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Abstrakt. Celem prowadzonych badan byta izolacja, identyfika-
cja oraz ocena chorobotworczoséci czynnika powodujacego za-
mieranie nasadzen Ajuga reptans w szkotkach bylinowych. Z ro-
$lin z objawami zgnilizny podstawy pedu oraz korzeni, jak row-
niez z podtoza izolowano Phytophthora cryptogea. Identyfikacje
patogena przeprowadzono w oparciu o cechy morfologiczne oraz
stosujac technike PCR ze starterami gatunkowo specyficznymi.
W warunkach laboratoryjnych omawiany gatunek kolonizowat
liscie, ogonki liSciowe i korzenie A. reptans ‘Multicolor’, po-
wodujac na nich rozwdj zgnilizny. Ponadto badany izolat zasie-
dlat tkanki 5 odmian w obrgbie gatunku A. reptans oraz gatunku
mieszancowego, powszechnie uprawianych w kontenerowych
szkotkach roslin ozdobnych. Najbardziej podatna na P. cryptogea
okazata si¢ odmiana ‘Braunherz’. Do$wiadczenia nad wplywem
temperatury na rozwdj patogena wykazaly, iz rozwijal si¢ on
w zakresie od 5°C do 30°C, przy optimum 25°C.
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WSTEP

Gatunki rodzaju Phytophthora naleza do najgrozniej-
szych patogenow glebowych roslin, coraz czesciej notowa-
nych w naszym kraju zaréwno w uprawach szkoétkarskich,
jak i w naturalnych stanowiskach (Orlikowski i in., 2012a).
Zrédlem patogendéw tego rodzaju moze by¢ importowany
materiat roslinny, sadzonki pozyskiwane z chorych roslin,
jak rowniez woda skazona gatunkami z rodzaju Phytoph-
thora, wykorzystywana do nawadniania upraw (Brasier,
2008; Orlikowski, 2006; Orlikowski i in., 2012a; Orlikow-
ski 1 in., 2012 b). Coroczne badania zdrowotnosci bylin
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w polskich szkotkach kontenerowych wskazuja na syste-
matycznie rosngcg liste roslin-gospodarzy dla Phytophtho-
ra spp.

W 2011 roku, w jednej ze szkotek bylinowych, po raz
pierwszy zaobserwowano masowe zamieranie dgbrowki
(Ajuga reptans L.), byliny uzywanej gtownie jako rosliny
okrywowej oraz do kompozycji ogrodowych. Przyczyna
choroby byta zgnilizna podstawy pedu i korzeni. Nekroza
rozszerzala si¢ stopniowo na blaszki lisciowe. Zainfeko-
wane rosliny wigdly, bragzowiaty i zamieraty. Celem niniej-
szych badan byla izolacja, identyfikacja, charakterystyka
morfologiczna oraz ocena patogeniczno$ci czynnika wy-
wotujacego objawy chorobowe.

MATERIAL I METODY

Izolacja mikroorganizméw z porazonych roslin i pod-
loza

Rosliny A. reptans ‘Multicolor’ z objawami choroby po-
bierano wraz z podtozem (kazda roslina wraz z podlozem
w oddzielnym worku foliowym) i przewozono do labora-
torium w celu wykonania analizy mikologicznej. Rosli-
ny doktadnie ptukano pod woda biezaca i destylowana.
Fragmenty chorych ro§lin sterylizowano powierzchniowo
nad ptomieniem palnika i ok. 5 mm fragmenty, pobierane
z pogranicza zdrowej i chorej tkanki wyktadano na po-
zywke glukozowo-ziemniaczang (PDA — Potato Dextro-
se Agar). Kultury wyrastajagce wokol wylozonych tkanek
przeszczepiano na skosy PDA i po 5-10 dniach izolaty
oznaczano do rodzajéw na podstawie obserwacji mikro-
skopowych sporzadzonych preparatow. Do izolacji czyn-
nikow chorobotworczych z podloza i systemu korzeniowe-
go zastosowano technike putapkowa z lisémi rézanecznika
odm. Nova Zembla (Themann, Werres, 1998; Orlikowski
iin., 2011b). Podtoze wraz z fragmentami korzeni zamie-
rajacych roslin wyktadano do kuwet fotograficznych i za-
lewano wodg destylowang ok. 1 cm powyzej powierzchni
podtoza, a nastepnie umieszczano w nich li§cie rozanecz-
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nikow, okrywano folig i ustawiano na stotach w laborato-
rium. Po 3-5 dniach inkubacji liscie z ciemnozielonymi
nekrotycznymi plamami odkazano i wyktadano na pozyw-
ke PDA. Dalsze postgpowanie bylo identyczne, jak opisa-
no powyzej. Po stwierdzeniu, iz czynnikiem sprawczym
byt gatunek nalezacy do rodzaju Phytophthora, przepro-
wadzono dalsza identyfikacje morfologiczng oraz moleku-
larng otrzymanych izolatow.

Charakterystka morfologiczna

W celu charakterystyki i pomiaru zoosporangiow kultury
z rodzaju Phytophthora wyszczepiano na pozywke CPA
(Carrot Piece Agar — Werres 1 in., 2001b). Z brzegow 5—
7-dniowych kolonii wycinano korkoborem 10 mm $redni-
cy krazki pozywki przerosnigtej Phytophthora sp., a na-
stepnie umieszczano je w szalkach Petriego i zalewano 1%
wyciagiem glebowym (Erwin, Ribeiro, 1996). Po 3 dniach
inkubacji dokonywano pomiaréw 50 losowo wybranych
zarodni.

W celu okreslenia typu kojarzeniowego i pomiaru
struktur ptciowych gatunkéw heterotalicznych badane izo-
laty oraz referencyjne kultury o znanym typie kojarzenio-
wym (BBA 65909 — Al; BBA 63651 — A2 — udostepnione
przez dr S. Werres, JKI) wyszczepiano na szalki z pozywka
CPA, tak aby odleglos¢ migdzy nimi wynosita 3 cm. Szalki
inkubowano w ciemnosci w 25°C. Po uptywie 3 tygodni
dokonywano pomiaréw 50 losowo wybranych oogoniow,
anteridiow i oospor.

Identyfikacja za pomoca techniki PCR

Do izolacji DNA wyselekcjonowanych izolatéw zastoso-
wano metod¢ opisang przez Aljanabi i Martinez (1997)
zmodyfikowana przez Wiejache i in. (2002). Do identyfi-
kacji kultur zastosowano technik¢ PCR ze starterami ga-
tunkowo specyficznymi CRYF2/CRYR2 (Boersma i in.,
2000) oraz Crypl/Cryp2 (Minerdi i in., 2008).

Wplyw temperatury na rozwaéj patogena

Tempo wzrostu badano na pozywce CPA i PDA w tempe-
raturze od 5 do 35°C co 5°C przez okres 2 tygodni. Z brze-
gow 7-dniowych kultur rosnacych na pozywce PDA wyci-
nano korkoborem krazki o $rednicy 5 mm i umieszczano je
w 90 mm szalkach Petriego z badang pozywka. Na spodnie;j
stronie szalki wykre§lano dwie linie przecinajace si¢ pod
katem prostym w $rodku krazka inokulacyjnego. Szalki in-
kubowano przez 24 godziny w 25°C, w celu zainicjowania
wzrostu. Wzrost ten traktowano jako okres preinkubacji
1 nie brano go pod uwagg przy obliczaniu tempa rozwoju
patogena. Nastepnie szalki umieszczano w termostatach
w temperaturze od 5°C do 35°C. W kazdej temperaturze
umieszczano po 4 szalki na danej pozywce. Wzrost kolonii
mierzono wzdhiz wykreslonych linii, przed osiagnigciem
przez kultur¢ maksimum wzrostu w danej temperaturze
(Werres i in., 2001a, met. zmodyfikowana przez Werres).

Ocena patogenicznoSci

Testy patogenicznosci w stosunku do A. reptans ‘Multi-
color’ oraz oceng podatnosci 2 gatunkéw i 5 odmian da-
browki na omawiany czynnik chorobotworczy przeprowa-
dzono w warunkach laboratoryjnych. Na korzenie, blaszki
i ogonki liSciowe umieszczone w kuwetach wylozonych
wilgotng bibulg filtracyjna, przykryta plastikowa siat-
ka nanoszono 3 mm S$rednicy krazki pozywki pobierane
z brzegdéw 7-dniowych kultur rosnacych na pozywce PDA.
Kuwety okrywano folia w celu zwigkszenia wilgotnosci
i ustawiano na stotach laboratoryjnych (Orlikowski, Szku-
ta, 2002). Rozwdj nekrozy mierzono dwukrotnie w ciggu
6 dni inkubacji. Do$wiadczenie zatozono w 4 powtorze-
niach po 5 organdéw roslin. Wyniki z przeprowadzonych
doswiadczen opracowano statystycznie metoda analizy
wariancji. Istotno$¢ réznic pomigdzy $rednimi (a = 0,05)
oceniono testem Duncana.

WYNIKI

Z porazonych tkanek dabrowki oraz z podioza izolo-
wano Phytophthora cryptogea Pethybridge & Lafferty.
Oprocz tego gatunku ze znekrotyzowanych tkanek uzyska-
no rowniez Alternaria alternata (Fr.) Keissl., Botrytis ci-
nerea Pers., Mucor sp., Penicillium sp. 1 Trichoderma spp.
Najprawdopodobniej gatunki te zasiedlaly wtornie tkanki
dabrowki.

Uzyskane izolaty P. cryptogea na pozywce PDA two-
rzyty kultury o bardzo delikatnym wzorze kwiatowym.
Z kolei na podtozu CPA widoczne byty delikatne strzep-
ki powietrzne, kultury nie posiadaty wyraznego wzoru.
W roztworze glebowym obserwowano charakterystycz-
ne zgrubienia strzgpkowe oraz liczne zoosporangia typu
nonpapillate. Zarodnie byly ksztattu jajowatego o $red-
nich wymiarach (dt. x szer.) 50,5 x 33,4 um (42,6-60,6
x 29,0-39,7). Stosunek dhugoséci do szerokosci wynosit
1,51:1. Organy rozmnazania generatywnego obserwowano
po przeprowadzeniu testow kojarzeniowych z kulturg BBA
65909 — gatunek heterotalliczny. Izolat z A. reptans ‘Multi-
color’ okreslono jako typ A2. Oogonia byty gtadkoscienne,
o wymiarach od 28 do 37 um. Anteridia byty typu amfi-
genicznego, jednokomorkowe, o wymiarach 12,5-19,2 x
13,0-16,7 um. Oospory byly plerotyczne o wymiarach od
24,0 do 32,7 pm.

W reakcji PCR ze starterami gatunkowo specyficznymi
CRYF2/CRYR2 (Boersma i in., 2000) oraz Crypl/Cryp2
(Minerdi i in., 2008) uzyskano pozytywny wynik potwier-
dzajacy przynalezno$¢ gatunkowa badanych kultur.

Badany izolat rozwijat si¢ w zakresie temperatury od
5°C (1,87 mm/24 h — CPA; 1,29 mm/24 h — PDA) do 30°C
(7,31 mm/24 h — CPA; 3,32 mm/24 h — PDA). Optimum
temperaturowe wynosito 25°C (8,58 mm/24 h — CPA;
4,7 mm/24 h — PDA). Nie obserwowano wzrostu kultury
w 35°C (rys. 1).
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Tabela 1. Kolonizacja blaszek liSciowych Ajuga spp., przez izolat
Phytophthora cryptogea

Table 1. Colonisation of 4juga spp. leaf blades by Phytophthora
cryptogea isolate.

Dlugos¢ nekrozy [mm]
po dniach inkubacji
Length of necrosis [mm]

Gatunki i odmiany 4juga
Species and cultivars

of 4juga after days of incubation
3 5

Ajuga reptans 3,6a 6,4a
A. reptans ‘Atropurpurea’ 4,6b 10,2 a
A. reptans ‘Black Scallop’ 3,1la 45a
A. reptans ‘Braunherz’ 6,6 ¢ 16,2 b
A. reptans ‘Edi’ 3,7 ab 6,2a
A. reptans ‘Multicolor’ 4,0 ab 7,5a
A. x tenorii ‘Chocolate Chip’ 45b 5,6a

Srednie w kolumnach oznaczone ta sama litera nie roznig sie istotnie
(o= 0,05) wg testu Duncana

Means in columns followed by the same letter are not significantly diffe-
rent at a = 0.05 acc. to Duncan’s multiple range test.

W warunkach laboratoryjnych potwierdzono choro-
botworczosé P. cryptogea. Badany izolat zasiedlat blaszki
i ogonki lisciowe, jak rowniez korzenie dabrowki rozto-
gowej odm. ‘Multicolor’. Po 6 dniach inkubacji nekroza

CPA and PDA medium in relation to tem-
perature.

B po 3 dniach; after 3 days
W po 6 dniach; after 6 days

Rys. 2. Kolonizacja organdéw Ajuga reptans
‘Multicolor’ przez izolat Phytophthora
cryptogea

Fig. 2. Colonisation of Ajuga reptans ‘Multi-
color’ organs by Phytophthora cryptogea
isolate.

rozwijata si¢ najszybciej na korzeniach (40,6 mm), za$
w podobnym tempie na blaszkach (8,7 mm) i ogonkach
lisciowych (14,2 mm) (rys. 2).

Ponadto izolat P. cryptogea kolonizowat 5 odmian
w obrebie gatunku A. reptans oraz gatunek mieszanco-
wy (4. X tenorii), co wskazuje na zagrozenie upraw tych
roslin przez badanego patogena. Najbardziej podatna na
omawiany czynnik chorobotwoérczy okazata si¢ odmiana
‘Braunherz’ (tab. 1). W celu spetnienia postulatow Kocha,
po zakonczonych do$wiadczeniach, ze zmienionych cho-
robowo tkanek reizolowano czynnik sprawczy i ponownie
oznaczono go do gatunku jako P. cryptogea.

DYSKUSJA

Dotychczas w uprawie bylin i krzewinek ozdobnych
w Polsce stwierdzono wystepowanie P. cinnamomi na la-
wendzie (Lavandula angustifolia) (Orlikowski, Valiuska-
ite, 2007) i P. citrophthora m.in. na ubiorku (/beris sem-
pervirens) (Orlikowski, 2006), barwinku (Vinca major)
(Orlikowski 1 in., 2011a), skalnicy (Saxifraga paniculata)
(Ptaszek, 2008), lawendzie (L. angustifolia), penstemonie
(Penstemon barbatus) i zurawce (Heuchera spp.) (Pta-
szek, Orlikowski, 2010). Obok wymienionych patogendw,
istotne zagrozenie w szkotkach bylinowych stanowi row-
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niez gatunek Phytophthora cryptogea, ktory corocznie
izolowany jest z nowych roslin-gospodarzy. Patogen zo-
stat opisany po raz pierwszy w 1919 roku jako przyczyna
zamierania pomidoréow w Irlandii (Erwin, Ribeiro, 1996).
Z kolei w 1921 roku omawiany czynnik chorobotworczy
izolowano z wody wykorzystywanej do podlewania upraw
pod ostonami (Bewley, Buddin, 1921). Do roku 1996 zi-
dentyfikowano 150 ro$lin zywicielskich dla tego gatunku
(Erwin, Ribeiro, 1996). W Polsce wystgpowanie patoge-
na stwierdzono po raz pierwszy w latach 60. XX wieku
w nasadzeniach gerbery uprawianej z importowanych
sadzonek (Orlikowski, 1978). W latach 1964—1984 stra-
ty z powodu zgnilizny podstawy pedu gerbery dochodzi-
ly do 50% (Orlikowski i in., 2012a). W kolejnych latach
P. cryptogea notowano w uprawach pod ostonami m.in. na
cynerarii, pachypodium, pelargonii, siningii, alstremerii
i poinsecji (Orlikowski i in., 1984; Orlikowski, 1993, 1996;
Orlikowski, Ptaszek, 2013; Ptaszek, Skrzypczak, 2008).
W polskich szkétkach kontenerowych omawiany gatunek
powodowat zgnilizng korzeni i podstawy pegdu cyprysika
Lawsona (Chamaecyparis lawsoniana), $wierka biatego
(Picea glauca) (Szkuta, 2004), forsycji (Forsythia inter-
media) (Orlikowski, Ptaszek, 2008) i zywotnika zachod-
niego (Thuja occidentalis) (Orlikowski, Ptaszek, 2010).
W uprawie bylin P. cryptogea powodowal znaczne straty
w nasadzeniach rojnikow (Sempervivum spp.), skalnicy
(Saxifraga spp.) 1 orlika (Aquilegia discolor) (Orlikow-
ski, Ptaszek, 2007), dzwonkéw (Campanula persicifolia)
(Ptaszek, Orlikowski 2010), lewizji (Lewisia cotyledon)
(Ptaszek, Orlikowski, 2012), barwinka (Vinca minor) (Or-
likowski i in., 2011a) i rozchodnikéw (Sedum spp.). Gatu-
nek ten powodowal wypadanie roslin nawet do 60% (Orli-
kowski i in., 2012a).

W testach patogenicznosci potwierdzono chorobotwor-
czo$¢ P. cryptogea wzgledem A. reptans ‘Multicolor’, jak
rowniez innych odmian w obrebie tego gatunku i gatunku
mieszancowego 4. X tenorii powszechnie uprawianych za-
rowno w szkotkach, ogrodach, jak i na terenach zieleni.
Z badan wiasnych (Ptaszek, Orlikowski, 2010) oraz Or-
likowskiego i Ptaszek (2008) wynika réwniez, iz izolaty
tego gatunku z bylin, ze wzglgdu na swoja polifagicznos¢,
maja zdolno$¢ do kolonizacji innych gatunkéw roslin, za-
rowno lisciastych, jak i iglastych. Byliny moga wigc stano-
wi¢ zrodlo tego patogena w szkotkach, ogrodach i parkach.
Ajuga reptans jest zatem kolejnym zywicielem P. crypto-
gea oraz potencjalnym zrédtem infekcji dla innych roslin.

Obecno$¢ omawianego gatunku stwierdzono row-
niez w ciekach i zbiornikach wodnych na terenie kraju.
P cryptogea izolowano ze stawow zlokalizowanych na
terenie szkotek roslin ozdobnych, skad pobiera si¢ wodg
do nawadniania upraw, kanatléw odprowadzajacych nad-
miar wody ze szkotek, jak rowniez z rzek przeptywajacych
przez tereny ogrodnicze (Orlikowski i in., 2011c; Trzewik
iin., 2011; Orlikowski i in., 2012b). Badane izolaty wodne
okazaly si¢ patogeniczne dla testowanych roslin, dlatego

tez stosowanie do podlewania skazonej przez zoospory P.
cryptogea wody moze doprowadzi¢ do wniesienia patoge-
na do uprawy i zakazenia roslin (Orlikowski i in., 2012b).

WNIOSKI

1. Z tkanek roslin Ajuga reptans, wykazujacych obja-
wy chorobowe oraz z podloza izolowano gléwnie Phyto-
phthora cryptogea.

2. Optymalna temperatura dla rozwoju patogena wy-
nosi 25°C.

3. Ajuga reptans jest nowa ro$ling zywicielska dla P
cryptogea 1 stanowi potencjalne zrodlo infekcji dla innych
roslin.
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PHYTOPHTHORA CRYPTOGEA AS A CASUAL AGENT
OF STEM BASE AND ROOT ROT OF 4JUGA REPTANS

Summary

Yearly observation of plant healthiness in Polish container nurs-
eries indicates on systematically growing list of host plants for
Phytophthora species, one of the most dangerous soilborne
pathogens. In 2011, in one of the perennial nursery, symptoms of
stem base and root rot on Ajuga reptans were observed. Necrosis
progressivly spread on leaf blades. The objective of this study
was isolation, identification, morphological characterization and
pathogenicity evaluation of the disease factor.

Plant samples together with substratum were transferred in
plastic bags to the laboratory. After washing in running tap and
distilled water and sterilising over a burner flame, about 5 mm
parts, taken from the border of healthy and diseased tissues, were
put onto PDA medium. Cultures growing around inocula were
at first identified to the genus on the base of microscopic obser-
vation. For pathogen isolation from the substratum baiting tech-
nique with rhododendron leaves was used. In the laboratory con-
ditions pathogenicity tests were performed. On roots, leaf blades
and leaf petioles parts laying in a trays on sterile, blotting paper
covered with plastic net pathogen inocula were transferred. Dur-
ing 6 days incubation necrosis development was observed.

From infected plants’ tissues as well as from substratum Phy-
tophthora cryptogea Pethybr. & Laff. was isolated. The pathogen
was identified on the basis of morphological and cultural char-
acteristics. Results were confirmed using PCR technique with
species-specific primers. The trials on the influence of tempera-
ture on the pathogen growth showed that P. cryptogea developed
at temperatures from 5°C to 30°C, with the optimum at 25°C. In
the laboratory trials pathogenicity of P. cryptogea to A. reptans
‘Multicolor’ organs was confirmed. Additionally, the suscep-
tibility of different 4juga species and cultivars was examined.
The pathogen colonized 5 cultivars among A. reptans as well as
A. X tenorii, commonly growing in ornamental nurseries. The
most susceptible was cv. Braunherz. To fulfill Koch’s postulates,
after completed trials, from plant tissues with disease symptoms
the pathogen was reisolated and again identified as P. cryptogea.

key words: Phytophthora cryptogea, Ajuga reptans, isolation,
identification, pathogenicity



