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Water as a source of Phytophthora spp.
and their threat to growing plants

Woda Zzrédtem gatunkdédw Phytophthora spp.
oraz zagrozenie wynikajgce z ich wystepowania dla upraw

Leszek B. Orlikowski', Aleksandra Trzewik', Magdalena Ptaszek', Dorota Tutacz’

Summary

The subject of this study was the detection of Phytophthora species from different water sources such as in ponds situated in
ornamental nurseries, canals draining off surplus water from nursery and rivers flowing through horticultural and forest areas. Baiting
method was used for Phytophthora detection. Moreover pathogenicity of Phytophthora spp. to some plants commonly cultivated in
container ornamental nursery was also estimated. The obtained isolates were identified to species on the base of their morphological
features and polymerase chain reaction technique. The most often isolated were P. lacustris and P. plurivora, next P. cryptogea,
P. citrophthora, and P. cactorum. In the laboratory trials all tested isolates colonized plant tissues.
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Streszczenie

Celem prowadzonych badan byto wykrywanie gatunkéw Phytophthora w réznych zrédtach wody: stawach zlokalizowanych na
terenie szkoétek roslin ozdobnych, kanatach odprowadzajgcych nadmiar wody z kontenerowni oraz rzekach przeptywajacych przez
tereny ogrodnicze i lesne. Do izolacji Phytophthora z wody wykorzystano metode putapkowa. Oceniano patogenicznos¢ wybranych
gatunkow Phytophthora w stosunku do niektérych roslin powszechnie uprawianych w kontenerowych szkétkach. Identyfikacje
uzyskanych izolatéw prowadzono w oparciu o dostepne klucze oraz przy wykorzystaniu techniki taricuchowej reakcji polimerazy.
Najczesciej izolowanymi gatunkami byty: P. lacustris oraz P. plurivora, a nastepnie P. cryptogea, P. citrophthora i P. cactorum.
Wykrywano je niezaleznie od terminu detekcji, Zrodta wody oraz umiejscowienia ciekdw i zbiornikdw. W laboratoryjnych testach
patogenicznosci wszystkie badane izolaty Phytophthora kolonizowaty tkanki roslin.

Stowa kluczowe: Zrédta wody, Phytophthora spp., wykrywanie, identyfikacja, kolonizacja
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Wstep / Introduction

Gatunki rodzaju Phytophthora naleza do najgrozniej-
szych patogenow roslin powodujacych: nekroze korzeni,
podstawy pedu, zgnilizng owocow i bulw (Erwin i Ribeiro
1996). Wystepuja na wszystkich kontynentach poza
Antarktyda, doprowadzajac niekiedy do znacznych strat
w ekosystemach, a w szczegodlnosci w szkotkach roslin
ozdobnych i lesnych (Orlikowski 2000; Orlikowski i wsp.
2004). W Polsce coraz czegsciej izoluje si¢ gatunki tego
rodzaju z chorych roélin, gleby i wody (Orlikowski i wsp.
2008). Zwiazane jest to m.in. ze wzrostem mig-
dzynarodowego obrotu materialem ro§linnym, zmiana
technologii uprawy roslin, gtéwnie z ich produkcja w po-
jemnikach i systematycznym nawadnianiem oraz nawo-
zeniem (Orlikowski 2000; Brasier 2008). Duze ilo$ci wody
niezbednej do nawadniania upraw powoduja Wwzrost
kosztow produkcji ro§lin, a ograniczenie mozliwosci
korzystania z wod glebinowych powoduje, ze producenci
ro§lin korzystaja z jej zrodet w lokalnych rzekach,
strumieniach czy wodach stojacych. Sptywajacy ze szkotek
nadmiar wody wraz z zarodnikami Phytophthora spp.
trafia do rzek i zbiornikéw wodnych, zanieczyszczajac je
i dajac mozliwo$¢ ich roznoszenia na duze odleglosci. Przy
pobieraniu skazonej wody do podlewania roslin dochodzi
do wniesienia okreslonego gatunku Phytophthora do
uprawy (Orlikowski 2006). Okres ostatnich kilku lat to
wzrost zainteresowania woda, jako jednym z gléwnych
zrddetl tej grupy patogendéw (Miligroom i Peever 2003;
Hong i Moorman 2005; Orlikowski 2006; Orlikowski
iwsp. 2008). Wedlug Honga i Moormana (2005) woda
uzywana do podlewania i skazona przez gatunki rodzaju
Phytophthora jest gtownym, jesli nie jedynym, zrodtem tej
grupy patogenow w szkotkach, sadach czy warzywnikach.

Celem prowadzonych badan bylo wykrywanie ga-
tunkow Phytophthora w roznych zrodtach wody oraz
ocena patogeniczno$¢ wybranych gatunkow Phytophthora
w stosunku do roslin uprawianych w szkétkach konte-
nerowych.

Materialy i metody / Materials and methods

Do wykrywania gatunkdéw Phytophthora wybrano
4 rzeki: Ner, Okrzesza, Skierniewka 1 Zwierzynka
przeptywajace przez tereny leSne, zagajniki, taki oraz pola
uprawne wojewodztw tddzkiego i mazowieckiego, 4 stawy
oraz 2 kanaly znajdujace si¢ na terenie szkotek.

Do wykrywania gatunkéw rodzaju Phytophthora uzyto
lisci pulapkowych rézanecznika (Rhododendron sp.) od-
miany Nova Zembla, stosujac metod¢ opisana przez
Themann i Werres (1998) oraz Orlikowskiego i wsp.
(2011). Przewiezione do laboratorium liScie putapkowe
odkazano powierzchniowo i ich fragmenty wyktadano na
pozywke glukozowo-ziemniaczana (PDA — Potato Dextro-
se Agar, Merck). Kolonie wyrastajace z wylozonych
tkanek przeszczepiano na skosy z pozywka PDA. Uzys-
kane kultury Phytophthora oznaczano do gatunku na
podstawie ich cech morfologicznych (Erwin i Ribeiro
1996) oraz przy wykorzystaniu technik molekularnych
(Ersek i wsp. 1994; Nechwatal i Mendgen 2006; Trzewik

iwsp. 2010; Boersma i wsp. 2000; Nechwatal i wsp.
2012).

Patogenicznos$¢ izolatow P. plurivora, P. lacustris,
P. citrophthora, P. cryptogea i P. cactorum, otrzymanych
z réznych zrédet wody, badano w warunkach labo-
ratoryjnych, inokulujac pedy wierzby i cyprysika oraz
liscie r6zanecznika. Na testowane organy ro$lin, umiesz-
czone w kuwetach wylozonych wilgotna bibulg filtracyjna
i przykrytych plastikowa siatka, naktadano 5 mm $rednicy
krazki pozywki PDA przero$nigtej badanym patogenem.
Dlugos¢ 1/lub $rednicg nekrozy mierzono po 4-20 dniach
inkubacji w temperaturze 22-24°C. Doswiadczenia zato-
zono w uktadzie blokéw kompletnie losowanych w 4 pow-
torzeniach po 5 fragmentow roslin. Uzyskane wyniki opra-
cowano statystycznie metoda analizy wariancji. Istotno$¢
réznic pomigdzy $rednimi (p = 0,05) oceniano testem
t-Duncana.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Wystepowanie Phytophthora spp. w badanych Zrédtach
wody stwierdzano przez caty rok. Najczesciej izolowanymi
gatunkami byly: P. lacustris oraz P. plurivora, a nastgpnie:
P. cryptogea, P. citrophthora i P. cactorum. Wykrywano
je niezaleznie od terminu, zréodta wody oraz
umiejscowienia ciekéw 1 zbiornikoéw. Uzyskane wyniki
wskazuja na zwiazek pomigdzy skladem gatunkowym
Phytophthora w wodzie a usytuowaniem rzek, kanalow
istawow. W rzekach przeplywajacych przez tereny
ogrodnicze obok P. plurivora stwierdzono takze P. cacto-
rum i P. citrophthora. Podobne zaleznos$ci zaobserwowano
rowniez w kanalach i stawach usytuowanych na terenie
gospodarstw szkolkarskich. Izolowane ze stawdéw 1 kana-
tow gatunki P. plurivora, P. cryptogea oraz P. citrophtho-
ra, to powszechne patogeny wystepujace w szkotkach roslin
ozdobnych. P. cactorum jest groznym patogenem nie~
ktérych podktadek wegetatywnych jabtoni (Bielenin i Bo-
recki 1970) oraz truskawek i agrestu (Meszka i Bielenin
2011), natomiast P. citrophthora to coraz czgsciej spotykany
czynnik chorobotwoérczy ro$lin iglastych, lisciastych oraz
bylin (Ptaszek 2008; Orlikowski i wsp. 2009). Obecnos¢
wyzej wymienionych gatunkéw Phytophthora w wodzie jest
zapewne zwiazana z ich wystgpowaniem w szkotkach.
Wczesniejsze badania Orlikowskiego (2006) wskazywaty na
wode jako zrodto gatunkéow rodzaju Phytophthora. Na
bukszpanie 1 zywotniku odmiany Fastigiata, podlewanymi
woda ze zbiornika znajdujacego si¢ na terenie szkolki,
stwierdzono symptomy zolknigcia pojedynczych pedow,
rozszerzajace si¢ stopniowo, a nast¢pnie ich brazowienie,
aw przypadku zywotnika zamieranie wierzchotkoéw pedow.
Analiza mikologiczna porazonych tkanek wykazala, ze
przyczyna choroby byt gatunek P. plurivora. Ghimre i wsp.
(2009) stwierdzili, ze na zro6znicowanie gatunkow
wystepujacych w wodzie ma wpltyw zakres i liczba upra-
wianych ro$lin, co potwierdzily przeprowadzone badania.
Sptywajacy ze szkotek nadmiar wody wraz z zarodnikami
Phytophthora trafia do rzek i zbiornikow wodnych, zanie-
czyszczajac je i umozliwiajac ich ponowne wprowadzenie
do uprawy podczas podlewania, przyczyniajac sig¢ tym
samym do ich rozprzestrzeniania.
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W warunkach laboratoryjnych wszystkie badane
izolaty Phytophthora, uzyskane z réznych zrodet wody,
kolonizowaty tkanki testowanych roslin. W dos$wiad-
czeniach z cyprysikiem Lawsona, najwolniejsze tempo
rozwoju nekrozy obserwowano na pedach zainokulo-
wanych kulturami P. cryptogea i P. plurivora, z kanatu
w szkolce D (tab. 1, 2). Najszybszym kolonizatorem
pedoéw cyprysika okazat si¢ izolat P. plurivora z rzeki
Okrzeszy i kanatu w szkoétce C (tab. 1), natomiast w przy-
padku P. cryptogea kultury izolowane z rosliny gospo-
darza oraz stawu w szkoétce C (tab. 2). W doswiadczeniach

z rozanecznikiem szybszy rozwdj nekrozy obserwowano,
gdy blaszki lisciowe inokulowano izolatami P. ci-
trophthora anizeli P. cactorum. Najbardziej patogeniczny
okazal si¢ izolat P. citrophthora z kanatu w szkolce C
(tab. 3). W testach z wierzba nie stwierdzono istotnych
réznic w szybkoS$ci rozwoju zgnilizny na zainokulowanych
pedach roslin (tab. 4). W celu spetnienia postulatéw Kocha
z tkanek z objawami chorobowymi reizolowano patogen
i ponownie potwierdzano jego przynalezno$¢ gatunkowa
za pomoca techniki tancuchowej reakcji polimerazy ze
starterami gatunkowo-specyficznymi.

Tabela 1. Kolonizacja pgdow cyprysika Lawsona odmiana Ellwoodii przez izolaty P. plurivora z rdznych zrédet wody
Table 1. Colonization of Lawsona cypress cultivar Ellwoodii shoot parts by P. plurivora from different sources of water

) ) Dhugo$é nekrozy [mm] po dniach od inokulacji
Zrodlo izolatow P. plurivora Length of necrosis [mm] days after inoculation
Source of P. plurivora isolates
7 13 20
Chamaecyparis lawsoniana 1340 17,4 ¢ 20,4 be
Kanat w szkotce C — Nursery canal C 12,0 b 17,6 ¢ 234 cd
Kanatl w szkétce D — Nursery canal D 7,9 a 11,5a 16,0 a
Rzeka Ner — Ner river 122 b 14,3 b 17,4 ab
Rzeka Okrzesza — Okrzesza river 144 b 20,4 d 242 d
Srednie w kolumnach, oznaczone ta sama litera, nie réznia sig istotnie (5%) wedhuig testu Duncana
Means within a column having letters in common do not differ significantly 5% according to Duncan’s test
Tabela 2. Kolonizacja pedow cyprysika Lawsona odmiana Ellwoodii przez izolaty P. cryptogea z rd6znych zrodet wody
Table 2. Colonization of cypress Lawsona cultivar Ellwoodii shoot parts by P. cryptogea from different sources of water
) ) Dtugos$é nekrozy [mm] po dniach od inokulacji
Zrodlo izolatow P. cryptogea Length of necrosis [mm] days after inoculation
Source of P. plurivora isolates
7 13 20
Chamaecyparis lawsoniana 13,6 ¢ 21,0c 24,5b
Kanat w szkotce D — Nursery canal D 8,6a 11,5a 13,8 a
Staw w szkotce C — Nursery pond C 139¢ 18,0b 21,4b
Staw w szkotce D — Nursery pond D 9,2 ab 12,6 a 153 a
Rzeka Ner — Ner river 109 b 133a 15,0a

Srednie w kolumnach, oznaczone ta sama litera, nie réznia sig istotnie (5%) wedhug testu Duncana
Means within a column having letters in common do not differ significantly 5% according to Duncan’s test

Tabela 3. Kolonizacja li§ci rozanecznika przez izolaty P. citrophthora oraz P. cactorum z réznych zroédet wody
Table 3. Colonization of Rhododendron leaf blades by P. citrophthora and P. cactorum from different sources of water

Z1ddlo izolatow Phytophthora spp. Diameter of necross ] days aftr mocutaton
Source of Phytophthora spp.

4 | 6
P. citrophthora
Kanat C — Nursery canal C 11,7 ¢ 19,0 ¢
Kanat D — Nursery canal D 9,0b 16,3 be
Rzeka Skierniewka — Skierniewka river 8,5b 13,0 ab
P. cactorum
Staw Radziwiltow — Radziwittow pond 7,3 ab 14,0 ab
Rzeka Ner — Ner river 6,1 a 10,6 a
Rzeka Zwierzyniec — Zwierzyniec river 7,1 ab 11,1a

Srednie w kolumnach, oznaczone ta sama litera, nie réznia sig istotnie (5%) wedhug testu Duncana

Means within a column having letters in common do not differ significantly 5% according to Duncan’s test
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Tabela 4. Kolonizacja pedow wierzby (Salix alba) przez izolaty P. lacustris z rd6znych zrédet wody 1 osadow dennych
Table 4. Colonization of willow (Salix alba) by P. lacustris from different sourse of water and sediments

o i . Srednica nekrozy [mm] po dniach inokulacji
Zrédto izolatow P. lacustris : . -
. Lenght of necrosis [mm] days after inoculation
Source of P. lacustris
4 | 6
Rzeki — Rivers
Okrzesza 10,1 a 32,6 b
Zwierzyniec 15,8b 35,3b
Staw w szkotce — Nursery pond
Staw w szkotce Z — Nursery pond Z 20,6 b 34,6 b
Osady denne — Sediments

Rzeka Skierniewka — Skierniewka river 16,6 b 35,6 b
Staw w szkotce C — Nursery pond C 19,6 b 26,0 a
Staw w szkotce D — Nursery pond D 19,5b 31,8b

Srednie w kolumnach, oznaczone ta sama litera, nie réznia sig istotnie (5%) wedhug testu Duncana
Means within a column having letters in common do not differ significantly 5% according to Duncan’s test

O wystgpowaniu i zagrozeniu roslin przez gatunki  Wnioski/ Conclusions
rodzaju Phytophthora dowodza takze badania Mac-
Donalda i wsp. (1994), Busha i wsp. (2003) oraz Orli- 1. W 10 analizowanych zrédtach wody stwierdzono

kowskiego 1 wsp. (2010). Ponadto doniesienia Ptaszek wystgpowanie gatunkow Phytophthora z dominacja:
iwsp. (2011) potwierdzaja chorobotworczosé izolatow P. lacustris, P. plurivora, P. cryptogea i P. citro-
P. citrophthora 1 P. cinnamomi uzyskanych z wody phthora.

w stosunku do 4 gatunkéw roslin. W badaniach tych 2. W warunkach laboratoryjnych potwierdzono chorobo-
wykazano, iz izolaty Phytophthora z wody kolonizuja tworczos¢ izolatow Phytophthora z tdznych zrddet
tkanki roslin w podobnym stopniu, jak z roslin wody wzgledem niektorych roslin  uprawianych
zywicielskich. Pozwala to na stwierdzenie, ze wyste- w szkoétkach kontenerowych.

powanie patogenéw rodzaju Phytophthora w wodzie 3. Uzyskane dane wskazuja na cieki i zbiorniki wodne,
stwarza realne zagrozenie dla ros$lin zaré6wno w $ro- jako istotne zrodta gatunkoéw Phytophthora.

dowisku uprawowym, jak i naturalnym.

Badania zostaty sfinansowane przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego, decyzja Nr 475/N-COST/
2009/0.
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