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Species of fungi colonizing dying plants of Alpine lady-fern
(Athyrium distentifolium Tausch ex Opiz) in the Karkonosze Mountains

Grzyby zasiedlajgce zamierajgce rosliny wietlicy alpejskiej
(Athyrium distentifolium Tausch ex Opiz) w Karkonoszach
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Summary

Phytopathological research was conducted in Karkonosze National Park in 2016—2017. The total of 17 isolates belonging to 13 fungal
species and one taxa of fungi were isolated during the mycological analysis of infected tissue. Botrytis cinerea was identified in the sam-
ples representing each type of symptoms such as tissue discolorations, narrowing and nerve fractures. B. cinerea accounted for more
than 50-60% of all fungi isolated.
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Streszczenie

Badania fitopatologiczne prowadzono w latach 2016-2017 w Karkonoskim Parku Narodowym. W trakcie analizy mykologicznej
z porazonych tkanek wyizolowano tacznie 17 izolatéw nalezacych do 13 gatunkdéw i 1 rodzaju grzybow. Z kazdego typu objawu, takiego jak
przebarwienie tkanki, przewezenie oraz ztamanie nerwu wyizolowano grzyb Botrytis cinerea, ktory w kazdym z tych przypadkow stanowit
powyzej 50-60% udziatu wszystkich wyizolowanych grzybdw.
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Wstep / Introduction

Wietlica alpejska (Athyrium distentifolium Tausch ex
Opiz) jest gatunkiem alpejsko-arktycznym wystepujacym
w srodowiskach z dlugo zalegajaca pokrywa $niezng. Jest
gatunkiem dysjunktywnym, obejmujacym swym zasig-
giem geograficznym obszary okotoarktyczne (Skandyna-
wia, Kamczatka, Islandia, Grenlandia) oraz rejony gorskie
Europy 1 Azji (Alpy, Sudety, Karpaty, Kaukaz) (Hultén
i Fries 1986). Wysokosciowe rozmieszczenie gatunku mies-
ci si¢ w szerokim zakresie — od poziomu morza w polud-
niowo-wschodniej Grenlandii (Devold i Scholander 1933)
do ponad 2770 m n.p.m. w Alpach austriackich (Polatschek
1997). W Polsce wietlica alpejska wystgpuje w Sudetach
i Karpatach, gdzie tworzy ziotorosla paprociowe oraz jest
dominujacym gatunkiem runa podzespotu paprociowego
swierkowego boru gérnoreglowego (Calamagrostio-Pice-
etum filicetosum) (Matuszkiewicz 1 Matuszkiewicz 1974;
Stachurska-Swakon 2008).

Na skutek wielkopowierzchniowego zamierania drze-
wostanow §wierkowych w Karkonoszach, w drugiej poto-
wie XX wieku, ekosystemy lesne staty si¢ bardziej otwarte.
Spowodowalo to zwigkszony doptyw swiatta do dna lasu
i intensywny rozwoj warstwy runa. W tym okresie wietlica
alpejska byta jednym z gatunkow intensywnie zwickszaja-
cych swoj udziat. Na haliznach w podzespole paprociowym
swierkowego boru gornoreglowego powstawaly rozlegle
platy ziotorosli paprociowych, ktore stanowily powazng
konkurencje dla siewek drzew i spowalnialy regeneracje
drzewostanu (Vacek i wsp. 1999).

Zamieranie wietlicy alpejskiej w Karkonoszach zacho-
dzi nieprzerwanie od ponad 10 lat. Zjawisko to ma charak-
ter wielkopowierzchniowy, obejmuje stopniowo wszystkie
osobniki wystepujace w placie i rozprzestrzenia si¢ na ko-
lejne ptaty i stanowiska. Proces zamierania tego gatunku
jest zjawiskiem nowym, nicodnotowanym do tej pory w li-
teraturze (Mchaffie 2005). W pierwszej kolejnosci wystapit
on w platach polozonych w pigtrze boru goérnoreglowego,
a nastepnie przenosit si¢ rOwniez na wyzsze stanowiska po-
lozone powyzej goérnej granicy lasu. Objawy chorobowe,
jak 1 przebieg procesu zamierania sa specyficzne i powta-
rzaja si¢ na kolejnych stanowiskach.

Celem przeprowadzonych badan bylo poznanie sktadu
gatunkowego grzybow zasiedlajacych zamierajace rosliny
wietlicy alpejskie;j.

Materiaty i metody / Materials and methods

Obserwacje przestrzennego przebiegu procesu zamie-
rania prowadzono od 2008 roku, kiedy zaobserwowano
pierwsze objawy tego zjawiska w borze gornoreglowym
w rejonie Kopy oraz w rejonie Szrenicy. W latach2016-2017
prowadzono obserwacje procesu zamierania na 12 stanowis-

kach zlokalizowanych w Karkonoskim Parku Narodowym,
natomiast szczegdtowe badania fitopatologiczne byty pro-
wadzone na wybranych stanowiskach: na stokach Szrenicy,
wzdtuz Mokrej Drogi oraz w rejonie Domku Mysliwskiego
(w pierwszym roku badan). W sezonie 2017 kontynuowano
badania w rejonie Mokrej Drogi oraz na Wydzieleniu ,,71f”
i w rejonie Schroniska ,,Nad Lomniczka”. Pobieranie prob
odbywalo si¢ w odstepach comiesigcznych w okresie od
maja do konca pazdziernika w kazdym roku badan.

W celu wyizolowania grzyboéw z porazonych organdw,
podczas kazdego wyjazdu terenowego pobranych zostato po
10 roslin z wyraznymi objawami porazenia. Z porazonych
organdw wycinano zmienione chorobowo fragmenty, ktore
nastepnie byly odkazane powierzchniowo w 0,5% roztwo-
rze podchlorynu sodu przez 10 sekund. Kolejnym etapem
byto wylozenie okoto 0,5 cm fragmentdéw tkanki na szalki
Petriego z zestalong pozywka PDA (Potato Dextrose Agar).
Wyrastajace kolonie grzybow byly odszczepiane na skosy
z pozywka PDA i oznaczane do gatunku na podstawie cech
morfologicznych oraz molekularnych.

Diagnostyczne badania molekularne przeprowadzono
w oparciu o izolaty grzybow w probowkach na skosach
z pozywka (Pusz 1 Urbaniak 2017). Izolacja materiatu ge-
netycznego zostala wykonana za pomoca zestawu DNeasy
Plant Mini Kit (50), w oparciu o glgbokie mrozenie cieklym
azotem. Amplifikacja testowego fragmentu DNA — genu
ITS zostala przeprowadzona z wykorzystaniem rekombi-
nowanej polimerazy Taq (Thermo Scientific) specyficznych
primeréw (White 1 wsp. 1990). Produkty PCR (polymera-
se chain reaction) zostaly oczyszczone za pomoca kolumn
krzemionkowych zestawem (GeneJET PCR Purification
Kit, Thermo Scientific) i wystane do serwisu sekwencjo-
nowania DNA (Genomed — Warszawa). Analiza wynikow
badan zostata przeprowadzona z wykorzystaniem progra-
mow do analizy DNA: FinchTV (2011) oraz BLAST (2016)
(Corpet 1988).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Przebieg procesu zamierania jest przestrzennie uporzad-
kowany. Proces rozpoczat si¢ w zbiorowisku boru gérno-
reglowego (Calamagrostio-Piceetum filicetosum) w rejonie
Kopy i Szklarskiej Poreby, nastepnie rozprzestrzeniat si¢ na
sasiednie, wyzej potozone platy ziotorosli paprociowych
(Athyrietum distentifilii) na stokach Szrenicy i w Kotle
Szrenickim oraz na stokach Kopy. W dalszej kolejnosci
proces obejmowat kolejne stanowiska w sposob uporzad-
kowany przestrzennie, w pierwszej kolejnosci zachodzit
w platach ziotorosli paprociowych sasiadujacych z duzymi
potaciami paprociowego typu boru goérnoreglowego. Lo-
kalne uporzadkowanie przestrzenne od zachodu na wschod
obserwowano w ptatach potozonych w Karkonoszach Za-
chodnich. W obrebie wielu zamierajacych ptatow rowniez
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dalo si¢ zauwazy¢ pewne przestrzenne uporzadkowanie —
zamierajgce osobniki zwykle znajdowaly si¢ z jednej stro-
ny platu i porazenie stopniowo obejmowato coraz wicksza
liczbe roslin stopniowo przesuwajac si¢ w glab ptatu. We
wczesne] fazie zamierania niektorych ptatéw mozna byto
dostrzec wyrazng granic¢ pomigdzy porazonymi i niepora-
zonymi osobnikami. Taki przebieg przestrzenny zjawiska
jest typowy dla epidemii i sugeruje udziat czynnika biotycz-
nego stopniowo rozprzestrzeniajacego si¢ na kolejne osob-
niki, kolejne ptaty na stanowisku i kolejne stanowiska.

Pierwsze objawy chorobowe na roslinach wietlicy alpej-
skiej widoczne byly na przelomie maja i czerwca w postaci
ciemniejgcych plam, zlokalizowanych w gornej partii ner-
wu gtéwnego. Nastepnie nerw w tym miejscu ulegat ztama-
niu. W dalszej kolejnosci brunatnienie nerwu rozwijato sie
w kierunku nasady ogonka li§ciowego, a porazona tkanka
ulegala stopniowej dekompozycji i wykruszata si¢. Proces
ten powodowal stopniowy zanik calego liScia od géry do
dotu, tak Ze jeszcze w trakcie sezonu wegetacyjnego z li-
$cia zostawaty tylko dolne fragmenty ogonkéw lisciowych.
Wskutek tego procesu jeszcze przed naturalnym przebar-
wianiem si¢ i wigdnieciem lisci ich biomasa niemal w cato-
$ci ulegata dekompozycji. Innym obserwowanym objawem
chorobowym byto tworzenie si¢ charakterystycznych defor-
macji wierzchotkowej czesci liscia, ktora wygladata tak, jak
gdyby pastoratlowate zwinigcie, typowe dla wezesnej fazy
rozwojowej liScia, ktore nie ulegalo rozwini¢ciu. Nastgpo-
wato to na skutek porazenia nerwu liSciowego i zahamowa-
nia jego przyrostu na dlugo$¢. Deformacja ta przypominata
nierozwinigty pastorat liScia paproci. Nastepnie miejsce de-
formacji przebarwiato si¢ na ciemnobrunatny kolor. Ostat-
nim typem objawu chorobowego bylo przebarwianie si¢
catego liscia, a nastepnie jego zasychanie.

Paprocie nie sg roslinami, ktére sg czesto porazane
przez patogeny. Najbardziej kompleksowo zostaly opisane
choroby paproci rosngcych w lasach w drugiej potowie
XX wieku w stanie Oregon. Autor wsrdd sprawcow chorob
tych roslin wymienia grzyby z rodzaju Taphrina, Milesia,
Fusarium (Sandeno 1962). Z kolei w Pakistanie stwierd-
zono wystgpowanie na liSciach grzybow patogenicznych
z rodzaju Puccinia (Afshan i wsp. 2010). Podczas badan
prowadzonych w Karkonoszach, grzyby z grupy Fusarium
izolowano z tkanek wietlicy alpejskiej. Najczeéciej byl to
gatunek Giberella avenacea, ktory zasiedlal ztamane nerwy
lisciowe. Wydaje sie, ze jest to sytuacja jak najbardziej nor-
malna, gdyz grzyby z rodzaju Fusarium, w tym G. avena-
cea, stanowig nieodigczny element zbiorowisk roslinnych
(Pusz 2016), martwego drewna (Pusz i wsp. 2017b), a takze
powietrza atmosferycznego w Karkonoszach (Pusz i wsp.
2017a).

W trakcie analizy mykologicznej z porazonych tkanek
wyizolowano facznie 17 izolatdéw nalezacych do 13 ga-
tunkéw 1 1 rodzaju grzybow (tab. 1). Z kazdego typu ob-
jawu, takiego jak przebarwienie tkanki, przewezenie oraz

ztamanie nerwu wyizolowano grzyb Botrytis cinerea, ktory
w kazdym z tych przypadkow stanowit 50 lub 60% udziatu
wszystkich wyizolowanych grzybow. Gatunek ten jest ty-
powym patogenem i zasiedla tkanki zarowno nieuszkodzo-
ne, jak i uszkodzone w wyniku dziatania innych czynnikow
(zaro6wno abiotycznych, jak i biotycznych). W przypadku
ztamania tkanki mozna takze zauwazy¢, ze drugim domi-
nantem sa grzyby z rodzaju Fusarium (w tym G. avenacea).
Sa to typowe patogeny roslin, ktére moga takze rozwijaé
si¢ na zamierajacej 1 martwej tkance roslinnej. Typowymi
saprotrofami sg grzyby z rodzaju Trichoderma, Aspergillus,
Penicillium oraz Alternaria alternata. Nalezy wspomnie¢,
ze w przypadku objawu przypominajacego galas nie wyizo-
lowano zadnych kolonii grzybow.

Dominujacym gatunkiem grzyba, ktory byl izolowany
ze wszystkich tkanek wietlicy alpejskiej, wykazujacych ob-
jawy chorobowe byt gatunek B. cinerea, ktory jest sprawca
szarej plesni. Grzyb ten jest polifagiem, rozwijajacym si¢
w szerokim spektrum temperatury (Govrin i Levine 2000).
Moze powodowac choroby zaréwno roslin uprawnych, jak
i dziko rosngcych (Pusz 2016). O jego agresywnosci §wiad-
czy takze fakt infekowania organow roslinnych w hodowli
in vitro, a takze gametofitow paproci (San Francisco i Coo-
per-Driver 1984). Wydaje si¢ jednak, ze w przypadku wietl-
icy alpejskiej to nie grzyby patogeniczne odpowiedzialne sa
za zamieranie tej rosliny w Karkonoszach. Prawdopodobnie
grzyby stanowia jeden z elementow, ktory przyspiesza ten
proces. By¢ moze sprawcg sg zmieniajgce si¢ na przestrzeni
lat warunki wilgotnosciowe w siedlisku (Migala i Pawli-
czek 2018), a te z kolei bezposrednio mogag wplywaé na
zbiorowiska roslinne, a tym samym i zbiorowiska grzybow
(w tym mykoryzowych) zwigzanych z wietlica alpejska
(Krakowski 2018). Obecnos¢ grzybow mykoryzowych
moze oddzialywa¢ na lepsze odnawianie si¢ paproci
oraz odporno$¢ roslin na czynniki abiotyczne i biotyczne
(West 1 wsp. 2009). Potwierdzaja to takze inne publikacje.
Dzigki grzybom mykoryzowym paprocie moga rosnaé
w niesprzyjajacych warunkach (Palmieri i Swatzell 2004).
Takie badania byly prowadzone réwniez w przypadku in-
nych gatunkow paproci z rodzaju Athyrium (Matsuda i wsp.
2005). Zaburzenia w zbiorowiskach grzybéw mykoryzow-
ych moga wplywa¢ na zmniejszenie odpornosci wietlicy
alpejskiej na porazenie przez grzyby, a takze fitofagi.

Jednym z celéow prowadzenia monitoringu zdrowot-
nosci roslin w zbiorowiskach cennych przyrodniczo oraz
lezacych na obszarach chronionych jest okreslenie zmian,
jakie zachodzg w badanych zbiorowiskach roslinnych (Pusz
2016). Obserwacje procesu zamierania wietlicy alpejskiej
prowadzone sa w Karkonoszach juz od wielu lat, jednak
wlaczenie do badan typowych metod fitopatologicznych
miato miejsce dopiero od 2014 roku (Pusz 2017). Dotych-
czas opisywany proces ma migjsce tylko w Karkonoszach,
natomiast w Karpatach nie obserwuje si¢ tego procesu w ta-
kim nasileniu (Fiala i wsp. 2011).



Progress in Plant Protection 58 (3) 2018 227

Tabela 1. Grzyby zasiedlajace zamierajace rosliny wietlicy alpejskiej (Athyrium distentifolium) w Karkonoskim Parku Narodowym
w latach 201612017

Table 1. Fungi occurring on Athyrium distentifolium in Karkonosze National Park in 2016 and 2017

2016
Gatunek Numer alfcesu Kod izolatu D(?rpek . Mokra Szrenica
Species Accession Isolate code MySliwskd Droga [%]
number [%] [%]
Alternaria alternata MH170874 llgg - - 5
Aspergillus clavatus MH170869 1pl, 5pl 10 - 2
Botrytis cinerea MH170868 4pl 50 60 60
Giberella avenacea MH170873 3pl 30 - 30
Hypocera rufa MH170871 9pl - 15 -
Penicillium lividum MH170878 7pl 5 - -
Talaromyces purpuragenus MH170875 2pl 5 - 3
Trichoderma viridae MH170870 23pl - 20 -
Trichoderma spp. MH170872 5pl - 5 -
2017
Gatunek Numer alfcesu Kod izolatu Mokra Wydzielf:nie SC},l,rIi)Iziis w0
Species Accession Isolate code Droga HTIE Lomniczka”
number [%] [70] [%]
Alternaria alternata MH170880 lgg 30 20 10
Botrytis cinerea MH170879 231bgg 50 50 50
Cladosporium cladosporioides MH170884 8gg - 5 -
Giberella avenacea MH170885 231lagg - 5 30
Penicillum commune MH170881 4gg 10 - -
Penicillium minioluteum MH170883 10gg - 10 -
Penicillium thomi MH170886 9gg - - 10
Trichoderma harzianum MH170882 3gg 10 10 -
Whnioski / Conclusions Badania sfinansowano ze $rodkéw funduszu le$nego

Panstwowego Gospodarstwa Lesnego ,,Lasy Panstwowe”
Przyczyna pojawiajacych si¢ przebarwien na nerwach  przekazanych Karkonoskiemu Parkowi Narodowemu w la-
A. distentifolium, przewezen oraz zlamania tkanki byt kom-  tach 2016-2017.
pleks grzybow zaréwno patogenicznych, jak i saprotroficz-
nych z wyrazng dominacja B. cinerea.
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