Tytul zadania: Toksyny bialkowe Parastagonospora (syn. Stagonospora) nodorum i ich zwiazek z
patogenicznoS$cia oraz odpornoscia pszenzyta i pszenicy na septorioze lisci i plew.
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1.

Cele zadania:

1. Analiza populacji P. nodorum pod wzgledem zdolnosci do produkcji toksyn biatkowych.

2. Doskonalenie metodyki otrzymywania oraz oczyszczania biatkowych toksyn.

3. Gromadzenie danych dotyczacych odporno$ci fenotypowej obiektéw roslinnych na P.
nodorum celem poszukiwania zwigzkoéw korelacyjnych z odpornoscig na poszczegolne
toksyny.

4, Rozpoczecie testowania obiektow roslinnych na odpornos¢ na biatkowe toksyny.

5. Dalsze namnazanie linii roznicujacych.

Materialy i metody:

Hodowla izolatow w celu pozyskania grzybni i ptynéw pohodowlanych na pozywce
ptynnej. 5g Winianu amonu, 1g Azotan amonu, 0,5g Siarczan magnezu (7H,0), 1,3
Fosforan potasu jednozasadowy, 2,6 Fosforan potasu dwuzasadowy, 30g Sacharoza, 1g
Ekstrakt drozdzowy na 1000ml H,O. (Fosforan potasu dwuzasadowy autoklawowany
osobno i dodawany po ostygnigciu)

Izolacja DNA z homogenizowanej w ciektym azocie grzybni szybka metoda izolacji
[Gonzélez-Mendoza i inni 2010]. Genet Mol Res. 2010 2;9:162-6

Startery: ToxAl1 CGTCCGGCTACCTAGCAATA, ToxA2
TTGTGCTCCTCCTTCTCGA,

SnTox3cF CTCGAACCACGTGGACCCGGA SnTox3cR
CTCCCCTCGTGGGATTGCCCCATATG, 8981g1F TTCGACAGCCTTCACACGTA,
898191R ACAACGAGATTTGGCTTTGC, Tox11F TTCCGGTGATCAATGCTGCT,
Tox11R AGGGTTGCAGTCAATCCCAG, SnTox1cF
ATGAAGCTTACTATGGTCTTGT SnTox1cR TGTGGCAGCTAACTAGCACA

Testy biologiczne wykonywano nastrzykujac drugie liscie siewek obiektow linii
roéznicujacych.

Oczyszczenie toksyny Tox1: Ptyn pohodowlany izolatu 14-1/09 poddawano dializie w
buforze 20mM NaOAc pH4.2, nastepnie filtrowano przez filtr 0,44um. Nastepni filtrat
naktadano na kolumne chromatograficzng z wypetnieniem SP XL GE Healthcare Life
Sciences. Zanieczyszczenia wyptukiwano buforem zawierajacym 175 mM NaCl, Frakcja
toksyn byta wyptukiwana buforem zawierajacym 225 mM NaCl. Eluat zageszczony do
okoto 1ml i rozdzielono przy pomocy saczenia zelowego na kolumnie wypekione]
ztozem Superdex 75. Frakcje aktywne zawierajace Tox1 identyfikowano przy pomocy
podatnych linii r6znicujgcych.

Oczyszczenie toksyny Tox3: Ptyn pohodowlany izolatu 5-5/11 poddawany dializie w
buforze 20 mM NaOAc pH 5.0. Dializat naktadano na kolumng chromatograficzng z
wypelnieniem SP XL GE Healthcare Life Sciences. Frakcj¢ toksyn wyptukiwano
buforem zawierajacym 120 mM NaCl. Eluat zaggszczano do okoto Iml i rozdzielano
przy pomocy saczenia zelowego na kolumnie wypetnionej ztozem Superdex 75. Frakcje
aktywne zawierajace Tox3 identyfikowano przy pomocy podatnej linii réznicujacej
BG220.

Oczyszczenie toksyny Tox5: Ptyn pohodowlany izolatu Sn16-48-9 poddawany dializie w
buforze 20 mM NaOAc pH 5.0. Dializat naktadano na kolumn¢ chromatograficzng z
wypelieniem SP XL GE Healthcare Life Sciences. Frakcj¢ toksyn wyplukiwano
Gradientem NaCl szczyt elucji Tox5 wynosit ok. 80mM. Eluat zageszczano do okoto 1ml
i rozdzielano przy pomocy saczenia zelowego na kolumnie wypelnionej ztozem Superdex
75. Frakcje aktywne zawierajace Tox5 identyfikowano przy pomocy podatnej linii
roznicujacej LP-749-29.
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Testowanie odpornos$ci obiektéw roslinnych na ekstrakty: Drugi 1i$¢ infiltrowano
ekstraktem przy uzyciu strzykawki bez igly, wynik otrzymywano po 3-4 dniach. Dla
kazdego obiektu przetestowano 3 siewki.

Odpornos¢ fenotypowa obiektéw na P. nodorum testowano w warunkach fitotronowych:
Siewki byly hodowane w multiplatach w 2 powtorzeniach inokulowanych po pelnym
rozwinieciu drugiego liscia. Inokulum stanowila wodna zawiesina zarodnikow
piknidialnych o stezeniu ok. 5SmIn/ml. Oceng¢ porazenia wykonywano po 7-14 dniach.
Wynikiem byta $rednia powierzchnia porazonej tkanki drugiego liscia dla 2 serii po 8
lisci kazda.

Odpornos$¢ fenotypows obiektow na P. nodorum testowano takze w warunkach
polowych: Poletka o0 powierzchni 1m? w 3 powtérzeniach zakazano trzykrotnie w ciagu
sezonu. Ocene¢ wykonywano w odstepach tygodniowych od pierwszych objawoéw do
zaschnigcia roslin.

Roznicujace linie pszenicy prowadzono w szklarni i fitotronie.

Wyniki i dyskusja

Wsrdd przebadanych przy pomocy techniki PCR izolatow: 18,5% wykazato
obecnoscgenu kodujacego ToxA, 64,6% wykazato obecnosc Tox1 a 49,2% wykazato
obecnos¢ genu Tox3. Najczesciel wystepujaca klasa sg izolaty zawierajace Tox1 1 Tox3
rownoczesnie a nie zawierajace ToxA. Dane te sg zblizone do danych uzyskiwanych w
latach wczeséniejszych.

Analize izolatéw pod wzgledem zdolnosci do produkcji toksyn wykonano rowniez przy
pomocy testow biologicznych. Potwierdzono produkcj¢ w warunkach in vitro toksyn
Tox1, Tox3, ToxS5, Tox6 i w bardzo matej liczbie izolatéo Tox2. Niestety nie
odnaleziono izolatow produkujacych toksyny ToxA, Tox4.

Z wykorzystanie technik chromatograficznych uzyskano ilos¢ toksyn: Tox1, Tox3 i Tox5
wystarczajaca do przetestowania zaktadanej liczny obiektow pszenicy i pszenzyta.
Zbadano reakcje ok. 142 obiektow hodowlanych na oczyszczone ekstrakty toksyn. Dla
obiektéw pszenzyta po 28% i 29% stanowia obiekty odporne na Tox3 i Tox5, hatomiast
93% obiektow pszenzyta jest odporna na Tox1. W przypadku obiektow pszenicy na Tox5
odporne jest 58%, na Tox3 52% a na Tox1 90%.

Po okoto 142 obiekty pszenicy i pszenzyta zostaty przetestowane na P. nodorum w
warunkach fitotronowych jak i w warunkach polowych. Dane te zostaly wykorzystane w
celu poszukiwan zwiagzkow korelacyjnych z odpornoscig na toksyny.

Zwiazek miedzy odpornos$cia na toksyny a odpornoscig na P. nodorum.

Tabela zawiera wartos$ci korelacji migdzy odporno$cig na toksyny a odpornosciag w do§wiadczeniach

fitotronowych i polowych. Im wicksza warto$¢ korelacji tym wickszy zwigzek miedzy odpornoscia na

toksyny a odpornoscig na P. nodorum.

Kolorem zottym i zielonym oznaczono istotne statystycznie zaleznosci dla pozioméw istotnosci

0,051 0,08.
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Dyskusja:

Najwicksze zwigzki korelacyjne wykazano miedzy odpornoscig na Tox3 i odpornoscig na P.
nodorum w warunkach fitotronowych, dla obu gatunkéw. Podobna, lecz nieco nizsza korelacja

zostata wykazana dla Tox5. Korelacje te sg istotne statystyczne przy granicznym poziomie istotnosci
0,05.

Ocena polowa sktadata si¢ z osobnych ocen na liSciach oraz na klosach. Korelacje miedzy
odpornoscig na toksyny a opornosciami na polu uwzgledniajg odwrocong skale ocen polowych, wigc
dodatnia wartos¢ korelacji rzeczywiscie oznacza dodatnig korelacj¢ migdzy odpornoscig na toksyne a
odpornosciag na patogen. Warto$ci korelacji miedzy odpornos$cig na Tox3 i Tox5 a odpornoscig
polowa sa istotne statystycznie od granicznego poziomu istotnosci 0.08 dla obu gatunkow. Wsrod
nich najwieksza jest korelacja miedzy odpornosciag na ToxS a odpornoscia lisci u pszenicy, jest ona
istotna rowniez przy granicznym poziomie istotnosci rownym 0,05.

Zwiazki korelacyjne migdzy odpornoscia na dang toksyne a odpornoscia na P.nodorum wyliczono na
podstawie danych uzyskanych w tym roku. Rozmiar serii danych wynosi 88 obiektow, z wyjatkiem
korelacji migdzy doswiadczeniami polowymi dla pszenzyta gdzie wynosi on 68 obiektow.

Badania odpornosci obiektow pszenicy i pszenzyta wykonano przy pomocy mieszaniny kilkunastu
izolatow P. nodorum. Wigkszo$¢ z nich zawiera geny toksyn Tox 1, Tox3, Tox5 i Tox6 a przynajmniej
3 z nich gen ToxA. Niestety nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci w izolatach wykorzystanych w
inokulum genéw kodujacych toksyny Tox2 i Tox4, jednak prawdopodobne jest, ze brak produkcji w
warunkach in vitro nie wyklucza produkcji tych toksyn w warunkach in planta. W ostatnim czasie
opisano nowa toksyn¢ Tox7, zestaw roznicujagcy wykorzystany w temacie 1 nie zawieral linii
roéznicujacej dla tej toksyny. Mozna, wigc zatozy¢, ze w do$wiadczeniach fitotronowych oraz
polowych w rozwoju objawéw chorobowych bierze udzial, co najmniej 5 toksyn bialkowych, a
prawdopodobny jest udziat 3 kolejnych oraz ze zestaw izolatow odpowiada polskiej populacji P.
nodorum.



Jako materiat roslinny w badaniach zostaly wykorzystane obiekty doswiadczen wstepnych i linie DH
pochodzace z réznych zrodet i z odrebnych programéw hodowlanych. Nie tworzg one jednolitej
populacji segregujacej tylko pod wzgledem wybranej toksyny, za to daja ogdlny obraz puli genowej
pszenicy i pszenzyta hodowanego w Polsce.

Najprawdopodobniej jest to powodem spadku wartosci korelacji dla poszczegodlnych toksyn
gdyz moze si¢ zdarzy¢, ze silniejszy wplyw na powstawanie objawoéw chorobowych jednej toksyny
bedzie maskowat wptyw innej toksyny. Mozliwe sg tez zwiazki epistatyczne miedzy poszczegdlnymi
toksynami dodatkowo zaciemniajace obraz.

W tegorocznych badaniach wykazano istotng odwrotng korelacje migedzy odpornoscig na Toxl a
odpornosciag na patogen posrdd obiektow pszenzyta. Jest to nietypowe w stosunku do badan
dostepnych w literaturze donoszacych o pozytywnym wplywie odpornosci na te¢ toksyne. Badania te
zwykle prowadzone byly z wykorzystaniem zdefiniowanej populacji segregujacej pod wzgledem
odpornosci na Toxl oraz pojedynczego izolatu. W przypadku mniejszego wktadu toksyny Toxl w
powstawanie objawdw chorobowych, w naszym ukladzie doswiadczalnym moze dochodzi¢ do
istotnego maskowania prawdziwego wplywu tej toksyny przez inne oddzialywania, szczegélnie w
przypadku, duzej dysproporcji ilosci obiektow podatnych na Tox1 a obiektdw podatnych na Tox3 i
Tox5 w badanej serii. Dalsza analiza wplywu tej toksyny na rozwoj choroby bedzie si¢ odbywaé w
przysztych latach w miare¢ zbierania danych o innych obiektach.

Uzyskane wyniki potwierdzily, ze mozliwe jest uzyskanie odporniejszych odmian pszenicy i

pszenzyta poprzez eliminacj¢ dominujgcych gendw warunkujacych podatnosé na toksyny. Testowanie
materiatlow hodowlanych z wykorzystaniem oczyszczonych toksyn moze by¢ wydajng i tanig metoda

ich eliminacji ze wzgledu na szybko$¢ i jednoznaczno$¢ wyniku.

6. Whioski:
Uzyskane wyniki potwierdzily, ze mozliwe jest uzyskanie odporniejszych odmian
pszenicy i pszenzyta poprzez eliminacje dominujgcych gendw warunkujacych podatnosé
na toksyny.

e Testowanie materiatow hodowlanych z wykorzystaniem oczyszczonych toksyn moze by¢
wydajng i tanig metodg ich eliminacji ze wzgledu na szybkos¢ i jednoznaczno$¢ wyniku.




