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Cele zadania:

Analiza populacji S. nodorum pod wzgledem zdolnosci do produkcji toksyn biatkowych.
Doskonalenie metodyki otrzymywania oraz oczyszczania biatkowych toksyn.

Gromadzenie danych dotyczacych odpornosci obiektow roslinnych na S. nodorum celem
poszukiwania zwiazkdéw korelacyjnych z odporno$cia na poszczegdlne toksyny.

Rozpoczgcie testowania obiektow roslinnych na odporno$¢ na biatkowe toksyny.

Dalsze namnazanie linii r6znicujacych.

Materialy i metody:

Hodowla izolatow w celu pozyskania grzybni i ptynéw pohodowlanych na pozywce plynnej. 5g
Winian 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 [Gonzalez-
Mendoza i inni 2010]. Genet Mol Res. 2010 2;9:162-6

Startery: ToxA1 CGTCCGGCTACCTAGCAATA, ToxA2 TTGTGCTCCTCCTTCTCGA,
SnTox3cF CTCGAACCACGTGGACCCGGA SnTox3cR
CTCCCCTCGTGGGATTGCCCCATATG, 8981g1F TTCGACAGCCTTCACACGTA,
898191R ACAACGAGATTTGGCTTTGC, Tox11F TTCCGGTGATCAATGCTGCT, Tox11R
AGGGTTGCAGTCAATCCCAG, SnTox1cF ATGAAGCTTACTATGGTCTTGT SnTox1cR
TGTGGCAGCTAACTAGCACA

Oczyszczenie toksyny Tox1: Ptyn pohodowlany izolatu 14-1/09 poddawano dializie w buforze
20mM NaOAc pH4.2, nastepnie filtrowano przez filtr 0,44um. Filtrat naktadano na kolumne
chromatograficzng z wypelieniem SP XL GE Healthcare Life Sciences. Zanieczyszczenia
wyptukiwano buforem zawierajagcym 175 mM NaCl, Frakcja toksyn byta wyptukiwana buforem
zawierajagcym 225 mM NaCl. Eluat zageszczony do okoto 1ml i rozdzielono przy pomocy
saczenia zelowego na kolumnie wypetnionej ztozem Superdex 75. Frakcje aktywne zawierajace
Tox1 identyfikowano przy pomocy podatnych linii ré6znicujacych.

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 wypetnieniem SP
XL GE Healthcare Life Sciences. Frakcj¢ toksyn wyptukiwano buforem zawierajacym 120 mM
NaCl. Eluat zageszczano do okoto 1ml i rozdzielano przy pomocy saczenia zelowego na
kolumnie wypetnionej ztozem Superdex 75. Frakcje aktywne zawierajace Tox3 identyfikowano
przy pomocy podatnej linii r6znicujacej BG220.

Testowanie odpornosci obiektow roslinnych na ekstrakty: Drugi 1i$¢ infiltrowano ekstraktem
przy uzyciu strzykawki bez igly, wynik otrzymywano po 3-4 dniach. Dla kazdego obiektu
przetestowano 3 siewki.

Odpornoé¢ fenotypowsa obiektéw na S. nodorum testowano w warunkach fitotronowych: Siewki
byly hodowane w multiplatach w 2 powtorzeniach inokulowanych po pelnym rozwinigciu
drugiego liscia. Inokulum stanowita wodna zawiesina zarodnikow piknidialnych o stgzeniu oK.
5min/ml. Oceng porazenia wykonywano po 7-14 dniach. Wynikiem byta $rednia powierzchnia
porazonej tkanki drugiego li§cia dla 2 serii po 8 lisci kazda.

Odporno$é¢ fenotypowg obiektow na S. nodorum testowano takze w warunkach polowych:
Poletka o powierzchni 1m? w 3 powtorzeniach zakazano trzykrotnie w ciagu sezonu. Oceng
wykonywano w odstgpach tygodniowych od pierwszych objawow do zaschnigcia roslin.
Roznicujace linie pszenicy prowadzono w szklarni i fitotronie.
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Whyniki i dyskusja

Na podstawie wynikéw PCR DNA mozna stwierdzi¢, ze geny kodujace toksyny wykryto
W wiekszo$ci zbadanych izolatow. Dotychczas dostepne sg sekwencje DNA trzech z sze$ciu
opisanych toksyn. Nie mozna jednak wykluczyé¢, ze izolaty S. nodorum, u ktorych nie wykryto
badanych gendéw posiadaja takze inne geny kodujace toksyny biatkowe. Obecnos¢ ToxA
stwierdzono w 18.4%, Tox1 w 64.6%, Tox3 w 49.2% przebadanych izolatow. Procentowy
udzial poszczegélnych klas izolatow oraz czesto$¢ wystepowania poszczeg6élnych toksyn sg
zgodne z danymi o europejskiej populacji S. nodorum przedstawionymi w publikacji McDonald
i inni (2013).

Przy pomocy metod: chromatografii jonowymiennej i sgczenia zelowego uzyskano ekstrakty
toksyn Tox1 i Tox3. Sktad ekstraktow byt weryfikowany przy pomocy zestawu réznicujacego
sktadajacego si¢ z obiektow o opisanej odpornosci na toksyny. Ekstrakt Tox1 pochodzacy
zizolatu 14-1/09 powodowat nekroze tylko na linii W7984 (Tox1), na linii réznicujacej dla
Tox3 (BG220) widoczne byly niewielkie zmiany o charakterze chlorotycznym $wiadczace
o0 niewielkich domieszkach tej toksyny. 1zolat 14-1/09 posiada geny kodujace zaréwno Tox1 jak
i Tox3. Ekstrakt Tox3 zostal oczyszczony z ptynu pohodowlanego izolatu 5-5/11. Test wstepnie
oczyszczonego ptynu pohodowlanego na liniach roznicujacych wskazuje, ze izolat ten
produkuje gtéwnie toksyn¢ Tox5 oraz w mniejszej ilosci Tox3. Przy pomocy technik
chromatograficznych udato si¢ wyizolowaé ekstrakt powodujacy nekroze tylko na liniach
roznicujacych BG220 (Tox3) i W7984 (Tox1). Obie aktywnos$ci wskazywatyby na obecno$¢
w ekstrakcie obu toksyn, jednak izolat 5-5/11 nie posiada genu kodujacego toksyng¢ Tox1. Obie
aktywnosci w podobnym natg¢zeniu odnajdywano w tych samych frakcjach w czasie
chromatografii jonowymiennej (rozdzial pod wzgledem fadunku) oraz saczenia zelowego
(rozdziat pod wptywem wielkosci czasteczki), w literaturze nie ma obecnie opisanej reakc;ji linii
W-7984 na toksyn¢ Tox3. W Kkorespondencji jej autorzy przyznali, ze linia W-7984 moze
zawiera¢ staby allel Snn3 oznaczajacy niewielkg reakcje takze na Tox3. Fakt podobnego
wymywania z kolumn oraz braku w izolacie genu kodujacego Toxl sg wystarczajacymi
powodami do uznania, ze oczyszczony ekstrakt z izolatu 5-5/11 zawiera tylko toksyne Tox3.
Prace nad optymalizacja procedury i oczyszczaniem obu toksyn wg harmonogramu beda
prowadzone w przysztych latach, wskazane w nich jest dalsze poszukiwanie izolatow bardziej
toksynotworczych oraz proba ekspresji toksyn o znanej sekwencji w systemie ekspresyjnym
drozdzy. Dostepne w literaturze procedury oczyszczania toksyn nie zawsze przynosity dobre
efekty.

Przy pomocy oczyszczonych ekstraktow dokonano weryfikacji dziatania linii réznicujacych.
W przypadku toksyny Tox3 wykazano jej aktywno$¢ na linii rdéznicujacej W-7984, poza
opisang w literaturze aktywnoscig na linii BG220.

W roku sprawozdawczym wykonano pierwsze analizy reakcji obiektow pszenicy i pszenzyta na
ekstrakty toksyn Tox1 i Tox3. Na przebadanych obiektach roslinnych wykazano podobny
wzorzec reakcji na obydwa ekstrakty: 22% obiektow pszenicy 1 68% obiektow pszenzyta bylo
podatnych na badane toksyny. Obie toksyny wystepuja wspolnie w wigkszosci izolatow
S. nodorum pobranych z terenu Polski, podobnie w populacji europejskiej wykazano, ze
najliczniejsza klase izolatow stanowig izolaty posiadajgce zardwno gen produkcji Tox1 jak
i Tox3. W trakcje oczyszczania ekstraktu Tox3 wykazano, ze moze on powodowa¢ zmiany
nekrotyczne na linii ro6znicujacej dla Tox1, przez co wskazanym wydaje si¢ wprowadzenie
W przysztych izolacjach zmiany izolatu produkujgcego Tox1 na izolat nieposiadajacy genu
kodujacego Tox3.

W okresie sprawozdawczym zebrano wyniki dla zaplanowanej liczby obiektow zaréwno
z doswiadczen fitotronowych jak i z doswiadczen polowych. Aby ulatwi¢ poszukiwanie
zwigzkoéw korelacyjnych w do$wiadczeniach fitotronowych wskazane jest zwigkszenie liczby
obiektow danego gatunku badanego w pojedynczym do$wiadczeniu. Zmiany te zostang wzigte
pod uwage w projektowaniu przysztych doswiadczen. W zwiazku z przypadajacym na okres
rozwoju S. nodorum okresem suszy porazenie obiektéw w tegorocznym do$wiadczeniu
polowym nie bylo wysokie, jednak zgodnie z zalozeniami kazdy obiekt jest testowany w dwoch
latach, co pozwoli na zwigkszenie wiarygodnosci danych.



Whioski:

Wyniki analizy populacji S. nodorum potwierdzaja integralnos¢ polskiej i europejskiej populacji
tego patogena. Najliczniejsza grupe stanowig izolaty posiadajace oba geny kodujace Tox1
i Tox3, co moze wskazywaé ich najwickszy udzial w wywotywaniu objawow chorobowych.
Wskazano izolaty posiadajace pojedyncze geny Tox1 i Tox3 mogace stanowi¢ zrodto tych
toksyn, jednak konieczne jest potwierdzenie ekspresji toksyn z wykorzystaniem infiltracji
zestawu roznicujacego.

ZYozony, z opisanych w literaturze, roznicujacy zestaw linii pszenicy moze by¢ stosowany do
okreslania profilu produkcji toksyn jednak w trakcie jego stosowania trzeba bra¢ pod uwagg, ze
w warunkach in vitro nie wszystkie geny toksyn badanego izolatu podlegaja ekspresji.
W tegorocznych badaniach wykazano réwniez wplyw toksyny Tox3 na lini¢ rdéznicujaca
toksyny Tox1, jednak dla obu toksyn dostepne sa sekwencje gendéw umozliwiajace
wykorzystanie do ich bonitacji reakcji PCR.



