równych propor-
cjach, pobierając po 4 µl każdej z reakcji. Tak przygotowa-
ną mieszankę amplikonów rozdzielono w żelu agarozowym 
o stężeniu 1%. Z żelu agarozowego wycinano odpowiedniej 
długości produkty PCR i  oczyszczano za pomocą zestawu 
odczynników QIAquick (Qiagen, Hilden, Germany) zgod-

Tabela 2. Wyniki analizy próbek gleby metodą Real Time PCR
Table 2. Results of soil sample analysis on Real Time PCR 

Numer 
próby
Sample 

no

Pochodzenie
Provenance

Panujący gatunek 
drzewa

Dominant tree 
species

Wartość 
Ct

Ct value

25* Kościan Fraxinus excelsior 35,27

26* Kościan Fraxinus excelsior 33,14

27* Kościan Fraxinus excelsior 36,10

28* Karczma Borowa Quercus petraea 39,42

29* Karczma Borowa Quercus petraea 39,67

30* Karczma Borowa Quercus petraea 37,25

31* Karczma Borowa Quercus petraea 39,26

32* Krotoszyn Quercus robur 39,07

33* Krotoszyn Quercus robur 38,56

34* Krotoszyn Quercus robur 38,48

35 Kościan Fraxinus excelsior 38,18

36 Kościan Fraxinus excelsior 36,16

37 Kościan Fraxinus excelsior 35,75

38 Karczma Borowa Quercus petraea >40

39 Karczma Borowa Quercus petraea >40

40 Karczma Borowa Quercus petraea 39,81

41 Karczma Borowa Quercus petraea >40

42 Karczma Borowa Quercus petraea 39,55

43 Karczma Borowa Quercus petraea >40

44 Karczma Borowa Quercus petraea >40

45 Karczma Borowa Quercus petraea >40

46 Krotoszyn Quercus robur 38,23

47 Krotoszyn Quercus robur >40

48 Krotoszyn Quercus robur 38,84

49 Krotoszyn Quercus robur 38,44

50 Szkółka Alnus glutinosa 38,02

51 Szkółka Alnus glutinosa 36,07

*próbki wybrane do analizy na platformie Fluidigm / samples selected 
for analysis on Fluidigm platform 
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nie z instrukcją producenta. Oczyszczone DNA pirosekwen-
cjonowano w Greenomics Plant Research International BV, 
na Uniwersytecie Wageningen w Holandii na sekwenatorze 
Roche/454 Titanium. Otrzymane sekwencje analizowano 
w  programie CLC Genomics Workbench (Qiagen, Hilden, 
Germany). Identyfikację gatunkową przeprowadzono na pod-
stawie porównania otrzymanych sekwencji DNA z sekwen-
cjami zdeponowanymi w internetowej bazie National Center 
for Biotechnology Information (NCBI) www.ncbi.nlm.nih.
gov oraz Q-bank https://qbank.eppo.int (Bonants et al. 2013)

3. Wyniki i dyskusja

W ciągu ostatnich dwóch dekad różnorodność gatunków 
Phytophthora była szeroko badana poprzez analizę zarówno 
jądrowego, jak i  mitochondrialnego DNA. Do najczęściej 
stosowanych markerów należą ITS i COX1 (Martin, Tooley 
2004). Rzadziej w badaniach stosowano β-tubulinę (Villa et 
al. 2006), czynnik elongacji 1 α (Van’t Klooster et al. 2000), 
czy dehydrogenazę NADH1 (Kroon et al. 2004). 

Analiza DNA wydzielonego z  czystych kultur wykazała 
obecność Phytophthora we wszystkich 24 izolatach (tab. 1). 
Wartość cyklu progowego (Ct) wynosiła od 18,23 do 25,66. 
Obecność Phytophthora stwierdzono również w 21 z 28 ana-
lizowanych próbek gleby, ale miały one znacznie wyższą 
wartość Ct, która wynosiła od 33,14 od 39,67, co świadczy 
o mniejszej ilości DNA pochodzącej od Phytophtora (tab. 2). 

Większość metod opartych na reakcjach PCR wykrywa 
pojedyncze gatunki w  próbce i  nie nadaje się do badania 
różnorodności gatunkowej Phytophthora w  próbkach śro-
dowiskach (Schena et al. 2008). Perspektywiczne są nato-
miast metody sekwencjonowania nowej generacji (NGS). 
W wyniku pirosekwencjonowania otrzymano od 1 do 475 
sekwencji w  analizowanych próbkach (tab. 3). Najwięcej 
sekwencji (2–475) otrzymano dla ITS, znacznie mniej (1–
36) dla pozostałych genów. Szczególnie wyraźnie widać to 
w przypadku analizy próbek gleby, gdzie dla ITS otrzymano 
od 17 do 474 sekwencji, natomiast dla NADH od 0 do 12, 
a dla COX1 od 0 do 2 sekwencji. Sekwencjonowanie TEF 
w próbkach gleby było nieskuteczne. Duża liczba otrzyma-
nych sekwencji ITS może być uwarunkowana wysoką licz-
bą sekwencji ITS w genomie Phytophthora. W genomie P. 
cactorum jest 376 kopii rDNA (Yang et al. 2018). Można 
przypuszczać, że u  innych gatunków Phytophthora liczba 
kopii rDNA, w którego skład wchodzą ITS1 i ITS2, może 
być również duża.

Analiza otrzymanych sekwencji w  BLAST wykazała, że 
do określenia przynależności gatunkowej (identyczność sek-
wencji >97%) P. cactorum równie skutecznie można stoso-
wać ITS, COX1 lub NADH. Wszystkie otrzymane sekwencje 
tych genów zostały poprawnie przypisane do gatunków. Geny 
ITS i COX1 pozwalają również poprawnie identyfikować P. 
quercina, natomiast w przypadku P. alni Brasier & S.A. Kirk 
poprawne przypisanie do gatunku zapewnia tylko COX1. Po-
prawną identyfikację P. bilorbang i P. gonapodyides (H.E. Pe-
tersen) Buisman zapewniają geny COX1 i TEF. 

Regiony ITS jądrowego rybosomalnego DNA (rDNA) 
są najczęściej sekwencjonowane u Phytophthora, ponieważ 
występują w  wysokiej liczbie kopii, mają wysoką zmien-
ność, a do ich amplifikacji względnie łatwo dobrać starte-
ry. Niestety zmienność ITS jest nie zawsze wystarczająca 
do identyfikacji gatunkowej Phytophthora (Cooke et al. 
2000; Kroon et al. 2004). Była ona niewystarczająca do po-
prawnego przypisania sekwencji do gatunku Phytophthora 
alni, P. bilorbang i  P. gonapodyides. Dla tych gatunków 
skutecznym genem był COX1. Analiza sekwencji dwóch 
markerów ITS i  COX1 pozwoliła określić przynależność 
gatunkową każdej próbki. Otrzymane wyniki są zgodne 
z wynikami Yang i Hong (2018), którzy sugerują sekwen-
cjonowanie dwóch markerów do identyfikacji gatunkowej 
Phytophthora.

W próbkach DNA wydzielonych z gleby pobranej w drze-
wostanach zidentyfikowano zarówno patogeny należące do 

Tabela 3. Liczba sekwencji z badanych próbek po pirosekwen-
cjonowaniu
Table 3. Number of obtained sequences after samples pyrosequencing

Numer 
próby
No of 

sample

Gen / Gene

ITS COX1 TEF NADH1

Czysta kultura / Pure culture

1 38 6 2 3

2 23 16 1 2

3 0 0 0 0

4 40 19 23 0

5 39 11 36 1

6 5 21 3 0

7 2 1 0 0

8 16 26 23 0

Gleba / Soil

25 211 2 0 0

26 17 0 0 0

27 475 1 0 0

28 255 0 0 0

29 287 0 0 12

30 239 0 0 0

31 259 1 0 0

32 114 0 0 1

33 151 0 0 0

34 161 0 0 0

https://qbank.eppo.int


165K. Sikora et al. / Leśne Prace Badawcze, 2020, Vol. 81 (4): 161–166

rodzajów Cryptococcus, Cylindrocarpon, Fusarium czy Ne-
onectria, jak i  ich antagonistów z rodzaju Trichoderma czy 
inne niepatogeniczne dla roślin saprotrofy jak Mortierella, 
pleśnie: Mucor i  Penicilium (pędzlaki) czy jamkówkę Fi-
broporia (z  rodziny żagwiowatych). Pirosekwencjonowanie 
nie wykryło obecności Phytophthora w żadnej próbce gleby, 
pomimo pozytywnego wyniku otrzymanego w  reakcji Real 
Time PCR. Wskazuje to na niższą czułość sekwencjonowania 
na platformie 454 w porównaniu do Real Time PCR. Ilość 
Phytophthora w  porównaniu do ilości innych organizmów 
w  próbkach gleby jest mniejsza. Różnica wartości Ct dla 
próbek DNA wydzielonych z  gleby w  stosunku do próbek 
z czystych kultur wynosiła 7,48–21,34 cykli PCR. Ilość ma-
trycy w próbce jest odwrotnie proporcjonalna do wartości Ct, 
a w każdym cyklu PCR ilość amplikonu w przybliżeniu dwu-
krotnie się zwiększa, co oznacza, że ilość Phytophthora była 
poniżej 1% (1/27,478=0,056). Otrzymane wyniki sugerują, że 
do analizy obecności Phytophthora w próbkach środowisko-
wych potrzebne są bardziej wydajne niż pirosekwencjonowa-
nie platformy, np. Illumina czy IonTorrent (Catala et al. 2015; 
Aguayo et al. 2018; Burgess et al. 2018; Riddel et al. 2019). 

Molekularne analizy DNA są wysoce przydatne jako meto-
dy wczesnego i szybkiego ostrzegania przed groźnymi gatun-
kami grzybów i lęgniowców (Phytophthora, Pythium) w glebie 
i wodzie pochodzących ze szkółek, upraw i drzewostanów leś-
nych (Kox et al. 2007; Nowakowska et al. 2016; Nowakowska 
et al. 2017). Szczególnie weryfikacja zdrowotności sadzonek 
wysadzanych na uprawy leśne ma zasadnicze znaczenie dla 
trwałości i różnorodności biologicznej przyszłych lasów.

4. Wnioski

Multipleksowa analiza sekwencji ułatwia identyfikację 
patogenów z rodzaju Phytophthora, szczególnie w przypad-
kach, gdy bliskie pokrewieństwo uniemożliwia analizę tylko 
na podstawie jednego markera. Stwierdzono, że do identy-
fikacji gatunku wystarcza analiza dwóch markerów: ITS 
i COX1.

Wydajność sekwencjonowania platformy Roche/454 Tita-
nium nie jest wystarczająca do multipleksowej identyfikacji 
gatunków Phytophthora w próbkach glebowych. 

Konflikt interesów

Autorzy deklarują brak potencjalnych konfliktów.

Źródło finansowania badań

W pracy wykorzystano wyniki badań Instytutu Badawczego 
Leśnictwa sfinansowanych ze środków Lasów Państwowych.
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