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Lp. w zał. do Rozporządzenia MRiRW: 10. 

Tytuł zadania: Toksyny białkowe Stagonospora nodorum i ich związek z patogenicznością 

oraz odpornością pszenżyta i pszenicy na septoriozę liści i plew. 

Kierownik zadania: prof. dr hab. E. Arseniuk 
 

Cele zadania: 

 Opracowanie procedury testowania materiałów roślinnych na obecność genów warunkujących 

odporność na białkowe toksyny S. nodorum, 

 Zbadanie zdolności poszczególnych toksyn do indukcji nekrozy na próbie krajowych odmian 

z KRO i linii pszenżyta i pszenicy 

 Zbadanie związku korelacyjnego między obecnością genów niewrażliwości na toksyny 

a odpornością na S. nodorum w warunkach fitotronowych (siewki) oraz polowych (rośliny dorosłe) 

 Opracowanie procedury testowania izolatów S. nodorum pod względem zdolności do produkcji 

toksyn 

 Identyfikacja źródeł odporności na S. nodorum niezwiązanych z odpornością na toksyny 

MMaatteerriiaałłyy  ii  mmeettooddyy::  

 Hodowla izolatów w celu pozyskania grzybni i płynów pohodowlanych na pożywce Frie: 5g 

winianu amonu, 1g azotan amonu, 0,5g siarczan magnezu (7H2O), 3,9g fosforan potasu 

jednozasadowy, 30g sacharoza, 1g ekstrakt drożdżowy na 1000ml H2O. pH 5,7. 

  IIzzoollaaccjjaa  DDNNAA  zz  hhoommooggeenniizzoowwaanneejj  ww  cciieekkłłyymm  aazzoocciiee  ggrrzzyybbnnii::  KKiitt  OOmmnnii  pprreepp  ((GG--BBiioosscciieenncceess))  lluubb  

sszzyybbkkąą  mmeettooddąą  iizzoollaaccjjii  [[GGoonnzzáálleezz--MMeennddoozzaa  ii  iinnnnii  22001100]]..  GGeenneett  MMooll  RReess..  22001100  22;;99::116622--66  

  SSttaarrtteerryy::  TTooxxAA11  CCGGTTCCCCGGGGCCTTAACCCCTTAAGGCCAAAATTAA,,  TTooxxAA22  TTTTGGTTGGCCTTCCCCTTCCCCTTTTCCTTCCGGAA,,  TTooxx33  

88998811ccFF  AATTGGCCAATTTTTTTTAACCAAAAAAGGTTTTCCCCTT,,  88998811ccRR  CCTTAACCTTCCCCCCCCTTCCGGTTGGGGGGAATTTTGGCCCCCCCCAATT,,  

88998811gg11FF  TTTTCCGGAACCAAGGCCCCTTTTCCAACCAACCGGTTAA,,  88998811gg11RR  AACCAAAACCGGAAGGAATTTTTTGGGGCCTTTTTTGGCC,,  TTooxx1111FF  

TTTTCCCCGGGGTTGGAATTCCAAAATTGGCCTTGGCCTT,,  TTooxx1111RR  AAGGGGGGTTTTGGCCAAGGTTCCAAAATTCCCCCCAAGG,,  TTooxx1122FF  

CCTTGGCCCCGGAAGGCCAAAAGGTTAATTTTTTCCCCGG,,  TTooxx1122RR  AAGGAAGGCCAAGGCCAAGGAAGGTTTTCCGGTTGGAAGG..  

  PPrroocceedduurraa  pprrzzyyggoottoowwyywwaanniiaa  eekkssttrraakkttóóww  ttookkssyynn::  HHooddoowwllaa  iizzoollaattóóww  nnaa  ppoożżyywwccee  ppłłyynnnneejj,,  

ooddffiillttrroowwyywwaanniiee  ggrrzzyybbnnii  nnaa  bbiibbuullee  ffiillttrraaccyyjjnneejj,,  oocczzyysszzcczzaanniiee  ffiillttrraattuu  pprrzzyy  uużżyycciiuu  bbiibbuułłyy  WWhhaattmmaann  66,,  

uullttrraaffiillttrraaccjjaa  pprrzzyy  uużżyycciiuu  ffiillttrróóww  mmeemmbbrraannoowwyycchh  00,,4455µµmm,,  ddiiaalliizzaa  nnaa  mmeemmbbrraanniiee  88,,55  kkDDaa,,  wwyyttrrąąccaanniiee  

aacceettoonneemm,,  zzaawwiieesszzaanniiee  bbiiaałłeekk  ww  bbuuffoorrzzee  MMOOPPSS  ppHH  77,,55..  

  TTeessttoowwaanniiee  ooddppoorrnnoośśccii  oobbiieekkttóóww  nnaa  eekkssttrraakkttyy::  DDrruuggii  lliiśśćć  iinnffiillttrroowwaannyy  eekkssttrraakktteemm  pprrzzyy  uużżyycciiuu  

ssttrrzzyykkaawwkkii  bbeezz  iiggłłyy,,  wwyynniikk  ppoo  33--44  ddnniiaacchh..  

  TTeessttoowwaanniiee  ooddppoorrnnoośśccii  oobbiieekkttóóww  nnaa  SS..nnooddoorruumm  ww  wwaarruunnkkaacchh  ffiittoottrroonnoowwyycchh::  SSiieewwkkii  hhooddoowwaannee  

ww  mmuullttiippllaattaacchh  ww  22  ppoowwttóórrzzeenniiaacchh  zzaakkaażżaannyycchh,,  iinnookkuulloowwaannyycchh  ppoo  ppeełłnnyymm  rroozzwwiinniięęcciiuu  ddrruuggiieeggoo  

lliiśścciiaa,,  pprrzzyy  ppoommooccyy  iinnookkuulluumm  zzaarrooddnniikkóóww  ppyykknniiddiiaallnnyycchh  oo  ssttęężżeenniiuu  22mmllnn//mmll..  OOcceennaa  77--1144  ddnnii..  WWyynniikk::  

ŚŚrreeddnniiaa  zz  ppoowwiieerrzzcchhnnii  ppoorraażżoonneeggoo  lliiśścciiaa  ddllaa  22  sseerriiii  ppoo  88  lliiśśccii  kkaażżddaa..  

  TTeessttoowwaanniiee  ooddppoorrnnoośśccii  oobbiieekkttóóww  nnaa  SS..nnooddoorruumm  ww  wwaarruunnkkaacchh  ppoolloowwyycchh::  PPoolleettkkaa  11mm
22
,,  

33  ppoowwttóórrzzeenniiaa  zzaakkaażżaannee  ttrrzzyykkrroottnniiee  ww  cciiąągguu  sseezzoonnuu..  OOcceennyy  ww  ooddssttęęppaacchh  ttyyggooddnniioowwyycchh  oodd  ppiieerrwwsszzyycchh  

oobbjjaawwóóww  ddoo  zzaasscchhnniięęcciiaa  rroośślliinn..  

  HHooddoowwllaa  lliinniiii  rróóżżnniiccuujjąąccyycchh  ww  wwaarruunnkkaacchh  sszzkkllaarrnniioowwoo  ffiittoo  ttrroonnoowwyycchh..  

WWyynniikkii  ii  ddyysskkuussjjaa::  

  NNaa  ppooddssttaawwiiee  wwyynniikkóóww  PPCCRR  DDNNAA  iizzoollaattóóww  mmoożżnnaa  ssttwwiieerrddzziićć,,  żżee  ggeennyy  kkoodduujjąąccee  ttookkssyynnyy  wwyykkrryyttoo  

ww  wwiięękksszzoośśccii  zz  nniicchh..  DDoottyycchhcczzaass  ddoossttęęppnnee  ssąą  sseekkwweennccjjęę  DDNNAA  ttrrzzeecchh  zz  sszzeeśścciiuu  ooppiissaannyycchh  ttookkssyynn..  NNiiee  

mmoożżnnaa  jjeeddnnaakk  wwyykklluucczzyyćć,,  żżee  iizzoollaattyy  SS..  nnooddoorruumm,,  uu  kkttóórryycchh  nniiee  wwyykkrryyttoo  bbaaddaannyycchh  ggeennóóww  ppoossiiaaddaajjąą  

ttaakkżżee  iinnnnee  ggeennyy  kkoodduujjąąccee  ttookkssyynnyy  bbiiaałłkkoowwee..  OObbeeccnnoośśćć  TTooxxAA  ssttwwiieerrddzzoonnoo  ww  99,,55%%,,  TTooxx11  ww  8822,,11%%  

ii  TTooxx33  ww  8833,,33%%  pprrzzeebbaaddaannyycchh  iizzoollaattóóww..  PPrroocceennttoowwyy  uuddzziiaałł  ppoosszzcczzeeggóóllnnyycchh  kkllaass  iizzoollaattóóww  oorraazz  

pprroocceennttyy  wwyyssttęęppoowwaanniiaa  ppoosszzcczzeeggóóllnnyycchh  ttookkssyynn  ssąą  zzggooddnnee  zz  ddaannyymmii  oo  eeuurrooppeejjsskkiieejj  ppooppuullaaccjjii  

SS..  nnooddoorruumm  pprrzzeeddssttaawwiioonnyycchh  ww  ppuubblliikkaaccjjii  MMccDDoonnaalldd  ii  iinnnnii  ((22001133))..  

  FFrriieesseenn  ii  FFaarriiss  ((22001122))  ddoowwooddzząą,,  żżee  ppłłyynn  ppoohhooddoowwllaannyy  zz  ttrrzzyyttyyggooddnniioowweejj  kkuullttuurryy  iizzoollaattóóww  

SS..nnooddoorruumm  mmoożżee  ppoowwooddoowwaaćć  nneekkrroozzyy  uu  ppooddaattnnyycchh  oobbiieekkttóóww  ppsszzeenniiccyy..  WW  pprrzzeepprroowwaaddzzaannyycchh  

bbaaddaanniiaacchh  ttyyllkkoo  ddllaa  jjeeddnneeggoo  iizzoollaattuu  uuzzyysskkaannoo  zzddoollnnoośśćć  ddoo  wwyywwoołłyywwaanniiaa  nneekkrroozzyy  ddllaa  

nniieezzaaggęęsszzcczzoonneeggoo  ppłłyynnuu  ppoohhooddoowwllaanneeggoo..  OOzznnaacczzaa  ttoo  kkoonniieecczznnoośśćć  ppoosszzuukkiiwwaanniiaa  ooddppoowwiieeddnniicchh  
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iizzoollaattóóww  ppaattooggeennaa  zzddoollnnyycchh  ddoo  pprroodduukkccjjii  dduużżyycchh  iilloośśccii  ttookkssyynn  oorraazz  ooppttyymmaalliizzaaccjjii  wwaarruunnkkóóww  iicchh  

hhooddoowwllii..  

  WWeeddłłuugg  ddoossttęęppnnyycchh  ww  lliitteerraattuurrzzee  pprroocceedduurr  oocczzyysszzcczzaanniiaa  ttookkssyynn,,  nnaa  kkoońńccuu  pprroocceessuu  zznnaajjdduujjąą  ssiięę  oonnee  

ww  bbuuffoorrzzee  oo  nniisskkiimm  ppHH  44,,44––55,,22  ((AAbbeeyysseekkaarraa  ii  iinnnnii  22000099,,  FFrriieesseenn  ii  iinnnnii  22000077,,  FFrriieesseenn  ii  iinnnnii  22000088,,  LLiiuu  

ii  iinnnnii  22000044))..  PPooddcczzaass  pprróóbb  wwssttęęppnneeggoo  oocczzyysszzcczzaanniiaa  zz  wwyykkoorrzzyyssttaanniieemm  bbuuffoorróóww  oo  sskkłłaaddzziiee  ii  ppHH  

ppooddaannyycchh  ww  ppuubblliikkaaccjjaacchh  nnaappoottyykkaannoo  pprroobblleemmyy  ww  kkwweessttiiii  bbrraakkuu  rróóżżnniicc  mmiięęddzzyy  oocczzyysszzcczzaannąą  pprróóbbkkąą  

ii  kkoonnttrroolląą..  OOppiieerraajjąącc  ssiięę  nnaa  ooppiissiiee  zz  ppuubblliikkaaccjjii  FFrriieesseenn  ii  iinnnnii  ((22000088))  ooppiissaannoo  wwaarruunnkkii  pprrzzeepprroowwaaddzzaanniiaa  

kkoonnttrroollii  zz  pprrootteeiinnaazząą  ww  kkttóórryycchh  ffrraakkccjjaa  bbiiaałłkkoowwaa  zznnaajjddoowwaałłaa  ssiięę  ww  bbuuffoorrzzee  MMOOPPSS  oo  ppHH  77,,55..  RRóówwnniieeżż  

ww  oobbeeccnniiee  pprroowwaaddzzoonnyycchh  bbaaddaanniiaacchh  bbuuffoorr  MMOOPPSS  ppHH  77,,55  ookkaazzaałł  ssiięę  nniieettookkssyycczznnyy  ww  ssttoossuunnkkuu  ddoo  

ttkkaannkkii  lliiśścciiaa..  PPrrzzeepprroowwaaddzzoonnoo  tteessttyy  zz  2200mmMM  ooccttaanneemm  ssoodduu  ww  rróóżżnnyycchh  ppHH::  44,,55;;  55,,00;;  55,,55;;  66,,00;;  66,,55;;  77,,00..  

WWłłaaśścciiwwoośśccii  ttookkssyycczznnee  wwyykkaazzaałłyy  ttyyllkkoo  pprróóbbkkii  bbuuffoorruu  oo  ppHH  44,,55  ii  55,,00..  WW  rraazziiee  kkoonniieecczznnoośśccii  

rroozzddzziieellaanniiaa  ttookkssyynn  zzaa  ppoommooccąą  cchhrroommaattooggrraaffiiii  jjoonnoowwyymmiieennnneejj  ssttwwaarrzzaa  ttoo  ppoottrrzzeebbęę  wwyymmiiaannyy  bbuuffoorruu  nnaa  

bbaarrddzziieejj  ooddppoowwiieeddnnii  [[nnpp..  MMOOPPSS  ppHH  77,,55]]  bbąąddźź  jjeeggoo  zzoobboojjęęttnniiaanniiee  pprrzzeedd  wwyykkoonnyywwaanniieemm  tteessttóóww  nnaa  

lliiśścciiaacchh  ssiieewweekk..  

  PPrrzzyyggoottoowwaannoo  zzaaggęęsszzcczzoonnee  5500xx  eekkssttrraakkttyy  iizzoollaattóóww  ww  bbuuffoorrzzee  MMOOPPSS  ppHH  77,,55  wwyykkaazzuujjąąccee  

aakkttyywwnnoośśćć  nneekkrroottyycczznnąą  nnaa  nniieekkttóórryycchh  ooddmmiiaannaacchh  ppsszzeenniiccyy  oorraazz  ppsszzeennżżyyttaa..  

  WW  ddoottyycchhcczzaassoowwyycchh  bbaaddaanniiaacchh  zzmmiieerrzzaajjąąccyycchh  ddoo  uuzzyysskkaanniiaa  pprróóbbeekk  ttookkssyynn  uummoożżlliiwwiiaajjąąccyycchh  

tteessttoowwaanniiee  ooddppoorrnnoośśccii  ssiieewweekk  ooddmmiiaann  oozziimmeejj  ppsszzeenniiccyy  ii  oozziimmeeggoo  ppsszzeennżżyyttaa  ssppoorryymm  uuttrruuddnniieenniieemm  

ookkaazzaałł  ssiięę  bbrraakk  lliinniiii  rróóżżnniiccuujjąąccyycchh,,  kkttóórree  uummoożżlliiwwiiaałłyybbyy  iiddeennttyyffiikkaaccjjęę  ttookkssyynn  ww  pprróóbbccee..  WW  tteejj  ssyyttuuaaccjjii  

wwyykkoorrzzyyssttyywwaannoo  ddwwaa  iizzoollaattyy  1133--11--11  ((TTooxx33))  ii  1133--22--22  ((TTooxx11)),,  kkttóórree  wweeddłłuugg  wwyynniikkóóww  tteessttuu  

zz  wwyykkoorrzzyyssttaanniieemm  rreeaakkccjjii  PPCCRR  ppoossiiaaddaajjąą  ppoojjeeddyynncczzee,,  mmoożżlliiwwee  ddoo  wwyykkrryycciiaa  ttąą  mmeettooddąą  ttookkssyynnyy..  

WW  pprrzzeetteessttoowwaannyymm  zzeessttaawwiiee  ooddmmiiaann  wwyykkrryyttoo  oobbiieekkttyy  ppooddaattnnee  oorraazz  ooddppoorrnnee  nnaa  eekkssttrraakkttyy  wwww..  

iizzoollaattóóww..  WW  cceelluu  oottrrzzyymmaanniiaa  lleeppiieejj  oocczzyysszzcczzaannyycchh  bbiiaałłeekk  zziiddeennttyyffiikkoowwaannee  ppooddaattnnee  ii  ooddppoorrnnee  oobbiieekkttyy  

mmooggąą  bbyyćć  wwyykkoorrzzyyssttaannee  ddoo  wwyysszzuukkiiwwaanniiaa  ffrraakkccjjii  aakkttyywwnnyycchh  ww  eelluuaacciiee  zz  kkoolluummnn  

cchhrroommaattooggrraaffiicczznnyycchh..  DDoo  rroozzddzziieelleenniiaa  zzaa  ppoommooccąą  mmeettoodd  cchhrroommaattooggrraaffiicczznnyycchh  eekkssttrraakkttuu  zz  iizzoollaattuu    

55--55//1111  nnaa  ttookkssyynnyy  TTooxxAA  ii  TTooxx33  ppoommooccnnee  jjeesstt  ppoossiiaaddaanniiee  lliinniiii  ooddppoorrnneejj  nnaa  ppiieerrwwsszząą  ttookkssyynnęę  oorraazz  

ppooddaattnneejj  nnaa  ddrruuggąą..  WWaarruunneekk  tteenn  mmoożżee  ssppeełłnniiaaćć  lliinniiaa  rreekkoommbbiinnaaccyyjjnnaa  DDaannkkoo1133  ooddppoorrnnaa  nnaa  eekkssttrraakktt  

zzaawwiieerraajjąąccyy  TTooxx33  oorraazz  ppooddaattnnaa  nnaa  eekkssttrraakktt  zzaawwiieerraajjąąccyy  TTooxxAA  ii  TTooxx33..  PPrrzzyy  jjeejj  ppoommooccyy  mmoożżlliiwwee  bbęęddzziiee  

zziiddeennttyyffiikkoowwaanniiee  ww  eelluuaacciiee  zz  kkoolluummnnyy  cchhrroommaattooggrraaffiicczznneejj  ffrraakkccjjii  zzaawwiieerraajjąącceejj  TTooxxAA..  WW  ttyymm  

kkiieerruunnkkuu  pprroowwaaddzzoonnee  ssąą  ddaallsszzee  pprraaccee  bbaaddaawwcczzee..  

  PPrrzzeeddssttaawwiioonnee  ww  nniinniieejjsszzyymm  sspprraawwoozzddaanniiuu  wwyynniikkii  ooddppoorrnnoośśccii  nnaa  eekkssttrraakkttyy  oobbiieekkttóóww  ppsszzeenniiccyy  

ii  ppsszzeennżżyyttaa  nniiee  mmooggąą  bbyyćć  jjeesszzcczzee  uuzznnaannee  zzaa  ddoocceelloowwąą  bboonniittaaccjjęę  ooddppoorrnnoośśccii  nnaa  ppoosszzcczzeeggóóllnnee  ttookkssyynnyy..  

TTeessttoowwaanniiee  oobbiieekkttóóww  bbaaddaannyycchh  zzbbóóżż  rroozzppoocczznniiee  ssiięę  ddooppiieerroo  ppoo  ddaallsszzyymm  oocczzyysszzcczzeenniiuu  eekkssttrraakkttóóww  

ttookkssyynn  oorraazz  iicchh  zzwweerryyffiikkoowwaanniiuu  nnaa  lliinniiaacchh  rróóżżnniiccuujjąąccyycchh..  

  DDoottyycchhcczzaassoowwee  bbaaddaanniiaa  nnaadd  uuddzziiaałłeemm  ttookkssyynn  SS..  nnooddoorruumm  ww  wwyywwoołłyywwaanniiuu  oobbjjaawwóóww  

nneekkrroottyycczznnyycchh  pprroowwaaddzzoonnoo  nnaa  ggeennoottyyppaacchh  ppsszzeenniiccyy..  WWyynniikkii  oobbeeccnniiee  pprroowwaaddzzoonnyycchh  bbaaddaańń  uujjaawwnniiłłyy,,  

żżee  nnaa  ttookkssyynnyy  wwww..  ppaattooggeennaa  ppooddaattnnee  ssąą  ttaakkżżee  ggeennoottyyppyy  ppsszzeennżżyyttaa..  

WWnniioosskkii::  

  WWyynniikkii  pprrzzeepprroowwaaddzzoonneejj  ww  ookkrreessiiee  sspprraawwoozzddaawwcczzyymm  pprraaccyy  bbaaddaawwcczzeejj  uujjaawwnniiłłyy  oobbeeccnnoośśćć  ttookkssyynn  

bbiiaałłkkoowwyycchh  ww  ffiillttrraattaacchh  ppoohhooddoowwllaannyycchh  wwiięękksszzoośśccii  iizzoollaattóóww  SS..  nnooddoorruumm..  

  TTookkssyynnyy  ttee  ssąą  zzddoollnnee  ddoo  wwyywwoołłaanniiaa  nneekkrroozzyy  lliiśśccii  ssiieewweekk  oozziimmyycchh  ooddmmiiaann  ppsszzeenniiccyy  ii  ppsszzeennżżyyttaa..  

  WWyykkoonnyywwaanniiee  oocceennyy  ggeennoottyyppóóww  bbaaddaannyycchh  zzbbóóżż  ppoodd  wwzzggllęęddeemm  ooddppoorrnnoośśccii  nnaa  ppoosszzcczzeeggóóllnnee  

ttookkssyynnyy  wwyymmaaggaa  jjeeddnnaakkżżee  ddaallsszzeejj  pprraaccyy  nnaadd  oocczzyysszzcczzaanniieemm  ii  kkoonncceennttrraaccjjąą  ttookkssyynn,,  aa  ttaakkżżee  

zzwweerryyffiikkoowwaanniiaa  iicchh  aakkttyywwnnoośśccii  ffiittoottookkssyycczznneejj  nnaa  oobbeeccnniiee  nnaammnnaażżaannyycchh  rróóżżnniiccuujjąąccyycchh  ttookkssyynnyy  

ggeennoottyyppaacchh  ppsszzeenniiccyy..  

 


