Acta Sci. Pol.

FORESTRY AND WOOD TECHNOLOGY

www.forestry.actapol.net ~ pISSN 1644-0722 eISSN 2450-7997

Silv. Colendar. Ratio Ind. Lignar. 16(4) 2017, 227-232

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

ORIGINAL PAPER

Received: 8.09.2017
Accepted: 21.11.2017

POPULACJA MACZNIAKA PRAWDZIWEGO DEBU

W ZACHODNIE) POLSCE*

Jolanta Behnke-Borowczyk!™, Marlena Baranowska-Wasilewska?

'Katedra Fitopatologii Lesnej, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

ul. Wojska Polskiego 71C, 60-625 Poznan
’Katedra Hodowli Lasu, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
ul. Wojska Polskiego 71A, 60-625 Poznan

ABSTRAKT

Wstep. Erysiphe alphitoides jest glownym patogenem Quercus robur, porazajac czesto cale drzewostany.
Kolonizuje liscie we wszystkich klasach wieku, powodujgc ostabienie drzew. Badania nad zréznicowaniem
mig¢dzygatunkowym Erysiphe spp. i wewnatrzgatunkowym E. alphitoides z dgbow sa rzadkie.

Cel badan. Okreslenie zréznicowania miedzygatunkowego rodzaju Erysiphe i wewnatrzgatunkowego E. al-
phitoides z Q. robur z rejonu zachodniej Polski.

Metodyka. Materiatem badawczym byty porazone przez Erysiphe liscie Q. robur z zachodniej Polski. 1zo-
lowano, amplifikowano, sekwencjonowano i pordéwnywano z sekwencjami referencyjnymi region 1/2 ITS
rDNA zdeponowanymi w bazie danych NCBI.

Wyniki. Otrzymane sekwencje mialy 98-100% podobienstwa z sekwencja referencyjna E. alphitoides
KP686269 z bazy danych NCBI.

Whioski. Wyniki potwierdzaja obecnos$¢ E. alphitoide na lisciach Q. robur w zachodniej Polsce. Stwierdzono
male zroznicowanie wewnatrzgatunkowe i duza jednorodnos¢ genetyczng u wigkszosci izolatow E. alphitoides.

Stowa kluczowe: maczniak prawdziwy debu, Erysiphe alphitoides

WSTEP

Erysiphe alphitoides (Griffon & Maubl.) U. Braun &
S. Takam. jest powszechnie wystepujacym grzybem
powodujacym chorobg¢ — maczniaka prawdziwego
na liSciach rodzimych gatunkéw debow: szyputko-
wego (Quercus robur L.) 1 bezszypulkowego (Quer-
cus petraea (Mattuschka) Liebl.). Obserwuje si¢ go
na drzewach we wszystkich klasach wieku (Manka,
2005; Szewczyk 1 in., 2015). Grzybnia patogenu po-
krywa powierzchni¢ liSci, ktore marszczg si¢, ciem-
niejag 1 szybko zamieraja. Wsrod biatych nalotow
(skupien grzybni i1 konidiéw) jesienig pojawiajg si¢

czesto liczne, czarne, okragle otocznie o S$rednicy
okoto 0,1 mm. Grzyb uszkadza réwniez paczki oraz
tkanki szczytowych pedéw, doprowadzajac do ich za-
mierania. Choroba powoduje zmniejszenie przyrostu
miodych debow, a nawet ich zamieranie przy wyste-
powaniu corocznym. Porazone przez maczniaka pedy
z reguly nie osiggaja na czas tzw. dojrzato$ci zimowej
(nie drewniejg) i cierpig od wczesnych przymrozkow.

Z innych gatunkow Erysiphe spp., ktore wystepu-
ja na lisciach debéw mozna wymieni¢: 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).

Maczniak prawdziwy przybyt do Europy z Ame-
ryki Polnocnej. Pierwsze doniesienia o wystepowa-
niu choroby w Polsce pochodzg z 1909 roku (Bara-
nowska-Wasilewska 1 in., 2015; Braun, 1995; Salata,
1985). Satata (1985) i Sucharzewska (2009) podaja, ze
w Polsce wystepuja dwa gatunki maczniaka: E. alphi-
toides 1 E. hypophylla. Ten ostatni wystepuje liczniej
w zachodniej czg$ci Polski.

Zastosowanie technik biologii molekularnej po-
zwolilo stwierdzi¢, ze w Europie moga wystepowad
cztery haplotypy patogena. Trzy z nich pochodza od
E. alphitoides (100% zgodnosci ITS), E. hypophylla
(99,4% zgodnosci ITS) 1 Phyllactinia guttata (Wallr.)
Lév. (97,64% zgodnosci ITS). Czwarty, czgsty w Eu-
ropie, ma 100% zgodno$ci w rejonie ITS z E. quer-
cicola wystepujacym na gatunkach Quercus w Azji
oraz kilkoma gatunkami maczniaka z rejondéw tropi-
kalnych, w tym z Oidium heveae B.A. Steinm. powo-
dujacym maczniaka drzew kauczukodajnych na $wie-
cie (Mougou i in., 2008). W Polsce Ufnalski i Przybyt
(2004) stwierdzili obecnos¢ dwoch form morfologicz-
nych E. alphitoides; konidia jednego przyjmowaty cy-
trynowate ksztatty.

Wyniki badan, ktore przeprowadzili Mougou i in.
(2008) sugeruja, ze E. alphitoides moze pochodzi¢ od
gatunkéw Erysiphe spp. wystepujacych w rejonach
tropikalnych i przybytych do Europy z rodlinami z tych
obszaréw. Poza wptywem pochodzenia zroznicowanie
miedzy- 1 wewnatrzgatunkowe patogena moze wyni-
ka¢ réwniez z adaptacji do lokalnych warunkéw $ro-
dowiska i stosowanych praktyk le§nych, migdzy inny-
mi ochrony zintegrowanej (Oszako, 2014).

Celem pracy bylo zbadanie za pomocg analizy mo-
lekularnej zréznicowania mi¢dzygatunkowego rodza-
ju Erysiphe 1 wewnatrzgatunkowego E. alphitoides,
pochodzacych z terenu zachodniej Polski.

MATERIAL | METODY

Latem 2015 roku 16 proéb lisci debu szyputkowego z ob-
jawami maczniaka prawdziwego zebrano w dziewieciu
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nadle$nictwach zachodniej Polski (tab. 1). W labora-
torium liscie sterylizowano powierzchniowo (96-pro-
centowy etanol przez 15 s + 3 x woda destylowana,
sterylna, kazdorazowo 10 min), suszono i rozdrabnia-
no w cieklym azocie, w temperaturze 70°C. Izolacje
DNA z rozdrobnionych lisci przeprowadzono z wy-
korzystaniem zestawu Bead-Beat Micro AX Gravity
(A&A Biotechnology Gdynia, Poland). Reakcje PCR
przeprowadzono z uzyciem starteréw specyficznych
dla E. alphitoides 1 E. hypophylla 1ITS-ery F (5°CTC
AGT CGT GGC ATC TGCT 3%) oraz ITS-ery R
(5’ATG TGA CTG GAG CAA GTGG 3'; Mougou-
-Hamdane i in., 2010). Mieszanina reakcyjna zawierala
2,5 ul DNA, 0,2 ul kazdego startera, 12,5 pl 2 x PCR
MIX (A&A Biotechnology) oraz wode dejonizowang.
Amplifikacja przebiegala w nastepujacych warunkach:
denaturacja wstepna 94°C — 5 min, denaturacja w 30
cyklach (94°C, 60 s), anneling (58°C, 60 s), elongacja
(72°C, 60 s) oraz elongacja koncowa w 72°C przez
10 min w termocyklerze firmy Biometr. Produkt spraw-
dzono na 1,5-procentowym zelu agarozowym barwio-
nym Midori Green Advance DNA (Genetics). Marke-
rem wielkos$ci produktu PCR byt DNA marker DraMix
(A&A Biotechnology). Otrzymany produkt oczyszczo-
no i sekwencjonowano. Sekwencjonowanie wykona-
no w Genomed S.A. (Warszawa, Poland). Otrzymane
sekwencje: (i) skrocono do 476 pz, (ii) poréwnano
z sekwencjami referencyjnymi z bazy danych NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), (iii) zestawiono (ali-
gnment, 476 pz) z nastepujacymi sekwencjami z bazy

Tabela 1. Stopien podobiefistwa badanych izolatow do se-
kwencji referencyjnej E. alphitoides KP686269

Table 1. Degree of similarity of studied isolates to reference
sequences E. alphitoides KP686269

Numer proby Nadlesnictwo  Stopien podobienstwa

Number of sample  Forest district ~ Degree of similarity
1,2 Lopuchowko 100

3,4,5 Grodzisk 99

6 Stawa Slaska 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 (Vaiha) We-
Itzien KX574674, E. cruciferarum Opiz ex L. Junell
EF592611, E. deutziae (Bunkina) U. Braun & S. Ta-
kam. GU196146. Jako outgrup wykorzystano sekwen-
cj¢ Phyllactina moricola (Henn.) Homma D84385,
Leveillula taurica (Lév.) G. Arnaud AB000940, Golo-
vinomyces circumfusus (Schltdl.) U. Braun AB000934,
G. orontii (Schitdl.) U. Braun AB022431 (Takamatsu
i1in., 2015) za pomocg Clustal X (Larkin i in., 2007;
Mougou-Hamdane i in., 2010; Thompson i in., 1994).
Analizg filogenetyczng przeprowadzono z wykorzy-
staniem programu MEGA 5.2 (Tamura i in., 2011).
Drzewo filogenetyczne skonstruowano z pigcioma se-
kwencjami reprezentacyjnymi, z wykorzystaniem me-
tody neighbor-joining (NJ) z 1000-krotnym samoprob-
kowaniem (ang. bootstrapping). Genetyczne odlegtosci
pomigdzy parami sekwencji zostaly obliczone z wyko-
rzystaniem macierzy Maximum Composite Likelihood.

WYNIKI

Otrzymano pozytywne wyniki amplifikacji DNA E. al-
phitoides metodg PCR. Otrzymane sekwencje wyka-
zaty 98-100-procentowe podobienstwo do sekwen-
cji referencyjnej E. alphitoides KP686269 (tab. 1).

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

Pozycja w alignment

Numer proby
Number Position in alignment
ofsample ¢ 19 21 22 76 375 376 377 378
30 A G C A C G G C ¢
15 A A C - G G G
10 A A A - C A A A A
7¢ G G C - A A G C G
1° G G ¢ - ¢ G G C ¢

 Identyczne sekwencje proby 4.

b Identyczne sekwencje prob: 2, 5, 6,9, 11, 12, 13, 14.
¢ Identyczne sekwencje proby 8.

2 Sample 4 idendical sequences.

b Samples 2, 5, 6, 9, 11, 12, 13, 14 identical sequences.
¢ Sample 8 identical sequences.

www.forestry.actapol.net/

W wyniku analizy filogenetycznej pi¢¢ reprezenta-
cyjnych sekwencji polaczylto sie z sekwencjg referen-
cyjng E. alphitoides KP686269 w jeden klad (tab. 2).
Pozostate sekwencje Erysiphe spp. znalazly si¢ poza
grupa E. alphitoides. R6znorodno$¢ wewnatrzgatun-
kowa analizowanych izolatéw byla niewielka. W ana-
lizowanym fragmencie 476 pz zaobserwowano zmia-
n¢ nukleotydu w 1-6 pozycjach (tab. 2). Polimorfizm
wystapit w regionach ITS 1 oraz ITS 2. Nie zaobser-
wowano zmian w obszarze 5.8s rDNA. Pojedyncza
zmiana nukleotydu wystgpita u o$miu izolatow (1, 2,
5,6,9, 11,12, 13, 14 = 50%).

DYSKUSJA WYNIKOW

Maczniak prawdziwy degbu to pospolita i bardzo groz-
na choroba. Budzi zainteresowanie gtéwnie w kontek-
$cie znaczenia choroby dla rosliny gospodarza — debu
(Delatour, 1983; Landmann i in., 1993; Manka, 2005),
wplywu czynnikéw $rodowiskowych i zmian klimatu
na rozprzestrzenianie si¢ patogena (Desprez-Loustau
iin., 2011; Grzebyta i in., 2005; Hajji i in., 2009; Ma-
r¢ais 1 Desprez-Loustau, 2014) oraz warunkow i moz-
liwosci biologicznego zwalczania za pomocg antago-
nistow grzybowych (Kiss, 1998; 2003).

Niniejsza praca prezentuje wyniki pierwszych
w Polsce badan molekularnych nad zréznicowaniem
mig¢dzygatunkowym Erysiphae spp. i wewnatrzgatun-
kowym E. alphitoides wyst¢pujacym na debie szypul-
kowym w zachodniej czg¢$ci kraju. Analizowano rejon
1/2 ITS rDNA. Jest on uznany i szeroko stosowany
w badaniach pokrewienstwa i zréznicowania u grzy-
bow, w tym rowniez Erysiphe spp. (Mougou-Hamda-
neiin., 2010; Takamatsu, 2004; 2013a; 20013b; Taka-
matsu i in., 2015).

Erysiphe alphitoides byt jedynym gatunkiem Ery-
siphe obecnym na li§ciach debu szypulkowego w za-
chodniej Polsce. Nie stwierdzono obecnos$ci E. hypo-
phylla, ktory zdaniem Sataty (1985) i Sucharzewskiej
(2009) moze wystepowa¢ na dgbie szyputkowym
w zachodnigj i centralnej Polsce. Badania potwierdza-
ja doniesienia Takamatsu i in. (2007) oraz Mougou-
-Hamdane i in. (2010), ktorzy podkreslali dominacje
E. alphitoides na debach szyputkowym i bezszyputko-
wym oraz sporadyczne tylko wystepowanie E. hypo-
phylla na tym pierwszym.
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Erysiphe alphitoides KP686269
Erysiphe hypophylla AB292715
Erysiphe elevata AY587013

Erysiphe platani JQ365943
Erysiphe betae KX574674

100 L Erysiphe cruciferarum EF592611
Erysiphe deutziae GU196146

 — Golovinomyces circumfusus AB000934
LI Golovinomyces orontii AB022413

Leveillula taurica AB000940

100

Phyllactinia moricola D84385

Rys. 1. Drzewo filogenetyczne powstate z wykorzystaniem metody neighbor-joining dla regionu 1/2 ITS rDNA

dla Erysiphe spp.

Fig. 1. Phylogenetic tree obtained by neighbor-joning analysis of 1/2 ITS rDNA region of Erysiphe spp.

Z uwagi na wieksza patogeniczno$¢ E. alphitoides
(w poréwnaniu z E. hypophylla) dominacja E. alphi-
toides na debie szyputkowym oznacza wigksze zagro-
zenie dla drzewostanoéw tego gatunku (Braun, 1995;
Satata, 1985).

Male zréznicowanie wewnatrzgatunkowe i duza
jednorodno$é genetyczna u wigkszosci izolatow E. al-
phitoides (1,2,6,9, 11, 12, 13, 14) zgadzaja si¢ z teo-
rig struktury genetycznej populacji patogenu, ktora
zazwyczaj sktada si¢ z pojedynczych dominantow
1 szeregu innych ras fizjologicznych (Burdon, 1993a).
Liczba ras, ich réznorodno$¢, stopien dominacji i ich
patogenicznos¢ wynikaja z warunkow srodowisko-
wych 1 moga roézni¢ si¢ znaczaco, zaréwno 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.

Keywords: oak powdery mildew, Erysiphe alphitoides
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