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Streszczenie

Wykorzystaniem roélin lub ich cz¢$ci do wykrywania gatunkéw
Phytophthora z gleby 1 wody zainteresowano si¢ w drugiej potowie XX
wieku. Dzigki zastosowaniu owocow roznych gatunkow roslin ich siewek
lub fragmentow, izolowano z gleby i wody najgrozniejsze gatunki tego
rodzaju. Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie przydatnosci
liSci rézanecznika jako putapki do detekcji z wody oraz z podtozy ogrod-
niczych gatunkow rodzaju Phytophthora, Cylindrocladium scoparium,
form specjalnych Fusarium oxysporum i Rhizoctonia solani. Przy izolacji
Phytophthora z rzeki, kanatu i stawu wierzchotkowe liscie rozanecznika
umieszczano na powierzchni wody i po 4-5 dniach okreslano liczbe ne-
krotycznych plam. Ich czesci wyktadano na pozywke PDA w celu izola-
cji 1 identyfikacji gatunkow tego rodzaju. Przy detekcji innych gatunkéw
i form spec. F. oxysporum, liscie rozanecznika wyktadano do wodnej za-
wiesiny podtozy w kuwetach 1 po 3-5 dniach liczono liczbg nekrotycznych
plam na ich powierzchni. Fragmenty nekrotycznych tkanek wyktadano na
pozywke PDA w celu izolacji i identyfikacji uzyskanych kultur do gatun-
ku. Uzyskane wyniki wykazaty, iz metoda putapkowa oparta na liSciach
r6zanecznika moze by¢ z powodzeniem stosowana do detekcji z wody
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i gleby najgrozniejszych patogenow glebowych roslin. Metoda jest pro-
sta, mozliwa do wykorzystania przez calty rok i powszechnie dostgpna.

Stowa kluczowe: liscie rozanecznika, detekcja, patogeny glebowe,
woda, podtoza

Summary

Utilisation of plants or their parts for detection of Phytophthora
from soil and water was the interesting object in the second part of XX
century. Using of fruits, seedlings, seeds of different plant species gave
possibility to detect the most dangerous pathogens. In this study the effec-
tiveness of rhododendron leaves as the bait for detection of Phytophthora,
Cylindrocladium scoparium, formae spec. of Fusarium oxysporum and
Rhizoctonia solani from water and horticultural substrate was estimated.
During the detection of Phytophthora from river, canal and water container
rhododendron top leaves were placed on the surface of water and after 4-5
days number of necrotic spots/leaf was estimated. Parts of necrotic spots
were transplanted on PDA medium for isolation and identification of spe-
cies. In the detection of other species from substrate, rhododendron leaves
were placed in the water suspension of soil and after 3-5 day-incubation
number of necrotic spots /leaf was calculated. The necrotic spot parts were
transferred on PDA medium for isolation and identification of fungal spe-
cies. Results obtained indicated on rhododendron leaves as satisfactory
bait for detection of the most dangerous pathogens from water and soil.
The method is easy for application and may be used for all year round.

Key words: rhododendron leaves, detection, soilborne pathogens,
water, substrate

WPROWADZENIE

Wykrywajac patogeny z porazonych korzeni lub pedow roslin badacze
staraja si¢ ustali¢ roéwniez zrodto ich pochodzenia. Najblizszym z nich jest gle-
ba lub podtoza ogrodnicze oraz woda stosowana do podlewania badZz nawad-
niania. Jest bardzo prawdopodobne, Ze juz w starozytno$ci na nawadnianych
plantacjach roslin wystepowaly straty z powodu porazania korzeni i podstawy
roslin przez patogeny glebowe. Brakuje jednak danych dotyczacych tego pro-
blemu. W 1921 roku Bewley i Buddin wykryli Phytophthora cryptogea w wo-
dzie przeznaczonej do podlewania roslin. Mingto jednak potwiecze zanim na-
ukowcy zainteresowali si¢ gleba, a zwlaszcza wodg jako zrodtem organizmow

546



Wykorzystanie putapek roslinnych...

chorobotworczych. Thompson i Allen (1974) wykryli w wodzie 50 rodzajow
grzybow i organizmow grzybopodobnych, z czego V4 stanowity patogeny roslin.
Wsrod mikroorganizméw wyizolowanych z wody przez Honga i Moormana
(2005), 70 gatunkow nalezato do organizméw grzybopodobnych, 8 — bakterii,
10 — wiruséw, a 13 — pasozytniczych nicieni.

Czy warto si¢ wiec tym problemem zajmowac? Odpowiedz znajduje si¢
w stwierdzeniu Miligrooma i Peevera (2003), ze woda moze by¢ najczgstszym
1 najlatwiejszym zroédltem rozprzestrzeniania patogendw w okreslonym rejonie,
kraju, a nawet kontynencie. Przyktadem moze by¢ fytoftoroza olszy powodowa-
na przez Phytophthora alni. Gatunek ten stwierdzono omal w tym samym czasie
w Wielkiej Brytanii i we Francji (Gibbs 1 in. 1999, Streito i in. 2002). W ciagu
5 lat patogen rozprzestrzenit si¢ od Grecji az do krajow skandynawskich, w tym
rowniez w Polsce (Cech i Brandtstetter 2004, Orlikowski i in. 2003). Istnieje
wiec potrzeba szybkiej, prostej w zastosowaniu, taniej i mozliwej do przeprowa-
dzenia przez caty rok detekcji patogendw z wody i gleby. Zdaniem Bakera i Mat-
kina (1978) szczegoblnie istotne sa tu gatunki rodzaju Pythium i Phytophthora,
ktore w obecnosci wody tworzg zoosporangia, z ktorych uwalniajg si¢ dwuwi-
ciowe zoospory, tatwo przemieszczajace si¢ w wodzie. Na zagrozenie cickow
i zbiornikow wodnych przez gatunki Phytophthora oraz ich szkodliwo$ci dla
roslin wskazuja badania Orlikowskiego i in. (2012). Szybko rosngcy, miedzy-
narodowy obrot materiatem roslinnym (Brasier 2008) spowodowal, ze w mi-
nionym ¢wier¢wieczu zawleczono do kraju dotychczas nie notowane gatunki
Cylindrocladium 1 formy specjalne Fusarium oxysporum, a takze Rhizoctonia
solani. Mozliwosci szybkiego wykrywania patogenéw z wody i gleby szukano
juz poczawszy od potowy XX wieku. Z uwagi na czgste wykrywanie w wodzie
i glebie Phytophthora spp., temu rodzajowi poswiecono najwigcej uwagi.

Dane przedstawione w tabeli 1 wskazuja, ze do detekcji Phytophthora wy-
korzystywano rézne gatunki roslin i ich organy. Najczesciej stosowanymi byty
owoce, w tym jabtka i gruszki, wyktadane do roztworu glebowego Iub tez za-
kazong glebe umieszczano w otworach w owocach i po stwierdzeniu nekrozy
migzszu wyktadano jego cze$ci na pozywki, w celu izolacji 1 okreslenia gatunku
Phytophthora (Dance i in. 1975, Jenkins 1962, Klemmer i Nakano 1962, Klotz
i deWolfe 1955, Mclntosh 1964, Molot i Beyeries 1976, Tsao 1960, Zentmyer
1980). Zadawalajace wyniki uzyskiwano rowniez stosujgc do detekcji nasiona
konopi lub szafranu, siewki tubinu, eukaliptusa i liScie cytryny (Dance i in. 1975,
Harris i Bielenin 1986, loannou i Grygam 1977, Lee i Varghese 1974, Pratt i He-
athem 1972, Erwin i Ribeiro 1996). Hansen i Delatour (1999) z powodzeniem
stosowali putapki roslinne do wykrywania Phytophthora spp. w rzekach prze-
ptywajacych przez lasy.
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Tabela 1. Wykorzystanie putapek roslinnych do detekcji gatunkow Phytophthora

z gleby 1 wody

Table 1. Utilisation of plant baits for detection of Phytophthora species
from soil and water

czesci chorej tkanki
na pozywke

Gatunki
Phytophthora | Rodzaj putapek Sposob putapkowania Autorzy
Phytophthora Kind of baits Baiting manner Authors
species
zanurzy¢ owoce na kilka dni
. . . w zawiesinie gleby. Wylozy¢ Mclntosh (1964)
jablka i gruszki fragmenty znekrotyzowanych Schwinn (1961)
tkanek na pozywke PDA
zanurzy¢ siewki w zawiesi-
51§Wk1 jabloni nie gleby na 14 dni. Wylozy¢ Harris i Biclenin (1986)
P, cactorum i szafranu fragmenty znekrotyzowanych
tkanek na PDA
do otworéw w niedojrzatych
owocoéw doda¢ wilgotnej, zaka-
owoce truskawek | zonej gleby. Wylozy¢ fragmen- | Molot i Beyries (1976)
ty znekrotyzowanych tkanek
na pozywke
.. .| otoczy¢ owoce zawiesing gleby
owoce i siewki | © ik dni, siewki wysadzié | Zentmyer (1980)
awokado LT
do zakazonej ziemi
owoce ereinfruta zanurzy¢ w zawiesinie zakazo-
. grep nej gleby. Fragmenty znekroty- Klemmer
i ukorzenione . .
. zowanych tkanek wylozy¢ i Nakano (1962)
sadzonki .
. . na pozywke
P. cinnamomi - -
zanurzy¢ w roztworze porazo-
siewki tubinu nej gleby na 5 dni i wylozy¢ Pratt i Heather (1972)

igly cedru
i sosny

Zanurzy¢ w zawiesinie gleby na
3 dni i porazone tkanki wytozy¢
na pozywke

Dance i wsp. (1975)

P. citrophthora
P. cryptogea
P. drechsleri
P. plurivora

owoce awokado,
jabtoni, gruszy,
cytryny, liscie
eukaliptusa i azalii,
siewki tubinu

Zanurzy¢ owoce lub liscie
w zawiesinie gleby na kilka dni,
posadzi¢ siewki do zakazone;j
gleby. Wylozy¢ czgéci porazo-

nych tkanek na pozywke

Dance i wsp. (1975)
Klotz i DeWolfe (1958)
Tsao (1960)
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Gatunki
Phytophthora | Rodzaj putapek Sposob putapkowania Autorzy
Phytophthora Kind of baits Baiting manner Authors
species

Zanurzy¢ owoce w wilgotnej | Klotz i DeWolfe (1958)

owoce cytryny, po- . . . . .
P nicotianae | maraticzy, papryki, glebie na kilka dni. Wylozy¢ Jenkins (1962)

L L liscie na powierzchnig gleby. Tsao (1960)
var. nicotianae | pomidorow, jablo- . . .
ni. ligcie tvioni Wytozy¢ fragmenty porazonych| Lee i Varghese (1974)
’ yront tkanek na pozywke Ioannou i Grogan (1977)

owoce roznych
gatunkow roslin
Wiele gatunkow| 1 siewki, liscie

Owoce, nasiona i siewki zanu-
rzy¢ w zawiesinie zakazonej
gleby na kilka dni. Wylozy¢ Themann i in. (2002)

Phytophthora ro;anecznlka,. czesci porazonych tkanek
nasiona konopi na pozvwk
i szafranu pozywke

Celem pracy jest przedstawienie mozliwos$ci wykorzystania putapek z lisci
rozanecznika do detekcji patogenow z rodzajow Phytophthora, Cylindrocladium
scoparium, form specjalnych Fusarium oxysporum i Rhizoctonia solani z wody
oraz z podtozy ogrodniczych.

MATERIAL I METODY

Detekcja Phytophthora spp. z wody

Badania nad wystgpowaniem gatunkdéw Phytophtora przeprowadzono
w rzece, przeptywajacej przez tereny ogrodnicze, w kanale oraz stawie usytu-
owanych w szkoétce kontenerowej produkujacej drzewa i krzewy lisciaste i igla-
ste, w okresie od kwietnia do wrzesnia 2012 roku. W odstepach miesi¢cznych
wierzchotki pedow rozanecznika odmiany Nova Zembla, zawierajacych co naj-
mnigej 8 lisci, umieszczano okoto 1,5 m od brzegu tak, aby dolna strona blaszek
byta zanurzona w wodzie. Po 4-5 dniach pulapki wyjmowano z wody, wktadano
do workéw plastikowych i przewozono do laboratorium. Po doktadnym optu-
kaniu i osuszeniu pomigdzy 2 warstwami sterylnej bibuly filtracyjnej, na kazdej
z blaszek liczono liczbe nekrotycznych plam. Nastepnie blaszki odkazano nad
ptomieniem palnika i okolo 5 mm fragmenty nekrotycznych plam wyktadano
po 20 sztuk na szalki o $rednicy 90 mm, z pozywka ziemniaczano-glukozowa
(PDA). Po 24-48 godzinach inkubacji szalek w 25°C okreslano liczbe kolo-
nii wyrastajacych z wytozonych czesci nekrotycznych plam. Wybrane kultury
przeszczepiano na skosy z PDA, w celu uzyskania izolatow do identyfikacji.
Prowadzono ja na podstawie cech morfologicznych kultur i potwierdzano stosu-
jac techniki biologii molekularne;.
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Detekcja patogenow glebowych z podlozy ogrodniczych

W badaniach uwzgledniono:

1. Cylindrocladium scoparium i podtoza zakazone przez ten gatunek, po-
brane spod wrzosow, kufei, cissusa, pelargonii i r6zanecznika.

2. Podloza zakazone przez formy specjalne Fusarium oxysporum pobrane
spod zamierajacych roslin eustomy, gozdzika i papryki.

3. Podtoza zakazone przez Rhizoctonia solani, pobrane spod porazonej eu-
stomy, fikusa, r6zanecznika i tamaryszka.

Po doktadnym wymieszaniu podioza, usuwano z niego resztki korzeni
i ewentualne li§cie. Nastgpnie 0,5 1 podtoza wsypywano do kuwet fotograficz-
nych o wymiarach 35x25x5 cm i zalewano woda destylowana tak, aby nad jego
powierzchnig byto okoto 1 cm wody. Do kazdej z kuwet wktadano po 8 lisci
r6zanecznika w ten sposob, aby dolna strona blaszek byta pod wodg i okrywa-
no cienkg folig. Po 4-5 dniach inkubacji w 22-24°C liscie wyjmowano, myto
doktadne pod woda biezaca, osuszano i na kazdej blaszce liczono liczbe ne-
krotycznych plam. Dalszy sposob postgpowania byt taki sam jak przy detekcji
Phytophthora spp. z wody.

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Zastosowanie lisci wierzchotkowych rézanecznika odmiany ‘Nova Zem-
bla’ umozliwito detekcje Phytophthora spp. z wody. Gatunki tego rodzaju wy-
krywano przez caly okres wegetacji, niezaleznie od zrédta wody (tab. 2). Analiza
liczby nekrotycznych plam na lisciach putapkowych wskazuje, ze byto ich okoto
3-krotnie wiecej, gdy wyktadano je do rzeki w kwietniu i maju i okoto 2-krot-
nie wigcej we wrzesniu, w porownaniu do miesigcy letnich. W badanym kanale
przeplywajacym przez szkotke, w wiekszosci miesiecy stwierdzano na lisciach
putapkowych od 11 do 16 nekrotycznych plam. Tylko w lipcu byto ich 2-krotnie
mniej. Z kolei w stawie, usytuowanym w szkotce, najwiecej plam na lisciach
wylozonych do wody stwierdzono w maju, a nastepnie w kwietniu i we wrzesniu
(tab. 2). Dane te wskazuja, ze nawozenie i ochrona ros$lin w szkotkach miata
duzy wptyw na zmiany w liczebnos$ci Phytophthora spp. w wodzie. Z uwagi na
zagrozenie ro$lin przez fytoftorozeg, producenci stosowali do ochrony roslin juz
w czerwcu $rodki zawierajace propamokarb, metalaksyl i fosforan glinu, a tak-
ze stymulatory rozwoju roslin zawierajace w swoim sktadzie chitozan, wyciag
z grejpfruta lub nadtlenek wodoru. Sg to zwigzki ograniczajace rozwdj réznych
gatunkow Phytophthora (Orlikowski 1981, 1982, 2001, 2004, 2007). Ich pozo-
statosci juz w stezeniu 5 pg/ml redukuja liczebnos$¢ populacji gatunkéw tego
rodzaju w wodzie (Orlikowski i Ptaszek, nie publ.).
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Tabela 2. Czgstotliwos¢ detekcji Phytophthora spp. z wody w zaleznoéci od jej zrodta
i terminu wykrywania; liczba nekrotycznych plam na 1is¢ putapkowy
Table 2. Frequency of Phytophthora spp. detection from water in relation to its source

and time of baiting; number of necrotic spots/leaf

Miesiace detekeji Rzeka Kanal w szkotce Staw w szkotce
Detection months River Nursery canal Nursery pond
v 25¢ 16 ¢ 18b
A" 24 ¢ 14 be 42c¢c
VI 8a 11b 8a
VII 7a 6a 8a
VIII 7a 14 be 7a
IX 14b 12b 18b

Uwaga: Srednie w kolumnach, oznaczone tamg litera, nie r6znia si¢ istotnie (5%) wg testu Duncana
Note: Means in columns, followed by the same letter do not differ (5%) acc. to Duncan’s multiple range test

Niezaleznie od zrodet wody stwierdzono wystgpowanie w nich gldwnie
P. lacustris i P. plurivora, a nastgpnie P. cinnamomi, P. citrophthora i P. crypto-
gea. Poza P. lacustris sg to znane, bardzo grozne patogeny roslin ogrodniczych
(Orlikowski i in. 2012). Uzyskane wyniki potwierdzaja wczes$niejsze dane uzy-
skane przez Themann i in. (2002). Autorzy ci wykazali, ze zastosowanie do pu-
tapkowania li§ci r6zanecznika, dato mozliwo$¢ wykrycia w wodzie z zamknie-
tym obiegiem w szkdtce pojemnikowej, 12 gatunkow rodzaju Phytophthora
1 byta to najskuteczniejsza metoda detekcji.

Badania nad wykorzystaniem lisci rozanecznika do detekcji Cylindrocla-
dium scoparium z podlozy ogrodniczych, pobranych spod roslin z objawami
zgnilizny korzeni i podstawy pedu wykazaty, ze niezaleznie od rosliny zywiciel-
skiej gatunek ten wykrywano w 5 analizowanych podtozach (tab. 3). Najwig-
cej nekrotycznych plam stwierdzono na liciach wytozonych do podtozy spod
roézanecznika i kufei, a najmniej spod wrzosa (tab. 3). Analiza zasiedlania lisci
putapkowych przez C. scoparium wskazuje, ze wiecej kolonii uzyskano z bla-
szek wytozonych do podtozy spod wrzosa, rozanecznika i cissusa, anizeli spod
pozostatych 2 roslin (tab. 3). Dane te wskazuja na rézanecznik nie tylko jako
zywiciela dla C. scoparium, ale rowniez bardzo dobrg putapke do wykrywania
tego patogena.

W doswiadczeniach nad wykrywaniem form specjalnych Fusarium
oxysporum z zakazonych podtozy, rézanecznik okazat si¢ bardzo dobra rosling
pulapkowa (tab. 4). Wicksza liczbe plam stwierdzono na lisciach wytozonych
do podtozy spod eustomy i papryki anizeli spod gozdzika. Mozna to thumaczy¢
zrdéznicowana liczebnoscig populacji patogendw w tym srodowisku uprawnym.
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Analiza liczby kolonii form specjalnych patogena, uzyskanych z nekrotycznych
plam wskazuje, ze réznice w ich liczbie sg niewielkie.

Tabela 3. Skuteczno$¢ wykrywania Cylindrocladium scoparium z zakazonych podtozy
ogrodniczych przy zastosowaniu putapek z lisci r6zanecznika
Table 3. Efficacy of Cylindrocladium scoparium detection from infested horticultural
substrata using rhododendron leaf baits

Liczba nekrotycznych plam Liczba uzyskanych
Zrodlo patogena na lis¢ kolonii (n=20)
The pathogen source Number of necrotic Number of colonies
spots/leaf obtained (n=20)

Calluna vylgaris (wrzos) 18,0a 14,5 ab
Cuphea hyssopifolia (kufea) 43,0 be 13,0a
Cissus striata (cissus) 38,0b 17,5 be
Pelargonium zonale (pelargonia) 21,8a 12,5a
Rhododendron sp. (rézanecznik) 50,8 ¢ 19,0 ¢

Uwaga: patrz tab. 2
Note: see tab. 2

Tabela 4. Skuteczno$¢ wykrywania form spec. Fusarium oxysporum z zakazonych

podtozy ogrodniczych przy zastosowaniu putapek z lisci r6zanecznika

Table 4. Efficacy of formae spec. Fusarium oxysporum detection from infested horti-

cultural substrata using rhododendron leaf baits

Liczba nekrotycznych plam Liczba uzyskanych
Zrédto patogenow na lis¢ kolonii (n=20)
Source of pathogens Number of necrotic Number of colony
spots /leaf obtained (n=20)
Eustoma grandiflorum (eustoma) 458D 18,3 ab
Dianthus caryophyllus
(gozdzik szklarniowy) 273a 16,52
Capsicum annuum (papryka) 353a 19,3b

Uwaga: patrz tabela 2
Note: see table 2

Zastosowanie lisci rézanecznika do wykrywania Rhizoctonia solani
w podtozach ogrodniczych potwierdzity wyniki uzyskane z detekcji innych pa-
togenow (tab. 5). Mniej nekrotycznych plam na lisciach wytozonych do podtoza
spod tamaryszka, uprawianego w szkoélce pojemnikowej, mozna thumaczy¢ niz-
sza liczebnos$cia populacji tego patogena wskutek wiekszych wahan temperatury
1 wilgotnosci anizeli w uprawie ro$lin pod ostonami.
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Tabela 5. Skutecznos$¢ putapek z lisci r6zanecznika w wykrywaniu Rhizoctonia solani
z podtozy ogrodniczych
Table 5. Efficacy of Rhizoctonia solani detection from infested horticultural substrata
using rhododendron leaf bait

Srednia liczba nekrotycznych | Srednia liczba uzyskanych

Zrédto patogena plam na lis¢ kolonii (n=20)
Source of pathogen Mean number of necrotic Mean number of colonies
spots/ leaf obtained (n=20)
Dianthus caryophyllus

(gozdzik szklarniowy) 128 b 75a
Eustoma grandiflorum (eustoma) 2l,0c¢c 10,3b
Rhododoendron sp. (r6zanecznik) 15,5b 12,3b
Tamarix parviflora (tamaryszek) 85a 6,5a

Uwaga: patrz tabela 2
Note: see table 2

Wyniki uzyskane z przeprowadzonych badan wskazujg na rézanecznik
jako rosline, ktora mozna z powodzeniem wykorzystywa¢ do wykrywania naj-
grozniejszych patogendow z wody i podtozy ogrodniczych i zapewne réwniez
z gleby. Spowodowane jest to podatnoscia tej rosliny na okoto 20 gatunkow Phy-
tophthora (Orlikowski 1 Ptaszek 2010) ale rowniez Cylindrocladium scoparium
(Timonin 1 Self 1955) i Rhizoctonia solani (Orlikowski i Ptaszek, nie publ.).
Liscie r6zanecznika sg tatwo dostgpne i mozna je wykorzystywac jako putapki
przez caty rok. Ich budowa sprawia, ze nie ulegaja one rozkladowi w wodzie
przez co najmniej tydzien i nie sg one zrodtem energii dla fauny wodne;.

WNIOSKI

1. LiScie z r6zanecznika okazaly si¢ bardzo przydatnymi pulapkami do
wykrywania gatunkdéw Phytophthora, Cylindrocladium scoparium,
form specjalnych Fusarium oxysporum i Rhizoctonia solani z wody
1 podtozy ogrodniczych

2. W przypadku Phytophthora, liScie z r6zanecznika daja mozliwo$¢ de-
tekcji gatunkow tego rodzaju przez caty sezon wegetacyjny

3. Pulapkowanie, przy zastosowaniu liSci rézanecznika, jest mozliwe
do przeprowadzenia przez wszystkich zainteresowanych okresleniem
skazenia wody 1 gleby przez najgrozniejsze patogeny

4. Pulapkowanie jest tatwe do przeprowadzenia, proste w wykona-
niu 1 dajace szybka informacj¢ o skazeniu wody, podlozy czy gleb
przez patogeny.
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