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ABSTRACT

Kwasna H., Szewczyk W., Behnke-Borowczyk J. 2015. Gatunki Phytophthora i Pythium w glebie i w korzeniach
debu szyputkowego na terenach popowodziowych w Nadlesnictwie Wotéw. Sylwan 159 (7): 531-539.

Phytophthora and Pythium species (Oomycota) are known to be serious pathogens of forest trees.
Little is known, however, about their presence in Polish oak forests and their role in the oak
decline, especially in the flooded areas. The aim of this study was (1) to detect and compare
populations of microorganisms from Oomycota and fungi in roots and soil of healthy and declining
pedunculate 30-126 years old oak stands, which had been flooded by the Odra River for three
months in 1997 and one month in 2010, (2) to demonstrate the relationship between different
chemical factors of soil and the occurrence of microorganisms, and (3) to assess the contribution
of Oomycota to oak decline. Study was carried out in Woléw Forest District (south-western Poland).
Microorganisms were isolated from fine (1-5 mm in diameter) roots and non-rhizosphere soil
collected from 0-50 cm horizon. Isolation procedure from roots included surface sterilization and
plating the root segments on the nutrient agar. An oak leaf baiting method was used for isolation
of Oomycota from soil. Identification of microorganisms was based on morphology and sequencing
of the ITS1/2 tDNA. Oomycota was represented by: Globisporangium, Phytophthora and Pythium
and fungi mostly by: Aspergillus, Chaetosphaeria, Cylindrocarpon, Mortierella, Mucor, Penicillium,
Trichoderma and Umbelopsis. Globisporangium attrantheridium (syn. Pythium attrantheridium) occurred
locally and was found in roots of only one flooded oak. This is the first record of this species on
oak and in Poland. G. intermedium, P. gibbosalP. gregata, P. plurivora and Pythium sp. were found
in soil of flooded and non-flooded (control) oak stands. The organisms occurred in podzolized
brown soils, brown alluvial soils and gley soils that had most nitrogen (21-60 mg/kg), various
amounts of calcium (61.1-347.6 mg/100g) and moderate acidity (pH=3.85-4.2). There was often
a significant association between exposure to flood and the health status of oak trees assessed
by the scale of defoliation. Oomycota seemed to be only moderately associated with increased
tree defoliation as a symptom of oak decline.
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Wstep

Zamieranie dgbéw to choroba wyst¢pujaca w wielu rejonach $wiata, réwniez w Polsce [Oleksyn,
Przybyt 1987; Oszako 2000; Rizzo i in. 2002]. Powodowana jest przez zespét czynnikéw nieko-
rzystnych dla drzew; najeze¢sciej przez okresowe niesprzyjajace warunki klimatyczne (globalne
ocieplenie, susze), powodzie, niski poziom wéd gruntowych, uszkodzenia przez owady i pora-
zenie przez grzyby. Objawy obejmujg przerzedzenie korony, zamieranie gal¢zi, wilgotne plamy
i przebarwienia na pniach i w drewnie. W Polsce choroba wystepuje na powierzchni 2752 ha
[Matecka 2013], gléwnie w potudniowej i zachodniej cz¢sci kraju. Obecno$¢ mikroorganizméw
z gromady Oomycota (Globisporangium, Phytophthora, Pythium) w korzeniach i glebie moze odgry-
wac znaczng rol¢ w przebiegu choroby. Mogg one powodowa¢ uszkodzenia korzeni cienkich
i zaklécenie gospodarki wodnej, przyczyniajgc si¢ do defoliacji i zamierania koron. Porazajg
nawet do 90% korzeni, kolonizujgc kore i drewno [Tsao 1990].

Na $wiecie znanych jest wiele gatunkéw Phyrophthora zagrazajacych lokalnym drzewo-
stanom lesnym. Dla debéw patogeniczne okazaly si¢ przede wszystkim P. a/ni Brasier & S.A.
Kirk, P cambivora (Petri) Buisman, P cinnamomi Rands, P. citricola Sawada, P. cryptogea Pethybr.
& Laft., P gonapodyides (Petersen) Buisman, P. #ernoviae Brasier, Beales & S.A. Kirk, P. quercina
Jung, P. pseudosyringae 'T. Jung & Delatour, P. plurivora 'T. Jung & T.1. Burgess i P. ramorum
Werres, De Cock & Man in’t Veld. Izolowano je z korzeni i gleby dziewigciu gatunkéw debu
w Europie i Azji [Brasier i in. 1993; Jung i in. 1996, 1999, 2000, 2002, 2003a, b; Robin i in. 1998,
2001; Balci, Halmschlager 2003a, b; Jonsson 2004; Romero i in. 2007]. Najczgsciej izolowany
gatunek — P, quercina — wystapit w czterech réznych strefach klimatycznych i na szesciu gatunkach
debu. Sposréd przedstawicieli rodzaju Pyshium patogeniczne dla dgb6éw okazaty si¢ P anandrum
Drechsler i P, spiculum B. Paul (syn. Globisporangium spiculum (B. Paul) Uzuhashi, Tojo & Kakish.)
[Romero i in. 2007; AKkilli i in. 2013].

D¢by korzystaja gtéwnie z zasobéw wéd gruntowych, co powoduje staby rozwéj systemu
korzeniowego w gérnej warstwie gleby. Dtugotrwate podwyzszenie poziomu wody gruntowej,
okresowa powddz i podtopienia prowadzg do redukeji korzeni, zmniejszonej penetracji gleby,
a nastepnie do zamierania pojedynczych pgdéw, fragmentéw koron lub catych koron. Stad okre-
sowy nadmiar wody, po ktérym nast¢puje susza, sg wyjgtkowo niebezpieczne dla dgbu. Obser-
wacje drzewostanéw lisciastych i doswiadczenia infekeyjne na siewkach debu pokazaty, ze
uszkodzenie korzeni przez Phytophthora wzrasta zaréwno po suszy, jak i po okresowym silnym
nawilgoceniu [Marcais i in. 1993; Belisario i in. 1997; Robin i in. 2001; Sdnchez i in. 2002; Jung
i in. 2003a]. Zdaniem Maurel i in. [2001] efekt suszy zwigzany z redukcjg korzeni jest bardziej
dotkliwy dla starszych debéw. Udziat drzewostanéw debowych w Polsce wynosi prawie 7%, wigc
poznanie uwarunkowari zamierania dgbéw ma istotne znaczenie tak z naukowego, jak i praktycz-
nego punktu widzenia.

Celem pracy byta: (1) detekcja gatunkéw Globisporangium, Phytophthora i Pythium (Qomycota)
w korzeniach i glebie dgbu szyputkowego w Nadlesnictwie Woléw po powodzi wywotanej wo-
dami Odry w latach 1997 i 2010, (2) analiza wptywu wlasciwosci chemicznych gleby na wystepo-
wanie Oomycota, i (3) analiza wptywu obecnych w korzeniach i glebie Oomycota na zamieranie
debéw.
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Materiat i metody

Powierzchnie doswiadczalne z dgbem szyputkowym (Q. r0bur L..) w wieku od 30 do 126 lat znajdo-
waly si¢ w Nadlesnictwiec Wot6éw, w dolinie rzeki Odry (51,329°N, 16,629°E) w odlegtosci 4-20 km
od siebie. W latach 1997 i 2010 powierzchnie zostaly zalane przez wody Odry (tab. 1). Gatunkiem
panujacym byt dab szyputkowy. Wykazywal objawy zamierania dgbéw. Gatunkami domieszko-
wymi byly brzoza, lipa, olsza, swierk i wigz. Zadrzewienie wynosito 0,8-1,1. Zwarcie drzewostanéw
byto umiarkowane do przerywanego. Zawartos¢ sktadnikéw pokarmowych w poziomie glebo-
wym 0-50 cm prezentuje tabela 1. Okres wegetacyjny w dolinie Odry trwa 226 dni. Srednia
roczna temperatura powietrza wynosi 8,2°C, a sredni roczny opad 612 mm (dane z lat 2000-2010
ze Stacji Meteorologicznej Nadlesnictwa Woléw w Tarchalicach).

Materiat badawczy stanowity korzenie cienkie (o srednicy 1-5 mm) pobrane losowo z glebo-
kosci 0,5 m, kazdorazowo z trzech cz¢sciowo odkopanych, losowo wybranych drzew w lesnictwach
De¢bno, Stryjno i Tarchalice (2012) oraz gleba pobrana z glebokosci 0,5 m, spod poziomych
korzeni bocznych trzech drzew w lesnictwach Debno, Garwdél, Prawikéw, Stryjno i Tarchalice,
w lipcu 2012 i ponownie w lipcu 2013. Korzenie ptukano w strumieniu wody wodociggowej,
powierzchniowo dezynfekowano w etanolu o st¢zeniu 96% (3 s) i NaOCl o st¢zeniu 1% (10 min),
ponownie ptukano (3x10 min) w sterylnej wodzie destylowanej, osuszano w temperaturze 25°C
przez 1 godz., cigto na inokula dtugosci 0,5 cm i wyktadano na pozywke kukurydziang (CMA;
Fluka, Nr kat. 42347, pH 6,0) z dodatkiem 10 pg/ml pimarycyny, 200 pg/ml ampicylliny,
10 pg/ml rifamyciny, 25 pg/ml PCNB i 50 pg/l hymexazolu (PARPH). Z kazdej préby wyktadano
18 inokulow.

Analizy chemiczne gleby wykonano w AgroEkspert® z Koscielca. Metodg Kjeldahla ozna-
czono N, NO, i NH,, metodg Schachtschabela — K i Mg, metodg ptomieniowej emisyjnej spek-
trometrii atomowej — Na i Ca, a metodg Egnera-Riehma — P,O.. Prébke gleby zalewano wodg
destylowang. Na lustro wody, 4 cm nad gérng powierzchnig gleby, wyktadano mlode liscie dgbu
szyputkowego jako putapki. Po 5-10 dniach inkubacji w temperaturze 25°C pobierano liscie
z nekrotycznymi plamami, ptukano je w sterylnej wodzie destylowanej (3x10 min) i osuszano.
Fragmenty nekrotyczne wycinano i dzielono na inokula, ktére wyktadano na pozywke
CMA+PARPH. Wyktadano 6-12 inokuléw z préby. Wyroste kultury Oomycota lub grzybéw
przeszezepiano na sterylne podtoza. Kultury identyfikowano na podstawiec morfologii na po-
zywee glukozowo-ziemniaczanej (PDA; 39 g/l Difco PDA, pH 5,5), agarze syntetycznym (SNA;
1 g/l KH,PO,, 1 g/l KNO;, 0,5 g/l MgSO,x7H,0, 0,5 g/l KCI, 0,2 g/ glukoza, 0,2 g/l sacharoza,
20 g/l agar), agarze Czapka z ekstraktem drozdzowym (CYA; 30 g/l sacharoza, 5 g/l ekstrake
drozdzowy, 1 g/l KH,PO,, 10 ml/l koncentrat Czapka, 15 g/l agar) i 2-procentowym agarze mal-
tozowym (MEA; 20 g/l ekstrakt maltozowy, 20 g/l glukoza, 1 g/l pepton, 20 g/l agar), postugujac
si¢ kluczami mykologicznymi. Oomycota oraz reprezentatywne kultury grzybéw identyfikowano
metodg sekwencjonowania odcinka I'T'S1/2 rDNA ze starterami I'TS1 (57 TCCGTAGGT-
GAACCTGCGG 3)), ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°), ITS5 (5> GGAAGTAA-
AAGTCGTAACAAGG 3), I'TS 6 (5 GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG 3’) lub ewfitsrev 1
(5" TCCTCCGCTTATTGATATGCTT 3°) [White i in. 1990]. Otrzymane sekwencje poréwny-
wano z sekwencjami referencyjnymi z bazy EMBL (European Molecular Biology Laboratory),
postugujgc si¢ programem BLAST.

W latach 2011-2013 wykonano oceng defoliacji koron 25 oznakowanych drzew na kazdej
powierzchni. Ubytek aparatu asymilacyjnego wyrazono w procentach, z doktadnoscig do 10%,
wedtug Boreckiego i Keczyiiskiego [1992]. Indywidualny (w przypadku pojedynczego drzewa
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z korzeniami zasiedlonymi przez Oomycota) lub sredni (w przypadku gleby zasiedlonej przez
Qomycota) procent defoliacji koron drzew poréwnywano z kontrolg testem zgodnosci ¥ przy p=0,05.

Wyniki

Na powierzchniach zalewanych i niezalewanych (kontrolnych) przez wody Odry w latach 1997
i 2010 stwierdzono wystgpowanie picciu gacunkéw Oomycota (tab. 2). Globisporangium attrantheridium
wystapit lokalnie, tylko na korzeniach jednego z trzech badanych d¢béw zalewanych w lesni-
ctwie Debno. Globisporangium intermedium i P. plurivora wyizolowano z gleby d¢béw niezala-
nych (kontrolnych) w lesnictwie Garwdl. Phytophthora gibbosalP. gregata byta obecna w glebie
powierzchni zalewanych w lesnictwie Tarchalice i korzeniach dgbu niezalewanego w lesnictwie
Stryjno. Pythium sp. wystapito tylko w glebie powierzchni zalewanych w lesnictwie Tarchalice.
Wymienionym Qomycota towarzyszylty grzyby gléwnie z rodzajow Aspergillus, Chaetosphaeria,
Cylindrocarpon, Mortierella, Mucor, Penicillium, Trichoderma i Umbelopsis. Z, gleb pobranych w le-
$nictwach Debno (pow. 6, 9), Garwét (pow. 3), Prawikéw (pow. 1, 2, 7) i Tarchalice (pow. 8) w 2013
roku izolowano tylko gatunki Penicillium. Liczba gatunkéw mikroorganizméw byla nizsza w/na
korzeniach d¢béw okresowo zalewanych. D¢by z korzeniami lub glebg kolonizowang przez
Oomycota wykazywaly umiarkowane do silnych objawy zamierania dgbéw (tab. 3). Defoliacja
w latach 2011-2013 wynosita srednio (13-) 25-51% (tab. 2). Stopieri defoliacji na powierzchniach
wolnych od Oomycota byt podobny, np. na powierzchni 2 wynosit 31-61%, na powierzchni 6 42-50%,
na powierzchni 7 27-36%, a na powierzchni 9 9-46%.

Dyskusja
Globisporangium, Phytophthora i Pythium byly stwierdzane lokalnie, w korzeniach i glebie dgbu
szyputkowego zalewanego i niezalewanego w przeszlosci przez wody powodziowe w Nadle$ni-
ctwie Wol6éw. Stwierdzenie ich obecnosci jest istotne, poniewaz przedstawiciele tych rodzajéow
posiadajg pierwszoplanowe znaczenie dla kondycji europejskich laséw dgbowych. Zwigzek migdzy
obecnoscig w korzeniach dgbéw Phyrophthora spp. i zamieraniem debéw w centralnej i wschod-
niej Europie stwierdzili Jung i in. [1996, 1999, 2000, 2002, 2003a, b], Balci i Halmschlager
[2003a, b] oraz Jankowiak i in. [2014]. Silne zniszczenie korzeni debu szyputkowego przez
P quercina w warunkach przemiennej suszy i podtopienia wykazali Jung i in. [2003a].

Prezentowana praca poszerza spektrum gatunkéw Globisporangium stwierdzanych na korze-
niach debu o G. attrantheridium (syn. Pythium attrantheridium Allain-Boulé & Lévesque) wyizo-
lowany z terenu Lesnictwa Dgbno. Gatunek ten zostat niedawno opisany jako nowy przez Allain-
-Boulé i in. [2004]. Niniejsze doniesienie jest pierwszym na temat jego obecnosci w Polsce i na
debie. Dotychczas gatunek ten byt izolowany z marchwi z objawami plamistosci i nekroz, ze stabo
przyjmujgcych si¢ sadzonek jabtoni i wisni oraz z gleb cieptych i wilgotnych w USA i Kanadzie.

Pozostate stwierdzone Oomycota nalezg do powszechnie wystepujacych takze w naszych
lasach. Globisporangium intermedium (de Bary) Uzuhashi, Tojo & Kakish. (syn. Pythium intermedium
de Bary) jest znanym saprotrofem i patogenem. Moze powodowaé zgorzel siewek, zgnilizng
korzeni i zgorzel podstawy pedu gatunkéw iglastych i lisciastych, zwlaszcza na glebach umiar-
kowanie cieptych i wilgotnych [Domsch i in. 1980]. Phytophthora gibbosa, P. gregata i P. plurivora
znajdowano w korzeniach i glebie chorujacych drzewostanéw olszowych, dgbowych i orzecho-
wych, zwlaszcza w warunkach wilgotnych [Belisario i in. 2006; Szabé i in. 2013; Jankowiak
i in. 2014]. Mogg wystgpowaé¢ w glebach hydromorficznych, tworzacych si¢ w warunkach
trwalego lub okresowego nadmiernego uwilgotnienia. Phytophthora plurivora jest izolowana
czesciej z gleby niz z korzeni [Jung i in. 1996; Szabé i in. 2013]. Badania Jankowiaka i in. [2014]
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podkreslajg wyrazny zwigzek migdzy obecnoscig P. plurivora i pogorszeniem kondycji debu
szypulkowego w Polsce. Gatunek ten nalezy do niclicznych, ktére zabijajg calg rosling w wyniku
wywolywania rozlegtych nekroz na pedzie gléwnym. Gatunki Pyshium znajdowane sg w réznych
glebach [Domsch i in. 1980] i cz¢sto powoduja zgnilizng korzeni.

Zagrozenie ze strony wickszosci gatunkéw Phytophthora wzrasta na glebach ptytkich i su-
chych, o nicuregulowanych stosunkach wodnych [Balci, Halmschlager 2003a]. Wigkszos¢ z tych
organizméw jest w stanie przetrwaé dhugotrwalg suszg, inne natomiast wystepujg w miejscach
kumulacji wody. Obecnosé¢ G. attrantheridium w madzie brunatnej (lesnictwo De¢bno) narazonej
na okresowe wylewy rzeki sugeruje wysokie wymagania wilgotnosciowe gatunku. Preferencje
Oomycota do Srodowisk wilgotnych sg wigzane z ich trybem zycia. Czgsto sg to gatunki saprotro-
ficzne, a patogeniczne tylko w sytuacji obnizonej odpornosci rosliny [Brasier i in. 1993]. Przed-
stawiciele Globisporangium, Phytophthora i Pythium spp. wystapili wprawdzie nieliczne, ale na sto-
sunkowo duzym obszarze, na terenach odleglych nawet o 4-20 km. Gleby, w ktérych stwier-
dzono ich obecnos¢, cechowata podwyzszona zawarto$¢ azotu (21-60 mg/kg), rézna zawartosé
wapnia (61,1-347,6 mg/100g) i umiarkowanie kwasny odczyn (pH 3,85-4,2). Podwyzszona za-
warto$¢ azotu w glebie moze zwigksza¢ podatnos¢ drzew na infekcje w wyniku stymulacji
wzrostu korzeni, wzrostu ich wilgotnosci i deformacji [Ukthede, Smith 1995]. Efekt moze
zaleze¢ od gatunku drzewa. Azot nic wplywa na wzrost i rozwdj samego organizmu Phytophthora
[Kelly i in. 2013]. Phytophthora generalnie preferuje gleby o wigkszej zawartosci wapnia i odczy-
nie w granicach 3,6 [Jonsson 2004; Jankowiak i in. 2014].

Globisporangium attrantheridium w korzeniach towarzyszylo 15 gatunkéw grzybéw. Byly to
najczgsciej gatunki saprotroficzne, rzadko patogeniczne (jak C. didymum). Tylko korzenie stabiej
zasiedlone przez grzyby byly kolonizowane przez G. attrantheridium. Preferencije Oomycota do
korzeni zdrowych i nieskolonizowanych byly wczesniej obserwowane przez Tsao [1990]
i Jonsson [2004].

Rzadko udaje si¢ skorelowac stan korony drzew z obecnoscig Phytophthora w korzeniach
i glebie [Robin i in. 1998; Camy i in. 2003]. D¢by kolonizowane lub rosngce w obecnosci
Oomycota w Nadlesnictwie Woléw wykazywaly umiarkowane do silnych objawy zamierania.
Srednia defoliacja koron po 14-16 latach od pierwszego podtopienia wynosita 25-51% i byta tylko
troche wyzsza od defoliacji dgbéw niekolonizowanych (13-50%). Obecnosé Oomycota zatem
tylko w niewielkim stopniu przyczynita si¢ do pogorszenia kondycji drzew. U d¢béw kolonizo-
wanych i nickolonizowanych obserwowano wyzsze tempo defoliacji w latach péZniejszych
(po 15-16 latach), co wynika z wicku drzewostanéw (71-126 lat). Tsao [1990] i Jonsson [2004]
podaja, ze u starszych drzew korzenie zamierajg wolniej. W miedzyczasie funkcjonujg dodat-
kowe korzenie tworzone w wyniku zdolnosci wyksztatconych ewolucyjnie pod wplywem
nicustannych streséw [Jonsson 2004].

Podsumowanie

Globisporangium attrantheridium (syn. Pythium attrantheridium) wystapit lokalnie na korzeniach
debu na terenach popowodziowych w Nadlesnictwic Wotéw. Globisporangium intermedium,
Phytophthora gibbosalP. gregata, P. plurivora i Pythium sp. wystapity w glebie oraz w korzeniach
deboéw zalewanych i niezalewanych. Gleby zasiedlane przez QOomycota posiadaty podwyzszong
zawarto$¢ azotu, umiarkowang zawarto$¢ wapnia i umiarkowang kwasowosé. Stwierdzono zalez-
no$¢ miedzy ekspozycjag na powddZ i zdrowotnoscia debéw mierzong defoliacjg koron.
Niewiclka populacja Oomycota w korzeniach i glebie raczej nie wplynela na pogorszenie si¢
zdrowotnosci debu w Nadlesnictwie Wot6w.
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