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Abstract

The paper describes the first case of a Polish court using reliable DNA identification of the harmful pathogens Heterobasidion
annosum (s. str.) and H. parviporum, causing major wood root rot in Norway spruce (Picea abies L. Karst.). In 2011, the Dis-
trict Court in E. received a complaint from a non-governmental organization concerning the illegal removal of spruces growing
in a hedge close to private residential buildings. The Court asked the Forest Research Institute to confirm the validity of the
local authority’s decision to remove the spruce hedge. To this end, two means of diagnosis were applied, i.e. visual estimation
of symptoms of root rot disease caused by Heterobasidion spp. and their identification in decayed wood tissues on the basis of
molecular DNA methods. Typical rot symptoms of spruce stamps were noticed in two out of ten wood samples and the broad
extent of rot in their inner parts was indicative of the disease having developed over a very long time. The genetic study with
DNA-specific markers confirmed that 20% of the investigated Norway spruce materials were infected with H. annosum (s. str.)
and H. parviporum. Other samples rather showed wood rot caused by saprotrophic wood-decaying fungi. The above data vali-
dated the decision to remove what were indeed shown to be diseased trees.
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1. Introduction

Analysis of DNA markers for the purpose of iden-
tification of organic material is widely applied in crim-
inalistics and forensic medicine, as it can provide con-
clusive evidence in cases of doubt as regards the origin
of a given sample, often collected in a trace amount
[1]. DNA markers have also been applied successfully
in forestry for several years to the identification of evi-
dence material in the form of seized wood, e.g. Scots
pine (Pinus sylvestris L.), Norway spruce (Picea abies
L. Karst.), pedunculate oak (Quercus robur L.), sessile

oak (Quercus petraea Matt. Liebl.), European beech
(Fagus sylvatica L.), black alder (Alnus glutinosa L.)
and silver birch (Betula pendula L.) [7].

Such DNA studies (identifications) are based on
the detection of DNA fragments (genetic markers) of
sizes ranging from tens to hundreds of base pairs (bp),
which enable accurate and fast molecular diagnosis
of a given organism. Identification of forest fungus
or fungus-like pathogens (including Phytophthora,
Oomycota) mainly relies on the sequencing of inter-
nal transcribed sequences (ITS), as well as cox1, cox2,
NADH dehydrogenase (nadl), and elongation factor
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lo and B-tubulin genes [2]. Comparison between the
obtained DNA sequence in the laboratory and refer-
ence sequences deposited in free access data banks
like GenBank, Q-base, etc. very frequently make pos-
sible the identification of a given pathogen with a high
(near 100%) probability.

Similar genetic markers have also been developed
to identify Heterobasidion annosum Fr. Bref. s. str.,
and Heterobasidion parviporum (Niemeld and Ko-
rhonen), both being fungal pathogens growing on
the trunks of spruce and pine and capable of posing
a threat to trees of these species [5]. Heterobasidion
annosum 1is a particularly dangerous spruce pathogen,
causing a disease known as root rot [6]. It causes the
internal decomposition of the wood of tree trunks and
damage to roots and external parts of the wood (sap-
wood), which as a consequence leads to the dying of
trees. Another pathogen, H. parviporum, causes root
rot in spruce trees and mould in the central heartwood
(duramen) of the trunk, which increases the risk of tree
trunks falling over or breaking under the influence of,
e.g. strong wind.

2. Case description

In 2011, the District Court in E. received a com-
plaint from an (environmental) NGO to the effect that
an official of the local municipality had unjustifiedly
issued permission for the felling of nearly two hundred
spruce trees making up a hedgerow along the bounda-
ry of a private estate. The contested issue was whether,
at the time of taking the decision to cut down about
170 thirty-year-old trees, they were infected with
H. annosum causing root rot and an associated risk
of the trunks falling over or breaking. In the delivered
opinions of the summoned experts, the disease symp-
toms corresponded to the description of the disease of
root rot: reduced annual growth and overturned spruce
in the row, visible wood rot after cutting cross-sections
of the trunks. Therefore, it was necessary to confirm
the cause of the disease and to assess the degree of
threat to life or health of people at the present moment
and in the future.

The District Court (Criminal Division II) in E.
commissioned the Forest Research Institute in Sgkocin
Stary to carry out an analysis of the secured evidence
material in the form of wood discs collected from
10 stumps remaining after the spruce trees had been
felled.

The aim of the expert report was to determine
whether the spruce trees growing in the hedgerow
were infected with H. annosum.

Determination of the presence of species of path-
ogens in the studied samples of evidence material
(spruce wood) and their identification were carried out
macroscopically and also on the basis of DNA analysis
at the Department of Forest Protection and also in the
Molecular Genetics Laboratory of the Department of
Forest Tree Breeding and Genetics, Forest Research
Institute.

3. Materials and methods

Analysis was carried out on ten wood discs (of
thickness 5 c¢cm) that had been selected and cut from
stumps left behind after the felling of the aforemen-
tioned group of 170 spruce trees. First, macroscopic
traces of rot (decay) were sought in the wood, and
then, using molecular methods, it was ascertained
whether this rot is caused by fungi of the genus Het-
erobasidion.

Due to the long duration of storage of the evidence
material in plastic bags (from March to December
2011), the obtained wood discs were contaminated by
mould fungi growing on the surface; therefore they
were first carefully washed under running water, and
then after drying, the bottom side of each disc was
ground (sanded) in such a way as to enable visual as-
sessment of the presence and range of internal rot (de-
cay) of the wood (Figure 1 and 2).

Before genetic analysis of the evidence material
was performed, conditions of detection of species of
Heterobasidion on the basis of a direct polymerase
chain reaction (PCR) with the application of primers
specific for H. annosum and H. parviporum were opti-
mized [5]. Mycelia of H. annosum and H. parviporum
originating from pure cultures of these species stored
in the collections of the Department of Forest Protec-
tion under numbers IBL/AZ: 11 and 12 were analysed.
Direct amplification of selected fragments of DNA
was carried out using the Phire® Plant Direct PCR Kit
(FINNZYMES) in accordance with the producer’s in-
structions.

To this end, a small amount of lignified tissue (di-
ameter 0.5 mm) was placed in 20 pl Dilution Buffer,
centrifuged and then incubated at room temperature
for 3 min. Then 0.5 pl of supernatant was collected
as a template and 20 pl of PCR reaction mixture was
prepared (1x Phire Plant PCR Buffer, 0.5 uM of each
primer (ITS6 and ITS4), 0.4 pl of Phire® Hot Start IT
DNA Polymerase (FINNZYMES).

PCR was then performed in a PTC-200 thermocy-
cler (MJ Research) programmed to carry out an initial
denaturation at 98°C for 5 min, 40 cycles (consisting

Problems of Forensic Sciences 2013, vol. 93, 465—474



DNA markers used to identify pathogens causing root rot disease in spruce (Picea abies L. Karst.) for forensic purposes 467

of denaturation at 98°C for 5 s, annealing at 7 for S's,
and extension at 72°C for 5 s) and then a final exten-
sion step at 72°C for 1 min [4]. The optimal parameters
of the PCR reaction were tested, applying a tempera-
ture gradient to the annealing (7' ), ranging from 51 to
67°C.

In order to carry out correct genetic analysis,
two fragments of wood were collected from the ten
spruce discs using a Pressler borer (of drill diameter
10 mm) in places showing symptoms of rotting, and
triturated in liquid nitrogen. Next 1 pg of powdered
tissues of wood was added to the reaction buffer of
the Phire®Plant Direct PCR Kit together with primers
for H. annosum and H. parviporum, according to the
procedure described above for DNA analysis of pure
cultures of Heterobasidion [3, §].

PCR-amplified DNA fragments of pure cultures of
Heterobasidion and genomic DNA of the wood infect-
ed by unknown fungi were separated by 2% agarose-
gel electrophoresis at a voltage of 90V with addition
of ethidium bromide (final concentration 5 ng/ml).
The size of the obtained DNA profiles was estimated
with the help of a molecular mass standard FastRuler
MR DNA Ladder (Fermentas) and compared with
DNA profiles from pure cultures of H. annosum and
H. parviporum from the Forest Research Institute col-
lection.

4. Results
4.1. Morphology of wood decay

All the spruce stem samples presented visual
symptoms of the presence of pathogens responsible
for stem-wood decay (not illustrated). The observed
discolouration was caused by fungi (including ones
causing sap stain), which grew for about 9 months in
the dead wood of stumps after felling and during stor-
age of evidence material in sealed plastic bags.

The symptoms of wood degradation present in all
the examined samples (discs) were caused either by
earlier infection of Heterobasidion spp. or else later
in the course of the storage of the discs. The wood rot
which arose after the felling of the spruce trees was
caused by saprotrophic fungi growing exclusively on
dead plant material, whilst the Heterobasidion was al-
ready present in the living trees. This is attested to by
the extensive area of internal rotting of wood found in
the investigated spruce samples (2 examples of which
are illustrated in Figures 1 and 2), which were indica-
tive of Heterobasidion having developed over many
years prior to the removal of the trees.

The presence of Heterobasidion was ascertained in
samples no. 3 and 4, on account of the highly-visible
characteristic decay layer (Figure 1 and 2). The area of
decay covered ca. 50% of the internal part of sample
no. 3 (Figure 1), and more than 50% in sample no. 4
(Figure 2).

Fig. 1. Wood rot visible in the inner part of the trunk (borders marked with the black line, indicated with black arrows) caused
by root rot fungi H. parviporum and H. annosum. Fragments of tissues (indicated with white arrows) for DNA analysis were

taken with a Pressler borer (of about 1 cm diameter).

Problems of Forensic Sciences 2013, vol. 93, 465-474
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Fig. 2. Visible extensive wood rot (borders marked with the black line, indicated with black arrows) caused by H. annosum.
Fragments of tissues (indicated with white arrows) for DNA analysis were taken with a Pressler borer (of about 1 cm diam-

eter).

4.2. Molecular analysis of pure fungal cultures

On the basis of preliminary PCR reactions carried
out on genetic material from pure H. annosum and
H. parviporum cultures from the Forest Research In-
stitute collection, it was established that the optimal
primer annealing temperature 7 for obtaining PCR
products for both pathogens was 53°C (Figure 3). In
this case, PCR amplification of H. annosum DNA
resulted in a 100 bp DNA fragment, while the ampli-
fication of H. parviporum generated a 350 bp DNA
fragment . The mixing of two pure cultures, i.e. IBL/
AZ 11 H. annosum and IBL/AZ 12 H. parviporum,
from the Forest Research Institute collection yielded
two PCR products of 100 and 350 bp visible on the
electrophoresis gel, attesting to the presence of two
pathogens in the studied sample (Figure 3). When
a temperature for annealing of 7, = 51°C was applied
in the case of H. parviporum in PCR, an additional un-
specific PCR product of 450 bp occurred (in addition
to the characteristic fragment) (Figure 3). On the other
hand, when the pure culture of H. annosum was tested
with T = 67°C, one non-specific PCR product of ca.
500 bp was detectable (Figure 3).

4.3. Molecular analysis of the evidence material

On the basis of genetic analysis of the evidence
material, neither H. annosum nor H. parviporum was

found to be present in samples no. 1, 2, 5, 6, 7, LIIK
31IK and 4/IK. Conversely, in spruce sample no. 3,
specific DNA products of 100 and 350 bp, characteriz-
ing H. annosum and H. parviporum respectively, were
present (Figure 4). H. parviporum was identified by
specific PCR probes in sample no. 4 (Figure 4). More-
over, samples no. 3 and 4 shared an additional PCR
product of 250 bp originating from other fungi caus-
ing breakdown of wood, which had infected stumps
left after felling of trees (Figure 4). An additional PCR
product of ca. 450 bp was amplified in sample no. 4,
which had been identified earlier as a non-specific
PCR product amplified in pure H. parviporum culture
outside optimal conditions of 7, = 53°C (Figure 3).

The obtainment of additional DNA fragments in
PCR not identified by Véindé and Hantula [5] was
probably a reflection of the presence of other non-
pathogenic, saprotrophic fungi that could have started
developing in spruce wood stumps just after felling
and/or later, during the period in which samples were
stored. These fungi could also have existed as endo-
phytes within living asymptomatic spruce tissue. The
presence of saprophyte DNA genetically similar to
Heterobasidion did not, however, have significance
for the analyses. It is possible that the DNA of Hefero-
basidion also degraded as a result of long-term stor-
age of wood samples exposed to enzymes from sapro-
trophic fungi.
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Fig. 3. Electrophoretic separation of DNA fragments amplified from pure cultures of Heterobasidion mycelium (100 bp prod-
uct) and H. parviporum (350 bp product). M: DNA size marker. Ha; H. annosum, Hp: H. parviporum. T, values tested for PCR

optimization are given on the x-axis.
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H. parviporum (350 bp)
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Fig. 4. Electrophoretic separation of PCR products after amplification with primers specific for H. annosum (100 bp) and
H. parviporum (350 bp). M: DNA size marker. K1 and K3: positive controls made up by mixing two pure cultures of H. anno-
sum and H. parviporum from Forest Research Institute collection; K2: positive control composed of pure culture of H. parvipo-
rum from Forest Research Institute collection; 1 — 4//K: investigated wood samples. DNA fragments of 250 bp size in samples

3 and 4 most probably belong to unknown pathogenic fungi.

4.4. Conclusions stemming from analysis of
evidence material

Summing up the analysis of the evidence material,
we may conclude that besides the internal decay char-
acteristic of the presence of Heterobasidion in discs
no. 3 and 4, the remaining rot in discs no. 1, 2, 5, 6,
7, LIIK, 31IK and 4//K had a superficial character and
was distributed in outer parts of cross sections, which
indicates that it was caused by non-pathogenic fungi.
Butt rot in spruce trees develops only in central parts of
trunks (fulfilling only mechanical functions) for many
years, without damage to physiological processes of

trees. Trees break when there is significant breakdown
of lignin fibres.

It thus seems that the decision to fell all trees was
justified, since the other tested trees (not just speci-
mens 3 and 4) were probably also or probably will
be infected by butt rot. This is due to the biology of
H. annosum (with ubiquitous spores) and the specific
nature of ex-agricultural lands (where there is a lack of
antagonistic organisms), on which the first generation
of coniferous species is usually strongly attacked and
dies before reaching maturity (utilizable age). Leav-
ing the spruce trees would result in their inevitable dy-
ing out and the emergence of broken and fallen trees
threatening the surroundings. The disease caused by
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Heterobasidion spp. could also easily transfer to other
species, especially coniferous ones. In forestry maxi-
mum damages occurs in young stands, which have to
be clear cut (about 100,000 hectares annually) [6].

Due to the fact the Norway Spruce (Picea abies
L. Karst.) does not grow well in the prevailing soil
conditions on the property (former farmland), the
hedgerow lost its function of protecting against the
wind [9]. Due to the presence of H. annosum, the
hedgerow should be replaced by deciduous species
(more resistant to the disease), if that is the will of the
landowner.

This article is the first report in Poland up till now
about the application of DNA analyses to identifica-
tion of pathogens, perpetrators of the dangerous dis-
ease: root (butt) rot, for forensic purposes. Confirma-
tion of the presence of H. annosum in the stumps of
spruce was a decisive factor in the issuing of an ac-
quittal and in rejecting the claim of the environmental
organisation about the unjustified felling of the row of
trees. Thus, the judgement of the District Court in E.
showed the usefulness of the method (validation) for
forensic purposes.

5. Conclusions

1. Analysis of the evidence showed symptoms entirely
consistent with the activity of wood-decay fungi in
all 10 of the tested samples of wood. In two trees,
pathogens causing the serious disease known as
butt rot were identified.

2. The H. annosum and H. parviporum found in 20%
of all investigated trees (i.e. in no. 3 and 4) are ca-
pable of posing a risk to human life and health due
to their activity within trees. This leaves the deci-
sion to cut out the diseased trees that had been chal-
lenged in court as a fully justified one supported by
the detailed genetic analysis.

3. Taking into consideration the above findings, as
well as the status of the diagnosed disease as both
progressive and irreversible, the decision issued
by the local authority in question must be deemed
correct in the context of the state-of-the-art pursuit
and practice of forestry. The widespread (ca. 50%)
coverage of rot in both of the infected tree trunks
(samples no. 3 and 4) is suggestive of root infec-
tion having taken place many years ago, probably at
a time when high annual growth promoted intercel-
lular penetration by the Heterobasidion mycelia.
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ZASTOSOWANIE W CELACH SADOWYCH MARKEROW DNA
DO IDENTYFIKACJI PATOGENOW — SPRAWCOW CHOROBY HUBY
KORZENI SWIERKA (PICEA ABIES L. KARST.)

1. Wstep

Analiza marker6w DNA w celu identyfikacji mate-
rialu organicznego jest metoda powszechnie stosowang
w kryminalistyce i medycynie sadowej, dostarcza bo-
wiem dowodow rozstrzygajacych watpliwosci dotyczg-
cych pochodzenia danej probki, czgsto pobranej w ilosci
sladowej [1]. Od kilku lat takze w lesnictwie marke-
ry DNA sg z powodzeniem stosowane do identyfikacji
materialu dowodowego, jakim jest drewno pochodzace
z kradziezy, np. sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.),
swierka pospolitego (Picea abies L. Karst.), debu szyput-
kowego (Quercus robur L.) i bezszyputkowego (Quercus
petraea Matt. Liebl.), buka zwyczajnego (Fagus sylvati-
ca L.), olszy czarnej (Alnus glutinosa L.) i brzozy bro-
dawkowatej (Betula pendula L.) [7].

W identyfikacji na poziomie genetycznym brane
sa pod uwage fragmenty DNA (markery genetyczne)
o wielkosci od kilkudziesigciu do kilkuset par zasad
(pz), ktére umozliwiaja precyzyjna i szybka diagnostyke
molekularng danego organizmu. W identyfikacji pato-
gendéw grzybowych lub grzybopodobnych (Oomycota)
najczesciej stosowang metoda jest sekwencjonowanie
wewnetrznych transkrybowanych sekwencji rozdzielaja-
cych rybosomalnego DNA (ang. Internal Transcribed Se-
quence, ITS) oraz gendw cytochromowej oksydazy cox1
i cox2, NADH dehydrogenazy nadl, czynnika elongacji
efla i B-tubuliny [2]. Porownanie otrzymanej sekwencji
DNA z sekwencjami referencyjnymi dostepnymi w mig-
dzynarodowych bazach danych (np. GenBank, Q-base
i innych) bardzo czg¢sto umozliwia identyfikacj¢ danego
patogenu z prawdopodobienstwem bliskim 100%.

Podobne markery genetyczne opracowano réwniez
w celu identyfikacji Heterobasidion annosum Fr. Bref.
s. str. 1 Heterobasidion parviporum (Niemeld and Kor-
honen), groznych patogenow grzybowych rozwijajacych
si¢ na pniach §wierka i sosny [5]. Szczegdlnie groznym
patogenem $wierka jest korzeniowiec wieloletni (Hete-
robasidion annosum s. str.), sprawca choroby nazywanej
hubg korzeni. Powoduje ona wewnetrzny rozklad drewna
pni oraz uszkodzenia korzeni i zewngtrznych (bielastych)
partii drewna, co w konsekwencji prowadzi do zamiera-
nia drzew [6]. Inny patogen, Heterobasidion parviporum,
powoduje zgnilizng korzeni $wierkdéw i wypréchnienie
centralnej twardzielowej czesci pnia, co zwigksza ryzyko
wywrdcenia lub ztamania pni drzew pod wplywem np.
silnego wiatru.

2. Opis przypadku

W 2011 roku do Sadu Rejonowego w E. wptynal
wniosek ze strony stowarzyszenia ekologéw o bezpod-
stawne wydanie zgody przez pracownika gminy na $cig-
cie zywoplotu $wierkowego. Kwestig sporng bylo to,
czy w chwili podejmowania decyzji o wycigciu okoto
170 trzydziestoletnich $wierkow, drzewa byly porazone
przez korzeniowca wieloletniego powodujacego hube
korzeni i zwigzane z tym ryzyko wywrdcenia lub zla-
mania pni. Wedlug dostarczonych opinii powotanych
ekspertow, symptomy chorobowe odpowiadaty opisowi
choroby huby korzeni: skrdécone przyrosty roczne i wy-
wrocone $wierki w szpalerze, widoczna zgnilizna drew-
na po $cigciu na przekroju poprzecznym pni. W zwigz-
ku z tym nalezato potwierdzi¢ przyczyne choroby oraz
oceni¢ stopien zagrozenia dla zycia lub zdrowia ludzi
w chwili obecnej i w przyszlosci.

Sad Rejonowy II Wydzialu Karnego w E. zlecil In-
stytutowi Badawczemu Le$nictwa w Se¢kocinie Starym
analiz¢ materialu dowodowego zabezpieczonego w po-
staci krazkow drewna pobranych z 10 pni pozostatych po
scigtych swierkach. Celem ekspertyzy byto rozpoznanie,
czy $wierki rosngce w zywoptocie byty zakazone korze-
niowcem wieloletnim.

Obecnos¢ i identyfikacj¢ gatunkow patogenéw w ba-
danych prébkach materialu dowodowego drewna Swier-
kowego wykonano makroskopowo oraz na podstawie
analizy DNA w Zaktadzie Ochrony Lasu oraz w Labora-
torium Genetyki Molekularnej Zaktadu Hodowli i Gene-
tyki Drzew Lesnych IBL.

3. Material i metody

Badania przeprowadzono na 10 krazkach drewna
(o grubosci 5 cm) pobranych z pozostatych po $cieciu
drzew pniakéw. Najpierw poszukiwano makroskopo-
wych §ladéw zgnilizny w drewnie, a nastepnie metodami
molekularnymi stwierdzano, czy zgnilizna ta powodo-
wana jest przez grzyby z rodzaju Heterobasidion.

Z powodu dhugiego przechowywania materiatu do-
wodowego w workach foliowych (od marca do grudnia
2011 r.) otrzymane krazki drewna byty zanieczyszczone
powierzchniowo rozwijajacymi si¢ grzybami ple$nio-
wymi, dlatego najpierw starannie je umyto pod biezaca
woda, a nastepnie po osuszeniu zeszlifowano spodnia
stron¢ kazdego krazka tak, aby wizualnie oceni¢ obec-



472

J. A. Nowakowska, M. Borys, T. Oszako

no$¢ i zasieg zgnilizny wewnetrznej drewna (rycina 1
i2).

Zanim przystapiono do analiz genetycznych materia-
hu dowodowego, zoptymalizowano warunki detekcji ga-
tunkow korzeniowca na podstawie bezposredniej reakcji
faficuchowej polimerazy (ang. PCR, Polymerase Chain
Reaction) z zastosowaniem starterow specyficznych dla
H. annosum 1 H. parviporum [5]. Do analiz uzyto grzyb-
nie H. annosum 1 H. parviporum pochodzace z czystych
kultur tych gatunkow przechowywanych w kolekcji Za-
ktadu Ochrony Lasu pod numerami IBL/AZ: 111 12. Re-
akcje bezposredniej amplifikacji wybranych fragmentow
DNA przeprowadzono z zastosowaniem zestawu Phire
Plant Direct PCR Kit (FINNZYMES) wedlug zalecen
producenta. W tym celu umieszczano niewielka ilo$é
zdrewniatej tkanki (o $rednicy 0,5 mm) w 20 pl bufo-
ru do rozcienczania, wirowano 1 inkubowano w tem-
peraturze pokojowej przez 3 min. Nastepnie pobierano
0,5 pl supernatantu jako matrycy i przygotowano 20 pl
mieszaniny reakcyjnej PCR (1x Phire Plant PCR Buffer;
0,5 uM startera wiodacego i1 wstecznego oraz 0,4 pl Phi-
re Hot Start DNA Polymerase (FINNZYMES). Reakcj¢
PCR przeprowadzono w termocyklerze PTC-200 (MJ
Research), zaprogramowanym na 5 min wstepnej dena-
turacji w temperaturze 98°C, 40 cykli (5 s denaturacji
w 98°C, 5s przylaczania fragmentow w temperaturze
T ,5 s wydhuzania fragmentow w 72°C) oraz 1 min kon-
cowego wydtuzania fragmentow w 72°C [4]. Optymalne
parametry reakcji PCR testowano, stosujac gradient tem-
peratury przyfgczania starterow (7)) od 51°C do 67°C.
W celu przeprowadzenia wilasciwych analiz genetycz-
nych z dziesi¢ciu krazkow $wierkowych pobrano $wi-
drem Preslera (o $rednicy wiertta 10 mm) dwa fragmenty
drewna z miejsc wykazujacych objawy zgnilizny i utarto
w ciekltym azocie. Nastepnie 1 pg sproszkowanych tka-
nek drewna dodano do buforu reakcyjnego zestawu Phire
Plant Direct PCR Kit wraz ze starterami dla H. annosum
i H. parviporum wg procedury opisanej powyzej dla ana-
lizy DNA czystych kultur korzeniowcow [3, 8].

Powielone w reakcji PCR fragmenty DNA czystych
kultur korzeniowca i DNA genomowego z drewna za-
siedlonego przez nieznane grzyby rozdzielono elektrofo-
retycznie w 2% zelu agarozowym pod napigciem 90 V
z dodatkiem bromku etydyny (w koncowym stezeniu
5 ng/ml). Wielko$¢ otrzymanych profili DNA oszacowa-
no za pomoca standardu wielkosci FastRuler MR DNA
Ladder (Fermentas) i porownano ze wzorcami uzyskany-
mi z analizy DNA grzybni czystych kultur H. annosum
i H. parviporum z kolekcji IBL.

4. Wyniki
4.1. Ocena morfologiczna

Wszystkie badane krazki pniakéw §wierkowych wy-
kazywaly symptomy obecno$ci grzybow powodujacych
procesy rozktadu drewna (niezilustrowane). Obserwowa-
ne przebarwienia powodowane byly przez grzyby (m.in.
powodujace sinizng¢ drewna), ktore rozwijajg si¢ przez
ok. 9 miesigcy w martwym drewnie pniakoéw po Scieciu
drzew oraz podczas przechowywania materiatu dowodo-
wego w zamknietych workach foliowych.

Objawy rozktadu drewna obecne we wszystkich dzie-
sieciu krazkach byty spowodowane zaréwno wczesniej-
szymi infekcjami przez korzeniowca, jak i p6zniejszymi,
do ktorych doszto podczas przechowywania krazkow
drewna. Zgnilizny drewna, ktore powstaly po $cieciu
swierkow, spowodowane byly przez grzyby saprotoro-
ficzne rozwijajace si¢ wylacznie na martwym materiale
roslinnym, podczas gdy korzeniowiec byt obecny jesz-
cze w zywych drzewach. Swiadczy o tym rozlegly obszar
zgnilizny wewngtrznej drewna stwierdzony w badanych
krazkach (wyrzynkach) §wierkowych (rycina 1 i 2), co
potwierdza, ze patogen rozwijal si¢ przez wiele lat, za-
nim doszto do wyciecia drzew.

W dwoch krazkach materialu dowodowego o nume-
rach 3 i 4 stwierdzono objawy zgnilizny charakterystycz-
nej dla grzybow z rodzaju Heterobasidion (rycina 1 i 2).
Obszar zgnilizny zajmowat ok. 50% wewnetrznej czgsci
fragmentu pnia nr 3 (rycina 1), w probie nr 4 obszar zgni-
lizny byt wigkszy niz potowa przekroju pnia (rycina 2).

4.2. Analiza molekularna czystych kultur
korzeniowcow

Na podstawie wstepnych reakcji PCR przeprowadzo-
nych na materiale z czystych kultur H. annosum i H. par-
viporum z kolekeji IBL ustalono, ze optymalna tempe-
ratura przylaczania starterow dla otrzymania produktu
PCR dla obu patogenow lacznie wynosi 53°C (rycina 3).
Prawidlowa amplifikacja DNA H. annosum generowa-
fa produkt o wielkosci 100 pz, a w przypadku H. par-
viporum — produkt o wielkosci 350 pz. W przypadku,
gdy mieszanina reakcyjna zawierata material z czystych
kultur H. annosum 1 H. parviporum (IBL), otrzymano
podwdjny produkt amplifikacji, tzn. 100 i 350 pz, Swiad-
czacy o obecnosci dwoch patogendow w badanej probie
(rycina 3). W przypadku czystej kultury H. parviporum
przy temperaturze przytgczania starterow 7. = 51°C poja-
wiat sie, oprocz charakterystycznego fragmentu, rowniez
niespecyficzny produkt PCR o wielkosci 450 pz (ryci-
na 3), natomiast w przypadku H. annosum niespecyficz-
ny produkt PCR o wielkosci ok. 500 pz amplifikowany
byt przy T = 67°C (rycina 3).
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4.3. Analiza molekularna materiatlu dowodowego

Na podstawie analiz genetycznych materialu dowo-
dowego nie potwierdzono obecnos$ci patogenow z rodza-
ju Heterobasidion w badanych probach o numerach 1, 2,
5,6, 7, LIIK 31IK i 41IK. W krazku drewna nr 3 stwier-
dzono obecnos¢ DNA dwoch gatunkéw korzeniowca:
H. parviporum oraz H. annosum (rycina 11 3). W probce
nr 4 analizy DNA potwierdzity obecno$¢ H. parviporum
(rycina 4). Dodatkowo z materiatu pochodzacego z kraz-
kow nr 3 i 4 powielony zostat fragment DNA o wielko-
$ci 250 pz pochodzacy z innych grzyboéw powodujacych
rozktad drewna, ktére zasiedlity pniaki pozostawione po
Scigciu drzew (rycina 4). W przypadku krazka nr 4 ampli-
fikowany zostat rowniez fragment DNA o wielkosci ok.
450 pz, ktory zidentyfikowano wczesniej jako niespecy-
ficzny produkt PCR generowany w czystych kulturach
H. parviporum poza temperaturg optymalng 7, = 53°C
(rycina 3).

Zaobserwowane dodatkowe fragmenty DNA w reak-
cji PCR, niezidentyfikowane przez Hantula i Vaino [5],
wynikaty prawdopodobnie z obecno$ci innych niepato-
genicznych saptroficznych grzybow, ktére mogly roz-
pocza¢ rozktad drewna pniakéw $wierkowych zaré6wno
zaraz po $cieciu, jak i pozniej, w trakcie przechowywania
pobranych probek drewna. Grzyby te mogly takze egzy-
stowac¢ jeszcze w zywych §wierkach jako endofity. Obec-
nos¢ DNA saprotrofow spokrewnionych filogenetycznie
do korzeniowcow nie miata jednak znaczenia dla prowa-
dzonego postepowania. Mozliwe, ze DNA korzeniowca
réwniez ulegto degradacji na skutek dhugiego przecho-
wywania materialu dowodowego w obecnosci enzymow
innych grzybow.

4.4. Wnhnioski wyplywajace z analizy materiatu
dowodowego

Podsumowujac analiz¢ materiatu dowodowego, moz-
na stwierdzi¢, ze poza zgnilizng wewnetrzng charaktery-
styczng dla obecnosci korzeniowca w krazkach nr 3 i 4,
pozostate zgnilizny na krazkachnr 1, 2, 5, 6, 7, 17IK 37IK
i 4/IK miaty charakter powierzchniowy i rozmieszczone
byly w zewngtrznych czesciach przekroi poprzecznych,
co wskazuje, ze wywolaly je niepatogeniczne grzyby.
Huba korzeni u swierkéw rozwija si¢ wylacznie w cen-
tralnych czesciach pni (petnigcych tylko funkcje mecha-
niczne) przez wiele lat, bez szkody dla proceséw fizjolo-
gicznych drzew. Do ztamania drzew dochodzi w momen-
cie, gdy nastapi znaczny rozklad wtokien ligniny.

Wydaje si¢ zatem, ze decyzja o wycieciu wszystkich
drzew byta stuszna, poniewaz prawdopodobnie pozosta-
e badane drzewa (nie tylko okazy 3 i 4) rowniez byly
lub prawdopodobnie bgda zainfekowane przez hube ko-
rzeni. Wynika to z biologii korzeniowca wieloletniego
(o wszechobecnych zarodnikach) i specyfiki gruntow

porolnych (gdzie brak organizméw antagonistycznych),
na ktorych pierwsze pokolenie gatunkow iglastych jest
zwykle silnie atakowane i nie dozywa wieku r¢bnego.
Pozostawienie swierkow skutkowatby nieuchronnym ich
obumieraniem i powstawaniem ztomow 1 wykrotow za-
grazajacych otoczeniu. Choroba powodowana przez He-
terobasidion spp. moglaby tez przenies¢ si¢ tatwo na inne
gatunki, szczegdlnie iglaste. W lesnictwic maksymalne
uszkodzenia wystepuja w mtodnikach, ktore trzeba usu-
wac zrgbami zupetnymi (ok. 100 tys. ha rocznie) [6].

Ze wzgledu na niedopasowanie gatunku $wierka po-
spolitego (Picea abies L. Karst.) do warunkow glebo-
wych panujacych na posesji (grunty porolne), zywoplot
utracit funkcj¢ ochronng przed wiatrami [9]. Ze wzgledu
na obecno$¢ korzeniowca wieloletniego zywoptot zasta-
pi¢ nalezatoby gatunkami liciastymi (bardziej odporny-
mi na chorobg), o ile taka bytaby wola wlasciciela grun-
tu.

Niniejsza praca jest, jak dotad, pierwszym donie-
sieniem w Polsce o zastosowaniu analiz DNA do iden-
tyfikacji patogenow, sprawcoéw groznej choroby huby
korzeni, w celach sadowych. Potwierdzenie obecnosci
DNA korzeniowca wieloletniego w pniakach $wierka
przesadzito o wydaniu uniewinniajacej decyzji i oddale-
niu powodztwa organizacji ekologicznej o niezasadnym
wycigciu szpaleru drzew. Tym samym, wyrok Sadu Re-
jonowego w E. wykazal przydatnos¢ (walidacj¢ metody)
dla potrzeb sadowych.

5. Podsumowanie

1. Analizy materialu dowodowego wykazaly symptomy
rozktadu drewna przez grzyby we wszystkich dziesie-
ciu badanych probach drewna, w tym w dwoch z nich
stwierdzono grozne patogeny powodujace chorobe
zwang hubg korzeni.

2. Na podstawie szczegdlowych analiz genetycznych
ustalono, ze w chwili podejmowania decyzji przez
osobg oskarzong 20% drzew mogto stanowi¢ zagro-
zenie dla zycia i zdrowia ludzi, poniewaz zostaty one
porazone patogenami H. annosum i H. parviporum
(drzewa nr 3 i 4). Porazone drzewa mogly zatem sta-
nowi¢ zagrozenie bezpieczenstwa osob przebywaja-
cych w ich poblizu.

3. Bioragc powyzsze pod uwage uznano, ze wydanie de-
cyzji na wycigcie chorych drzew bylo uzasadnione,
poniewaz stwierdzona choroba jest postepujaca i nie-
odwracalna, prowadzac do $mierci drzew. Obszerny
zasigg (ok. 50%) zgnilizny w obu porazonych pniach
drzew nr 3 i 4 $wiadczy o tym, ze do infekcji korze-
ni doszto wiele lat temu, prawdopodobnie w okresie
intensywnego wzrostu (wigksze przyrosty sprzyjajace
mig¢dzykomdrkowej penetracji grzybni).
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Podzigkowania

Autorzy dziekujg dr inz. Annie Zétciak z Zaktadu Ochro-
ny Lasu IBL za dostarczenie czystych grzybni H. anno-
sum (IBL/AZ: 11) i H. parviporum (IBL/AZ: 12) prze-
chowywanych w kolekcji Zaktadu Ochrony Lasu.
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