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Summary

The paper summarizes information on the raising up menace of ornamental
and forest nurseries by Phytophthora spp. caused mostly by P. cinnamomi,
P. citricola, P. citrophthora, P. cryptogea, P. ramorum. Some Phytophthora species
are especially detrimental, but their identification is not possible on the basis of
symptoms. To detect and identify pathogens in the plants (with- and without
symptoms), soil and water, reliable tests are required. The survey on methods
and techniques reported in the literature which can be used to establish such
assays is given. The most needed are the tests based on DNA markers, espe-
cially when organized as micro-chips due to the large number of samples which
can be screened in a short time.
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1. Wstep

Gatunki z rodzaju Phytophthora, ze wzgledu na strzepkowaty
charakter plechy oraz tworzenie bezpiciowych i piciowych za-
rodnikbw uwazane byly do niedawna za grzyby. Jednak w naj-
nowszych badaniach morfotogicznych, biochemicznych i gene-
tycznych dowiedziono, ze sg to organizmy grzybopodobne, spo-
krewnione z algami ztotymi i brunatnymi. Rodzaj ten jest klasyfi-
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kowany do r6znych jednostek systematycznych. Kirk i wsp. (1) zaliczajg go do kréle-
stwa Chromista, a Dick (2) oraz Sogin i Patterson (3) do krélestwa Stramenopiles.
0 zmianie stanowiska taksonomicznego rodzaju Phytophthoro zadecydowaty m.in.
sktadniki budujgce $ciane komérkowg (glukany i celuloza), substancje zapasowe
(mykoloaminaryna i glukan) oraz fakt, ze przez wieksza czes¢ cyklu zyciowego sg or-
ganizmami diploidalnymi, a grzyby haploidalnymi (4,5).

Organizmy te charakteryzuje wysoki stopieh pasozytnictwa w stosunku do roslin
zywicielskich, a niska zdolno$¢ do konkurencji z innymi mikroorganizmami glebo-
wymi. Ta wyspecjalizowana zdolnos$¢ do infekcji nadaje rodzajowi Phytophthora zna-
czenie ekonomiczne, jako niszczycielskiej grupie patogenow roslin (4,6,7). Phytophthora
spp. nie sg saprobiontami jak wiele innych glebowych patogenéw. Przezywajg one
w glebie na resztkach roslinnych w formie spoczynkowych chlamydospor i oospor,
ktore w optymalnych warunkach wilgotnosci i temperatury kietkujg i tworzg zo-
osporangia. Z zoosporangiéw uwalniajg sie zoospory, ktore infekujg tylko zdrowa
tkanke roslinng lub swieze rany. Phytophthora spp. nie atakujg tkanek wczesniej sko-
lonizowanych przez inne mikroorganizmy i dlatego prawie nigdy nie sg patogenami
wtérnymi. Ich wykrycie w tkankach roslinnych wskazuje, z duzym prawdopodobien-
stwem, ze sg pierwotng przyczyna obserwowanych objawdw choroby (6).

Liczba opisanych gatunkéw Phytophthora jest coraz wieksza. W 1996 r. Erwin
| Ribeiro (4) informowali o 64 gatunkach. Obecnie, do grupy tych organizmoéw zali-
czone zostaly nowe, np. P. ramorum, P. guercina, P. nemorosa, P. uliginosa (20), a inne,
jak Phytophthora z buka czy olszy czekajg na swoje nazwy i opisy lub reklasyfikacje
taksonomiczna.

Patogeny te powoduja zgnilizne korzenia, podstawy pnia, pedu, ale réwniez pla-
mistosci lisci, pgkéw i owocow. Czesto objawy chorobowe nie sg specyficzne i moga
przypomina¢ powodowane przez inne mikroorganizmy lub czynniki abiotyczne.
Niektére gatunki z tego rodzaju zwigzane sa z okreslona rosling zywicielska (np.
P. sojae atakuje soje, P. fragariae var. fragariae - truskawke, P. guercina - deby),
inne natomiast maja szeroki zakres roslin zywicielskich. Do gatunkéw o szerokim
spektrum ro$lin zywicielskich naleza m.in. P. cryptogea, P. cactorimi, P. citricola,
P. citrophthora oraz P. cinnamomi. Ten ostatni, poraza ponad 1000 gatunkéw roslin
(4). Rozne gatunki moga powodowaé podobne objawy chorobowe, np. P. cactorum,
P. cinnamomi, P. citricola i P. citrophthora powodujg podobnie objawiajgce sie zamie-
ranie pedéw rézanecznika.

Gatunki P. ramorum, P. lateralis, z olszy i buka, P. guercina oraz P. cinnamomi,
P. citricola i inne, sa przyczyng powaznych chordb w szkétkach roslin ozdobnych,
lesnych oraz lasach, nasadzeniach parkowych i plantacjach produkcyjnych drzewek
choinkowych na catym Swiecie (8-10).

Wraz z intensyfikacja produkcji szkotkarskiej drzew i krzewdéw ozdobnych
w Polsce, ktéra w 2002 r. byla w niektoérych asortymentach 12-krotnie wieksza
w poréwnaniu do roku 1989 (11), obserwuje sie wzrost porazania upraw szkotkar-
skich przez Phytophthora spp. W naszym zespole z porazonych roslin iglastych wy-
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izolowano dotychczas P. ctimamomi (z Chainaecyparis lawsoniana, Pinus nigra, P. mugho, Abies
alba, Taxus baccata, Microbiota decussata. Thuja occidentalis), P. citricola (z Chamaecyparis
lawsoniana. Thuja occidentalis, Abies alba) i P. cryptogea (z Chamaecyparis lawsoniana,
Pinus nigra, P. mugho, Abies alba). Szczegdlnie podatne na porazenie przez Phytophthora
sg rosliny z rodziny wrzosowatych - Andromeda polifolia, Calluna vulgaris, Daboecia
cantabrica, Empetrum nigrum, Hebe inbricata, Kaimia angustifolia. Ledum palustre, Pieris
japonka. Rhododendron catawbiense, z ktérych wyizolowano cztery gatunki patoge-
néw: P. cinnamomi, P. citricola, P. citrophthora i P. ramorum. Ponadto, w Polsce P. cinnamomi
stwierdzono na ros$linach berberysu i irgi, P. cactorum na porzeczce, r6zaneczniku
i lilaku, P. nicotianae na Skimmia japonka, a P. cambivora na Acer pennsylvanicum
(12,13). Nasilenie wystepowania Phytophthora spp. jest zwigzane przede wszystkim
z przenoszeniem czynnikow infekcyjnych wraz z importowanym materiatem szkét-
karskim, z wprowadzeniem w polskich szkétkach przemystowych metod produkcji,
a takze ze stopniowym wzrostem $redniej temperatury rocznej (14), ktéra stwarza
u nas dogodne warunki dla rozwoju patogenéw pochodzacych z cieplejszych rejo-
noéw klimatycznych.

Zwigkszajgca sie liczba wykrywanych patogenicznych gatunkéw Phytophthora spp.
w polskich szkétkach, rozszerzajacy sie zakres roslin zywicielskich i rozprzestrze-
nianie sie chordb przez nie wywolywanych, a takze brak mozliwos$ci oparcia diagno-
styki na objawach chorobowych, powodujg koniecznos¢ zastosowania metod labo-
ratoryjnych do szybkiej oceny zdrowotnosci materiatu, pod katem zasiedlenia przez
gatunki Phytophthora. Przedmiotem pracy naszego zespotu jest okrestenie zréznico-
wania genotypowego patogendw Phytophthora spp. wystepujacych w polskich
szkotkach i mozliwosci ich szybkiego wykrywania przy uzyciu markeréw molekular-
nych (15).

Praca ta jest przegladem metod laboratoryjnych wykorzystywanych do identyfi-
kacji patogenéw z rodzaju Phytophthora.

2. Identyfikacja na podstawie cech morfologicznych

Podstawowg i powszechnie stosowang metodg rozrézniania gatunkéw Phytophthora
jest klasyczna metoda identyfikacji, oparta na ocenie cech morfologicznych plechy.
Do celéw identyfikacyjnych gatunki z rodzaju Phytophthora podzielono na 6 gtéw-
nych grup. Podstawg tego podziatu (16) sa nastepujgce cechy: obecnos$¢ zgrubienia
szczytowego zoosporangiow i szeroko$¢ ujscia pory, zdolnos¢ do opadania zoospo-
rangiow i dtugosc¢ trzonka oraz typ plemni, ktére mogg by¢ parageniczne lub amfi-
geniczne lub tez jednoczesna obecno$¢ obu typow u jednego gatunku. Zasady tego
podziatu zostaty utrzymane v/ zmodyfikowanych i uzupetnionych kluczach do ozna-
czania gatunkéw (17,18) i monografii rodzaju Phytophthora (4).

Stosowane do dzi$ kryteria identyfikacji Phytophthora, opierajgce sie na cechach ob-
serwowanych w czasie wzrostu kultury na pozywkach mozna podzieli¢, wg Waterhouse
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i wsp. (19), na wspdlne dla gtbwnych grup wydzielonych w obrebie rodzaju (obecnos¢
zgrubieh szczytowych zoosporangium, zdolno$¢ do opadania zoosporangiOw oraz
typ anteridium), charakterystyczne na poziomie gatunku (m.in. szybko$¢ wzrostu
w réznym zakresie temperatur, obecnos¢é oogonidw na podtozach agarowych) i cha-
rakterystyczne tylko dla niektérych gatunkéw (wymiary zoosporangiow i stosunek ich
diugosci do szerokosci, wymiary oogonioéw i morfologia ich Sciany, obecnos¢ zgrubien
strzepkowych w wodzie, chlamydospory, chorobotwdérczos¢é oraz wzér kolonii na pod-
lozach agarowych) oraz wazne tylko dla jednego lub dwéch gatunkow.

Identyfikacje gatunkéw z rodzaju Phytophthora przeprowadza sie réwniez wyko-
rzystujac alternatywny klucz autorstwa Ho (20). Zgodnie z nim, gatunek Phytophthora
mozna opisa¢ na podstawie cech morfologicznych i fizjologicznych, obserwowa-
nych w kulturach agarowych i wodnych lub bezposrednio na porazonych roslinach
zywicielskich.

Identyfikacja morfologiczna polega na okres$leniu i poréwnaniu charakterystycz-
nych cech kultur Phytophthora, takich jak budowa strzepek plechy, zarodni ptywko-
wych, plemni, legni i chlamydospor (5,21,22) na specyficznych podtozach agaro-
wych (4,23). Dodatkowym kryterium moga by¢: szybkos¢ wzrostu w zaleznosci od
rodzaju pozywki, minimalna i maksymalna temperatura wzrostu, wrazliwos¢ na nie-
ktore zwigzki chemiczne, zdolnos$¢ do rozktadania skrobi i wytwarzania pigmentéw
oraz zdotno$¢ do kojarzenia z innymi szczepami i gatunkami w obrebie rodzaju,
a takze patogenicznos¢ w stosunku do danej rosliny zywicielskiej (22,24,25).

Duza réznorodnos¢ i plastycznos¢ cech morfologicznych, charakterystycznych
zaréwno w bezptciowym jak i ptciowym etapie rozwoju, sg przyczyna trudnosci w o-
kreslaniu przynaleznosci taksonomicznej gatunkéw Phytophthora. Wedtug Ho ijong
(26) gtownym problemem w identyfikacji morfologicznej gatunkéw Phytophthora na
podtozach sg ograniczone mozliwosci ich réznicowania na podstawie matej liczby
cech taksonomicznych, ktére dodatkowo moga tatwo ulega¢ zmianom w warunkach
hodowli na podtozach agarowych. Taksonomia oparta na morfologii dotyczy w du-
zym stopniu cech ilosciowych, a kwalifikacja jest mozliwa na podstawie réznic udo-
wodnionych statystycznie (27). Z tego powodu, juz w latach osiemdziesigtych do-
strzezono potrzebe uzywania do identyfikacji gatunkéw Phytophthora metod oce-
niajacych cechy biochemiczne i genetyczne.

3. ldentyfikacja na podstawie markerdéw biatkowych

3.1. Elektroforeza biatek
Biatka identyfikowanego izotatu mozna rozdzieta¢ na zelach skrobiowych lub

poliakryloamidowych (w warunkach nie- lub denaturujgcych) i po wybarwieniu po-
réwnywac z wzorami rozdziatéw biatek znanego patogena. Poczatki stosowania tej
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metody do identyfikacji Phytophthora spp. datujg sie na lata szesédziesiate
ubiegtego wieku, kiedy to poréwnywano wzory prazkowe bialek rozpuszczalnych
(cyt. 28). Elektroforeza biatek pomogta w przyporzgdkowaniu taksonomicznym nie-
ktérych gatunkéw z rodzaju Phytophthora, wyizolowanych z porazonych roslin, np.
P. cinnamomi, P. palmivora, P. cactorum, P. cambivora, P. syringae, P. megasperma,
P. drechsleri, P. citricola (29-31). Metoda ta jest technicznie prosta i tania, cho¢ cza-
sochtonna, poniewaz wymaga uzyskania czystych kultur patogena, a klasyfikacja
jest trudna z powodu ztozonosci wzordw etektroforetycznego rozdziatu biatek.

Ograniczenie analizy do obserwacji pojedynczych enzyméw i ich izoform znacz-
nie zmniejsza liczbe prazkéw w elektroforogramie i cho¢ procedura jest nieco bar-
dziej skomplikowana, to ten spos6b identyfikacji gatunkow jest tatwiejszy i czesciej
uzywany w praktyce, takze obecnie. 1zoenzymy sa to rézne formy tego samego en-
zymu, kodowane przez rézne altele genu. Katalizujg one te samg reakcje, ale roznig
sie powinowactwem do substratu i szybkoscia reakcji (32-35). Drobne réznice w se-
kwencji aminokwaséw moga spowodowaé zréznicowanie ruchliwosci elektrofore-
tycznej i zmiane punktu izoelektrycznego.

Elektroforeze przeprowadza sie w warunkach nie denaturujgcych, a wynik uzy-
skuje sie po barwieniu pozytywnym zelu polegajacym na uzyskaniu barwnej reakcji
katalizowanej przez badany enzym. Do tego celu wykorzystuje sie barwniki tetrazo-
lowe, ktérych formy utlenione sg rozpuszczalne i wzglednie bezbarwne, a formy
zredukowane sg nierozpuszczalne i barwne. Zdolno$¢ tych barwnikéw do redukcji
w wyniku reakcji chemicznej, specyficznej dla badanego enzymu, jest wykorzysty-
wana do wizualizacji prazkéw zymogramu. Do tego celu wykonuje sie réwniez tzw.
barwienie negatywne z uzyciem fluorochromoéw.

Enzymami najczesciej stosowanymi do identyfikacji Phytophthora spp. sa oksydo-
reduktazy (m.in. dehydrogenaza izocytrynianowa, mleczanowa, jablczanowa,
jablczanowa dekarboksylujagca), transferazy (heksokinaza), izomerazy (izomeraza
glukozofosforanowa) oraz inne (32,34-36).

Na podstawie analizy izozyméw skorygowano taksonomie opracowang na pod-
stawie cech morfologicznych dla 12 gatunkéw Phytophthora - P. botryosa, P. hevae,
P. katsuare, P. meadii, P. palmivora, P. parasitica, P. capsici, P. citrophthora, P. megakarya,
P. mexicana, P. boehmeriae i P. arecae i wyodrebnienie charakterystycznych typéw
elektroforetycznych w obrebie gatunkéw (36). W badaniach izozyméw przeprowa-
dzonych przez Mills i wsp. (37) wskazano, ze P. cryptogea i P. drechsleri stanowig
kompleks gatunkéw, w ktérym mozna wyrézni¢ 10 grup genetycznych. Dokonujac
interpretacji genetycznej zymogramow P. cinnamomi, P. cactorum i P. cambivora wy-
kazano, ze naleza one do réznych grup genetycznych i morfologicznych (36). Meto-
da ta przyczynita sie do wyodrebnienia nowego gatunku - P. brassicae sp. nov.,
sposréd izolatow zaliczanych dotychczas do gatunku P. porri (38).

Analiza izozymow pozwala nie tylko na identyfikacje gatunkéw Phytophthora, ale
rowniez jest zrédiem cennych informacji o zréznicowaniu wewngtrzgatunkowym
i miedzygatunkowym, co jest podstawg oceny czy badany gatunek jest homozygota.
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heterozygotg, czy mieszancem miedzygatunkowym. Man in't Veld i wsp. (35) anali-
ze izozymow wykorzystali do badan nad mieszancowoscia izolatu P. cactorum x
P. nicotianae oraz do identyfikacji nowych gatunkéw Phytophthora z olszy i P. ramorum
(39,40). Wyniki analizy izozymow staly sie podstawg rewizji klucza do oznaczania
gatunku P. nicotianae (23).

3.2. Metody serologiczne

Detekcje Phytophthora spp. za pomocg metody serologicznej przedstawit po raz
pierwszy Burrel i wsp. (1966), cyt. (4). Dotychczas opracowano kilka metod serolo-
gicznej detekcji patogendéw roslinnych z rodzaju Phytophthora. Najczesciej uzywane
sg testy immunoenzymatyczne oparte na technice ELISA {Enzyme-Linked Immunosor-
bent Assay), ktdre pozwalajg na detekcje antygenow rodzaju Phytophthora oraz po-
szczegoélnych gatunkéw zaréwno w porazonych roslinach, jak i w glebie. Technika
ELISA opiera sie na interakcji wysoce specyficznych przeciwcial z antygenami
(biatkami, polisacharydami lub kwasami nukleinowymi), charakterystycznymi dla
SciSle okreslonej grupy organizméw z danego rodzaju, badz tez mogacych wy-
stepowaé wytacznie u danego gatunku. Po potaczeniu antygenu z przeciwciatem
(najczesciej immobilizowanym na Sciankach studzienek mikroptytek) dodaje sie
inne przeciwciato, swoiste dla innego miejsca na antygenie przytagczonym do enzy-
mu, powodujgcego reakcje barwng lub zwiekszajagcego fluorescencje substratu.
llos¢ przeciwciala wiazacego sie z podtozem i drugiego przeciwciata jest zalezna od
wyjsciowej ilosci antygenu w probie. Tak skonstruowany test pozwala na wykrycie
nawet niewielkich ilosci antygenu (w przypadku biatka mniej niz jeden nanogram).
Za pomocg zestawow firmy Agri-Diagnostic Associates, Neogen, Agdia oraz Adgen
wykrywano, m.in. obecnos$¢ P. cinnamomi w roslinach azalii (41) oraz w glebie (42),
gatunku P. cryptogea w tkankach szalwii (43), rodzaju Phytophthora w roslinach cy-
prysika, ostrokrzewlLi, fiotka, iberysa, sosny, hibiskusa, traw oraz maliny (43). Testy
ELISA sg réwniez przydatne do kontroli rozprzestrzeniania sie gatunkéw Phytophthora
w glebie (44). Istnieje wiele odmian testéw immunoenzymatycznych, ktére moga sie
rézni¢ specyficznoscig wigzania z przeciwciatem. Dla przyktadu. Indirect DAS ELISA
oraz membranowy test immunoenzymatyczny byly wykorzystane do wykrywania
P. fragariae - var. rubi oraz var. fragariae (45).

4. |dentyfikacja na podstawie markeréw DNA

Podobnie, jak analiza elektroforetyczna biatek nie daje szczegdtowych informa-
cji o cechach uwarunkowanych genetycznie, tak i wyniki uzyskane przy wykorzysta-
niu technologii DNA, okreSlajac tylko podobienstwa i réznice w budowie DNA, na
0g6t nie dostarczaja informacji o kodowaniu specyficznych cech fenotypowych.
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W tym jednak przypadku, analiza opiera sie na substancji najbardziej konserwatyw-
nej, obecnej w kazdej komdrce i o stalej budowie, niezaleznie od stadium rozwoju
czy warunkow wzrostu organizmu. Przedmiotem analizy moze by¢ catkowity, geno-
mowy DNA lub jego frakcje, np. mitochondrialny DNA (mtDNA) albo DNA kodujacy
rybosomalny RNA (rDNA).

Najstarszg technikg generowania markeréw DNA jest analiza polimorfizmu
dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP - Restriction Fragment Length Polymor-
phism). Polega ona na rozdziale elektroforetycznym genomowego DNA pocietego za
pomoca wybranych enzymow restrykcyjnych. PorOdwnanie obrazéw elektroforetycz-
nych réznych genomoéw trawionych tym samym enzymem, moze wykazaé roznice
zaréwno w ilosci jak i dtugosci fragmentow DNA, co zwigzane jest ze zr6znicowang
lokalizacjg sekwencji nukleotydéw rozpoznawanych przez restryktaze (46). Do
identyfikacji organizmow eukariotycznych o duzych genomach, najczesciej wybiera
sie frakcje DNA, np. DNA mitochondrialny (mtDNA) (48). Utrudnieniem w tej meto-
dzie jest koniecznos¢ izolowania DNA z duzej préby i jego frakcjonowanie przez wi-
rowanie w gradiencie CsCl. Detekcja w malych prébach prowadzona jest zazwyczaj
na DNA catkowitym, a trawienie enzymami restrykcyjnymi prowadzi woéwczas do
powstania duzej liczby trudnych do identyfikacji prgzkéw. Dla utatwienia wydobycia
zréznicowania DNA, przeprowadza sie hybrydyzacje trawionego DNA genomowego
z wyznakowang radioaktywnie lub fluorescencyjnie sondg (technika Southern Blot-
ting). Sondy sg sporzadzane z roznych frakcji DNA - nie zawsze specyficznych dla
badanego genotypu, ale najczesciej sg to sklonowane frakcje DNA patogena.

Markery uzyskane przy zastosowaniu techniki RFLP do mtDNA wykorzystano do
uscislenia taksonomii P. cryptogea, P. drechsieri i P. megasperma. Pozwolity one na scha-
rakteryzowanie podobnych do siebie morfologicznie form specjalnych P. megasperma
f. sp. glycinea i P. megasperma f. sp. medicaginis (49), oraz gatunkow P. parasitica,
P. cactorum, P. fragariae, P. erythoseptica (37,50,51). Metode hybrydyzacji DNA zasto-
sowano do badania genetycznego zréznicowania form Phytophthora spp. wyspecjali-
zowanych w pasozytowaniu na réznych gatunkach roslin (np. P. megasperma izolo-
wana z soi, lucerny oraz drzew owocowych) (47,51), stwierdzajgc polimorfizm wyso-
kopowtarzalnego DNA mitochondrialnego i jadrowego, wyodrebniono kilka spo-
krewnionych podgrup (52). Technika hybrydyzacji DNA postuzyta do badania gene-
tycznych réznic w izolatach P. citrophthora i do opracowania specyficznych sond,
ktére umozliwialy detekcje patogendéw w korzeniach roslin cytrusowych (53). Mody-
fikacja metody hybrydyzacyjnej pozwala na prowadzenie hybrydyzacji gatunkowo-
specyficznych sond do DNA patogena wystepujacego w materiale roslinnym. Ten
sposéb zastosowano do identyfikacji P. parasitica (53) oraz P. cinnamomi (54,55).

Technika powielania fragmentéw DNA - reakcja ftaincuchowa polimerazy (PGR
- Polymerase Chain Reaction) pozwolita na opracowanie szybkich metod diagnostycz-
nych nie wymagajacych duzych ilosci materialu do analiz (56). Najtatwiejsza wersjg
metod diagnostycznych opartych na technice powielania, ktére nie wymagajg znajo-
mosci specyficznych dla genotypu sekwencji DNA, jest zastosowanie niespecyficz-
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nych starteréw, np. typu RAPD lub ISSR, za pomoca ktérych mozna namnazaé frag-
menty DNA o réznej dlugosci i wsrdd nich poszukiwaé fragmentdw rdznicujgcych
badane genotypy. Okreslenie przynaleznosci grupowej moze odbywac sie na pod-
stawie oszacowania wspotczynnika podobienstwa, dajgcego obraz catkowitego po-
limorfizmu otrzymanego z reakcji powielania z kilkoma/kilkunastoma starterami lub
na podstawie identyfikacji pojedynczych produktéw, specyficznych dla okreslonego
genotypu, co jest bardziej wiarygodne i tatwiejsze (57).

Bardziej precyzyjng i wiarygodng metodg jest zastosowanie starteréw, za po-
mocag ktdérych mozna namnozy¢ fragment DNA specyficzny dla okreslonego gatunku
lub formy specjalnej. Specyficzne startery mozna opracowac na podstawie polimor-
ficznych produktéw uzyskanych technikg RAPD, ISSR, AFLP i in. lub ze znanych se-
kwencji gendéw wykazujacych gatunkowospecyficzny polimorfizm. Startery namna-
Zajgce powtarzalne, tandemowe fragmenty satelitarnego DNA P. infestans postuzyty
do wykrywania tego patogena w lisciach i bulwach ziemniaka (58). Specyficzne star-
tery otrzymane z bibliotek genomowego DNA P. infestans i P. citrophthora byty sku-
teczne w wykrywaniu tych patogenéw w tkankach zainfekowanych ro$lin pomidora
(59).

Dla zwiekszenia czutosci testéw PCR, wykrywajgcych obecnosé patogena w przy-
padkach stabego porazenia lub w fazie bezobjawowej, co ma duze znaczenie dla de-
tekcji patogenéw kwarantannowych, mozna stosowa¢ metode tzw. wewnetrznego
(gniazdowego - nested) PCR, gdzie w dwdéch kolejnych reakcjach amplifikacji stosu-
je sie kolejno dwie pary starterow. W pierwszej reakcji uczestniczg startery zew-
netrzne, obejmujace diuzszy fragment DNA, charakterystyczny dla spokrewnionej
grupy organizmoéw, a w drugiej, gdzie matryca jest produkt reakcji pierwszej, star-
tery wewnetrzne, specyficzne, np. dla gatunku. Taka technike zastosowano do wy-
krywania P. fragartae w korzeniach truskawek. O czuto$ci metody Swiadczy fakt, ze
pozwalata ona na wykrycie patogena w probie zawierajacej zaledwie 20 zoospor
(60).

Bardzo wazng role w identyfikacji Phytophthora ssp. odgrywa analiza genotypo-
wa z wykorzystaniem starteréw zaprojektowanych na bazie sekwencji wewnetrz-
nych przerywnikéw transkrybowanych (ITS - Internal Transcribed Spacer) w rDNA.
Sekwencje rDNA sg utozone tandemowo, tworzgc rodziny gendw, zawierajgce re-
giony genowe i przerywniki. Kazde powtdrzenie zawiera kopie genu 18S, 5,8S i 28S
oraz dwa przerywniki transkrybowane - ITSy i przerywnik miedzygenowy - IGS
(rys. 1). Liczba powtdrzen tandemowych oraz liczba subpowtdrzeh wewnatrz IGS
jest zr6znicowana (61,62). Sekwencje kodujgce podjednostki sg wysoce konserwa-
tywne, natomiast przerywniki, ktére stanowig te czes¢ pierwotnego transkryptu
rRNA, ktéra zostaje odrzucona w czasie tworzenia dojrzatych, funkcjonalnych czas-
teczek rybosomowego RNA, charakteryzujg sie wysoka zmiennoscia. Geny kodujace
rRNA ewoluuja relatywnie wolno i sg przydatne do odrdzniania organizmow spo-
krewnionych w niewielkim tylko stopniu, natomiast fragmenty pomiedzy genami,
nie petnigce funkcji kodujgcej, gromadzg mutacje, co w konsekwencji prowadzi do
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ITS1 ITS2 IGS IGS

odcinek diagnostyczny

Rys. 1. Schemat organizacji tandemowo powtarzanych genéw RNA wystepujacych w rDNA
Phytophthora spp.

duzego zréznicowania pomiedzy gatunkami i populacjami. Ta wlasciwos¢ podjed-
nostek rDNA stanowi, ze sag one modelowymi elementami genotypu do poszukiwa-
nia sekwencji markerowych na réznych poziomach taksonomicznych (63-65). W wy-
niku badan sekwencji przerywnikdédw u gatunkéw rodzaju Phytophthora, stwierdzo-
no, ze region ITS Il Jest mniej zréznicowany niz ITS 1, przy czym réznice te moga
by¢ zaréwno wynikiem zamiany pojedynczych par zasad. Jak i wielokrotnymi inser-
cjami i delecjami. Wiekszo$¢ zmian Jest wspolna dla kilku gatunkow, lecz istniejg
tez unikatowe zamiany nukleotydéw, charakterystyczne dla pojedynczych gatun-
kéw. Tylko Jeden fragment ITS | wykazywat petng homologie u wszystkich przeba-
danych gatunkéw Phytophthora, podczas gdy bardziej konserwatywny region ITS 1l
sktadat sie z wielu fragmentdw homologicznych (66). Powtarzalne odcinki rDNA
wielu gatunkéw Phytophthora zostaty zsekwencjonowane (66) i na tej podstawie zo-
staly zaprojektowane startery powielajace duzg cze$¢ fragmentu powtarzalnego
oraz odcinki wybrane Jako unikatowe dla wiekszej liczby gatunkéw lub nawet Jed-
nego gatunku (rys. 2) (58,67,68). Alternatywag Jest amplifikacja fragmentow typo-
wych dla kilku gatunkéw i wydobywanie zréznicowania miedzygatunkowego na
podstawie analizy restrykcyjnej (65,67,69). Obecnie mozna przeprowadzi¢ identyfi-
kacje ponad 40 gatunkéw Phytophthora z wykorzystaniem trawienia restrykcyjnego
powielonych fragmentdw ITS (65). Tylko nieliczne gatunki nie moga by¢ oznaczane
metoda PGR -+ RFLP, np. nie mozna odrézni¢ gatunkoéw P. infestans, P. mirahilis
i P. phaseoli, a takze P. ramorum od P. lateralis. Sekwencjonowanie powielonych frag-
mentéw dla celéw diagnostycznych Jest zbyt kosztowne, cho¢ w niektérych przy-
padkach Jest stosowane Jako analiza uzupetniajgca. W przypadku gdy detekcje wy-
konuje sie w materiale roslinnym, glebie lub wodzie, gdzie ilos§¢ DNA patogena Jest
niewielka, pomocna moze by¢ metoda gniazdowego PGR, chociaz wzrasta woéwczas
niebezpieczenhstwo skazenia i falszywie pozytywnego odczytu (60,70). Identyfikacje
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Rys. 2. Schemat powtarzalnej jednostki rDNA wraz z przyktadowym umiejscowieniem starteréw sto-
sowanych do amplifikacji regionéw ITS.

gatunkowa mozna przeprowadzac takze przy zastosowaniu hybrydyzacji wyizolo-
wanego DNA do sondy sporzadzonej na podstawie specyficznej sekwencji fragmen-
tu ITS, wyznakowanej radioaktywnie, za pomoca ktérej wykrywano P. capsid, P. palmivora,
P. cinnamomi, P. citrophthora i P. megakarya (27) lub wyznakowanej czynnikami lumi-
nescencyjnymi, np. digoksygening, ktdra umozliwiata detekcje kilku gatunkéw Pythium
i Phytophthora (71). Wowczas gdy pokrewienistwo pomiedzy gatunkami jest bliskie,
jak np. pomiedzy P. ramorum i P. lateralis i brak rdznic diagnostycznych w rDNA, po-
szukuje sie ich w innych genach, np. beta-tubuliny (72).

Zwiekszenie mozliwosci detekcji Phytophthora ssp. jest pochodng coraz lepszego
poznania genotypéw oraz rozwojem technik analitycznych. Obok technik RAPD,
RFLP, AFLP, PCR + RFLP sg stosowane takie, jak polimorfizm konformaciji jednoni-
ciowego DNA (SSCP - Single-Strand Conformation Polymorphism) oraz allelo-specy-
ficzna reakcja fancuchowa polimerazy (AS-PCR - Allele-Specific Polymerase Chain Re-
action) (71) lub reakcja tancuchowa ligazy (LCR - Ligase Chain Reaction) (72). Wszyst-
kie proponowane metody masowego testowania dla celéw identyfikacji lub diagno-
styki powinny by¢ szybkie, powtarzalne, wykrywajace patogeny w tkankach roslin-
nych, glebie i wodzie, mozliwie mato zalezne od personalnych umiejetnosci wyko-
nujacego test oraz tanie.

Proces oczyszczania kultur po izolacji i ocena morfologiczna wymagajg co naj-
mniej 10-14 dni, co nie jest do zaakceptowania dla stuzb fitosanitarnych doko-
nujacych kontroli materialu w obrocie miedzynarodowym. Analiza DNA wyizolowa-
nego z czystych kultur jest znacznie tatwiejsza niz analiza préb pobranych z mate-
rialu roslinnego, gleby lub wody. Woéwczas moze byé konieczne réwnolegte stoso-
wanie dwaoch lub trzech metod detekcji. Czesto Sledzi sie rbwnoczesne wystepowa-
nie kilku gatunkéw patogenow, co jest znacznie trudniejsze. Idealem jest opraco-
wanie testow, ktére w jednej reakcji z kilkoma parami starteréow moga wykrywac
kilka patogenéw, np. multiplex-PCR, ktéry zastosowano do réwnoczesnej identyfi-
kacji P. lateralis, P. cinnamomi i P. gonapodyides (68,73).

Takg mozliwos¢ daje technika mikro-chipéw (bio-chips lub micro-arrays). Pozwala
ona na réwnolegta w czasie identyfikacje wielu préb i patogenéw, poniewaz na po-
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wierzchni kilku-kilkudziesieciu mm” statlego podtoza (szkio, silikon, plastik) mozna
osadzi¢ do kilkuset tysiecy oligonukleotydowych sond o dtugosci od 10 do 100 nu-
kleotydéw, do ktorych hybrydyzuje wyznakowane fluorescencyjnie DNA. Poniewaz
kazda sonda ma swojg pozycje na chipie, odczytanie sygnatu w danym punkcie po-
zwala na okreslenie, do jakiej sekwencji przytaczyto sie badane DNA. Strategie de-
tekcji 30 gatunkéw Phytophthora przy uzyciu systemu PamChip™ przedstawili Scho-
en i wsp. (74).

Innym zagadnieniem zwigzanym z detekcja patogendw jest uzyskanie informacji
o tym, czy w badanym Srodowisku uprawowym znajdujg sie zywe czy martwe mi-
kroorganizmy. Taka informacje mozna uzyska¢ analizujgc RNA, np. przy uzyciu me-
tody RT-PCR ze specyficznymi starterami (75). Analiza ta, bardziej skomplikowana
ze wzgledu na izolacje i obrébke RNA, w wielu przypadkach jako jedyna daje odpo-
wiedz na pytanie o skuteczne zwalczenie.

W badaniach populacyjnych i epidemiologicznych wazna jest informacja o ilosci
propaglLil w badanej prébie. W tym przypadku wskazane jest stosowanie techniki
PCR podajacej ilos¢ produktu w czasie kolejnych cykli reakcji. Takg metode, w po-
taczeniu z multiplex PCR zastosowano do wykrywania P. ramorum i P. lateralis oraz
P. ilicis-Wke (76).

5. Podsumowanie

Kilka gatunkéw z rodzaju Phytophthora - P. cinnamomi, P. ramorum, P. cryptogea,
P. citricola, P. citrophthora, P. nicotianae, a takze kilka innych, dotychczas nie zidenty-
fikowanych, izolowanych coraz powszechniej z olszy, jesiona i buka, to patogeny
zagrazajagce szkotkom drzew i krzewdw oraz nasadzeniom tesnym, ogrodowym
i parkowym. Gatunki z rodzaju Phytophthora wyksztalcity wyjatkowe zdolnosci do
rozprzestrzeniania sie za posrednictwem szybko powstajgcych zoospor i przezywa-
nia oospor. Uwaza sie, ze sa one odpowiedzialne za wiekszos$¢ choréb szyjki korze-
niowej drzew. W nasadzeniach trwalych objawy choroby pojawiaja sie po diugim
czasie od zainfekowania korzeni, najczesciej po wystapieniu niesprzyjajacych wa-
runkéw pogodowych, np. suszy, gdy patogen sie rozprzestrzenit i nie ma mozliwos-
ci wyleczenia drzewa. Gospodarcze znaczenie Phytophthora spp. wzrasta z powodu
intensyfikacji handlu miedzynarodowego, przemystowych metod produkcji szkét-
karskiej (77) oraz sprzyjajgcych warunkow klimatycznych (14). Wymienione gatunki
Phytophthora mogg poraza¢ rézne gatunki roslin, wywotujac podobne objawy, ale
szkodliwos¢ tych porazen jest rézna. Kilka gatunkéw patogena moze porazaé te
samg rosline i wéwczas moze dojs¢ do wytworzenia form mieszancowych o nowych
cechach (78). Wiedza na temat przynaleznosci gatunkowej sprawcy jest wazna dla
przyjecia odpowiedniej strategii prewencji i zwalczania, szczegoélnie metodami
ochrony biologicznej. Wazna jest takze kontrola materialtu w imporcie i eksporcie.
Phytophthora cinnamomi, a takze P. ramorum sg w wielu krajach uznane za patogeny
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kwarantannowe, podlegajgce obowigzkowi zwalczania i zerowej tolerancji obecno-
éci w materiale nasadzeniowym.

Chociaz metod identyfikacji jest wiele, to liczg sie jedynie te, ktdre sg szybkie,
wiarygodne i mozliwe do automatyzacji, co spetnia kryterium masowosci oraz ob-
niza koszty. Obecnie, z catg pewnoscig sg to metody oparte na markerach DNA, kto-
re stuzg do opracowania réznymi technikami kluczy molekularnych do oznaczania
gatunkéw Phytophthora. Dla skonstruowania takich markeréw potrzebna jest szcze-
gotowa wiedza o sekwencji fragmentoéw DNA, ktére sg szczegolnie przydatne w dia-
gnostyce, np. rDNA. Zaletg rDNA jest duza liczba kopii w komorce, co zwieksza
szanse wykrywania w maltych prébach oraz w przypadku porazenia bezobjawowe-
go. Niezaleznie od upowszechniania sie¢ w praktyce testow opartych na technikach
gniazdowego PGR i PGR -- RFLP, trwajg prace nad dalsza optymalizacjg testow,
uwzgledniajacych liczebnos¢ propagul patogena w prébie oraz obecnos¢ zywych
propagul. Obecnie dazy sie do sporzadzenia praktycznych testow opartych na tech-
nice hybrydyzacji na mikro-chipach. Fitopatolodzy przestrzegaja, ze wiedza na temat
identyfikacji i detekcji organizmu w srodowisku naturalnym i uprawowym nie moze
by¢ oderwana od patogenezy. Sugeruje to koniecznos$c¢ Scistej wspétpracy pomiedzy
genetykami, biotechnologami i fitopatologami.
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