BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI | AKLIMATYZACJI ROSLIN Nr 290 / 2020 : 9-13
E-ISSN: 2657-8913 DOI: 10.37317/biul-2020-0012

Prosta metoda selekcji materiatow
hodowlanych pszenicy i pszenzyta
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Parastagonospora nodorum jest powszechnie wystepujacym nekrotroficznym patogenem zbdz atakujacym przede
wszystkim pszenzyto i pszenice, wywoluje on septorioze liSci i plew, ktora w sprzyjajacych warunkach pogodowych
powoduje duze straty w plonie. Patogen ten wykorzystuje szereg specyficznych biatkowych efektoréw, ktore
u wrazliwych genotypdw uruchamiaja szlaki sygnatlowe prowadzace do programowanej $mierci komorek, w wyniku,
czego powstaja zmiany nekrotyczne w zainfekowanej tkance. W powyzszej pracy przedstawiono procedurg testowania
obiektéw hodowlanych pod wzglgdem wrazliwosci na efektor Tox3 z wykorzystaniem nieoczyszczanego filtratu
z hodowli P. nodorum. Podejscie to pozwala osiggna¢ zadowalajace efekty selekcji bez koniecznos$ci stosowania
ktopotliwych procedur oczyszczania lub ekspresji opartej o genetycznie zmodyfikowane mikroorganizmy.

Stowa klucze: effektory, SNB, nodorum, nekrotrof, selekcja, hodowla odpornosciowa.

Parastagonospora nodorum is a wide spread necrotrophic pathogen of crop that primary attack wheat and triticale.
It is casual agent of septoria nodorum leaf and glume blotch (SNB), which in favorable weather conditions causes large
yield losses. This pathogen uses a number of specific protein effectors that in sensitive genotypes trigger signaling
pathways leading to programmed cell death, resulting in necrotic changes in infected tissue. This work presents
the procedure for testing breeding objects for sensitivity to the Tox3 effector using non-purified filtrate from P. nodorum
culture. This approach allows achieving satisfactory selection results without the need for troublesome purification
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procedures or expression based on genetically modified microorganisms.

Key words: effectors, SNB, nodorum, necrotroph, selection, resistance breeding.

Patogeny  nekrotroficzne  charakteryzujg
si¢ tym, ze swoja strategi¢ rozwojowa opiera-
ja na indukcji u gospodarza zmian nekrotycz-
nych, w ktérych znajduja srodowisko do rozwoju
i rozmnazania oraz z ktdrych czerpia substancje
odzywcze. Do najlepiej poznanych patogenow
nekrotroficznych atakujgcych zboza, szczegol-
nie pszenic¢ i pszenzyto nalezy Parastagono-
spora nodorum (Septoria nodorum) wywotujacy
septorioze lisci i plew. Jest to kosmopolityczny
patogen powodujacy najwicksze straty w rejo-
nach $wiata charakteryzujagcym si¢ cieptym
i wilgotnym klimatem. Patogen ten wystepuje
powszechnie na terenie Polski. W sprzyjaja-
cych warunkach porazenie przybiera epide-
miczny charakter przyczyniajac si¢ do duzego
obnizenia, jako$ci oraz ilosci plonu. Klasycz-
ny poglad na temat dziedziczenia odpornosci
na ten patogen zaktadal udzial wielu /locii

ilosciowych w tym procesie (Francki 2013).
Ostatnie badanie ujawnily wykorzystywanie
przez patogen wielu biatkowych efektoréw, ktore
po rozpoznaniu przez specyficzne dla danego
efektora receptory prowadza do indukcji progra-
mowanej $mierci komorki w zaatakowanej tkan-
ce. Odpornos¢ na poszczegolne efektory jest
dziedziczona recesywnie. Dotychczas opisano 8
osobnych oddziatywan efektor-receptor (Friesen
i inni 2006, 2007; Liu i inni 2006, 2009; Abey-
sekara 1 inni 2009; Gao 1 inni 2015; Shi 1 inni
2015). Oddziatywania te majg gtownie charakter
addytywny (Friesen 1 inni 2010). Pula genowa
pszenicy 1 pszenzyta, warunkuje zrdéznicowang
odpornos¢ tych zb6z na poszczegdlne efektory.
Podobnie populacja patogenu jest zré6znicowana
pod wzgledem zdolnosci do produkcji efekto-
row oraz poziomu ich ekspresji (McDonald i inni
2013, Faris i inni 2011).
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Wykorzystanie w hodowli odpornosciowej
selekcji opartej o metody wynikajace bezposred-
nio z molekularnych mechanizméw patogenezy,
pozwala uniezalezni¢ ten proces od klopotliwych
i nie zawsze powtarzalnych badan fenotypowych,
a w rezultacie skroci¢ i utatwic ten proces. Wyma-
ga to jednak dostgpu do duzych ilosci preparatow
zawierajacych efektory, ktorych pozyskanie moze
by¢ ktopotliwe, gdyz w praktyce wigze si¢ z wyko-
rzystaniem do procesu produkcji genetycznie
modyfikowanych mikroorganizmoéow, lub mozol-
nym oczyszczaniem efektoréw z uzyciem metod
chromatograficznych.

Celem tej pracy jest wskazanie ogdlnodostepne-
go izolatu P. nodorum wraz z metodyka pozyskania
jego ekwiwalentu oraz prostej dostgpnej dla niewy-
specjalizowanych laboratoriow procedury wytwo-
rzenia z jego pomoca preparatu umozliwiajacego
testowanie materiatow roslinnych pod wzgledem
wrazliwo$ci na efektor Tox3.

Materialy i Metody:

Pozywka plynna Frie: 5g winianu amonu, 1g
azotan amonu, 0,5g siarczan magnezu (7H,0), 1,3g
fosforan potasu jednozasadowy, 2,6g fosforan pota-
su dwuzasadowy, 30g sacharoza, 1g ekstrakt droz-
dzowy na 1000ml H,O. Autoklawowanie 20min
120°C. Fosforan potasu dwuzasadowy autoklawo-
wany osobno i dodawany po ostygnieciu.

Pozywka YPD (Yeast extract Pepto-
ne Dextrose): 10g ekstrakt drozdzowy, 20g pepton,
20g glukoza (filtrowana dodawana po ostygnigciu)
na 1000ml H,O. Autoklawowanie 20min w 120 °C.

Pozywka zbozowa stala: 34g ziarniakéw pszen-
zyta w 1000ml wody demineralizowanej, zaparzane
w 95°C przez 20 min. Po odsgczeniu dodawane 30g
agaru. Autoklawowanie 20min w 120 °C.

Agar do izolacji: 45g agaru na 1000ml H,O.
Autoklawowanie 20min w 120 °C.

Izolacja DNA: Odsaczona grzybnia pocho-
dzaca z hodowli plynnej na pozywce Frie, byla
dwukrotnie przemywana sterylna woda, nastgpnie
rozcierana w ciektym azocie przy pomocy mozdzie-
rza. 20mg utartej grzybni wykorzystano do izolacji
DNA wedlug Gonzalez-Mendoza i inni [2010].

Analiza PCR efektorow:

Startery:

ToxAF CGTCCGGCTACCTAGCAATA,

ToxAR TTGTGCTCCTCCTTCTCGA,

Tox3F CTCGAACCACGTGGACCCGGA,

Tox3R  CTCCCCTCGTGGGATTGCCCCA-
TATG,

Tox1F ATGAAGCTTACTATGGTCTTGT,

Tox1R TGTGGCAGCTAACTAGCACA.
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Sktad 10ul mieszaniny reakcyjnej: 1ul - 50ng/
ul matrycy, 1ul — SmM mieszaniny starterow, 0,2ul
— 10mM mieszaniny dNTP, 0,05ul - DreamTaq
DNA Polymerase, 1ul — DreamTaq Green Buffer,
6,75ul — H,0O. Program PCR. Wstepna denaturacja:
95°C 5 min. 35 cykli: 95°C 45s denaturacja, 63 °C
45s przytaczanie, 72 °C 1min elongacja. Koncowa
elongacja 72°C 10min.

Kultura stala Parastagonospora nodorum:
Zaszczepione szalki inkubowano w 20°C, 12h
fotoperiod. Zrédto $wiatha: $wietlowki Exo Terra
Repti Glo 10.0.

Produkcja filtratu Tox3 w Parastagonospo-
ra nodorum: Kolbki wypelione w 20% pozywka
Frie, szczepiono fragmentem agaru z widoczny-
mi pyknidiami. Hodowla na wytrzasarce: 200rpm,
27°C, w ciemnosci, przez 72h. Nastepnie przez 28
dni w ciemno$ci bez wytrzgsania w temperaturze
pokojowej. Kulture ptynng filtrowano przez bibutg
filtracyjng a nastepnie przez filtr 0,45um 1 wyko-
rzystano do infiltracji roslin. Do produkcji efekto-
ra Tox3 wykorzystano izolat Sn13—1-1 dostepny
w kolekcji roboczej Zaktadu Fitopatologii.

Izolacja Pnodorum ze S$rodowiska: Suchy
lis¢ z widocznymi pyknidiami, umieszczono
w sterylnej szalce na bibulce namoczonej sterylng
H,O. Po wyplynigciu masy zarodnikowej rozma-
zano ja przy pomocy sterylnej igly na szalce z
agarem do izolacji. Nastgpnie przeniesiono poje-
dynczy zarodnik przy pomocy mikromanipulato-
ra na pozywke zbozowa, badz inkubowano szalke
w 20°C w ciemnosci do chwili, gdy byta widocz-
na rozwijajaca si¢ grzybnia, ktora przeniesiono
na pozywke zbozowa.

Produkcja Tox3: Szczep Pichia pastoris zawie-
rajacy plazmid pGAPZA ze sklonowanym genem
Tox3, zaszczepiono na pozywke plynna YPD.
Hodowano 3 dni, wytrzasanie 200rpm, temperatura
30°C. Kulture zwirowano oraz przefiltrowano przez
filtr o Srednicy porow 0,44um. Preparat zawierajacy
Tox3 wykorzystano do infiltracji roslin.

Oczyszcezanie ToxS: Filtrat z hodowli izolatu
76—40 pochodzacego z kolekcji roboczej Zaktadu
Fitopatologii, poddano 2 krotnej dializie w 10 obje-
tosciach roztworu zawierajagcego 20mM octanu sodu
1 20mM NaCl o pH 5, z wykorzystaniem membra-
ny zatrzymujacej czasteczki o wymiarach 68 kDa.
Dializat naniesiono na kolumn¢ chromatograficz-
ng zawierajacg zloze SP-Sepharose i wymywano
gradientem NaCl od 0 do 200 mM. Frakcje zawie-
rajace Tox5 okreslono poprzez infiltracje wrazliwe-
go obiektu LP749-29, oraz zaggszczono poprzez
ultrafiltracj¢ 1 wykonano saczenie zelowe z wyko-
rzystaniem zloza Superdex 75 w 20mM octanu
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sodu 100mM NaCl pH 6. Przy pomocy wrazliwego
obiektu okreslono frakcje aktywne, ktore wykorzy-
stywano w badaniach.

Infiltracja roslin: Przy pomocy strzykawki
Iml przytozonej delikatnie do gérnej powierzchni
w pehi rozwinigtego drugiego liscia siewki, powo-
li wttaczano przez aparaty szparkowe filtrat. Pisa-
kiem zaznaczono obszar infiltracji. Po ok 5 dniach
wykonano oceng, uznajac za podatne obiekty, ktore
w zaznaczonym obszarze wykazuja catkowita
nekroze (rys. 1 C), badz lzejsze zmiany o charak-
terze zaawansowanej chlorozy (rys.l B). Obiekty
niewrazliwe nie wykazujg zadnych zmian w grani-
cach infiltrowanego obszaru (rys.1 A). W przypad-
ku, gdy filtrat ma zbyt niskie pH, w bezposrednim
sasiedztwie miejsca przytozenia strzykawki poja-
wia si¢ charakterystyczna nekroza, nieobejmuja-
ca swoim zasiggiem catego infiltrowanego rejonu
(rys.1 D). Dla kazdego obiektu roslinnego doswiad-
czenie byto prowadzone w 3 powtorzeniach, gdzie
jedno powtdrzenie stanowita siewka.

Material roslinny: Na podstawie wstepnych
badan wybrano tatwo dostgpne na Polskim rynku
odmiany pszenicy: Operetka, Natula, Torrild, oraz
pszenzyta: Borowik i Cyrkon. Odmiany te umoz-
liwiajg analize izolatéw P. nodorum pod katem
produkcji efektoréw Tox3 i Tox5. W badaniach
w celach poréwnawczych wykorzystano rowniez
obiekty pszenicy BG220 i LP749-29 bedace opisa-
nymi w literaturze liniami r6znicujagcymi dla efek-
torow Tox3 i ToxS5.

Wyniki

We wstepnych badaniach izolat Snl13-1-1
wykorzystywano, jako zrodto filtratu do zlozone-
go z kilku etapoéw chromatograficznego procesu
oczyszczania efektora Tox3.

W celu okreslenia, jakie efektory sg potencjalnie
produkowane przez izolat Sn13—1-1 z grzybni pozo-
statej po odsaczeniu filtratu wyizolowano DNA,
ktore wykorzystano do przeprowadzenia reakcji
PCR ze starterami dla genéw kodujacych efektory
Tox1, Tox3 i ToxA. Po analizie elektroforetycznej
okreslono, ze izolat Sn13-1-1 zawiera gen Tox3
natomiast nie zawiera genow ToxI i ToxA (tab. 1).

W celu sprawdzenia czy poza Tox3 izolat
Sn13—1-1 produkuje rowniez efektor Tox5 przez
28 dni prowadzono kulture ptynna, ktora nastep-
nie odfiltrowano i wykorzystano do infiltracji lisci
fatwo dostgpnych w Polsce odmian réznicujacych
oba efektory. Zestaw ten infiltrowano rowniez
przy pomocy wypreparowanych efektorow Tox3
i Tox5. W wyniku infiltracji wykazano, ze odmiany

Tabela 1
Table 1.
Efektory produkowane przez izolat 13—1-1.
Effectors produced by isolate 13—-1-1.

Izolat Produkcja efektorow

Izolate Production of effectors

Tox1 Tox3 Tox5 ToxA

13-1-1

Rys. 1. Rodzaje reakcji infiltrowanych liSci na efektor Tox3: (A) niewrazliwe, (B) reakcja posrednia, (C) wrazliwe, (D)
miejsce infiltracji uszkodzone przez niskie pH.

Fig. 1. Reaction types of leaves infiltrated with Tox3 effector: (A) insensitive, (B) intermediate, (C) sensitive, (D) infiltra-
tion place damaged by low pH.

1
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pszenicy Operetka i Natula oraz pszenzyto Borowik
sa wrazliwe zarowno na efektor Tox3 pochodzacy
z systemu ekspresyjnego jak i na niecoczyszczony
filtrat izolatu Sn13—1-1, a niewrazliwe na oczysz-
czony preparat Tox5. Odmiana pszenicy Torrild oraz
pszenzyta Cyrkon sg wrazliwe na Tox5 a niewrazli-
we na oba preparaty Tox3. Obiekty pszenicy jarej
BG220 oraz LP749-29 sg obiektami wykorzysty-
wanymi w literaturze do réznicowania efektorow
Tox3 oraz Tox5, ich reakcja na oczyszczone efekto-
ry oraz filtrat Sn13—1-1 potwierdzily, ze zawiera on
efektor Tox3 a nie zawiera Tox5 (tab. 2).

Dyskusja

Niewrazliwo$¢ na efektory biatkowe ma wptyw
na wykazywang odpornos¢ na P. nodorum w warun-
kach polowych (Ruud iinni 2017). Trzy z nich Tox1,
Tox3 oraz ToxA zostaty sklonowane i sg produko-
wane w systemach ekspresyjnych na masowa skale,
oraz wykorzystywane do selekcji w programach
hodowlanych pszenicy (Tan i inni 2014). Wykorzy-
stanie systemow ekspresyjnych opartych o gene-
tycznie zmodyfikowane mikroorganizmy, wigze si¢
z potrzeba posiadania odpowiednio wyposazonego
laboratorium, spetnienia wymogoéw formalnych

Tabela 1
Table 1.

Odmiany roznicujace wrazliwo$§¢ na najpopularniejsze
efektory.

Differential cultivars for most common effectors.

Wrazliwo$¢ na ekstrakt
) Extract sensitivity
Odmiana
Surowy filtrat
) 13-1-1 Oczyszczony Oczyszczony
Cultivar —i= Tox3 Tox5
filtrat . .
(133ru(liel rate Purified Tox3 Purified Tox5
Wrazliwa Wrazliwa Niewrazliwa
BG 220
Sensitive Sensitive Insensitive
Niewrazliwa Niewrazliwa Wrazliwa
LP749-29
Insensitive Insensitive Sensitive
Niewrazliwa Niewrazliwa Wrazliwa
Cyrkon
Insensitive Insensitive Sensitive
Wrazliwa Wrazliwa Niewrazliwa
Borowik
Sensitive Sensitive Insensitive
Niewrazliwa Niewrazliwa Wrazliwa
Torrild
Insensitive Insensitive Sensitive
Wrazliwa Wrazliwa Niewrazliwa
Natula
Sensitive Sensitive Insensitive
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zwigzanych ze statusem prawnym GMM (Gene-
tycznie Modyfikowanych Mikroorganizméw), oraz
warunkow licencyjnych, ktorymi podlegaja komer-
cyjnie dostgpne systemy ekspresyjne. Rowniez
oczyszczanie efektorow do postaci homogenicz-
nych bialek metodami chromatograficznymi jest
procesem kosztownym i skomplikowanym. Powo-
duje to, ze poczatkowe naktady wprowadzenia
selekcji materiatow roslinnych z wykorzystaniem
efektorow do programow hodowlanych sg wysokie
a proces jest ktopotliwy.

Rozwiazaniem zmniejszajacym prog wejscia,
moze by¢ uproszczenie procesu poprzez wykorzy-
stanie czeSciowo oczyszczonych filtratow z hodowli
wyselekcjonowanych izolatow P. nodorum produ-
kujacych tylko wybrane efektory. Przedstawio-
ny w powyzszej pracy izolat Sn13—-1-1 moze by¢
z powodzeniem wykorzystany do prostej produk-
cji filtratu zawierajacego Tox3. Jego przydatnosc
do tego celu potwierdzito wykluczenie poprzez
badania PCR oraz powtarzane testy biologiczne,
produkcji innych efektorow. Powodowane przez
niego zmiany nekrotyczne u wrazliwych obiektow
niczym nie réznity si¢ od zmian powodowanych
przez preparaty Tox3 pochodzace z transgenicz-
nych systemow ekspresyjnych.

Reakcja obiektow pszenicy 1 pszenzyta
na preparat zawierajacy efektor Tox3 jest powta-
rzalna. Pojawianie si¢ zmian nekrotycznych mozna
zaobserwowac juz po 48h, a infiltracja nawet kilku
lisci jednej siewki nie powoduje niebezpieczenstwa
jej utracenia. Z tego powodu badania wrazliwosci
na efektor Tox3 mogg by¢ prowadzone rownolegle
z innymi czynnosciami hodowlany na tym samym
materiale, co dodatkowo moze ograniczy¢ koszty
wprowadzenia tej metody do programéw hodowla-
nych.

Whioski

1. Wykorzystanie w hodowli odpornos$ciowe;j
na P. nodorum, selekcji materialow z wykorzy-
staniem biatkowych efektorow, moze unieza-
lezni¢ ten proces od nie zawsze powtarzalnych
i ktopotliwych badan fenotypowych.

2. Wykorzystanie do produkcji efektorow odpo-
wiednich izolatow P. nodorum moze obnizy¢
koszty i1 ulatwi¢ wprowadzenie tej metody
do programoéw hodowlanych.

3. Izolat P. nodorum Snl13—1-1 moze by¢ wyko-
rzystany, jako tanie zrodto efektora Tox3

4. Opisana metodyka oraz zestaw odmian
moze by¢ wykorzystana do selekcji izolatéw
o podobnych wlasciwosciach.
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