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Monitoring of diseases caused by pathogenic oomycetes using DNA
analysis

ABSTRACT
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legniowce za pomocg analiz DNA. Sylwan 154 (7): 450-455.

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 I'TS1, 5.8S gene and I'TS2 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 IDNA I'TS region were carried out. The genomic DNA was extracted form the symptomatic
rhododendron leaves. Three distinct Qomycetes species: Phytophthora cactorum, Pythium mercuriale and
Pythium recalcitrans were detected in rthododendron leaves and registered in GenBank.
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Wstep

Legniowce (OQomycetes) rodzaju Phytophthora i Phytium sq waznymi patogenami zaréwno roslin
uprawianych w rolnictwie, jak i gatunkéw lasotwérezych [Belbahri i in. 1999, 2001; Roetschi
i in. 2001; Racape i in. 2005; Riedel i in. 2009]. W warunkach naturalnych patogeny te atakujg
i rozwijajg si¢ na lisciach rézanecznikéw. Stanowig one swoisty rezerwuar réznych gatunkéw
Phyrophthora, niekiedy bardzo groznych, jak P ramorum czy P. kernoviae, ktére to po raz pierwszy
odkryto wlasnie na lisciach ré6zanecznikéw. Szybka i precyzyjna identyfikacja niektdrych
gatunkéw Phytophthora byla juz opisana przez wielu autoréw [Belbahri i in. 2006a, b; Paul i in.
2006, 2008; Chavarriaga i in. 2007; Moralejo i in. 2008a, b, 2009].

Celem podjetych badari byto opracowanie procedur (np. projektowanie specyficznych starter6w
do reakcji qPCR) i ich przetestowanie jako nowej metody do monitorowania patogenicznych

* Badania wykonano w ramach grantu MNiSW nr 452721
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legnioweéw. W niniejszym opracowaniu przedstawiono wyniki identyfikacji patogenéw rodzaju
Phytophthora i Pythium znalezionych na symptomatycznych lisciach rézanecznikdw,
pochodzacych z kolekcji Instytutu Dendrologii Polskiej Akademii Nauk w Kérniku oraz Szkoty
Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (ryc. 1). W porazonych tkankach lisci anali-
zowano czgsteczki genomowego DNA (zaréwno rosliny, jak i patogenéw), po czym poddano je
amplifikacji PCR. W tym celu zastosowano nowoczesng metod¢ detekcji z wykorzystaniem
reakeji taricuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real time PCR). Umozliwia ona
ciggly obserwacje reakcji amplifikacji (i korekte liczby cykli), a tempo reakcji swiadczy¢ moze
o0 stopniu patogenicznosci, jako ze jest proporcjonalne do ilosci DNA patogena stwierdzonego
w roslinie. W przyjetej strategii badar, do analiz uzyto specyficznych dla Phytophthora
oligonukleotydowych starteréw, komplementarnych do rybosomalnych sekwencji DNA pato-
gen6w [Belbahri i in. 2007].

Materiat i metody

Amplifikacje¢ charakterystycznych dla legniowcéw genéw przeprowadzono za pomocg uniwer-
salnych starteréw 1'TS4 i I'TS5, komplementarnych do sekwencji 18S i 28S rybosomalnego
DNA [White i in. 1990]. Mieszanina reakcyjna zawierala nastgpujgce komponenty: bufor
PCR x 1 (75 mM "Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KCI, 20 mM (NH,), SO,); 0,1 mM dN'T'Ps, 0,25 pM
kazdego startera, 1,5 mM MgCl,, 1 U Taq polimerazy oraz 1 pl DNA z izolatu, w koricowej obje-
tosci 50 pl. Reakcje PCR przeprowadzono w aparacie Gradient Thermocycler (Eppendorf,
Niemcy), zaprogramowanym na wst¢png denaturacje prébek w 95°C (2 min), a nastgpnie
30 cykli, z keérych kazdy sktadat si¢ z nastgpujacych etapéw: denaturacja w 95°C (20 s), przyla-
czanie starteréw w 55°C (25 s) i elongacja fragmentéw w 72°C (50 s). Koricowe wydtuzanie
powielonych fragmentéw trwato 10 minut i bylo
przeprowadzane w temperaturze 72°C [Belbahri i in.
2008a, b]. Produkty PCR rozdzielano nast¢pnie w 1%
zelu agarozy, podczas godzinnej elektroforezy
w buforze TBE x 1, pod napicciem 100V. Zel wybar-
wiano bromkiem etydyny (0,5 mg/l) i fragmenty DNA
wizualizowano w swietle UV.
Prébki tkanek pobrane z zainfekowanych roslin
i (wycigte fragmenty blaszek z plamami - ryc. 1) mogly
zawiera¢ DNA innych patogenéw oraz rosliny-gospo-
darza, dlatego poddano je wstepnej amplifikacji sto-
sujac tzw. ,zlokalizowany PCR” (nested PCR),
dodajgc startery DC6 i I'TS4, pomocne w identyfikacji
patogenéw rzedéw Pythiales i Peronosporales. Zlokali-
zowana reakcja PCR przebiegala w takich samych
warunkach jak opisana powyzej, jedynie objetosé
. M micszaniny reakcyjnej zmniejszono do 25 pl i dodano
Ryc. 1. startery DC6 i I'T'S4. Po amplifikacji, pobierano 1 pl
Drobne brunatne plamy na lisciach réza- kodcowych fragmentéw namnozonego DNA i pow-

necznikéw jako konsekwencja porazenia tarzano reakcj¢ PCR wedtug opisu ze starterami ['TS4
przez patogeny i 1TSS

Small brownish spots on rhododendrons s .
leaves as a Consgquence of pathogenic W przypadku techniki real time PCR, odczyty-

infections wano krzywe namnazania produktéw PCR po kazdym
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cyklu amplifikacji w aparacie PTC-200™ (M] Research). [los¢ kopii badanej czgsteczki kwasu
nukleinowego byta monitorowana w kazdym cyklu reakcji amplifikacji, dzigki znakowaniu flu-
oroforem SYBR® Green (BioRad), ktéry emituje swiatlo w przypadku potgczenia si¢ z dwu-
niciowym DNA. Liczba cykli reakcji PCR, po ktérych poziom fluorescencji przekroczy zde-
finiowany prég (najczesciej jest to moment wejscia kinetyki reakcji w faze logarytmicznego
przyrostu ilosci produktu), jest stosowana do obliczenia ilosci badanych czgsteczek DNA obec-
nych w mieszaninie na poczatku reakcji, charakterystycznych dla danej grupy patogenéw
[Nowakowska 2007]. W naszych badaniach, reakcja real time PCR byla wykorzystana
w celu identyfikacji prébek, w ktérych namnozone fragmenty DNA odpowiadaly genetycznej
charakterystyce lggniowcow.

Otrzymane fragmenty DNA po amplifikacji w reakcji PCR w czasie rzeczywistym oczysz-
czano za pomocg zestawu Minelute PCR Purification Kit (Qiagen) wedtug zaleceri producenta
i poddawano analizie spektrofotometrycznej w aparacie NanoDrop® ND-1000 (Wilmington,
USA), okreslajac czystosé i ilos¢ otrzymanego DNA w ng/pl. Nastepnie, dla kazdego z ampli-
fikowanych fragmentéw DNA patogenéw przeprowadzono dwukrotng reakcje sekwencjonowa-
nia w automatycznym sekwenatorze CEQ 8000 (Beckman-Coulter®), stosujac zestaw D'TCS
Quick Start Master Mix CEQ (Beckman Coulter®, Fullerton, USA) wedtug zaleceri producenta.
Otrzymang sekwencj¢ konsensus rejestrowano w internetowej bazie danych GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Wyniki i dyskusja
Dotychczasowa ocena zdrowotnosci materiatu lesnego odbywala si¢ w Polsce na podstawie
obserwacji zmian chorobowych powstatych na skutek infekcji w roslinie. Zastosowanie nowo-
czesnej metody detekcji patogenéw Phytophthora, opartej na putapkowaniu patogenéw na lis-
ciach rézanecznika, ekstrakcji DNA oraz reakcji PCR umozliwito wykrycie trzech gatunkéw
legniowcéw. Zmiany fluorescencji zachodzgce podczas reakcji real time PCR przeprowadzone;j
dla DNA pochodzacego z badanych lisci rézanecznikéw, umozliwity wyréznienie prébek,
w ktérych znajdowaly si¢ fragmenty DNA charakterystyczne dla patogenicznych gatunkéw
Phytophthora (ryc. 2). Na podstawie rozdziatu elektroforetycznego, potwierdzano dla tych préb
obecnos¢ fragmentéw DNA, charakterystycznych dla lggnioweéw (niezilustrowane). Dalej,
prébki te poddano sekwencjonowaniu w celu precyzyjnej identyfikacji gatunku. Na podstawie
sekwencjonowania stwierdzono, ze badane liscie r6zanecznikéw zawieraty szes¢ wariantéw sek-
wencji DNA, sposréd ktérych jedna sekwencja (zarejestrowana w internetowym Banku Genéw
pod numerem EF126357) byla charakterystyczna dla Phytophthora cactorum, dwie (EF126355
i EF126354) — dla Pythium mercuriale, a trzy (EF126353, EF126352 i EF126350) — dla Pythium
recalcitrans.

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzié, ze pobrane do analiz liscie réza-
necznika mogg by¢ z powodzeniem stosowane jako putapki roslinne patogenéw grupy Qomycetes
oraz do ich szybkiej i precyzyjnej identyfikacji za pomocg technik molekularnych.

Identyfikacja patogenéw prowadzona za pomocy tradycyjnej reakcji PCR jest praco-
chlonna (konieczne jest wykonanie elektroforezy) i wymaga pracy w warunkach sterylnych, aby
zapobiec zanieczyszczeniu prébek pomiedzy sobg, co moze doprowadzi¢ do uzyskania fatszy-
wych wynikéw podczas identyfikacji gatunkowej. Jak wykazaty wyniki innych badan, zastoso-
wanie fluorescencyjnych znacznikéw w reakcji PCR w czasie rzeczywistym pozwala unikngé
tego ryzyka i umozliwi precyzyjng detekcje¢ patogenéw w roslinie [Belbahri i in. 2007].
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Rye. 2.
Detekcja amplifikacji charakterystycznych fragmentéw DNA, swiadczgeych o obecnosci badanych pato-
gen6w rodzaju Phytophthora i Pythium w reakcji real time PCR
Changes of fluorescence during real time PCR that show presence of DNA characteristic for Phytophthora
and Pythium pathogens

Whnioski

# Przedstawione wyniki badanii wskazujg na obecno$¢ patogenicznych gatunkéw Phytophthora
i Pythium na badanych rézanecznikach pochodzacych z kolekeji Instytutu Dendrologii PAN
w Kérniku i SGGW w Warszawie.

#* Zastosowanie reakcji PCR w czasie rzeczywistym oraz sekwencjonowanie fragmentéw DNA
po zlokalizowanej reakcji PCR pozwolito na identyfikacj¢ trzech gatunkéw patogendw:
Phytophthora cactorum, Pythium mercuriale i\ Pythium recalcitrans. Jest to szybka i precyzyjna
identyfikacja na podstawie wybranych regionéw rybosomalnego DNA.

# Ligcie rézanecznika mogg by¢ z powodzeniem stosowane do putapkowania organizméw
z klasy Oomycetes w srodowisku lesnym.

# Roézaneczniki jako rosliny podatne na atak legniowcéw (wektory choroby) nie powinny by¢
wysadzane w szkétkach lesnych (np. w pasach przeciwwietrznych) oraz na terenach lesnych
(np. w ogrodach wokdt budynkéw nadlesnictw lub lesnictw).
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SUMMARY

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-



Monitorowanie choréb wywotanych przez patogeniczne legniowce 455

lar markers, i.e. I'TS 4 and I'TS5. 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
I'TS1, 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 (I'T'S-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: Phyrophthora cactorum (E¥126357), 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,



