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ABSTRACT

Orlikowski L. B., Trzewik A., Ptaszek M. 2012. Zr6znicowanie izolat6w Phyrophthora plurivora z czterech
rzek przeplywajacych przez tereny lesne. Sylwan 156 (11): 819-824.

Phytophthora plurivora was isolated from 4 rivers running through forest areas independently from detection
period. All isolates colonized rhododendron leaf blades, but necrosis spread faster when cultures obtained
from October to December were used for plant tissues inoculation. Obtained results showed genomic
diversity of P. plurivora isolates. The level of genetic similarity between them varied from 54 to 94%.
No correlation between genetic differentiation and pathogenicity of tested isolates was found.
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Wstep

Phytophthora plurivora [Jung, Burgess 2009], znany jeszcze do niedawna jako P citricola, jest
obok P, cactorum, P. cinnamomi, P. citrophthora i P. cryptogea jednym z najczesciej wystgpujacych
gatunkéw tego rodzaju w lesnictwie. Po raz pierwszy stwierdzono go w szkétkach lesnych na
buku i jodle [Orlikowski i in. 2004a], a nast¢pnie na jesionie [Orlikowski i in. 2004b]. Dalsze
badania wykazaty, ze jest to réwniez czynnik chorobotwérczy dla starszych drzew, powodujgcy
zgnilizng korzeni i podstawy pnia oraz zamieranie buka, debu, jesionu, jodly, sosny i §wierka
[Orlikowski, Oszako 2009; Orlikowski i in. 2011a, b]. Gatunek ten jest jednym z najgroZnie;j-
szych patogenéw roslin wrzosowatych [Orlikowski, Szkuta 2003a]. Orlikowski i Szkuta [2003b]
stwierdzili objawy zamierania wierzchotkéw pgdéw na podlewanych przez zraszanie zywotniku
i swierku serbskim, a przyczyng choroby okazat si¢ P, citricola. Zrédlem tego gatunku moze by¢
woda pobierana ze zbiornika w szkétce [Orlikowski 2006]. Odkrycie to spowodowalo podjecie
badan nad rolg wody jako Zrédta Phytophthora.

P, plurivora jest jednym z najcze¢sciej wystgpujacych czynnikéw chorobotwérezych w ciekach
i zbiornikach wodnych [Orlikowski i in. 2011d]. Uzywanie wody, pobieranej z lokalnych ciekéw
lub zbiornikéw wodnych do podlewania roslin w szkétkach, moze powodowaé wnoszenie do
nasadzeri patogenéw roslin, w tym P, p/urivora. Patogen ten, niezaleznie od Zrédta pochodzenia

* Badania zostaty sfinansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (475/N-COS'T/2009/0).
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izolatéw, powoduje zgnilizn¢ korzeni i pgdéw brzozy, buka oraz swierka [Orlikowski i in. 2011a,
b, d]. Dotychczas w naszym kraju brakuje danych dotyczacych zmiennosci genomowej izolatéw
w obregbie tego gatunku w zaleznosci od Zrédla i umiejscowienia cicku wodnego, okresu
detekeji, a takze chorobotwérezosci tych izolatéw dla roslin.

Celem niniejszych badan byto uzyskanie informacji o wystgpowaniu i zréznicowaniu gene-
tycznym izolatéw P, plurivora w zaleznosci od Zrédla i terminu ich detekcji oraz odniesienie tych
wynikéw do patogenicznosci izolatéw omawianego gatunku.

Materiatl i metody

Do testéw wytypowano 31 kultur P plurivora z poszczegdlnych rzek i réznych terminéw detekc;ji.
[zolaty uzyte w badaniach pochodzity z rzek: Korabiewka, Okrzesza, Rawka i Zwierzynka, prze-
plywajacych przez tereny lesne w wojewddztwach mazowieckim i t6dzkim (tab. 1). Detekcje
omawianego gatunku prowadzono przez caly rok w odstgpach miesi¢cznych, stosujac do tego
celu liscie putapkowe rézanecznika i metodyke podang w pracy Orlikowskiego i in. [2011c].

Do oceny chorobotwdrczosci analizowanych izolatéw wybrano rézanecznik (Rhododendron sp.)
jako rosling-gospodarza okoto 20 gatunkdéw Phytophthora, w tym P. plurivora [Orlikowski, Szkuta
2003a; Orlikowski i in. 2011c]. 31 izolatéw P. plurivora z poszczegblnych rzek i réznych termi-
néw detekeji inkubowano na pozywce PDA w szalkach Petriego w 25°C w ciemnosci. Kolonizacjg
tkanek przez analizowane izolaty okreslano na lisciach rézanecznika ,Nova Zembla”. Wktadano
je do kuwet wylozonych sterylng, wilgotng bibulg filtracyjng, przykrytg cienkg nylonowg siatka,
po czym Srodek blaszek lisciowych naktuwano iglg i nanoszono krgzki pozywki o srednicy 5 mm,
przero$nigte strzgpkami P plurivora. Kuwety okrywano cienkg folig i inkubowano w 22-24°C
[Orlikowski i in. 2011c]. Po 4 i 6 dniach od inokulacji mierzono $rednic¢ plam nekrotycznych.

W doswiadczeniach zastosowano technik¢ PCR ze starterami niespecyficznymi typu
ISSR. Uzyto 6 starteréw serii 800 (University of British Columbia, USA) oraz starter DBD
(GA)7 [Arnau i in. 2001]. Sktad mieszaniny reakcyjnej o objgtosci koricowej 13 yl zawierat:
2,5 mM Mg?*, 100 pM kazdego dN'TP, 0,77 pM startera, 0,325 U Tzg polimerazy (Fermentas)
oraz 13 ng matrycy DNA. Profil termiczny reakcji amplifikacji ksztattowal si¢ nast¢pujaco:
denaturacja wstgpna 95°C — 15 min, 43 cykle 95°C - 30 s, 55°C - 30 s, 72°C — 90 s oraz koricowy
etap wydhuzania 72°C - 10 min. Kazdg reakcje wykonywano trzykrotnie. Polimorfizm produktéw
amplifikacji oceniano na rozdzialach elektroforetycznych barwionych bromkiem etydyny przy
pomocy programu BioCapt wersja 1103 (Vilber-Lourmat). Macierz podobieristwa uzyskano przy
pomocy programu XLSTAT w oparciu o wspélezynnik Jaccarda. Dendrogram wykreslano na
bazie analizy WPGMA.

Doswiadczenie zatozono w uktadzie blokéw kompletnie losowanych w 4 powtdrzeniach
po 5 lisci w kazdym z nich i powtdrzono dwukrotnie w odstgpie 14 dni. Uzyskane wyniki opra-
cowano statystycznie metodg analizy wariancji. Istotnosé réznic migdzy srednimi na poziomie
p=0,05 oceniano testem t-Duncana.

Wyniki i dyskusja
Wystepowanie P. p/urivora w badanych rzekach bylo niezalezne od terminu detekcji (tab. 1-3).
Obecnos¢ omawianego gatunku w badanych Zrédtach wody przez wigkszos¢ roku mozna
ttumaczy¢ wystgpowaniem P, plurivora w lasach, przez ktére te rzeki przeptywajg i przenosze-
niem zoospor patogena razem z wodg opadowg lub w czasie okresowych wylewéw rzek.
Powigzane to jest ze sktadem gatunkowym drzew lesnych, ktérych organy mogg stanowic Zrédto
energii dla omawianego czynnika chorobotwérezego. Spadajace do wody liscie lub nickiedy
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czesci pedéw sg kolonizowane przez zoospory i w ciggu kilku dni tworzg si¢ na nich liczne
zoosporangia. Nawet przy niewielkich wahaniach temperatury dochodzi do uwalniania si¢
zoospor z zarodni ptywkowych. Cykl ten trwa od wiosny do listopada, a P. p/urivora moze rozwi-
ja¢ si¢ nawet przy temperaturze okoto 5°C [Werres 1995].

Analiza kolonizacji blaszek lisciowych rézanecznika wskazuje, ze niezaleznie od 7rédta i ter-
minu detekeji, wszystkie izolaty powodowaty nekrozg lisci (tab. 2 i 3). Po 4 dniach inkubacji
srednica plam nekrotycznych wahata si¢ od 7,7 do 18,2 mm (rozwdj nekrozy od 2 do 4,5 mm/dobe).
Zgnilizna rozwijala si¢ nieco szybciej na lisciach inokulowanych izolatami wykrytymi w wodzie
w okresie od pazdziernika do grudnia (Srednio 3,5 mm/dobg¢), a najwolniej, gdy blaszki zakazono
kulturami uzyskanymi w maju (srednio 2,5 mm/dobg). Po 6 dniach inkubacji Srednica plam
nekrotycznych wahata si¢ od 11,7 do 30,9 mm (rozwdj nekrozy od 2 do 5 mm/dobg), ze Srednig
z okresu badan dla wszystkich analizowanych rzek réwna okoto 3,7 mm. Na tle tych danych
tkanki lisci rézanecznika kolonizowane byty wyraznie szybciej przez izolaty uzyskane w listopa-
dzie i grudniu (Srednio 5,5 mm/dobg). Nie stwierdzono istotnych réznic w chorobotwérezosci
badanych izolatéw poza kulturg wykrytg w Rawce w marcu. Zaréwno po 4, jak i 6 dniach inku-
baciji liscie byty kolonizowane przez ten izolat w tempie 1,9 mm/dobe, podczas gdy w przypadku
izolatu z Korabiewki warto$¢ ta wynosita co najmniej 4 mm/dobg (tab. 3).

Polimorficzne fragmenty DNA uzyskano w reakcjach ze wszystkimi uzytymi starterami.
Sekwencje starteréw oraz liczb¢ otrzymanych prazkéw dla kazdego startera przedstawiono
w tabeli 4. Podobieristwo genetyczne 31 badanych izolatéw P. plurivora, okreslone w oparciu
o dane wygenerowane metodg ISSR, ksztaltowato si¢ na poziomie 54-94% (ryc.). Najwyzsze
wskazniki podobieristwa genetycznego zaobserwowano dla izolatéw z Korabiewki PPK8 i PPKO.
Na dendrogramie wyrézniono trzy skupienia (klastry), w ktérych badane izolaty grupowaly si¢
w zaleznosci od okresu ich detekcji. W pierwszym skupieniu znalazly si¢ izolaty uzyskane
w miesigcach letnich (czerwiec-wrzesieri) oraz dwa izolaty uzyskane w pazdzierniku (PPK10
z Korabiewki i PPZ10 ze Zwierzynki). W drugim skupieniu, poza izolatem PPO10, znalazty si¢
izolaty P. plurivora otrzymane w miesigcach péznojesiennych i zimowych (styczend, marzec,
listopad i grudzien). W trzecim klastrze zgrupowane zostaly izolaty z kwietnia i maja. Pomimo
duzego zréznicowania genetycznego P plurivora, nie stwierdzono znacznych réznic w pato-
genicznosci izolatéw w stosunku do rézanecznika. Wyjatek stanowi wspomniany powyzej izolat
z Rawki PPR3, ktéry kolonizowat liscie istotnie najwolniej (tab. 3). Podobne zaleznosci otrzy-
mali Bhat i Browne [2007], kt6rzy odnotowali wysoki poziom zréznicowania genomowego, nato-
miast niewiclkie zréznicowanie w agresywnosci izolatéw P, citricola wobec pgdéw migdata.

Tabela 4.

Sekwencje starteréw, liczba i charakterystyka prazkéw wygenerowanych metodg ISSR z DNA 31 izolatéw
Phytophthora plurivora

Nucleotide sequences of primers, number and characteristics of bands produced by ISSR primers with
DNA of 31 isolates of Phytophthora plurivora

Starter Liczba uzyskanych Prazki polimorficzne
Nazwa  Sekwencja nukleotydéw prazkéw Liczba Procent
808 (AG)8 C 6 5 83
827 (AC)8 G 5 3 60
842 (GAB YG 5 5 100
857 (AC)8 YG 6 4 66
889 DBD (AC)7 8 7 88
890 VHV (GT)7 9 8 88
DBD DBD (GA)7 6 6 100
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PPO 8
PPO 6
PPO9
PPR 6
PPK 7
PPK 9
PPK 8
PPK 6
PPR 7
PPZ 10
PPZ7
PPZ 6
PPK 10
PPR 9
PPK 12
PPK 11
PPK 1

PPR 10
PPR 3
PPO 10
PPZ 4
PPO 4
PPO 5
PPK 5
PPR 4
PPR 5
PPK 4

Rye.
Podobieristwo genetyczne analizowanych izolatéw Phytophthora plurivora
Genetic similarity of analysed Phytophthora plurivora isolates

Badania Hansena i Delatoura [1999] wskazujg na wystgpowanic gatunkéw Phytophthora
w lasach dg¢bowych péinocnej Francji niezaleznie od zdrowotnosci drzew. Wsréd wykrytych
gatunkéw dominowat P, citricola zaréwno w nasadzeniach drzew lisciastych, jak i iglastych, na co
wskazaly réwniez wezesniejsze badania Junga i in. [1996]. Wykrywano go bowiem zaréwno
w lasach z dominacjg dgbdw, jak réwniez z udziatem wigzu, jesionu i olszy. Autorzy ci wskazuja,
ze obok wystepowania tego gatunku w strumieniach przeptywajacych przez badane lasy, wykry-
wali go réwniez w lokalnych zaglebieniach wypetnionych wodg. Przy wigkszych opadach deszczu
i wzroscie poziomu wody zarodniki ptywkowe P. plurivora, wystgpujace w tych zaglebieniach,
mogg by¢ roznoszone w lesie, a takze wnoszone do lokalnych ciekéw i rozprzestrzeniane w regionie
oraz kraju. Uzyskane dane wskazujg na nieco szybszg kolonizacj¢ tkanek rézanecznika przez
izolaty uzyskane z rzek w okresie péznojesiennym i zimowym. Moze to wskazywaé na wplyw
zanieczyszczen wody, w tym prawdopodobnie i resztek srodkéw ochrony roslin, na aktywnos¢
uzyskanych izolatéw P. plurivora. Jednakze stwierdzone zréznicowanie genetyczne nie miato
wplywu na chorobotwdrczosé zdecydowanej wigkszosci testowanych izolatéw tego patogena.

Whioski

% Phytophthora plurivora okazat sie najczesciej wystepujacym gatunkiem w badanych rzekach
przeptywajacych przez tereny lesne. Wynika to zapewne z licznych roslin-gospodarzy dla tego
patogena i mozliwosci jego rozprzestrzeniania z tych zywicieli migdzy innymi do réznych 7Zrédet
wody.

# Wykazano, ze niezaleznie od miejsca i czasu detekeji, izolaty P. plurivora byly chorobotwéreze
dla roslin.

% Tzolaty P, plurivora uzyskane z wody od pazdziernika do grudnia okazaly si¢ szybszymi koloni-
zatorami tkanek lisci niz kultury tego gatunku z innych terminéw detekcji. Moze to §wiadczy¢
o zanieczyszezeniu wody przez rézne zwigzki w innym okresie detekeji i ich niekorzystnym
wplywie na patogen.
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# Analiza zréznicowania genomowego 31 izolatéw P. plurivora wykazata ich 54-94% podo-
bieristwo, przy czym bylo ono najwigksze dla dwéch kultur z Korabiewki. Mimo duzego
zréznicowania genomowego, stwierdzono niewielkie réznice w patogenicznosci izolatéw.
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SUMMARY

Occurrence and differentiation of Phytophthora plurivora isolates detected
from four rivers running through forest areas

Phytophthora plurivora was isolated from 4 rivers swimming through forest areas independently
from detection period. All isolates (31) colonized rhododendron leaf blades, but necrosis spread
faster when cultures obtained from October to December were used for plant tissues inoculation.
The level of genetic similarity between these isolates varied from 54 to 94%. No correlation
between genetic differentiation and pathogenicity of tested isolates was noticed. Isolates
of P. plurivora were grouped in depending on period of their detection in rivers.



