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Tytut zadania: Toksyny bialkowe Stagonospora nodorum i ich zwiazek z patogenicznoscia
oraz odpornoscia pszenzyta i pszenicy na septorioze lisci i plew.

Kierownik zadania: prof. dr hab. E. Arseniuk

Cele zadania:

e Opracowanie procedury testowania materiatow roslinnych na obecno$¢ genoéw warunkujacych
odpornos¢ na biatkowe toksyny S. nodorum,

e Zbadanie zdolnosci poszczegdlnych toksyn do indukcji nekrozy na probie krajowych odmian
z KRO i linii pszenzyta i pszenicy

e Zbadanie zwigzku korelacyjnego migdzy obecnoscia gendw niewrazliwosci na toksyny
a odpornosciag na S. nodorum w warunkach fitotronowych (siewki) oraz polowych (rosliny doroste)

e Opracowanie procedury testowania izolatéw S. nodorum pod wzgledem zdolnosci do produkcji
toksyn

o Identyfikacja Zzrdédet odpornosci na S. nodorum niezwigzanych z odporno$cig na toksyny

Materiasy i metody:

o Hodowla izolatow w celu pozyskania grzybni i ptynéw pohodowlanych na pozywce Frie: 5g
winianu amonu, 1g azotan amonu, 0,59 siarczan magnezu (7H,0), 3,99 fosforan potasu
jednozasadowy, 30g sacharoza, 19 ekstrakt drozdzowy na 1000ml H,O. pH 5,7.

e |zolacja DNA z homogenizowanej w cieklym azocie grzybni: Kit Omni prep (G-Biosciences) lub
szybka metoda izolacji [Gonzalez-Mendoza i inni 2010]. Genet Mol Res. 2010 2;9:162-6

e Startery: ToxAl CGTCCGGCTACCTAGCAATA, ToxA2 TTGTGCTCCTCCTTCTCGA, Tox3
8981cF ATGCATTTTACAAAGTTCCT, 8981cR CTACTCCCCTCGTGGGATTGCCCCAT,
8981glF TTCGACAGCCTTCACACGTA, 8981g1R ACAACGAGATTTGGCTTTGC, Toxl11F
TTCCGGTGATCAATGCTGCT, Tox11R AGGGTTGCAGTCAATCCCAG, Tox12F
CTGCCGAGCAAGTATTTCCG, Tox12R AGAGCAGCAGAGTTCGTGAG.

e Procedura przygotowywania ekstraktow toksyn: Hodowla izolatow na pozywce pltynnej,
odfiltrowywanie grzybni na bibule filtracyjnej, oczyszczanie filtratu przy uzyciu bibuty Whatman 6,
ultrafiltracja przy uzyciu filtrow membranowych 0,45um, dializa na membranie 8,5 kDa, wytracanie
acetonem, zawieszanie biatek w buforze MOPS pH 7,5.

e Testowanie odpornosci obiektow na ekstrakty: Drugi lis¢ infiltrowany ekstraktem przy uzyciu
strzykawki bez igty, wynik po 3-4 dniach.

e Testowanie odpornosci obiektow na S.nodorum w warunkach fitotronowych: Siewki hodowane
w multiplatach w 2 powtérzeniach zakazanych, inokulowanych po pelnym rozwinieciu drugiego
liscia, przy pomocy inokulum zarodnikéw pyknidialnych o stgzeniu 2min/ml. Ocena 7-14 dni. Wynik:
Srednia z powierzchni porazonego liscia dla 2 serii po 8 lisci kazda.

e Testowanie odpornosci obiektow na S.nodorum w warunkach polowych: Poletka 1m?
3 powtorzenia zakazane trzykrotnie w ciggu sezonu. Oceny w odstepach tygodniowych od pierwszych
objawéw do zaschnigcia roslin.

e Hodowla linii roznicujacych w warunkach szklarniowo fito tronowych.

Whyniki i dyskusja:

e Na podstawie wynikow PCR DNA izolatow mozna stwierdzi¢, ze geny kodujace toksyny wykryto
w wigkszosci z nich. Dotychczas dostepne sa sekwencjg DNA trzech z szesciu opisanych toksyn. Nie
mozna jednak wykluczy¢, ze izolaty S. nodorum, u ktorych nie wykryto badanych genéw posiadaja
takze inne geny kodujace toksyny biatkowe. Obecnosé ToxA stwierdzono w 9,5%, Tox1 w 82,1%
i Tox3 w 83,3% przebadanych izolatéw. Procentowy udziatl poszczegolnych klas izolatow oraz
procenty wystgpowania poszczegolnych toksyn sa zgodne z danymi o europejskiej populacji
S. nodorum przedstawionych w publikacji McDonald i inni (2013).

e Friesen i Faris (2012) dowodza, ze plyn pohodowlany z trzytygodniowej kultury izolatow
S.nodorum moze powodowa¢ nekrozy u podatnych obiektow pszenicy. W przeprowadzanych
badaniach tylko dla jednego izolatu uzyskano zdolnos¢ do wywotywania nekrozy dla
niezageszczonego piynu pohodowlanego. Oznacza to koniecznos¢ poszukiwania odpowiednich



izolatow patogena zdolnych do produkcji duzych ilosci toksyn oraz optymalizacji warunkéw ich
hodowli.

o Wedlug dostgpnych w literaturze procedur oczyszczania toksyn, na koncu procesu znajduja si¢ one
w buforze o niskim pH 4,4-5,2 (Abeysekara i inni 2009, Friesen i inni 2007, Friesen i inni 2008, Liu
i inni 2004). Podczas prob wstepnego oczyszczania z wykorzystaniem buforéow o sktadzie i pH
podanych w publikacjach napotykano problemy w kwestii braku réznic miedzy oczyszczang probka
i kontrola. Opierajac si¢ na opisie z publikacji Friesen i inni (2008) opisano warunki przeprowadzania
kontroli z proteinaza w ktorych frakcja biatkowa znajdowata si¢ w buforze MOPS o pH 7,5. Rowniez
w obecnie prowadzonych badaniach bufor MOPS pH 7,5 okazat sie nietoksyczny w stosunku do
tkanki liscia. Przeprowadzono testy z 20mM octanem sodu w réznych pH: 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0.
Wiasciwosci toksyczne wykazaty tylko probki buforu o pH 4,5 i 50. W razie koniecznosci
rozdzielania toksyn za pomocg chromatografii jonowymiennej stwarza to potrzebe wymiany buforu na
bardziej odpowiedni [np. MOPS pH 7,5] badz jego zobojetnianie przed wykonywaniem testow na
lisciach siewek.

e Przygotowano zageszczone 50x ekstrakty izolatow w buforze MOPS pH 7,5 wykazujace
aktywnos¢ nekrotyczna na niektorych odmianach pszenicy oraz pszenzyta.

e W dotychczasowych badaniach zmierzajacych do uzyskania probek toksyn umozliwiajacych
testowanie odpornosci siewek odmian ozimej pszenicy i ozimego pszenzyta sporym utrudnieniem
okazat si¢ brak linii roznicujacych, ktore umozliwiatyby identyfikacje toksyn w probce. W tej sytuacji
wykorzystywano dwa izolaty 13-1-1 (Tox3) i 13-2-2 (Tox1), ktore wediug wynikéw testu
z wykorzystaniem reakcji PCR posiadaja pojedyncze, mozliwe do wykrycia ta metoda toksyny.
W przetestowanym zestawie odmian wykryto obiekty podatne oraz odporne na ekstrakty ww.
izolatow. W celu otrzymania lepiej oczyszczanych biatek zidentyfikowane podatne i odporne obiekty
moga by¢ wykorzystane do wyszukiwania frakcji aktywnych w eluacie z kolumn
chromatograficznych. Do rozdzielenia za pomoca metod chromatograficznych ekstraktu z izolatu
5-5/11 na toksyny ToxA i Tox3 pomocne jest posiadanie linii odpornej na pierwsza toksyng oraz
podatnej na druga. Warunek ten moze spetnia¢ linia rekombinacyjna Dankol3 odporna na ekstrakt
zawierajacy Tox3 oraz podatna na ekstrakt zawierajacy ToxA i Tox3. Przy jej pomocy mozliwe bedzie
zidentyfikowanie w eluacie z kolumny chromatograficznej frakcji zawierajacej ToxA. W tym
kierunku prowadzone sg dalsze prace badawcze.

e Przedstawione w niniejszym sprawozdaniu wyniki odpornosci na ekstrakty obiektow pszenicy
i pszenzyta nie moga by¢ jeszcze uznane za docelowa bonitacj¢ odpornosci na poszczegolne toksyny.
Testowanie obiektow badanych zboz rozpocznie si¢ dopiero po dalszym oczyszczeniu ekstraktow
toksyn oraz ich zweryfikowaniu na liniach réznicujacych.

e Dotychczasowe badania nad udziatem toksyn S. nodorum w wywolywaniu objawow
nekrotycznych prowadzono na genotypach pszenicy. Wyniki obecnie prowadzonych badan ujawnity,
ze na toksyny ww. patogena podatne sg takze genotypy pszenzyta.

Whioski:

o Wyniki przeprowadzonej w okresie sprawozdawczym pracy badawczej ujawnity obecnos¢ toksyn
biatkowych w filtratach pohodowlanych wigkszosci izolatow S. nodorum.

o Toksyny te sa zdolne do wywotania nekrozy lisci siewek ozimych odmian pszenicy i pszenzyta.

o Wykonywanie oceny genotypow badanych zbéz pod wzgledem odpornosci na poszczegélne
toksyny wymaga jednakze dalszej pracy nad oczyszczaniem i koncentracjg toksyn, a takze
zweryfikowania ich aktywnosci fitotoksycznej na obecnie namnazanych réznicujacych toksyny
genotypach pszenicy.



