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Nr zadania: 10 cé”

N5

Cele badan: InAR

1) Opracowanie procedury testowania materiatow roslinnych na
obecnos¢ genow warunkujgcych odpornos¢ na biatkowe
efektory P. nodorum.

2) Zbadanie zdolnosci poszczegolnych efektorow biatkowych
(toksyn) do indukcji nekrozy na probie krajowych odmian z
KRO I linii hodowlanych pszenzyta | pszenicy.

3) Zbadanie zwigzku korelacyjnego miedzy obecnoscig genow
niewrazliwosci na efektory, a odpornoscig fenotypowg na P.
nodorum w warunkach fitotronowych (siewki) oraz polowych
(rosliny doroste).

4) Opracowanie procedury testowania izolatow P. nodorum pod
wzgledem zdolnosci do produkcji efektoréow biatkowych.

5) Identyfikacja zrodet odpornosci na P. nodorum niezwigzanych
Z odpornoscig na toksyny.

Zakladane cele zostaly osiggniete.
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Materiaty i metody:

Materiat patogena:

1) lzolacja DNA,;

2) Analiza PCR efektorow biatkowych;

3) Produkcja efektorow Tox1, Tox3, ToxA,
4) Oczyszczanie efektora Tox5;

5) Infiltracja roslin;

6) Produkcja inokulum P. nodorum,;

Materiat roslinny:

1) Ocena fenotypowa odpornosci roslin badanych obiektow w
stadium siewki;

2) Ocena fenotypowa odpornosci roslin badanych obiektow w
stadium dorostym w warunkach polowych;

3) Analiza statystyczna odpornosci badanych obiektéw na P.
nodorum oraz wrazliwosci na efektory biatkowe patogena.
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Wyniki:

Analiza populacji P. nodorum:
Przy pomocy analizy PCR oraz testow
biologicznych przetestowano w sumie 249
(199 1 50) izolatow P. nodorum.

Udziat klas izolatéw w populacji P. nodorum
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Udziat obiektow wrazliwych na efektory biatkowe w pulach genowych pszenicy

Tox1 Tox3 Tox5 ToxA Niewrazliwe
Ogotem 10% 33% 13% 7% 44%
Program Hodowlany Tox1 Tox3 Tox5 ToxA Niewrazliwe
Danko 6% 30% 12% 7% 48%
MHR 17% 24% 81% 8% 41%
PHR 7% 35% 10% 11% 45%
Smolice 11% 47% 15% 2% 37%
Strzelce 19% 22% 16% 7% 39%
Prefiks DW Tox1 Tox3 Tox5 ToxA Niewrazliwe
AND 8% 43% 12% 7% 37%
C 12% 35% 6% 20% 35%
DC 0% 30% 11% 8% 59%
DD 5% 26% 18% 3% 44%
DL 7% 24% 13% 4% 54%
DM 10% 43% 5% 5% 33%
HRSM 0% 40% 20% 25% 60%
KBH 0% 50% 50% 25% 25%
KBP 6% 40% 15% 8% 40%
KOH 0% 100% 0% 25% 0%
MIB 0% 50% 17% 0% 33%
NAD 7% 27% 9% 14% 52%
POB 15% 32% 10% 10% 50%
SMH 12% 47% 15% 1% 35%
STH 23% 24% 17% 8% 39%
STHD 0% 11% 11% 0% 78%
Grupa Tox1 Tox3 Tox5 ToxA Niewrazliwe
Odmiany 14% 31% 15% 5% 43%
DH 10% 15% 5% 5% 67%




Udziat obiektéw wrazliwych na efektory biatkowe w pulach genowych

pszenzyta

Tox1 Tox3 Tox5 ToxA Niewrazliwe
Ogétem 4% 58% 38% 14% 16%
Program Hodowlany Tox1 Tox3 Tox5 ToxA Niewrazliwe
Danko 5% 58% 40% 17% 18%
Strzelce 4% 61% 34% 15% 15%
Prefiks DW Tox1 Tox3 Tox5 ToxA Niewrazliwe
BOH 6% 48% 24% 23% 19%
BOHD 0% 50% 50% 50% 0%
BOHT 0% 100% 42% 6% 0%
DANKO 5% 55% 33% 16% 20%
DAST 0% 88% 43% 0% 0%
DC 0% 44% 56% 56% 11%
DD 0% 0% 0% 0% 100%
DL 11% 70% 78% 10% 10%
DS. 17% 33% 50% 0% 33%
LM B-D 100% 60% 25% 0%
MAH 3% 68% 42% 7% 11%
MAHD 0% 57% 50% 8% 29%
Grupa Tox1 Tox3 Tox5 ToxA Niewrazliwe
Odmiany 0% 59% 36% 11% 5%
DH 2% 57% 46% 9% 21%
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Korelacja miedzy niewrazliwoscia na efektory, a odpornoscia fenotypowa.

Pszenica Pszenzyto
Korelacja miedzy niewrazliwoscia na efektor, | | Korelacja miedzy niewrazliwoscig na efektor,
a odpornoscia siewek a odpornoscia siewek
2014(2015|2016|2017{2018|2019|2020 201412015(2016|2017|2018|2019 | 2020

Tox1(-0,09|0,13|0,14|0,07|0,09|0,11| 0,13 | (Tox1| B-D | 0,01 |-0,13|-0,16|-0,08 (-0,08 012

Tox3(0,18|0,41|0,540,79|0,65|0,58|0,47 | [ Tox3|-0,06(0,41|0,41|0,66|0,39 0,52 (0,39

Tox5(0,12|0,05|-0,09|0,11 | 0,12 | 0,11 |-0,09| [{Tox5| 0,14 |0,29|0,13|0,19| 0,28 | 0,30 | 0,06

ToxA| 0,18 | 0,03 |-0,06| 0,04 {-0,02|-0,08| 0,04 T:X 0,01 |-0,05|-0,09(-0,10|-0,07|-0,08 0_19

Korelacja miedzy niewrazliwoscia na efektor, | | Korelacja miedzy niewrazliwoscig na efektor,
a odpornoscia polowg a odpornosciag polowa

201412015|2016|2017|2018|2019 (2020 2014|2015|2016{2017(2018|2019| 2020

Tox1|0,01|-0,07|0,00|0,03|0,22|0,12| 0,18 | |Tox1| B-D {-0,05|-0,03| 0,02 |-0,09( 0,02 0.05

Tox3(-0,08|0,20|0,200,32|0,12 0,19 0,22 | | Tox3|0,37 (-0,14| 0,11 0,24 | 0,19 | 0,07 | 0,24

Tox5(-0,22|-0,03| 0,09 |0,27|0,08|0,19|0,09 | [Tox5|0,01 0,03 |-0,08|0,28|0,17 (0,09 (0,18

ToxA|-0,03(-0,07| 0,02 | 0,11 | 0,10 | 0,06 |-0,09 TZX -0,08(-0,16| 0,07 |-0,19(-0,13|-0,01 0-18

Kolorem oznaczono wartosci istotne statystycznie przy p<0,05
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Tabela 4. Stopienn zmiennosci porazenia wyjasnianego przez wrazliwosci na efektory.

Pszenica Pszenzyto
Wyjasniana zmiennos¢ porazenia w stadium siewki Wyjasniana zmiennos¢ porazenia w stadium siewki
2014 (2015|2016 (2017|2018 [ 2019 | 2020 2014 | 2015|2016 | 2017|2018 | 2019 | 2020
Tox1 2,66(2,30(0,69|0,03(0,33|0,12| 3,92 Tox1 18,0(0,02|0,26(0,00|0,03({0,45|0,05
% | % | | % | % | % | % %1 % | % | % | % | % | %
Tox3 2,62(15,1126,1(55,4|37,4|30,8|25,94 Tox3 0,18|17,5(13,3|42,4(12,5|23,1|13,5
% [ 9% | 3% [ 8% | 3% | 4% | % % [ 1% | 7% | 3% | 3% | 1% | 1%
Tox5 0,070,76(0,21|1,02{0,04|2,21| 0,55 Tox5 8,54(12,711,84|8,65(4,69|4,740,01
% | % | | % | | % | % % [ 3% | % | % | % | % | %
1,9310,19(0,58 1,96 (0,50(0,02| 0,28 0,32(1,48(0,00(7,07{0,03{0,01(2,73
ToxA ToxA
% | % | | % | | % | % % | % | | % | % | % | %
Wyjasniana zmiennos$¢ porazenia w Wyjasniana zmiennos$¢ porazenia w
warunkach polowych warunkach polowych
2014 | 2015|2016 | 2017|2018 | 2019 | 2020 20141 2015| 2016|2017 | 2018|2019 2020
Tox1 0,15{1,91(0,04|0,00(0,72|1,24| 2,27 Tox1 9,96(1,91(0,15|0,990,25|0,48 0,09
% | %9 | | % | % | % | % % | % | | % | % | % | %
Tox3 1,8813,9212,163,42(0,23 (4,19 4,76 Tox3 12,813,9212,19|5,04 (2,72 0,67 (4,07
| % | | % | % | % | % 4% | % | % | % | % | % | %
Tox5 7,1210,0211,61|8,55(0,13|1,05| 0,34 Tox5 0,25]0,02(0,53|5,44(2,04|0,98 1,72
% | % | % | % | % | % | % % | % | | % | % | % | %
0,25(0,19(0,10|2,75({1,31|0,61| 0,76 1,05(/0,19|0,71(0,58|0,04(0,23|1,36
ToxA ToXA
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Tabela 5. Wartosci korelacji miedzy niewrazliwoscia, a odpornoscia dla wszystkich

przetestowanych obiektow

Pszenica

Tox3

0,53

0,21

Kolorem oznaczono wartosci istotne statystycznie przy p<0,05

Tabela 6. Stopien zmiennosci porazenia wyjasniany przez wrazliwos¢ na efektory.

Pszenica Pszenzyto
Tox1 Tox3 Tox5 ToxA Tox1 Tox3 Tox5 ToxA
Siewka 0,90% 26,87% 0,05% 0,03% Siewka 0,57% 11,34% | 2,44% 0,07%
Doroste 0,02% 2,81% 0,48% 0,05% Doroste 0,47% 3,09% | 1,74% 0,00%
Kolorem oznaczono wartosci istotne statystycznie przy p<0,05
Tabela 7. Srednie porazenie wrazliwych i niewrazliwych grup pszenicy i pszeniyta
Pszenica Pszenzyto
Siewka Doroste Siewka Doroste
St‘ednie. ?oraienie obiektow 21.4% 40.6% 29.4% 45.6%
niewrazliwych na badane efektory
Sredni 2enie obiekto
re .nlle poraienie obiektow 38.4% 47.2% 41.7% 50.3%
wrazliwych na badane efektory
Procentowy wzrost porazenia
obiektow wrazliwych 78,9% 16,2% 41,8% 10,4%
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

W wyniku przeprowadzonych badan populacji P. nodorum w Polsce stwierdzono, ze
do produkcji inokulum patogena nalezy wybieraC izolaty syntetyzujgce efektory
Tox1, Tox3 i Tox5 z niewielkim udziatem izolatow produkujgcych ToxA.

Stwierdzono, ze efektory o najwiekszym znaczeniu (Tox3 i Tox5) sg produkowane
przez wiekszosc¢ izolatow w duzych ilosciach zardowno w porazonej tkance roslin
pszenicy, jak i pszenzyta. Z kolei efektory Tox1 i ToxA sg trudniejsze do uzyskania,
lecz wraz z Tox3 mozna je uzyska¢ w wyniku ekspresji w drozdzaku Pichia pastoris.

Na podstawie wynikow wykonanych doswiadczen stwierdzono iz efektory biatkowe
w wiekszym stopniu wptywajg na odpornosc¢ fenotypowg roslin w stadium siewki w
warunkach kontrolowanych, niz na doroste rosliny badanych obiektow zb6éz w
warunkach polowych.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze w praktyce hodowlane] do selekcji mozna uzy¢
tatwiejszych w uzyskaniu, nieoczyszczanych filtratdw z hodowli wybranych izolatow
P. nodorum.

Porazenie lisci badanych obiektow pszenicy miescito sie w zakresie 3,7 (SMH
9674) — 7,4 (STH 6583), a plew ktosow w zakresie 4,8 (NAD 17084) — 7,3 (STH
6583). Odmiana STH 6583 charakteryzowata sie wysokg odpornoscig lisi i ktosow.
Wartosc¢ srednia porazenia lisci wynosita 5,6, a plew ktosow 6,3. Sposrod odmian
wzorcowych najwyzszg odpornoscig lisci i ktosow charakteryzowata sie odmiana
Tonacja.

U pszenzyta najwyzszg odpornoscig lisci charakteryzowata sie odmiana wzorcowa
Borwo, natomiast plewy byty najmniej porazone u odmiany Fredro.



Doniesienia konferencyjne

Walczewski J. , Arseniuk E., 2015. Produkcja biatkowych toksyn przez izolaty z krajowej populacji

S. nodorum. Xll Ogolnopolska Konferencja Naukowa "Nauka dla hodowli i nasiennictwa ro$lin uprawnych”,
Zakopane, (2 - 6.02.2015r.): str 366.

Walczewski J., Arseniuk E., Ochodzki P. 2015. Proteinaceus toxins production by Stagonospora nodorum in
necrotized tissue of triticale. XVIII. International Plant Protection Congress (IPPC) Berlin (23-27.08.2015r.).
Ochodzki P., Walczewski J., Arseniuk E. 2015. Characteristics of selected strains of Stagonospora

nodorum detected in Poland in terms of necrotrophic activity and production of proteinaceous toxins.37th
Mycotoxin Workshop, Stowacja, Bratystawa (1-3.06.2015r.).

Walczewski J., Arseniuk E., Ochodzki P. 2018 Contribution of proteinaceous toxins in Parastagonospora
nodorum blotch development in triticale. 9. Miedzyn. Sympozjum Pszenzyta, Szeged, Wegry, (23-27.05, 2016).
Walczewski J., Arseniuk E., Ochodzki P. 2016. Effect of proteinaceous toxins on Parastagonospora hodorum
blotch development in wheat. EUCARPIA Cereal Section/IWIW2 meetings, Clermont Ferrand, France (18-22.03)
Walczewski J., Ochodzki P., Arseniuk E., Tan Kar-Chun, 2017. P. nodorum effectors resistance among Polish
wheat and triticale germplasm. 3rd Global Summit on Plant Science August 07-09, 2017 Rome, Italy,
Walczewski J., Arseniuk E., Ochodzki P., 2017. Toksyny biatkowe Parastagonospora nodorum. XlI|
Ogdlnopolska Konferencja Naukowa "Nauka dla hodowli i nasiennictwa roslin uprawnych" 30.01.2017, Zakopane,
Ochodzki P., Walczewski J., Arseniuk E., 2017. Production, isolation and necrotrophic activity of
Parastagonospora nodorum proteinaceous toxin Tox5. 39th Mycotoxin Workshop 19-21.06.2017, Bydgoszcz, PL.
Ochodzki P., J. Walczewski, E. Arseniuk, 2018. Production, isolation and necrotrophic activity of selected
Parastagonospora nodorum proteinaceous toxins. 40th Mycotoxin Workshop, Monachium, czerwiec 11 - 13, 2018.
Walczewski J., P. Ochodzki, E. Arseniuk, 2018. Tox5 and its effect on SNB development in Polish wheat and
triticale germplasm. International Association for Plant Biotechnology Congress, Dublin, sierpiel, 19 — 24, 2018

Publikacje

Arseniuk E., Walczewski J.,Ochodzki P. 2019.Toksyny biatkowe Parastagonospora nodorum i ich zwigzek z
patogenicznoscig oraz odpornoscig pszenzyta i pszenicy na septorioze lisci i plew. Parastagonospora nodorum
proteinaceous toxins and their connection with wheat and triticale susceptibility and resistance on stagonospora
nodorum blotch. Biuletyn IHAR 286:71-73.

Walczewski J. 2020. Prosta metoda selekcji materiatow hodowlanych pszenicy i pszenzyta z wykorzystaniem
nieoczyszczonego filtratu zawierajgcego efektor Tox3. BIULETYN IHAR 290 : 9-13



