Badania naukowe

Co w glebie
npiszczy”?

Szybka diagnostyka czynnikow patoge-
nicznych w szkétkach lesnych jest dzi
mozliwa do przeprowadzenia na pod-
stawie analiz DNA.

Analiza sekwencji DNA patogendéw w ka-
pilarnym sekwenatorze w Laboratorium
Biologii Molekularnej IBL

Koniecznos’é zastosowania integrowanej
ochrony szkétek, nafoiona przez przepisy
prawa (ramka), powoduje, ze poszukiwane sa
alternatywne metody, pozwalajace uzyska¢ wy-
soka jako$¢ materiatu szkotkarskiego.

Integrowana ochrona roslin
Nowe przepi

stosowa-

Unikanie infekcji roslin

przez patogeny

Wysiewanie lub wysadzanie roslin odpornych
na patogeny moze by¢ tanim i przyjaznym dla
srodowiska sposobem hodowli rodlin w szkét-
kach. Zmniejszenie lub zaniechanie stosowa-
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nia pestycydéw w szkétkach lesnych pozwala
zaoszczedzi¢ zaréwno $rodki finansowe, jak
i $rodowisko naturalne. Jest to zgodne nie tyl-
ko z zasadami zapisanymi w mi¢dzynarodowej
konwencji o ochronie réznorodnosci biolo-
gicznej (CBD), ale réwniez z wprowadzona do
polskich laséw certyfikacja (np. FSC). Jednak
aby nie dopusci¢ do zaistnienia infekcji, trze-
ba pozna¢ patogeny oraz rodliny, jakie atakuja.
W szkétkach takie mozliwosci stwarzaja me-
tody analiz DNA prébek gleby i roslin, dzieki
nim ujawnione zostang kwatery, na ktérych
stwierdzono patogeny rodlin. Testy patogenicz-
nosci pozwalaja z kolei stwierdzi¢, jakie gatun-
ki rodlin s3 na nie podatne, a jakie odporne.
Dodatkowo testy DNA wody uzywanej
do podlewania mogg potwierdzi¢, 7e jest ona
wolna od fitopatogendw, a jezeli nie, to bedzie
wymagac przefiltrowania przed uzyciem. Warto
zaznaczy, 7e fungicydy stosowane w szkétkach
nie lecza rodlin zaatakowanych przez legniowce
(Phytophthora, Pythium), lecz tylko maskuja roz-
woj choroby. Gdy chore sadzonki zostang wysa-
dzone na uprawy lub do drzewostanéw lesnych,
z reguly przestajemy panowa¢ nad dalszym roz-
przestrzenianiem si¢ patogenéw w Srodowisku,
stad tak niezmiernie waine jest prowadzenie
systematycznej kontroli w szkétkach.

Nowe mozliwosci

ochrony szkétek

Analiza DNA umozliwia precyzyjng i szybka
identyfikacje patogenicznych gatunkéw grzy-
béw, zwhaszcza gdy jest ona trudna do wyko-

nania na podstawie cech morfologicznych.
Czasteczki kwasu deoksyrybonukleinowego
(DNA) sa nosnikiem informacji genetycznej
(kodu genetycznego), okreslajacej wszystkie
cechy strukturalne i funkcjonalne danego
organizmu. Precyzyjny uktad kombinacji
czterech par zasad nukleinowych: A — adeni-
ny, T — tyminy, C - cytozyny i G — guaniny
stanowi unikalny zapis informacji genetycz-
nej, charakterystycznej dla danego gatunku
a nawet osobnika. W celu wykonania analiz
diagnostycznych DNA wystarczy pobraé nie-
wielkie préby materiatu organicznego (lub
gleby czy wody) i przesta¢ do laboratorium.
Tam pozyskuje si¢ (ekstrahuje) i analizuje
czasteczki DNA, w celu uzyskania profilu
genetycznego danej prébki. Analizy DNA
patogenéw w probkach srodowiskowych wy-
konuje Laboratorium Biologii Molekularnej
(LBM) Instytutu Badawczego Lesnictwa.

Zagrozenia szkotek

przez patogeny

Szkétki hodujace sadzonki gatunkéw drzew
lesnych narazone sq na infekcje przenoszone
przez glebe, wode i same sadzonki, czesto spro-
wadzane z innych szkétek potozonych w Polsce
lub Europie.

W jednej ze szkotek lesnych zauwazono nie-
pokojace objawy usychania fodyg i wiedniecie
lisci kilkuletnich sadzonek. Mimo podjecia
szeregu prob rozwiazania problemu tradycyj-
nymi metodami ochrony rolin, nie udato sie
zaradzi¢ rozprzestrzenianiu sprawcy choroby.
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Przyktadowe prébki gleby i rosliny (lis¢, pedy sadzonek) przesytane ze szkétki do analiz molekularnych, w celu diagnostyki obecno-

$ci patogenow drzew lesnych

Jako gléwne 7rédto zakaze podejizewano gle-
be sprowadzang z zagranicy.

Aby zdiagnozowaé problem, LBM IBL
w 2015 r. wykonato ekspertyze na okolicz-
nos¢ wystgpowania DNA patogenéw ro-
§lin, z okregleniem ich gatunku, w oparciu
o metody identyfikacji DNA opracowane
w IBL. W zwiazku z tym szkétka przekazata
do badafi diagnostycznych 13 probek gle-
by w plastikowych torebkach o pojemnosci
200 ml. Dziesig¢ prébek stanowito glebe
pobrang spod hodowanych roglin z réznych
miejsc w szkélee, za$ trzy pochodzily z trzech
réznych workéw importowanego podloza.
Do badari DNA zazwyczaj wystarcza nie-
wielka ilos¢ materiatu roglinnego zebranego
w terenie (fragment ligcia, todygi, korzenia),
o maksymalnych wymiarach 5 x 5x 5 cm oraz
ok. 1 litra wody lub ok. 100 g gleby.

Metody badan

prowadzone w LBM

Otrzymane préby gleby zalewano (kaz-
da w odrebnej kuwecie) woda destylowang
(1-2 cm nad poziomem gleby) i po staran-
nym usunieciu zanieczyszczeri na powierzchni
wody wyktadano mlode, $wieze liscie debu
i buka — uprzednio umyte pod biezaca woda
i wysuszone bibulg filtracyjna. Zastosowanie
putapek rodlinnych polega na »przywabieniu”
do powierzchni ligci ruchliwych zarodnikéw
(zoospor przemieszczajacych si¢ za pomoca
wici), ktére powstaly w zarodniach patogendw
zlokalizowanych w glebie, na skutek zalania
wodg kuwet. Miode tkanki roglinne s3 w ten
spos6b szybko zasiedlane przez organizmy pa-
togeniczne, ktdrych zarodniki unosza sie na
powierzchni wody.

Po kilku dniach inkubacji na blaszkach li-
Sciowych pojawily si¢ ciemne nekrozy, kerych
fragmenty pobrano do wyszczepienia na po-
zywke selektywna, zawierajacy sok warzywny
z antybiotykami. Po kilkutygodniowym okre-
sie hodowli w temperaturze 22°C uzyskano
czyste kultury patogenéw, keére poddano ana-
lizom molekularnym.

Analiza taka polega na poréwnaniu sekwen-
oji takiego fragmentu DNA, keéry precyzyj-
nie charakteryzuje dany gatunek. W tym celu
wyizolowano czasteczki DNA z tkanek symp-
tomatycznych, kedre pojawily sie na lisciach
debu i buka, po czym poddano je w termocy-
klerze standardowym procedurom amplifika-
¢ji fragmentéw DNA w reakeji taricuchowej
polimerazy (ang. PCR) ze starterami ITS1F/
ITS4. Analiz¢ sekwencji przeprowadzono
w sekwenatorze kapilarnym, a wynik poréw-
nano z internetows baza sekwencji GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Dzieki temu mozna
poréwnac otrzymane sckwencje z tymi zde-
ponowanymi w banku genéw i w ten sposéb
okresli¢ gatunki patogenéw, majacych stupro-
centowe podobieristwo z tymi, ktdre sa obec-
ne w danej prébie.

Szybka diagnostyka

patogenéw za pomoca DNA

Na podstawie przeprowadzonych analiz mole-
kularnych potwierdzono obecnos¢ 15 réinych
gatunkéw organizméw grzybowych w bada-
nych prébkach gleby pobranych ze szkétki
le$nej, a mianowicie: pie¢ gatunkéw Pythium
(Py. dissotocum, Py. irregulare, Py. spiculum,
Py. mamillatum, Py. torulosum), wzy gatun-
ki Calonectria (C. morganii, C. canadensis,
C. ilicicola) oraz: Fusarium oxysporum, Bio-
nectria ochroleuca, Penicillium canescens,
Cylindrocladium clavatum, Mucor moelleri
i Absidia pseudocylindrospora. Zaréwno gatu-
nek grzyba F. oxysporum, jak i réine gatunki
legniowcéw z rodzaju Pythium sy znanymi
patogenami siewek drzew i krzewéw ozdob-
nych. Gatunki nalezace do rodzaju Fusarium
powoduja wiednicie i zgorzel siewek wielu
gatunkéw lasotwérezych, a przede wszystkim
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Wytozone liscie debu i buka na powierzch-
ni wody, ktdrg zalano prébki gleby, w celu
putapkowania (ang. baiting) patogenéw

sosny. Atakowane s juz kietkujace nasiona
(zgorzel przedwschodowa) lub szyjki korze-
niowe siewek na wysokosci zetkniecia z gleba.
W wyniku infekeji powstaja charakeerystyczne
przewezenia i siewki przewracajg sie (zgorzel
powschodowa). Czesto w zamieraniu siewek
udziat bierze wysoka temperatura gleby w wy-
niku nastonecznienia (zgorzel stonecznay).

Gatunki z rodzaju Pythium i Phytophthora
naleza do legniowcéw Oomycetes, ktére w pro-
cesie ewolucji utracity zdolnos¢ fotosyntezy
i staly si¢ patogenami zwigzanymi ze $rodo-
wiskiem wodnym i glebowym. Ze wzgledu
na cechy réiniace je od grzybéw prawdzi-
wych dla tej grupy stworzono oddzielne
krélestwo Chromista. Organizmy te nie sa
wrailiwe na antybiotyki (tak jak grzyby) i nie
posiadaja w scianach komérkowych chityny,
dlatego $rodki grzybobéjcze moga by¢ w ich
przypadku nieskuteczne. Z tego wzgledu
stwierdzone w glebie szkétki gatunki: Py.
irregulare, Py. dissotocum Py. torulosum Py.
mamillatum odpowiedzialne s3 za uszkodze-
nia drobnych korzeni (mniejszych niz 2 mm)
u wielu hodowanych tam roglin. Na uwage
zastuguje fake, ze Py. spiculum (oraz Py. qu-
ercum i Py. sterilum) zostato po raz pierwszy
(w 2006 r.) odkryte przez miedzynarodowy
zespdt z udzialem pracownikéw IBL.

Objawy chorobowe
Sewierdzone w glebie szkétki patogeny stano-
wig potencjalny rezerwuar zakazny dla kiel-
kujacych nasion oraz siewek wielu gatunkéw
roslin. Wydzielane przez strzepki patogenéw
enzymy blokuja reakcje obronne roglin i pro-
wadza w konsekwencji do zamarcia systeméw
korzeniowych i/lub pedéw. Sympromy cho-
robowe $wiadczace o obecnoéci patogenu
w rodlinie to przede wszystkim wiedniecie,
przewracanie si¢ i zamieranie, a czasami po-
wstawanie nekrotycznych plam na liciach.
Analizy sekwencji DNA wykonane dla 13
probek gleby ze szkétki potwierdzity obec-
noé¢ groznych patogendéw: Pythium irrequlare
(w dwéch prébach gleby), Fusarium oxysporum
(w trzech prébach), Cylindrocladium clavatum
(W jednej probie) oraz formy doskonae grzy-
ba (teleomorfy), nalezace do rodzaju Calonec-
tria (w czterech probach gleby). Stwierdzenie
w glebie szkétki gatunku Cylindrocladium cla-
vatum jest nowym doniesieniem i wskazuje P
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Wynik analizy DNA w laboratorium, wskazujacy na obecno$¢ Cylindrocladium clavatum w badanej prébie gleby. Precyzyjny uktad

kolejnosci sekwencji czterech par zasad nukleotydowych A, T, Ci G jest niepowtarzalny i charakterystyczny dla kazdego gatunku

ebadanego organizmu

na potrzebe podjecia szczegbtowych badar nad
znaczeniem grzyba w le$nictwie (ramka).

Przemieszczanie si¢ patogenéw
Przenoszenie patogenéw wraz z sadzonkami
ze szkélek do drzewostanéw lesnych stanowi
duzy problem w wielu krajach Europy. Moze
to dotyczy¢ np. gatunkéw Fusarium (F. sola-
ni, F. eumartii i F. oxysporum), ktére moga
by¢ przyczyng zgorzeli, plamistodci, wiednie-
cia oraz zamierania roélin o do§¢ gwattow-
nym przebiegu. Patogeny te czgsto wystepuja
u dojrzalych drzew wraz z innymi grzybami,
powodujac uszkodzenia tkanek kory lub zgni-
lizng korzeni — ostatnio stwierdzono je w ob-
umartych pakach dgbow.

Z wezesniejszych badad monitoringowych,
kt6re przeprowadzono w 21 szkétkach lesnych
i ozdobnych, potozonych na terenie 20 nadle-
$nictw w pofudniowo-zachodniej, wschodniej
i centralnej Polski, wynika, ze w 14 na 21 ana-
lizowanych szkétek lesnych stwierdzono wy-

Z pola do lasu

stepowanie gatunkéw rodzaju Phytophthora.
Najczgsciej izolowano P. cactorumi P. plurivora,
ale w kilku prébach gleby wykryto réwniez
P. gonapodyides. Dodatkowo wykonana analiza
wspélzaleinoéci pomigdzy miejscem i termi-
nem pobierania prob gleby, gatunkiem rogliny
a wystgpowaniem patogenéw Phytophthora
wykazata, ze ww. organizmy wystepuj w szkot-
kach przez caly okres wegetacji, co potwierdza-
ja izolacje wykonane w czerwcu i pazdzierniku.

Weg najnowszych danych, opublikowanych
przez zesp6t whoskich badaczy, najwigcej pato-
gendw drzew lesnych z rodzaju Phytophthora
(ok. 80%) przenoszonych jest przez sadzonki
2 bryla korzeniow wraz z przyczepiona do nich
gleba. Nic wiec dziwnego, ze $wiatowy obrét
sadzonkami roglin spowodowat zawleczenie
do Europy wielu nowych, inwazyjnych gatun-
kéw szkodnikéw (nicieni, owadéw, patogendw
grzybowych, legniowcow, wiruséw i bakterii),
powodujac niespotykane dotychczas zagroze-
nie europejskich ekosysteméw lesnych.

Grzyb Cylindrocladium clavatum (nalezacy do workowcow) nie jest charaktery-
styczny dla Srodowiska lesnego, a raczej rolniczego, gdzie uszkadza plantacje
ziemniakow, powodujac powstawanie rakéw na bulwach. Wystepuje takze po-
wszechnie w ogrodnictwie, uszkadzajac pomidory, papryke czy tyton. Na Flory-
dzie izolowano go z chorych (zgorzelowych) korzeni siewek zimozielonych drzew
araukarii, eukaliptusow i sosen, moze zatem by¢ sprawca uszkodzenia korzeni
i/lub szyi korzeniowych (a czasami nawet plamistosci lisci) wielu drzew i krzewo6w.
Rodzaj Calonectria (stadium niedoskonate Cylindrocladium) zostat utworzony
w 1867 r. na podstawie owocnikowania zaobserwowanego na lisciach magnolii.
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Zalecenia dla praktyki lesnej
Diagnostyka patogenéw rodlin z wykorzysta-
niem metod biologii molekularnej jest obecnie
uwazana za najbardziej wiarygodne i szeroko
stosowane narzedzie badawcze, rekomendowa-
ne przez mlc;dzynarodowe organizacje, takie jak
Europejska i Srédziemnomorska Organlzaqa
Ochrony Roglin (EPPO) czy Europejski Urzad
ds. Bezpieczeristwa Zywnosci (EFSA) oraz Ko-
misj¢ Europejska (DG SANTE). Zastosowanie
metod biologii molekularnej w produkji szkét-
karskiej moze ufatwi¢ identyfikacj¢ patogenéw,
bedacych przyczyng wielu choréb. Identyfikacja
DNA czynnikéw chorobotwdrczych jest mozliwa
zaréwno w zainfekowanych tkankach roglinnych
(gdzie umozliwia wykrycie patogenu w fazie la-
tentnej), jak i bezposrednio w glebie ryzosferowej.

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze ocena
ryzyka zawleczenia do Europy obcych, inwazyj-
nych organizméw (wraz z transportem mate-
riatu roglinnego) oraz opracowanie skutecznych
metod ich wykrywania (ilosciowego i jakoscio-
wego) s3 kluczowymi aspektami wspélczesnej
ochrony roglin. Poznanie mozliwych drég prze-
noszenia obcych organizméw oraz szybkosci
ich rozprzestrzeniania sig, z uwzglednieniem
przewidywanych zmian klimatycznych, stanowi
podstawe skutecznej ochrony obecnych i przy-
sztych ekosysteméw lesnych.

Justyna A. Nowakowska
(Laboratorium Biologii Molekularnej, IBL)
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