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ABSTRAKT

Wstęp. Erysiphe alphitoides jest głównym patogenem Quercus robur, porażając często całe drzewostany. 
Kolonizuje liście we wszystkich klasach wieku, powodując osłabienie drzew. Badania nad zróżnicowaniem 
międzygatunkowym Erysiphe spp. i wewnątrzgatunkowym E. alphitoides z dębów są rzadkie.
Cel badań. Określenie zróżnicowania międzygatunkowego rodzaju Erysiphe i wewnątrzgatunkowego E. al-
phitoides z Q. robur z rejonu zachodniej Polski. 
Metodyka. Materiałem badawczym były porażone przez Erysiphe liście Q. robur z zachodniej Polski. Izo-
lowano, amplifikowano, sekwencjonowano i porównywano z sekwencjami referencyjnymi region 1/2 ITS 
rDNA zdeponowanymi w bazie danych NCBI.
Wyniki. Otrzymane sekwencje miały 98–100% podobieństwa z sekwencją referencyjną E. alphitoides 
KP686269 z bazy danych NCBI. 
Wnioski. Wyniki potwierdzają obecność E. alphitoide na liściach Q. robur w zachodniej Polsce. Stwierdzono 
małe zróżnicowanie wewnątrzgatunkowe i dużą jednorodność genetyczną u większości izolatów E. alphitoides.

Słowa kluczowe: mączniak prawdziwy dębu, Erysiphe alphitoides

WSTĘP

*Praca finansowana z dotacji dla młodych naukowców Wydziału Leśnego Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

jbehnke@up.poznan.pl

Received: 8.09.2017
Accepted: 21.11.2017

http://dx.doi.org/10.17306/J.AFW.2017.4.23

Erysiphe alphitoides (Griffon & Maubl.) U. Braun & 
S. Takam. jest powszechnie występującym grzybem 
powodującym chorobę – mączniaka prawdziwego 
na liściach rodzimych gatunków dębów: szypułko-
wego (Quercus robur L.) i bezszypułkowego (Quer-
cus petraea (Mattuschka) Liebl.). Obserwuje się go 
na drzewach we wszystkich klasach wieku (Mańka, 
2005; Szewczyk i in., 2015). Grzybnia patogenu po-
krywa powierzchnię liści, które marszczą się, ciem-
nieją i szybko zamierają. Wśród białych nalotów 
(skupień grzybni i konidiów) jesienią pojawiają się 

często liczne, czarne, okrągłe otocznie o średnicy 
około 0,1 mm. Grzyb uszkadza również pączki oraz 
tkanki szczytowych pędów, doprowadzając do ich za-
mierania. Choroba powoduje zmniejszenie przyrostu 
młodych dębów, a nawet ich zamieranie przy wystę-
powaniu corocznym. Porażone przez mączniaka pędy 
z reguły nie osiągają na czas tzw. dojrzałości zimowej 
(nie drewnieją) i cierpią od wczesnych przymrozków.

Z innych gatunków Erysiphe spp., które występu-
ją na liściach dębów można wymienić: E. abbrevia-
ta (Peck) U. Braun & S. Takam., E. calocladophora 
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(G.F. Atk.) U. Braun & S. Takam., E. extensa (Cooke 
& Peck) U. Braun & S. Takam., E. gracilis R.Y. Zheng 
& G.Q. Chen, E. hypophylla (Nevod.) U. Braun & 
Cunningt, E. quercicola S. Takam. & U. Braun, E. po-
lygoni DC. (Braun, 1987; Braun i in., 2003; Braun i Ta-
kamatsu, 2000; Farr i Rossman, 2000; Lee i in., 2011).

Mączniak prawdziwy przybył do Europy z Ame-
ryki Północnej. Pierwsze doniesienia o występowa-
niu choroby w Polsce pochodzą z 1909 roku (Bara-
nowska-Wasilewska i in., 2015; Braun, 1995; Sałata, 
1985). Sałata (1985) i Sucharzewska (2009) podają, że 
w Polsce występują dwa gatunki mączniaka: E. alphi-
toides i E. hypophylla. Ten ostatni występuje liczniej 
w zachodniej części Polski.

Zastosowanie technik biologii molekularnej po-
zwoliło stwierdzić, że w Europie mogą występować 
cztery haplotypy patogena. Trzy z nich pochodzą od 
E. alphitoides (100% zgodności ITS), E. hypophylla 
(99,4% zgodności ITS) i Phyllactinia guttata (Wallr.) 
Lév. (97,64% zgodności ITS). Czwarty, częsty w Eu-
ropie, ma 100% zgodności w rejonie ITS z E. quer-
cicola występującym na gatunkach Quercus w Azji 
oraz kilkoma gatunkami mączniaka z rejonów tropi-
kalnych, w tym z Oidium heveae B.A. Steinm. powo-
dującym mączniaka drzew kauczukodajnych na świe-
cie (Mougou i in., 2008). W Polsce Ufnalski i Przybył 
(2004) stwierdzili obecność dwóch form morfologicz-
nych E. alphitoides; konidia jednego przyjmowały cy-
trynowate kształty.

Wyniki badań, które przeprowadzili Mougou i in. 
(2008) sugerują, że E. alphitoides może pochodzić od 
gatunków Erysiphe spp. występujących w rejonach 
tropikalnych i przybyłych do Europy z roślinami z tych 
obszarów. Poza wpływem pochodzenia zróżnicowanie 
między- i wewnątrzgatunkowe patogena może wyni-
kać również z adaptacji do lokalnych warunków śro-
dowiska i stosowanych praktyk leśnych, między inny-
mi ochrony zintegrowanej (Oszako, 2014).

Celem pracy było zbadanie za pomocą analizy mo-
lekularnej zróżnicowania międzygatunkowego rodza-
ju Erysiphe i wewnątrzgatunkowego E. alphitoides, 
pochodzących z terenu zachodniej Polski.

MATERIAŁ I METODY

Latem 2015 roku 16 prób liści dębu szypułkowego z ob-
jawami mączniaka prawdziwego zebrano w dziewięciu 

nadleśnictwach zachodniej Polski (tab. 1). W labora-
torium liście sterylizowano powierzchniowo (96-pro-
centowy etanol przez 15 s + 3 × woda destylowana, 
sterylna, każdorazowo 10 min), suszono i rozdrabnia-
no w ciekłym azocie, w temperaturze 70°C. Izolację 
DNA z rozdrobnionych liści przeprowadzono z wy-
korzystaniem zestawu Bead-Beat Micro AX Gravity 
(A&A Biotechnology Gdynia, Poland). Reakcję PCR 
przeprowadzono z użyciem starterów specyficznych 
dla E. alphitoides i E. hypophylla ITS-ery F (5`CTC 
AGT CGT GGC ATC TGCT 3`) oraz ITS-ery R 
(5`ATG TGA CTG GAG CAA GTGG 3`; Mougou-
-Hamdane i in., 2010). Mieszanina reakcyjna zawierała 
2,5 μl DNA, 0,2 μl każdego startera, 12,5 μl 2 × PCR 
MIX (A&A Biotechnology) oraz wodę dejonizowaną. 
Amplifikacja przebiegała w następujących warunkach: 
denaturacja wstępna 94°C – 5 min, denaturacja w 30 
cyklach (94°C, 60 s), anneling (58°C, 60 s), elongacja 
(72°C, 60 s) oraz elongacja końcowa w 72°C przez 
10 min w termocyklerze firmy Biometr. Produkt spraw-
dzono na 1,5-procentowym żelu agarozowym barwio-
nym Midori Green Advance DNA (Genetics). Marke-
rem wielkości produktu PCR był DNA marker DraMix 
(A&A Biotechnology). Otrzymany produkt oczyszczo-
no i sekwencjonowano. Sekwencjonowanie wykona-
no w Genomed S.A. (Warszawa, Poland). Otrzymane 
sekwencje: (i) skrócono do 476 pz, (ii) porównano 
z sekwencjami referencyjnymi z bazy danych NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), (iii) zestawiono (ali-
gnment, 476 pz) z następującymi sekwencjami z bazy 

Tabela 1. Stopień podobieństwa badanych izolatów do se-
kwencji referencyjnej E. alphitoides KP686269
Table 1. Degree of similarity of studied isolates to reference 
sequences E. alphitoides KP686269

Numer próby
Number of sample

Nadleśnictwo
Forest district

Stopień podobieństwa
Degree of similarity

1, 2 Łopuchówko 100
3, 4, 5 Grodzisk 99
6 Sława Śląska 100
7, 8 Babimost 99
9, 10 Trzciel 100, 98
11, 12, 13, 14, 16 Oborniki 100
15 Oborniki 99
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danych: E. hypophylla B292715, E. elevata (Burrill) 
U. Braun & S. Takam. AY587013, E. platani (Howe) 
U. Braun & S. Takam. Q365943, E. betae (Vaňha) We-
ltzien KX574674, E. cruciferarum Opiz ex L. Junell 
EF592611, E. deutziae (Bunkina) U. Braun & S. Ta-
kam. GU196146. Jako outgrup wykorzystano sekwen-
cję Phyllactina moricola (Henn.) Homma D84385, 
Leveillula taurica (Lév.) G. Arnaud AB000940, Golo-
vinomyces circumfusus (Schltdl.) U. Braun AB000934, 
G. orontii (Schltdl.) U. Braun AB022431 (Takamatsu 
i in., 2015) za pomocą Clustal X (Larkin i in., 2007; 
Mougou-Hamdane i in., 2010; Thompson i in., 1994). 
Analizę filogenetyczną przeprowadzono z wykorzy-
staniem programu MEGA 5.2 (Tamura i in., 2011). 
Drzewo filogenetyczne skonstruowano z pięcioma se-
kwencjami reprezentacyjnymi, z wykorzystaniem me-
tody neighbor-joining (NJ) z 1000-krotnym samoprób-
kowaniem (ang. bootstrapping). Genetyczne odległości 
pomiędzy parami sekwencji zostały obliczone z wyko-
rzystaniem macierzy Maximum Composite Likelihood. 

WYNIKI

Otrzymano pozytywne wyniki amplifikacji DNA E. al-
phitoides metodą PCR. Otrzymane sekwencje wyka-
zały 98–100-procentowe podobieństwo do sekwen-
cji referencyjnej E. alphitoides KP686269 (tab. 1). 

W wyniku analizy filogenetycznej pięć reprezenta-
cyjnych sekwencji połączyło się z sekwencją referen-
cyjną E. alphitoides KP686269 w jeden klad (tab. 2). 
Pozostałe sekwencje Erysiphe spp. znalazły się poza 
grupą E. alphitoides. Różnorodność wewnątrzgatun-
kowa analizowanych izolatów była niewielka. W ana-
lizowanym fragmencie 476 pz zaobserwowano zmia-
nę nukleotydu w 1–6 pozycjach (tab. 2). Polimorfizm 
wystąpił w regionach ITS 1 oraz ITS 2. Nie zaobser-
wowano zmian w obszarze 5.8s rDNA. Pojedyncza 
zmiana nukleotydu wystąpiła u ośmiu izolatów (1, 2, 
5, 6, 9, 11, 12, 13, 14 = 50%). 

DYSKUSJA WYNIKÓW

Mączniak prawdziwy dębu to pospolita i bardzo groź-
na choroba. Budzi zainteresowanie głównie w kontek-
ście znaczenia choroby dla rośliny gospodarza – dębu 
(Delatour, 1983; Landmann i in., 1993; Mańka, 2005), 
wpływu czynników środowiskowych i zmian klimatu 
na rozprzestrzenianie się patogena (Desprez-Loustau 
i in., 2011; Grzebyta i in., 2005; Hajji i in., 2009; Ma-
rçais i Desprez-Loustau, 2014) oraz warunków i moż-
liwości biologicznego zwalczania za pomocą antago-
nistów grzybowych (Kiss, 1998; 2003). 

Niniejsza praca prezentuje wyniki pierwszych 
w Polsce badań molekularnych nad zróżnicowaniem 
międzygatunkowym Erysiphae spp. i wewnątrzgatun-
kowym E. alphitoides występującym na dębie szypuł-
kowym w zachodniej części kraju. Analizowano rejon 
1/2 ITS rDNA. Jest on uznany i szeroko stosowany 
w badaniach pokrewieństwa i zróżnicowania u grzy-
bów, w tym również Erysiphe spp. (Mougou-Hamda-
ne i in., 2010; Takamatsu, 2004; 2013a; 20013b; Taka-
matsu i in., 2015).

Erysiphe alphitoides był jedynym gatunkiem Ery-
siphe obecnym na liściach dębu szypułkowego w za-
chodniej Polsce. Nie stwierdzono obecności E. hypo-
phylla, który zdaniem Sałaty (1985) i Sucharzewskiej 
(2009) może występować na dębie szypułkowym 
w zachodniej i centralnej Polsce. Badania potwierdza-
ją doniesienia Takamatsu i in. (2007) oraz Mougou-
-Hamdane i in. (2010), którzy podkreślali dominację 
E. alphitoides na dębach szypułkowym i bezszypułko-
wym oraz sporadyczne tylko występowanie E. hypo-
phylla na tym pierwszym.

Tabela 2. Polimorfizm regionu 1/2 ITS rDNA E. alphitoides
Table 2. Polymorphism in 1/2 ITS rDNA E. alphitoides

Numer próby
Number  

of sample

Pozycja w alignment 
Position in alignment

6 19 21 22 76 375 376 377 378

3a A G C A C G G C G

15 A A C – C G G C G

10 A A A – C A A A A

7c G G C – A A G C G

1b G G C – C G G C G

a Identyczne sekwencje próby 4.
b Identyczne sekwencje prób: 2, 5, 6, 9, 11, 12, 13, 14.
c Identyczne sekwencje próby 8.
a Sample 4 idendical sequences.
b Samples 2, 5, 6, 9, 11, 12, 13, 14 identical sequences.
c Sample 8 identical sequences.
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Z uwagi na większą patogeniczność E. alphitoides 
(w porównaniu z E. hypophylla) dominacja E. alphi-
toides na dębie szypułkowym oznacza większe zagro-
żenie dla drzewostanów tego gatunku (Braun, 1995; 
Sałata, 1985). 

Małe zróżnicowanie wewnątrzgatunkowe i duża 
jednorodność genetyczna u większości izolatów E. al-
phitoides (1, 2, 6, 9, 11, 12, 13, 14) zgadzają się z teo-
rią struktury genetycznej populacji patogenu, która 
zazwyczaj składa się z pojedynczych dominantów 
i szeregu innych ras fizjologicznych (Burdon, 1993a). 
Liczba ras, ich różnorodność, stopień dominacji i ich 
patogeniczność wynikają z warunków środowisko-
wych i mogą różnić się znacząco, zarówno lokalnie, 
jak i sezonowo (Burdon, 1993b, Burdon i Silk, 1997). 
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POPULATION OF OAK POWDERY MILDEW IN WESTERN POLAND

ABSTRACT

Introduction. Oak powdery mildew (Erysiphe alphitoides) is a major foliar pathogen of Quercus robur 
often infecting entire tree stands. It can significantly reduce tree growth and trigger tree decline. Studies on 
the inter-species variability within Erysiphe spp. and intra-species variability within E. alphitoides are rare.
Objective. Evaluation of an inter-species variability within Erysiphe spp. and intra-species variability within 
E. alphitoides from Q. robur in western Poland. 
Material and methods. Material consisted of leaves of Q. robur infected by E. alphitoides from western 
Poland. DNA of E. alphitoides was extracted and amplified. The 1/2 ITS rDNA was sequenced and compared 
with DNA of reference sequences of E. alphitoides. 
Results. The studied isolates were 98–100% homologous to E. alphitoides KP686269 from NCBI. 
Conclusions. Results demonstrate the presence of E. alphitoide on leaves of Q. robur in western Poland. 
There was small intra-species variability of E. alphitoides and big genetical homogeneity in majority of 
E. alphitoides isolates.
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