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Phytophthora species are best known as pathogens of agricultural crops (e.g. P. infestans), but there are also
invasive pathogens destroying forest atands (e.g. P. ramorum in the USA) or even whole forest ecosystems
(e.g. P. cinnamomi in Australia). Still, little is known about indiginous species, especially in wild ecosystems.
Rhododendrons are well known as a reservuar for oomycetes’ development. The main objectives of the
present study were to develop the new tool for the identification of pathogenic Phytophthora and Phytium
based on DNA sequence analysis of the ITS1, 5.8S gene and ITS2 region. Rhododendrons leaves served
as specific plant baits. In order to reach the goal the real time PCR, the nested PCR and the DNA 
sequencing of the rDNA ITS region were carried out. The genomic DNA was extracted form the symptomatic
rhododendron leaves. Three distinct Oomycetes species: Phytophthora cactorum, Pythium mercuriale and
Pythium recalcitrans were detected in rhododendron leaves and registered in GenBank.
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ABSTRACT

Monitorowanie chorób wywołanych przez patogeniczne
lęgniowce za pomocą analiz DNA*
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Wstęp

Lęgniowce (Oomycetes) rodzaju Phytophthora i Phytium są ważnymi patogenami zarówno roślin

uprawianych w rolnictwie, jak i gatunków lasotwórczych [Belbahri i in. 1999, 2001; Roetschi 

i in. 2001; Racape i in. 2005; Riedel i in. 2009]. W warunkach naturalnych patogeny te atakują

i rozwijają się na liściach różaneczników. Stanowią one swoisty rezerwuar różnych gatunków

Phytophthora, niekiedy bardzo groźnych, jak P. ramorum czy P. kernoviae, które to po raz pierwszy

odkryto właśnie na liściach różaneczników. Szybka i precyzyjna identyfikacja niektórych

gatunków Phytophthora była już opisana przez wielu autorów [Belbahri i in. 2006a, b; Paul i in.

2006, 2008; Chavarriaga i in. 2007; Moralejo i in. 2008a, b, 2009]. 

Celem podjętych badań było opracowanie procedur (np. projektowanie specyficznych starterów

do reakcji qPCR) i ich przetestowanie jako nowej metody do monitorowania patogenicznych
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lęgniowców. W niniejszym opracowaniu przedstawiono wyniki identyfikacji patogenów rodzaju

Phytophthora i Pythium znalezionych na symptomatycznych liściach różaneczników,

pochodzących z kolekcji Instytutu Dendrologii Polskiej Akademii Nauk w Kórniku oraz Szkoły

Głównej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (ryc. 1). W porażonych tkankach liści anali−

zowano cząsteczki genomowego DNA (zarówno rośliny, jak i patogenów), po czym poddano je

amplifikacji PCR. W tym celu zastosowano nowoczesną metodę detekcji z wykorzystaniem

reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real time PCR). Umożliwia ona

ciągłą obserwacje reakcji amplifikacji (i korektę liczby cykli), a tempo reakcji świadczyć może 

o stopniu patogenicznośći, jako że jest proporcjonalne do ilości DNA patogena stwierdzonego 

w roślinie. W przyjętej strategii badań, do analiz użyto specyficznych dla Phytophthora
oligonukleotydowych starterów, komplementarnych do rybosomalnych sekwencji DNA pato−

genów [Belbahri i in. 2007].

Materiał i metody

Amplifikację charakterystycznych dla lęgniowców genów przeprowadzono za pomocą uniwer−

salnych starterów ITS4 i ITS5, komplementarnych do sekwencji 18S i 28S rybosomalnego

DNA [White i in. 1990]. Mieszanina reakcyjna zawierała następujące komponenty: bufor 

PCR × 1 (75 mM Tris−HCl pH 9,0; 50 mM KCl, 20 mM (NH4)2 SO4); 0,1 mM dNTPs, 0,25 µM

każdego startera, 1,5 mM MgCl2, 1 U Taq polimerazy oraz 1 µl DNA z izolatu, w końcowej obję−

tości 50 µl. Reakcję PCR przeprowadzono w aparacie Gradient Thermocycler (Eppendorf,

Niemcy), zaprogramowanym na wstępną denaturację próbek w 95°C (2 min), a następnie 

30 cykli, z których każdy składał się z następujących etapów: denaturacja w 95°C (20 s), przyłą−

czanie starterów w 55°C (25 s) i elongacja fragmentów w 72°C (50 s). Końcowe wydłużanie

Ryc. 1.

Drobne brunatne plamy na liściach róża−
neczników jako konsekwencja porażenia
przez patogeny

Small brownish spots on rhododendrons
leaves as a consequence of pathogenic
infections

powielonych fragmentów trwało 10 minut i było

przeprowadzane w temperaturze 72°C [Belbahri i in.

2008a, b]. Produkty PCR rozdzielano następnie w 1%

żelu agarozy, podczas godzinnej elektroforezy 

w buforze TBE × 1, pod napięciem 100V. Żel wybar−

wiano bromkiem etydyny (0,5 mg/l) i fragmenty DNA

wizualizowano w świetle UV.

Próbki tkanek pobrane z zainfekowanych roślin

(wycięte fragmenty blaszek z plamami – ryc. 1) mogły

zawierać DNA innych patogenów oraz rośliny−gospo−

darza, dlatego poddano je wstępnej amplifikacji sto−

sując tzw. „zlokalizowany PCR” (nested PCR),

dodając startery DC6 i ITS4, pomocne w identyfikacji

patogenów rzędów Pythiales i Peronosporales. Zlokali−

zowana reakcja PCR przebiegała w takich samych

warunkach jak opisana powyżej, jedynie objętość

mieszaniny reakcyjnej zmniejszono do 25 µl i dodano

startery DC6 i ITS4. Po amplifikacji, pobierano 1 µl

końcowych fragmentów namnożonego DNA i pow−

tarzano reakcję PCR według opisu ze starterami ITS4

i ITS5. 

W przypadku techniki real time PCR, odczyty−

wano krzywe namnażania produktów PCR po każdym
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cyklu amplifikacji w aparacie PTC−200™ (MJ Research). Ilość kopii badanej cząsteczki kwasu

nukleinowego była monitorowana w każdym cyklu reakcji amplifikacji, dzięki znakowaniu flu−

oroforem SYBR® Green (BioRad), który emituje światło w przypadku połączenia się z dwu−

niciowym DNA. Liczba cykli reakcji PCR, po których poziom fluorescencji przekroczy zde−

finiowany próg (najczęściej jest to moment wejścia kinetyki reakcji w fazę logarytmicznego

przyrostu ilości produktu), jest stosowana do obliczenia ilości badanych cząsteczek DNA obec−

nych w mieszaninie na początku reakcji, charakterystycznych dla danej grupy patogenów

[Nowakowska 2007]. W naszych badaniach, reakcja real time PCR była wykorzystana 

w celu identyfikacji próbek, w których namnożone fragmenty DNA odpowiadały genetycznej

charakterystyce lęgniowców.

Otrzymane fragmenty DNA po amplifikacji w reakcji PCR w czasie rzeczywistym oczysz−

czano za pomocą zestawu Minelute PCR Purification Kit (Qiagen) według zaleceń producenta 

i poddawano analizie spektrofotometrycznej w aparacie NanoDrop® ND−1000 (Wilmington,

USA), określając czystość i ilość otrzymanego DNA w ng/µl. Następnie, dla każdego z ampli−

fikowanych fragmentów DNA patogenów przeprowadzono dwukrotną reakcję sekwencjonowa−

nia w automatycznym sekwenatorze CEQ 8000 (Beckman−Coulter®), stosując zestaw DTCS

Quick Start Master Mix CEQ (Beckman Coulter®, Fullerton, USA) według zaleceń producenta.

Otrzymaną sekwencję konsensus rejestrowano w internetowej bazie danych GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Wyniki i dyskusja

Dotychczasowa ocena zdrowotności materiału leśnego odbywała się w Polsce na podstawie

obserwacji zmian chorobowych powstałych na skutek infekcji w roślinie. Zastosowanie nowo−

czesnej metody detekcji patogenów Phytophthora, opartej na pułapkowaniu patogenów na liś−

ciach różanecznika, ekstrakcji DNA oraz reakcji PCR umożliwiło wykrycie trzech gatunków

lęgniowców. Zmiany fluorescencji zachodzące podczas reakcji real time PCR przeprowadzonej

dla DNA pochodzącego z badanych liści różaneczników, umożliwiły wyróżnienie próbek, 

w których znajdowały się fragmenty DNA charakterystyczne dla patogenicznych gatunków

Phytophthora (ryc. 2). Na podstawie rozdziału elektroforetycznego, potwierdzano dla tych prób

obecność fragmentów DNA, charakterystycznych dla lęgniowców (niezilustrowane). Dalej,

próbki te poddano sekwencjonowaniu w celu precyzyjnej identyfikacji gatunku. Na podstawie

sekwencjonowania stwierdzono, że badane liście różaneczników zawierały sześć wariantów sek−

wencji DNA, spośród których jedna sekwencja (zarejestrowana w internetowym Banku Genów

pod numerem EF126357) była charakterystyczna dla Phytophthora cactorum, dwie (EF126355 

i EF126354) – dla Pythium mercuriale, a trzy (EF126353, EF126352 i EF126350) – dla Pythium
recalcitrans. 

Na podstawie otrzymanych wyników można stwierdzić, że pobrane do analiz liście róża−

necznika mogą być z powodzeniem stosowane jako pułapki roślinne patogenów grupy Oomycetes
oraz do ich szybkiej i precyzyjnej identyfikacji za pomocą technik molekularnych.

Identyfikacja patogenów prowadzona za pomocą tradycyjnej reakcji PCR jest praco−

chłonna (konieczne jest wykonanie elektroforezy) i wymaga pracy w warunkach sterylnych, aby

zapobiec zanieczyszczeniu próbek pomiędzy sobą, co może doprowadzić do uzyskania fałszy−

wych wyników podczas identyfikacji gatunkowej. Jak wykazały wyniki innych badań, zastoso−

wanie fluorescencyjnych znaczników w reakcji PCR w czasie rzeczywistym pozwala uniknąć

tego ryzyka i umożliwi precyzyjną detekcję patogenów w roślinie [Belbahri i in. 2007].
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Wnioski

� Przedstawione wyniki badań wskazują na obecność patogenicznych gatunków Phytophthora
i Pythium na badanych różanecznikach pochodzących z kolekcji Instytutu Dendrologii PAN

w Kórniku i SGGW w Warszawie. 

� Zastosowanie reakcji PCR w czasie rzeczywistym oraz sekwencjonowanie fragmentów DNA

po zlokalizowanej reakcji PCR pozwoliło na identyfikację trzech gatunków patogenów:

Phytophthora cactorum, Pythium mercuriale i Pythium recalcitrans. Jest to szybka i precyzyjna

identyfikacja na podstawie wybranych regionów rybosomalnego DNA.

� Liście różanecznika mogą być z powodzeniem stosowane do pułapkowania organizmów 

z klasy Oomycetes w środowisku leśnym. 

� Różaneczniki jako rośliny podatne na atak lęgniowców (wektory choroby) nie powinny być

wysadzane w szkółkach leśnych (np. w pasach przeciwwietrznych) oraz na terenach leśnych

(np. w ogrodach wokół budynków nadleśnictw lub leśnictw).
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Ryc. 2.

Detekcja amplifikacji charakterystycznych fragmentów DNA, świadczących o obecności badanych pato−
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Changes of fluorescence during real time PCR that show presence of DNA characteristic for Phytophthora
and Pythium pathogens
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Monitoring of diseases caused by pathogenic oomycetes using DNA
analysis

The identification of pathogenic isolates often reveals difficulties because of the absence of

adequate morphological characters, which can be overcome by the use of appropriate molecu−

summary
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lar markers, i.e. ITS 4 and ITS5. Numerous designated new Phytophthora taxa have been recent−

ly described from natural and semi−natural ecosystems thanks to the development of molecular

techniques. The main objective of the present study was to develop detection and identifica−

tion procedures of forest tree pathogens belonging to the Oomycetes group. In the model rhodo−

dendron leaves were used as plants vulnerable to the attack of Phytophthora and Phytium.

Monitoring of these pathogens was proposed on the basis of DNA sequence analysis of the

ITS1, 5.8S gene and ITS2 region. An additional objective to be reached was designing 

specific real time PCR primers as a new tool for the detection of Phytophthora pathogens 

present in Poland. It would be a crucial step in assessing of Phytophthora diversity in nurseries,

forest plantations or riparian ecosystems.

Three genetic techniques for species identification were tested: internal transcribed 

spacer (ITS−DNA) real−time PCR, nested PCR and sequencing. According to the obtained

results, three distict Oomycetes species have been detected in rhododendron leaves and have been

enregistered in GenBank: Phytophthora cactorum (EF126357), Pythium mercuriale (EF126355 and

EF126354), and Pythium recalcitrans (EF126353, EF126352 i EF126350). Above−mentioned

methods could be easily applied in detection of forest pathogens, using rhododenrdon leaves 

as a specific plant baits, and the subsequent rybosomal DNA analysis by real time PCR, nested

PCR and sequencing.


