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Ocena za pomoca metody ISSR zroznicowania genetycznego
izolowanych z lisci owsa grzybow
z gatunku Puccinia graminis f. sp. avenae

Assessment of genetic diversity of fungi Puccinia graminis f. sp. avenae isolated
from oat leaves by the ISSR

Puccinia spp. zaliczane sg do gtdwnych grzybowych patogendow roslin. W rankingu
najgrozniejszych grzybow chorobotwodrczych roslin na catym $wiecie zajmuja trzecie
migjsce [Dean i in. 2012]. Do rodziny tej naleza takie grzyby, jak Pucicinia graminis,
P. coronata czy P. striiformis. Jedna z powazniejszych chordb owsa, wywotanych infek-
cja grzyba z tej rodziny, jest rdza zdzbtowa, ktora pojawia si¢ po porazeniu P. graminis
f. sp. avenae. Choroba ta wystepuje w wickszosci miejsc, w ktorych uprawiany jest owies,
i powoduje strat¢ znacznej ilosci plonow [Martens 1985]. Objawy infekcji pojawiajg si¢
gtownie na todygach i liSciach, rzadziej na plewach w postaci matych, odbarwionych pla-
mek wystepujacych na poczatku zakazenia. Po ok. 10 dniach od porazenia tworzy si¢
kilkumilimetrowa szpara w skorce liscia, ktora powstaje w wyniku peknigcia tkanki ro-
slinnej pod wplywem nacisku masy ceglastoczerwonych uredinospor bgdacych jednym
z zarodnikow powstajacych w trakcie cyklu rozwojowego P. graminis f. sp. avenae.
Masy uredinospor wygladem przypominaja rdzawe plamy. Z czasem grzyb przestaje wy-
twarzac uredinospory i w ich miejsce tworzy si¢ warstwa czarnych teliospor, co wywotuje
czernienie pod koniec sezonu todyg silnie porazonych roslin [Leonard i Szabo 2005].

Puccinia graminis ma zlozony cykl zyciowy, obejmujacy dwie rézne rodziny zy-
wicieli: krzew berberysu i trawy. Grzyb zimuje na stomie i resztkach roslinnych w postaci
dwukomorkowych czarnych zarodnikdw zwanych teliosporami. Po przezimowaniu z te-
liospor formuje si¢ bazidium, na ktorym tworzg sie cztery bazydiospory. Po uwolnieniu
$3 one przenoszone przez wiatr na inne rosliny, w wyniku czego moze doj$¢ do zakazenia
zywiciela posredniego, jakim jest berberys. Po infekcji zywiciela posredniego na gornej
czesci liscia tworzg sie pyknidia (spermogonie), ktore otwieraja si¢ po 1-2 tygodniach,
uwalniajgc pikniospory (spermatia). Spermogonie zawierajg takze strzepki, ktore dziataja
jak gamety zenskie. Fuzja migdzy spermatiami a strzgpkami zenskimi prowadzi do po-
wstania dikariotycznego ecjum na dolnej cze¢sci liscia berberysu. Wewnatrz ecjow two-
rzone sg dikariotyczne ecjospory, ktdre rozprzestrzeniane drogg powietrzng infekujg po-
bliskie zboza lub trawy. Po infekcji ecjospory przeksztatcaja sie w uredinia i konczg cykl
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zyciowy rdzy zdzbtowej [Berlin i in. 2012, Szabo i in. 2014]. W urediniach powstaja
urediniospory — czerwonobrunatne, jednokomorkowe, dwujadrowe zarodniki o grubej
i chropowatej $cianie komorkowej [Malinowski 1966].

Rozmnazanie ptciowe umozliwia rekombinacje genetyczne, w ktérych wyniku po-
wstaja osobniki o réznym stopniu wirulencji, co moze mie¢ powazne konsekwencje dla
produkcji roslinnej zb6z [Berlin i in. 2012]. Jednym ze sposobdéw umozliwiajacych zba-
danie polimorfizmu w obrebie réznych gatunkow sa markery ISSR. Technika, ktéra po-
lega na zastosowaniu sekwencji mikrosatelitarnych jako starterow w tancuchowej reakcji
polimerazy w celu wygenerowania markeréw z wielu loci jest PCR-ISSR. Metoda ta
opiera si¢ na amplifikacji segmentu DNA znajdujacego si¢ w mozliwej do powielenia
odlegtoséci pomigdzy dwoma identycznymi, skierowanymi w przeciwnym kierunku re-
gionami powtorzen mikrosatelitarnych. Markery ISSR charakteryzuja si¢ wysokim poli-
morfizmem i sg przydatne w badaniach nad réznorodnoscia genetyczna, filogeneza czy
biologia ewolucyjng [Reddy i in. 2002].

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie owsem zwyczajnym (Avena sativa L.)
i produktami owsianymi. Jest to wyjatkowo atrakcyjne i warto§ciowe zboze posiadajace
wiele wlasciwos$ci prozdrowotnych. Przyczynia si¢ m.in. do obnizenia poziomu choleste-
rolu w surowicy krwi, reguluje poziom glukozy we krwi, korzystnie wptywa réwniez na
uktad sercowo-naczyniowy, wzmacnia system odpornosciowy i nerwowy. Ponadto owies
wykorzystywany jest rowniez do produkcji pasz dla zwierzat [Kawka i Achremowicz
2014]. Wszystko to sprawia, ze owies jest uprawiany na szeroka skalg, a niskie wymaga-
nia uprawne oraz temperaturowe prowadza ponadto do tego, ze jest to jedno z najczgsciej
uprawianych zbdz w Polsce [Gasiorowski 1995, Zarzecka i in. 2018]. W 2021 roku
uprawa owsa w Polsce zajmowata 0,5 min ha, a plony wynosity 1,7 mln ton [GUS 2021].
Wszelkie patogeny atakujace owies powoduja znaczne utraty w zbiorach, dlatego wazne
jest to, aby analizowa¢ wirulencje i biologie drobnoustrojow chorobotworczych, a do ta-
kich nalezy np. Puccinia graminis f. sp. avenae.

Z uwagi na budowe urediniospor (gruba $ciana komorkowa) izolacja materialu gene-
tycznego bezposrednio z zarodnikoéw jest bardzo trudna, a ilo$¢ wyekstrahowanego materialu
jest zazwyczaj niewielka. Z tego powodu sprawdzono, czy jest mozliwe wyizolowanie mate-
riatu genetycznego P. graminis f. sp. avenae z lisci owsa porazonych tym patogenem. Poniz-
sza praca koncentruje si¢ na ocenie mozliwosci wykorzystania metody ISSR do wykrycia po-
limorfizmu DNA izolatéw P. graminis f. sp. avenae o zréznicowanym pochodzeniu geogra-
ficznym w oparciu o DNA grzyba wyizolowane wraz z DNA rosliny zywicielskie;.

Material i metody

Wszystkie izolaty P. graminis f. sp. avenae wykorzystane w badaniu pochodzity
z Polski, z miejscowosci: Czestawice, Kopaszewo, Ozarow, Strzelce i Lublin (ryc. 1,
tab. 1). Izolaty pochodzace z pojedynczego zarodnika wyodrebniono z zebranych popu-
lacji metoda pigciokrotnego pasazowania. Pasazowanie prowadzono na fragmentach lisci
10-dniowych siewek odmiany ‘Kasztan’ wytozonych na szalki Petriego, ktore wypel-
nione byly agarem (0,6%) z dodatkiem benzimidazolu (3,4 mM). Szalki inokulowano
zarodnikami z poszczeg6lnych lokalizacji, po czym umieszczono w fitotronie na 10 dni,
w odpowiednich warunkach: temperaturze 17°C oraz natgzeniu $wiatta 4 kLx i wilgotno-
Sci powietrza 70%.



Puccinia graminis f. sp. avenae
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Ryc. 1. Rozmieszczenie lokalizacji, z ktérych pochodzity analizowane izolaty

LUBLIN

Tabela 1. Charakterystyka izolatéw Puccinia graminis f. sp. avenae wykorzystanych do analizy

Lp. Nazwa Poziom wyréwnania Lokalizacja Wojewddztwo
1. C.18/1 PK 2/6 izolat Czeslawice lubelskie
2. C.18/3PK 1/6 izolat Czeslawice lubelskie
3. K. 18/1 PK 1/6 izolat Kopaszewo wielkopolskie
4. K. 18/1 PK 1/5 izolat Kopaszewo wielkopolskie
5. 0.18PK 1/6 izolat Ozarow swigtokrzyskie
6. 0. 18 PK 2/6 izolat Ozaroéw $wigtokrzyskie
7. S. 18/1PK 1/5 izolat Strzelce todzkie
8. S. 18/2 PK 1/5 izolat Strzelce todzkie
9. S. 18/3PK 1/5 izolat Strzelce todzkie
10. L. 18/1 PK 1/5 izolat Lublin lubelskie




Po uplywie 10 dni porazony owies zebrano i przeprowadzono izolacje¢ calkowitego
DNA z wykorzystaniem zestawu Plant & Fungi DNA Purification Kit (EURX, Polska).
Materiat izolowano wedtug procedury opisanej przez producenta. Przed wykonaniem izo-
lacji na mikrokolumny naniesiono 40 pl buforu aktywacyjnego i pozostawiono w tempe-
raturze pokojowej do chwili naniesienia lizatu na kolumne. Zarodniki zhomogenizowano
w cieklym azocie z wykorzystaniem mozdzierza i thuczka. Uzyskany materiat przenie-
siono do probéwki 2 ml typu Eppendorf. Osad zawieszono w 400 pl buforu Lyse F w celu
osadzenia rozdrobnionej tkanki na dnie probéwki. Do zawiesiny dodano 3 pl RNase A
i 10 pl Proteinase K. Probowke poddano dziataniu worteksu i inkubowano przez 30 min
w temp. 65°C. Podczas inkubacji mieszaning dwukrotnie mieszano. Dodano 130 pl bu-
foru AC, doktadnie wymieszano przez inwersj¢ i inkubowano przez 5 min na lodzie. Wi-
rowano 10 min z predkoscig 15 000 x g. Znad osadu zebrano 400 pl supernatantu, prze-
niesiono do nowej probowki, a nastgpnie dodano 350 pl buforu Sol P i 250 pl 96% eta-
nolu. Wymieszano przez inwersj¢ oraz zwirowano przez 1 min z predkoscia 14 000 x g.
Nastepnie przeniesiono 600 ul supernatantu do minikolumny znajdujacej si¢ w probéwce
i zwirowano przez 1 min z predkoscia 14 000 X g. Wyjeto kolumng, wylano przesacz,
a nastgpnie umieszczono minikolumng z powrotem w probee odbierajacej. Pozostaty su-
pernatant przeniesiono do minikolumny. Zwirowano przez 1 min z predkoscia
14 000 x g. Wylano przesacz, a minikolumng¢ umieszczono z powrotem w probéwce. Do-
dano 500 pl buforu ptuczacego Wash PX i zwirowano przez 1 min z predkoscia
14 000 x g. Wirowanie powtorzono dwukrotnie. Minikolumng umieszczono w nowej
probowce typu Eppendorf 1,5 ml. Dodano 120 pl buforu Elution (10 mM Tris-HClI,
pH 8,5) ogrzanego do temp. 80°C. Minikolumng pozostawiono na 3 min w temperaturze
pokojowej, a nast¢pnie poddano wirowaniu przez 1 min 14 000 x g w celu zwigkszenia
wydajnosci izolacji. DNA gotowe do dalszych analiz zamrozono w temp. —20°C. Dodat-
kowo, w celu identyfikacji prazkow pochodzacych z rosliny, wyizolowano DNA z lisci
odmiany ‘Kasztan’ niepoddanych infekcji. Izolacja zostala wykonana ta sama metoda.

Stezenie oraz czystos¢ wyizolowanego DNA sprawdzono z wykorzystaniem spektro-
fotometru Nanodrop dla proby o objetosci 1 pl. Przygotowane w ten sposob proby dopro-
wadzono do jednakowego stezenia 10 ng - I Kolejnym etapem byl rozdziat elektrofore-
tyczny, ktory przeprowadzono z uzyciem zestawu do elektroforezy poziomej Agagel Maxi
(Biometra). Elektroforeza byta wykonana w obecnoéci bromku etydyny (50 ng - ml-?)
W 1,5% zelu agarozowym, w buforze 1 x TBE przez 1,5 godziny przy napigciu 120 V.
Efekt rozdzialu zwizualizowano w $wietle UV i udokumentowano przy uzyciu aparatu
fotograficznego.

Amplifikacje regionow mikrosatelitarnych przeprowadzono z uzyciem metody
PCR z zastosowaniem 80 starterow ISSR. Wstepna analiza obejmowata amplifikacje
dwoch wybranych losowo prob. Nastepnie sporzadzono elektroforegram, na ktorego pod-
stawie wybrano 13 starterow, ktore zostaty wykorzystane do przeprowadzenia dalszych ana-
liz. W sktad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 10 ul wchodzity: 1 % bufor do PCR (75 mM
Tris-HCI pH 8,8; 20 mM (NH4)2S04, 0,01% Tween 20; Thermo Fischer); 200 uM kazdego
dNTP; 5 pM startera; 1,5 mM MgCly; 20 ng genomowego DNA,; 0,5 U DreamTagPolymerase
(Thermo Fischer). Reakcja PCR zostata przeprowadzona w termocyklerze TProfessional
Basic firmy Biometra®. Profil termiczny reakcji byt nastgpujacy: wstepna denaturacja
przez 4 min, 36 cykli: denaturacja 94°C — 30 s, przylaczanie starterow: trzy pierwsze
cykle 54°C — 45 s, trzy kolejne cykle 53°C — 45 s i 30 cykli 52°C - 45 s, wydtuzanie
starterow 72°C — 1 min, z koncowg inkubacjg 7 min w 72°C.
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Aby zobrazowa¢ produkty reakcji amplifikacji oraz zidentyfikowaé¢ prawdopo-
dobne polimorfizmy, przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny. Rozdziat wykonano
w 1,5% zelu agarozowym z 0,01% EtBr w buforze TBE (89 mM Tris-boran, 2,5 mM
EDTA) przez 1,5 godziny przy napigciu 120 V. Efekt rozdzialu zwizualizowano w $wie-
tle UV i udokumentowano przy uzyciu aparatu fotograficznego.

W celu okreslenia polimorfizmu obecnos¢ prazka odnotowano jako pojedyncza ce-
che, ktorej przypisano warto§¢ w systemie 0/1 1 przekonwertowano na matryce binarna.
Otrzymang matryc¢ poddano analizie statystycznej w programie XLSTAT (Addinsoft,
Inc., Brooklyn, NY, USA) [XLSTAT 2019] oraz PAST 4.0 [Hammer i in. 2001]. Oce-
niono dystans genetyczny, stosujac wspotczynnik Dice’a [Dice 1945] i skonstruowano
dendrogram metoda Warda [Ward 1963].

Wyniki i dyskusja

Aby sprawdzi¢ mozliwo$¢ wykorzystania metody ISSR do analizy polimorfizmu
DNA P. graminis f. sp. avenae w tle odmiany owsa zwyczajnego ‘Kasztan’, przeprowa-
dzono reakcje z DNA izolatéw w celu identyfikacji takich starterow, ktore inicjowaty
amplifikacje najwigkszej liczby tatwo rozréznialnych produktow. Wybrano cztery star-
tery: ISSR 16, ISSR 17, ISSR 31, ISSR 33, ktorych sekwencje zostaly podane w tabeli 2.
Wytypowane startery wykorzystano nastgpnie do reakcji PCR-ISSR, stosujac jako ma-
tryce DNA 10 izolatow.

Cztery startery ISSR inicjowaty amplifikacj¢ tacznie 76 typow amplikonow DNA,
z ktorych 41 (54%) pochodzito z odmiany ‘Kasztan’ (tab. 2). Liczba polimorficznych
prazkéw obejmowata 18 fragmentow (23,7%). Najwigksza liczbg amplifikowanych pro-
duktow zaobserwowano dla startera ISSR 16; dla niego uzyskano takze najwiecej frag-
mentow polimorficznych. Jedynie 11 prazkow zidentyfikowano jako monomorficzne dla
P. graminis, a w przypadku prazkéw specyficznych dla pojedynczych izolatow P. grami-
nis otrzymano 6 fragmentow, co daje 7,9% z catkowitej liczby uzyskanych produktow.

Tabela 2. Charakterystyka polimorfizmu badanych izolatéw Puccinia graminis f. sp. avenae
zidentyfikowanego metoda ISSR

Liczba fragmentow

Lp. | Starter Sek\fven,cja specyficznych| polimorfi- | monomorfi- |specyficznych
5’3 catkowita | dla odmiany | cznychdla | cznych dla dla

‘Kasztan’ P. graminis | P. graminis | P. graminis
1. |ISSR16 | (GA)sC 25 13 7 3 2
2. | ISSR17 | (GA)sYC 24 16 3 2 3
3. | ISSR31| (AG)sYC 15 4 6 5 0
4. |ISSR33| (AG)sT 12 8 2 1 1
Suma 76 41 18 11 6
Srednia 19 10,25 45 2,75 1,5
% 100 54 23,6 14,5 7,9
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Biorac pod uwage produkty uzyskane dla poszczegolnych izolatow, suma wszyst-
kich prazkéw byta bardzo podobna dla kazdego z nich i wynosita od 58 do 62 (tab. 3).
Suma prazkéw monomorficznych dla P. graminis wyniosta 10. Najwiecej prazkéw poli-
morficznych (11) uzyskano w oparciu 0 DNA izolatu K. 18/1 PK 1/5 pochodzacego z Ko-
paszewa, natomiast najmniej dla izolatu S. 18/1 PK 1/5 pozyskanego ze Strzelec (7).
Prazki specyficzne dla badanego izolatu patogenu zaobserwowano tylko dla 4 genotypow
(K. 18/1 PK 1/6, S. 18/1 PK 1/5, S. 18/2 PK 1/5, S. 18/3 PK 1/5), przy czym najwiecej
(3 amplikony) uzyskano dla S. 18/2 PK 1/5 ze Strzelec.

Tabela 3. Charakterystyka badanych izolatéw Puccinia graminis f. sp. avenae

Suma prazkow
| v | oaminy | O | B | o
grzyba dlagrzyba | grzyba
1. | C.18/1 PK 2/6 58 39 10 9 0 19
2. |C.18/3PK 1/6 58 40 10 8 0 18
3. |K 18/1PK 1/6 59 40 10 8 1 19
4. |K.18/1PK 1/5 61 40 10 11 0 21
5. | O.18PK1/6 59 41 10 8 0 18
6. | O.18PK2/6 60 41 10 9 0 19
7. | S.18/1PK 1/5 59 41 10 7 1 18
8. | S.18/2PK 1/5 61 41 10 8 2 20
9. | S.18/3PK 1/5 62 42 10 9 1 20
10. | L. 18/1 PK 1/5 59 41 10 8 0 18

Na podstawie polimorfizmu zidentyfikowanego metodg ISSR-PCR dla 10 izolatdw
okreslono ich dystans genetyczny. Srednia warto$¢ dystansu wynosita 0,497, wahajac sie od
0,053 pomigdzy S. 18/3 PK 1/5 a C. 18/1 PK 2/6 do 1,00 migdzy S. 18/1 PK 1/5a K. 18/1 PK
1/6, L. 18/1 PK 1/5a K. 18/1 PK 1/6 oraz S. 18/1 PK 1/5 a K. 18/1 PK 1/5 (tab. 4).

Na dendrogramie skonstruowanym metoda Warda (ryc. 2) mozna wyodrebni¢ dwie
glowne grupy skupien, w tym jedng obejmujacg izolaty z Kopaszewa oraz druga zawie-
rajacg wszystkie pozostale analizowane izolaty. W obrebie tej drugiej grupy uformowaty
si¢ dwa subklastry: pierwszy grupujacy izolaty z Ozarowa oraz drugi grupujacy izolaty
ze Strzelec, Czestawic 1 Lublina. Na podstawie dendrogramu mozna stwierdzi¢, ze naj-
bardziej odmienne od pozostatych badanych izolatow byly te pochodzace z Kopaszewa,
a w nastepnej kolejnosci izolaty z Ozarowa.
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Tabela 4. Matryca indeksow dystansu genetycznego Dice’a pomigdzy analizowanymi izolatami
Puccinia graminis f. sp. avenae okreslonych na podstawie polimorfizmu
identyfikowanego metoda ISSR

© © © L0 Te) o 7o)
S = = = © © = = =
4 4 X 4 — N
o o o o \'4 Y4 E E E
Ay «Q = Ay o o < N )
T T T - T T - - R =
o $) ¥ ¥ o) o) %) %) %)
C.18/1 PK 2/6
C.18/3PK 1/6 0,059
K. 18/1 PK 1/6 0,882 | 0,875
K. 18/1 PK 1/5 0,789 | 0,889 | 0,222
0O.18PK 1/6 0,294 | 0,375 | 0,875 | 0,556
0. 18PK 2/6 0,222 | 0,294 | 0,882 | 0,579 | 0,059
S. 18/1PK 1/5 0,176 | 0,125 | 1,000 | 1,000 | 0,500 | 0,412
S. 18/2PK 1/5 0,200 | 0,158 | 0,895 | 0,905 | 0,474 | 0,400 | 0,263
S. 18/3PK 1/5 0,053 | 0,111 | 0,889 | 0,800 | 0,333 | 0,263 | 0,222 | 0,238
L. 18/1 PK 1/5 0,176 | 0,125 | 1,000 | 0,889 | 0,375 | 0,294 | 0,125 | 0,263 | 0,222
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Ryc. 2. Dendrogram badanych izolatéw Puccinia graminis f. sp. avenae uzyskany metoda Warda
w oparciu o polimorfizm identyfikowany za pomoca metody ISSR-PCR
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W oparciu o uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze wykorzystana w pracy metoda
izolacji jest wiarygodna i istnieje mozliwos¢ uzyskania DNA specyficznego dla P. gra-
minis f. sp. avenae, ekstrahujgc materiat z liSci porazonych tym patogenem. Technika ta
jest prostsza i mniej pracochtonna niz bezposrednia izolacja DNA z zarodnikéw. Metoda
PCR-ISSR jest ponadto dobra do oceny zr6znicowania genetycznego P. graminis f. sp.
avenae, na co wskazuje fakt, ze zidentyfikowano tacznie 46% amplikonow pochodzenia
grzybowego.
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Analiza za pomoca metody ISSR polimorfizmu genetycznego
izolowanych z lisci owsa grzybow z gatunku Puccinia coronata
f. sp. avenae

Genetic polymorphisms of Puccinia coronata f. sp. avenae isolated from oat leaves
analysis using the ISSR method

Owies zwyczajny (Avena sativa L.) nalezy do rodzaju Avena L., rodziny Poaceae
Barnh [Frey i Rutkowski 2002]. Pod wzgledem wielko$ci upraw owies zwyczajny zaj-
muje szoste miejsce na §wiecie [FAO 2022]. W Polsce powierzchnia uprawy owsa sta-
nowi 7% ogolnych zasiewow zb6z wedhig Gltownego Urzedu Statystycznego [GUS
2020]. Avena sativa jest rosling jednoroczng, wystepujaca w dwoch formach: jarej i ozi-
mej, ktore ro6znig si¢ migdzy soba okresem wegetacji. W wickszosci krajow Europy, row-
niez w Polsce, uprawia si¢ odmiany jare, ktore majg zdolnos$¢ do petnego rozwoju w trak-
cie jednego okresu wegetacyjnego [Chawade i in. 2012]. Owies ozimy daje wigksze plony
i mozliwy jest jego wczesniejszy zbior, niemniej jednak jego niska mrozoodporno$¢ ogra-
nicza wykorzystanie tej rosliny w warunkach klimatycznych Polski. Avena sativa jest
rosling fitosanitarna, dzigki czemu bardzo cze¢sto stosowana jest w plodozmianie zdomi-
nowanym przez gatunki zbozowe [Michta i in. 2021]. Owies jest wykorzystywany jako
pasza dla zwierzat, ale dzigki poznaniu jego korzystnych wlasciwosci wzrosto jego zna-
czenie w zywieniu ludzi, kosmetologii oraz medycynie. Dziata on prozdrowotnie na or-
ganizm ludzki oraz zwierzgcy, poniewaz jest zrodtem sktadnikow odzywcezych i zwiaz-
kow bioaktywnych, np. blonnika. Rowniez biatko znajdujace si¢ w owsie zwyczajnym
jest cenniejsze i bogatsze w aminokwasy egzogenne niz pochodzace z innych zbdz
[Kawka i Achremowicz 2014]. Owies jest zbozem tatwym w uprawie ze wzgledu na do-
skonale wykorzystanie sktadnikéw pokarmowych znajdujacych si¢ w glebie, a takze
zdolno$¢ wzrostu na zakwaszonym podtozu o niskich wartosciach pH [Michta i in. 2021].

Jedna z najczesciej wystepujacych chordb grzybowych owsa jest rdza koronowa
wywotywana przez grzyb Puccinia coronata f. sp. avenae. Grzyb ten uszkadza tkanke
liSciowa, co prowadzi do nieprawidlowos$ci podczas procesu fotosyntezy, a nastepnie
wplywa na obnizenie plonu oraz zmniejszenie masy i ilosci ziarna [Kebede i in. 2019,
Paczos-Grzgda i Sowa 2019]. Objawem zakazenia owsa rdza koronowa jest duza ilo$¢
pomaranczowo-zottych okraglych lub podtuznych skupisk urediniéw na lisciach. Uredi-
niospory uwalniajgce si¢ z urediniow mogg przemieszczac si¢ na duze odleglosci za po-
mocg wiatru [Jackson i in. 2008]. W ten sposdb moze dojs¢ do zarazenia upraw owsa
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W promieniu wielu kilometrow. Zakazenie widoczne jest gldwnie na powierzchni lisci,
a sporadycznie takze na pochwach lisciowych, zdzbtach lub strukturach kwiatowych. Po-
razenie czesto wigze si¢ z wystapieniem chloroz lub nerkoz. Najwigkszy odsetek upraw
owsa zarazonych rdzg koronowa wystepuje na obszarach o duzej wilgotnosci i wysokiej
temperaturze [Nazareno i in. 2018].

Puccinia coronata f. sp. avenae jest grzybem nalezacym do typu podstawczakow i po-
chodzacym z rodziny rdzowatych (Pucciniaceae), rzedu rdzowcow (Pucciniales). Pierwszy
raz zostat opisany przez Corde w 1837 r. [Liu i Hambleton 2013]. Do rozwoju i rozmnazania
P. coronata potrzebuje tkanek zywych organizmow, poza nimi moze przetrwac jedynie w for-
mie wyspecjalizowanych zarodnikéw. Grzyb jest obligatoryjnym biotrofem, a do przejscia
pelnego cyklu rozwojowego potrzebuje dwoch zywicieli: ostatecznego, ktorym jest owies,
oraz posredniego, czyli szaktaku (Rhamnus) [Nazareno i in. 2018]. Zarodniki po wykietko-
waniu tworzg appresoria — fragmenty strzepek pozwalajace na przymocowanie si¢ grzyba do
grzbietowej strony liscia. W wyniku penetracji grzyb przedostaje si¢ do przestrzeni migdzy
gorng a dolng epidermg liscia. W jamie aparatu szparkowego powstaje pecherzyk, z ktdrego
wytwarzane s wydtuzajace si¢ strzgpki infekcyjne. Z nich powstaja haustoria — ssawki, sg
one wyspecjalizowanymi strukturami zywieniowymi, umozliwiajagcymi pobieranie sktadni-
kow odzywczych i wydzielanie bialek efektorowych do komoérek gospodarza. Badania pato-
gennych grzybdw rdzawnikowych (Uredinales) wykazaty, ze zewngtrzna warstwa $ciany ko-
mérkowej struktur zakazajacych, ktore tworzg sie na powierzchni lisci, zawiera chityne, pod-
czas gdy w warstwie $ciany komorkowej struktur grzyba znajdujacych si¢ we wnetrzu rosliny
wystepuje chitozan [Gozdzicka-Jozefiak i in. 2009].

Narzedziem wykorzystywanym w biologii molekularnej do oceny zréznicowania
genetycznego sa markery molekularne. Metoda ISSR jest modyfikacja PCR. Polega na
amplifikacji fragmentéw DNA znajdujacych si¢ pomi¢dzy dwoma mikrosatelitarnymi re-
gionami, ktore sa zorientowane w przeciwnych kierunkach. Metoda ISSR moze by¢ uzyta
do analizy DNA wszystkich gatunkow zawierajacych wystarczajaca liczb¢ odpowiednio
zlokalizowanych sekwencji mikrosatelitarnych. Otrzymane amplikony maja zwykle od
200 do 2000 bp dhugosci. Technika ta jest prosta, szybka oraz odznacza si¢ wysoka po-
wtarzalno$cig. Uzyskane za jej pomocg wyniki sg fatwe do zwizualizowania za pomocg
elektroforezy w zelu agarozowym lub poliakrylamidowym. Do przeprowadzenia analizy
potrzebna jest niewielka ilo$¢ materiatu genetycznego [Zigtkiewicz i in. 1994]. Wiary-
godnos¢ metody wynika migdzy innymi ze stosowania stosunkowo wysokiej temperatury
przylaczania starteréw wykorzystywanych w reakcji. Startery w swojej sekwencji maja
fragment komplementarny do sekwencji powtarzalnej oraz nukleotydy zakotwiczajace na
koncu 5’ lub 3°. Uzyskiwane przy udziale tej metody markery maja charakter dominu-
jacy, a wigc nie pozwalajg na rozroznienie alleli w obrebie jednego locus.

Jedna z najwazniejszych cech charakteryzujacych kazda populacje jest zroznicowanie
genetyczne bedace wynikiem selekcji naturalnej wystepujacej w srodowisku. Stanowi ono
podstawe zachowania zdolnosci adaptacyjnych populacji do zmiennych warunkow $rodowi-
skowych. Umozliwia zachowanie stabilnosci i trwato$ci populacji podczas zmiany warunkow
klimatycznych, jest rOwniez czynnikiem chronigcym przed stresem biotycznym lub abiotycz-
nym. Zmieniajace si¢ warunki srodowiska moga prowadzi¢ do zubozenia zmiennos$ci gene-
tycznej poprzez eliminacj¢ okreslonych genotypoéw z populacji. Niski stopien zréznicowania
genetycznego prowadzi zazwyczaj do obnizenia zdolnosci adaptacyjnej populacji.

Celem niniejszej pracy byta ocena mozliwosci wykorzystania metody ISSR do wykrycia
polimorfizmu DNA wérdd izolatow P. coronata f. sp. avenae o zréznicowanym pochodzeniu
geograficznym. W pracy wykorzystano odmienng od dotychczas stosowanych metode izolacji
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DNA grzyba. W przeciwienstwie do standardowej metody izolacji z zarodnikow przeprowa-
dzono izolacj¢ z zainfekowanych lisci. Material wyjsciowy do ekstrakcji kwaséw nukleino-
wych stanowity porazone rdza koronows liscie wrazliwej odmiany ‘Kasztan’.

Material i metody

Materiat do badan stanowito sze$¢ izolatdéw Puccinia coronata f. sp. avenae zebra-
nych w roznych czeéciach Polski w latach 2017-2018 (tab. 1). Urediniospory zbierane
byty w Polsce w trzech lokalizacjach: Czestawice i1 Kijany (woj. lubelskie) oraz Polano-
wice (woj. matopolskie).

Tabela 1. Charakterystyka izolatow Puccinia coronata f. sp. avenae wykorzystanych do analizy

Lp. Nazwa Poziom wyréwnania | Miejsce pochodzenia | Rok pochodzenia
1. Cz.14 2/550 Czestawice 2017
2. Cz. 17 3/5 68 Czestawice 2017
3. P.32/5921070 izolat Polanowice 2017
4. P.1.1/5 Polanowice 2017
5. P.31/594 Polanowice 2017
6. K. 18 PK 2/5 Kijany 2018

Izolaty pochodzace z pojedynczego zarodnika uzyskano w wyniku pigciokrotnego
pasazowania. Prowadzono je na fragmentach lisci 10-dniowych siewek odmiany ‘Kasz-
tan’ wylozonych na szalki Petriego wypelione agarem (0,6%) z dodatkiem benzimida-
zolu (3,4 mM). Szalki inokulowano zarodnikami pochodzgcymi z poszczegdlnych loka-
lizacji, a nastgpnie umieszczano na 10 dni w fitotronie przy kontrolowanym nat¢zeniu
swiatta (4 kLx) i wilgotno$ci powietrza (70%), w temp. 17°C. Po pojawieniu si¢ na po-
wierzchni liSci duzych iloéci zarodnikow przeprowadzono izolacj¢ catkowitego DNA
z lisci odmiany ‘Kasztan’ porazonych sze$cioma izolatami P. coronata zgodnie z meto-
dyka dotaczong do zestawu komercyjnego Plant & Fungi DNA Purification Kit (EURx,
Polska). Przed izolacja tkanke zhomogenizowano w ciektym azocie z wykorzystaniem
mozdzierza i thuczka. Uzyskany material przeniesiono do probdwki 2 ml typu Eppendorf
i zawieszono w buforze Lyse F przeznaczonym do izolacji kwaséw nukleinowych z grzy-
bow. Po przeprowadzeniu izolacji uzyskane w buforze do elucji roztwory DNA zamro-
zono w temp. —20°C.

W celu oznaczenia jakosci wyizolowanego DNA zostal przeprowadzony rozdziat
elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym. W tym celu wykorzystano zestaw do elektro-
forezy poziomej Agagel Maxi (Biometra). Rozdziat przeprowadzono w buforze 1 x TBE
przez 0,5 godziny przy napigciu 120 V. Stezenie wyizolowanego DNA zostato ocenione
przy uzyciu spektrofotometru Nanodrop dla proby o objetosci 1 pul. Opierajac si¢ na uzy-
skanych wynikach, wykonano rozcienczenia wszystkich probek do jednakowego stezenia
10 ng/ul. W ten sposéb uzyskano matryce do reakcji PCR.

Do przeprowadzenia analiz wytypowano na podstawie wczesniej prowadzonych
badan sze$¢ starterow (tab. 2). Reakcje prowadzono w objetosci 10 ul. W sktad mieszaniny
reakcyjnej wchodzity: 1 x bufor do PCR [(NH4)2SO4]; 200 nM dNTP; 5 pM startera ISSR;
1,5 mM MgCly; 40 ng genomowego DNA; 0,8U polimerazy Tag. Zastosowano nastepujacy
profil termiczny: wstepna denaturacja przez 4 min w temp. 94°C, 36 cykli: denaturacja 94°C
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—30 s, przyltgczanie starterow: trzy pierwsze cykle 54°C — 45 s, trzy kolejne cykle 53°C—-45s
i trzy cykle 52°C — 45 s, wydhuzanie starteréw 72°C — 1 min, z koficowg inkubacja 7 min
w 72°C. Produkty reakcji PCR rozdzielano w 2% zelu agarozowym z 0,01% EtBr w buforze
TBE (89 mM Tris-boran, 2,5 mM EDTA). Zele fotografowano, wykorzystujac system doku-
mentacji. Analiz¢ zdj¢¢ dokonano, przeksztalcajac je na matryce binarng. Obecno$¢ produktu
ISSR oznaczano jako 1, za$ jego brak jako 0. Otrzymang matryce poddano analizie statystycz-
nej w programie PAST 3.19 [Hammer i in. 2001].

Wyniki i dyskusja

Do analizy wykorzystano sze$¢ starterow: ISSR 1, ISSR 14, ISSR 16, ISSR 17, ISSR
31, ISSR 33 (tab. 2), ktorych uzyto do reakcji PCR-ISSR, wykorzystujac jako matryce DNA
sze$¢ izolatow P. coronata f. sp. avenae izolowanych wraz z tkanka zywiciela — A. sativa
‘Kasztan’. W reakcji z wymienionymi wyzej starterami uzyskano facznie 93 typy produktow,
w tym 21 na matrycy DNA grzyba, sposrod ktorych 13 (13,9%) bylo polimorficznych, a 8
(8,6%) monomorficznych. Srednio na starter przypadato 16 produktéow PCR. Najwicksza
liczbe amplikonéw obserwowano w przypadku startera ISSR 33, najwigksza liczbe fragmen-
tow polimorficznych uzyskano w przypadku startera ISSR 14, a monomorficznych — w obec-
nosci startera ISSR 16, jednoczes$nie w obecnosci tego startera zaobserwowano najwigcej am-
plikonéw pochodzacych z P. coronata f. sp. avenae (38%) w stosunku do wszystkich ampli-
konéw. Zaledwie dwa produkty specyficzne dla pojedynczych genotypdw, stanowiace 2%
wszystkich amplikondw, uzyskano dla starterdw ISSR 1 oraz ISSR 31.

Tabela 2. Charakterystyka starterow ISSR wykorzystanych w badaniu polimorfizmu izolatéw
P. coronata f. sp. avenae izolowanych z li§ci odmiany ‘Kasztan’

Liczba fragmentow
Lp. | Starter Sek\,/ven,cja catko- polimorficznych monomor- specyficznych specyficz_nych
5'-3 Wita dla ficznych dla dla dla odmiany
P.coronata | P.coronata | P.coronata | ‘Kasztan’
1. | ISSR1 | (AG)sG 11 1 1 1 8
2. |ISSR14 | (GA)7YG 16 4 1 0 11
3. |ISSR16| (GA)sC 16 3 3 0 10
4. | ISSR17 | (GA)sYC 15 1 2 0 12
5. | ISSR31| (AG)sYC 17 1 1 1 14
6. | ISSR33| (AG)sT 19 3 0 0 16
Suma 94 13 8 2 71
Srednia 15,67 2,16 1,33 0,33 11,83
% 100 13,9 8,6 2,15 76,3%

Najwigksza liczbe fragmentéw polimorficznych uzyskano dla izolatu P. 3 2/5 9210,
dla tego izolatu uzyskano réwniez najwigcej amplikonéw pochodzacych z P. coronata
f. sp. avenae (tab. 3). Analiza produktéw uzyskanych dla poszczegélnych izolatow wy-
kazata, ze liczba amplikonéw wynosita od 80 (P.3 1/5 94) do 89 (P.3 2/5 9210 70) —
tabela 3. Suma amplikonéw monomorficznych dla P. coronata wynosita 8. Najwiecej
produktéw polimorficznych (11) uzyskano w analizie w oparciu 0 DNA izolatu P.3 2/5
9210 pochodzacego z Polanowic, natomiast najmniej (2) dla izolatu P.3 1/5 94 réwniez
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pozyskanego w tej lokalizacji. Prazki specyficzne dla pojedynczych izolatow P. coronata
zaobserwowano tylko dla izolatéw Cz.14 2/5 50 oraz Cz.17 3/5 68 zebranych w Czesta-
wicach w woj. lubelskim.

Tabela 3. Charakterystyka polimorfizmu ISSR izolatéw Puccinia coronata f. sp. avenae
izolowanych z liSci odmiany ‘Kasztan’

Suma amplikonéw
Lp. 1zolat wszyst- poil;%ﬁzq' monomor- polimorficz-| specyficz- wszystkich
. - ficznych dla| nych dla nych dla
kich |z odmiany z P. coronata

. ; | P. coronata | P. coronata | P. coronata

Kasztan
1.| Cz.142/550 87 70 8 8 1 17
2.| Cz.173/568 88 70 8 9 1 18
3.| P.32/59210 89 70 8 11 0 19
4. P.111/5 85 70 8 7 0 15
5. P.31/59% 80 70 8 2 0 10
6. |Kijany 18 PK 2/5| 81 70 8 3 0 11

Na podstawie polimorfizmu zidentyfikowanego dla badanych genotypow okreslono
podobienstwo genetyczne oparte o wspolczynnik Jaccarda [Jaccard 1908]. Srednia war-
to$¢ podobienstwa wynosita 0,284 i wahata si¢ od 0 pomiedzy izolatem P.3 1/5 94 a Cz.14
2/5 50 oraz Cz.17 3/5 68 do 0,727 pomigdzy izolatami Cz.14 2/5 50 i Cz.17 3/5 68

(ryc. 1).

Cz.142/550 Cz.173/568 P.32/5921070 P.111/5 P.31/594 K. 18 PK 2/5 0
1 0.727 0.538 0.333 0 0.091 Cz.14 2/550
1 0.615 0.308 0 0.083 Cz. 17 3/568
1 0.500 0.083 0.077 P.32/59210 70
1 0.125 0.111 P.111/5
1 0.667 P.31/594
1K.18PK2/5

1

Ryc. 1. Wartos$ci podobienstwa genetycznego Jaccarda uzyskane na podstawie polimorfizmu
produktéw ISSR dla izolatéw Puccinia coronata f. sp. avenae

W oparciu o podobienstwo genetyczne Jaccarda przeprowadzono analiz¢ sktadowych
glownych (PCoA), ryc. 2. Dwie pierwsze sktadowe tlumacza 90% catkowitej zmiennosci.
Wykres zgodnie z matryca obrazuje duze podobienstwo pomigdzy izolatami pochodza-
cymi z Czestawic. Na jego podstawie mozna rowniez stwierdzi¢, ze izolat K.18 PK 2/5
jest najbardziej podobny genetycznie do P.3 1/5 94.

Analiza metoda ISSR jest wysoce efektywna w identyfikacji zréznicowania gene-
tycznego w obrebie P. coronata f. sp. avenae i umozliwia jego ocene w obrebie badanego
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gatunku. Udziat amplifikowanych produktow polimorficznych wyniost 13,9%. Zidenty-
fikowano 8,6% produktéw monomorficznych, ktore moga stanowic¢ podstawe do opraco-
wania potencjalnych sekwencji specyficznych, mozliwych do wykorzystania w identyfi-
kacji patogenu, jakim jest Puccinia coronata f. sp. avenae.
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Ryc. 2. Analiza PCoA badanych izolatéw Puccinia coronata f. sp. avenae
w oparciu o polimorfizm identyfikowany z wykorzystaniem ISSR

Identyfikujaca polimorfizm w obrgbie sekwencji miedzymikrosatelitarnych metoda
ISSR obejmuje uzycie jednego startera komplementarnego do docelowego regionu mi-
krosatelitarnego w reakcji PCR [Zigtkiewicz i in. 1994]. Podstawowe cechy sekwencji
satelitarnych i migdzymikrosatelitarnych to hiperzmienno$¢ i losowe rozmieszczenie
w calym genomie. Ewolucyjne tempo zmian w regionach mikrosatelitarnych jest znacz-
nie wyzsze niz w innych regionach i to wtasnie hiperzmienno$¢ markerow ISSR umozli-
wia wykrycie wyzszego poziomu polimorfizmu w poréwnaniu z innymi markerami mo-
lekularnymi. W poréwnaniu z innymi technikami molekularnymi, takimi jak SSR (ang.
simple sequence repeats — powtorzenia sekwencji mikrosatelitarnych), AFLP (ang. am-
plified fragments lenght polymorphisms — polimorfizm dtugoéci amplifikowanych frag-
mentdw) czy RAPD (ang. random amplified polymorphic DNA — losowo amplifikowany
polimorficzny DNA), gltéwne zalety techniki ISSR obejmuja réwniez prostote wykona-
nia, wysoka stabilno$¢ i powtarzalno$¢ oraz brak koniecznos$ci posiadania wczesniej-
szych informacji o sekwencji badanego gatunku. Technika ta zostata po raz pierwszy po-
kazana jako przydatna do oceny réznorodnosci genetycznej roslin i zwierzat, a nastgpnie
wykazano, ze jest uzyteczna w przypadku analizy réznorodnosci genetycznej grzybow
patogenicznych dla roslin [Menzies i in. 2003, Hannachi i in. 2015]. Co wigcej, markery
ISSR moga by¢ dalej przeksztatcane w bardziej specyficzne markery SCAR (ang. sequ-
ence characterized amplified region — amplifikowane regiony o charakterystycznej se-
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kwencji) [Kiran i in. 2010]. Specyficzne dla gatunku markery SCAR zostaty z powodze-
niem opracowane do identyfikacji fitopatogennych grzybdw, takich jak Bipolaris soroki-
niana [Aggarwal i in. 2011], Tilletia controversa [Gao i in. 2011] i Fusarium mangiferae
[Wuiin. 2016].

Izolacja grzyba wraz z tkankg zywiciela — A. sativa, wplywa negatywnie na identy-
fikowany polimorfizm. Udziat amplikonéw pochodzacych z tkanki roslinnej jest bardzo
wysoki i wynosi 76,3%. Biorac pod uwage, ze P. coronata jest obligatoryjnym biotrofem
i nie mozna prowadzi¢ hodowli tego grzyba na pozywkach, a jedynie na zywej tkance
zywiciela, jedynym mozliwym materiatem do izolacji DNA sa zarodniki — urediniospory,
produkowane ok. 10 dni po zakazeniu. Niestety zarodniki sa otoczone trudng do znisz-
czenia $ciang, poza tym ich ilo$¢ jest stosunkowo niewielka. Potencjalng alternatywa byta
izolacja DNA grzyba wraz z tkanka zywiciela i odrzucanie produktow charakterystycz-
nych tylko dla wrazliwej odmiany owsa. Poréwnujac otrzymane wyniki do uzyskanych
w oparciu o DNA izolowane z grzyba [Gorczyca i in. 2021], mozna zauwazy¢ bardzo
duzy spadek ilo$ci uzyskiwanych amplikonéw pochodzenia grzybowego.

Przedstawiony w pracy sposéb izolacji wraz z tkankg zywiciela moze by¢ stoso-
wany w przypadku izolatow, ktore produkuja matg ilos¢ urediniospor, jednak w pozosta-
lych przypadkach preferowana jest metoda izolacji DNA bezposrednio z zarodnikow.
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Ocena mozliwosci identyfikacji polimorfizmu DNA
za pomoca metody ISSR grzybow z gatunku Blumeria
graminis f. sp. avenae

Assessment of the possibility of identifying DNA polymorphism of Blumeria graminis
f. sp. avenae using the ISSR method

Owies zwyczajny (Avena sativa L.) jest przedstawicielem rodzaju Avena nalezgcego
do rodziny traw (Poaceae), podrodziny wiechlinowatych (Poaeoideae) i plemienia ow-
sowatych (Aveneae). Jest powszechnie uprawiany na catym $wiecie. Jak podaje Organi-
zacja Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa, produkcja owsa
w skali calego $wiata w roku 2020 wynosita 25 181 805 ton, a w skali Europy —
15 054 296 ton [FAO 2020]. Polska nalezy do czotowych producentéw tego zboza wsrod
panstw europejskich. Wedtug Gléwnego Urzedu Statystycznego w Polsce w roku 2021
oszacowano zbiory owsa na 1,7 mln ton [GUS 2021]. W ciaggu ostatnich kilku lat w Polsce
powierzchnia zasiewdéw owsa w strukturze zasiewow zb6dz stanowila 6,9—7,5%. Zdecy-
dowanie wigksza cze$¢ produkcji przeznaczona jest na pasz¢ dla zwierzat, jednak ze
wzgledu na duza warto$¢ odzywcza i dzialanie prozdrowotne stale ro$nie znaczenie owsa
w zywieniu cztowieka, przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym. Ze wzgledu na
mniejsza zawarto$¢ weglowodandéw oraz rozpuszczalnych cukrow i dekstryn owies jest
uwazany za najzdrowsze zboze. Stanowi alternatywe¢ dla oséb chorych na celiakig, po-
niewaz nie zawiera glutenu. Dzigki wysokiej zawarto$ci btonnika pokarmowego znacznie
poprawia perystaltyke jelit, a takze redukuje poziom cholesterolu we krwi ze wzgledu na
obecenos¢ B-glukandéw [Gasiorowski 1995]. Produkty owsiane sg zaliczane do zywnosci
funkcjonalnej dzieki duzej zawarto$ci substancji odzywczych oraz niwelowaniu ryzyka
chordb cywilizacyjnych, takich jak: cukrzyca typu 2, otyto$¢ oraz choroby uktadu kraze-
nia [Gibinski i in. 2005, Nazareno i in. 2018].

Owies na tle innych zb6z wykazuje mniejsze wymagania glebowe (dzigki lepiej
rozwini¢temu systemowi korzeniowemu), tolerancje na niskie pH gleby, mniejsze wy-
magania przedplonowe. Sam jest ponadto dos¢ dobrym przedplonem dla innych zboz.
Do cech charakterystycznych tego gatunku nalezy takze mata odpornos¢ na susze. Wy-
magania termiczne owsa sa niewielkie. Ziarno zaczyna kietkowaé juz w temp. 3°C. Nie-
szkodliwe dla owsa sg wiosenne przymrozki, a niska temperatura po wzejsciu roslin jest
korzystna dla uzyskania wysokich plonéw. Korzenie owsa maja bardzo duzg zdolnosé
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pobierania sktadnikéw pokarmowych znajdujacych si¢ w glebie w formie trudno dostgp-
nej dla roélin. Pod tym wzgledem owies przewyzsza inne zboza, nawet zyto. Postrzegany
jest jako odporny na wiele chorob oraz fatwy w uprawie. Mimo jego niewrazliwosci do-
chodzi do znacznego obnizenia jakosci i ilogci plondw w wyniku porazenia patogenami.
Ziarno owsa porazone przez choroby ma ograniczong warto$¢ siewna, paszowa i kon-
sumpcyjna [Danilewicz i in. 2016].

Za najwazniejsze choroby w uprawie owsa uwaza si¢: glowni¢ pylaca owsa, glow-
ni¢ zwartg owsa, zgorzel siewek, rdz¢ owsa (koronowa, zwang takze wiencowa), rdzg
zdzbtowa zbdz i traw, maczniaka prawdziwego zbdz i traw, helmintosporiozg lisci, fuza-
rioze ktoséw 1 wiech oraz sporysz zb6z [Danilewicz i in. 2016]. Grzyby do swojego roz-
woju potrzebujg okreslonych warunkow, tj. odpowiedniej wilgotnosci i temperatury.
W przypadku niektorych ze sprawcow chordb warunki te beda stanowity o wielkosci po-
wodowanej infekcji oraz rodzaju wywolywanych strat ilosciowych lub jakosciowych.
W naszym kraju nasilenie poszczegolnych choréb zalezy nie tylko od warunkéw pogo-
dowych w trakcie wegetacji, ale rowniez od zmieniajacej si¢ w czasie wirulencji popula-
cji patogendow. Maczniak prawdziwy to wysoce inwazyjna choroba owsa wystepujaca
glownie w warunkach podwyzszonej wilgotnosci i stosunkowo niskiej temperatury. In-
fekcja powoduje redukcje plonu od 10% do 39% w zaleznos$ci od odmiany.

W klimacie charakteryzujacym si¢ zwigkszong wilgotnoscig i stosunkowo niska
temperaturg to maczniak prawdziwy jest najgrozniejszg z chordb wystepujacych w owsie.
Wywolywany jest przez biotroficzny grzyb Blumeria graminis f. sp. avenae Em. Marchal
nalezagcy do Erysiphales [Takamatsu 2004], ktory, rozmnazajac sie ptciowo, wytwarza
askospory, za$ bezptciowo — konidia. Oba typy zarodnikdw sg w stanie porazi¢ rosliny
owsa na roznych etapach ich rozwoju. Zarodniki grzyba B. graminis kietkuja na ze-
wnetrznej powierzchni lisci owsa i pobieraja z ich wewngtrznej warstwy sktadniki od-
zywcze [Harder i Haber 1992]. Wystgpowanie choroby na blaszkach lisciowych powo-
duje zmniejszenie powierzchni asymilacyjnej lisci oraz gorsze wypehienie wiech. Na
grzybni na powierzchni rosliny powstaja nowe konidiofory, struktury zawierajace nowe
zarodniki — konidia. Konidiofory te tworza charakterystyczny maczysty biaty nalot, ktory
jest typowy dla maczniaka prawdziwego. Z czasem bialy nalot szarzeje i widoczne sg na
nim ciemne owocniki — klejstotecja. W wyniku silnego porazenia liScie mogg przedwcze-
$nie zamierac.

Najwigkszym wyzwaniem dla izolacji DNA z grzybow jest przerwanie sztywnych,
zbudowanych z chityny §cian komoérkowych, poniewaz sa one czgsto odporne na trady-
cyjne procedury ekstrakcji DNA [Fredricks i in. 2005]. W izolacji genomowego DNA
z grzybow wyrdznia si¢ dwa gtowne etapy: przerwanie sciany komorkowej oraz ekstrak-
cj¢, po ktorej nastepuje oczyszczanie genomowego DNA. Sposrod kilku metod stosowa-
nych do rozbijania $cian komoérkowych jedng z najczesciej wykorzystywanych jest roz-
cieranie grzybni z uzyciem ciektego azotu [Lee i in. 1988]. Dodatkowe zgrubienia $cian
komorkowych u zarodnikow grzybow i ich ogoélna trudno$¢ w skolekcjonowaniu odpo-
wiedniej ich ilosci powoduje dodatkowe niedogodnos$ci w izolacji DNA.

Markery molekularne sg narzgdziem wykorzystywanym w biologii molekularnej do
oceny zroznicowania genetycznego. Mutacje punktowe, insercje lub delecje powoduja
zmiany w tandemowej sekwencji w obrebie regionow krotkich sekwencji powtarzalnych
(SSR, ang. short tandem repeats) w DNA, co skutkuje powstawaniem polimorfizméw
réznicujacych poszezegblne osobniki. Technika ISSR (ang. inter simple sequence repeat)
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wykorzystuje reakcje tancuchowa polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction) i po-
lega na amplifikacji fragmentow DNA, ktore znajduja si¢ pomigdzy dwoma regionami SSR
zorientowanymi w przeciwnych kierunkach [Zigtkiewicz i in. 1994]. Otrzymane amplikony
maja zwykle od 200 do 2000 bp dtugosci. Detekcje uzyskanych wynikow umozliwia elek-
troforeza w zelu zarowno agarozowym, jak i poliakrylamidowym. Metoda ISSR jest rela-
tywnie prosta, szybka oraz odznacza si¢ wysoka powtarzalnoscig. Wiarygodno$¢ metody
wynika m.in. z powodu uzywania wzglednie dtugich starteréw, ktore w konsekwencji po-
zwalaja na zastosowanie wyzszych temperatur hybrydyzacji. Startery w swojej sekwencji
maja fragment komplementarny do sekwencji powtarzalnej oraz nukleotydy zakotwicza-
jace na koncu 5’ lub 3’. Zaleta metody jest brak koniecznosci duzej ilo$¢ materiatu wyjscio-
wego potrzebnego do przeprowadzenia analizy oraz znajomosci jakichkolwiek sekwencji
badanego gatunku. Uzyskiwane przy udziale tej metody markery maja charakter dominu-
jacy, a wigc nie pozwalajg na rozroéznienie alleli w obrgbie jednego locus.

Markery ISSR sg wykorzystywane z powodzeniem do oceny stopnia réznorodnosci ge-
netycznej duzej liczby gatunkéw roslin uprawnych, w tym zboz. W ich przypadku przewaga
ISSR nad innymi technikami markerowymi zostata potwierdzona licznymi badaniami.

Na duze zréznicowanie w obrgbie formy specjalnej patogenu oprocz zmiennosci
osobniczej ma wplyw rowniez zmienno$¢ wystepujaca w obrebie populacji, bedaca kon-
sekwencja presji selekcyjnej i doboru naturalnego, migracji, a takze dryfu genetycznego
[Kryczynski i Weber 2010]. Ponizsza praca koncentruje si¢ na ocenie przydatno$ci mar-
kerow ISSR do badania zréznicowania genetycznego w obrgbie B. graminis f. sp. avenae
w oparciu 0 DNA grzyba izolowane z li§ci odmiany owsa zwyczajnego ‘Kasztan’.

Material i metody

Do badan wykorzystano sze$¢ izolatow B. graminis f. sp. avenae pochodzacych
Z trzech lokalizacji (tab. 1). Izolaty pochodzace z pojedynczego zarodnika wyodrebniono
z zebranych populacji poprzez pigciokrotne pasazowanie. Pasazowanie prowadzono na
fragmentach lisci 10-dniowych siewek odmiany ‘Kasztan” wylozonych na szalki Petriego
wypetnione agarem (0,6%) z dodatkiem benzimidazolu (3,4 mM) [Paczos-Grzeda i in.
2018]. Liscie inokulowano zarodnikami z poszczegdlnych lokalizacji, a nastgpnie
umieszczano na 10 dni w fitotronie, w temp. 17°C przy kontrolowanym nat¢zeniu $wiatta
(4 kLx) 1 wilgotnosci powietrza (70%).

Tabela 1. Charakterystyka izolatow Blumeria graminis f. sp. avenae wykorzystanych do analizy

Lp. Nazwa Poziom wyréwnania Lokalizacja Kraj pochodzenia
1. Aber CPM 6 izolat Aberystwyth Wielka Brytania
2. Aber C szal. 5a izolat Aberystwyth Wielka Brytania
3. Cz.18/1 PK 1/6 izolat Czeslawice Polska
4. Cz. 18/2PK 1/5 izolat Czeslawice Polska
5. K. 18 PK 1/6 izolat Kopaszewo Polska
6. K. 18 PK 2/5 izolat Kopaszewo Polska
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Izolacj¢ catkowitego DNA ze zdrowych oraz zainfekowanych lisci odmiany ‘Kasz-
tan’ przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Plant & Fungi DNA Pu-
rification Kit (EURx, Polska), stosujac metodyke producenta. Izolacja zdrowych lisci zo-
stala przeprowadzona z wykorzystaniem buforu przeznaczonego zaréwno dla roslin
(Buf. P), jak i dla grzybow (Buf. F). Przed izolacjg tkanke zhomogenizowano w ciektym
azocie. Uzyskany materiat przeniesiono do probowki 2 ml typu Eppendorf i zawieszono
w buforze Lyse F przeznaczonym do izolacji kwaséw nukleinowych z grzyboéw. Do za-
wiesiny dodano 3 pl RNase A i 10 pl Proteinase K. Poddano dziataniu worteksu i inku-
bowano przez 30 min w temp. 65°C. Dodano 130 pul buforu AC, doktadnie wymieszano
przez inwersj¢ i inkubowano przez 5 min na lodzie. Wirowano przez 10 min z predko$cia
15 000 x g. Znad osadu zebrano 400 pl supernatantu, przeniesiono do nowej probowki,
a nastepnie dodano 350 ul buforu Sol P i 250 pl 96% etanolu. Wymieszano przez inwer-
sj¢ oraz zwirowano przez 1 min z prgdkoscig 14 000 x g. Po zwirowaniu przeniesiono
600 pl supernatantu do minikolumny znajdujacej si¢ w proboéwce odbierajacej. Poddano
wirowaniu przez 1 min z predkoscia 14 000 x g. Dodano 500 pl buforu ptuczacego Wash
PX i zwirowano. Plukanie powtorzono dwukrotnie. DNA wymyto z kolumny 120 pl bu-
foru Elution (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) ogrzanego do temp. 80°C. Minikolumng¢ pozo-
stawiono na 3 min w temperaturze pokojowej, a nastepnie poddano wirowaniu przez
1 min z predkosciald 000 x g w celu zwigkszenia wydajnoéci izolacji. Gotowe do dal-
szych analiz DNA zamrozono w temp. —20°C.

W celu oznaczenia jakosci wyizolowanego DNA przeprowadzono rozdziat elektrofore-
tyczny w 1% zelu agarozowym. Do rozdziatu wykorzystano zestaw do elektroforezy poziome;j
Agagel Maxi (Biometra). Rozdzial przeprowadzono w buforze 1 x TBE z 0,01% EtBr przez
1,5 godziny przy napigciu 120 V. Efekt rozdziatu zwizualizowano w $wietle UV i udokumen-
towano przy uzyciu aparatu fotograficznego. Ocena stgzenia wyizolowanego DNA zostata
przeprowadzona przy uzyciu spektrofotometru Nanodrop dla proby o objetoscei 1 pl. Na pod-
stawie uzyskanych wynikow rozcienczono wszystkie probki do jednakowego stgZenia
10 ng/ul. Uzyskano w ten sposob matryce do reakcji PCR.

W celu amplifikacji regionéw migedzymikrosatelitarnych przeprowadzono reakcje
PCR z uzyciem czterech wyselekcjonowanych starterow ISSR. Reakcje prowadzono
W objetosci 10 ul. W sklad mieszaniny reakcyjnej wchodzity: 1 x bufor do PCR
[(NH4)2S04], 200 uM dNTP, 5 pM startera SR, 1,5 mM MgCl,, 20 ng DNA, 0,8 U Poly-
merase Tag. Zastosowano nastgpujacy profil termiczny: wstgpna denaturacja przez 5 min
w 94°C, 36 cykli: denaturacja 94°C — 30 s, przylaczanie starterow: 3 pierwsze cykle 54°C
— 45 s, 3 kolejne cykle 53°C — 45 si 30 cykli 52°C — 45 s, wydtuzanie starterow 72°C —
1 min, z koncowa inkubacjg 7 min w 72°C. Produkty reakcji rozdzielano w 2,5% zelu
agarozowym z 0,01% EtBr w buforze TBE (89 mM Tris-boran, 2,5 mM EDTA). Zele
fotografowano, wykorzystujac system dokumentacji zeli. Uzyskane zdj¢cia analizowano,
przeksztalcajac uzyskane wyniki na matryce binarng. Obecno$¢ produktu ISSR ozna-
czano jako jeden, za$ jego brak jako zero. Uzyskang matryc¢ poddano analizie przy uzy-
ciu programu komputerowego Office Excel 2016 (Microsoft, Redmond, USA).

Wyniki i dyskusja

W pracy wykorzystano odmienng od dotychczas stosowanych metode izolacji.
Standardowo DNA grzyba jest izolowane z zarodnikdw. W tym przypadku materiat wyj-
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$ciowy do izolacji kwasow nukleinowych stanowity zainfekowane B. graminis liscie od-
miany ‘Kasztan’ wrazliwej na porazenie maczniakiem prawdziwym. Jako metod¢ iden-
tyfikacji polimorfizmu zastosowano ISSR. Aby zidentyfikowa¢ amplikony pochodzace
z owsa, dokonano izolacji DNA z liSci odmiany ‘Kasztan’ niepoddanej infekeji B. gra-
minis. Amplifikacj¢ przeprowadzono wstgpnie z wykorzystaniem metody ISSR. Na pod-
stawie przeprowadzonych rozdziatéw elektroforetycznych wykonano analiz¢ poréwnaw-
cza wzorow produktow ISSR. W celu oceny mozliwosci wykorzystania metody ISSR do
analizy polimorfizmu DNA B. graminis f. sp. avenae przeprowadzono wstgpne reakcje
z DNA 2 losowo wybranych izolatow, aby zidentyfikowaé sposrod 12 testowanych star-
terow ISSR te, ktore inicjowaty amplifikacj¢ najwigkszej liczby tatwo rozrdznialnych
produktéw. Wytypowano startery: ISSR1, ISSR14, ISSR16 i ISSR31 (tab. 2), ktdre wy-
korzystano do reakcji ISSR, stosujac jako matryce DNA sze$¢ izolatow B. graminis.

Tabela 2. Charakterystyka polimorfizmu ISSR izolatéw Blumeria graminis f. sp. avenae
izolowanych z liSci odmiany ‘Kasztan’

Liczba fragmentow
Lp. | Starter Sek\fven’cja polimorfi- mo?}li(lr;?]' o | specyficz- | specyficznych
53 catkowita | cznych dla dla Y nych dla dla odmiany
B. graminis - B. graminis ‘Kasztan’
B. graminis
1. | ISSR1| (AG)G 16 0 2 0 14
2. |ISSR14| (GA)7YG 14 1 0 0 13
3. |ISSR16| (GA)sC 12 0 1 0 11
4. |ISSR31| (TG)10C 13 1 0 0 12
Suma 55 2 3 0 50
Srednia 13,75 0,5 0,75 0 12,75
% 100 3,65 5,45 0 90,9

Cztery startery ISSR zainicjowaly amplifikacje lacznie 55 typdéw amplikonow
DNA, z ktérych tylko 5 (9,1%) byto polimorficznych (tab. 2, ryc. 1). Srednio na starter
przypadato 14 amplikondéw o wielkosci od 220 do 1500 par zasad. Najwicksza liczbg
amplikonéw (16) obserwowano w przypadku startera ISSR1, najmniej amplikonow (12)
generowat starter ISSR16. Liczba produktow specyficznych dla odmiany ‘Kasztan’, nie-
zaleznie od wykorzystanej metody izolacji, byta wysoka — stwierdzono 50 takich produk-
tow (90,9%). Z kolei dla B. graminis zacbserwowano pie¢ amplikonow, przy czym trzy
byly monomorficzne, a dwa wykazaty polimorfizm pomigdzy badanymi izolatami macz-
niaka. Wykorzystane startery nie inicjowaty amplifikacji zadnych produktéw specyficz-
nych dla pojedynczych izolatéw B. graminis.

W oparciu o przeprowadzone analizy molekularne mozna stwierdzi¢, ze sze$¢ ba-
danych izolatéw B. graminis o zréznicowanym pochodzeniu geograficznym wykazywato
niski polimorfizm na poziomie ok. 3,6%. Uzyskane wyniki pokazaty, ze mozliwa jest
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identyfikacja fragmentow DNA pochodzacych z B. graminis, jednak wickszo$¢ ampliko-
noéw ma pochodzenie roslinne. Trzy z pigciu wymienionych wyzej produktéw polimor-
ficznych w catej reakcji byto monomorficznych dla badanego gatunku grzyba. Produkty
te moga zostaé wykorzystane do opracowania markerow specyficznych, umozliwiaja-
cych identyfikacje obecnosci grzyba B. graminis w tkance zywiciela jeszcze przed wy-
stapieniem objawow choroby. Umozliwiloby to zastosowanie odpowiednich §rodkow
ochrony roslin przed pojawieniem si¢ symptomoéw infekcji. W oparciu o uzyskane wyniki
mozna stwierdzié, ze zaproponowana metoda izolacji nie powinna by¢ stosowana do
oceny polimorfizmu w obrebie B. graminis, ale jest przydatna do identyfikacji produktow
DNA charakterystycznych dla badanego gatunku grzyba.

ISSR1 ISSR 14 ISSR 16 ISSR 31
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Ryec. 1. Zdjecie rozdziatu elektroforetycznego ISSR dla DNA badanych izolatéw Blumeria

graminis f. sp. avenae oraz lisci odmiany ‘Kasztan” z wykorzystaniem czterech starteréw
(ISSR 1, ISSR 14, ISSR 16, ISSR 31). Niebieskim kolorem zaznaczono amplikony polimorficzne,
czerwonym — amplikony monomorficzne
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Zarowno wielkos¢, jak 1 jako$¢ plonu stale sg narazone na ryzyko niekorzystnego
oddziatywania roznych czynnikow abiotycznych i biotycznych. Grzyb B. graminis, czyn-
nik sprawczy maczniaka prawdziwego, znajduje si¢ obecnie w pierwszej dziesigtce naj-
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wazniejszych grzybowych patogendw roslin [Dean i in. 2012]. Blumeria graminis odpo-
wiada za wysoki odsetek epidemii chordb lisci wystgpujacych na pszenicy, jgczmieniu
czy owsie. Aby zapobiec stratom plonéw, stosuje si¢ odmiany odporne, co stanowi sku-
teczng strategi¢ ochrony upraw bez koniecznos$ci stosowania fungicydow. Jednak inte-
rakcja migdzy gospodarzem a patogenem jest bardzo skomplikowanym i dynamicznym
procesem. W ostatnich latach, ze wzgledu na duza presj¢ selekcyjna wynikajaca z braku
kontroli nad zastosowaniem gendéw odpornosci i rozmieszczeniem upraw odmian odpor-
nych, struktura populacji B. graminis ulegta szybkim zmianom. Spowodowato to zmiany
w genach awirulencji izolatow i doprowadzito do utraty efektywnosci genoéw Pm odpo-
wiedzialnych za odpornos¢ na zakazenie maczniakiem prawdziwym zboz i traw. Dotych-
czas niewiele badan przeprowadzono nad zroéznicowaniem genetycznym populacji
B. graminis. Wiedza ta bylaby uzyteczna w opracowywaniu strategii ochrony. Brak do-
ktadnej wiedzy na ten temat utrudnia kontrole choréb i wysitki hodowli roslin na rzecz
tworzenia odmian odpornych na choroby. Wykazano, ze metoda ISSR jest przydatna do
analizy rdznorodno$ci genetycznej wielu gatunkow grzybow, w tym Lentinula edodes,
Agaricus, Fusarium poae i Blumeria graminis f. sp. tritici [Guan i in. 2008, Jia i in. 2008,
Dinolfo i in. 2010]. Zidentyfikowany polimorfizm umozliwia nie tylko ocen¢ zréznico-
wania genetycznego czy struktury populacji patogenu, ale roéwniez identyfikacj¢ produk-
tow specyficznych dla grzybdw z rodzaju Blumeria, co w przysztosci pozwoli opracowac
markery specyficzne, umozliwiajace identyfikacj¢ patogenu w zakazonych tkankach bez
widocznych symptoméw choroby.
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Wplyw sposobu pozyskiwania materialu genetycznego
na ocene¢ zroznicowania izolatow Puccinia coronata f. sp. avenae
metoda ISSR

The influence of the method of obtaining genetic material on the evaluation
of the diversity of Puccinia coronata f. sp. avenae isolates by the ISSR

Patogen, jakim jest grzyb Puccinia coronata f. sp. avenae (Pca), nalezy do rodziny
rdzowatych (Pucciniaceae) [Liu i Hambleton 2013]. Jest on obligatoryjnym biotroficz-
nym podstawczakiem o naturze makrocyklicznej i heterogennej, wywotujagcym rdze ko-
ronowa owsa. Jego cykl rozwojowy sktada si¢ z pigciu stadiow zakaznych podzielonych
na fazy bezplciowa — wystepujaca w owsie (Avena L.), oraz ptciowa — ujawniajaca si¢
w roslinach szaktaka (Rhamnus ssp.) [Staples i Macko 1984]. Przejscie fazy piciowej do-
tyczy zardbwno owsa, jak 1 zywiciela alternatywnego, czyli roslin szaktaka. Pod koniec
sezonu wegetacyjnego, gdy roslina zaczyna si¢ starze¢, w miejscach infekcji Pca poja-
wiaja si¢ dikariotyczne, gruboscienne, przetrwalnikowe teliospory, ktore wiosna kietkuja
i ulegaja mejozie, wytwarzajac haploidalne podstawki, ktére nastgpnie infekujg rosngce
liscie szaktaka [Mendgen 1984]. Przejscie fazy plciowej jest podstawg zmienno$ci gene-
tycznej w populacji grzyba. Fazg bezpiciowa charakteryzuje powstawanie i kietkowanie
urediniospor na powierzchni lisci owsa, co wywoluje szereg zmian w morfologii i fizjologii
rosliny. W jamie przyszparkowej liscia produkowane sg strzgpki infekcyjne, ktorych konce
wydluzaja si¢, tworzac haustoria konieczne do pobierania sktadnikow odzywczych. W wy-
niku dalszej kolonizacji i penetracji grzyba na lisciu po okoto tygodniu powstaja kolonie —
sporulujgce uredinia w postaci charakterystycznych jaskrawych, pomaranczowo-zottych
podtuznych skupisk zarodnikéw. Uredinia majg r6zna wielko$¢ i moga osiagac¢ dtugosé po-
nad 5 mm. Infekcja wystgpuje przede wszystkim na powierzchni lisci, chociaz sporadycznie
objawy rozwijajg sie¢ na pochwach lisciowych owsa lub na strukturach kwiatowych, takich
jak ktoski. U odpornych odmian owsa objawy sg zréznicowane — od plamek po mate sku-
pienia urediniospor, ktorym zwykle towarzysza chlorotyczne aureole i/lub nekrozy [Naza-
reno i in. 2018]. Urediniospory z tatwoscig sg przenoszone przez wiatr na odlegte obszary,
zakazajac kolejne uprawy owsa [Paczos-Grzeda i Sowa 2019]. Zakazenie rdzg koronowa
oddziatuje na rosling w wielu aspektach, m.in. negatywnie wptywa na proces fotosyntezy,
zmniejsza plon oraz mas¢ ziarna [Scholes i Rolfe 1996].
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Na rozwoj P. coronata f. sp. avenae znaczaco wptywaja stan fizjologiczny rosliny
oraz kondycja jej uktadu odpornosciowego. Oslabienie tego uktadu wigze si¢ z brakiem
aktywacji odpowiedzi immunologicznej wzgledem patogendow grzybowych, w tym Pca.
Pierwsza linig obrony ro$lin jest rozpoznanie charakterystycznych sktadnikéw grzyba,
mimo to patogeny sa zdolne do wydzielania bialek efektorowych inaktywujacych pod-
stawowe mechanizmy obrony roslin. W odpowiedzi rosliny wytworzyty druga lini¢
obrony, czyli mechanizmy wykrywania danych efektoréw [Dangl i in. 2013].

W zwiazku z tym, ze owies jest uprawiany na szeroka skalg, zakazenie rdza koro-
nowa generuje powazne straty ekonomiczne, ktore sg szacowane na ok. 10-40% [Paczos-
-Grzeda i Sowa 2019]. Wedtug Gtownego Urzedu Statystycznego w Polsce w roku 2021
uprawy owsa zajmowaty ok. 0,5 min ha, co dato plony rzedu 1,7 min ton [GUS 2021]
i uplasowato Polske na pigtym miejscu $wiatowego rankingu produkcji tego zboza.
Owies jako ro$lina uprawna jest przeznaczony gtéwnie na pasze dla zwierzat, a pod
wzgledem spozycia przez ludzi A. sativa zajmuje czwarte miejsce wsrod zboz, zaraz po
pszenicy, ryzu i kukurydzy. Petnoziarniste produkty owsiane sa zazwyczaj atrakcyjne dla
konsumentéw ze wzgledu na ich pozytywny wplyw na poziom cholesterolu we krwi z
uwagi na obecnos$¢ B-glukanow, brak konserwantow oraz wysoka zawarto$¢ sktadnikow
odzywczych i btonnika [van den Broeck i in. 2016]. Redukuja ryzyko choréb cywilizacyj-
nych, takich jak: cukrzyca typu 2, otyto$¢ oraz choroby uktadu krazenia, a w zwigzku z wy-
soka zawarto$cig btonnika pokarmowego znacznie poprawiaja perystaltyke jelit [Gibinski
i in. 2005]. Dodatkowo owies stanowi atrakcyjng alternatywe dla osob chorujacych na ce-
liakie, gdyz nie zawiera glutenu i moze by¢ z powodzeniem stosowany w produktach bez-
glutenowych. W zwigzku z powyzszym prowadzenie badan nad biologig patogenu, jakim
jest P.coronata f. sp. avenae, jest istotne z punku widzenia rynku i przemystu zbozowego.

Oceng polimorfizmu umozliwiaja liczne metody molekularne, w tym technika ISSR
(ang. inter simple sequence repeat). Wykorzystywana jest ona w badaniach nad r6zno-
rodnos$cig genetyczng i mapowaniem genow roslin i grzybow, rownoczesnie charaktery-
zuje si¢ prostota i nie generuje wysokich kosztow [Zietkiewicz i in. 1994]. Technika ISSR
polega na amplifikacji fragmentow DNA, ktore znajduja si¢ migdzy dwoma identycz-
nymi regionami powtorzen mikrosatelitarnych. W reakcji tancuchowej polimerazy (PCR,
ang. polymerase chain reaction) wykorzystuje sie jako startery krotkie odcinki — mikro-
satelity, ktore sg ukierunkowane na wiele loci genomowych w celu amplifikacji sekwen-
cji pomigedzy SSR (ang. simple sequence repeats) o réznych rozmiarach [Wang i in.
2017]. Produkt PCR jest wizualizowany w zelu agarozowym lub poliakrylamidowym, co
utatwia analize prowadzonych badan. Duzym ulatwieniem jest rowniez brak konieczno-
Sci znajomosci sekwencji genow badanego gatunku, niezbedna jest tylko obecno$é odpo-
wiednio zlokalizowanych sekwencji mikrosatelitarnych.

Wazng czgsciag badan, sprawiajaca duze trudnosci, jest etap izolacji DNA niezbg¢dny
do dalszych analiz. Izolacja przeprowadzana z grubo$ciennych, twardych urediniospor
jest czasochlonna, a ilo$¢ uzyskanego materiatu genetycznego nie jest satysfakcjonujaca.
Dodatkowo proces zbierania zarodnikow jest ucigzliwy i mato wydajny. Istnieje roOwniez
ryzyko wzajemnej kontaminacji poszczegélnych prébek.

Badania podjete w niniejszej pracy miaty wykazac, czy do oceny zrdznicowania
genetycznego za pomocg techniki ISSR izolatow P. coronata mozna wykorzysta¢ dwie
odmienne metody izolacji DNA — bezposrednio z urediniospor badZ z zakazonych lisci,
na ktorych znajduja si¢ dojrzate uredinia z urediniosporami.
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Materialy i metody

Materiat do badan stanowity trzy izolaty P. coronata f. sp. avenae (Pca) zebrane
w Kanadzie: 230, 241 i 257, a udostgpnione przez Morden Research and Development
Centre, AAFC w Kanadzie.

Fragmenty 10-dniowych siewek odmiany ‘Kasztan’ wylozono na szalki Petriego
2 0,6% agarem i dodatkiem benzymidazolu (3,4 mM) i poddano je inokulacji zarodni-
kami izolatéw 230, 241 i 257. Siewki umieszczono na 10 dni w fitotronie w temp. 17°C
przy kontrolowanym natezeniu $wiatta (4 kLx) i wilgotnosci powietrza (70%). Po zakon-
czonej inkubacji powstate urediniospory zebrano z powierzchni zakazonych lisci w ilosci
0,1 mg i poddano homogenizacji za pomoca ttuczka i mozdzierza w ciektym azocie, aby
zniszczy¢ grubg i twardg Sciang zarodnikoéw oraz utatwié izolacj¢ materiatu genetycz-
nego. Uzyskany materiat przeniesiono do probowki 2 ml typu Eppendorf i przeprowa-
dzono wiasciwg izolacje catkowitego DNA zarodnikéw za pomocg komercyjnego ze-
stawu Plant & Fungi DNA Purification Kit (EURx, Polska), stosujac si¢ do instrukcji
producenta. Po zakonczonej procedurze uzyskany roztwor DNA z buforem elucyjnym
zamrozono w temp. —20°C. Dodatkowo oprécz izolacji DNA z samych urediniospor po-
zyskano materiat genetyczny z porazonych siewek owsa zwyczajnego odmiany ‘Kasztan’
poprzez identyczng procedure jak dla samych uredinispor, z zastosowaniem komercyj-
nego zestawu Plant & Fungi DNA Purification Kit zgodnie z zaleceniami producenta.
W ramach proby kontrolnej wyizolowano réwniez DNA z nieporazonych siewek odmiany
‘Kasztan’, stosujac bufor Lyse F dla grzybow oraz Lyse P dla roslin.

Jakos$¢ wyizolowanego DNA sprawdzono poprzez rozdziat elektroforetyczny w 1%
zelu agarozowym z wykorzystaniem zestawu Agagel Maxi (Biometra) w buforze
1 x TBE przez 30 min przy napigciu 120 V. Stezenie oceniono spektrofotometrycznie za
pomoca Nanodrop dla proby o objetosci 1 pL i na podstawie wynikéw wykonano roz-
cienczenia wszystkich probek DNA do stezenia 10 ng/puL.

Tak przygotowany material genetyczny poddano reakcji PCR z wykorzystaniem
techniki ISSR przez zastosowanie 80 starterow ISSR, a produkty reakcji rozdzielono
w zelu agarozowym. Na podstawie analizy wynikdéw rozdziatu elektroforetycznego wy-
selekcjonowano szeé¢ starterow, ktore wykorzystano do dalszych badan (tab.1).

Reakcje PCR prowadzono w objetosci 10 pl. W sktad mieszaniny reakcyjnej wcho-
dzity: 1 x bufor do PCR (75 mM Tris-HCI, pH 8,8; 20 mM (NH.).S04, 0,01% Tween 20)
— Thermo Fischer Scientific; 200 uM kazdego ANTP; 5 pM startera; 1,5 mM MgCly;
20 ng genomowego DNA; 1 U Dream Taq Polymerase (Thermo Fischer Scientific). Pro-
fil termiczny reakcji obejmowat wstepna denaturacje przez 5 min w temp. 94°C, 36 cykli:
denaturacji 94°C przez 30 s, przytaczanie starterow: 3 pierwsze cykle 54°C - 45 s, 3 ko-
lejne cykle 53°C — 45 s i 30 cykli 52°C — 45 s, wydluzanie starterow 72°C — 1 min,
z koncowg inkubacja 7 min w 72°C. Uzyskane produkty reakcji PCR zostaty rozdzielone
w 2,5% zelu agarozowym z 0,01% EtBr w buforze TBE (89 mM Tris-boran, 2,5 mM
EDTA). W celu analizy wynikow elektroforezy wykonano fotografi¢ zelu z wykorzysta-
niem systemu dokumentacji zeli, a uzyskane wyniki przeksztatcono na matryce binarna,
w ktorej obecnos$¢ produktu ISSR oznaczano jako jeden, zas jego brak jako zero. Uzy-
skang matryce analizowano statystycznie za pomocg programu XLSTAT [2019] (Addin-
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soft Inc., Brooklyn, NY, USA) oraz PAST 3.19 [Hammer i in. 2001]. Oceniono podo-
bienstwo genetyczne obiektow badawczych, stosujac wspotczynnik Jaccarda [Jaccard
1908]. Na tej podstawie skonstruowano dendrogram podobiefistwa metoda UPGMA
(ang. Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean).

Wyniki i dyskusja

Na podstawie otrzymanych elektroforegramow przeprowadzono analiz¢ porow-
nawcza wzorow amplifikacji. Wytypowane startery ISSR 1, ISSR 14, ISSR 16, ISSR 31,
ISSR 34 i ISSR 35 (tab. 1) wykorzystano do reakcji ISSR-PCR, stosujac matrycg DNA
trzech r6znych izolatow, gdzie izolowany materiat genetyczny pochodzit z samych za-
rodnikéw oraz z zainfekowanych lisci odmiany ‘Kasztan’. Dodatkowo przeprowadzono
dwie proby kontrolne stanowigce DNA odmiany ‘Kasztan’ wyizolowane za pomoca
dwoch réznych buforéw — dla roslin lub grzybow.

Najbardziej wartosciowe wyniki uzyskano, stosujac starter ISSR 14; przy jego
udziale powstawato najwiecej rodzajow produktéw — 34, przy czym az 22 pochodzity
z P. coronata, a tylko 12 z odmiany ‘Kasztan’ (tab. 2). Podobnie dobre wyniki amplifikacji
obserwowano dla startera SR 16, w ktérego przypadku 18 sposrod 29 produktow powsta-
walo na matrycy DNA grzyba. W przypadku ISSR 14 uzyskano najwigkszy udzial prazkow
polimorficznych dla badanego patogenu — 44%, za$ dla startera ISSR 16 prazki polimor-
ficzne dla P. coronata stanowity 31%. Dla pozostatych starterow ilo$¢ pragzkéw monomor-
ficznych i polimorficznych pochodzacych z patogenu wahata si¢ od 13% do 52%.

Tabela 1. Charakterystyka polimorfizmu zidentyfikowanego metoda ISSR
w obrebie badanego materiatu

Liczba fragmentéw
Lp. | starter | Sekwencia [ polimorficz-] monomor- | specyficznych | pochodzacych
5'-3" | catkowita| nychdla | ficznychdla dla z odmiany
P. coronata | P. coronata | P.coronata | ‘Kasztan’
1. | ISSR1 | (AG)sG 27 3 10 1 13
2. |[ISSR14| (GA)7YG 34 15 5 2 12
3. |ISSR16| (GA)sC 29 9 4 11
4. |ISSR31| (AG)sYC 31 5 11 0 15
5. |ISSR34| (TC)sCC 24 4 0 15
6. [ISSR35| (TC)sCG 8 1 0 7
Suma 153 37 36 7 73
Srednia 255 6,17 6,00 1,17 12,17
% 100 24,18 23,53 4,57 47,71

Nalezy takze zwroci¢ uwage na prazki pojawiajace si¢ w dwoch sytuacjach: 1) je-
dynie w przypadku DNA badanych izolatéw izolowanych z zarodnikow oraz 2) specy-
ficznie dla wszystkich izolatow bez obecnosci prazka w probie kontrolnej, ktorg stano-
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wita odmiana ‘Kasztan’. Ten drugi rodzaj produktow PCR $wiadczy o mozliwosci wy-
korzystania izolacji zarodnikoéw z lisci bez koniecznosci izolacji bezposrednio z uredi-
niospor. Produktow tych bylo niewiele, ale sa one szczegblnie interesujace z uwagi na
mozliwos¢ ich uzyskania na matrycy DNA grzyba wyizolowanego z zakazonej rdza ko-
ronowa tkanki roslinnej. Takie amplikony w ilosci 1, 2 i 4 pojawialy si¢ w obecnosci
starterow odpowiednio: ISSR 1, ISSR 14 oraz ISSR 16.

Biorac pod uwage kazdy izolat osobno (tab. 2), mozna zauwazyc¢, ze najwigksza
liczbg amplikonow uzyskano dla izolatu 257, ktérego DNA ekstrahowano z zarodnikow.
Odznaczat si¢ on rowniez najwickszym udziatem polimorficznych i monomorficznych
fragmentéw dla grzyba. Ten sam izolat — 257, pochodzacy z grzybni i zarodnikdéw, wy-
ekstrahowany z lisci zainfekowanej odmiany owsa ‘Kasztan’, takze wyro6zniat si¢ naj-
wigksza liczbg fragmentow monomorficznych. Co ciekawe, dla kazdej z 8 zastosowanych
matryc DNA uzyskano porownywalng liczbg amplikonoéw, od 73 do 86. Izolacja DNA
proby kontrolnej z lisci odmiany ‘Kasztan’ dwoma réznymi buforami nie wplyngta zna-
czaco na wynik koncowy.

Tabela 2. Analiza polimorfizmu fragmentéw ISSR z uwzglgdnieniem pojedynczych izolatow

Nazwa izolatu
Liczba 230 241 . )| ,
; 257 Kasztan’ | “Kasztan
fragmentow 230 | 2z 241 |z 257 .| zzarodni-| zbufo- | zbufo-
z liSci | rodni- | zliSci | rodni- | zlisci 3
. . kow rem F remP
kow kow
Pochodzacych
z odmiany 68 22 68 19 69 24 73 74
‘Kasztan’
Pochodzacych | g | 59 | 7 59 | 11 62 0 0
z grzyba
Polimorficz- 1 17 0 16 0 19 0 0
nych dla grzyba
Monomorficz- |, 35 0 36 4 36 0 0
nych dla grzyba
Specyficznych 7 7 7 7 7 7 0 0
Catkowita 76 81 75 78 80 86 73 74

Na podstawie polimorfizmu zidentyfikowanego dla trzech genotypéw P. coro-
nata izolowanych bezposrednio z zarodnikow okreslono podobiefistwo genetyczne,
stosujgc wspotczynnik Jaccarda [Jaccard 1908]. Srednia warto$é podobiefistwa wyno-
sita 0,160 (tab. 3). Postugujac si¢ powyzszymi danymi, skonstruowano dendrogram
z wykorzystaniem metody $rednich potaczen (PGMA, ang. unweighted pair group met-
hod with arithmetic mean) — rycina 1. Izolaty 230 i 257, z uwagi na najwyzsza warto$¢
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podobienstwa genetycznego wynoszacg 0,233, utworzyly na dendrogramie klaster. Ni-
skie warto$ci wspotczynnikow podobienstwa genetycznego wskazujg na wysokie zroz-
nicowanie izolatow.

Tabela 3. Matryca indeksow podobienstwa genetycznego Jaccarda pomigdzy analizowanymi
izolatami Puccinia coronata f. sp. avenae okreslonych na podstawie polimorfizmu
identyfikowanego metoda ISSR-PCR

Izolat 230 241
241 0,103
257 0,233 0,143

UPGMA Dendrogram
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Ryc. 1. Dendrogram badanych izolatéw P. coronata uzyskany metoda UPGMA
W oparciu o polimorfizm identyfikowany za pomocg metody ISSR-PCR

Sposob izolacji DNA wywiera istotny wplyw na oceng zréznicowania genetycz-
nego grzyba P. coronata f. sp. avenae. Analiza polimorfizmu metodg ISSR-PCR wyka-
zata istnienie znaczacych roznic, jak rowniez wyraznych podobienstw pomi¢dzy dwoma
réznymi sposobami pozyskiwania materialu. Mozna wywnioskowa¢, ze DNA owsa zwy-
czajnego — w tym przypadku odmiany ‘Kasztan’ — jest w wigkszosci przypadkow konku-
rencyjne dla DNA grzyba i hamuje amplifikacj¢ pochodzacych z niego fragmentow.
Mimo to dla starterow ISSR 14 i ISSR 16 udato si¢ uzyska¢ kilka fragmentow, ktore
wskazuja, ze ocena polimorfizmu jest mozliwa, niemniej jednak procentowy udziat frag-
mentow polimorficznych dla grzyba amplifikowanych w obecno$ci DNA roslinnego nie
wystarcza. DNA pochodzace z zarodnikow jest wiec lepsza matryca w reakcji PCR,
co skutkuje znacznie wiekszg liczbg fragmentéw polimorficznych. Przeprowadzone
w ramach niniejszej pracy badanie wykazalo, ze metoda izolacji DNA grzyba z porazone;j
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tkanki ro$liny nie jest alternatywa w stosunku do izolacji prowadzonej bezposrednio z za-
rodnikdw. Niemniej jednak zidentyfikowane w niniejszej pracy produkty pochodzenia
grzybowego, ulegajace amplifikacji w przypadku zastosowania jako matrycy DNA izo-
lowanego zaréwno z zarodnikow, jak i z porazonej tkanki roslinnej, moga po sklonowa-
niu i zsekwencjonowaniu zosta¢ wykorzystane do opracowania starter6w pozwalajacych
na amplifikacje specyficznych regionéw genomu P. coronata. Uzyskane w ten sposob
markery dla P. coronata mogtyby by¢ wykorzystywane do stwierdzania infekcji grzybem
tuz po zakazeniu, kiedy symptomy choroby nie sg jeszcze widoczne.

Do wczesnego wykrywania patogenicznych grzybow w zakazonych tkankach go-
spodarza z powodzeniem stosowano metody molekularne, zwtaszcza PCR [McCartney
i in. 2003, Menzies i in. 2003]. W diagnostyce patogenow opartej na PCR startery sg
zaprojektowane tak, aby taczy¢ si¢ komplementarnie z unikalnymi regionami DNA z or-
ganizmow patogennych w celu amplifikacji i wykrywania specyficznych gatunkowo lub
rodzajowo DNA roznych mikroorganizméw. Specyficzna amplifikacja docelowych se-
kwencji kwasu nukleinowego jest stosowana do wykrywania i identyfikacji patogendéw
ros$linnych. W poréwnaniu z tradycyjnymi metodami diagnostycznymi metody oparte na
PCR maja wiele zalet, poniewaz sa szybsze, niezawodne i specyficzne [Martinelli i in.
2015]. Opisano m.in. metod¢ szybkiego diagnozowania i wykrywania infekcji Puccinia
striiformis f. sp. tritici u pszenicy oparta na PCR [Barnes i Szabo 2007]. Wszystkie me-
tody wykorzystujace PCR do wykrywania patogendw sg oparte na precyzyjnym okresle-
niu obecnosci specyficznych sekwencji docelowych i zaprojektowaniu wysoce wybior-
czych starteréw do reakcji amplifikacji. Do selekcji docelowych sekwencji DNA stosuje
si¢ dwa ogolne podejscia. Jedno to opracowanie metody wykorzystujacej znane konser-
watywne geny, wspdlne dla wszystkich grzybéw. Konserwowane regiony, takie jak se-
kwencja B-tubuliny i sekwencje wewngtrznych regionéw niekodujacych (ITS, ang. inter-
nal transcribed spacer), zostaty wybrane w celu opracowania testow opartych na PCR
przeznaczonych do specyficznej diagnostyki molekularnej i wykrywania patogenow
[Zhao i in. 2008]. Alternatywnym podejsciem jest zaproponowane w niniejszej pracy ba-
danie przesiewowe losowych elementow genomu grzyba w celu znalezienia regionow
wykazujacych wymagang specyficzno$¢ [McCartney i in. 2003]. Podobne podejscie za-
stosowali Wang i in. [2017], opracowujgc markery specyficzne do identyfikacji Puccinia
striiformis f. sp. tritici. Wang i in. [2008] opracowali oparte na PCR metody do bezpo-
$redniej identyfikacji P. striiformis w porazonych lisciach pszenicy w oparciu o sekwen-
cje specyficzng dla genomu.
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	Kiran U., Khan S., Mirza K.J., Ram M., Abdin M. Z., 2010. SCAR markers: a potential tool for authentication of herbal drugs. Fitoterapia 81(8), 969–976.
	Liu M., Hambleton S., 2013. Laying the foundation for a taxonomic review of Puccinia coronata s.l. in a phylogenetic context. Mycol. Progress 12, 63–89.
	Menzies J.G., Bakkeren G., Matheson F., Procunier J.D., Woods S., 2003. Use of inter-simple sequence repeats and amplified fragment length polymorphisms to analyze genetic relationships among small grain-infecting species of Ustilago. Phytopathology, ...
	Michta G., Gorczyca A., Toporowska J., Chalimoniuk J., Paczos-Grzęda E., Sowa S., 2021. Assessment of genetic diversity of Puccinia coronata f. sp. avenae by ISSR method. W: Wybrane zagadnienia z zakresu rolnictwa, M. Babicz, B. Nowakowicz-Dębek (red....
	Nazereno S.E., Li F., Smith M., Park R.F., Kinian S.F., Figureroa M., 2018. Puccinia coronata f. sp. avenae: a threat to global oat production. Mol. Plant Pathol. 19(5), 1047–1060.
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