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Podatnos¢ polskich proweniencji i rodow de¢bu szypultkowego (Quercus robur L.)
na zasiedlenie przez Phytophthora cambivora

Susceptibility of Polish provenances and families of pedunculate oak (Quercus robur L.)
to colonization by Phytophthora cambivora
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Abstract. Phytophthora cambivora (Straminipila, Oomycota) causes root rot and stem canker on several deciduous
tree species in Europe. However, very little is known about the variation in susceptibility to P. cambivora colonization
among provenances and families of pedunculate oak (Quercus robur L.). We studied variation in susceptibility of one
French and 16 Polish provenances, representing 62 families. Samples were taken from three test plots located in the
Brzesko Forest District. Oak susceptibility to P. cambivora was assessed by measuring lesion length following
inoculation of excised shoots with two isolates of P. cambivora. There was significant variability in susceptibility
among the 17 provenances tested. The highest susceptibility to P. cambivora was apparent in several provenances
including Trongais, Zaporowo, Runowo, Opole, and Krotoszyn; while the most resistant provenances originated from
Chojnéw, Siedlce, Plock, Krotoszyn-90 and Wioska. There was also significant within-provenances variation in

susceptibility to P. cambivora.
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1. Wstep

Zamieranie dgbu szyputkowego (Quercus robur L.)
jest obserwowane w Europie od ponad dwustu lat. Zja-
wisko to ma najczesciej charakter masowy, z okresami
wigkszego 1 mniejszego nasilenia choroby (Thomas et
al. 2002). W Polsce symptomy obumierania drzewosta-
néw debowych byly wielokrotnie rejestrowane na ob-
szarze Plyty Krotoszynskiej, a takze w zachodniej
ipdtnocnej czgsei kraju (Oszako et al. 2009). Wzmozone
wydzielanie drzew widoczne jest takze obecnie (Tara-
siuk, Szczepkowski 2006). Duzy obszar wystgpowania
tego zjawiska, rozne siedliska, rozny wiek i pochodzenie
drzew wskazuja, ze za ten proces chorobowy odpo-
wiedzialne sg czynniki zaréwno abiotyczne, jak i bio-
tyczne. Zamieranie rozpoczyna si¢ cz¢sto od niedoboru

wody w okresie wegetacyjnym, uszkodzen od mrozoéw
lub pdznych przymrozkow, pdzniej pojawiajg si¢ takze
szkody od owaddow i patogenicznych grzybdéw. Efektem
tego jest defoliacja lub uszkodzenia mrozowe, a w kon-
sekwencji oslabienie i wydzielanie si¢ drzew w drzewo-
stanie (Thomas et al. 2002; Oszako 2007).

Groznymi patogenami, ktore przyczyniaja si¢ do
uszkodzenia systemu korzeniowego dgbow, sa organiz-
my z rodzaju Phytophthora. Te grzybopodobne lgg-
niowce moga by¢ przyczyna powstawania bardzo cha-
rakterystycznych objawdw chorobowych towarzysza-
cych zamieraniu debu. Czgstym symptomem zwigza-
nym z infekcja drzew przez Phytophthora spp. sa ne-
krozy potaczone z wyciekami $luzu na pniach, szcze-
gblnie w dolnych ich partiach. Z biegiem czasu nekrozy
kory i miazgi moga zajaé znaczng czgs¢ obwodu pnia,
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czego skutkiem jest zamieranie i zotknigcie liSci w ko-
ronie drzew, a w koncowym etapie choroby nawet
obumarcie catego drzewa (Jung et al. 2000; Vettraino
et al. 2002; Jonsson et al. 2003). W Polsce znaczenie
i wystepowanie organizmdéw z rodzaju Phytophthora
w lasach jest jeszcze mato zbadane. W drzewostanach
debowych do tej pory stwierdzono obecnos¢ Phytoph-
thora uliginosa T. Jung & E.M. Hansen (Jung et al.
2000), P. quercina T. Jung, P. hedraiandra De Cock &
E.M. Hansen (Cordier et al. 2009), P. cactorum (Lebert
& Cohn) J. Schrét., P. pseudosyringae T. Jung &
Delatour, P. plurivora T. Jung & T.1. Burgess (Olejarski
etal. 2012) i P. cambivora (Petri) Buisman (Stgpniewska
et al. 2008). Ostatni wymieniony gatunek wydaje sig¢
by¢, obok P. plurivora i P. quercina, patogenem naj-
czesciej infekujacym korzenie drobne dgbu szypultko-
wego w Polsce (Olejarski et al. 2012; Stepniewska,
Jankowiak, niepublikowane). Gatunek ten jest pospo-
litym patogenem drzew lisciastych w Europie (Brasier
2000; Jung et al. 2005), a na dg¢bie szyputkowym zostat
stwierdzony we Francji (Camy et al. 2003), Niemczech
(Jung et al. 2000), Wtoszech (Vettraino et al. 2002) oraz
Szwecji (Jonsson et al. 2003). Stosunkowo wysoka agre-
sywnos$¢ P. cambivora w stosunku do réznych gatunkow
drzew lisciastych zostala potwierdzona w licznych dos-
wiadczeniach infekcyjnych (Brasier, Kirk 2001;
Saavedra et al. 2007; Balci et al. 2008).

Studia nad zmiennoscig wewnatrzgatunkowa debu
szypulkowego zostaly zapoczatkowane przez Kienitza
w Niemczech (Kleinschmit 1993), jednak dopiero w
ostatnim 20-leciu obserwuje si¢ znaczacy rozwdj badan
w tym zakresie (Jensen 2000; Baliuckas, Pliura 2003;
Bogdan et al. 2004; Barzdajn 2009; Banach 2011). W
wymienionych pracach, zanotowano istotne zréznico-
wanie badanych populacji dgbu pod wzgledem przezy-
walnosci, wzrostu, formy strzal, fenologii czy zawar-
tosci zwiazkow organicznych w lisciach. Przedmiotem
zainteresowan badaczy byta rowniez podatnos¢ roznych
pochodzen dgbu na szkodniki owadzie (Crawley,
Akhteruzzman 1988; Skrzypczynska 2001; Banach, Le-
nowiecki 2011). Do tej pory brak jednak badan ocenia-
jacych odporno$é réznych proweniencji dgbu szyputko-
wego na infekcje przez patogeny grzybowe, cho¢ juz w
latach 60. ubieglego wieku Leibundgut (1969) anali-
zowat podatnos¢ réznych proweniencji dgbow na pora-
zenie przez Erysiphe alphitoides (Griffon & Maubl.) U.
Braun & S. Takam. W Polsce wstgpne badania w tym
zakresie przeprowadzit takze Zwaduch (2005), ktory
wykazal rézny stopien porazenia lisci dgbu
szyputkowego przez tego patogena w obrgbie badanych
populacji debu. Ostatnio takze Szczepkowski (2010)
badat odpornos¢ drewna dgbu szyputkowego pobranego
z drzew o réznym stanie zdrowotnym, pochodzacych z
siedmiu polskich populacji, na rozktad powodowany
przez Coniophora puteana (Schumach.) P. Karst., Laeti-

porus sulphureus (Bull.) Murrill i Trametes versicolor
(L.) Lloyd. Dla innych drzew lesnych badania w tym
zakresie przeprowadzono na wigzach w odniesieniu do
Ophiostoma novo-ulmi Brasier (Santini et al. 2005) oraz
na sosnach i $wierkach w stosunku do Gremmeniella
abietina (Lagerb.) M. Morelet (Roll-Hansen 1971;
Hansson 1998), a takze m.in. do Cenangium
ferruginosum Fr. (Kuzmina, Kuzmin 2008). Podobne
badania wykonano dla Mycosphaerella pini Rostr. ex
Munk (Eldridge, Dowden 1980), Sphaeropsis sapinea
(Fr.) Dyko & B. Sutton (Smith et al. 2002), Fusarium
circinatum Nirenberg & O'Donnell (Hodge, Dvorak
2007) 1 Mycosphaerella spp. (Carnegie et al. 2004).
Stosunkowo duzo prac poswigcono takze zmiennosci
genetycznej roznych populacji Castanea sativa Mill. na
infekcje przez P. cambivora (Miranda-Fontania et al.
2005; Robin et al. 2006). W Polsce dotychczas badano
odpornosé polskich pochodzen modrzewia na infekcje
przez grzyba Lachnellula willkommii (Hartig) Dennis
(Kulej 2006) oraz oszacowano stan zdrowotny swierkdw
nalezacych do 1100 proweniencji reprezentujacych
roézne rejony Europy na powierzchni doswiadczalnej w
Krynicy (Z6tciak et al. 2009). W cytowanych pracach, w
wielu przypadkach, stwierdzono duze zrdéznicowanie
podatnosci réznych populacji drzew na infekcje przez
grozne patogeny roslin.

Obecnie stosuje si¢ rézne metody pozwalajace
oszacowaé odpornos¢ drzew na infekcje przez patogeny
korzeniowe. Moze to by¢ inokulacja peddéw i korzeni
zywych sadzonek lub metoda tzw. cigtych pedow
(Miranda-Fontania et al. 2005). W obu metodach
podatnos¢ drzew ocenia si¢ na podstawie dilugosci
nekroz wytworzonych po sztucznym zakazeniu rosliny
izolatem organizmu chorobotwdrczego. Metoda ,,cig-
tych peddw” jest najczesciej stosowang metoda oszaco-
wania podatnosci drzew na infekcje przez patogeny,
jednak wyniki uzyskane ta metoda moga nie odzwier-
ciedla¢ w petni sytuacji wystgpujacej u ,,zywych” drzew.
Ostatnio jednak Robin et al. (2006) wykazali, Ze ino-
kulacja pedow pobranych z drzew z pomiarem dtugosci
nekroz jest odpowiedniag metodgq oszacowania podat-
nos$ci drzew na infekcje przez patogeny korzeniowe.

Celem badan byto oszacowanie podatnosci roznych
proweniencji i rodéw dgbu szyputkowego na zasiedlenie
przez legniowca Phytophthora cambivora. Autorzy
swoimi badaniami chcieli odpowiedzie¢ na nastepujace
pytania:

— Czy wystepuje zmienno$¢ miedzy- i wewnatrz-
populacyjna dgbu szyputkowego w odniesieniu do in-
fekcji przez P. cambivora?

— Czy mozliwe jest wyselekcjonowanie odpornych i
podatnych proweniencji i rodow degbu szyputkowego
wystepujacych w Polsce?
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— Czy istnieje rdznica w odpornosci réznych prowe-
niencji dgbu szyputkowego w zaleznosci od wlasciwosci
izolatu P. cambivora?

2. Material i metody

Materiat do badan, w postaci pedow, pozyskano w
pazdzierniku 2010 r. z losowo wybranych dgbow ros-
nacych na trzech proweniencyjno-rodowych powierzch-
niach doswiadczalnych (Chrostowa I i II oraz Jo-
dlowka), zatozonych w latach 1996-2000 na terenie
Nadlesnictwa Brzesko (Banach 2010). W ramach kaz-
dego rodu pozyskiwano pedy z dwoch drzew nie wyka-
zujacych zadnych widocznych objawdéw chorobowych.
Z kazdego wybranego losowo drzewa wycinano 20
dwuletnich pedéw, o dtugosci okoto 50 cm i $redniej
grubosci 0,78 cm (w zakresie od 0,40 cm do 1,22 cm).
Pedy nastgpnie wktadano do papierowej torebki, ktora
zawierata opis pochodzenia oraz numer rodu. Calo$¢
materiatu przektadano do foliowych toreb i przewozono
do laboratorium. Nastgpnie probki pgdow umieszczono
w chtodni na 24 godziny. Lacznie z trzech powierzchni
pozyskano 2480 peddw, ktore nalezaty do 16 polskich i
jednej francuskiej proweniencji dgbu szypulkowego.
Pozyskane pedy pochodzity z dgbow nalezacych do 62
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rodéw (od 3 do 5 rodéw na kazda proweniencje) (ryc. 1,
tab. 1).

W doswiadczeniu uzyto dwdch izolatéw lggniowca
P. cambivora: 528.08 oraz 303.07, ktore zostaly wyod-
rebnione z gleby pozyskanej z drzewostanow dgbowych
przez Stepniewska i Jankowiaka. Izolaty te zostaty zi-
dentyfikowane na podstawie cech morfologicznych oraz
poréownania sekwencji obszaru ITS rDNA region
(ITS1-5.8 S-ITS2) z sekwencjami referencyjnymi
uzyskanymi z bazy NCBI (Jankowiak et Stgpniewska,
dane nieopublikowane). Pierwszy izolat otrzymano w
2008 r. z miejscowosci Babice (Nadlesnictwo Rudy Ra-
ciborskie), a drugi w 2007 r. z Lasu Krzyszkowickiego
(okolice Wieliczki). Kultury zostaty udost¢pnione z ko-
lekceji kultur grzybéw Katedry Fitopatologii Lesnej Uni-
wersytetu Rolniczego w Krakowie.

I1zolaty rosty przez 14 dni na pozywece o sktadzie: sok
V8 (sok warzywny) — 200 ml, CaCO; —3 g, agar— 15 g,
woda destylowana — 800 ml. Wstepne badania patoge-
niczno$ci wymienionych izolatéw wykazaty, ze izolat
528.08 wykazywal o wiele wickszy stopien agre-
sywnosci w stosunku do debu szyputkowego niz izolat
303.07. W doswiadczeniu przeprowadzonym na dwu-
letnich sadzonkach dgbu szyputkowego jedynie izolat
528.08 spowodowal zamarcie dwuletnich sadzonek.
Izolat ten generowat takze znacznie wigksze nekrozy na
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Tabela 1. Proweniencje i rody debu szypulkowego uzyte w badaniach
Table 1. Provenances and families of pedunculate oak used in the investigations

Powierzchnia Proweniencja Wspol. geogr gficzne
doswiadezalna (Nadlesnictwo) Leénictvyo . Geogr. coordinates Numt?r rodu
Experimental plot Provena}ncg Forest subdistrict szer'okoéc’ dlugoéc’ Family No

(Forest district) latitude longitude

Chrostowa [ Zalesie (Chojnéw) Zalesie Dolne 52°01° 21°01° 203,206, 210, 212,222
Zaporowo Kurowo 54°14° 19°45° 236, 237, 238, 247
Runowo Dabie 53°19° 17°27 257,259, 280
Trongais - 46° 00 02° 00’ 283, 290, 295, 296, 299

Chrostowa I1 Mtiynary-1 Kisielewo 54°01° 19° 40’ 36, 38, 40, 41, 66
Mtynary-2 Stobity 54° 06’ 19° 43’ 28,43, 48, 50, 86
Opole Narok 50° 44° 17° 47 9,13, 14
Milicz Kaszowo 51°30° 17°20° 54, 55,56, 59
Krotoszyn Smoszew 51°40° 17°30° 88,91,92,95

Jodtowka Chojnow Chojnow 52°03° 21°03’ 123,153,176
Dobra Pomoc Dobra Pomoc 51°49° 17° 08’ 65, 162, 144
Durowo Debina 52°48° 17° 08’ 19,48, 151
Krotoszyn-90 Borowina 51°39° 17° 35’ 86, 90, 143
Krotoszyn-92 Jelonek 51°46° 17° 35’ 18, 63, 141
Ptock Brwilno 52° 36’ 19° 37 35,83, 177
Siedlec Siedlec 51°50° 17°07° 80, 81, 109
Wioska Wioska 51°21° 17°42° 21,87, 127

strzalkach pedoéw niz izolat 303.07 (Jankowiak, Stegp-
niewska, niepublikowane).

Procedura inokulacji ,,cigtych pedow” Q. robur izo-
latami P. cambivora przedstawiata si¢ nastgpujaco. Po-
zyskane galezie po wyjeciu z chlodni zostaly powierz-
chniowo przetarte wacikiem nasaczonym 96%  alko-
holem etylowym. Po osuszeniu pedy byly przycinane na
odcinki dlugosci 30 centymetréw. Przy uzyciu steryl-
nego skalpela chirurgicznego w srodkowej czegsci pedu
zdejmowano kor¢ na odcinku 0,5 centymetra, odsta-
niajgc miazge. W powstala rang za pomocy sterylnej ezy
wktadano krazek o srednicy 4 mm, wycigty z wyhodo-
wanej 14-dniowej kultury P. cambivora. 1zolatami ino-
kulowano 10 pgddéw reprezentujacych kazdy rod. Po
umieszczeniu krazka w ranie, sztucznie zakazony frag-
ment pedu zaklejano szczelnie parafilmem i wktadano
do kolb o pojemnosci 300 ml z woda destylowana.
Podobnie postepowano z partia kontrolng z ta tylko
roznica, ze inokulum zastapiono czysta pozywka V8.
Kolby z pedami umieszczono, tak aby byly wystawione
na dzialanie swiatta dziennego. Ogdtem zainokulowano
1860 pedow debu szyputkowego.

Po pigciu dniach od inokulacji pgdéw dokonano po-
miaru nekroz. Z p¢dow odwijano parafilm, a nastepnie
delikatnie, sterylnym skalpelem usuwano skorke.
Powstate nekrozy mierzono réwnolegle do osi pedu, po
czym, z kazdego pedu wykonano reizolacj¢ P. cambi-

vora. W tym celu z kazdego punktu inokulacyjnego
pobrano sterylnym skalpelem jeden fragment (4 x 4 mm)
przebarwionego miegkiszu korowego i przektadano na
plytki Petriego z pozywka V8 wzbogacong o pimary-
cyng (5 mg-l’l), ampicyling (250 mg-l’l), rifampicyng
(10 mg-1™), pigciochloronitrobenzen — PCNB (100 mg1™)
i hymeksazol (50 mg-1™").

Na podstawie otrzymanych wynikow z pomiaru ne-
kroz wykonano analizy statystyczne, korzystajac z testu
NIR — opierajacego si¢ na wyznaczaniu najmniejszych
istotnych rdéznic. Do analiz wykorzystano program Sta-
tistica® 9.0 (wersja polska, StatSoft Inc, Tulsa, USA).

W celu okreslenia wptywu pochodzenia i rodu w
pochodzeniu na zmienno$¢ dtugosci nekrozy wykonano
hierarchiczna analiz¢ wariancji, na podstawie wzoru
(Zuk 1989):

Vimn= ,Ll"" Pk + Fm(k) + En(km)
gdzie:

Vimn — Wartos¢ fenotypowa n-tego osobnika w m-tym
rodzie i k-tej proweniencji,

| — $rednia ogdlna,

P, — efekt k-tej proweniencji,

Fu) — efekt m-tego rodu w k-tej proweniencji,

E,qm) — efekt n-tego osobnika w m-tym rodzie i k-tej
proweniencji (btad).
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Obliczono réwniez korelacj¢ liniowa Pearsona na
poziomie pochodzeniowym i rodowym migdzy srednia
dtugoscia nekroz powodowanych przez obydwa zasto-
sowane izolaty P. cambivora.

Ze wzgledu na brak normalnosci rozktadu oraz jed-
norodnosci wariancji, przed wykonaniem analiz statys-
tycznych dane pomiarowe zostaty poddane logarytmo-
waniu.

3. Wyniki

Po pigciu dniach od zalozenia do$wiadczenia na
sztucznie zainfekowanych pedach dgbu wytworzyly si¢
dobrze widoczne, ciemne przebarwienia zlokalizowane
w miekiszu korowym i tyku. Srednia dtugo$é¢ nekrozy
spowodowanej przez izolat 528.08 wynosita 1,58 cm, a
przez izolat 307.07 — 0,50 cm. Na pegdach kontrolnych
zanotowano staba reakcj¢ na wprowadzone inokulum i
brak wytworzonych nekroz, z wyjatkiem pochodzenia
Chojnéw (0,01 cm), Wioska (0,04 cm) i Krotoszyn-92
(0,04 cm) (tab. 2).

Hierarchiczna analiza wariancji dla pochodzen i ro-
doéw w pochodzeniu wykazata, ze przy poziomie istot-
nosci p <0,01 wielko$¢ nekrozy wytworzonej przez dwa
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izolaty P. cambivora roznita si¢ na poziomie pochodzen
i rodéw (tab. 3).

Korelacja migdzy srednia dtugoscia nekroz powodo-
wanych przez obydwa izolaty zastosowane w badaniach
byta wysoka i wyniosta 0,73 dla pochodzen oraz 0,75 dla
rodéw, co wskazuje na duzg porownywalnos¢ ich ne-
gatywnego wplywu na analizowane d¢by, niezaleznie od
pochodzenia izolatu.

3.1. Zmiennos$¢ proweniencyjna

Wykazano duze réznice podatnosci réznych prowe-
niencji debu szyputkowego na zasiedlenie przez P. cam-
bivora. W przypadku izolatu 528.08 stosunkowo nie-
wielkie nekrozy wystgpowaly na pedach debow
nalezacych do populacji: Siedlec, Durowo, Dobra Po-
moc, Chojnow, Mtynary-1, Mtynary-2, Milicz, Kroto-
szyn-90, Krotoszyn-92 oraz Plock. Najwigksze srednie
nekrozy izolat 528.08 powodowal na pedach nalezacych
do proweniencji Trongais, Runowo, Opole, Krotoszyn
oraz Zalesie (ryc. 2).

W przeciwienstwie do izolatu 528.08, izolat 303.07
wywotywal znacznie mniejsze nekrozy na pedach. Naj-
wigksze srednie nekrozy zaobserwowano w przypadku
populacji pochodzacych z Trongais, Runowo, Zaporo-

Tabela 2. Srednia dlugos$¢ nekrozy (cm) dla poszczegélnych proweniencji Q. robur (a—i — grupy jednorodne, test NIR,

< 0,05
I{"ablej 2A)Average length of the necrosis (cm) for individual provenances of Q. robur (a—i —homogeneous groups, NIR test, p< 0,05)
Powierzchnia Izolat / Isolate
Proweniencja doSwiadczalna 528.08 303.07 Kontrola
Provenance Experimental érednia poz. rank. $rednia poz. rank. Reference test
plot mean rank mean rank

Krotoszyn-90  Jodtéwka 0,82° 1 0,13° 1 0,00
Siedlec 0,86 ® 2 0,22° 4 0,00
Chojnow 0,88 *° 3 0,19° 2 0,01*°
Plock 1,02 % 4 0,22° 4 0,00
Wioska 1,05 % 5 0,32° 9 0,04 °
Dobra Pomoc 1,13 ¢ 6 0,34° 12 0,00
Krotoszyn-92 1,23 0 7 0,27 * 7 0,04°
Miynary-1 Chrostowa II 1,43 < 8 032° 11 0,00
Milicz 1,50 9 0,19° 2 0,00
Mtynary-2 1,57° 10 031° 9 0,00
Durowo Jodléwka 1,69 ° 11 0,29 * 8 0,00
Zaporowo Chrostowa I 1,73 ¢ 12 1,11 15 0,00
Zalesie 2,04 13 0,92 " 14 0,00
Opole Chrostowa I1 2,25 14 0,23% 6 0,00
Runowo Chrostowa I 2,421 15 1,18 ¢ 16 0,00
Trangios 2,55 " 16 143° 17 0,00
Krotoszyn Chrostowa 11 2,74 i 17 0,75° 13 0,00
Srednia dhugos$¢ nekrozy 1,58 - 0,50 — 0,01
Mean length of necrosis
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Tabela 3. Wplyw pochodzenia i rodu na wielko$¢ nekrozy powodowanej przez P. cambivora
Table 3. Influence of provenance and family on length of necrosis caused by P. cambivora

Izolat / Isolate

o Kontrola
topnie Reference test
Zro6dlo zmienno$ci swobody 303.07 528.08
Souscotvaiaee Dol g e e bl
F-test F-test F-test
») (2) »)
Pochodzenie 16 3,272 <0,001 2,985 <0,002 2,177 <0,021
Provenance
Réd w pochodzeniu 45 8,411 <0,001 8,181 <0,001 1,934 <0,001
Family within provenance
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Rycina 2. Zmienno$¢ proweniencyjna i rodowa d¢bu szypulkowego pod wzgledem Sredniej dlugosci nekrozy powodo-
wanej przez P. cambivora (izolat nr 528.08); @ — Srednia dla pochodzenia, o — $rednia dla rodu, 9-299 — numery rodéw
Figure 2. Variation among provenances and families of pedunculate oak with respect to mean length of necrosis caused by

P. cambivora (isolate no 528.08); @ —average for provenance, o — average for family, 9-299 — numbers of families

wo, najmniejsze zas w przypadku debow z Krotoszyna-
90, Milicza i Chojnowa. Dodatkowo zaobserwowano
takze o wiele mniejsze réznice mi¢dzy populacjami debu
niz w przypadku izolatu 528.08, gdyz az 12 pochodzen
mialo nekrozy podobnych rozmiaréw. Byly to: Kro-
toszyn-90, Siedlec, Chojndéw, Ptock, Wioska, Dobra Po-
moc, Krotoszyn-92, Mtynary-1, Milicz, Mtynary-2 oraz
Durowo (ryc. 3).

3.2. Zmienno$¢ rodowa

Odpornos¢ na zasiedlenie pedéw debu szyputkowe-
go przez P. cambivora rdéznila si¢ istotnie w zaleznosci
od pochodzenia rodow w jednym pochodzeniu. Sposrod
wszystkich przebadanych rodow najdtuzsze nekrozy na
pedach debu stwierdzono - niezaleznie od izolatu - w
przypadku Zaporowo/238. Srednia dhugos¢ nekrozy dla
obu izolatéw wynosita 2,39 cm (ryc. 2-3). Stosunkowo
duze nekrozy wystgpowaly takze na pedach debow
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cambivora (isolate no 303.07); @— average for provenance, o — average for family, 9-299 — numbers of families

nalezacych do rodu Trongais/283 (1,82 cm dla izolatu
303.07 1 3,61 cm dla izolatu 528.08), Zalesie/203 (1,69
cm dla izolatu 303.07 1 3,73 cm dla izolatu 528.08) i
Krotoszyn/ 92 (1,33 cm dla izolatu 303.07 i 3,60 cm dla
izolatu 528.08). Srednia dtugos¢ nekroz na pedach tych
rodéw dla obu izolatow wyniosta odpowiednio: 1,81,
1,811 1,64 cm. Do rodow, na ktorych stwierdzono naj-
mniejsze rozmiary nekroz (dla obydwu izolatow), zali-
czy¢ mozna: Siedlec/109, Mtynary-1/40 oraz Kroto-
szyn-90. Srednia dtugos¢ nekroz na pedach tych rodéw
wynosita odpowiednio 0,14, 0,141 0,18 cm (ryc. 2-3).

3.3. Reizolacja P. cambivora z zakazonych pedow

Z prawie 90% rodow wyizolowano powtornie izolat
528.08. W przypadku tych rodéw, izolat ten stwierdzono
w 80-100% zainokulowanych pedow (z 50% rodow
udato si¢ stwierdzi¢ izolat we wszystkich zainokulowa-
nych pedach), ajedynie z 8 rodow (Zalesie/203/222/206,

Trongais/295, Zaporowo/237/244, Milicz/59 i Runowo/
257) udzial udanych reizolacji wyniost 40-70%.

Reizolacja izolatu 303.07 P. cambivora bylta znacz-
nie mniej efektywna. Jedynie u 36% rodéw udato si¢
stwierdzi¢ izolat we wszystkich sztucznie zainfekowa-
nych pegdach, a z 4 rodow (Milicz 59/56 1 Opole 9/14)
wyodrgbniono izolat z mniej niz potowy zainokulowa-
nych pedow.

4. Dyskusja

Przeprowadzone badania wykazaty istotne zrézni-
cowanie szybkosci kolonizacji pedéw dgbu szyputko-
wego przez P. cambivora, zardwno na poziomie po-
chodzen, jak i rodow. Podobne zréznicowanie stwier-
dzono w badaniach nad r6znymi europejskimi popula-
cjami C. sativa, sztucznie zakazanymi organizmem P.



168 R. Jankowiak et al. / Lesne Prace Badawcze, 2013, Vol. 74 (2): 161-170.

cambivora (Miranda-Fontania et al. 2005; Robin et al.
2006). W niniejszych badaniach charakter nekroz na
pedach debu byt podobny do tych na kasztanie jadalnym.

W wielu innych badaniach prowadzonych w Europie
i Ameryce Polnocnej stwierdzono takze duza zmienno$¢
podatnosci roznych populacji drzew na rézne patogeny
grzybowe. Eldrige i Dowden (1980) udokumentowali
wystegpowanie duzych réznic w zasiedleniu réznych po-
chodzen Pinus ponderosa Dougl. ex Lawson przez
grzyba M. pini, natomiast Hansson (1998) zaobser-
wowal zmienng podatnos¢ roznych proweniencji Pinus
sylvestris L., Pinus contorta Dougl. ex Loud. i Picea
abies (L.) H. Karst. na sztuczng infekcj¢ grzybem G.
abietina.

Uzyskane wyniki sa zgodne takze z rezultatami ba-
dan przeprowadzonymi przez Banacha (2002), ktory
stwierdzit duza zmienno$¢ niektérych cech hodo-
wlanych (m.in. wysokosci i pgdzenia wiosennego) dgbu
szyputkowego testowanego na powierzchni badawczej
Chrostowa 1. Wydaje sig, ze polskie populacje dgbu
szypulkowego sg silnie zréznicowane, nie tylko w od-
niesieniu do tych cech, ale takze ze wzglgdu na podat-
nos$¢ na grzyby patogeniczne. Moga to takze czgsciowo
potwierdzi¢ badania Szczepkowskiego (2010), ktory w
warunkach laboratoryjnych wykazat wystepowanie roz-
nic pomigdzy siedmioma polskimi populacjami debu
pod wzgledem ubytku masy drewna debow spowodo-
wanym przez trzy gatunki grzybow zgniliznowych.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze najbardziej
podatne na infekcje przez P. cambivora byly drzewa
pochodzace z Trongais, Krotoszyna, Runowa, Opola
oraz Zalesia. Do pochodzen odpornych mozna natomiast
zaliczy¢ dgby z Chojnowa, Siedlca, Ptocka, Krotoszyna-
90 1 Wioski. Co ciekawe, zaobserwowano, ze niektore
najbardziej podatne populacje naleza do najszybciej
rozwijajacych si¢ dgbow (Runowo, Zalesie, Trongais)
(Banach 2002). Wigkszos$¢ degbdéw podatnych na zasied-
lenie organizmem P. cambivora pochodzita z terenow
zachodniej Polski (Krotoszyn, Runowo, Opole). Wy-
soka podatnos¢ debow z rejonu Krotoszyna mozna
skorelowa¢ z masowym ich zamieraniem w tym regionie
w latach osiemdziesiatych (Przybyt 1995). Byé moze do
tak licznego zamierania degboéw krotoszynskich mogto
przyczynic¢ si¢ takze masowe wystgpowanie patogenow
z rodzaju Phytophthora, tak jak to mialo miejsce
w Niemczech (Jung et al. 2000). Wydaje si¢ jednak,
ze organizmy grzybopodobne z rodzaju Phytophthora
mogg by¢ tylko jednym z elementéw obnizajacych wi-
talno$¢ dgbodw. Wedtug Thomasa i innych (2002) zamie-
ranie dgbow jest choroba kompleksowa, w ktorej pod-
stawowa rolg chorobotworcza odgrywaja czynniki abio-
tyczne, takie jak susza w okresie wegetacyjnym i mrozne
zimy.

W prezentowanych badaniach wykazano réwniez
istotne zréznicowanie szybkosci kolonizacji peddéw

przez P. cambivora na poziomie rodow. Wydaje sig, ze
odgrywa ono nawet wigksza rol¢ niz zré6znicowanie mig-
dzy proweniencjami. W wigkszosci populacji wykryto
bowiem pojedyncze rody bardziej podatne lub odporne
na zasiedlenie przez P. cambivora. Dla przyktadu wsrod
5 rodéw nalezacych do pochodzenia Mtynary-1, rod 40
nalezy uzna¢ za silnie odporny, natomiast rod 66 za
silnie podatny na kolonizacj¢ przez P. cambivora. Takze
proweniencje pochodzace z Krotoszyna charakteryzuja
si¢ podobng zmiennoscig, przy czym tutaj wigkszos¢
rodéw wykazato wigksza podatno$é. Podobnie duze
zrdznicowanie innych cech, np. wiosennego rozwoju
lisci, wzrostu degbow oraz ich odpornosci na szkodniki
owadzie na poziomie rodow stwierdzili réwniez inni
badacze (Banach 2002; Baliuckas, Pliura 2003; Bogdan
etal. 2004; Barzdajn 2008; Banach, Lenowiecki 2011).

Wyniki uzyskane w niniejszym doswiadczeniu mu-
sza by¢ jednak interpretowane ostroznie. Metoda inoku-
lacji,,cigtych pedow”, ktdra jest powszechnie stosowana
do badan odpornosci réznych proweniencji drzew z or-
ganizmami z rodzaju Phytophthora ma takze pewne
ograniczenia. Po pierwsze, wyniki uzyskane z inokulacji
»cietych pedow”, a wige zamierajacych pedow nie zaw-
sze muszg si¢ przekltadaé na sytuacj¢ wystgpujaca na
zywych pedach, czy korzeniach drzew. Poza tym, dos-
wiadczenie przeprowadzone na dwuletnich pedach
moze nie odzwierciedla¢ w petni mechanizméw odpor-
nosciowych wystepujacych u starszych drzew. Z drugiej
jednak strony, szczegdtowe badania przeprowadzone na
debie we Francji (Robin, Desprez-Loustau 1998)
wykazaly, ze wyniki inokulacji ucigtych fragmentow
pedow 1 korzeni zywych sadzonek sa ze sobg bardzo
Scisle skorelowane. Podobne wnioski wyptywaja z ostat-
niej pracy Robina i inych (2006), w ktérej udowodniono,
ze metoda ,.cietych pedow” jest jak najbardziej odpo-
wiednia dla zbadania podatnosci kasztana jadalnego na
infekcje przez P. cambivora.

W przeprowadzonym doswiadczeniu izolat 528.08
generowal o wiele wigksze nekrozy na pedach niz izolat
303.07. Te réznice mozna wiazaé z roznym poziomem
agresywnosci charakteryzujacej obydwa izolaty. Otéz
dzigki wysokiej agresywnosci izolat 528.08 mogt kolo-
nizowac pedy debu o wiele szybciej niz mniej agre-
sywny izolat 303.07. W pracy wykazano takze stosun-
kowo duze réznice w zasiedleniu peddéw i rodow debu
szyputkowego pomigdzy dwoma izolatami P. cambi-
vora. Jednakze trudno wytlumaczyé przyczyng tych
réznic. Wydaje sig, ze najistotniejsza rolg mogly odegraé
substancje chemiczne zawarte w pedach debow, mogace
réznicowaé rozwoj P. cambivora w tkankach pedow.
By¢ moze niektdre osobniki (izolaty) sa lepiej zaadop-
towane do zycia w tkankach drzew charakteryzujacych
si¢ wysoka zawartoscia substancji chemicznych o wtas-
ciwosciach fungistatycznych. Najwazniejszymi sub-
stancjami chemicznymi hamujacymi rozwdj grzybow i
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innych organizméw sa wytwarzane w tkankach roslin
metabolity wtérne, przede wszystkim fenole, kwasy
fenolowe, flawonoidy i garbniki (Witzell, Martin 2008).
Dlatego nastgpnym etapem badan powinno by¢ pozna-
nie zawartos$ci niektorych zwiazkéw chemicznych w
tkankach d¢bow w relacji do podatnosci na infekcje
przez rozne organizmy patogeniczne.

5. Whnioski

1. W obrgbie polskich pochodzen dgbu szyputko-
wego stwierdzonio wysoki poziom zmiennos$ci migdzy-
populacyjnej podatnosci pgddéw na zasiedlenie przez P.
cambivora. Do proweniencji szczegdlnie podatnych
zaliczono: Zaporowo, Runowo, Opole i Krotoszyn, na-
tomiast pochodzenia z Chojnowa, Siedlec, Ptocka, Kro-
toszyna-90 i Wioski byty stosunkowo odporne.

2. Ustalono, ze w obrgbie wigkszo$ci analizowanych
populacji debu szyputkowego istnieja rody o réznej
podatnosci na zasiedlenie przez P. cambivora.

3. Wykazano pewne réznice w podatnosci roznych
proweniencji i rodéw dgbu szyputkowego na zasiedlenie
przez badane izolaty grzyba P. cambivora. Z tego
wzgledu wydaje si¢, ze w badaniach nad podatnoscia
debu szyputkowego z wykorzystaniem ,,cigtych pedow”
nalezy uzy¢ wigkszej liczby izolatéw tego organizmu.

4. Wyniki przeprowadzonego doswiadczenia wska-
zuja na mozliwo$¢ w przysztosci wyselekcjonowania
proweniencji lub rodow debu szyputkowego charakte-
ryzujacych si¢ wysoka odpornoscia na infekcje przez
P. cambivora.
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Abstract. Phytophthora cambivora (Straminipila, Oomycota) causes root rot and stem canker on several deciduous
tree species in Europe. However, very little is known about the variation in susceptibility zo P. cambivora colonisation
among provenances and families of pedunculate oak (Quercus robur L.). We studied variation in susceptibility of
one French and 16 Polish provenances, representing 62 families. Samples were taken from three test plots located in
the Brzesko Forest District. Oak susceptibility to P. cambivora was assessed by measuring lesion length following
inoculation of excised shoots with two isolates of P. cambivora. There was significant variability in susceptibility
among the 17 provenances tested. The highest susceptibility to P. cambivora was apparent in several provenances
including Trongais, Zaporowo, Runowo, Opole and Krotoszyn; while the most resistant provenances originated from
Chojnéw, Siedlce, Ptock, Krotoszyn-90 and Wioska. There was also significant within-provenances variation in

susceptibility to P. cambivora.

Key words: defense, family, Phytophthora cambivora, provenances, resistance, shoot, susceptibility

1. Introduction

Declining of pedunculate oak (Quercus robur L.) has
been observed in Europe for over two hundred years.
This phenomenon has a mass character with periods
of higher and smaller disease intensity (Thomas et al.
2002). In Poland the symptoms of oak stands decline
were repeatedly registered in Plyta Krotoszynska (area
nearby Krotoszyn) area and also in western and northern
country area (Oszako et al. 2009). Intensification
of trees’ decline is also observed in present times
(Tarasiuk, Szczepkowski 2006). A large area of this
phenomenon occurrence, different habitats, different
age and trees’ origin indicate that the factors responsible
for this disease process are both abiotic and biotic. The
declining process begins often with water deficiency
during the growing period, frost damages or spring
frosts, and later with damages caused by insects and
pathogenic fungi. The process then leads to defoliation

or frost damages, consequently leading to weakening
and secretion of trees in the stand (Thomas et al. 2002;
Oszako 2007).

Serious pathogens, which contribute to the damage
of oaks’ root system, are organisms from Phytophthora
genus. Those fungus-like Oomycetes can be a reason for
the formation of very characteristic disease symptoms
accompanying oak’s decline. And so, a common
symptom related to trees’ infection by Phytophthora
spp. are necrosis combined with water soaked on trunks,
especially in their lower parts. Over a period of time,
necrosis of bark and cambium can occupy a significant
trunk circuit which causes decline and leaves turning
yellow in tree crown; and in the final stage of disease,
even decay of whole tree (Jung et al. 2000; Vettraino et
al. 2002; Jonsson et al. 2003). In Poland, the importance
and incidence of organism from Phytophthora genus in
forests are still poorly examined. In oak stands so far
was reported the occurrence of Phytophthora uliginosa
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T. Jung & E.M. Hansen (Jung et al. 2000), P. quercina
T. Jung, P. hedraiandra de Cock & E.M. Hansen
(Cordier et al. 2009), P. cactorum (Lebert & Cohn)
J. Schrét.,, P pseudosyringae T. Jung & Delatour,
P plurivora T. Jung & T.I. Burgess (Olejarski et
al. 2012) i P. cambivora (Petri) Buisman (Stgpniewska
et al. 2008). The last mentioned species seems to be,
next to P. plurivora and P. quercina — a pathogen most
frequently infecting the fine roots of pedunculate oak in
Poland (Olejarski et al. 2012; Stgpniewska, Jankowiak,
unpublished). This species is a common deciduous tree
pathogen in Europe (Brasier 2000; Jung et al. 2005),
and also on pedunculate oak in France (Camy et al.
2003), Germany (Jung et al. 2000), Italy (Vettraino et
al. 2002) and Sweden (Jonsson et al. 2003). Relatively
high aggressiveness of P. cambivora towards various
species of deciduous trees was confirmed in numerous
infectious experiments (Brasier, Kirk 2001; Saavedra et
al. 2007; Balci et al. 2008).

Studies over within-species variability of pedunculate
oak were initiated by Kienitz in Germany (Kleinschmit
1993), however not earlier than the last 20 years
significant research development in this range could be
observed (Jensen 2000; Baliuckas, Pliura 2003; Bogdan et
al. 2004; Barzdajn 2009; Banach 2011). In the mentioned
studies, a significant variation was noted in the examined
oak populations with reference to survivability, trunk
form, phenology or the content of organic compounds
in the leaves. The object of interest of researchers was
also susceptibility of different oak origins to insect pests
(Crawley, Akhteruzzman 1988; Skrzypczynska 2001;
Banach, Lenowiecki 2011). So far, there have been no
investigations evaluating the resistance of pedunculate oak
provenances to infections by pathogenic fungi, although
already in the 60s Leibundgut (1969) had analysed the
susceptibility of different oaks provenances to Erysiphe
alphitoides (Griffon & Maubl.) U. Braun & S. Takam. In
Poland, preliminary studies in this range were performed
also by Zwaduch (2005), who indicated different degree of
affected pedunculate oak’s leaves by this pathogen within
the examined oak populations. Lately Szczepkowski
(2010) also examined resistance of pedunculate oak’s
wood, collected from trees of various health conditions,
derived from 7 polish populations, on decomposition
caused by Coniophora puteana (Schumach.) P. Karst.,
Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill and Trametes
versicolor (L.) Lloyd. For other forest trees, considerable
amount of research in this range was performed on elms
in reference to Ophiostoma novo-ulmi Brasier (Santini et
al. 2005) and on pines and spruces towards Gremmeniella

abietina (Lagerb.) M. Morelet (Roll-Hansen 1971;
Hansson 1998), and also inter alia to Cenangium
ferruginosum Fr. (Kuzmina, Kuzmin 2008). Similar
research works were performed for Mycosphaerella pini
Rostr. ex Munk (Eldridge, Dowden 1980), Sphaeropsis
sapinea (Fr.) Dyko & B. Sutton (Smith et al. 2002),
Fusarium circinatum Nirenberg & O’Donnell (Hodge,
Dvorak 2007) and Mycosphaerella spp. (Carnegie et al.
2004). Relatively many studies were dedicated to genetic
variability of different populations of Castanea sativa
Mill. to infections by P. cambivora (Miranda-Fontania et
al. 2005; Robin et al. 2006). In Poland so far resistance
of polish larch origins was examined to infections of
Lachnellula willkommii (Hartig) Dennis (Kulej 2006)
and health condition of spruces was estimated, which
belong to 1100 provenances representing different
regions of Europe on experimental area in Krynica
(Zotciak et al. 2009). In quoted studies, in many cases,
a large susceptibility variation was found of different trees
populations to infections by dangerous plant pathogens.

Presently various methods are used allowing
evaluation of trees’ susceptibility to infection by root
pathogens. It may be a shoot’s and root’s inoculation of
living plants or a method of so-called “excised shoots”
(Miranda-Fontania et al. 2005). In both methods, trees’
susceptibility is estimated by the length of necrosis
produced after artificial inoculation of plants with
isolate of pathogenic organism. The method of “excised
shoots” is a most frequently used method for estimating
trees’ susceptibility to infection by pathogens; however,
results obtained by this method may not reflect fully
the situation occurring on living trees. Lately however,
Robin et al. (2006) showed that inoculation of shoots
collected from trees with necrosis measurement is an
appropriate method for estimating trees’ susceptibility
to infection caused by root pathogens.

The aim of this research was the estimation of
susceptibility of different provenances and families
of pedunculate oak to colonisation by oomycete
Phytophthora cambivora. The authors with their studies
wanted to answer the following questions:

— Is there an inter- and inner-population variability
of pedunculate oak in reference to infections by
P. cambivora?

— Is it possible to select resistant and susceptible
provenances and families of pedunculate oak occurring
in Poland?

— Is there a difference in resistance of different
provenances of pedunculate oak depending on
P. cambivora isolate properties?
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2. Material and methods

The samples of shoots were collected in October
2010 from randomly chosen oaks growing on tree
provenance-family experimental plots (Chrostowa I
and II and Jodlowka), established in years 1996-2000
on the area of Brzesko Forest District (Banach 2010).
Within each family, shoots were collected from two
trees without any visible disease symptoms. From each
randomly selected tree were cut 20 two-year old shoots
around 50 cm long with an average thickness of 0,78 cm
(from 0,40 cm to 1,22 cm). Next, the shoots were put into
a paper bag, which included description of the origin
and family number. The whole material was moved into
plastic bags and transported to laboratory. Subsequently
the samples of shoots were put into freezer for 24 hours.
In total, 2480 shoots were collected from 16 Polish and
1 French pedunculate oak’s provenance. The collected
shoots came from oaks which belonged to 62 families
(from 3-5 families per provenance) (Fig. 1, Table 1).

In the experiment two isolates of oomycete P
cambivora were used: 528.08 and 303.07, which were

isolated fromsoil collected from oak stand by Stgpniewska
and Jankowiak. Those isolates were identified on the base
of morphologic features and comparison of ITS rDNA
sequences (ITS1-5.8 S-ITS2) with reference sequences
obtained from NCBI base (Jankowiak et Stgpniewska,
unpublished data). First isolate was obtained in 2008
from Babice (Rudy Raciborskie Forest District), and the
second one in 2007 from Krzyszkowice Forest (around
Wieliczka). Cultures were obtained from fungal culture
collection of the Laboratory of Department of Forest
Pathology, Agricultural University of Cracow, Poland.

Isolates grew for 14 days on medium composed
of: juice V8 (vegetable juice) — 200 ml, CaCO, - 3 g,
agar — 15 g, distilled water — 800 ml. Preliminary
pathogenicity test of mentioned isolates revealed that
isolate 528.08 showed a much higher aggressiveness
degree to pedunculate oak than isolate 303.07. In an
experiment conducted on 2-year old pedunculate oak
seedlings, only isolate 528.08 caused declining of
2-year old seedling. This isolate also generated much
greater necrosis on seedling stems than isolate 303.07
(Jankowiak, Stepniewska, unpublished).
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Table 1. Provenances and families of pedunculate oak used in the investigations

Provenance

Experimental plot (Forest district)

Forest range

Georg. coordinates

Family No

latitude longitude
Chrostowa [ Zalesie (Chojnéw)  Zalesie Dolne 52°01° 21°01° 203, 206, 210, 212,222
Zaporowo Kurowo 54° 14° 19° 45° 236, 237, 238, 247
Runowo Dabie 53°19° 17°27 257,259, 280
Trongais - 46° 00’ 02° 00’ 283,290, 295, 296, 299
Chrostowa 11 Mtynary-1 Kisielewo 54°01° 19° 40° 36, 38,40, 41, 66
Mtynary-2 Stobity 54°06° 19°43° 28,43, 48, 50, 86
Opole Narok 50° 44° 17° 47 9,13, 14
Milicz Kaszowo 51°30° 17°20° 54, 55, 56, 59
Krotoszyn Smoszew 51°40° 17°30° 88,91, 92,95
Jodtéwka Chojnéw Chojnéw 52°03° 21° 03’ 123,153,176
Dobra Pomoc Dobra Pomoc 51°49° 17° 08’ 65,162, 144
Durowo Debina 52048’ 17° 08’ 19, 48, 151
Krotoszyn-90 Borowina 51°39° 17° 35’ 86, 90, 143
Krotoszyn-92 Jelonek 51°46° 17° 35° 18, 63, 141
Plock Brwilno 52°36° 19° 37 35, 83,177
Siedlec Siedlec 51°50° 17°07° 80, 81, 109
Wioska Wioska 51°21° 17° 42 21,87, 127

Quercus robur “excised shoots” inoculation procedure
with P. cambivora isolates looked as follows. Collected
branches after removing them from freezer were disinfected
using cotton wool saturated with 96% ethyl alcohol. After
drying, shoots were cut for sections 30 cm long. With the
use of sterile scalpel from the middle part of shoot, a bark
was taken on 0,5 cm section, revealing cambium. Into
this wound with the use of sterile inoculating loops, the
inoculums disc (4 mm diameter) was placed. The inoculum
was taken from the 14-day-old P cambivora culture.
Ten shoots were inoculated with isolates representing
each family. After placing the inoculums in wound, each
artificially infected fragment of shoot was covered up
tightly with a parafilm strip and placed into a 300 ml flask
with distilled water. Similar procedure was conducted with
control with one difference, that inoculum was replaced with
clean V8 medium. Flasks with shoots were placed such that
they could be exposed to day light activity. Altogether 1860
shoots of pedunculate oak were inoculated.

After 5 days from shoots’ inoculation, a size of
necrosis was measured. From shoots a parafilm was
unwind and then a periderm was removed gently with
sterile scalpel. The length of necrosis was measured
parallel to the shoot’s axis, and next, from each shoot
are-isolation of P. cambivora was made. For this purpose
from each inoculation point one fragment of discoloured
cortical parenchyma was collected with sterile scalpel

(4 x4 mm) and transferred to Petri dishes with V8 medium
enriched with pimaricin (5 mg-1™), ampicillin (250 mg-1?),
rifampicin (10 mg-1'"), pentachloronitrobenzene — PCNB
(100 mg-1"") and hymexazol (50 mg-1™).

On the bases of received necrosis measurements, sta-
tistical analysis was made using considered as very weak-
ly pathogens of NIR test — based on marking the smallest
significant differences. Analysis was made in program
‘Statistica® 9.0” (polish version, StatSoft, Tulsa, USA).

To define the influence of origin and family on
diversity of necrosis’ length, a hierarchical variance
analysis was made on the basis of the following formula
(Zuk 1989):

Y= U Pt F )+ E )
where:
Yin — Phenotypic value of n-th individual in m-th
family and £-th provenance,
1 — general average,
P — effect of k-th provenance,
F, . — effect of m-th family in k-th provenance,

(k)

E,,,, —effect of n-th individual in m-th family in k-th

provenance (error).

Also a Pearson’s correlation coefficient was
calculated on the origin and family level between
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the average necrosis length caused by both used
P.cambivora isolates.

Due to lack of normal distribution and homogeneity
of wvariance before performing statistical analysis,
measurement data have been subjected to logarithm.

3. Results

After 5 days of the experiment, the artificially infected
oak’s shoots were well visible — dark discolorations
localised in cortical parenchyma and phloem. Average
necrosis length caused by isolate 528.08 was 1,58 cm,
and 0,50 cm by isolate 307.07. On control shoots a poor
response was noticed for introduced inoculum and a lack
of necrosis, except for Chojnéw origin (0,01cm), Wioska
(0,04 cm) and Krotoszyn-92 (0,04 cm) (Table 2).

Hierarchical variance analysis for origins and families
in origin showed, that with significance level p < 0,01
a size of necrosis created by two isolates of P. cambivora
differed on origin and family level (Table 3).

Correlation between average necrosis length caused
by both isolates used in studies was high and amounted
to 0,73 for origins and 0,75 for families which indicates
a large comparability of their negative influence on
analysed oaks, regardless of isolate origin.

3.1. Provenance variation

Large susceptibility differences were proved of
various pedunculate oak’s provenance to P. cambivora
colonisation. For isolate 528.08, relatively small
necrosis occurred on oak shoots which belong to
the following populations: Siedlec, Durowo, Dobra
Pomoc, Chojnéw, Mtynary-1, Mtynary-2, Milicz,
Krotoszyn-90, Krotoszyn-92 and Plock. The largest
average necrosis was caused by isolate 528.08 on
shoots from provenance Trongais, Runowo, Opole,
Krotoszyn and Zalesie (Fig. 2).

In contrast to isolate 528.08, isolate 303.07
caused much smaller necrosis on shoots. The biggest
average necrosis was observed in case of populations
from Trongais, Runowo, Zaporowo; smallest one’s
in case of oaks from Krotoszyn-90, Milicz and
Chojnow. Additionally, much smaller differences
between oak populations were observed than in case
of isolate 528.08, because as many as 12 origins had
necrosis of similar size. They were: Krotoszyn-90,
Siedlec, Chojnéw, Plock, Wioska, Dobra Pomoc,
Krotoszyn-92, Mtynary-1, Milicz, Mtynary-2 and
Durowo (Fig. 3).

Table 2. Average length of the necrosis (cm) for individual provenances of Q. robur (a—i — homogeneous groups, NIR test,

p<0,05)
Isolate
Provenance Experimental plot 528.08 303.07 Reference test
mean rank mean rank
Krotoszyn-90 Jodtowka 0,82% 1 0,13% 1 0,00
Siedlec 0,86 ® 2 0,22+ 4 0,00
Chojnéw 0,88 @ 3 0,19 2 0,01
Plock 1,02 @ 4 0,22 4 0,00
Wioska 1,05 5 032° 9 0,04 °
Dobra Pomoc 1,13 abe 6 0,34 ° 12 0,00
Krotoszyn-92 1,23 bed 7 0,27 ® 7 0,04 °
Mtiynary-1 Chrostowa II 1,43 cde 8 0,322 11 0,00
Milicz 1,50 ¢ 9 0,19+ 2 0,00
Mtynary-2 1,57¢ 10 0,312 9 0,00
Durowo Jodtéwka 1,69 © 11 0,29 ¢ 8 0,00
Zaporowo Chrostowa | 1,73 < 12 1,11 15 0,00
Zalesie 2,04 f 13 0,92 ¢ 14 0,00
Opole Chrostowa II 2,25 14 0,232 6 0,00
Runowo Chrostowa | 2,42M 15 1,18¢ 16 0,00
Trangios 2,55M 16 1,43°¢ 17 0,00
Krotoszyn Chrostowa I 2,741 17 0,75° 13 0,00
Mean length of necrosis 1,58 - 0,50 - 0,01




166

R. Jankowiak et al. / Lesne Prace Badawcze (Forest Research Papers), 2013, Vol. 74 (2): 161-170.

Table 3. Influence of provenance and family on length of necrosis caused by P. cambivora

Isolate
Reference test
. Degree 303.07 528.08
Source of variance £ freed
ot ireedom significance significance significance
F-test F-test F-test
) ») 12)
Provenance 16 3,272 <0,001 2,985 <0,002 2,177 <0,021
Family within provenance 45 8,411 <0,001 8,181 <0,001 1,934 <0,001
3,0 -
fem] 528.08
905- -------- 808 ----- ?)1.- ------------------------------- 90 2 Krotoszyn
299 296 295 290 283 )
25 - ornnas O rnnanis O - @ nrrirnnnnnees Ornnannas < Trongais
B0 239 o---- 2" Runowo
13- -------------------- <9>--o ---------------------------- o Opole
= 222 206 212 210 203 .
520 - LR SRR - A LR © Zalesie
IS
g
3 Zaporowo 24727 236 238
(o]
& - P2 ZEPPRR - - - o Miynary-2
31,5 560--°%e-- B34 Milicz " ;
& R R g Miynary-
13.1 ........ i .6-5'.13 ------------- 03 Krotoszyn-92
Wioska87 31.0012 Dobra Pomoc
1,0 - o a8 Plock
Chojnow
o Krotoszyn-90
0Y5 T T T T T T T 1
0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
[cm]

Family variability

Figure 2. Variation among provenances and families of pedunculate oak with respect to mean length of necrosis caused
by P. cambivora (isolate no 528.08); ® — average for provenance, O — average for family, 9-299 — numbers of families

3.2. Family variation

Theresistance of oak shoots to P. cambivora colonisa-
tion differed significantly depending on family ancestry
in one origin. Of all examined origins, the longest necro-
sis on oak shoots was found- regardless of isolate — in
case of Zaporowo/238. Average necrosis’ length for both
isolates was 2,39 cm (Fig. 2-3). Relatively large necro-
sis occurred also on oak shoots from Trongais/283
family (1,82 cm for isolate 303.07, and 3,61 cm for
isolate 528.08), Zalesie/203 (1,69 cm for isolate 303.07,
and 3,73 cm for isolate 528.08) and Krotoszyn/92
(1,33 cm for isolate 303.07 and 3,60 cm for isolate
528.08). Average length of necrosis on shoots from
those families for both isolates was respectively: 1,81,
1,81 and 1,64 cm. To families on which the smallest

necrosis sizes were recorded (for both isolates) were:
Siedlec/109, Mtynary-1/40 and Krotoszyn—90. The
average necrosis length measured on shoots from
these families were 0,14, 0,14 and 0,18 cm respectively
(Fig. 2-3).

3.3. Re-isolation of P. cambivora from infected shoots

From almost 90% of families, isolate 528.08 was
re-isolated. In the case of those families, this iso-
late was recovered in 80-100% inoculated shoots
(isolate was successfully detected in all inoculat-
ed shoots from 50% of families), and it was only
from 8 families (Zalesie/203/222/206, Trongais/295,
Zaporowo/237/244, Milicz/59 i Runowo/257) that the
share of successful re-isolations was 40-70%.
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Figure 3. Variation among provenances and families of pedunculate oak with respect to mean length of necrosis caused
by P. cambivora (isolate no 303.07); @ — average for provenance, O — average for family, 9-299 — numbers of families

The re-isolation of 303.07 P. cambivora isolate was
much less effective. Only at 36% of families the isolate
could be detected in all artificially infected shoots, and
from 4 families (Milicz 59/56 i Opole 9/14) isolate was
re-isolated from less than a half from inoculated shoots.

4. Discussion

This study showed a relevant differentiation of
pedunculate oak’s shoot colonisation speed by
P. cambivora, both on origin and families level. Similar
variation was observed in studies of different European
populations of C. sativa artificially infected by P. cam-
bivora organism (Miranda-Fontania et al. 2005; Robin
et al. 2006). In the following studies, necrosis’ character
on oak shoots was similar to those on chestnut.

In many other studies conducted in Europe and North
America a large susceptibility variability of different
trees’ population to different fungal pathogens was also
reported. Eldrige and Dowden (1980) have documented
the occurrence of large differences in colonisation of

various Pinus ponderosa Dougl. ex Lawson origins
by M. pini, while Hansson (1998) observed variable
susceptibility of different provenances of Pinus sylvestris
L., Pinus controra Dougl. ex Loud and Picea abies (L.)
H. Karst. on artificial infection with G. abietina.

The results obtained in this study are consistent
also with those of Banach (2002), who found a high
variability of some breeding features (inter alia height
and spring flushing of pedunculate oak tested on
experimental area Chrostowa I). It seems, that polish
pedunculate oak populations are strongly differentiated
not only in reference to those features, but also because
of susceptibility to pathogenic fungi. It can also be partly
confirmed by Szczepkowski (2010), who in laboratory
conditions showed the occurrence of differences
between 7 polish oak populations in terms of oak’s
wood weight loss caused by three species of rot fungi.

This study indicates that the oaks most susceptible to
infections by P. cambivora are the trees from Trongais,
Krotoszyn, Runéw, Opole and Zalesie. To origins that
are resistant can be the oaks from Chojnow, Siedlce,
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Plock, Krotoszyn-90 and Wioska. Interestingly, it was
observed, that some of the most susceptible populations
belong to the fastest developing oaks (Runowo, Zalesie,
Trongais) (Banach 2002). Majority of oaks susceptible to
P. cambivora colonisation came from polish western areas
(Krotoszyn, Runowo, Opole). High susceptibility of oaks
from Krotoszyn region can be correlated with their mass
dying in this region in the 1980s (Przybyt 1995). Perhaps
too frequently dieback of oaks from Krotoszyn could have
contributed to the mass occurrence of pathogens from
Phytophthora genus, as happened in Germany (Jung et al.
2000). It seems however, that fungus-like organisms from
Phytophthora genus can be only one of the elements in
decreasing oaks vitality. According to Thomas and others
(2002) the oaks decline is a complex disease, in which
fundamental pathogenic role is played by abiotic factors
such as drought in growing season and cold winters.

In this study a significant difference in shoots’
colonisation rate by P. cambivora on family level
was revealed. It seems that it plays even a bigger role
than differentiating between provenances. In majority
of populations single families more susceptible or
resistant to colonisation by P. cambivora were detected.
For example among 5 families belonging to origin
Mtynary-1, family 40 should be acknowledged as
strongly resistant, while family 66 as strongly susceptible
to colonisation by P. cambivora. Also provenances from
Krotoszyn are characterised with similar variability,
wherein here the majority of families showed higher
susceptibility. Similarly high differentiation of other
feature, for example spring leaf development, oaks’
growth and their susceptibility to insect pest on family
level, was reported also by other researchers (Banach
2002; Baliuckas, Pliura 2003; Bogdan et al. 2004;
Barzdajn 2008; Banach, Lenowiecki 2011).

Results obtained in the following experiment have to
be interpreted carefully. Inoculation method of “excised
shoots”, which is commonly used for resistance research
of various trees’ provenances with organisms from
Phytophthora genus, also has some limitations. Firstly,
results obtained from “excised shoots” inoculation,
therefore declining shoots, do not always have to reflect
the situation occurring on living shoots or trees’ roots.
Apart from that, experiment conducted on 2-year old
shoots may not reflect fully the mechanisms of resistance
of older trees. On the other hand, detailed research
conducted on oak in France (Robin, Desprez-Loustau
1998) showed that inoculation results of cut fragment of
shoots and roots of living seedling are tightly correlated.
Similar conclusions emerge from the latest work of

Robin and others (2006) in which it was proved that the
method of “excised shoots” is the most appropriate for
examining chestnut to P. cambivora infection.

In the conducted experiment, isolate 528.08
generated much bigger necrosis on shoots than isolate
303.07. Those differences may be linked with various
levels of aggressiveness characterising both isolates. It
is due to high aggressiveness that isolate 528.08 could
colonise oak shoots much faster than less aggressive
isolate 303.07. In this study relatively large differences
in colonisation of shoots and families of pedunculate oak
between two isolates of P. cambivora were also noted.
However it is difficult to explain the cause of these
differences. It seems that the most significant role could
have been played by chemical substances in oak shoots,
which may have differentiated the development of
P. cambivora in shoots’ tissue. Perhaps some individuals
(isolates) are better adapted to live in trees’ tissues
characterised by high content of chemical substances
with fungistatic properties. The most important chemical
substances which inhibit fungi and other organisms’
development in plants’ tissues are secondary metabolites
such as phenols, carbolic acids, flavonoids and tannins
(Witzell, Martin 2008). Therefore the next research
stage should be learning the content of some chemical
compounds in oaks’ tissue in reference to susceptibility
to infections by various pathogenic organisms.

5. Conclusions

1) Within polish pedunculate oak provenances
there was a high level of inter-population variability
of shoots’ susceptibility to P. cambivora colonisation.
Provenances particularly susceptible were: Zaporowo,
Runowo, Opole and Krotoszyn, whereas origins from
Chojnéw, Siedlec, Plock, Krotoszyn-90 and Wioska
were relatively resistant.

2) It was proved, that within majority of analysed
pedunculate oak populations exist families of different
susceptibility to P. cambivora colonisation.

3) There were some differences in susceptibility of
different provenances and families of pedunculate oak
to colonisation by examined P. cambivora isolates.
Therefore it seems that in research on pedunculate oak
susceptibility with the use of “excised shoots” method
should be used on more isolates of this organism.

4) The results of the conducted experiment indicate
a possibility of selection in the future provenance or
families of pedunculate oak characterised with high
resistance to infection by P. cambivora.
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