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alphitoides (Griffon & Maubl.) U. Braun & S. Takam. in plant parts

ABSTRACT

Roszak R., Baranowska M., Betka M., Behnke-Borowczyk J. 2019. Zastosowanie technik biologii moleku-
larnej do detekcji Erysiphe alphitoides (Griffon & Maubl.) U. Braun & S. Takam. w organach ro§linnych.
Sylwan 163 (9): 740-745. DOL: https://doi.org/10.26202/sylwan.2019076.

Erysiphe alphitoides causes the most common disease of assimilation apparatus of oaks of different
age. It is believed that the pathogen overwinters in buds of the host plant or in the cracks of the
bark. The aim of the study was to search for the presence of E. alphitoides in buds, leaves, and wood
of sessile oak shoots using molecular techniques. Two hypotheses have been tested: (i) oaks are
infected by E. alphitoides, and (ii) the pathogen overwinters in the host plant buds. The samples
used in the study were collected form sessile oak trees (Miradz Forest District; 52°41'23.197"N,
1825'33.942"E) in 2017, and consisted of dormant buds (collected in May), young leaves (collected
in June), leaves with visible symptoms of the disease (collected in August), shoot with sip and
surface layers of wood (collected in December). Additional part of buds was collected in May 2018.
The PCR reaction was carried out with primers specific for E. a/phitoides and E. hypophylla. For
species identification Sanger method was used. The resulting sequences were compared using
BLAST algorithm with reference sequences deposited in the NCBI database. Sequences from
isolates obtained from leaves showed 97-99% similarity to the reference sequence of E. alphitoides.
Pathogen did not occur in the superficial layers of shoots and buds. As some studies show, at
very low temperatures (below —20°C), the mycelium of the pathogen dies, therefore further
study should be undertaken on wintering of the pathogen causing the powdery mildew disease
on oaks. It also should be examined whether the pathogen overwinters in the form of bagnial
spores produced in chasmothecia overwintering on leaves, in the leaf buds, or in bark cracks,
and whether the wintering site of the pathogen is related to the age of trees and or to the stands
where the trees grow.
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Wstep

Erysiphe alphitoides (Griffon & Maubl.) U. Braun & S. Takam. jest sprawcg maczniaka prawdziwego
debu (zwanego takze makulkg dgbowg czy drobnokulkowcem), najezgstszej choroby grzybowej
aparatu asymilacyjnego i niezdrewniatych pedéw drzew rodzaju Quercus. W Europie choroba
obserwowana jest na dgbach we wszystkich klasach wieku [Marika 2005; Mougou i in. 2008;
Szewczyk i in. 2015]. Patogen poraza przede wszystkim Q. robur L., Q. petraca (Matt.) Liebel.,
Q. conferta (Kit.) Vuk., Q. pubescens Willd., Q. cerris L. oraz Q. pyrenaica Willd. [Desprez-Loustau
i in. 2011]. Drobnokulkowiec moze poraza¢ réwniez takie gatunki drzew jak Fagus sykatica L.,
Castanea sativa Mill. czy Eucalyptus gunnii Hook. f. [Przybyt 2006; Cho i in. 2017]. Sprawca macz-
niaka prawdziwego debu Erysiphe alphitoides to gatunek zawleczony z Ameryki Péinocnej, ktéry
w zachodniej Europie pojawit sic w pierwszej dekadzie XX wieku, nast¢pnie szybko rozprzestrze-
nit si¢ po kontynencie [Braun 1995; Baranowska-Wasilewska i in. 2015]. Za warunki optymalne
dla rozwoju patogenu uwaza si¢ cieplg i wilgotng pogode¢ [Mychayliv i in. 2011]. Cienki nabtonek
mtodych lisci rodzimych dgb6w sprzyja rozwojowi grzyba. Susza, zery owadzie czy bezposrednia
insolacja zwickszajg predyspozycje chorobows rosliny-gospodarza [Marika 2005]. Liscie pora-
zone przez mgczniaka prawdziwego debu wykazujg zmniejszone wartosci fotosyntezy netto oraz
zmiany w gospodarce asymilatami, ktére moga wptynaé na wzrost drzew i ich przezywalnosé.
Ma to istotne znaczenie zwlaszcza dla siewek i sadzonek d¢béw [Margais, Desprez-Loustau
2014]. Liscie, na ktérych maczysty nalot obejmowat ponad 50% powierzchni, wykazywaly zmniej-
szong Zzywotno$¢ w poréwnaniu z li§émi zdrowymi [Hajji i in. 2009]. Porazenie pgdéw przez drob-
nokulkowca sprzyja wtérnym infekcjom grzybéw zgorzelowych (np. Fusarium oxysporum f. sp.
querci W.L.. Gordon, Phomopsis spp.) oraz zwigksza podatnos¢ dgbéw na infekcje ze strony opieriki
[Marika 2005; Sierota, Szczepkowski 2014]. Uwaza si¢, ze patogen ten zimuje w postaci grzybni
w pakach rosliny-gospodarza, gdyz oznaki chorobowe mozna obserwowac juz na §wiezo rozwi-
ni¢tych lisciach [Sierota, Szczepkowski 2014]. Natomiast Margais i in. [2009] podaja, Ze miejscem
przeczekiwania okresu bezlistnego przez grzyb sg peknigcia kory debéw.

Celem pracy byta detekcja sprawcéw magczniaka prawdziwego dgbu w pakach, lisciach i drew-
nie pgdéw de¢bu bezszyputkowego z wykorzystaniem metod molekularnych. Postawiono nastg-
pujace hipotezy: (i) grzybnia mgczniaka prawdziwego debu zimuje w pakach rosliny-gospodarza
oraz (i) d¢by sg infekowane przez Erysiphe alphitoides.

Material i metody

Do badari wybrano 36 20-letnich debéw bezszyputkowych pochodzacych z pododdziatu 299g
(52°41'23.197"N, 18°25'33.942"E) lesnictwa Rozniaty w Nadlesnictwie Miradz. Materialem badaw-
czym byly (i) uspione paki (z 36 drzew, zebrane w maju 2017), (ii) mlode liscie (z 32 drzew, ze-
brane w pierwszym tygodniu czerwca 2017) oraz (iii) liScie z widocznymi objawami maczniaka
prawdziwego debu (z 30 drzew, zebrane w trzecim tygodniu sierpnia 2017). Dodatkowo z wyty-
powanych drzew losowo wybrano 11, z ktérych w grudniu 2017 roku pozyskano skérke pedéw
wraz z tykiem i powierzchniowymi warstwami drewna (iv). W nast¢pnym roku w maju ponownie
pozyskano paki z 32 drzew (v). Odmienna liczba pozyskanych préb wynika z wydzielania si¢
poszczegélnych drzew w trakcie trwania doswiadczenia.

Pobrany materiat sterylizowano powierzchniowo etanolem o st¢zeniu 70% (20 s), a nast¢pnie
trzykrotnie ptukano wodg destylowang (5 min). Po osuszeniu material badawczy rozcierano
w moZdzierzach ceramicznych schtodzonych do temperatury —70°C. Z tak przygotowanego ma-
teriatu izolowano DNA. Ekstrakcj¢ przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Bead-Beat
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Micro AX Gravity (A&A Biotechnology Gdynia, Poland). Reakcja PCR przeprowadzona zostata
z uzyciem starteréw specyficznych dla E. alphitoides i E. hypophylla TTS-ery F (CTC AGT CGT
GGC ATC TGCT 3) oraz I'TS-ery R (S’ATG TGA CTG GAG CAA GTGG 3’) [Mougou-
-Hamdane i in. 2010]. Mieszanina reakcyjna zawierata 12,5 pl PCR MIX (A&A Biotechnology),
10,6 pl wody dejonizowanej, po 0,2 pl kazdego startera oraz 2 pl DNA pozyskanego z préb.
Namnazanie DNA przeprowadzono w termocyklerze Biometra UNO II. Amplifikacja miata na-
stepujacy przebieg: denaturacja wstgpna 95°C przez 5 min, denaturacja w 34 cyklach (94°C, 1 min),
annealing (46°C, 1 min), elongacja (72°C, 2 min) oraz elongacja koricowa (72°C, 10 min). Otrzy-
many produkt nanoszono na 1-procentowy zel agarozowy barwiony Midori Green Advance
DNA (Genetics) i podawano elektroforezie DNA (20 min przy 120 V). Markerem wielkosci pro-
duktu PCR byl DNA marker DraMix (A&A Biotechnology). Pozytywny produkt reakcji PCR
sekwencjonowano metodg Sangera w Genomed S.A. w Warszawie. Otrzymang sekwencje po-
réwnano z wykorzystaniem algorytmu BLAST z sekwencjami referencyjnymi zdeponowanymi
w bazie danych NCBI.

Wyniki i dyskusja
Pozytywny produkt PCR otrzymano w przypadku mtodych lisci (6 drzew) oraz lisci zebranych
w sierpniu (25 drzew). Otrzymane sekwencje byty w 97-99% podobne do sekwencji referencyj-
nych E. alphitoides zdeponowanych w bazie danych NCBI pod numerami L.LC270838, KY660932
i KU197250 (tab.). Badane liscie d¢bu nie byly porazone przez E. hypophylla. W powierzchnio-
wych warstwach pedéw, tj. w skdree, tyku i drewnie, nie stwierdzono obecnosci patogenu. Wyniki
detekeji maczniaka prawdziwego dg¢bu z préb pochodzacych z pagkéw pobranych w maju 2017
i 2018 roku nie potwierdzity obecnosci grzybowego DNA, w tym E. alphitoides.

Makulka debowa jest czgstym i groZznym patogenem dgbdw, zwlaszcza miodszych klas
wieku [Marika 2005; Hajji i in. 2009]. Post¢pujaca w Polsce przebudowa drzewostanéw jedno-
gatunkowych, gtéwnie sosnowych, na mieszane rodzi potrzeb¢ doktadniejszego zbadania pato-
genéw porazajacych drzewa lisciaste. Z roku na rok zwigksza si¢ udzial drzewostanéw z dgbem
w powierzchni lesnej kraju, a co za tym idzie zwigksza si¢ areal potencjalnego wystgpowania macz-
niaka prawdziwego d¢bu [Krétkoterminowa... 2017]. Stad istotne jest podejmowanie tematGw
badawczych zwigzanych nie tylko z negatywnym oddziatywaniem patogenu na rosling-gospo-
darza, ale przede wszystkim z dokladnym poznaniem biologii i ekologii sprawcy — w celu
skuteczniejszej ochrony dgbéw przed mgczniakiem prawdziwym. Od ponad 112 lat bytowania
E. aphitoides w Europie nie wskazano w 100% pewnego miecjsca zimowania tego patogenu po-
razajgcego deby w Polsce.

Tabela.
Stopien podobieristwa badanych sekwencji z sekwencjg referencyjng w bazie danych NCBI

The degree of similarity of the tested sequences compared with the sequences deposited in the NCBI
database

Czgs¢ rosliny Czas zbioru  Stopieri podobieristwa Numer sekwencji referencyjne;j
Part of the plant Date of harvest  Degree of similarity Accession number

Liscie mlodociane  poczatek maja 2017

Juvenile leaves  beginning of May 2017 97-98% 1.G270838

Liscie dojrzate koniec sierpnia 2017

Mature leaves end of August 2017 e KY660952

Liscie dojrzate koniec sierpnia 2017 97% KU197250

Mature leaves end of August 2017
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W przeprowadzonych badaniach identyfikowano z wykorzystaniem metody molekularnej
mgczniaka prawdziwego d¢bu bytujacego w réznych tkankach rosliny-gospodarza. W zachod-
niej Europie liczne badania poswigcone sg patogenom wywotujagcym maczniaka prawdziwego
debu. Sprawcg choroby we Francji sa E. alphitoides i E. quercicola, ktére wykorzystuja odmienne
nisze czasowe na dgbach [Hamelin i in. 2016]. E. quercicola jest obserwowany gléwnie wiosna,
natomiast K. a/lphitoides dominuje pod koniec sezonu wegetacyjnego [Feau i in. 2012]. W Polsce,
jak podaje Sucharzewska [2009], wystepuja E. alphitoides oraz E. hypophylla (pospolitszy w zachod-
niej cz¢sci kraju). Nad zréznicowaniem migdzygatunkowym rodzaju Erysiphe i wewnatrzgatun-
kowym E. alphitoides pochodzgcym z obszaru zachodniej Polski pracowaty Behnke-Borowczyk
i Baranowska-Wasilewska [2017]. W badaniach autorek wykazano podobieristwo otrzymanych
sekwencji na poziomie 98-100%, z sekwencjg referencyjng E. alphitoides KP686269 z bazy danych
NCBI, co potwierdzito male zréznicowanie wewngtrzgatunkowe i duzg jednorodnosé genety-
czng u wigkszosci izolatéw E. alphitoides. Otrzymane w prezentowanych badaniach wyniki wska-
zuja, ze jedynym grzybem powodujgcym objawy maczniaka prawdziwego na badanych drzewach
byt E alphitoides. Otrzymane sekwencje byly podobne do sekwencji referencyjnych na poziomie
97-99%. Potwierdza to wyniki wspomnianych wczesniej badai [Behnke-Borowczyk, Bara-
nowska-Wasilewska 2017].

W niniejszych badaniach nie wykazano obecnosci grzybni patogenu w pegdach, co nie po-
twierdza doniesieri Phillipsa i Burdekina [1982], Mariki [2005], Margais i in. [2017] oraz Margais
i Desprez-Loustau [2014], przy czym ostatni autorzy wigzg wystepowanie powyzszego patogenu
z klimatem o cechach kontynentalnych, co moze tez thumaczy¢ brak jego obecnosci w prébach
pochodzacych z pedéw. Cytowani autorzy wskazali w swoich badaniach, ze p¢dy, zwlaszcza od-
roslowe, czg¢sciej zasiedlane sg przez E. quercicola niz E. alphitoides. Wyniki niniejszych badan nie
potwierdzajg takze doniesieri o zimowaniu patogenu w paczkach debu [Wainhouse i in. 2016].
Na zimowanie maczniaka prawdziwego dgbu w pakach ro$lin wskazujg przede wszystkim naj-
starsze doniesienia naukowe [Woodward i in. 1929; Foex 1941; Yarwood 1957; Kerling 1966],
co tlumaczono synchronizacjg porazenia z rozwojem mtodych lisci, tzn. natychmiastowym wy-
stgpowaniem infekeji juz na nowo rozwijajacych sie¢ lisciach. Zimowania grzybni E. alphitoides
i K. quercicola w pakach debu szyputkowego i bezszyputkowego we Francji nie wykluczyli takze
Margais i in. [2017], ktérzy wykazali, ze tagodne zimy mogg sprzyjaé zimowaniu grzybni macz-
niaka prawdziwego w pakach debéw. Ponadto wskazuje si¢ na zimowanie mgczniakéw w pakach
innych gatunkéw roslin niz dab [Liyanage, Royle 1976; Spotts, Chen 1984]. Covey [1969] wy-
kazal, ze przy bardzo niskiej temperaturze panujgcej zimg (ponizej —20°C) grzybnia patogenu
obumiera. Stad istotne jest prowadzenie dalszych badand dotyczacych powyzszego zagadnienia,
scisle skorelowanych z panujacymi warunkami atmosferycznymi. Wedtug danych Instytutu Me-
teorologii i Gospodarki Wodnej [Biuletyn... 2017] w okresie od grudnia 2016 roku do lutego
2017 roku srednia temperatura obszarowa dla regionu, na ktérym zlokalizowany byt badany drze-
wostan d¢gbowy, wynosita -0,5°C. Takie warunki termiczne mozna uznaé za sprzyjajace zimowa-
niu K. alphitoides.

Badania dotyczace zimowania mgczniaka prawdziwego debu w paczkach Q. petraea prowadzit
Tavanaei [2007]. Badacz ten, podobnie jak autorzy niniejszych analiz, nie potwierdzit zimowa-
nia grzybni w paczkach d¢bu, jednak wysnut wniosek, ze patogen ten moze zimowaé w postaci
askokarp. Natomiast Marcais i in. [2009] wykazali, ze Erysiphe alphitoides moze zimowac takze
w spekaniach kory. Stad nalezatoby podjaé dalsze badania dotyczace zimowania maczniaka
prawdziwego de¢bu i wskazad, czy patogen zimuje w postaci zarodnikéw workowych produko-
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wanych w chasmotecjach zimujgcych na opadlych lisciach, w pakach lisciowych lub w spgkaniach
kory oraz czy miejsce zimowania patogenu ma zwigzek z wickiem badanych drzew i drzewosta-
néw.
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