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BIOCHEMICZNE ASPEKTY INFEKCJI DRZEW
PRZEZ GRZYBY Z RODZAJU ARMILLARIA

BIOCHEMICAL ASPECTS OF ARMILLARIA SPP. INFECTION OF TREES

Abstract: Infection process of trees by Armillaria species is described in the pa-
per. This includes the biochemical interaction between pathogen and tree, the
role of phenolic compounds in the system of tree resistance as well as the char-
acteristic of different fungal phenol oxidizing enzymes. Usability of phenolic
compounds and pathogenesis related proteins concentrations in colonized tis-
sues as biochemical indicators of infection during the initial phase of the pro-
cess was also discussed.
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1. WPROWADZENIE

Infekcja drzewa przez grzyby patogeniczne jest skomplikowanym procesem
biochemicznym, w ktorym aktywnie uczestniczg roslina — gospodarz, oraz pato-
gen. Rozpoczyna si¢ z chwila kontaktu organdéw infekcyjnych patogena z tkankami
gospodarza i przekazania specyficznego, fizycznego badz chemicznego, bodzca,
wyzwalajacego reakcje obronne roslin. Reakcje te, obok odpornosci biernej, prze-
sadzaja o powodzeniu (badz niepowodzeniu) ataku patogena. Zaleza one od
predyspozycji genetycznych rosliny oraz jej kondycji, okreslonej warunkami $ro-
dowiska, takimi jak zaopatrzenie w zwiazki pokarmowe, oddzialywanie czyn-
nikow stresowych (np. susza) oraz wystgpowanie innych organizmow
szkodotworczych (owady, grzyby, nicienie, bakterie).

Badania biochemicznego systemu obrony roslin przed atakiem patogendéw
prowadzone sa od wielu lat. Pozwolily one na zidentyfikowanie réznych
chemicznych zwiazkdéw odpornosciowych, takich jak: fitoaleksyny (Bailey i Man-
sfield, 1982), alkaloidy, zwiazki fenolowe, biatka PR (ang. pathogenesis related
proteins), oraz poznanie mechanizméw rzadzacych ich powstawaniem i kumulacja
w zaatakowanych tkankach roslin (Koztowska i Konieczny 2003). Badania te w
wigkszosci dotyczyly jednakze roslin uprawnych (Jankiewicz i Sobiczewski 1997),
a w odniesieniu do drzew lesnych byty nieliczne.

2. DROGI I PRZEBIEG INFEKCJI

Infekcja drzew przez grzyby z rodzaju Armillaria polega na penetracji tkanek
gospodarza przez patogena i ewentualnej dalszej kolonizacji glgbiej potozonych
tkanek (Thomas 1934). Infekcja moze nastgpowaé w dwojaki sposob: poprzez
kontakt korzeni drzewa z ryzomorfami patogena albo poprzez kontakt z innymi,
zainfekowanymi wczesniej korzeniami, petnigcymi rolg inokulum. W przypadku
infekcji przy udziale ryzomorf, porazane moga by¢ drzewa znajdujace si¢ w
znacznej odlegtosci od inokulum. Dhugos¢ ryzomorf opieniek moze dochodzi¢ do
kilkunastu metrow (Sierota 2001).

Infekcja rozpoczyna si¢ przytwierdzeniem do korzenia kontaktujacej si¢ z nim
ryzomorfy w wyniku stwardnienia zelowatej substancji pokrywajacej jej wierz-
chotek. Nastgpnie pojedyncze strzepki, rozwijajac si¢ z wierzchotka ryzomorty,
penetruja zewngtrzna warstwe komorek kory, trwale przytwierdzajac (zakotwi-
czajac) ja do korzenia (Rykowski 1975, Guillaumin i Rykowski 1980). Z ry-
zomorfy w miejscu trwatego kontaktu wyrastaja odgatezienia penetrujace korzen.
Formujg si¢ one mniej lub bardziej licznie w wewnetrznej warstwie komorek
okrywy ryzomorfy po stronie styku z korzeniem (Thomas 1934). Poczatkowo,
wskutek mechanicznego nacisku tych odgatezien, komorki skorki korzenia ulegaja
zgnieceniu. Nastgpnie komorki potozone glgbiej ulegaja dezorganizacji. Pod skor-



Biochemiczne aspekty infekcji drzew przez grzyby z rodzaju Armillaria 95

ka strzepki rozprzestrzeniaja si¢ wzdhuz i w glab tkanki kory. W przypadku kory
huskowatej ryzomorfy rosng stycznie pod tuskami kory, przyjmujac postac¢ biatych,
pozbawionych skorki nici. Ryzomorfy moga penetrowac tuski kory i tworzy¢ tam
tzw. kliny infekcyjne. Sciany komorkowe tkanek korzeni brazowieja, a zawartos¢
komorek ulega dezintegracji, nawet w pewnej odlegtosci od klina infekcyjnego.

Obecnos¢ uszkodzen mechanicznych nie jest niezbedna, by mozliwa byta
skuteczna infekcja zdrowego i w petni zywotnego korzenia (Woeste 1956).
Jednakze rany powstate w wyniku Zzeru owadoéw, uszkodzen mechanicznych lub
nadmiaru wilgoci w podtozu moga stuzy¢ opience jako ,,wrota infekcji” (Basham
1988).

Przyjmuje sie, ze rozprzestrzenianie patogenicznych gatunkéw opieniek (4.
ostoyae 1 A. mellea), ktoére wytwarzaja znacznie mniej ryzomorf niz gatunki stabo
patogeniczne (4. gallica lub A. cepistipes), dokonuje si¢ przede wszystkim poprzez
kontakt zdrowych korzeni z korzeniami porazonymi wczesniej (Guillaumin i in.
1989, Morrison 1989, Rishbeth 1985). Stwierdzono, ze transfer grzybni patogena
nastgpuje w miejscach styku korzenia zdrowego z zainfekowanym, a takze, gdy
korzenie znajduja si¢ w niewielkiej odlegtosci od siebie (Shearer i Tippett 1988;
Shaw 1980). Kolonizacja dokonuje si¢ przy aktywnym biochemicznym od-
dzialywaniu patogena na tkanki infekowanego korzenia. Na zewngtrznej warstwie
parenchymy kory korzenia pojawiaja si¢ nekrotyczne, brazowe plamki, ktore tacza
si¢. Platki ciemnego korka ztuszczaja si¢, a jednoczes$nie formuja si¢ w tym miejscu
nowe warstwy skorki. Po kilkakrotnym ztuszczeniu si¢ nekrotycznych platkow
korka na korzeniu pojawia si¢ grzybnia opienki, ktéra w sprzyjajacych warunkach
przenika do warstwy tyka, powodujac powstawanie raka. Tkanki kory stykajace si¢
z czotowgq czgscia ptatdw grzybni ulegaja nekrozie.

3. INTERAKCJA PATOGEN-GOSPODARZ
W TRAKCIE PROCESU INFEKCYJNEGO

3.1. Oddzialywanie patogena na roSling¢ gospodarza

W trakcie procesu infekcyjnego opienki produkuja enzymy hydrolityczne i
enzymy pektolityczne, enzymy degradujace polisacharydy $cian komorkowych
(celulazy 1 hemicelulazy) oraz rozktadajace ligning i fenole (lakaza, peroksydaza).
Uczestnicza one w rozktadzie sktadnikéw $ciany komdrkowej, umozliwiajac po-
konywanie barier strukturalnych i penetracj¢ tkanek drzewa przez grzybni¢ pa-
togena (Rykowski 1975). Umozliwiaja rdwniez pasozytnicze pobieranie skta-
dnikéw pokarmowych przez opienke. Przy penetracji kory korzenia moze do-
chodzi¢ do enzymatycznego rozkladu suberyny (Zimmermann i Seemuller 1984),
zwiazku uszczelniajacego i usztywniajacego Sciany komorkowe i uczestniczacego
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w tworzeniu mechanicznej bariery w obrebie korka i endodermy (tzw. bariera
suberynowa), ktdra ogranicza rozprzestrzenianie si¢ patogena.

Zdolnos¢ opieniek do utleniania fenoli wydaje si¢ by¢ kluczem do skuteczne;j
infekcji 1 przetamania aktywnych reakcji obronnych zaatakowanego drzewa, wy-
razajacych si¢ m.in. tworzeniem i gromadzeniem fenoli w zainfekowanych tkan-
kach. W doswiadczeniach Wargo (1980) prowadzonych in vitro wzrost patogena byt
powstrzymywany w przypadku, gdy jego zdolnosci utleniania fenoli byty stabe, a
kiedy utlenianie przebiegato szybko i z tatwoscig — byt stymulowany. Utlenianie z
kolei byto inicjowane i przyspieszane po dodaniu glukozy i etanolu. Zwiazki te sty-
muluja tworzenie si¢ enzymow utleniajacych fenole (Worrall i in. 1986). W
warunkach naturalnych wigksza podatnos¢ na infekcje przez 4. ostoyae jest u drzew
cechujacych si¢ niska wartoscia stosunku koncentracji fenoli do cukrow w korze
korzeni (Entry i in. 1992). Myszewski i inni (2002) badajac 20 rodow daglezji
stwierdzili, ze koncentracja cukrow w korzeniach determinowana jest genetycznie,
na zawarto$¢ za$ zwiazkoéw fenolowych najwiekszy wpltyw ma siedlisko. W
zwigzku z tym uznali, Ze niska koncentracja cukréw powinna by¢ kryterium
selekcji genotypdw pod katem odpornosci na infekcje ze strony opieniek.

Za oksydacj¢ zwiazkow fenolowych w trakcie procesu infekcyjnego odpo-
wiadaja polifenolowe utleniacze tworzone przez patogena. Utlenianie fenoli moze
by¢ efektem osobnego badz lacznego oddziatywania enzymoéw grzybowych.
Stwierdzono, ze utlenianie fenoli zachodzi szczegdlnie intensywnie na krawe-
dziach ptatow grzybni opienki kolonizujacej zywa tkanke oraz w tkankach bezpo-
$rednio po ich skolonizowaniu (Robene-Soustrade i in. 1997). Wokot rozrastajace;j
si¢ grzybni, w wyniku gromadzenia si¢ brunatno-czarnych barwnikéw melani-
nowych, powstajacych w trakcie utleniania zwiazkdéw fenolowych (Kaczkowski
1979), tworzy si¢ zbrazowiala strefa. Jej powstawanie obserwowane jest
powszechnie w trakcie infekcji i na poczatku kolonizacji drzewa przez opienki, ale
jeszcze przed zasiedleniem przez grzybnig¢. Skolonizowana kora zawiera 2,5-5
razy mniej fenoli ogoétem, ale 3—-3,5 razy wigcej fenoli utlenionych niz kora zdrowa
(Wargo 1984). Przebarwiona, ale nieskolonizowana kora oraz uszkodzona
(zraniona) kora zawiera mniej fenoli w pordwnaniu z nieprzebarwiona i zdrowa
korg bez uszkodzen.

Enzymy utleniajace fenole stymuluja powstawanie i rozw6j ryzomorf (Worrall
iin. 1986, Marsh i Wargo 1989). Dlatego zastuguja na szczego6lna uwage, zwla-
szcza w konteks$cie poszukiwania wezesnych symptomow infekceji drzew.

Lakaza — jest powszechnie wydzielana przez grzyby, m.in. opienki. Bierze
udzial w utlenianiu lignin oraz rozktadzie i detoksykacji fenoli w tkankach roslin
(Mayer 1 Staples 2002, Mayer 1987, Mayer i Harel 1979). Moze utlenia¢ wiele
zwiazkow, m.in. mono-, di-, tri-fenole, o- 1 p-di-fenole. Lakaza byta izolowana
zarowno z grzybni (Kaarik 1965), jak i z ryzomorf opieniek (Marsh i Wargo 1989).
Stwierdzono pozytywna korelacj¢ pomiedzy intensywnoscia produkcji ryzomorf, a
aktywnoscia lakazy (Marsh i Wargo 1989; Worrall i in. 1986). Enzym byt wy-
krywany po raz pierwszy na krotko przed inicjacja ryzomorf, osiagat najwyzsza
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aktywnos$¢ w czasie najszybszego wzrostu ryzomorf, a bliska zeru w momencie,
gdy wzrost ryzomorf ustawat.

Peroksydaza — jest katalizatorem utleniania fenoli przez nadtlenek wodoru
(H,0,) 1 nie jest specyficzna wzglgdem fenoli. Stwierdzana byta w ekstraktach
ryzomorf opieniek (Mallett i Colotelo 1984). Peroksydaza jest jednym z czynnikow
determinujacych patogenicznos¢ opieniek (Robene-Soustrade i in. 1992). Zna-
czaco podwyzszong zawartos¢ peroksydazy stwierdzano w korze u nasady korzeni
swierkow porazonych przez opienki (Feiler i Tesche 1991). Peroksydaza oraz
lakaza moga by¢ wydzielane przez opienki w celu pozakomdrkowego utleniania
fenoli.

Tyrozynaza — jest wewnatrzkomorkowym enzymem biorgcym udziat w
formowaniu melaniny, odpowiada za oksydaz¢ katecholowg (Mallett i Colotelo
1984, Mayer i Harel 1979). Bierze aktywny udziat w rozktadzie ligniny 1 zwiazkoéw
fenolowych (Bending i Read 1997). Jej obecnosc¢ stwierdzano nie tylko w tkankach
opieniek, ale takze wielu innych gatunkéw grzybéw (E1 Morsy 1999).

3.2. Reakcja zaatakowanego drzewa na infekcje

Reakcje drzew zaatakowanych przez opienki moga by¢ trojakiego rodzaju:

— chemiczne (produkcja wydzielin, np.zywicy, fala oksydacyjna),

— fizyczne (tworzenie mechanicznych barier w postaci wzmocnionych $cian
komoérkowych, wtornych warstw korka i tkanki kalusowej),

—biochemiczne (wydzielanie i gromadzenie w tkankach zwiazkow o dziataniu
antygrzybicznym, takich jak fitoaleksyny, biatka PR, zwiazki fenolowe).

Sosna wydziela zywice w miejscach, w ktorych grzybnia opienki penetruje
korg i przenika do tyka. Nie obserwuje si¢ wydzielania zywicy w przypadku
ektotroficznego rozwoju patogena w tuskach kory korzenia (Redfern 1978). Wy-
dzielana zywica hamuje wzrost grzybni patogena. W przypadku silnych i zy-
wotnych drzew moze nawet powstrzymac infekcjg¢, tworzac wspolnie z tkanka
kalusowgq skuteczng barier¢ mechaniczng (Rykowski 1975).

Aktywnos¢ merystematyczna, prowadzaca do tworzenia si¢ korka i tkanki
kallusowej, a czesto rowniez do wyrastania nowych korzeni, to najczgsciej spo-
tykana reakcja drzewa-gospodarza na infekcje. Tworzenie nowej warstwy korka z
reguly wystepuje pod miejscem penetracji kory korzenia przez patogena (Rykow-
ski 1975). Warstwa wtornego korka ulega poszerzeniu wraz ze wzrostem drzewa,
skutecznie izolujac zainfekowane fragmenty kory od zywych tkanek. Z czasem
zainfekowana kora ulega ztuszczeniu. Do reakcji fizycznych, spotykanych u drzew
gatunkow iglastych nalezy rowniez powstawanie bariery suberynowej oraz ligni-
fikacja scian komdérkowych. Oba typy reakcji zwigkszaja mechaniczng odpornosé
$cian komorkowych na penetracje, ograniczaja dyfuzj¢ enzymow i toksyn patogena
oraz metabolitow rosliny wykorzystywanych przez opienki do odzywiania.

Przejawem aktywnej reakcji roslin na atak patogenow sg reakcje biochemiczne
polegajace na syntezie zwiazkow inhibitujacych rozwdj grzybni.
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Naleza do nich przede wszystkim zwiazki fenolowe, ktére — gromadzone w
komorkach zaatakowanych tkanek — powoduja ,,uszczelnianie” $cian komorko-
wych (lignifikacja, bariera suberynowa), a ponadto czgsto wykazuja wlasnosci
antybiotyczne. Zwiazkami tego rodzaju sa m.in. fitoaleksyny, przede wszystkim
kwas galusowy oraz kwas taninowy. W badaniach Wargo (1981) i Shaw (1985)
kwas galusowy wykazywat wlasnosci inhibitujace wzgledem rozwoju A. mellea. A.
ostoyae, A. gallica, A. luteobubalina 1 A. novae-zelandiae. Natomiast wyniki
doswiadczen z kwasem taninowym byly niejednoznaczne — wedtug Shaw (1985)
stymulowal on rozwdj opieniek, natomiast wedlug Cho i in.(2001) oddzialywat
inhibitujaco na aktywnos$¢ tyrozynazy — enzymu degradujacego lignine. Do fito-
aleksyn naleza rowniez stilbeny, tworzone m.in. przez sosng zwyczajng (pino-
sylwin). Wyzsza koncentracj¢ tych zwiazkow stwierdzano u sosen wykazujacych
wigksza odpornos¢ na infekcje przez korzeniowca wieloletniego (Harju i in. 2003).
W doswiadczeniach in vitro nie stwierdzono jednak hamujacego wptywu stilbenow
na wzrost grzybni opienki (Woodward i Pearce 1988). Na kluczowe znaczenie
zwigzkow fenolowych w mechanizmie obronnym drzew zaatakowanych przez
opienki wskazuja wyniki licznych prac badawczych. Wargo (1988) zaobserwowat
akumulacje fenoli w wewnetrznej warstwie kory zaatakowanych korzeni, Harju i
in. (2003) — wyzsza koncentracj¢ zwigzkow fenolowych w drewnie odpornych
okazéw sosny zwyczajnej, Entry 1 inni (1991, 1992) — wigksza podatnosé na
infekcje siewek (wielu amerykanskich gatunkow iglastych) o obnizonej zawartosci
fenoli 1 zwigkszonej zawartosci cukrow.

Biochemicznym mechanizmem obronnym jest takze synteza i akumulacja
biatek PR. Wsrod wielu zwiazkéw tego typu najlepiej poznano mechanizm
dziatania biatek hydrolitycznych: B-1,3-glukanazy i chitynazy. Maja one zdolnos¢
degradowania chityny, stanowiacej podstawowy sktadnik szkieletu $cian komor-
kowych grzybow, réwniez tych nalezacych do Basidiomycotina. Degradacja chi-
tyny nastepuje w obrebie najmtodszych fragmentow strzepki, bezposrednio po jej
kontakcie z komorka gospodarza, w bardzo wczesnej fazie procesu infekcyjnego
(Koztowska, Konieczny 2003).

Roéwniez inne fenole, monofenole, galotaniny oraz zawarte w zywicy terpeny
moga hamowaé rozwdj 4. ostoyae i A. gallica (Entry 1 Cromack 1989). Ogra-
niczajaco na wzrost opieniek dzialaja rowniez zasady (Greathouse i Riegler 1940).
Natomiast lipidy (kwasy tluszczowe), kwasy zywiczne, biatka i cukry stymuluja
wzrost grzybni opienki in vitro (Poppola i Fox 2003, Moody i Weinhold 1972).

4. WCZESNE SYMPTOMY INFEKCJI SOSNY PRZEZ OPIENKI

W literaturze brak doniesien i opisu symptoméw porazenia drzew-gospodarzy
przez opienki w poczatkowym etapie procesu infekcyjnego. Charakterystyka sym-
ptomdéw odnosi si¢ przede wszystkim do post-infekcyjnej 1 zaawansowanej fazy



choroby, cechujacej si¢ wystgpowaniem takich objawow makroskopowych jak:
zahamowanie wzrostu drzewa, bedace efektem skrocenia pegddw oraz zmniejszenia
przyrostu na wysokosc¢ i grubos¢ (MacKenzie 1987), przebarwienie i zamieranie
igliwia i peddéw, wystgpowanie wyciekéw zywicy w odziomkowej czesci pnia
(Rykowski 1975). Nie u wszystkich drzew zainfekowanych przez opienki
wystepuja makroskopowe symptomy porazenia. W badaniach Robinsona i innych
(2003) widoczne symptomy porazenia byty tylko u okoto 60% zainfekowanych
drzew. Dodatkowa trudno$¢ wystepuje w przypadku koniecznosci oceny porazenia
siewek i mtodych sadzonek.

Wcezesnym symptomem porazenia moga by¢ rany powstajace na korzeniach w
wyniku penetracji skorki przez ryzomorfy. Powstawaniu ran towarzyszy zwykle
przebarwienie (brazowienie) fragmentow kory przylegajacych do miejsc infekcji —
okolic stykania si¢ korzeni zdrowych z chorymi, badZz wnikania ryzomorf (Ry-
kowski 1975). Kolejnymi wskaznikami porazenia we wczesnych fazach procesu
infekcyjnego beda z pewnoscig zmiany biochemiczne w zaatakowanych korze-
niach: zawartos¢ fenoli ogotem, obecnos$¢ fenoli utlenionych oraz wzajemne re-
lacje migdzy tymi obydwoma grupami zwiazkéw w poréwnaniu do stanu
poprzedzajacego infekcje. Uzytecznos¢ tego rodzaju wskaznikow wykazat
jednoznacznie Wargo (1984). Rowniez zawartos¢ biatek hydrolitycznych [-1,3-
glukanazy i chitynazy w korzeniach moze stuzy¢ jako indykator porazenia przez
opienki. Podwyzszona zawartos$¢ biatka 29.3-kDa (podobnego do endochitynazy)
w tkankach korzeni daglezji zainfekowanych przez A. ostoyae zaobserwowat
Robinson z zespotem (2000). Wskazuje si¢, ze moze ono bra¢ udziat w
mechanizmie obronnym daglezji przed patogenami grzybowymi.

Praca zostata ztozona 2.01.2005 r. o przyjeta przez Komitet Redakcyjny 16.06.2005 r.
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