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Phytophthora cinnamomi — new pathogen of high blueberry in Poland

Phytophthora cinnamomi — nowy patogen bordwki wysokiej w Polsce

Leszek Orlikowski*, Magdalena Ptaszek, Beata Meszka

Summary

Phytophthora cinnamomi was isolated from necrotic roots and stem parts of blueberry with aboveground symptoms of chlorosis
and reddening of leaves, defoliation, dieback of branches, growth stunting and crown and root rot. The species was also detected from
substratum of diseased plants. Other species including Alternaria alternata, Botrytis cinerea and Fusarium avenaceum were isolated
rarely. The species isolates from highbush blueberry and cranberry colonized stem parts, roots and leaf blades of host plant. Necrosis
spread much faster on inoculated stem parts than blueberry roots. In greenhouse trials isolate from high blueberry was more
pathogenic than that from cranberry.
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Streszczenie

Phytophthora cinnamomi izolowano z nekrotycznych korzeni i podstawy pedéw boréwki wysokiej z symptomami zahamowania
wzrostu, chlorozy, czerwienienia, zdrobnienia i opadania lisci, zamierania pojedynczych peddw i zgnilizny ich podstawy. Patogena
stwierdzono réwniez w podtozu pobranym spod chorych roslin. Inne gatunki, tj. Alternaria alternata, Botrytis cinerea i Fusarium
avenaceum izolowano rzadko. Izolaty P. cinnamomi z boréwki wysokiej i zurawiny btotnej kolonizowaty fragmenty todyg, korzenie oraz
liscie roslin — gospodarzy. Nekroza rozwijata sie znacznie szybciej na zainokulowanych fragmentach peddéw, anizeli na korzeniach
borowki. W doswiadczeniach szklarniowych izolat pochodzgcy z boréwki byt bardziej patogeniczny niz kultura z zurawiny.
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Wstep / Introduction

Wyniki opublikowanych dotychczas prac naukowych
nad chorobami borowki wysokiej (Vaccinium corymbosum
L.) wskazuja na duze zagrozenie tego gatunku przez rézne
patogeny. Juz w latach 70. XX wieku Borecki i Pliszka
(1978) stwierdzili na borowce zgorzel pedow powodowana
przez Godronia cassandrae. Polashock i1 wsp. (2005)
uznali antraknoze¢ boréwki wysokiej, powodowana przez
Colletotrichum acutatum za bardzo grozna chorob¢ na
plantacjach w péinocnych stanach USA. Opini¢ tg potwier-
dzaja badania Meszki i Bielenin (2012), wskazujace na
wystepowanie C. acutatum i C. gloeosporioides na wszyst-
kich organach nadziemnych roslin, a zwlaszcza owocach,
rowniez w warunkach Polski. Wyniki badan Cline i Mil-
holland (1992) wykazaty bardzo duza szkodliwosé
Botryosphaeria dothidea jako przyczyny zamierania
pedow boréwki. W grupie grzybow zasiedlajacych owoce
boréwki Zalewska i wsp. (2007) wymieniaja takze Botrytis
cinerea, Monilinia fructigena, Topospora myrtilli, Pho-
mopsis archeri 1 Truncatella angustata. Jednym z bardzo
groznych patogendow borowki jest Phytophthora cinna-
momi, przyczyna zgnilizny podstawy pedu i1 korzeni
(Larach i wsp. 2009) lub zgnilizny systemu korzeniowego
(Sterne 1982; Bryla i Linderman 2007). Choroba zostata
opisana po raz pierwszy w USA w latach 60. XX wieku
przez Royle i Hickman (1963) oraz Clayton i Haasis
(1964). Od tego czasu stwierdzono ja rowniez we Wio-
szech (Tamietti 2003), Chile (Larach i wsp. 2009) i roz-
nych stanach Ameryki Pétocnej (Milholland 1975; Sterne
1982; Smith 2006, 2008).

W 2014 roku na 2-letniej plantacji boréwki wysokiej
zaobserwowano objawy zahamowania wzrostu, a nastepnie
stopniowego zamierania ro$lin. Celem badan byla izolacja
i identyfikacja czynnika powodujacego chorobe (1) oraz
okreslenie jego patogeniczno$ci w stosunku do réznych
odmian boréwki wysokiej (2).

Materialy i metody / Materials and methods

Material roslinny. Przedmiotem badan byly 22 roéliny
borowki wysokiej odmiany Sierra, wykazujace zrdznico-
wane objawy chorobowe, pobrane ze szkotki kontenero-
wej. Na 3 ro$linach widoczne bylo zdrobnienie i przejas-
nienie lisci na pojedynczych pedach, ich zotknigcie i opa-
danie. Na 5 ros$linach, na pojedynczych pedach liscie byly
w wigkszosci czerwonawe, a przy dotknieciu opadajace,
podczas gdy na innych jasnozielone. Na pozostatych
14 roslinach pojedyncze pedy byly zbrazowiate lub
w czgSci zbrunatniale. U ich podstawy widoczna byla
zgnilizna rozszerzajaca si¢ ku gorze na dlugosci do 3 cm
oraz w kierunku korzeni. System korzeniowy wszystkich
analizowanych ro$lin byt silnie zredukowany. Korzenie
wlo$nikowe byly zbrunatniate i rozpadaty si¢. Objawy
zgnilizny rozszerzaly si¢ na starsze korzenie. Na opadlych
lisciach wida¢ bylo nekrotyczne plamy przy ogonkach
lisciowych, jak rowniez na wierzchotkach.

Analiza mikologiczna porazonych ro§lin. Chore ro$liny
pobrane ze szkotki umieszczono w oddzielnych torbach
foliowych 1 przewieziono do laboratorium Pracowni

Choréb Roslin  Ozdobnych, Instytutu Ogrodnictwa
w Skierniewicach. Z 10 losowo wybranych roslin pobrano
proby podioza ze strefy korzeni w celu izolacji poten-
cjalnego czynnika chorobotwdrczego przy zastosowaniu
metody putapkowej (Themann i Werres 1998; Orlikowski
iwsp. 2011). Nastepnie z kazdej rosliny odcigto fragmenty
korzeni oraz podstawy pedow, a do izolacji mikroorga-
nizméw z porazonych tkanek zastosowano metode opisang
przez Orlikowskiego i Szkute (2005). Po umyciu ich pod
biezaca woda, optukaniu w wodzie destylowanej i osusze-
niu pomiedzy warstwami sterylnej bibuly filtracyjnej,
fragmenty okoto 5 mm, po ich uprzednim odkazeniu nad
plomieniem palnika, wykladano na pozywke ziemnia-
czano-glukozowa (PDA — Potato Dextrose Agar) w szal-
kach Petriego o Srednicy 90 mm. Po 2 dniach inkubacji
w temperaturze 25°C w ciemnosci, fragmenty pozywki
przerosnigte strzgpkami przeszczepiano na skosy z po-
zywka PDA. Po nastepnych 7 dniach inkubacji uzyskanych
kultur, segregowano je na grupy na podstawie wygladu
kolonii. Wybrane izolaty reprezentacyjne oznaczano do
rodzajow 1 gatunkéw na podstawie ich cech morfolo-
gicznych (Erwin i Ribeiro 1996) oraz przy zastosowaniu
metod molekularnych w reakcji PCR (polymerase chain
reaction) ze starterami gatunkowo specyficznymi DC9
1 DCS5 dla P. cinnamomi (Boersma i wsp. 2000). Podobnie
postepowano z kulturami uzyskanymi z préb podtoza.
Ocena patogenicznoSci izolatow P. cinnamomi w stosun-
ku do odmian boréwki wysokiej. Oceniano chorobo-
tworczos¢ izolatow P. cinnamomi uzyskanych z porazonej
podstawy pedow bordéwki i zurawiny (Vaccinium oxy-
coccus L.). Kultury do inokulacji rosty na pozywce PDA
w temperaturze 25°C przez 7 dni. Po tym czasie wycinano
krazki pozywki przero$nigte strzgpkami patogena i prze-
noszono je na fragmenty podstawy lodyg, korzeni i blaszek
lisciowych pobranych z 8 odmian boréwki wysokiej,
wylozonych w kuwetach fotograficznych (35 x 25 x 5 cm)
na 2 warstwach wilgotnej, sterylnej bibuly filtracyjnej,
przykrytych cienka nylonowag siatka. Kuwety okrywano
folig i inkubowano na stotach laboratoryjnych. Po 3 i 6
dniach inkubacji mierzono dlugos¢ powstatych nekroz na
fragmentach lodyg i korzeni oraz $rednice nekrotycznych
plam na lisciach.

W dos$wiadczeniach szklarniowych, 1-roczne rosliny
borowki odmiany Sierra ustawiono w szklarni pod tune-
lem, a nastgpnie zainokulowano pedy u ich nasady 2 izo-
latami P. cinnamomi, z rosliny — gospodarza oraz z zura-
winy. Po 5 i 10 dniach inkubacji w temperaturze 18-25°C
zmierzono dlugo$ci powstatych nekroz.

Doswiadczenia zalozono w ukladzie catkowicie loso-
wym w 4 powtdrzeniach, po 5 fragmentow todyg i korzeni,
5 blaszek lisciowych i 5 roslin. Powtorzono je 2-krotnie
w odstepie 2-tygodniowym. Wyniki z przeprowadzonych
doswiadczen opracowano statystyczniec metodg analizy
wariancji. Istotno$¢ réznic pomiedzy $rednimi (o = 0,05)
oceniono testem Duncana.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Z wylozonych na pozywke PDA fragmentow porazo-
nych korzeni i podstawy pedoéw z 22 ros$lin wyizolowano
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Alternaria alternata, B. cinerea, Cladosporium herbarum,
Chaetomium globosum, Fusarium avenaceum, Mucor spp.,
Penicillium spp., P. cinnamomi i Trichoderma spp. Gatu-
nek P. cinnamomi izolowano z tkanek 21 roslin, podczas
gdy pozostate grzyby wystepowatly sporadycznie.

Zastosowanie putapek z lisci r6zanecznika do wykry-
wania Phytophthora sp. w podlozu, pobranym ze strefy
korzeni 10 porazonych roslin boréwki wysokiej, pozwolito
na wykrycie P. cinnamomi we wszystkich badanych
probach. Izolacja P. cinnamomi z 21 ro$lin boréwki oraz
z 10 prob podloza byta powodem podjecia dalszych badan
z tym gatunkiem oraz z wiaczeniem dodatkowego izolatu
pochodzacego z zurawiny blotne;j.

W pierwszej czesci badan zakazono lodygi i korzenie
3 odmian boréwki: Brigitte, Darrow, Goldtraube (rys. 1, 2),
a nastgpnie po stwierdzeniu, iz badany gatunek Phyto-
Pphthora kolonizuje tkanki roslin, zakazono lodygi i korzenie
kolejnych 5 odmian (Bluecrop, Chandler, Nelson, Sierra
i Torro) (rys. 3, 4). Niezaleznie od zrédla izolatu,
P. cinnamomi kolonizowat cze$ci todyg borowki (rys. 1). Po
6 dniach od inokulacji zgnilizna wynosita od 23 do 36 mm.
Na odmianie Darrow, izolat z boréwki kolonizowat tkanki
istotnie szybciej niz ten z zurawiny. Odwrotng zalezno$¢
stwierdzono na odmianie Goldtraube (rys. 1). Na inokulo-
wanych korzeniach, nekroza widoczna byla na dtugosci od
14,4 do 27,7 mm, przy czym izolat z zurawiny kolonizowat
tkanki wszystkich testowanych odmian borowki istotnie
szybciej niz ten z boroéwki (rys. 2).

W drugiej czgsci badan oceniono stopien koloni-
zowania tkanek pozostatych 5 odmian borowki wysokiej
(rys. 3, 4, tab. 1). Okazalo si¢, ze todygi odmiany Nelson
byly kolonizowane najwolniej, a odmiany Torro najszyb-
ciej. Nie stwierdzono natomiast istotnych réznic pomigdzy
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Rys. 1. Kolonizacja czg$ci todyg borowki wysokiej przez
Phytophthora cinnamomi w zaleznosci od zrédia izolatu
i odmiany po 6 dniach od inokulacji

Fig. 1. Colonization of highbush blueberry stem parts by
Phytophthora cinnamomi in relations to isolates source
and cultivars 6 days after inoculation
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wedtug testu Duncana
Means in columns, followed by the same letter do not differ (5%) according
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Rys. 2. Kolonizacja korzeni borowki wysokiej przez Phytoph-
thora cinnamomi w zalezno$ci od zrodta izolatu i odmia-
ny po 6 dniach od inokulacji

Fig. 2. Colonization of highbush blueberry roots by Phyto-
phthora cinnamomi in relations to isolates source and
cultivars 6 days after inoculation
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wedtug testu Duncana

Means in columns, followed by the same letter do not differ (5%) according
to Duncan’s multiple range test

Rys. 3. Wplyw zrodla izolatow Phytophthora cinnamomi i od-
miany boro6wki wysokiej na kolonizacj¢ czesci todyg po
6 dniach inkubacji

Fig. 3. Influence of Phytophthora cinnamomi isolates source and
highbush blueberry cultivars on colonization of stem parts
6 days after inoculation

tempem kolonizacji todyg w zaleznosci od zastosowanego
izolatu (rys. 3). Analiza zasiedlenia korzeni boréwki przez
P. cinnamomi wskazuje, ze objawy zgnilizny postepowaty
wolniej anizeli na czgsciach todyg (od 15 do 24,5 mm)
(rys. 4). Izolat z zurawiny kolonizowat istotnie wolniej
korzenie odmiany Bluecrop, natomiast istotnie szybciej
korzenie odmiany Nelson (rys. 4). Izolat pochodzacy z bo-
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rowki kolonizowat korzenie wszystkich badanych odmian
w podobnym stopniu (rys. 4).
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Rys. 4. Wpltyw zrodta izolatow Phytophthora cinnamomi i od-
miany bordwki na kolonizacje¢ korzeni po 6 dniach
inkubacji

Fig. 4. Influence of Phytophthora cinnamomi isolates source and
highbush blueberry cultivars on colonisation of roots
6 days after inoculation

Uzyskane dane wskazuja, ze oba izolaty P. cinnamomi
kolonizowaty liScie 5 odmian boréwki (tab. 1), ale po
6 dniach inkubacji nekroza o $rednicy od 6 do 15,4 mm
rozwijala si¢ wolniej anizeli na czgéciach todyg i korze-
niach (rys. 3, 4). Izolat z zurawiny kolonizowal istotnie
najwolniej blaszki liSciowe odmiany Nelson (tab. 1).

W doswiadczeniu szklarniowym, zatozonym na 1-rocz-
nych sadzonkach borowki, izolaty P. cinnamomi z ro$liny
— gospodarza i zurawiny kolonizowaly takze tkanki
podstawy pedu. Juz po 3 dniach widoczne byly kilku-
milimetrowej $rednicy plamy, a po nastepnych 2 dniach
nekroza widoczna byta na dlugosci 9-14,5 mm podstawy
pedow (rys. 5). Po uplywie 10 dni nastapil dalszy rozwoj
objawow choroby. Zarowno po 5, jak i 10 dniach nekroza

rozwijala si¢ istotnie szybciej na roslinach inokulowanych
izolatem z borowki wysokiej (rys. 5).

Analiza porazonych roslin wykazala wystepowanie
podobnych symptoméw chorobowych, jak te opisane przez
Bryla i Lindermana (2007), Smitha (2008) oraz Laracha
i wsp. (2009) na borowkach uprawianych w rdéznych
stanach USA i w Chile. Autorzy zwracaja uwage przede
wszystkim na silne zahamowanie rozwoju roélin, widoczne
w formie drobnienia lisci, ich zétkniecia lub czerwienienia,
brak nowych przyrostow, zgnilizng korzeni i silng redukcje
systemu korzeniowego. Obserwacje przeprowadzone przez
Sterne (1982) wskazuja na szczegodlng podatnos¢ miodych
roslin borowki (w wieku od 1 do 3 lat) na porazenie przez
P. cinnamomi. Autor stwierdzit prawie catkowite kolonizo-
wanie korzeni przez patogena i ich czernienie. Takich
symptomow nie odnotowano na ro$linach w badaniach
wlasnych, gdzie obiektem zainteresowania byly 2-letnie
borowki. Rdznice w natezeniu objawdéw na korzeniach
wynikaja zapewne ze stopnia porazenia roslin pobranych
do badan.
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Rys. 5. Wspolzaleznos¢ migdzy zrodtem izolatéw, czasem inku-
bacji a kolonizacja podstawy pedow borowki wysokiej
przez Phytophthora cinnamomi; do$wiadczenie szklar-
niowe

Fig. 5. Relationship between isolates source, incubation time and
colonisation of highbush blueberry stem bases by Phyto-
phthora cinnamomi; greenhouse trial

Tabela 1. Wspoétzaleznos¢ pomiedzy zrodtem izolatow Phytophthora cinnamomi, odmianami borowki wysokiej a kolonizacja blaszek
lisciowych; $rednica nekrozy po 6 dniach od inokulacji [mm]
Table 1. Relationship between Phytophthora cinnamomi isolates source, cultivars and colonization of highbush blueberry leaf blades;

diameter of necrotic spots 6 days after inoculation [mm]

Zrédto izolatow Odmiany — Cultivars

Source of isolates Bluecrop Chandler Nelson Sierra Torro
Vaccinium corymbosum 10,4 b 9,5b 14,7 cd 12,5 b-d 11,2 bc
Vaccinium oxycoccus 9,4b 1540 6,0 a 12,6 b-d 10,3 b

Srednie oznaczone ta samg litera nie roznia sig istotnie (5%) wedtug testu Duncana
Means followed by the same letter do not differ (5%) according to Duncan’s multiple range test
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Smith (2008) podkresla, ze zgnilizna korzeni wystepuje
szczegdlnie w duzym nasileniu, gdy borowke uprawia sie
na wilgotnych, stabo drenowanych glebach. Z badan Bryla
i Lindermana (2007) wynika, ze bardzo duzy wplyw na
rozwdj symptomow, powodowanych przez P. cinnamomi,
ma sposob nawadniania ro$lin. Nasilenie objawéw choroby
bylo okolo 2-krotnie nizsze, gdy deszczowano rosliny
w poroéwnaniu do nawadniania kropelkowego. Autorzy
tlamacza to mniejsza iloscia wody w powierzchniowe;j
warstwie gleby i przez to mniej korzystnymi warunkami
dla rozwoju patogena. Berhardt i Grogan (1982) oraz
Duniway (1983) wskazuja rowniez na ograniczenie
tworzenia zoosporangiow P. cinnamomi i rozprzestrzenia-
nia zoospor przy nawadnianiu roslin przez ich spryski-
wanie.

Dane uzyskane przez Milholland (1975), de Silva
i wsp. (1999) oraz Larach i wsp. (2009) wskazuja na
podatno$¢ wigkszos$ci uprawianych odmian boréwki na
P. cinnamomi. Badania wlasne sg tego potwierdzeniem.
Jednakze Larach i wsp. (2009) podaja, ze odmiana Torro
charakteryzuje si¢ odpornoscia na patogena, podczas gdy
w niniejszych doswiadczeniach lodygi tej odmiany byty
wrazliwe na P. cinnamomi. Wyniki uzyskane z badan nad
kolonizacja odmian borowki przez izolaty P. cinnamomi
z ro$liny — gospodarza oraz zurawiny blotnej wskazujg na
niewielkie, ale w niektorych kombinacjach istotne rdéznice
w rozwoju nekrozy na zainokulowanuych organach. I1zolat
z zurawiny blotnej kolonizowat korzenie odmian Brigitte,
Darrow 1 Goldtraube istotnie szybciej anizeli kultura
z boréwki wysokiej. W doswiadczeniach z fragmentami
lodyg, byly one kolonizowane przez ten izolat istotnie
szybciej tylko u odmiany Goldtraube. Prawdopodobnie
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