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WYKORZYSTANIE REGIONU IGS FRAGMENTU DNA
W TECHNICE PCR-RFLP DO IDENTYFIKACJI
GRZYBOW RODZAJU ARMILLARIA

Agata Rutkowska

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Streszczenie. Opienkowa zgnilizna korzeni jest jedng z najniebezpieczniejszych chordb
korzeniowych w Polsce wystepujaca w drzewostanach zaré6wno iglastych, jak i liSciastych.
Najwicgksze straty ekonomiczne w drzewostanie iglastym powoduje Armillaria ostoyae, na-
tomiast za najgrozniejszy gatunek opienki porazajacy drzewostany dgbowe uwaza si¢
opienke zottotrzonowa (4. gallica). Celem pracy byto okreslenie zréznicowania gatunko-
wego rodzaju Armillaria zasiedlajacego wybrane drzewostany dgbowe na terenie lesnictwa
Gorzyska (Nadlesnictwo Smolarz, RDLP Szczecin) za pomoca powszechnie stosowanych
w dziedzinie biologii molekularnej metod tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) i poli-
morfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP). Materiat badawczy stanowity ry-
zomorfy zebrane z gleby oraz szyi korzeniowej 74 deboéw charakteryzujacych sig¢ zréznico-
wanym ubytkiem aparatu asymilacyjnego. Analiza regionu IGS rDNA w technice PCR-
-RFLP pozwolila stwierdzi¢, ze dominujagcym gatunkiem opienki na badanym obszarze
byta Armillaria gallica.

Stowa Kkluczowe: ryzomorfy, opienka zottotrzonowa (Armillaria gallica), tancuchowa reak-
cja polimerazy (PCR), polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP), region IGS

WSTEP

Grzyby rodzaju Armillaria nalezg do jednych z najbardziej pospolitych na §wiecie.
Wywotuja jedng z najgrozniejszych choréb korzeni, bedaca przyczyna wielu strat gospo-
darczych w le$nictwie — opienkowg zgnilizng korzeni. Dotychczas opisano ponad 40 ga-
tunkéw z tego rodzaju (Zotciak, 2005). W Polsce stwierdzono wystepowanie szesciu
gatunkéw opieniek (Lakomy, 2001; Manka, 2005): Armillaria borealis Marxmiiller
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& Korhonen, 4. cepistipes Valenovsky, A. ostoyae (Romagnesi) Herink, A. mellea (Vahl.)
P. Kummer, 4. gallica Marxmiiller & Romagnesi oraz A. tabescens (Scop.) Emel. Naj-
wigksze straty gospodarcze w drzewostanach iglastych powoduje 4. osfoyae, natomiast
w drzewostanach liSciastych — A. gallica, bgdaca patogenem stabosci, zasiedlajacym
drzewa poddane dziataniu czynnikéw stresowych (zwigzanych najczesciej z obnizeniem
poziomu wod gruntowych). Tym samym gatunek ten jest jednym z czynnikdéw biotycz-
nych, wspotuczestniczacych w zamieraniu drzewostanow dgbowych.

Rodzaj Armillaria mozna identyfikowa¢ za pomoca klasycznej metody bazujacej na
morfologicznych cechach owocnikoéw, a takze z uzyciem testu zgodno$ci genetycznej
grzybni (intersterylno$ci) opracowanego przez dr. Kari Korhonen (1978). Oba sposoby
s jednak czasochtonne, a w przypadku pierwszej tatwo o bledy w analizie taksonomicz-
nej, dlatego w ostatnich latach coraz czgsciej wykorzystuje si¢ technike identyfikacji
grzybow z uzyciem genetyki molekularnej. Stosujac metod¢ PCR-RFLP, mozliwa jest
amplifikacja danego fragmentu DNA, a nastepnie trawienie czasteczki przez specyficzne
enzymy restrykcyjne, co umozliwia doktadne rozréznienie gatunkow w bardzo krotkim
czasie.

W 1998 roku zespot badawczy prof. dr. hab. Ryszarda Siweckiego podjal badania
w Nadle$nictwie Smolarz pod katem ulepszania uprawy i ochrony drzewostanow debo-
wych. Opienkg zajmowal si¢ wowczas prof. dr hab. Piotr Lakomy (Lakomy i Siwecki,
2000), ktory za pomoca testu zgodnosci genetycznej grzybni wykazatl powszechne wy-
stepowanie 4. gallica na badanym obszarze. Z kolei Potyralska i in. (2002) probowali
zidentyfikowac¢ izolaty opienki poprzez analiz¢ informacji zawartej w sekwencji nukleo-
tydowej fragmentu ITS (ang. internal transcribed spacer). Wyniki tej pracy okazaty si¢
jednak niejednoznaczne.

Po pigtnastu latach postanowiono przystapi¢ do kolejnego zdiagnozowania opienki
w wytypowanych wcze$niej drzewostanach debowych. Bazujgc na dotychczasowych ba-
daniach, zatozono, ze 4. gallica nadal bedzie gatunkiem dominujacym, a trafno$¢ tej tezy
potwierdzi identyfikacja rodzaju Armillaria metoda PCR-RFLP. Analizie zostanie jednak
poddany inny fragment DNA — region IGS (ang. intergenic spacer region), proponowany
przez wielu autorow.

MATERIAL I METODYKA BADAN

Badaniami zostaty objete trzy oddzialy znajdujace si¢ w zasiggu administracyjnym
lesnictwa Gorzyska (obreb Smolarz) —438a, 450a oraz 466a. Charakterystyke wybranych
drzewostanéw przedstawiono w tabeli 1.

Na podstawie wielkosci ubytku aparatu asymilacyjnego (tab. 2) wytypowano w od-
dziatach 438a1450a po 10 drzew z kazdego stopnia defoliacji (facznie 30 drzew/oddziat),
natomiast w oddziale 466a — 15 drzew (po 5 z kazdego wariantu). Dgby wybrano w taki
sposob, aby byly stosunkowo rownomiernie rozmieszczone w przestrzeni.

Materiat badawczy stanowity ryzomorfy (sznury grzybniowe) zebrane z gleby oraz
szyi korzeniowej 74 drzew (w przypadku jednego z wytypowanych d¢bow w oddziale
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Tabela 1. Cechy taksacyjne drzewostanow
Table 1. Forest stand characteristics

Udziat Dbb . Pier$nica
. . . Wiek . TSL
. .. Powierzchnia w drzewostanie Diameter
Wydzielenie . w2013 Forest Gleba Gospodarstwo
Area Sessile oak at breast . . .
Forest stand e roku . site Soil  Forest holding
ha contribution Ace in 2013 height type
to the tree stand *° P
438a 6,00 9 116 37 LMsw RDbr (6}
450a 27,59 8 155 48 Lsw  RDbr S - WDN
466a 16,66 9 166 52 Lsw  BRwy S — WDN

Tabela 2. Stopnie defoliacji drzew na podstawie przyjgtego procentowego ubytku aparatu asymila-

cyjnego
Table 2. Defoliation degree on the basis of losses in the assimilation apparatus

Stop}enn Procentowy ubytek aparatu
defoliacji S o
. Objasnienie asymilacyjnego
Defolia- . . .
tion Explanation Perceqtage loss in the assi-
degree milation apparatus
I drzewa zdrowe lub z niewielkim ubytkiem aparatu asymilacyjnego 0-20
healthy trees or with a small loss in the assimilation apparatus
I drzewa ze $rednim ubytkiem aparatu asymilacyjnego 21-65
trees with an average loss in the assimilation apparatus
I drzewa z silnym ubytkiem aparatu asymilacyjnego lub zamarle >66

trees with a great loss in the assimilation apparatus or dead

466a nie wykazano obecnosci ryzomorf). W tym celu kazde pojedyncze drzewo zostato
doktadnie odstonigte przy szyi korzeniowej na glebokos¢ 20 cm. Pobrane w odlegltosci
30 cm od pnia wszystkie ryzomorfy (zardwno przetrwalnikowe, jak i infekcyjne) zebrano
do papierowych kopert, ktore po opisaniu przewieziono do laboratorium.

W kolejnym etapie przystapiono do przygotowania materiatu badawczego do izolacji
DNA. Sznury grzybniowe doktadnie oplukano w silnym strumieniu biezacej wody w celu
oczyszczenia z ziemi i drobnych korzeni, a nastgpnie podzielono na dwie czesci w proporcji
1:4. Mniejsza czg$¢ zdezynfekowano w 70-procentowym alkoholu etylowym, mieszajac
przez 2 min. Kolejno ptukano kazdorazowo 2 x po 5 min w 100 ml autoklawowanej wody,
po czym suszono przez 1 h w sterylnej bibule filtracyjnej. W warunkach jalowych wycinano
krotkie fragmenty ze $rodka wysterylizowanej ryzomorfy, nastgpnie umieszczano je w pro-
boéwkach typu Eppendorf, ktdre opisywano numerem powierzchni oraz drzewa, po czym
zamrazano. Nastgpnie kazdg probg rozcierano w porcelanowym mozdzierzu laboratoryj-
nym zamrozonym w temperaturze —70°C. Tak przygotowany material wktadano do opisa-
nych probowek zawierajacych kuleczki cyrkonowe i przechowywano w zamrazarce.

Silvarum Colendarum Ratio et Industria Lignaria 14(4) 2015
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Izolacje DNA przeprowadzono za pomoca gotowego zestawu Bead-Beat Micro Gravity
(A&A BIOTECHNOLOGY, Gdynia), wedtug wskazéwek producenta: roztartg probke
zawieszono w 1 ml buforu LSU oraz 20 pl proteinazy K, po czym inkubowano w urza-
dzeniu Thermomixer w temperaturze 50°C przy parametrach ciaglego mieszania 1400
rpm przez 1 h. W mig¢dzyczasie przygotowano kolumny Micro AXD do oczyszczania
DNA, na ktore naniesiono po 500 pl roztworu rownowazacego K1. Po odwirowaniu in-
kubowanych prébek (5 min przy 12 000 rpm) pobrano z kazdej klarowny supernatant
i umieszczono na zrownowazong uprzednio kolumne. Nastgpnie dodawano kolejno 600 pl
roztworu ptuczacego W1G, 500 pl roztworu pluczacego W2 oraz 60 pl roztworu elucyj-
nego E, po uprzednim odczekaniu catkowitego przejscia roztworu przez kolumne. Ostat-
nim etapem ekstrakcji DNA bylo przeniesienie kolumny do jatowej probki typu Eppen-
dorf o pojemnosci 1,5 ml i eluowanie DNA przez naniesienie na zloze kolumny 120 pl
roztworu elucyjnego E. Dopiero tak przygotowane oczyszczone DNA mogto zosta¢ pod-
dane dziataniu techniki PCR-RFLP.

W celu identyfikacji gatunkow Armillaria zamplifikowano metoda PCR region IGS
(ang. intergenic spacer region) fragmentu DNA z wykorzystaniem starterow CNL 12
oraz 5SA. Do reakcji amplifikacji wykorzystano gotowa mieszaning 2XPCR mix (A&A
BIOTECHNOLOGY, Gdynia), ktoéra stanowity: 0,1 U/ul Tag DNA polimeraza, 4 mM
MgCly, 2 mM dNTPs (trojfosforany deoksyrybonukleotydow), czerwony barwnik oraz
bufor obcigzajacy. Amplifikacje przeprowadzono w termocyklerze TPersonal firmy Bio-
metra. Sprawdzenie produktu PCR (5 pl) wykonano za pomocg elektroforezy w 1-pro-
centowym zelu agarozowym (0,7 g agarozy, 70 ml buforu 1 xTBE, 4 ul bromku etydyny)
przy napieciu 120V przez 20 min. Jako marker wielkosci wykorzystano Dramix (A&A
BIOTECHNOLOGY, Gdynia).

Nastepnie uzyskany produkt PCR zostatl poddany trawieniu enzymami restrykcyj-
nymi (endonukleazami) metoda RFLP. Wykorzystano enzymy: Alul, Tagl oraz Bsml,
ktore rozpoznaja specyficzne dla siebie sekwencje z amplifikowanym fragmentem DNA
i przecinaja czasteczke w charakterystycznym miejscu. Metodyke identyfikacji Armilla-
ria sp. opracowano na podstawie dostepne;j literatury (Harrington i Wingfield, 1995; Keca
iin., 2006). Dodatkowo w celu poréwnania otrzymanych wzoréw prazkowych wykorzy-
stano DNA wzorcow, ktore wezesniej zidentyfikowano za pomoca testu intersterylnosci
(rys. 1).

W pierwszej kolejnosci wszystkie proby trawiono enzymem Alul, ktéry rdéznicuje
A. gallica oraz A. mellea od pozostalych gatunkéw. Gatunki A. borealis, A. cepistipes
oraz A. ostoyae w wyniku trawienia tym enzymem moga charakteryzowac si¢ jednym
wzorem prazkowym, dlatego do ich peinej identyfikacji wykorzystano Tagql oraz Bsml.
Enzym Tagl wyodrebnia wyraznie wzor prazkowy charakterystyczny dla A. cepistipes,
natomiast Bsml wyroznia 4. ostoyae od pozostatych gatunkow (rys. 2).

Sprawdzenie produktu trawienia (5 pl) wykonano za pomoca elektroforezy w 3-pro-
centowym zelu agarozowym (1% agarozy klasycznej, 2% agarozy restrykcyjnej, 280 ml
buforu 1xTBE, 12 ul bromku etydyny) przy napigciu 90V przez 3 h. Jako marker wiel-
kosci wykorzystano Dramix (A&A BIOTECHNOLOGY, Gdynia). Uwidocznione pod-
czas elektroforezy prazki ogladano na transiluminatorze UV i fotografowano.

Acta Sci. Pol.
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Rys. 1. Wzér prazkowy dla wzorcow gatunkoéw Armillaria — trawienie en-
zymem Alul: 1-3 — A. gallica, 4-6 — A. mellea, 7 — A. ostoyae,
8-9 — A. borealis, 10 — A. cepistipes

Fig. 1. RFLP pattern for Armillaria sp. — Alul enzyme digestion: 1-3 —
A. gallica, 4-6 — A. mellea, 7 — A. ostoyae, 8-9 — A. borealis, 10 —
A. cepistipes

A. borealis

A. cepistipes A mellea
PR gna

A. gallica |:||> —
4. mellea A. borealis Tag
- A. cepistipes Bsml

A. borealis
A, astoyae

A. ostoyae ‘-

Rys. 2. Schemat identyfikacji gatunkéw rodzaju Armillaria z wykorzystaniem enzy-
mow restrykcyjnych
Fig. 2. Diagram of identyfying species of Armillaria with the use of restriction enzymes

A. ostoyae

WYNIKI

Na podstawie przeprowadzonego trawienia enzymem restrykcyjnym A/ul, a nastgpnie
poréwnania otrzymanych wzoréw prazkowych ze wzorcami i wzorami prazkowymi do-
stepnymi w literaturze (Keca i in., 2006) sklasyfikowano tacznie 60 prob nalezacych
do gatunku Armillaria gallica (rys. 3). Trawienie enzymem Bsml wykazato cztery proby

Silvarum Colendarum Ratio et Industria Lignaria 14(4) 2015
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nalezace do A4. ostoyae, natomiast enzym 7Tagl wyr6znit 10 prob o wzorze prazkowym
odpowiednim dla A. cepistipes (rys. 4). W celu przejrzystego poréwnania wzoréw praz-
kowych, odpowiednich dla sklasyfikowanych gatunkow, dodano po trzy proby nalezace
do A. gallica. Ewentualne wyniki negatywne lub falszywie pozytywne, widoczne jako
proby bez wzoru prazkowego, powtarzano, tacznie z etapem przygotowania DNA.

M AO AG AG AGAO M AC AG AG AG AC

Rys. 4. Wynik trawienia enzymem Bsml i Tagl. Pierwszy prazek (M) stanowi marker Dramix, ko-
lejne AO — A. ostoyae wyrdzniona enzymem Bsml — oraz AC (4. cepistipes) wyr6zniona
enzymem Taql; AG — A. gallica

Fig. 4. Digestion result of Bsml and Tagl restriction enzyme. First lane (M) composes Dramix
marker, another AO — A. ostoyae highlighted by Bsml enzyme and AC (4. cepistipes) hi-
ghlighted by Tagl enzyme; AG — 4. gallica

Dzigki wykonanej identyfikacji gatunkow grzybow rodzaju Armillaria za pomoca
metody PCR-RFLP okazalo si¢, ze wszystkie proby pobrane z oddzialu 438a naleza do
opienki zottotrzonowej (Armillaria gallica). Gatunek ten dominowal réwniez na po-
wierzchni wylaczonego drzewostanu nasiennego w oddziale 450a, gdzie wspotwystepo-
wal razem z A. cepistipes. Najwickszym zréznicowaniem opieniek charakteryzowat si¢
drzewostan w oddziale 466a, w ktorym wyrdzniono A. gallica, A. cepistipes oraz
A. ostoyae (rys. 5).

Sposrod 74 prob pobranych w trzech drzewostanach dgbowych Nadlesnictwa Smolarz
dominujgcym gatunkiem opienki okazata si¢ Armillaria gallica (81% prob). Niewielki
udziat stanowity 4. cepistipes (14%) oraz A. ostoyae (5%) (rys. 6).

Nie wykazano obecnosci innych gatunkoéw opieniek wystepujacych w Polsce.

Silvarum Colendarum Ratio et Industria Lignaria 14(4) 2015
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Oddziat 438a Oddziat 450a Oddziat 466a

%] A. gallica B A. cepistipes A. ostoyae

Rys. 5. Liczba drzew zainfekowanych przez dany gatunek rodzaju Armil-
laria w wybranych drzewostanach dgbowych Nadle$nictwa Smo-
larz

Fig. 5. Amount of infected trees by a given Armillaria sp. in chosen oak
stands in Smolarz Forest District

A. ostoyae

A. cepistipes

A. gallica

Rys. 6. Udziat gatunkéw rodzaju Armillaria w wybra-
nych drzewostanach dg¢bowych Nadle$nictwa
Smolarz

Fig. 6. Percentage of Armillaria sp. in chosen oak
stands in the Smolarz Forest District
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DYSKUSJA

Armillaria gallica jest uwazana powszechnie za patogena stabos$ci, atakujacego gtow-
nie drzewostany dgbowe poddane czynnikom stresowym. Twierdzenie to przywotuje
wielu autoréw (Lakomy, 2001 za Rishbeth, 1982; Lakomy i Siwecki, 2000 za Davidson
i Rishbeth, 1988; Margais i Caél, 2006; Szewczyk i Lakomy; 2011 za Guillaumin i Lung,
1985), wskazujac tym samym na obecnos¢ opienki zottotrzonowej w procesie zamierania
drzewostanow dgbowych.

W Nadle$nictwie Smolarz zostal udokumentowany problem cyklicznie powtarzaja-
cych si¢ okresow suszy (poczawszy od 1983 roku), ktore spowodowaty znaczne obnize-
nie poziomu wod gruntowych (Siwecki, 1999). Wymieniony czynnik, potagczony z zato-
zeniem drzewostanu d¢bowego na powierzchni podsadzonej wcze$niej $wierkiem,
doprowadzil do uaktywnienia choréb grzybowych. Konsekwencje zaistniatej sytuacji
mozna byto zaobserwowa¢ chociazby w latach 1991-1996, kiedy to zamieranie d¢gbu
stwierdzono w nadle$nictwie na tgcznej powierzchni 1400 ha (Siwecki, 1999).

Armillaria gallica wystepowata bardzo licznie na kazdej powierzchni badawczej —
sposrod wszystkich badanych izolatéw opienka zoltotrzonowa stanowila az 81%, nato-
miast opienka maczugowata 14%, a opienka ciemna 5%. Podobne wyniki uzyskali
Lakomy i Siwecki (2000), ktoérzy badajac pigtnascie lat wezesniej doktadnie te same od-
dzialy wykazali wystepowanie A. gallica w 90%, natomiast A. cepistipes — 3%
i A. ostoyae — 7%.

Zastosowanie techniki PCR-RFLP pozwolito na szybka i bardzo doktadna identyfi-
kacje gatunkow grzybodw rodzaju Armillaria wystepujacych w badanych oddziatach na
terenie lesnictwa Gorzyska. Nalezy jednak pamigtac, ze bardzo wazny jest wybor frag-
mentu DNA, ktory zostanie poddany dziataniu enzymow restrykcyjnych. Badania Poty-
ralskiej i in. (2002) nad regionem ITS okazaty si¢ nieskuteczne — 4. borealis, A. cepisti-
pes, A. gallica i A. ostoyae byly do siebie zbyt podobne i ujawnity wysoka zmiennos¢
wewnatrzgatunkowa. Wobec tego nalezy zgodzi¢ si¢ z teza Harringtona i Wingfielda
(1995), ze tylko trawienie DNA w regionie IGS za pomocg enzymu restrykcyjnego Alul
stanowi wiarygodne postgpowanie dla jednoznacznej identyfikacji 4. gallica, natomiast
wyrdznienie 4. cepistipes 1 A. ostoyae mozna uzyskaé poprzez trawienie regionu IGS
enzymami Taql oraz Bsml, czego dowodem sg rowniez wyniki badan niniejszej pracy.

WNIOSKI

1. Najbardziej powszechnym gatunkiem opienki w badanych drzewostanach debo-
wych byla opienka zottotrzonowa (4. gallica).

2. Region IGS fragmentu DNA poddany dziataniu PCR-RFLP pozwala na szybka
i bardzo doktadng identyfikacje gatunkéw grzybow rodzaju Armillaria.

Silvarum Colendarum Ratio et Industria Lignaria 14(4) 2015
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USE OF IGS REGION OF THE RIBOSOMAL DNA
IN THE PCR-RFLP TECHNIQUE
TO IDENTIFY MUSHROOMS OF ARMILLARIA

Abstract. Armillaria root rot is one of the most dangerous diseases of tree root systems in
Poland, occurring both in coniferous and deciduous stands. The greatest economic losses
in coniferous stands cause Armillaria ostoyae, on the other hand Armillaria gallica is con-
sidered to be the most important species infecting deciduous stands. The aim of the research
was to define diversity of Armillaria species settling the chosen oak stands in the Gorzyska
Forest Range (Smolarz Forest District, Szczecin Regional Directorate of State Forests) by
means of commonly used, in the molecular biology area, polymerase chain reaction (PCR)
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and restricted fragment length polymorphism (RFLP) techniques. Rhizomorphs were col-
lected from soil and the root collar of 74 oaks characterized by differential loss in assimila-
tion apparatus. The analysis of IGS region of the ribosomal DNA in the PCR-RFLP tech-
nique allows to claim that dominant Armillaria species on the study area was Armillaria
gallica.

Key words: rhizomorphs, Armillaria gallica, polymerase chain reaction (PCR), restricted
fragment length polymorphism (RFLP), intergenic spacer region (IGS)
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