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Fusarium spp. on the above-ground organs of dying oaks — a new threat?

ABSTRACT

Wit M., Sierota Z., Oszako I\, Mirzwa-Mréz E., Wakulinski W. 2015. Fusarium spp. na nadziemnych
organach zamierajacych dgbéw — nowe zagrozenie? Sylwan 159 (5): 403-410.

Oak decline is insufficiently described problem. Declining oaks are in various age and the most
commonly observed symptoms of the disease include growth inhibition and buds mortality.
The dieback occurs periodically, mainly because of the impact of abiotic factors (drought, frost
and the lowering of the groundwater level). In this complex phenomenon the biological factors,
including numerous species of Ghromista (Chromalveolata) and fungi play important role as well.
The list of pathogens responsible for the dieback includes numerous species of Pythium and
Phytophthora, as well as Biscogniauxia, Discula, Pleurophoma, Botryosphaeria and Diplodia. Among
other organisms responsible for the oak decline are fungi belonging to Fusarium species. The
aim of this study was to investigate the species composition of pathogens colonizing the dying
oak buds including undeveloped or dying shoots obtained from f.omza, Rudka and Czarna Biato-
stocka forest districts (eastern Poland). Sampling of symptomatic shoots of Quercus robur L. was
performed in 2013, respecting different parts of tree crowns (top, central and bottom). Mycological
material for analysis included mycelium growing on dying shoots after incubation in a chamber
and tissue collected from symptomatic shoots and placed on PDA medium. For selected isolates
of fungi the identification was confirmed by the PCR analysis using I'TS1 and I'TS4 primers.
Among analyzed fungi Fusarium spp., Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides, Botryosphaeria
quercuum and Coniothyrium spp. required special attention. The Fusarium spp. group of fungi
dominated with an average frequency of 32%. The molecular analysis revealed the presence of
several species including Fusarium avenaceum, Cladosporium cladosporioides, Lophiostoma corticola
and Nectria mauritiicola.
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Wstep

Zamieranie debéw stanowi bardzo istotny i nadal nie w petni zdiagnozowany problem zar6wno
w Polsce [Oszako i in. 2009, 2013], jak i w Europie, Azji oraz Ameryce Pétnocnej i Laciniskiej
[Montecchio i in. 2004; Denman, Webber 2009; McConnell, Balci 2014]. Jedne z pierwszych
opis6w silnych uszkodzen drzewostanéw dgbowych w Polsce pochodzg z lat 50. ubieglego stulecia
z Nadlesnictwa Krotoszyn. Przybierajace na znaczeniu w tym regionie zjawisko bylo przedmiotem
takze pézniejszych doniesien [Oszako i in. 2009, 2013]. Porazeniu ulegaja rosliny o zréznicowa-
nej strukturze wickowej, a najczesciej obserwowanymi pierwszymi objawami choroby, czyli zmian
w ,normalnym” funkcjonowaniu drzewa, jest zahamowanie wzrostu roslin oraz zamieranie pgkéw.

Kowalski [1996] wyréznia pig¢ grup symptoméw, ktére mogg towarzyszy¢ zamieraniu
debdw. Sg to: lokalne rany rakowate, rozlegte rany rakowate tworzace pasy i obejmujgce znaczng
czesé obwodu pedéw, eliptyczne nekrozy penetrujgce do tkanek drewna, spekania kory na za-
martych i zywych pedach. Ragazzi i in. [1989] uwazajg, ze brak jest zaleznosci pomiedzy typem
objawéw a wickiem drzew, natomiast czynnik ten w istotny sposéb jest skorelowany ze stop-
niem porazenia i dynamikg przebiegu choroby. Widoczna jest jednak tendencja gwattownego
zamierania dgbéw w miodych nasadzeniach (do 25 lat), nawet w przeciggu jednego sezonu
wegetacyjnego. W przypadku drzew starszych proces rozciagniety jest na 2-3 lata.

Zamieranie d¢béw przypisywane jest takze oddziatywaniu okresowo wystgpujgcych
niekorzystnych czynnikéw abiotycznych (susze, mrozy) oraz obnizajagcemu si¢ poziomowi wéd
gruntowych [Andrzejezyk 2009; Oszako i in. 2013; Corcobado i in. 2014]. Przyczyng zamierania
debéw mogg by¢ takze czynniki etiologiczne, w tym liczne gatunki nalezgce do krélestwa
Chromista (Chromalveolata) oraz grzybéw. W kompleksie patogenéw odpowiedzialnych za zamie-
ranie d¢béw wymienia si¢ wiele gacunkéw z rodzaju Pythium i Phytophthora, jak réwniez Biscogniauxia,
Discula, Pleurophoma, Botryosphaeria oraz Diplodia [Luque, Girbal 1989; Brasier 1996; Frisullo
i in. 2000; Sanchez i in. 2003; Orlikowski, Wiejacha 2005; Oszako, Orlikowski 2005; Romero
i in. 2007; Maddau i in. 2011; Corcobado i in. 2014].

Do grupy czynnikéw uczestniczgcych w zjawisku zamierania debéw zalicza si¢ takze
gatunki Fusarium. O wystepowaniu Fusarium solani na korze dgbow (Quercus robur 1..) donosit
Kowalski [1996]. Fusarium eumartii zostat rozpoznany jako przyczyna tracheomykozy Quercus
robur [Ragazzi i in. 2001]. Przyczyng zamierania dgbéw moze by¢ tez F oxysporum [Gallego i in.
1999]. Natomiast Bartnik [1997] obserwowat objawy zgnilizny korzeni debéw powodowane
przez kompleks grzyb6éw, w tym Fusarium spp.

Celem przeprowadzonych badan byto poznanie sktadu gatunkowego patogenéw zasiedla-
jacych zamierajgce paki debu szyputkowego pochodzgce z materiatu roslinnego, w sktad ktérego
wchodzily pedy z niewyksztatconymi i obumartymi pgkami.

Material i metody

Materiat badawczy stanowily zamierajgce wieloletnie, zdrewniate pedy Quercus robur L. pobierane
w 2013 roku z r6znych czg¢sci korony drzewa. Ogétem w badaniach wykorzystano 51 pedéw (tab. 1),
w tym z Nadlesnictwa Rudka 6 pgdéw z drzewostanu w wicku 68 lat, z Nadlesnictwa f.omza
po 5 pedéw pochodzacych z dwéch oddzialéw — drzewostanu w wieku 49 lat oraz z drzewostanu
60-letniego — oraz z Nadlesnictwa Czarna Biatostocka 30 pgdéw pobranych po 10 z wierzchot-
kowej, sSrodkowej i dolnej czgsci korony drzewostanu w wieku okoto 40 lat.

Materiat do analizy mykologicznej stanowita grzybnia rozwijajaca si¢ na porazonych pedach
debéw po ich inkubacji w komorze wilgotnosciowej oraz izolaty uzyskane z pedéw wytozonych
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Tabela 1.
Pochodzenie préb materiatu roslinnego
Source of samples of the plant material

Nadlesnictwo, Pochodzenie Wiek Liczba
lesnictwo (oddziat) materiatu ro§linnego [lata] pedow
Forest district, Plant material Age Number
range (compartment) origin [years] of shoots
Rudka hodowla wazonowa 68 3

culture
Rudka drzewostan 68 3

stand
Y.omza, Zargby drzewostan 49 5
Koscielne (16) stand
L.omza, Zargby drzewostan 49 5
Koscielne (17) stand
Lomia, drzewostan 60 5
Zabikowo (95) stand
drzewostan, wierzchotkowa

Czarna Bialostocka czg$¢ korony +40 10

stand, top part of the crown
drzewostan, Srodkowa
Czarna Biatostocka cz¢$¢ korony +40 10
stand, central part of the crown
drzewostan, dolna
Czarna Biatostocka czg$¢ korony +40 10
stand, bottom part of the crown

na podioze PDA w ptytkach Petriego. Analiz¢ mykologiczng przeprowadzono w oparciu o 10 15-mi-
limetrowych fragment6w, ktére pobierano z kazdego pedu. Pobrane fragmenty wykltadano w ptyt-
kach Petriego na bibule filtracyjng wysycong woda destylowang. Inkubacj¢ materiatu prowadzono
przez 4 doby w temperaturze 20°C. Po przewidzianym okresie inkubacji uzyskane kolonie podda-
wano analizie makro- i mikroskopowej w preparatach bezposrednich. Pedy, z ktérych pozyskiwano
kultury akseniczne, ptukano 20 minut pod biezgcg wodg wodociggowa, po czym odkazano 5 minut
w 10-procentowym podchlorynie sodu, nastgpnie ptukano 3-krotnie w sterylnej wodzie destylo-
wanej. [zolacj¢ grzybéw z materiatu roslinnego przeprowadzono z 5-milimetrowych fragmentéw,
ktére po pobraniu z pedu wyktadano na podtoze PDA (ang. Potato Dextrose Agar) w ptytkach
Petriego, po 5 fragmentéw na plytee, a nastgpnie inkubowano w temperaturze 20°C przez 10 dni.
7 kazdego pedu do analizy pobierano 30 fragmentéw. Uzyskane kultury diagnozowano. W prepa-
ratach sprawdzano obecnos$¢ struktur mikroskopijnych grzybéw i diagnozowano je [Marcinkowska
2012]. Grzyby z rodzaju Fusarium oznaczano w oparciu o klucze [Marasas i in. 1984; Kwasna i in.
1991; Leslie, Summerell 2006]. W badaniach uwzglgdniono wyglad kolonii, rewersu i awersu, a przede
wszystkim struktury morfologiczne o szczegélnym znaczeniu w taksonomii Fusarium spp.

Dla wybranych izolatéw grzybéw wiarygodnos¢ przeprowadzonej taksonomii weryfiko-
wano metodg molekularng. Analiz¢ t¢ przeprowadzono za pomocg techniki PCR, przy zastoso-
waniu zestawu Phire Plant Direct PCR Kit (producent Thermo Scientific) umozliwiajgcego
amplifikacj¢ DNA bezposrednio, bez potrzeby jego izolacji z plechy grzyba.

Poczatkowg denaturacje przeprowadzano przez 5 minut w temperaturze 94°C. Nastgpna
denaturacja trwata 30 sekund (réwniez 94°C). Przylaczanie startera odbywato si¢ w 40 cyklach
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po 30 sekund (temperatura 52°C). Wydtuzanie startera przeprowadzono w temperaturze 72°C
przez 30 sekund i potem przez 7 minut. Proces koriczono schtadzaniem w 4°C. Procesy denatu-
racji, hybrydyzacji i elongacji zostaly wykonane w cyklu 40 powtdrzeri. Analizy PCR prowa-
dzono przy zastosowaniu starteréw I'TS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) oraz I'TS4
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (ang. Internal Transcribed Spacer) [White i in. 1990].
Obecnos¢ produktéw reakeji PCR o wielkosci okoto 470 par zasad potwierdzano za pomocg
elektroforezy.

Dla analizowanych izolatéw uzyskane produkty reakcji PCR sekwencjonowano z wykorzy-
staniem starteréw I'TS w Instytucie Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.
Odczytane sekwencje nukleotydéw poddano analizie poréwnawczej przy pomocy programu BLAST
zamieszczonego w serwisie internetowym NCBI (ang. National Center for Biotechnology
Information). Zastosowany program umozliwit obliczenie istotnosci dopasowari sekwencji (E-value),
czyli oczekiwanej liczby losowych dopasowani o takim samym podobieristwie do sekwencji
kwerendowej, jakie uzyskano w ocenianym przypadku.

Wyniki
Wsréd wszystkich préb materiatu roslinnego badanych metodami mykologicznymi nie zanoto-
wano deformacji pgdéw. Stwierdzono natomiast zdrobnienie oraz brak rozwoju pakéw, ktdre
wewngtrz, po przekrojeniu, charakteryzowaly si¢ zielong barwg.

W pedach debéw pochodzaceych z drzew Nadlesnictw Rudka, F.omza i Czarna Biatostocka
stwierdzono wystgpowanie grzybow: Fusarium spp., Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides,
Botryosphaeria quercuum i Coniothyrium spp. (tab. 2). Dominujacy grupe grzybéw stanowity gatunki
z rodzaju Fusarium (ryc. 1). Wystgpowaly one ze $rednig frekwencjg 32%. Najczesciej patogeny
te byly izolowane z pedéw pozyskanych na terenie Nadlesnictwa Czarna Bialostocka (34%),
natomiast istotnie rzadziej Fusarium spp. zasiedlaly pedy pochodzgce z regionu Nadlesnictwa
L.omza (26%). Na uwagg zastuguje takze czg¢ste wystgpowanie A. alternata. Gatunek ten stwier-

Tabela 2.
Liczba (N) i udziat (%) gatunkéw grzybéw wyizolowanych z badanych pedéw
Number (N) and share (%) of fungi species isolated from investigated shoots

Gatunek Rudka Lomza  Czarna Bialostocka Razem
Species N % N % N % N %

Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 10 17,86 24 31,58 50 18,32 84 20,74
Botryosphaeria quercuum
sensu Dingley
(Botryosphaeria obtusa
(Schwein.) Shoemaker)
Cladosporium cladosporioides
(Fresen.) G.A. de Vries

0 0,00 17 22,38 62 22,71 79 19,50

5 8,93 4 5,26 12 4,40 21 5,19

Coniothyrium sp. 11 19,64 0 0,00 0 0,00 11 2,72
Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. 9 16,07 18 23,68 43 15,75 70 17,28
Fusarium spp. 9 16,07 2 2,63 51 18,68 62 15,31

Kolonie niezarodnikujgce

bez cech diagnostycznych
12 2143 11 14,47 55 20,14 78 19,26
Collonies without

diagnostic features
Ogétem

56 100,00 76 100,00 273 100,00 405 100,00
Total
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dzono z frekwencjg 17,86, 31,58 i 18,32%, odpowiednio z terenu Nadlesnictw Rudka, F.omza
i Czarna Bialostocka. Nie stwierdzono znaczacych réznic w strukturze patogenéw wystepuja-
cych na terenie poszczegélnych nadlesnictw.

W wyniku przeprowadzonej diagnostyki molekularnej z zastosowaniem starteréw I'TS uzy-
skano w reakcji PCR 5 produktéw o wielkosci zblizonej do oczekiwanej wartosci 470 par zasad.
Analiza sekwencji uzyskanych amplikonéw wykazala wystgpowanie 4 gatunkéw: Fusarium
avenaceum, Cladosporium cladosporioides, Lophiostoma corticola i Nectria mauritiicola (tab. 3, ryc. 2).

Dyskusja
Pe¢dy deb6w sg bogatym siedliskiem grzybéw patogenicznych oraz saprotroficznych. Mikrobiota

pedoéw jest uzalezniona od dziatania niekorzystnych czynnikéw abiotycznych. Wsréd zdiagno-
zowanych gatunkdéw najczesciej stwierdzano grzyby z rodzaju Fusarium oraz gatunki Alrernaria

Rye. 1.

Ped dgbu, rézowa grzybnia oraz sporodochia
z zarodnikowaniem Fusarium avenaceum (fot.
M. Wit)

Oak stem, the pink mycelium and sporodochia
with abundant Fusarium avenaceum spores
(photo M. Wit)

Rye. 2.
500 pz Zel agarowy otrzymany po elektroforezie
200 produktéw amplifikacji przy uzyciu pary
Pz starteréw I'TS

100 pz Agar gel after electrophoresis and amplifica-

tion products obtained using the pair of I'TS
primers

M - marker molekularny Fermentas Gene Ruler 100 pz plus (#SM0323); 1-5 — produkty amplifikacji PCR (1, 2 - Fusarium avenaceum,
3 = Nectria mauritiicola, 4 — Lophiostoma corticola, 5 - Cladosporium cladosporioides)
M - molecular marker Fermentas Gene Ruler 100 bp plus (#SM0323); 1-5 - PCR amplification product (1, 2 — Fusarium avenaceum,
3 — Nectria mauritiicola, 4 — Lophiostoma corticola, 5 — Cladosporium cladosporioides)

Tabela 3.
Liczba (LS), istotnos¢ dopasowania (E) oraz identycznosé sekwencji nukleotydowych (I [%]) grzybéw roz-
poznanych metodg molekularng

Number (LS), expect value (E) and identity (I [%]) of fungal nucleotide sequences recognized by molecular
method

LS E I

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries 1 0,0 97
] 3e-83 86
Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. 2 2647 95
Nectria mauritiicola (Henn.) Seifert & Samuels 1 2e-74 93

Lophiostoma corticola (Fuckel) E.C.Y. Liew, Aptroot & K.D. Hyde 1 0,0 98
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alternata i Botryosphaeria quercuum. Fusarium spp. byly izolowane z pedéw pochodzacych z te-
renu trzech badanych nadlesnictw. Cechg, ktdéra wyrdzniata porazone pedy, byty zamarte paki,
na ktérych w trakcie inkubacji w komorze wilgotnosciowej widoczne byty typowe dla Fusarium
spp. oznaki etiologiczne. Mialy one postaé sporodochiéw oraz obfitej watowatej, biatorézowej
grzybni.

Grzyby z rodzaju Fusarium sq na ogét polifagami, zasiedlajgcymi rosliny w réznych fazach
wzrostu, czego konsekwencjg sg rézne postacie choréb. Mogg one by¢ przyczyng zgorzeli, pla-
mistosci, wiednigcia oraz zamierania ro$lin o dos¢ gwattownym przebiegu. Fusarium spp. moga
takze zasiedlac rosliny bezobjawowo. Sposréd gatunkéw Fusarium wymienianych jako patogeny
Quercus sp. podkreslane jest znaczenie F. oxysporum f.sp. quercus [Gordon 1965], E. eumartii [Ragazzi
i in. 2002], E solani [Bosso i in. 2012] oraz F. avenaceum — gatunku, ktéry dos¢ powszechnie byt
izolowany z porazonych peddw i jest stosunkowo rzadko wymieniany w literaturze jako patogen
debéw. O jego wystgpowaniu na pedach debéw donosity Szynkiewicz i Kwasna [2004], ktére
izolowaly E. avenaceum z fragmentéw pedow Q. rubra wykazujacych objawy zgnilizny. F. avenaceum,
aczkolwiek oryginalnie zostal wyizolowany z owsa, jest polifagiem. Jego wyst¢powanie stwier-
dzono mig¢dzy innymi na korzeniach i ktosach zbéz, bulwach ziemniaka oraz porazonych sadzon-
kach wiclu gatunkéw roslin [Desjardins 2006]. Jest to staby patogen wystepujacy gtéwnie na
ro$linach ostabionych w wyniku silnego stresu abiotycznego.

Powszechne wystepowanie A. a/ternata na zamartych pedach moze by¢ wynikiem wtérnego
zasiedlenia przez ten gatunek pedéw juz zamartych. A. alternata, chociaz zasiedla rosliny dosé
pospolicie, charakteryzuje si¢ bardzo stabymi wlasciwosciami patogenicznymi. Gatunek ten byt
stwierdzany m.in. na lisciach Q. pa/ustris [Levetin, Dorsey 2006].

Wyniki te potwierdzone sg przez innych autoréw w wielu badaniach [Kowalski 1996; Szyn-
kiewicz, Kwasna 2004]. A. alternata i A. tenuissima izolowano z fragmentéw tkanek Q. robur
z objawami nekroz. Grzyby te stanowity odpowiednio 1,9 i 1,2% otrzymanych izolatéw i wystg-
powaty w koegzystencji z innymi: Acremonium cf. curvulum, Aposphaeria spp., Mortierella isabellina,
Ophiostoma quercus, Pexicula cinnamomea, Phialocephala cf. dimorphospora, Phoma cava, Fusarium
solani, Fusarium sp. i Cladosporium cladosporioides [Kowalski 1996].

Jak wynika z badani Szynkiewicz i Kwasnej [2004], A. a/ternata byt najczesciej izolowanym
grzybem z fragmentéw pedéw Quercus robur, Q. petrea i Q. rubra umieszczonych w komorach
wilgotnosciowych. Na fragmentach pgdéw z objawami nekroz zanotowano takze wystgpowanie
Fusarium torulosum, F. avenaceum oraz sporadycznie Cladosporium cladosporioides.

Wsréd rozpoznanych gatunkéw, ktére mogg by¢ przyczyng zamierania p¢déw debu, na uwage
zastuguje Botryosphaeria quercuum. O mozliwosci porazania debéw przez gatunki z rodzaju
Botryosphaeria, w tym B. stevensii i B. quercuum, donosili mi¢dzy innymi Alves i in. [2004]. Gatunki
te identyfikowano jako sprawcéw raka oraz zamierania debéw na zachodnich terenach lesnych
basenu Morza Srédziemnego.

Uwzgledniajge skalg zamierania pedéw debéw oraz nieliczne (jak dotychczas) informacje
w piSmiennictwie na temat szkodliwosci F. avenaceum w stosunku do debdw, a zwhaszcza jako
patogena pakéw, niezbedne wydaje si¢ prowadzenie badari nad ustaleniem etiologii tego
zjawiska. Wstepne wyniki analiz mykologicznej i molekularnej mogg upowaznia¢ do takiego
stwierdzenia, zwlaszcza ze symptomy wystgpowania tego grzyba odnotowano w 40-60-letnich
drzewostanach dgbowych.

Whnioski
# Wsréd grzyboéw zasiedlajacych pedy debéw z objawami etiologicznymi dominujacg grupe
stanowig gatunki z rodzaju Fusarium.
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# Wystepowanie i wysoka frekwencja Fusarium avenaceum w pedach debéw jest zjawiskiem
jakosciowo nowym i wskazuje na potrzeb¢ podjgcia szczegétowych prac z zakresu znaczenia
wspomnianego gatunku w etiologii choroby.
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