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WPROWADZENIE

Ziemniak (Solanum tuberosum L.), jest narazony na wiele chordb zar6wno w trakcie
rozwoju ro$liny, jak i po zbiorze bulw, m. in. zaraz¢ ziemniaka, powodowana przez
grzybopodobny organizm Phytophthora infestans (Mont.) de Bary z krolestwa Stramenopiles,
oraz suchg zgnilizne bulw ziemniaka, ktorej przyczyna sg grzyby z rodzaju Fusarium.
Poziom wiedzy nt. kazdego z patogendw jest rézny. Badania dotyczace P. infestans skupiaja si¢
na mechanizmach oddzialywan z gospodarzem na ich molekularnym poziomie, podczas gdy
badania grzybow z rodzaju Fusarium w interakcji z ziemniakiem obejmujg gtownie oceng
ich zdolno$ci do wywotywania suchej zgnilizny bulw 1 najkorzystniejszych warunkéw
dla rozwoju choroby, a takze oceng zdolnos$ci izolatdéw Fusarium do syntezy mykotoksyn.

Choroby wywotywane przez grzyby z rodzaju Fusarium nie tylko obnizaja plon,
ale pogarszajg takze jego jako$¢. Wynika to ze zdolnosci Fusarium spp. do syntezy mykotoksyn,
wtornych metabolitow o dziataniu toksycznym dla roslin, zwierzat i ludzi. Cullen i in. (2005)
do sprawcow suchej zgnilizny zaliczajg 13 gatunkéw Fusarium, wskazujac F. sambucinum
i F. solani var. coeruleum jako najbardziej powszechne. Gatunki nalezagce do kompleksu
F. solani zalicza si¢ obecnie do rodzaju Neocosmospora (Sandoval-Denis i Crous, 2018).
Przynalezno$¢ gatunkowa grzybow z rodzaju Fusarium mozna okre$li¢ na podstawie morfologii
oraz z uzyciem metody analizy sekwencji nukleotydowych konserwatywnych gendéw lub ich
fragmentéw. Zastosowanie metody PCR pozwala oceni¢ potencjalng zdolno$¢ do syntezy
mykotoksyn przez Fusarium spp. Genetyczne i fizjologiczne podtoze odpornosci bulw ziemniaka
na suchg zgnilizn¢ nie jest dobrze poznane. Na intensywno$¢ objawdw choroby ma wplyw
miedzy- | wewnatrzgatunkowe zroznicowanie izolatow Fusarium spp. pod wzglgdem
agresywnosci.

W przeciwienstwie do odpornos$ci na suchg zgnilizne bulw, opisano zaréwno linie
ziemniaka odporne polowo (odporno$¢ horyzontalna), jak i wyposazone w geny gltowne
odpornoéci na zaraze ziemniaka (odporno$é wertykalna). Zrodlem genéw gtéwnych odpornosci
(gené6w R) warunkujgcych odporno$¢ wertykalng na zaraze ziemniaka sg Spokrewnione
z ziemniakiem gatunki z rodzaju Solanum. Produkt genu R gospodarza rozpoznaje, posrednio
lub bezposrednio, produkt genu efektorowego patogenu. Efektory sa wydzielanymi przez
patogeny biatkami, ktore wplywaja na funkcje i strukture komorek gospodarza, umozliwiajac

przeprowadzenie infekcji. W wyniku rozpoznania efektorow dochodzi do indukcji reakc;ji
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nadwrazliwosci (Hypersensitive Response, HR), ktorej konsekwencja jest kontrolowana $mier¢
komoérek w miejscu infekcji 1 zahamowanie rozwoju patogenu (Kamoun, 2006).
Przyktadem jest rozpoznanie produktow genow Avr-vntl i AvrSmiral przez, odpowiednio, biatka
Rpi-phul i Rpi-Smiral ziemniaka.

Geny kodujace efektory sg zlokalizowane w regionach genomu P. infestans, ktore
charakteryzujg si¢ Wysoka czestoscig mutacji i rekombinacji niehomologicznych. Te z kolei
mogg prowadzi¢ do powstania nowych form efektorow (Croll i McDonald, 2012).
Wybrane warianty efektorow mogg unikngé rozpoznania przez biatka R na skutek modyfikacji

ich sekwencji kodujacych, delecji czy braku ekspresji.

CEL BADAN

Celem badan byla ocena zroznicowania izolatdw patogendéw  ziemniaka,
grzybow z rodzaju Fusarium oraz grzybopodobnego organizmu P. infestans, wraz z okre§leniem

wptywu ich zmienno$ci na interakcje z gospodarzem.
Cele szczegolowe:

1. Identyfikacja gatunkowa oraz ocena zroéznicowania izolatow Fusarium spp., pochodzacych
z bulw ziemniaka z objawami suchej zgnilizny bulw, pod wzgledem patogenicznosci
1 potencjalnej zdolnosci do syntezy mykotoksyn.

2. Okreslenie poziomu ekspresji efektorow Avr-vntl, AvrSmiral i Avr8 P. infestans
oraz genu odpornosci Rpi-phul ziemniaka w trakcie interakcji wybranych roslin ziemniaka
ze zréznicowanymi izolatami patogenu prowadzacych do infekcji lub odpornosci.

3. Analiza izolatow P. infestans z Polski i Norwegii, krajow o zréznicowanym klimacie
i strukturze upraw ziemniaka, pod wzgledem sekwencji nukleotydowych efektorow Avr-vntl

oraz AvrSmiral.
Hipotezy naukowe:

1. Przynalezno$¢ gatunkowa grzybow z rodzaju Fusarium i ich zdolno$¢ do wytwarzania
mykotoksyn sg czynnikami kluczowymi dla ich patogenicznosci wobec bulw ziemniaka.

2. Zroznicowanie sekwencji DNA 1 poziom ekspresji gendw kodujacych efektory maja
decydujace znaczenie dla rozwoju infekcji powodowanych przez P. infestans na roslinach

ziemniaka z genami odpornosci, ktorych produkty rozpoznajg efektory.



WYNIKI BADAN

W publikacji Stefanczyka i in. (2016) przeprowadzono identyfikacje gatunkowa
124 izolatdow grzybow wyizolowanych z bulw ziemniaka z objawami suchej zgnilizny bulw
pochodzacych z szeSciu miejscowosci w Polsce oraz 25 izolatow z kolekcji THAR-PIB
w Mlochowie.

W oparciu o sekwencjonowanie fragmentow genow kodujacych czynnik elongacji
translacji 1-a, pB-tubuline oraz dwoch wewnetrznych sekwencji  transkrybowanych
zlokalizowanych pomie¢dzy genami kodujagcymi podjednostki rRNA (Internal Transcribed
Spacer, ITS), zidentyfikowano 12 gatunkow Fusarium. Najliczniej reprezentowane byly izolaty
F. oxysporum (45% wszystkich izolatow), F. avenaceum (12,1%) oraz F. solani (10,7%)
(Tab. 1). Dla trzech izolatow (M87A, M115 i M93) nie znaleziono w bazach danych podobnych
sekwencji nukleotydowych pochodzacych ze =zidentyfikowanych uprzednio organizmow.
Zastosowanie analizy filogenetycznej z uzyciem sekwencji multilocus pozwolito zaklasyfikowaé
izolaty M87A oraz M115 jako nalezace do kompleksu gatunkow F. solani (obecnie rodzaj
Neocosmospora). Dla izolatu M93 wykonano sekwencjonowanie fragmentéw dodatkowych
genow stosowanych w identyfikacji grzybow: podjednostek A i B polimerazy RNA I
(RNA polymerase Il subunit RPB1 i RPB2) oraz duzej podjednostki rRNA (Large Subunit rRNA,
LSU), ktore jednak rowniez nie doprowadzity do identyfikacji izolatu. Ocena przynalezno$ci
gatunkowej izolatu M93 przeprowadzana jest obecnie metodami klasycznymi we wspotpracy
z Instytutem Botaniki im. W. Szafera — PAN w Krakowie.

Test patogeniczno$ci 119 izolatow Fusarium spp. przeprowadzono na czterech
odmianach ziemniaka. Pi¢¢ bulw kazdej odmiany w dwoch powtdrzeniach raniono w czesci
apikalnej z uzyciem metalowego cylindra, inokulowano zawiesing izolatoéw i inkubowano
w 16°C przez cztery tygodnie. Wielkos¢ plamy chorobowej obliczano jako $rednig dhugosci
i szeroko$ci plamy mierzonej w przekroju podtuznym bulwy. Do gatunkéw patogenicznych,
tj. powodujacych objawy suchej zgnilizny bulw ziemniaka przekraczajace obszar mechanicznego
zranienia, zaliczono izolaty F. sambucinum o najwyzszych zdolnosciach chorobotwoérczych
oraz F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum. Poniewaz wsrdd izolatoéw tych gatunkow
obserwowano wewnatrzgatunkowe zroznicowanie patogenicznos$ci, odrzucono hipoteze
0 mozliwosci okresSlenia zdolno$ci chorobotworczych wylacznie poprzez identyfikacje

gatunkowg grzybow z rodzaju Fusarium. Rowniez hipoteza o zdolnosci do wytwarzania



testowanych mykotoksyn, jako czynnika kluczowego dla patogeniczno$ci grzybow z rodzaju
Fusarium wobec ziemniaka nie zostala potwierdzona. Z uzyciem markeréw PCR, wsrod
gatunkéw patogenicznych stwierdzono potencjalnych producentéw trichotecendéw i zearalenonu
(F. culmorum i F. graminearum), trichotecenow (F. sambucinum) oraz izolaty niezdolne

do syntezy mykotoksyn obydwu grup (F. avenaceum).

Tab. 1. Lista zidentyfikowanych gatunkéw Fusarium pogrupowanych wg miejsca
pochodzenia izolatow. Kolumna ,Inne” zawiera izolaty pochodzace z Naroczyc,
Swiebodzina, Zazdroéci oraz trzy pochodzace z bulw zakupionych w  sklepie.
Jesli  dotyczy, w nawiasach podano obowigzujgce nazwy rodzajow dla
przeklasyfikowanych gatunkow Fusarium.

Gatunek Pochodzenie - Suma % .
Mtochow Chwalowice Zamarte Inne wszystkich
F. avenaceum 4 11 3 18 12,1
F. cerealis 2 1 4 7 4.7
F. culmorum 8 8 5,4
F. equiseti 1 1 0,7
F. graminearum 3 1 1 5 34
F. merismoides 1 1 0,7
F. oxysporum 47 15 4 1 67 45
F. redolens 2 2 1 5 3,4
F. sambucinum 9 2 11 7,4
F. solani (Neocosmospora)? 7 3 5 1 16 10,7
F. tabacinum (Plectosporium)® 4 4 2,7
F. venenatum 1 2 3 2
Niezidentyfikowane Fusarium 3 3 2
85 21 30 13
Suma 146 izolatow 12 gatunkow Fusarium

+ 3 niezidentyfikowane

& — zmiana rodzaju wg Sandoval-Denis i Crous (2018)
b _ zmiana rodzaju wg Palm i in. (1995)

Prace Stefanczyka i wspotautorow z lat 2017 1 2018 dotycza interakcji pomiedzy
ziemniakiem a P. infestans. W pierwszej czesci prac, wykorzystano linie hodowlane ziemniaka
(n = 83) pochodzace z krzyzowania odmiany ziemniaka Sarpo Mira z dwoma donorami genu
odpornosci Rpi-phul. Sposrod linii hodowlanych, przy uzyciu markerow PCR sprzezonych
z genami odporno$ci Rpi-Smiral oraz Rpi-phul, wyodrebniono cztery grupy genotypow:

z pojedynczymi genami Rpi-Smiral lub Rpi-phul, z dwoma genami oraz bez zadnego z tych



gendw. Odpornos¢ linii ziemniaka testowano w tescie listkowym z uzyciem czterech izolatow
P. infestans o roznorodnej wirulencji. lzolat P. infestans MP1580, cho¢ zdolny do przelamywania
odpornosci warunkowanej przez kazdy z tych gendw osobno, nie infekowal linii ziemniaka
z dwoma genami. Obserwacja ta mogla wynika¢ z interakcji pomiedzy dwoma genami,
badz przeniesienia innych gendw odpornosci z odmiany Sarpo Mira do tych linii. Na odporno$¢
tych linii nie wptywat gen R8, ktorego obecnos¢ stwierdzono wytacznie w dwoch z siedmiu linii
ziemniaka odpornych na wszystkie zastosowane izolaty P. infestans, jak rowniez w 10 z 24 linii
porazanych przez kazdy z izolatow P. infestans (dane nieopublikowane).

Pomiar poziomu ekspresji wzglgdnej genu Rpi-phul metoda gPCR przeprowadzono przed
inokulacja i kazdego z pigciu dni po inokulacji catych roslin lub odcigtych listkow linii ziemniaka
04-1X-21. Poniewaz nie wykazano istotnych réznic w poziomie transkryptu genu R miedzy
dwoma sposobami przygotowywania prob do eksperymentu, w dalszych badaniach zastosowano
test listkowy.

Do badan ekspresji genu odpornosci Rpi-phul uzyto linii ziemniaka 04-1X-21 i Z11
(z genem Rpi-phul) oraz Z5 (Rpi-phul + Rpi-Smiral). Jako kontrole zastosowano podatng na
P. infestans odmiang ziemniaka Craigs Royal. Przed inokulacja, zebrano po trzy listki
testowanych roélin, kolejne 15 listkow inokulowano czterema izolatami P. infestans w dwoch
terminach. Kazdego z pigciu dni po inokulacji, z trzech listkow kazdej z testowanych roslin
izolowano RNA, ktory po przepisaniu na cDNA, postuzyt w analizach z wykorzystaniem qPCR.
W przypadku izolatéw P. infestans niezdolnych do przetamania odpornosci genu Rpi-phul
(MP324 i MP1498), obserwowano niski i stabilny poziom ekspresji Rpi-phul we wszystkich
testowanych genotypach (Rys. 1A i 1C). Inokulacja izolatami MP324x i MP1580 doprowadzita
do infekcji genotypow 04-1X-21 i Z11 a takze wzrostu poziomu transkrypcji genu Rpi-phul
poczawszy od drugiego do pigtego dnia po inokulacji (Rys. 1B i 1D). Niezainfekowany genotyp
75 z dwoma genami odporno$ci wykazywat staty poziom transkryptu Rpi-phul (Rys. 1).



Ekspresja wzgledna

MP1498 MP1580 MP324 MP324x

Dzien 0 1 2 3 4 5 01 2 3 4 5 01 2 3 4 5 01 2 3 45

~@-- 04-1X-21 i~ 711 @75

Rys. 1. Ekspresja wzgledna genu odpornosci Rpi-phul w liniach ziemniaka z genem
Rpi-phul (linie 04-1X-21 i Z11) oraz z genami Rpi-phul i Rpi-Smiral (linia Z5)
inokulowanych wirulentnymi (MP1580 i MP324x) i awirulentnymi (MP1498 i MP324)
izolatami P. infestans. Poziom ekspresji wzglednej mierzono jako stosunek cykli
kwantyfikacyjnych (Cq) genu Rpi-phul i referencyjnego genu a-tubuliny metoda AACq
przed inokulacja i w kazdym z pigciu dni po inokulacji. Symbolem ,,*”” oznaczono réznice
statystycznie istotne wedtug testu Duncana (o = 0,05) przeprowadzonego dla kazdego
z izolatow P. infestans osobno.

W tym samym uktadzie eksperymentalnym przeprowadzono pomiar ekspresji trzech
efektorow P. infestans: Avr-vntl, AvrSmiral oraz Avr8 rozpoznawanych odpowiednio przez
produkty genow odpornosci Rpi-phul, Rpi-Smiral oraz R8 (homolog genu Rpi-Smira2).
W kombinacjach, w ktorych nie doszto do infekcji (linia Z5 inokulowana kazdym z czterech
izolatow P. infestans oraz linie 04-1X-21 i Z11 inokulowane MP324 i MP1498) analiza ekspresji
efektorow nie powiodta si¢. Najprawdopodobniej wynikalo to z braku zywego patogenu
w probach, na co wskazywat brak ekspresji genu metabolizmu podstawowego P. infestans
uzytego jako gen referencyjny. W kazdym z pozostalych uktadéw, poziom transkrypcji
AvrSmiral byt najwyzszy sposrod testowanych efektorow (Rys. 2). Efektor Avr8 posiadat wzor
ekspresji przypominajacy wzor AvrSmiral, lecz ulegal nizszej ekspresji. Transkrybowany na

niskim poziomie efektor Avr-vntl byl niewykrywalny w pierwszych dwoch dniach testu
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w przypadku interakcji 'z genotypami ziemniaka posiadajacymi gen Rpi-phul
(Rys. 2). Jako wewnetrzng kontrole eksperymentu, zastosowano pomiar ekspresji efektora Avr3a
w izolatach MP324x i MP1580 uzytych do inokulacji odmiany Craigs Royal. Maksimum jego
ekspresji obserwowano w dniu trzecim po inokulacji, zgodnie ze wczesniejszymi doniesieniami

(Armstrong i in., 2005).
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Rys. 2. Ekspresja wzgledna efektorow Avr-vntl, AvrSmiral i Avr8 mierzona w izolatach
MP324x (A, C i E) oraz MP1580 P. infestans (B, D i F) uzytych do inokulacji podatne;j
odmiany ziemniaka Craigs Royal (A i B) oraz dwoch linii z genem Rpi-phul, 04-1X-21
(CiD)i Zll (E i F). Poziom ekspresji wzglednej mierzono jako stosunek cykli
kwantyfikacyjnych (Cq) genoéw efektorowych i referencyjnego genu czynnika elongacji
2-a metoda AACq w kazdym z pigciu dni po inokulacji. Symbolem ,,*” oznaczono
réznice statystycznie istotne wedlug testu Tukeya dla réznych N (o = 0,05)
przeprowadzonego dla kazdego z uktadéw osobno.



W pracy Stefanczyka i in. (2018) badano zr6znicowanie sekwencji genow efektorowych
Avr-vntl i AvrSmiral rozpoznawanych przez produkty genow odpornosci Rpi-phul i Rpi-Smiral.
Material stanowity izolaty P. infestans pochodzace z Polski (49 izolatow), Norwegii (42)
oraz referencyjne (5). Sekwencjonowanie genéw obydwu efektorow wykazato 20 polimorfizméw
pojedynczych nukleotydéow (w tym 13 niesynonimicznych) tworzacych 15 alleli efektora

AvrSmiraloraz dziewi¢¢ polimorfizméw w trzech allelach efektora Avr-vntl (Rys. 3).

(a)

* k¥ %

Rys. 3. Sie¢ powigzan alleli efektoréw Avr-vntl (a, oznaczone V1-V3) i AvrSmiral
(b, oznaczone S1-S15). Wielko$¢ okregow jest proporcjonalna do czestosci alleli,
a roznymi kolorami oznaczono ich pochodzenie (PL - Polska, NO - Norwegia, ref -
izolaty referencyjne). W nawiasach podano liczbe sekwencji danego allelu. Czarne punkty
symbolizuja hipotetyczne, brakujace allele. Mutacje synonimiczne i niesynonimiczne
oznaczone sg, odpowiednio, liniami i liniami z gwiazdka. Sekwencja AvrSmiral z izolatu
referencyjnego T30-4 P. infestans oznaczono ,,T30-4”.
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Zréznicowanie sekwencji obu efektorow bylo wyzsze wsrod polskich izolatow
P. infestans w porownaniu z izolatami norweskimi. Najsilniej zréznicowana byla czgsc
C-koncowa efektorow, biorgca udziat w oddzialywaniu z gospodarzem, w ktorej 14 1 szes¢
pozycji aminokwasowych efektorow AvrSmiral i Avr-vntl podlegalo dziataniu doboru
wg przeprowadzonych testow na selekcjg. Nie stwierdzono powigzania pomiedzy allelami
efektora Avr-vntl, a wirulencja posiadajacych je izolatow P. infestans na roslinach z genem
Rpi-phul. Jak postulowali Rietman i in. (2012), za unikanie rozpoznania efektora AvrSmiral
przez biatko Rpi-Smiral moze by¢ odpowiedzialny polimorfizm w pozycjach 156 i 170, gdyz
biatko AvrSmiral z aminokwasami M*® i R0 byto obecne wylacznie w trzech wirulentnych
izolatach. Wykryto jednak 26 izolatow P. infestans wirulentnych wobec odmiany Sarpo Mira,
ktére posiadaty inng kombinacj¢ aminokwaséw w pozycjach 156 1 170. Obserwacja ta wskazuje
na istnienie wigkszej liczby sposobow unikania rozpoznania przez Rpi-Smiral.

Na podstawie uzyskanych wynikow, potwierdzono hipoteze o tym ze, zréznicowanie
sekwencji DNA efektora AvrSmiral oraz poziom ekspresji genu Avr-vntl majg decydujace
znaczenie dla rozwoju infekcji powodowanych przez P. infestans na ro$linach ziemniaka

z genami odpornosci, ktérych produkty rozpoznaja efektory.
WNIOSKI

1. Wyizolowane z bulw ziemniaka z objawami suchej zgnilizny bulw izolaty Fusarium
nalezatly do 12 gatunkow Fusarium. Przynalezno$¢ gatunkowa grzybow tego rodzaju
nie jest wystarczajaca do okreslenia ich patogenicznosci wzglegdem bulw ziemniaka,
poniewaz w czterech patogenicznych gatunkach zaobserwowano rowniez izolaty
niepatogeniczne.

2. Nie stwierdzono, aby potencjalna zdolno$¢ do syntezy wybranych mykotoksyn byta
zwigzana ze zdolno$cig izolatow Fusarium do wywolywania suchej zgnilizny bulw
ziemniaka, poniewaz ws$rod czterech najbardziej patogenicznych — gatunkow
zidentyfikowano zardwno potencjalnych producentow trichotecenéw i/lub zearalenonu,
jak i gatunki niezdolne do syntezy zadnej z tych toksyn.

3. Wykazano zréznicowanie ekspresji genu Rpi-phul w zaleznosci od wyniku interakcji
patogen-gospodarz. W poréwnaniu do roslin odpornych, w roslinach zainfekowanych

poziom transkryptu genu R wzrastat w kolejnych dniach po inokulacji.
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Obserwacja ta moze by¢ przejawem obrony gospodarza przed patogenem i, w warunkach
polowych o nizszej presji infekcyjnej niz w teScie laboratoryjnym, moze miec istotne
znaczenie dla odpornosci roslin.

Badania ekspresji genéw efektorowych P. infestans w trakcie interakcji patogen-
gospodarz wykazaty, ze mechanizm unikania rozpoznania w przypadku efektora Avr-vntl
powiazany jest z brakiem jego transkrypcji w biotroficznej fazie infekcji. Zdolnosci tej
nie udato si¢ powigza¢ z sekwencja kodujaca efektor Avr-vntl w zadnym z czterech
izolatow P. infestans uzytych w testach listkowych, jak roéwniez w grupie poszerzonej
0 49 polskich, 42 norweskie i pig¢ referencyjnych izolatow.

R0 w biatku AvrSmiral moze by¢ zwiazana z wirulencja

Obecnos$é¢ aminokwasow M i
(wystepuje wytacznie u izolatbw wirulentnych na roslinach z genem Rpi-Smiral), ale nie
stanowi jedynego mechanizmu unikania rozpoznania, gdyz zidentyfikowano wirulentne
izolaty z innymi aminokwasami w pozycjach 156 i 170.

Test czy badane sekwencje efektorowe podlegaja doborowi naturalnemu przeprowadzono
z uzyciem programu omegaMap, ktory wykazat dziatanie doboru pozytywnego
na, odpowiednio, 14 i sze$¢ pozycji aminokwasowych efektoréw AvrSmiral i Avr-vntl.

Analiza neutralno$ci potwierdzita, ze badane geny efektorowe nie sa neutralne pod

wzgledem doboru.
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