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1. WSTEP

Detekcja mikroorganizméw w wodzie i glebie byta od kilkudziesigciu lat przedmiotem
zainteresowania naukowcoOw zajmujacych si¢ mikroorganizmami glebowymi. Glownym
celem tych badan bylo stwierdzenie, czy w $rodowisku uprawy roslin wystepuja organizmy,
ktére mogg zagrozi¢ ich bezpieczenstwu i spowodowac straty zwigzane czg¢sto z masowym
ich wypadaniem. Wérod tych mikroorganizméw do najgrozniejszych naleza gatunki rodzaju
Phytophthora (Orlikowski i in. 2012a) okreslone przez Zentmyera i Thorna (1967) jako
czynniki destrukcyjne roslin (Phytophthora = plant destroyer) powodujace nekroze korzeni,
podstawy pedu oraz zgnilizng owocow (Erwin i Ribeiro 1996). Obok powszechnie znanego
gatunku P. infestans, sprawcy zarazy ziemniaka i pomidoréw opisanego w 1876 roku,
dotychczas wykryto 1 zidentyfikowano okoto 150 patogendéw tego rodzaju.

Badania prowadzone w Polce w ostatnich latach wskazuja na bardzo czgsta izolacje
omawianego rodzaju zarowno z chorych roslin, gleby jak 1 wody. Zwigzane jest to m.in. ze
wzrostem migdzynarodowego obrotu materiatem ro$linnym (Brasier 2008), zmiang
technologii uprawy roslin, gtdwnie z ich produkcja w pojemnikach 1 systematycznym
podlewaniem i nawozeniem (Orlikowski 2000). Duze ilo$ci wody, niezbedne do nawadniania
upraw, powoduja wzrost kosztow produkcji, a ograniczenie mozliwos$ci korzystania z wod
glebinowych powoduje, ze szkotkarze korzystajg z jej zrodel wykorzystujac lokalne cieki czy
tez wody stojace. Przy pobieraniu skazonej wody do podlewania roslin moze dochodzi¢ do
wnoszenia okreslonego gatunku patogena do uprawy (Orlikowski 2006).

Pierwsze dane o wystepowaniu tego rodzaju w wodzie dotyczg roku 1921 roku, gdy
Bewley i Buddin wykryli P. cryptogea w zbiorniku wodnym. Okres ostathiego 30-lecia to
wzrost zainteresowania woda jako jednym z istotnych Zrodet gatunkéw Phytophthora
zagrazajacych uprawie roslin. Podsumowaniem tych badan moze by¢ stwierdzenie Honga
i Moormana (2005), iz zakazona woda jest gldwnym, jesli nie jedynym zrédiem Phytophthora
spp. w szkotkach, sadach i1 warzywnikach. Ponadto woda jest niezbednym czynnikiem
w procesie formowania si¢ zarodni ptywkowych, z ktérych uwalniane sa zoospory, bedace
glownymi jednostkami infekcyjnymi. Bardzo istotne s3 rowniez badania nad detekcja
Phytophthora w ciekach wodnych, gdyz, jak stwierdzili Miligroom i Peever (2003), woda jest
gldownym zrédlem rozprzestrzeniania Phytophthora w okreslonym regionie, kraju, a nawet na
kontynencie. Potwierdzeniem tego jest bardzo szybkie rozprzestrzenienie si¢ P. alni,

przyczyny masowego wypadania olszy nad brzegami ciekow i zbiornikow wodnych oraz
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w lasach. Gatunek ten stwierdzono po raz pierwszy w Wielkiej Brytanii (Gibbs i in. 1999)
i w ciaggu kilku lat rozprzestrzenit si¢ on w Europie od Grecji az do Szwecji (Cech, 2004).

W Polsce, badania nad rolg wody jako zrdodia inokulum Phytophthora spp.
zapoczatkowat Orlikowski (2006), a ich celem bylo okreSlenie przyczyny zamierania
wierzchotkow roslin ozdobnych w szkotkach. Wéréd 21 gatunkéw wykrytych w Polsce,
do najgrozniejszych naleza P. alni, P. cactorum, P. cinnamomi, P. citrophthora, P. cryptogea,
P. nicotianae var. nicotianae, P. plurivora i P. palmivora. Roslinami zywicielskimi dla tych
patogenow sg warzywa, drzewa owocowe, lasy 1 uprawy roslin ozdobnych (Bielenin 1 Borecki
1970, Orlikowski i in. 2011, 2012a). Straty, z powodu pojawienia si¢ jednego z tych
patogenow, moga dochodzi¢ nawet do 80% (Orlikowski 1 Szkuta, 2008).

Izolacje Phytophthora z wody prowadzi si¢ gléwnie metodg pulapkows. Wybor
rosliny putapkowej uzalezniony jest od jej dostgpnosci na okreslonym terenie oraz potrzeby
wykrycia okreslonego gatunku Phytophthora. Dotychczas przeprowadzone badania wskazuja,
ze moga to by¢ nasiona, siewki, czesci nadziemne roslin, w tym owoce. Przez wiele lat jako
pulapki do wykrywania Phytophthora z gleby stosowane byly niedojrzate owoce, siewki
tubinu, a takze liscie réznych roslin. Umozliwiaty one detekcje patogenow tego rodzaju
wowczas, gdy liczebnos$¢ populacji patogena byta na tyle wysoka, ze zoospory mogty

skolonizowa¢ tkanki, a na ich powierzchni pojawialy si¢ nekrotyczne plamy.

2. CEL ZADANIA

Pierwsze gatunki Phytophthora spp., wykryte w sadach i szklarniach w Polsce to
P. cactorum i P. cryptogea (Bielenin i Boreckil970, Orlikowski 1978). W ciggu nast¢pnych
30 lat stwierdzono réwniez P. nicotianae var. nicotianae (Orlikowski 1981). Poczawszy od
ostatniej dekady XX wieku w polskich szkétkach roslin ozdobnych i le$nych, a takze w lasach
1 w wodzie stwierdzono 21 gatunkéw omawianego rodzaju. Wiekszo$¢ z nich to bardzo
grozne patogeny roslin. Wsrod nich P. cinnamomi, gatunek stwierdzony po raz pierwszy
w klimacie tropikalnym na Sumatrze w 1922 roku, notowano czesto w szkotkach roslin oraz
w wodzie (Orlikowski i in. 2012a). Swiadczy to o bardzo duzych mozliwosciach
przystosowawczych tego patogena, a takze innych gatunkéw rodzaju Phytophthora,
do naszych warunkéw klimatycznych.

Straty zwigzane z pojawieniem si¢ Phytophthora spp. wahajg si¢ od kilku do
kilkudziesieciu procent (Orlikowski i in. 2012a). Pierwsze badania Orlikowskiego (2006)
wskazaty na mozliwoséci wnoszenia P. citricola z woda w trakcie podlewania roslin. Dalsze

prace, prowadzone przez zespot pracownikow naukowych, wykazaty mozliwos$¢ zawlekania

Instytut Ogrodnictwa, Skierniewice Strona: 3z 15



Orlikowski L., Trzewik A., Ptaszek M.2013. Wykorzystanie putapek z rolin rézanecznika do monitorowania
wystepowania Phytophthora spp. w wodzie

z wodg do szkotki innych gatunkéw tego rodzaju (Orlikowski i in. 2008; 2010, Orlikowski
i Ptaszek 2010).

Biorgc pod uwage bardzo duzg szkodliwo$¢ gatunkow rodzaju Phytophthora
1 corocznie wzrastajace zagrozenie roslin przez te patogeny, jak réwniez konieczno$é
ograniczenia ich rozprzestrzeniania si¢, podjeto badania nad opracowaniem skutecznej
metody szybkiej detekcji Phytophthora w wodzie, ktora bedzie powszechnie dostgpna przez
caly rok oraz prosta w stosowaniu. Detekcja organizmow chorobotworczych w wodzie
wykorzystywanej do nawadniania upraw bedzie wskaznikiem do podjecia odpowiednich

krokoéw w celu zapobiegania masowemu rozprzestrzenianiu si¢ chorob roslin w szkotkach.

3. METODA PULAPKOWA

Do detekceji wykorzystuje si¢ jako putapki wierzchotkowe liScie r6zanecznika. Pedy
wierzcholkowe, zawierajace co najmniej 8 lisci, Scina si¢ z roslin uprawianych
w pojemnikach, wolnych od czynnikow chorobotworczych oraz nie traktowanych
fungicydami. Po S$cigciu pedy pakuje si¢ do workow foliowych i1 przewozi w miejsce
pulapkowania. Nast¢pnie pedy rozanecznika przewigzuje si¢ sznurkiem i wrzuca do wody
w odleglosci okoto 1 m od brzegu rzeki badz zbiornika wodnego tak, aby blaszki liSciowe
w calosci zanurzone byly w wodzie (Fot. 1A 1 1B). W zaleznosci od terminu putapkowania
liScie przetrzymuje si¢ w wodzie od 3 do 5 dni. Po tym okresie wyjmuje si¢ je z wody
1 wktada do workéw foliowych. Jezeli w danym zrodle wody wystepowaty gatunki rodzaju
Phytophthora, na  blaszkach  liSciowych  rdzanecznika mozna  zaobserwowac
charakterystyczne, ciemnozielone plamy bedace miejscami infekcji tkanki przez zoospory
(Fot. 1C). Probke etykietuje si¢ z podaniem daty i lokalizacji putapkowania i1 przewozi do
laboratorium, gdzie liscie sa ptukane pod woda biezaca, nastepnie w wodzie destylowanej i po
osuszeniu okresla si¢ liczbe nekrotycznych plam na blaszkach liSciowych jako miarg
liczebnosci Phytophthora w danym zbiorniku czy cieku wodnym. Nastepnie putapki lisciowe

poddaje si¢ analizie mikologiczne;.
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Fot. 1. Putapkowanie w kanale zlokalizowanym
na terenie szkotki roslin ozdobnych oraz
charakterystyczne, nekrotyczne plamy bedace
miejscami infekcji przez zarodniki ptywkowe

Phytophthora spp.

4. 1ZOLACJA MIKROORGANIZMOW

W celu izolacji mikroorganizméw, liscie putapkowe umieszcza si¢ w komorze
z laminarnym przeplywem powietrza i sterylizuje nad ptomieniem palnika. Z nekrotycznych
plam wycina si¢ skalpelem ok. 3 mm eksplantaty na pograniczu zdrowej 1 chorej tkanki
1 umieszcza w szalkach Petriego o srednicy 90 mm z pozywka PDA (Potato Dextrose Agar)
lub pozywka selektywng PARP (Jeffers i Martin 1986). Na kazda szalke Petriego wyktada si¢
zazwyczaj po 20 eksplantatdow w 4 powtdrzeniach. Szalki inkubuje si¢ w cieplarce w 25°C.
W ciggu 24-72 godzin inkubacji szalki przeglada si¢ bardzo doktadnie pod mikroskopem
$wietlnym, oceniajac strzgpki wyrastajagce  wokol wylozonych inokuléw (Fot. 2).
W przypadku stwierdzenia obecnosci strzepek Phytophthora spp. inokula patogena
przeszczepia si¢ na S$wieza pozywke PDA. Po uzyskaniu czystych kultur izolaty
reprezentacyjne poddaje si¢ identyfikacji na podstawie ich cech morfologicznych oraz

z wykorzystaniem technik biologii molekularnej.
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Fot. 2. Kultury Phytophthora wyrastajace z wylozonych eksplantatow pobranych z lisci
putapkowych

5. IDENTYFIKACJA

Identyfikacje wyizolowanych kultur prowadzi si¢ w oparciu o ich cechy
morfologiczne t.j. wyglad i charakter strzgpek na podlozach agarowych (Fot. 3A), sposdb
tworzenia si¢ (proliferacja wewnetrzna badz zewnetrzna) oraz typ zarodni ptywkowych
(papillate, semipapillate i nonpapillate) (Fot. 3B), obecno$¢ organéw rozmnazania
plciowego, cechy morfologiczne oogoniéw, anteridiow (parageniczne, amfigeniczne) i oospor
(sposdb utozenia w oogonium i grubos$¢ S$ciany) (Fot. 3C) oraz obecno$¢ lub brak

chlamydospor (Fot. 4D).

£\

Fot. 3 A-D. Cechy diagnostyczne wykorzystywane przy identyfikacji morfologicznej
Phytophthora spp.

Uzyskane wyniki potwierdza si¢ za pomocg technik biologii molekularnej. Genomowe
DNA izoluje si¢ z czystych kultur patogena stosujac metod¢ opisang przez Wiejacha i in.
(2002) (Fot. 4A) i przeprowadza si¢ reakcje PCR ze starterami gatunkowo-specyficznymi
(Tab. 1, Fot. 4B), trawienie enzymami restrykcyjnymi fragmentu ITS (Internal Transcribed
Spacer) (Fot. 4C, D) oraz jego sekwencjonowanie. Warunki reakcji ze starterami gatunkowo-

specyficznymi (profil termiczny i sktad mieszaniny reakcyjnej) zostaty dobrane empirycznie,
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a standardowy sklad mieszaniny reakcyjnej, o objetosci koncowej 15 ul wynosi: 15ng DNA,
0,3 U polimerazy Taq (Fermentas), 0,4 uM kazdego startera, 50 uM kazdego dNTP oraz 1,5
mM Mg,Cl. Produkty PCR wybarwia si¢ bromkiem etydyny i rozdziela na 1,4% zelach
agarozowych przy napigciu 4 V/ecm. W przypadku gatunkéw P. humicola i P. gonapodyides
stosuje si¢ trawienie powielonego fragmentu ITS (Internal Transcribed Spacer) enzymami
restrykcyjnymi Rsal, Alul oraz Mspl (Fermentas). Skiad mieszaniny reakcyjnej do
namnazania regionu ITS, o koncowej objetosci 25 pl wynosi: 25ng DNA, 0,5 U polimerazy
Taq (Fermentas), 0,5 uM starterow ITS4/ITS6, 50 uM kazdego dNTP oraz 1,5 mM Mg,Cl,
natomiast sktad mieszaniny reakcyjnej dla enzymoéw Alul badz Mspl (Fermentas) zawiera:
1 x stezony bufor Y* Tango, 15 pl produktu reakcji PCR ze starterami 1TS4/ITS6 oraz
4 U enzymu, a dla Rsal (Fermentas) wynosi: 1 x st¢zony bufor Tango, 15 ul produktu reakcji
PCR ze starterami ITS4/ITS6 oraz 6 U enzymu. Produkty trawienia wybarwia si¢ bromkiem
etydyny i rozdziela si¢ na 2% zelach agarozowych przy napieciu 4 V/cm.

Tabela 1. Startery gatunkowo-specyficzne wykorzystywane w identyfikacji Phytopthora spp.

Wykrywany Pary Sekwencja nukleotydow 5
gatunek . R Zrodlo
starterow starterow 5’ — 3
patogena
ADF1 tac tgt ac gaa agt cct
P. cactorum g1 999 ardan ey Boersma i in. 2000
ADR1 ccg att caa aag cca agc aac t
DC4 tta gtt ctagtccc
P. cambivora J7 999 995 1 Boersma i in. 2000
DC5 cgc cga ctg gcc aca cag
) ) DC9 aac tga gct agt agc ctc tc o
P. cinnamomi Boersma i in. 2000
DC5 cgc cga ctg gcc aca cag

CRYF2 cgg ttt tcg gct ggc tgg g o
P. cryptogea Boersma i in. 2000
CRYR2 cag ctt gcg cca gaa cag ac

Ctphl gtc gac gtc ctg ctt ggc act ctg

) Ersek i in. 1994
P. citrophthora Ctph2 cgg tgc tce geg act gtt gt cac

) Phl-Fw cta taa ttc ggg ggc ttg ctc _
P. lacustris Nechwatal i Mendgen 2006
Phl -Rew | gtt cat acc gct gca gca gg

CITR1 tct tgc ttt ttt tgc gag cc
P. plurivora Schubert i in. 1999
CITR2 cgc acc gag gtg cac aca aa

Phytophthora ITS4 ttc tcc gcet tat tga tat gc
Cooke i Duncan 1997

spp. ITS6 gaa ggt gaa gtc gta aca agg
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Fot. 4A. Obraz elektroforetyczny genomowego DNA wyizolowanego z czystych kultur
gatunkow rodzaju Phytophthora

1 2 3 4 5 6 7 8 9101112KNM

Fot. 4B. Rozdzial elektroforetyczny produktéw uzyskanych w reakcji PCR przy uzyciu
starterow Phl-Fw/Phl-Rew dla P. lacustris. Sciezka 1 — izolat referencyjny P 245
P. lacustris, 2-10 i 12 izolaty P. lacustris otrzymane z lisci putapkowych ro6zanecznika, 11:
brak P. lacustris w probie, KN: kontrola negatywna, M: 3000bp Ladder (GenoPlast)

P. gonapodyides P. humicola
1 2 3 4 5 6 7 M 12 3 4 5 6 7 8 9

Fot. 4C-D. Rozdziat elektoforetyczny produktow trawienia enzymem Mspl. C: P. gonapodyides:
Sciezka 1- izolat referencyjny P. gonapodyides, 2-6- izolaty P. gonapodyides otrzymane
z lisci putapkowych rézanecznika. D: P. humicola: $ciezka 1-izolat referencyjny P. humicola,
2-4, 7 1 9- izolaty P. humicola otrzymane z lisci putapkowych rozanecznika, 5,6 i 8-brak
P. humicola w probie
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6. GATUNKI PHYTOPHTHORA WYKRYTEW WODZIE

Zastosowanie lisci rézanecznika jako pulapek umozliwilo wykrycie 9 gatunkow
Phytophthora w badanych zrédlach wody (Tab. 2). Najwigksza rdéznorodnos¢ gatunkowa
odnotowano w latach 2010 oraz 2012. Corocznie izolowano z wody P. lacustris,
P. gonapodyides, P. citrophthora i P. plurivora. Dwa ostatnie gatunki sg znanymi patogenami

roslin ozdobnych.

Tabela 2. Gatunki Phytophthora wyizolowane z réznych zrédet wody przy uzyciu lisci
putapkowych rézanecznika

Gatunki Lata pulapkowania
Phytophthora 2010 2011 2012 2013

P. cactorum + +
P. cambivora +

P. cinnamomi +

P. citrophthora + + + +
P. cryptogea + +

P. gonapodyides + + + +
P. humicola + +

P. lacustris + + + +
P. plurivora + + + +

Ponadto w roku 2011 prowadzono monitorowanie wystgpowania Phytophthora
w rzece Kurowce w zaleznosci od umiejscowienia putapek z lisci rozanecznika w lustrze
wody. Uzyskane dane wskazuja na wystepowanie w rzece P. citrophthora i P. lacustris. Obu
gatunkow nie stwierdzono, gdy pulapki zastawiono w rzece przed szkotka (poza dnem rzeki).
Kilkakrotnie wigcej izolatow Phytophthora stwierdzono na lisciach putapkowych,

zastawionych w rzece na terenie szkotki, anizeli poza nig (Tab. 3).
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Tabela 3. Detekcja Phytophthora spp. z rzeki w zaleznosci od umiejscowienia putapek

i glgbokosci ich zanurzenia

Umiejscowienie | Umiejscowienie Liczba uzyskanych Wykryte gatunki
pulapek pulapek w lustrze izolatow
wody
Kuréwka przed powierzchnia 2 -
szkolkg srodek - -
dno 2 P. lacustris
Kuréwka powierzchnia 9 P. citrophthora
posrodku szkotki srodek 7 P. lacustris
dno 7 P. lacustris
Kuréwka za powierzchnia 1 P. lacustris
szkolka srodek 2 P. citrophthora
dno 0 P. lacustris

Badania nad wystgpowaniem Phytophthora w roznych zrodtach wody za pomoca
metody pulapkowej w 2012 roku wskazuja na wigkszg réznorodnos¢ gatunkowa w stawach
usytuowanych na terenie szkolek roslin ozdobnych anizeli w rzekach. Zwigzane jest to
zapewne z bardzo szerokim zakresem roslin zywicielskich dla omawianego rodzaju.
Niezaleznie od kwartalu detekcji, w badanych zrodtach wody stwierdzano P. lacustris

i P. gonapodyides (Tab. 4).

Tabela 4. Wystepowanie gatunkow Phytophthora w wodzie z zaleznosci od kwartatu
putapkowania i zrodta wody roku 2012

Zr6dia wody I Kwaﬁta{y T Vi
Rzeki P. lacustris P. lacustris P. lacustris P. lacustris
P. gonapodyides | P. gonapodyides | P. gonapodyides
Staw w szkolce | P. lacustris P. lacustris P. lacustris P. lacustris
P. gonapodyides | P. gonapodyides | P. gonapodyides | P. gonapodyides
P. humicola P. humicola
P. citrophthora | P. plurivora
P. plurivora P. cactorum
P. cryptogea
Kanat w szkotce | P. lacustris P. lacustris P. lacustris P. lacustris
P. humicola P. plurivora P. gonapodyides
P. humicola

7. ZAGROZENIE ROSLIN PRZEZ GATUNKI PHYTOPHTHORA

Na obecnym etapie badan nad wystgpowaniem i szkodliwoscig Phytophthora spp.
w Polsce mozemy stwierdzi¢, ze w wielu szkotkach roslin ozdobnych, korzystajacych

z innych zrédet wody anizeli studnie glgbinowe, gatunki tego rodzaju moga by¢ wnoszone do
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upraw w trakcie podlewania i nawozenia, przy wykorzystywaniu wody z lokalnych ciekow
i zbiornikow wodnych, w tym usytuowanych w szkotkach. O szkodliwosci P. plurivora
(dawna nazwa gatunkowa P. citricola), gatunku wnoszonego do szkolki z woda, Swiadcza
wyniki  Orlikowskiego (2006). Stwierdzono woOwczas, ze powodem zamierania
wierzchotkowych pedow zywotnika, zotkniecia pedow bukszpanu i plamistosci lisci
rézanecznika, jest P. plurivora, ktéry izolowano z 3 zbiornikéw z ktorych pobierano wodg do
zraszania roslin, usytuowanych ponizej poziomu szkotki.

W celu potwierdzenia zagrozenia jakie niesie ze sobg obecnos¢ w wodzie gatunkoéw
Phytophthora, izolaty uzyskane z réznych zrodet wody wykorzystano do przeprowadzenia
testow patogenicznosci, w ktorych organy badanych roslin inokulowano krazkami pozywki
przerosnigtymi strzepkami Phytophthora spp. (Orlikowski i in. 2012b)

W dos$wiadczeniach z cyprysikiem Lawsona, najwolniejsze tempo rozwoju nekrozy
obserwowano na pedach zainokulowanych kulturami P. cryptogea i P. plurivora z kanatu
w szkotce D (Tab. 5, 6). Najszybszym kolonizatorem pedow cyprysika okazal si¢ izolat
P. plurivora z rzeki Okrzeszy i kanalu w szkoice C (Tab. 5), natomiast w przypadku

P. cryptogea kultury izolowane z ro$liny gospodarza oraz stawu w szkotce C (Tab. 6).

Tabela 5. Kolonizacja pedéw cyprysika Lawsona odmiana Ellwoodii przez izolaty
P. plurivora z r6znych zrodet wody

, ) Dhugos¢ nekrozy [mm] po dniach od inokulacji
Zrodlo izolatéw P. plurivora
7 13 20

Chamaecyparis lawsoniana 13,4 b 174 ¢ 20,4 bc
Kanat w szkolce C 120b 176 ¢ 23,4 cd
Kanat w szkdlce D 79a 115a 16,0 a
Rzeka Ner 12,2 b 14,3 b 17,4 ab
Rzeka Okrzesza 14,4 b 20,4 d 24,2 d

Srednie w kolumnach, oznaczone ta sama litera, nie réznig sie istotnie (5%) wg testu Duncana

Tabela 6. Kolonizacja pedéow cyprysika Lawsona odmiana Ellwoodii przez izolaty
P. cryptogea z réznych zrédet wody

, Dhugos$¢ nekrozy [mm] po dniach od inokulacji
Zrédlo izolatow P. cryptogea
7 13 20

Chamaecyparis lawsoniana 13,6 ¢C 210c 245Db
Kanatl w szkolce D 8,6a 115a 13,8a
Staw w szkolce C 139 ¢ 18,0b 214Db
Staw w szkolce D 9,2 ab 12,6 a 15,3 a
Rzeka Ner 10,9 b 13,3 a 15,0 a

Srednie w kolumnach, oznaczone ta sama litera, nie réznig sie istotnie (5%) wg testu Duncana
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W innych do$wiadczeniach z rézanecznikiem szybszy rozwoj nekrozy obserwowano,
gdy blaszki lisciowe inokulowano izolatami P. citrophthora anizeli P. cactorum. Najbardziej
patogeniczny okazatl si¢ izolat P. citrophthora z kanalu w szkolce C (Tab. 7). W testach
z wierzbg nie stwierdzono istotnych ro6znic w szybko$ci rozwoju zgnilizny na
zainokulowanych pedach roslin (Tab. 8). W celu spelienia postulatow Kocha z tkanek
z objawami chorobowymi reizolowano patogena i ponownie potwierdzano jego
przynalezno$¢ gatunkowg za pomocg techniki tancuchowej reakcji polimerazy ze starterami

gatunkowo-specyficznymi.

Tabela 7. Kolonizacja liSci rozanecznika przez izolaty P. citrophthora oraz P. cactorum
z 10znych zrodet wody

Zrédio izolatow Phytophthora spp. Srednica nekrozy [mm] po dniach inokulacji
4 \ 6

P. citrophthora

Kanat C 11,7c¢c 19,0c

Kanat D 90b 16,3 bc

Rzeka Skierniewka 85hb 13,0 ab

P. cactorum

Staw Radziwiltow 7,3 ab 14,0 ab

Rzeka Ner 6,1 a 10,6 a

Rzeka Zwierzyniec 7,1ab 11,1a

Srednie w kolumnach, oznaczone ta sama litera, nie réznig sie istotnie (5%) wg testu Duncana

Tabela 8. Kolonizacja pedow wierzby (Salix alba) przez izolaty P. lacustris z roznych zrodet
wody 1 osadéw dennych

Frodto izolatoéw P. 1acustris Srednica nekrozy [mm] po dniach inokulacji
4 | 6

Rzeki
Okrzesza 10,1a 326b
Zwierzyniec 15,8 b 35,3 Db
Staw w szkolce
Staw w szkolce Z 20,6 b 346D
Osady denne
Rzeka Skierniewka 16,6 b 35,6 b
Staw w szkolce C 196 b 26,0a
Staw w szkolce D 195b 31,8b

Srednie w kolumnach, oznaczone ta sama litera, nie réznig si¢ istotnie (5%) wg testu Duncana
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Przedstawione wyniki wskazuja, ze izolaty Phytophthora otrzymane z wody
kolonizuja tkanki ro$lin w podobnym stopniu, jak z ro$lin zywicielskich. Pozwala to na
stwierdzenie, ze wystgpowanie patogenéw rodzaju Phytophthora w wodzie stwarza realne
zagrozenie dla roslin zarbwno w $rodowisku uprawowym, jak i naturalnym. Z tego powodu
systematyczne monitorowanie zrodet wody pod katem wystgpowania w nich Phytophthora
spp. jest bardzo wazne w integrowanej ochronie roslin przed chorobami, umozliwiajace

wykrycie czynnika chorobotworczego zanim zostanie on zawleczony do nasadzen.
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