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Choroby podstawy zdzbla i korzeni zbo6z

W uprawie zb6z wystepuje szereg czynnikdéw majacych istotny wptyw na wielkos¢
i jako$¢ plonu. Wazna przyczyna znacznych strat w plonie, zwlaszcza zbéz ozimych,
Jest wystgpowanie chordb podstawy zdzbta i korzeni (tzw. choréb podsuszkowych)
powodowanych przez Gaeumannomyces graminis var. avenae — Gga i G. graminis var.
tritici — Ggt (zgorzel podstawy zdzbla), Fusarium spp. (fuzaryjna zgorzel podstawy
zdzbta i korzeni), Ramulispora (Pseudocercosporella) herpotrichoides (Yamliwo$é
zdzbta) oraz Rhizoctonia spp. (ostra plamistos¢ oczkowa).

Szkodliwos¢ tych chordb polega na niszczeniu korzeni i podstawy peddow, co
prowadzi do zaburzen w pobieraniu i przewodzeniu wody z solami mineralnymi
oraz utrudnien w przewodzeniu produktéw fotosyntezy. W wyniku takich zaktocen
proceséw fizjologicznych rosliny przedwczesnie zamieraja. Ponadto, obecnosé
grzybow rodzaju Fusarium w ziarnie zb6z moze mie¢ szkodliwy wptyw na zdrowie
ludzi i zwierzat z uwagi na produkowane przez nie metabolity z grupy trichotecenéw
[6, 48].

Obnizenie plonu ziarna jest proporcjonalne do procentu porazonych roélin i stop-
nia porazenia, a takze stopnia regeneracji porazonych organoéw [19]. Szacuje sie, ze
straty w plonie spowodowane wystgpowaniem na plantacji choréb podsuszkowych
moga siggac 30%, a niekiedy nawet 50%. Najmniejsza szkodliwoscia charakteryzuje
si¢ ostra plamisto$¢ oczkowa, ktéra powoduje straty w plonie nieprzekraczajace
zwykle 0,5% [22, 49].
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Biorac pod uwage zréznicowang wrazliwos$¢ grzybéw infekujacych podstawe
zdzbla i korzenie zbdz na stosowane fungicydy, skutecznos¢ ochrony w duzej mierze
zalezy od prawidlowej oceny stopnia zagrozenia okreslong choroba, a zatem od
wczesnej i precyzyjnej identyfikacji sprawcow.

Trudnosci w identyfikacji i charakterystyce patogenow

Klasycznej identyfikacji sprawcow dokonuje si¢ na podstawie objawdw choro-
bowych wystepujacych na zakazonych roslinach oraz morfologicznych, fizjolo-
gicznych lub serologicznych cech patogendéw. Diagnoza chorob podstawy zdzbta
i korzeni na podstawie objawdéw bywa trudna, zwlaszcza we wczesnej fazie, kiedy
objawy powodowane przez R. cerealis, R. herpotrichoides i Fusarium spp. moga by¢
podobne [31]. Niestety, patogeny konkuruja o nisze ekologiczne i czgsto zasiedlajq
rosling-gospodarza kompleksowo, co znaczaco utrudnia, a niekiedy uniemozliwia
przygotowanie czystych kultur. Szczegdlnie szybko rosnace na pozywkach gatunki
rodzaju Fusarium czgsto zupehnie zarastaja wolno rozwijajace si¢ gatunki rodzajow
Gaeumannomyces i Ramulispora [41]. Powszechnie znane s tez trudnosci w roz-
roznianiu gatunkow zaliczanych do kompleksu Gaeumannomyces—Phialophora (8,
11, 43], a oznaczanie gatunkdéw rodzaju Rhizoctonia jest czasochtonne i zwykle
obejmuje zastosowanie metod biochemicznych [40].

Dla ochrony zbo6z istotne znaczenie ma ocena zrdéznicowania genetycznego
populacji patogendéw. Im wiekszy zakres zmiennosci stwierdza si¢ w populacji, tym
wieksza jest jej potencjalna zdolno$¢ do szybkiego przystosowywania si¢ do zmie-
niajacych si¢ warunkow srodowiska [27]. Z najlepiej przystosowanych osobnikow
moga z czasem wyewoluowa¢ zmodyfikowane populacje. W konsekwencji moze to
mie¢ wplyw na dlugofalowa skuteczno$¢ fungicydéw stosowanych w ochronie zboz,
poniewaz w silnie zr6znicowanej populacji patogenu, podlegajacej presji selekcyjnej,
znajda si¢ grupy osobnikéw odpornych na dane substancje aktywne.

Donoszono juz o bardzo wysokim poziomie zréznicowania wewnatrzodmiano-
wego izolatow G. graminis var. tritici pochodzacych z Wielkopolski [44]. Stwier-
dzono tez, ze przemienna uprawa zboz niewrazliwych (owies) i podatnych (pszenica,
jeczmien) wprowadza zmiany w liczebnosdci i skladzie genotypowym populacji
patogenu, prawdopodobnie na drodze selekcji genotypéw sprawcy przystosowanych
do okreslonego gatunku gospodarza [3].

W Europie Zachodniej zaobserwowano znaczacy wzrost odpornosci grzyba
R. herpotrichoides (typ R = Tapesia acuformis) na stosowane benzimidazole, dlatego
obecnie do ochrony przed tamliwos$cia zdzbta zbdz poleca si¢ coraz czesciej stosowa-
nie triazoli [22]. W zwiazku z powyzszym wydaje si¢ w petni uzasadnione i potrzebne
monitorowanie zmiennosci genetycznej polskich populacji sprawcéw choréb pod-
stawy zdzbta i korzeni.
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Stosujac klasyczne metody identyfikacji i charakterystyki patogenéw napotyka
si¢ wiele trudnosci. Dokonujac identyfikacji gatunku na podstawie oceny morfologii
nalezy zdawac sobie sprawe, ze warto$¢ ocenianej cechy zaleznej od ekspresji genu,
moze znaczaco rozni¢ si¢ w odniesieniu do izolatéw tego samego gatunku w zalez-
nosci od warunkéw $rodowiska i stadium rozwojowego patogenu. Dodatkowym
problemem u wielu gatunkéw jest brak rozmnazania generatywnego, badz trudnosci
jego uzyskania w warunkach laboratoryjnych, co znaczaco ogranicza dostepnos$é
mozliwych do obserwacji cech morfologicznych [44].

Wspolczesnie znane sg liczne techniki molekularne umozliwiajace wykrycie
polimorfizmu materiatu genetycznego, zaréwno w obrebie sekwencji kodujacych, jak
I niekodujacych. Wiele sposrod nich wykorzystuje sie do identyfikacji sprawcow
choréb oraz ich charakterystyki. Metody molekularne sa stosunkowo szybkie, precy-
zyjne i pozwalaja unikna¢ wielu niedogodnosci zwiazanych z klasyczna ocena
patogenow. Analizy DNA sa niezalezne od warunkéw srodowiska (np. oswietlenia,
temperatury, wilgotnosci, pH, sktadu pozywki), stadium rozwojowego patogenu czy
tez jego wzajemnego oddziatywania z ro$lina-gospodarzem [20]. Metody stosowane
obecnie w diagnostyce chorob roslin sa w wiekszosci oparte na tancuchowej reakcji
polimeryzacji (PCR).

RAPD - losowo amplifikowany polimorficzny DNA

W charakterystyce patogendw najpowszechniej wykorzystywana jest analiza
losowo amplifikowanego polimorficznego DNA (ang. random amplified polymorphic
DNA - RAPD). Zrédlem polimorfizmu markeréw RAPD sa zmiany sekwencji
nukleotydowej w obrebie miejsca przylaczania startera do matrycowego DNA (co
moze prowadzi¢ do eliminacji lub utworzenia nowego miejsca hybrydyzacji startera),
zmiany konformacyjne DNA powodujace zréznicowanie efektywnosci hybrydyzacji
startera lub procesu amplifikacji oraz niekiedy réznice w dtugosci amplifikowanego
fragmentu DNA [34].

Analiza RAPD nie wymaga zadnej wiedzy o sekwencji DNA badanego patogenu,
poniewaz w reakcji stosuje si¢ jeden, losowo dobrany starter dtugosci okoto 10 nu-
kleotydow. W matrycowym DNA wystepuje zazwyczaj wigcej niz jeden region
komplementarny do sekwencji startera, wskutek czego powstaje wiele, roznej diu-
gosci produktéw PCR. Produkty reakcji sa najczesciej rozdzielane na zelu agarozo-
wym, barwionym bromkiem etydyny. Fragmenty RAPD sa zazwyczaj markerami
dominujacymi, a wykrywana za ich pomoca zmienno$¢ w badanej populacji objawia
sig obecnoscig lub brakiem produktéw amplifikacji okreslonej dtugosci [46]. RAPD
stanowi wygodne narzedzie do wykrywania zmiennosci w obrebie gatunku, a nawet
odmiany [18, 45]. Réznice obserwowane we wzorze produktéw RAPD moga stano-
WI¢ wstepny etap w procesie identyfikacji gatunkéw lub odmian. Markery RAPD
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znalazty zastosowanie w badaniu poziomu zréznicowania genetycznego w komplek-
sie Gaeumannomyces—Phialophora [1, 43] jak rowniez w obrebie gatunku Rhizocto-
nia solani [36], Rhizoctonia cerealis [28], Fusarium graminearum [33], Ramulispora
herpotrichoides [29] i G. graminis var. tritici [24]. Analiza polimorfizmu markeréw
RAPD umozliwila takze rozréznienie izolatow Ggt, Gga i Ggg (G. graminis var.
graminis) [1, 13] 1 kilku gatunkéw rodzaju Fusarium [21].

Analiza RAPD jest wydajnym sposobem wykrywania nietypowych izolatow,
roznigcych si¢ wiasciwosciami od izolatow typowych w obrebie gatunku. Weber i in.
[44] uzyskali markery RAPD istotnie zwiazane z wrazliwoscia izolatow Ggr na
siltiofam. Irzykowska 1 in. [20] sposr6d uzyskanych fragmentéw RAPD wyodrebnili
markery istotnie zwigzane z patogenicznos$cia R. cerealis.

Metoda RAPD ma jednak pewne ograniczenia, do ktorych w pierwszej kolejnosci
nalezy zaliczy¢ trudnosci w uzyskiwaniu powtarzalnych wynikéw w réznych labora-
toriach, co jest uzaleznione od rodzaju stosowanej polimerazy oraz stezen matryco-
wego DNA i startera [26]. Ponadto metoda RAPD, jak wigkszo$¢ wieloproduktowych
PCR jest bardzo wrazliwa na zanieczyszczenia DNA.

SCAR - polimorfizm sekwencyjnie
charakteryzowanych regionow

Sposobem zwigkszenia uzytecznosci markeréw RAPD okazala si¢ ich konwersja
w specyficzne markery SCAR (ang. sequence-characterized amplified region) doko-
nywana poprzez sekwencjonowanie wybranego fragmentu RAPD [34]. Na podstawie
informacji o sekwencji projektuje si¢ dwa dtuzsze, okoto 24-nukleotydowe, specy-
ficzne startery oskrzydlajace amplifikowany fragment. Produktem PCR w analizie
markeré6w SCAR jest zwykle 1 polimorficzny fragment DNA.

Zastosowanie starteréw specyficznych dla gatunku umozliwia identyfikacje pato-
genu w tkance roslinnej, czgsto zanim jeszcze wystapia objawy choroby. Do reakcji
potrzebna jest niewielka ilos¢ DNA patogenu, a wydajnosé amplifikacji zalezy
W znacznym stopniu od oczyszczenia genomowego DNA z inhibitoréw PCR takich
Jak polisacharydy, zwiazki fenolowe i biatka enzymatyczne obnizajace wydajnosé
reakcji [47]. Opracowano gatunkowo specyficzne startery stuzace identyfikacji wielu
sprawcow chor6b podstawy zdzbta i korzeni. Markery SCAR wykorzystano miedzy
innymi do wykrywania w zainfekowanych tkankach Rhizoctonia cerealis [28], Fusa-
rium culmorum i Fusarium graminearum [25, 31], Fusarium avenaceum [7, 42],

Fusarium poae [35]. Znalazly one takze zastosowanie w identyfikacji Tapesia yallun-
dae 1 T. acuformis [30].
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STS — miejsca znaczone sekwencyjnie

Sekwencjonowanie markera RAPD nie jest jedyna droga projektowania specy-
ficznych starterow. Mozna je takze opracowa¢ na podstawie znanych sekwencji
genow. Pomyst uzycia miejsc znaczonych sekwencyjnie (ang. sequence tagged site —
STS) jako punktéw orientacyjnych w genomie wprowadzili Olson i in. [32]. Jako STS
mozna uzy¢ kazdej sekwencji DNA, zajmujacej unikalne miejsce w genomie. Frag-
ment DNA jest amplifikowany za pomoca dwoch 18—-24-nukleotydowych starteréw
o podobnej temperaturze topnienia, ktére zaprojektowano na podstawie znanych
sekwencji genomowych lub sekwencji klonéw ¢cDNA [15].

Dzigki takiemu podejsciu okreslono zdolno$¢ F. avenaceum, E. culmorum i F. poe
do produkcji toksyn z grupy trichotecendw, na podstawie obecnosci w genomach
badanych izolatéw genu #ri5, kodujacego syntaze trichodienu — enzymu katalizu-
jacego pierwszy etap w szlaku biosyntezy trichotecendw [25]. Ponadto, analiza
sekwencyjna regionu pomigdzy genami i3 i tri6 umozliwita zaprojektowanie specy-
ficznych starteréw stuzacych identyfikacji dwoch fenotypow F. culmorum rézniacych
si¢ iloscig produkowanego deoxyniwalenolu [2].

W genomie Gga zidentyfikowano gen (4VNI) kodujacy awenacynaze (EC 3.2.1.21),
enzym rozktadajacy toksyczna dla grzybdw saponing — awenacyne, obecna w korze-
niach owsa [17]. W ten sposob zostaje przetamany mechanizm odpornosci rosliny-
-gospodarza na Gga. Na podstawie sekwencji genu AVNI zaprojektowano odmiano-
wo specyficzne startery stuzace do identyfikacji Gga. Ponadto, na podstawie sekwen-
cji genéw podobnych do genu kodujacego:awenacynaze, opracowano specyficzne
startery stuzace identyfikacji Ggt i Ggg [38].

Markery STS oraz ich modyfikacje uzyskane po trawieniu enzymami restryk-
cyjnymi, czyli markery CAPS (ang. cleaved amlified polymorphic sequence) wyko-
rzystano takze do konstruowania mapy genetycznej genomu £ graminearum [14].

ITS — wewnetrzne regiony transkrybowane

Odmiennym podejsciem do identyfikacji patogenow jest analiza wewnetrznych
sekwencji transkrybowanych (ang. internal transcribed spacer — ITS). Sekwencje
kodujace rybosomalny RNA (rDNA), powszechnie stosowane w taksonomii moleku-
larnej, sa na tyle konserwatywne, ze mozna je wykorzystywaé w taksonomii pato-
genow do identyfikacji rzgdoéw [10]. Sekwencje rDNA wystepuja w wielu kopiach, co
zwigksza czuto$¢ identyfikacji [23]. Natomiast wewngtrzne sekwencje transkry-
bowane ITS-1 i ITS-2, wystepujace pomiedzy genami kodujacymi 18S, 5.8S i 28S
rRNA, r6znia si¢ zwykle u réznych gatunkéw w obrebie rodzaju [4, 5]. Réznice
w regionie ITS moga by¢ spowodowane wystgpowaniem delecji, substytucji lub
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insercji. Analiza sekwencji ITS jest wydajng metodg stuzaca miedzy innymi do
odtwarzania relacji filogenetycznych pomigdzy gatunkami [9].

Markery ITS postuzyty do rozréznienia Ggt, Gga i Ggg [12]. Izolaty Ggt zostaty
takze podzielone na podgrupy R i N zwigzane ze zdolnoscia izolatéw do infekowania
- zyta. Ponadto filogenetyczna analiza przeprowadzona na podstawie sekwencji gendw
18S rRNA, 5.8S rRNA oraz regionéw ITS izolatéw Ggt infekujacych owies wykaza-
la, ze sa one blisko spokrewnione z Gga [4].

Sekwencjonowanie regionu ITS pozwolilo na wyodrebnienie par starteréw spe-
cyficznych dla patotypéw W i R (Tapesia yallundae i Tapesia acuformis) R. herpo-
trichoides [37].

Opierajac si¢ na sekwencji ITS-2 zaprojektowano gatunkowo specyficzne starte-
ry stuzace do identyfikacji F. avenaceum w zainfekowanych tkankach ro$lin. Podob-
ny eksperyment, w ktérym przedmiot badan stanowily izolaty . culmorum i F. gra-
minearum zakonczyt si¢ niepowodzeniem z powodu braku dostatecznego zréznico-
wania sekwencji regiondw ITS-1 i ITS-2 tych dwoch gatunkéw [39].

Roznice w dtugosci i sekwencji regiondw ITS-1 i ITS-2 wykorzystano takze do
identyfikacji izolatdw Rhizoctonia cerealis i R. solani [20] oraz do rozréznienia G. gra-
minis var. avenae od innych patogendw zasiedlajacych korzenie zb6z [16].

Podsumowanie

Systemy markerowe rozwijane i doskonalone przez lata wptywaja znaczaco na
postep osiagnigty w wielu dyscyplinach biologicznych w tym takze w fitopatologii.
Wykorzystanie relatywnie prostych metod opartych na PCR zwlaszcza w po-
taczeniu z klasycznymi metodami stosowanymi w fitopatologii znaczaco podnosi
precyzj¢ i skuteczno$¢ diagnostyki chordb roslin, a takze wnosi wkiad do taksonomii
patogenow.

W niniejszej pracy przytoczono przyktady niektérych technik molekularnych
opartych na PCR. Czgs$¢ z nich znajduje zastosowanie w identyfikacji gatunkow
patogen6w powodujacych choroby podstawy zdzbta i korzeni (ITS, SCAR). Inne
pozwalajg na monitorowanie zmian w populacji (RAPD, CAPS), co ma istotne
znaczenie dla prognozowania epidemii i skutecznego zwalczania sprawcéw choréb.
Miejsca znaczone sekwencyjnie (STS) sa przydatne w mapowaniu jako markery
referencyjne oraz stuza do znakowania waznych cech fizjologicznych.

Markery molekularne réznia si¢ miedzy soba uzyteczno$cia i skutecznoscia
wykrywania polimorfizmu. Wybér konkretnego systemu markerowego zalezy od
celu projektu badawczego, struktury populacji, dostepnosci informacji o sekwencji
genomu patogenu, skali analiz, czasu przeznaczonego na analize, stopnia trudnosci
technicznych i kosztéw w przeliczeniu na jednostke informacji. Uwzglednianie wyzej
wymienionych czynnikow niewatpliwie zwieksza efektywno$é badan.
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Molecular markers in diagnostics
of cereal foot and root diseases
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Summary

Cereal stem base and root diseases cause significant reduction in yield. Different
methods are used to identify the causal agents of cereal root and foot rot. In presented
paper the main problems in diagnostics of eyespot, sharp eyespot, take-all and brown
foot rot were mentioned. A number of molecular methods have been developed to find
the subtle differences on DNA level. Some of them, based on polymerase chain
reaction (PCR), useful for precise identification and characterization of causal agents
of foot and root rot were reviewed.



