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Przydatnos¢ dla hodowli miejscowych
populacji owsa siewnego o wysokim
zréznicowaniu cech fenotypowych

Dni Miodego Naukowca

The importance of local oat populations with a wide variety of phenotypic traits
in relation to breeding process

Grzegorz Kloc ™, Denise F. Dostatny

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy,

Krajowe Centrum Roslinnych Zasobdéw Genowych, Radzikéw 05-870, Btonie,
< e-mail: g.kloc@ihar.edu.pl

Wyjazdy kolekcyjne sa jednym z wazniejszych zrodet pozyskiwania materiatow w Krajowym Centrum Roslinnych
Zasobéw Genowych (KCRZG). Wybor Litwy jako obszaru poszukiwan zasobow genowych byt zwiazany
z historycznymi relacjami z Polskg. W latach 2011 — 2013 przeprowadzono trzy ekspedycje, podczas ktérych zebrano
32 obiekty Avena sativa L. wraz z danymi paszportowymi. Zebrane probki zostaty wysiane na 2,5 m? poletkach Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin (IHAR-PIB) w Radzikowie w latach 2012, 2013, 2014. Na kazdym poletku, rgcznie
wysiano 600 nasion. Odnotowywano stan wylegania ros$lin, pojawiajace si¢ choroby, wyliczono masg¢ tysigca ziaren
oraz plon. U wigkszos$ci obiektow wiechowanie wystepowalo p6zniej niz u odmian wzorcowych. Lokalne obiekty
odmian owsa byly wyzsze od wzorcowych obiektow a mimo to odznaczaly si¢ niskim stopniem wylegania. Lokalne
odmiany owsa mogg stanowi¢ zrodto pojedynczych, unikalnych cech poszukiwanych przy tworzeniu nowych odmian.

Stowa kluczowe: owies, ekspedycje, zasoby genowe

Collecting missions are among the most important sources of collecting materials at the National Center for Plant
Genetic Resources (KCRZG). The choice of Lithuania as a place to search for genetic resources was associated with
historical relations with Poland. In the years 2011 - 2013 three collecting missions took place, collecting 32 accessions
of Avena sativa L. with passport data. Collected samples were sown on 2.5 m2 plots at Radzikow IHAR in 2012,
2013, 2014. 600 seeds were manually sown on each plot. During observations, plant lodging andemerging diseases
were noted, and thousand grain weight and yield was calculated. For most accessions, panicles appeared later than
in reference varieties. Local objects in this category were higher than the reference objects and had a low lodging
degree. Local oat can be a source of individual, unique traits for breeding.

Key words: oat, collecting missions, gene resources

Wstep
Zbiér miejscowych oraz regionalnych

widoczne jest tam podobienstwo w sposobie upra-
wy. W przesztosci miala miejsce duza wymiana,

Komunikat

Short communication

odmian ro$lin rolniczych jest waznym elemen-
tem w poszukiwaniu specyficznych cech, takich
jak odpornos¢ na choroby czy przystosowanie
do lokalnych warunkéw $rodowiskowych. Moga
one stanowic¢ zrodto przydatnych cech w hodowli
nowych odmian. Kluczowym elementem global-
nego bezpieczenstwa zywnos$ciowego jest rozno-
rodno$¢ genetyczna roslin, zapewniana poprzez
gromadzenie obiektow podczas wyjazdow kolek-
cyjnych. Jest ona przydatna zarbwno w procesie
hodowlanym, jak i w zachowaniu bioréznorod-
nosci roslin. (Rocha i in. 2017). Wybdr obszaru
poszukiwan zasoboéw genowych byl zwigzany
z historycznymi relacjami Litwy i Polski. Decyzje
0 organizacji wyprawy na Litw¢ podjeto, ponie-
waz tereny te przez dtuzszy czas i w duzym stop-
niu zamieszkiwane byty przez Polakow. Nadal

zardbwno materialu siewnego, jak i informacji
na temat sposoboéw prowadzenia gospodarstwa.
Celem wypraw terenowych na Litwe byt zbior
nasion roslin rolniczych do dalszego rozmnozenia
oraz ewaluacji, a takze ich zdeponowanie w prze-
chowalni dlugoterminowej KCRZG. Celem pracy
jest ukazanie wstepnej ewaluacji zebranych obiek-
tow owsa podczas trzech ekspedycji na Litwe
z zamiarem wyboru tych najbardziej przydatnych
z przeznaczeniem do dalszych badan.

Metodyka

Litwa charakteryzuje si¢ klimatem przej-
$ciowym. Srednia temperatura w lipcu wynosi
+16,7°C, w styczniu -4,1°C (https://tradingeco-
nomics.com/lithuania/temperature). Grunty rolne
zajmuja 47,98% (https://tradingeconomics.com/
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lithuania/agricultural-land-percent-of-land-area
-wb-data.html). Natomiast w Polsce $rednia tempe-
ratura w lipcu wynosi + 16,8°C, w styczniu -2,7°C
(https://tradingeconomics.com/poland/temperatu-
re), a grunty rolne zajmujg 46.93% powierzchni
kraju  (https://tradingeconomics.com/poland/agri-
cultural-land-percent-of-land-area-wb-data.html).
W latach 2011 — 2013 przeprowadzono trzy ekspe-
dycje, podczas ktorych zapisywano dane paszporto-
we wraz z cechami uzytkowymi zbieranych probek,
a takze wskazowkami od gospodarzy dotyczacymi
ich uprawy. Zapisywanie doktadnych danych pasz-
portowych jest istotne w przypadku zapoznawa-
nia si¢ z wiedzg o tradycyjnych metodach uprawy
oraz zmianach w nich wprowadzanych, ktore moga
wynika¢ z postgpujacych zmian klimatu (Biover-
sity International, 2015). Po powrocie z ekspe-
dycji wszystkie informacje zostaly wprowadzone
do bazy danych w KCRZG IHAR-PIB w Radziko-
wie, a probki owsa siewnego rozmnozono na polet-
kach doswiadczalnych IHAR-PIB w Radzikowie.
Zebrane probki zostaly wysiane na 2,5m?2 poletkach
w latach 2012, 2013, 2014. Na kazdym poletku,
recznie wysiano 600 nasion. Odnotowywano stan
wylegania ro$lin (skala 0-9, 9 oznacza brak wyle-
gania) oraz pojawiajace si¢ choroby (septorioza,
maczniak oraz rdza koronowa) w dwoch terminach
W czasie sezonu wegetacyjnego. Wyliczono mase
tysigca ziaren (MTZ) oraz plon w gramach (w prze-
liczeniu na kg). W 2012 roku odmian¢ wzorcowa
w doswiadczeniach stanowita polska odmiana
,Krezus”, aw 201312014 —,,Celer”.

Wyniki i dyskusja

Podczas trzech ekspedycji zorganizowanych
w latach 2011-2013 na terenie Litwy zebrano nasio-
na 124 obiektéw nalezacych do 6 gatunkéw roslin
zbozowych, w tym 32 obiekty owsa siewnego (tab.
1). Duza czgs$¢ zebranych obiektow owsa byta upra-
wiana na pasze, a niektore pochodzity z mieszanek
zb6z. W 2011 roku zebrano 9 prob Avena sativa L.,
cztery (138, 139 144, 168) o przeznaczeniu spozyw-
czym, a pozostale obiekty o przeznaczeniu na pasze.
W 2012 roku zebrano 19 obiektow, 6 pochodzito
z mieszanek z jeczmieniem (006, 383, 389, 390,
289, 309); 2 probki o przeznaczaniu na kietki (338
oraz 360), a pozostate 11 na pasze. Natomiast
w 2013 roku w rejonie solecznickim zebrano tylko
5 probek, ktore pochodzity z mieszanek, najcze-
$ciej z jeczmieniem, a takze z zytem, grochem oraz
peluszka, o przeznaczeniu wytacznie na pasze.

Wsrod obiektow Avena sativa L. obserwowa-
nych w roku 2012 faza wiechowania najwczesniej
wystapita dla obiektu LITLIT11 139, jednocze$nie

Tabela 1

Table 1

Obiekty zebrane podczas trzech wyjazdéw kolekcyjnych
na terenie Litwy w latach 2011 — 2013

Samples collected during three collecting missions
in Lithuania in 2011 - 2013

Zboza Liczba obiektow
Cereals Number of samples
Hordeum vulgare L. 31
Triticum aestivum L. 31
Triticum spelta L.W 1
xTriticosecale Wittm. ex
A.Camus 14
Avena sativa L. 33
Secale cereale L. 15
Lacznie / Total 125

byl on jednym z najszybciej dojrzewajacych.
Obiekt byt najnizszy w danym roku, wyleganie
nie wystapito oraz nie odnotowano wystepowania
choréb. Charakteryzowal si¢ on najwyzsza masa
tysigca ziaren (MTZ 38,6 g), najwyzsza masg ziaren
po omtoceniu oraz jednym z najwyzszych plonow
(1,24kg/2,5m2, 70% odmiany wzorcowej). Najsta-
biej pod wzgledem wielko$ci plonu (0,52kg/2,5m2)
mimo braku wylegania i wysokiej odpornosci
na choroby prezentowat si¢ obiekt LITLIT11 119,
ktory stanowit zaledwie 30% plonu odmiany wzor-
cowej (rys.2 A).

W rozmnozeniu w roku 2013 podczas obserwa-
cji najwyzszy plon (1,58kg/2,5m2, 87% odmiany
wzorcowej) oraz MTZ (31 g) (rys.2 B) odnotowano
dla obiektu LITZAP12 360 jednocze$nie przy jego
wysokiej odpornosci na mgczniaka prawdziwego
oraz rdz¢ koronowg. Wiechowanie tego obiektu
wystapito pod koniec czerwca. Jest to owies z tuska,
uprawiany na ziarno z przeznaczeniem na kiel-
ki. Najstabiej prezentowat si¢ obiekt LITZAP12
390, posiadatl najnizszy plon (43% w stosunku
do odmiany wzorcowej), niskie MTZ (21,7 g) oraz
wykazywal si¢ najwyzszym porazeniem rdzg koro-
nowa (rys. 2). (rys.l B). Podczas, gdy u odmian
wzorcowych porazenie maczniakiem odnotowano
w przedziale migdzy 4 a 6, to w przypadku odmian
miejscowych byt to przedziat migdzy 7 a 9 oraz 8
z 19 obiektow wykazywato si¢ brakiem porazenia
przez maczniaka (rys.1 B).

W roku 2014 u wigkszosci obiektow zaob-
serwowano porazenie maczniakiem (rys.l C)
i brak wylegania pomimo, ze rosliny byty wyzsze
w porownaniu do roslin wzorcowych. Wiecha
obiektu LITCEN13 399 z najwigkszym plonem
(980 g), (rys.2 C) pojawia si¢ najpozniej pod koniec
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czerwca. Owies ten pochodzi z mieszanki (wyka,
peluszka, owies) uprawianej na pasz¢ dla zwierzat.

Zaobserwowano duze zrdoznicowanie cech
fenotypowych migdzy badanymi miejscowymi
populacjami owsa siewnego. Otwiera to droge
do selekcji korzystnych cech dla hodowli, (Lapin-
ski 1 in 2013; Kordulasinska 1 Bulinska-Radomska
2014; Pszczotkowski i Sawicka, 2016). Wedtug
Nita (2003), odmiany wykazujace si¢ najlepszymi
cechami morfologicznymi czy rolniczymi powin-
ny by¢ wykorzystywane w procesie hodowlanym
do tworzenia genotypdéw o pozadanych wtasci-
wosciach (Nita, 2003). Iannucci i inni (2011)
dodatkowo podkreslaja, ze brak silnych sprzezen
miedzy badanymi cechami pozwala na uzyskanie
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Rys. 1. Stopien porazenia maczniakiem prawdziwym oraz
rdza koronowg obiekéw Avena sativa L. (2012-2014)

Fig. 1. Susceptibility of Avena sativa L. for powdery mildew
and crown rust (2012-2014).

,uzytecznych kombinacji” do badan hodowlanych.

Podsumowanie

Odmiany lokalne Avena sativa L. pozyskane
w czasie ekspedycji na terenie Litwy charaktery-
zowaly si¢ duza zmiennoscia cech. U wiekszosci
obiektow wiechowanie wystgpowato pdzniej niz
u odmian wzorcowych. Lokalne obiekty odmian
owsa byly wyzsze od wzorcowych obiektow,
a mimo to odznaczaty si¢ niskim stopniem wylega-
nia. Zaobserwowano mniejsze zréoznicowanie pod
wzgledem masy tysigca ziaren (MTZ) w poréwna-
niu z wzorcami mimo tego, ze plon odmian lokal-
nych byt ogdlnie nizszy. Obiekty zebrane w 2012 r.
odznaczaly si¢ wigckszg odpornoscia na maczniaka
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Rys. 2. Wysoko$¢ plonu oraz masa tysigca ziaren obiektow
Avena sativa L. (2012-2014).

Fig. 2. Yield level ond thousand grain weight for Avena
sativa L. (2012-2014).
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niz odmiany wzorcowe. Lokalne odmiany zebra-
ne w 2013 r. w regionie solecznickim, gdzie nie
ma tradycji uprawiania owsa byty uzytkowane tylko
na paszg, dlatego odznaczaty si¢ niskimi parametra-
mi plonu. Lokalne odmiany owsa mogg stanowié
zrodto pojedynczych, unikalnych cech, poszukiwa-
nych do stworzenia nowych odmian.
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Prosta metoda selekcji materiatow
hodowlanych pszenicy i pszenzyta
z wykorzystaniem nieoczyszczonego
filtratu zawierajacego efektor Tox3

Dni Miodego Naukowca

A simple method of selecting wheat and triticale breeding materials using a crude
filtrate containing the Tox3 effector

Jakub Walczewski **

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy, Radzikéw, 05-870 Btonie, Polska,

Zakfad Fitopatologii,
< e-mail: j.walczewski@ihar.edu.pl

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

Komunikat

Short communication

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).

Redaktor prowadzacy: H. J. Czembor
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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.

10

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



BIULETYN IHAR Nr 290 / 2020

Prosta metoda selekcji materiatow hodowlanych pszenicy i pszenzyta...

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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System BER w naprawie uszkodzen
oksydacyjnych u roslin

Dni Mlodego Naukowea
System BER in the repair of oxidative damage in plants :
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05-870 Bfonie,
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Rosliny wytworzyly szereg mechanizméw odpowiadajacych za naprawe uszkodzen oksydacyjnych wywotanych
reaktywnymi formami tlenu. System naprawy poprzez wycinanie zasad wydaje si¢ gldwnym system naprawczym
prowadzacym do zniwelowania zmian wytworzonych przez reaktywne formy tlenu. UUwaza si¢, ze dwoma
waznymi enzymami odpowiadajacymi za usuwanie 8-oksoguaniny sa glikozylaza 8-oksoguaniny DNA i glikozylaza
DNA formamidopirimidyny. Wielu badaczy zauwaza zalezno$¢ pomi¢dzy nagromadzeniem zmian oksydacyjnych
w komorce, a aktywnoscig glikozylazy 8-oksoguaniny DNA i glikozylazy DNA formamidopirimidyny, oraz starzeniem
si¢ nasion. Potwierdzono, ze poziom FPG oraz OGG1 wzrasta podczas imbibicji nasion. Niniejsza praca ma na celu
przyblizenie dzialania systemu naprawczego BER w procesie napraw uszkodzen oksydacyjnych oddziatywujacych
na starzenie si¢ nasion. Celem pracy jest przedstawienie obecnego stanu na temat dziatania systemu BER (ang Base
Excision Repair) w naprawie uszkodzen oksydacyjnych wptywajacych na starzenie si¢ nasion.

Stowa klucze: system BER, starzenie nasion, ROS, uszkodzenia oksydacyjne, FPG, OGG1

Plants have developed a number of mechanisms that are responsible for repairing the oxidative damage caused by
reactive oxygen species. The base excision repair system is the main repair system for removing such changes. Herein,
8-oxoguanine DNA glycosylase and formamidopyrimidine DNA glycosylase are the two enzymes of importance for
removing 8-0x0G. Researchers have confirmed that FPG and OGG1 levels increase during seed imbibition. Indeed,
many researchers note the relationship between the accumulation of oxidative changes in the cell and the activity
of OGG1 and FPG and the aging of seeds. This short review aims at presenting the published data on the operation
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of the base excision repair system in the process of repairing oxidative damage affecting seed aging.

Key words: BER system, seed aging, ROS, oxidative damage, FPG, OGG1

Wstep

Reaktywne formy tlenu (Reactive Oxygen
Species — ROS) moga by¢ wytwarzane jako
produkty uboczne metabolizmu komorki i uwaza-
ne sg za jedng z gtownych przyczyn utraty
zywotnoS$ci nasion oraz pogorszenia si¢ ich zdol-
nosci kietkowania (El-Maarouf-Bouteau i wsp.,
2011). W trakcie przechowywania nasion, utrata
zywotno$ci zwigzana jest z nagromadzeniem si¢
peknig¢ nici DNA i aberracjami chromosomow,
co potwierdza zwigzek pomigdzy zmniejszo-
nym kietkowaniem podczas starzenia si¢ nasion,
auszkodzeniami DNA (Waterworth i wsp., 2011).
ROS indukuje wiele uszkodzen DNA w tym
powstawanie modyfikacji guaniny najczesciej
8-oksoguaniny (8-0ksoG), ktorej poziom znacznie
wzrasta podczas starzenia si¢ nasion. W naprawie
tych uszkodzen bierze udzial system napraw-
czy BER (Base Excision Repair), w ktorym

posrednicza dwa enzymy FPG (glikozylaza DNA
formamidopirimidyny) oraz OGG1 (glikozylaza
8-oksoguaniny DNA) odpowiedzialne za rozpo-
znawanie oraz usuwanie zmian oksydacyjnych.
Celem pracy jest przyblizenie dziatania systemu
naprawczego BER w procesie napraw uszkodzen
oksydacyjnych oddziatywujacych na starzenie si¢
nasion.

1. System naprawczy BER i jego rola w reduk-
¢ji uszkodzen oksydacyjnych

Jedna z glownych S$ciezek naprawy DNA
obecna we wszystkich organizmach jest naprawa
poprzez wycinanie zasad. BER zapobiega muta-
gennym 1 cytotoksycznym skutkom uszkodzen,
ktore wystepuja w zasadach azotowych DNA,
a jego rola w utrzymaniu integralno$ci genomu
jest istotna (Drohat i Coey, 2016). Uszkodzenia
oksydacyjne takie jak 8-oksoguanina (utleniona
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forma guaniny) naprawiane sa gltownie poprzez
system BER (Zharkov, 2008). Mechanizm napra-
wy BER jest inicjowany przez glikozylazy DNA
(specyficzne dla danego uszkodzenia), ktore prze-
cinaja wigzanie N-glikozydowe migdzy uszkodzo-
na zasada, a deoksyryboza tworzac w ten sposéb
miejsce apurynowe/apirymidynowe (AP). Nastep-
nie niezbedna do usunigcia miejsca AP jest endonu-
kleaza AP, badz liaza AP, powodujaca rozklad
do oligonukleotydow poprzez rozerwanie wigzan
fosfodiestrowych wewnatrz tancucha DNA (Zhar-
kov, 2008). W kolejnym etapie $ciezka naprawy
moze przebiega¢ w dwojaki sposdb za pomo-
ca mechanizmu ,krotkiej” badz ,dlugiej” Iaty.
O wyborze danego mechanizmu decyduje rodzaj
zaangazowanego enzymu oraz wystepujaca zmia-
na. Mechanizm ,krotkiej taty” generowany jest
w momencie gdy potrzebna jest wymiana jednego
niewtasciwego nukleotydu natomiast ,,dtuga lata”
aktywowana jest podczas naprawy 2—13 nukleoty-
dow. Obie $ciezki wymagaja fragmentow oflanko-
wanych poprzez 3°-OH i 5’-dRP. W proces naprawy
,dlugiej taty” jest zaangazowana polimeraza, ktora
uzupehia sekwencje wypychajac fragment oflan-
kowany 5’dRP wraz z kilkoma nukleotydami.
Nastepnie endonukleaza usuwa wypchniety przez
polimeraze fragment. W kolejnym etapie uzupet-
niona sekwencja zostaje potaczona z nicia DNA
poprzez dziatanie ligazy. Natomiast w mechanizmie
,Krotkiej taty” uczestniczy liaza 5°-dRP usuwajac
oflankowane miejsce. Nastepnie poprzez dzialanie
polimerazy DNA oraz ligazy DNA nastepuje uzupet-
nienie usuni¢tego miejsca AP oraz potaczenie nici.
Niestety tozsamos$¢ polimerazy DNA zaangazowa-
nej w ten proces nie jest jeszcze do konca pozna-
na. Badacze sugeruja, ze moze by¢ to Polimeraza
o jednak nie ma co do tego pewnosci, Niezbedne
sa dalsze badania, ktore dostarczg wiecej informa-
cji na ten temat (Roldan-Arjona T. i wsp., 2019).

(Rys. 1).

1.1. Glikozylazy

Glikozylazy DNA to enzymy, ktére rozpozna-
ja uszkodzone lub zmodyfikowane zasady w DNA
1 usuwaja je poprzez rozszczepienie wigzania
N-glikozydowego, ktore taczy zasady z cukrem
2-deoksyrybozowym (Brooks i wsp., 2013). Prze-
szukiwanie zasad w fancuchu DNA ufatwia loka-
lizowanie zmian, ktoére nie znieksztatcaja znacznie
ogolniej struktury DNA. Kazdy gatunek biologicz-
ny ma kilka réznych glikozylaz DNA (Zharkov,
2008). Roézne rodzaje glikozylaz DNA wyspecja-
lizowane sa w wyszukiwaniu konkretnych typow
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uszkodzen i zmian. W ro$linach wykryto cztery
nadrodziny strukturalne glikozylaz DNA, w tym
glikozylaze alkiladeniny DNA (AAG), glikozy-
laze¢ uracylu DNA (UDGQG), glikozylazy zawieraja-
ce motyw helisa-spinka-helisa (HhH-GPD) oraz
glikozylazy z nadrodziny biatek H2TH (Dalhus
i wsp., 2009). Na szczeg6lng uwage zastugu-
ja nadrodziny HhH-GPD oraz H2TH. Nadro-
dzina HhH-GPD posiada domen¢ wigzagca DNA
w sposob niezalezny od sekwencji. Do tej grupy
enzyméw zaliczamy glikozylazy 8-oksoguaniny
DNA (OGQG), ktére usuwaja gtéwne produkty utle-
niania puryny 8-oksoG. Nadrodzina H2TH zawiera
enzymy dwufunkcyjne majace zdolnosci przecina-
nia szkieletu cukrowo-fosforanowego (Huffman
i wsp., 2005). Do tej nadrodziny nalezy glikozylaza
DNA formamidopirimidyny (FPG) rozpoznajaca
produkty utleniania 8-oksoG takie jak formami-
dopirymidyny, spiroiminodihydantoing i guanidy-
nohydantoing (Kathe i wsp., 2009). Enzymy OGGl1
oraz FPG s3 zaangazowane w naprawe uszkodzen
oksydacyjnych.

1. 2. Endonukleazy AP

Endonukleazy te hydrolizuja wiazanie 5°-3’
fosfodiestrowe po stronie 5’ od miejsca AP. W efek-
cie nastgpuje pojedyncze pegknigcie nici z wolnymi
koncami 3’-OH i 5’-dRP. W genomach rzodkiewni-
ka, ryzu i trzciny cukrowej zidentyfikowano geny
trzech endonukleaz: ARP (ang. apurinic endonucle-
ase-redox protein), APEIL (ang. apurinic/apyrimi-
dinic endonuclease 1 ) i APE2 (ang. apurinic/
apyrimidinic endonuclease 2 ) (Murphy i wsp., 2009;
Joldybayayeva i wsp., 2014; Maira i wsp., 2014;
Cabral Medeiros 1 wsp., 2019). Endonukleaza ARP
jest niezbedna do przetwarzania nacig¢ produktow
posrednich naprawy DNA w starzejacych si¢ nasio-
nach. Aktywnos$¢ liaz OGGl1 i FPG podczas napra-
wy 8-0x0G powoduje powstawanie zablokowanych
koncoéw 3°, ktore musza zosta¢ przetworzone do
koncéw 3’-hydroksylowych, zanim nastgpi etap
uzupehnienia luki oraz ligacja DNA. Endonuklaza
ARP ma aktywnos¢ 3’-fosfodiestrazy, ktora usuwa
grupy blokujace konce 3’ (Cordoba-Cafiero i wsp.,
2014).

1.3. Polimerazy i ligazy
W syntezie DNA podczas naprawy BER bierze
udziat polimeraza nalezaca do jednej z trzech rodzin:
A (eukariotyczna mitochondrialna Pol y), B (euka-
riotyczna DNA Pol 9, €, a) oraz X (eukariotyczna
DNA Pol a, B) (Zharkov, 2008). Niestety badania
na temat polimeraz bioragcych udzial w naprawie
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BER u roslin nie sg jeszcze na tyle zaawansowa-
ne, aby w peli scharakteryzowaé¢ ich dziatanie.
W systemie BER uzupehienie jednoniciowych
koncowek DNA nastepuje poprzez aktywnos¢ liga-
zy DNA. Enzymy te biora udzial w wielu procesach
metabolizmu DNA i posiadajg zdolno$¢ do wytwo-
rzenia wigzania fosfodiestrowego (Tomkinson
1 wsp., 2000).

2. Rola systemu BER w starzeniu nasion

Nasiona  przechowywane dlugoterminowo
sa podatne na uszkodzenia oksydacyjne wywoty-
wane przez reaktywne formy tlenu (Jeevan Kumar
1 wsp., 2015). W badaniach nad zywotnoscia prze-
chowywanych nasion buka wykazano, ze poziom
H,0, jest silnie skorelowany ze zmniejszonym
poziomem kietkowania (Ratajczyk i wsp., 2015).
Wzrost poziomu H,O, wplywa rowniez negatywnie
na zdolno$¢ kietkowania u owsa, pszenicy, stonecz-
nika, debu i bawely (Kong i wsp., 2015; Kibinza
1 wsp., 2006; Goel i Sheoran, 2003; Romero-Rodri-
guez i wsp., 2018). W badaniach nad Arabidopsis
thaliana (Chen i wsp., 2012), Medicago trancatula
(Macovei i wsp., 2011) i Shorea robusta (Chandra
i wsp., 2018) wykazano, ze zwigkszony poziom
8-0ksoG wplywa negatywnie na proces kietkowania
i prowadzi do przys$pieszonego starzenia si¢ nasion.
Uszkodzenia oksydacyjne wywolane przez ROS
w szczegdlnosci 8-oksoG sa naprawiane poprzez
system BER, dzi¢ki udziatowi specyficznych enzy-
mow takich jak FPG oraz OGGl. Sg to glikozylazy

Uszkodzona zasad

DNA, ktore hydrolizuja wigzanie glikozydowe
migdzy deoksyryboza a btgdng zasada, uwalniajac
w ten sposdb uszkodzong zasade i tworzgc miejsce
AP (Roldan-Arjona i Ariza, 2009). Geny FPG
zostaty opisane w A. thaliana oraz trzcinie cukro-
wej (Murphy 1 George, 2005; Scortecci i wsp.,
2007). Roslinny OGGI po raz pierwszy zostal
wyizolowany 1 scharakteryzowany u A. thaliana
(Dany 1 Tisser, 2001). W badaniach na M. tranca-
tula wykazano, ze geny OGG1 i FPG biorg udziat
w mechanizmach naprawy nasion podczas stresu
oksydacyjnego. Potwierdzono, ze poziom ekspresji
obu genoéw wzrasta podczas imbibicji. Wskazuje
to na ich udzial w mechanizmach naprawy uszko-
dzen oksydacyjnych w nasionach (Macovei 1 wsp.,
2011).

Whioski

Starzenie si¢ jest powaznym problemem dla
utrzymania zywotnosci nasion podczas dlugoter-
minowego przechowywania zarowno w warunkach
naturalnych, jak i bankach genéw. Udowodniono,
7e starzenie jest powigzane z szeregiem pogar-
szajagcych si¢ zmian zachodzacych na poziomie
komoérkowym, biochemicznym i metabolicznym
(El-Maaraouf-Bouteau i wsp., 2011). Zrozumie-
nie mechanizméw fizjologii i biochemii zjawi-
ska starzenia si¢ jest niezbedne dla opracowania
odpowiednich protokotow przechowywania nasion
dla roznych gatunkow roslin (Chen i wsp., 2013;
Michalak i wsp., 2015). Uwaza si¢, ze nadmierna
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Rys. 1. Mechanizm systemu naprawczego BER — Base Excision Repair

Fig.1. Mechanism of system repair BER - Base Excision Repair
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akumulacja reaktywnych form tlenu przyczynia
si¢ do starzenia nasion podczas dlugoterminowego
przechowywania (Chandra i wsp., 2018). System
BER wydaje si¢ glownym system naprawczym
prowadzacym do zniwelowania zmian wytworzo-
nych przez ROS. Uwaza si¢, ze dwoma waznymi
enzymami odpowiadajacymi za usuwanie 8-oksoG
sa OGGI i FPG. Enzymy te dziatajg poprzez
wyszukanie i wycigcie uszkodzenia oksydacyjne-
go. Wielu badaczy zauwaza zalezno$¢ pomigdzy
nagromadzeniem zmian oksydacyjnych w komor-
ce, a aktywnoscia OGG1 i1 FPG oraz starzeniem
sie nasion. Niestety doktadny mechanizm dzialania
tych dwoch enzymow na proces starzenia wywota-
nego ROS nie jest jeszcze do konca poznany.

Literatura

Brooks, S. C., Adhikary, S., Rubinson, E. H., Eichman, B. F.,
(2013). Recent advances in the structural mechanisms
of DNA glycosylases. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Proteins and Proteomics 1834, 247-271. https://
doi.org/10.1016/j.bbapap.2012.10.005

Cabral Medeiros, N. M., Cordoba-Cafiero, D., Garcia-Gil,
C. B,, Ariza, R. R., Roldan-Arjona, T., Scortecci, K. C.,
(2019). Characterization of an AP endonuclease from
sugarcane — ScARPI1. Biochemical and Biophysical
Research Communications 514, 926-932. https://doi.
org/10.1016/j.bbrc.2019.04.156

Chandra, J., Parkhey, S., Keshavkant, S., (2018). Ageing-reg-
ulated changes in genetic integrity of two recalcitrant
seeded species having contrasting longevity. Trees 32,
109—-123. https://doi.org/10.1007/s00468-017-1615-6

Chen, H., Chu, P, Zhou, Y., Li, Y., Liu, J., Ding, Y., Tsang, E.
W. T, Jiang, L., Wu, K., Huang, S., (2012). Overexpres-
sion of AtOGG1, a DNA glycosylase/AP lyase, enhances
seed longevity and abiotic stress tolerance in Arabidopsis.
Journal of Experimental Botany 63, 4107—4121. https://
doi.org/10.1093/jxb/ers093

Chen, H., Osuna, D., Colville, L., Lorenzo, O., Graeber, K.,
Kiister, H., Leubner-Metzger, G., Kranner, L., (2013). Tran-
scriptome-Wide Mapping of Pea Seed Ageing Reveals a
Pivotal Role for Genes Related to Oxidative Stress and
Programmed Cell Death. PLoS ONE 8§, ¢78471. https://
doi.org/10.1371/journal.pone.0078471

Cordoba-Caiiero, D., Roldan-Arjona, T., Ariza, R. R., (2014).
Arabidopsis ZDP DNA 3’-phosphatase and ARP endo-
nuclease function in 8-0x0G repair initiated by FPG and
OGG1 DNA glycosylases. Plant J 79, 824-834. https://
doi.org/10.1111/tpj.12588

Dalhus, B., Laerdahl, J. K., Backe, P. H., Bjorés, M., (2009).
DNA base repair — recognition and initiation of cataly-
sis. FEMS Microbiol Rev 33, 1044-1078. https://doi.
org/10.1111/§.1574-6976.2009.00188.x

Dany, A. L., Tissier, A., (2001). A functional OGG1 homo-

18

logue from Arabidopsis thaliana. Molecular Genetics
and Genomics 265, 293-301. https://doi.org/10.1007/
s004380000414

Drohat, A. C., Coey, C. T., (2016). Role of Base Excision
“Repair” Enzymes in Erasing Epigenetic Marks from
DNA. Chem. Rev. 116, 12711-12729. https://doi.
org/10.1021/acs.chemrev.6b00191

El-Maarouf-Bouteau, H., Mazuy, C., Corbineau, F., Bailly, C.,
(2011). DNA alteration and programmed cell death during
ageing of sunflower seed. Journal of Experimental Botany
62, 5003-5011. https://doi.org/10.1093/jxb/err198

Goel, A., Sheoran, 1., (2003). Lipid Peroxidation and Perox-
ide-Scavenging Enzymes in Cotton Seeds Under Natural
Ageing. Biologia Plantarum 46, 429-434. https://doi.org/
doi.org/10.1023/A:1024398724076

Huffman, J. L., Sundheim, O., Tainer, J. A., (2005). DNA
base damage recognition and removal: New twists and
grooves. Mutation Research/Fundamental and Molecu-
lar Mechanisms of Mutagenesis 577, 55-76. https://doi.
org/10.1016/j.mrfmmm.2005.03.012

Jeevan Kumar, S. P., Rajendra Prasad, S., Banerjee, R., Tham-
mineni, C., (2015). Seed birth to death: dual functions of
reactive oxygen species in seed physiology. Ann Bot 116,
663—668. https://doi.org/10.1093/a0b/mcv098

Joldybayeva, B., Prorok, P., Grin, I. R., Zharkov, D. O., Ishen-
ko, A. A., Tudek, B., Bissenbaev, A. K., Saparbaev, M.,
(2014). Cloning and Characterization of a Wheat Homo-
logue of Apurinic/Apyrimidinic Endonuclease ApelL.
PLoS ONE 9, €92963. https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0092963

Kathe, S. D., Barrantes-Reynolds, R., Jaruga, P., Newton, M.
R., Burrows, C. J., Bandaru, V., Dizdaroglu, M., Bond,
J. P., Wallace, S. S., (2009). Plant and fungal Fpg homo-
logs are formamidopyrimidine DNA glycosylases but
not 8-oxoguanine DNA glycosylases. DNA Repair 8,
643-653. https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2008.12.013

Kibinza, S., Vinel, D., Céme, D., Bailly, C., Corbineau, F.,
(2006). Sunflower seed deterioration as related to mois-
ture content during ageing, energy metabolism and active
oxygen species scavenging. Physiol Plant 128, 496-506.
https://doi.org/10.1111/j.1399-3054.2006.00771.x

Kong, L., Huo, H., Mao, P., (2015). Antioxidant response and
related gene expression in aged oat seed. Front. Plant Sci.
6. https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00158

Macovei, A., Balestrazzi, A., Confalonieri, M., Faé, M.,
Carbonera, D., (2011). New insights on the barrel medic
MtOGGI1 and MtFPG functions in relation to oxidative
stress response in planta and during seed imbibition. Plant
Physiology and Biochemistry 49, 1040—1050. https://doi.
org/10.1016/j.plaphy.2011.05.007

Maira, N., Torres, T. M., de Oliveira, A. L., de Medeiros, S.
R. B., Agnez-Lima, L. F., Lima, J. P. M. S., Scortecci,
K. C., (2014). Identification, characterisation and molec-
ular modelling of two AP endonucleases from base exci-


http://https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2012.10.005
http://https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2012.10.005
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2019.04.156
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2019.04.156
https://doi.org/10.1007/s00468-017-1615-6%0D
https://doi.org/10.1093/jxb/ers093
https://doi.org/10.1093/jxb/ers093
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0078471
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0078471
https://doi.org/10.1111/tpj.12588
https://doi.org/10.1111/tpj.12588
https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.2009.00188.x
https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.2009.00188.x
https://doi.org/10.1007/s004380000414
https://doi.org/10.1007/s004380000414
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.6b00191%0D
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.6b00191%0D
https://doi.org/10.1093/jxb/err198
https://doi.org/doi.org/10.1023
https://doi.org/doi.org/10.1023
https://doi.org/10.1016/j.mrfmmm.2005.03.012
https://doi.org/10.1016/j.mrfmmm.2005.03.012
https://doi.org/10.1093/aob/mcv098
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0092963
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0092963
https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2008.12.013
https://doi.org/10.1111/j.1399-3054.2006.00771
https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00158
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2011.05.007
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2011.05.007

BIULETYN IHAR Nr 290 / 2020

System BER w naprawie uszkodzen oksydacyjnych u roslin

sion repair pathway in sugarcane provide insights on the
early evolution of green plants. Plant Biol J 16, 622—-631.
https://doi.org/10.1111/plb.12083

Michalak, M., Plitta-Michalak, B. P., Naskret-Barciszewska,
M., Barciszewski, J., Bujarska-Borkowska, B., Chmie-
larz, P., (2015). Global 5-methylcytosine alterations in
DNA during ageing of Quercus robur seeds. Ann Bot 116,
369-376. https://doi.org/10.1093/aob/mcv104

Murphy, T. M., Belmonte, M., Shu, S., Britt, A. B., Hatteroth,
J., (2009). Requirement for Abasic Endonuclease Gene
HomologuesinArabidopsis Seed Development. PLoOSONE
4, e4297. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0004297
Murphy, T.M., George, A., (2005). A comparison of
two DNA base excision repair glycosylases from Arabi-
dopsis thaliana. Biochemical and Biophysical Research
Communications 329, 869—872. https://doi.org/10.1016/j.
bbrc.2005.02.054

Ratajczak, E., Malecka, A., Bagniewska-Zadworna, A.,
Kalemba, E. M., (2015). The production, localization and
spreading of reactive oxygen species contributes to the
low vitality of long-term stored common beech (Fagus
sylvatica L.) seeds. Journal of Plant Physiology 174,
147-156. https://doi.org/10.1016/j.jplph.2014.08.021

Roldan-Arjona, T., Ariza, R. R., (2009). Repair and tolerance
of oxidative DNA damage in plants. Mutation Research/
Reviews in Mutation Research 681, 169-179. https://doi.
org/10.1016/j.mrrev.2008.07.003

Roldén-Arjona, T., Ariza, R. R., Cérdoba-Cafiero, D., (2019).
DNA Base Excision Repair in Plants: An Unfolding Story
With Familiar and Novel Characters. Front. Plant Sci. 10,
1055. https://doi.org/10.3389/fpls.2019.01055

Romero-Rodriguez, M. C., Archidona-Yuste, A., Abril, N., Gil-
Serrano, A. M., Meijon, M., Jorrin-Novo, J. V., (2018).
Germination and Early Seedling Development in Quercus
ilex Recalcitrant and Non-dormant Seeds: Targeted Tran-
scriptional, Hormonal, and Sugar Analysis. Front. Plant
Sci. 9, 1508. https://doi.org/10.3389/fpls.2018.01508

Scortecci, K. C., Lima, A. F. O., Carvalho, F. M., Silva, U.
B., Agnez-Lima, L. F., de Medeiros, S. R. B., (2007).
A characterization of a MutM/Fpg ortholog in sugar-
cane—A monocot plant. Biochemical and Biophysical
Research Communications 361, 1054-1060. https://doi.
org/10.1016/j.bbrc.2007.07.134

Tomkinson, A. E., Vijayakumar, S., Pascal, J. M., Ellenberger,
T., (2006). DNA Ligases: Structure, Reaction Mecha-
nism, and Function. Chem. Rev. 106, 687-699. https://
doi.org/10.1021/cr040498d

Waterworth, W. M., Drury, G. E., Bray, C. M., West, C.
E., (2011). Repairing breaks in the plant genome: the
importance of keeping it together: Tansley review. New
Phytologist 192, 805-822. https://doi.org/10.1111/j.1469-
8137.2011.03926.x

Zharkov, D. O., (2008). Base excision DNA repair. Cell. Mol. Life
Sci. 65, 1544-1565. https://doi.org/10.1007/s00018-008-7543-2

Sponsorzy Dni Miodego Naukowca:

Krajo Osrodek
Wspamg Rolnictwa

IIIOE

' O=BASF @ CN NIDZICA wllmﬂﬂﬂ
We create chemistry

Q4Lab &

%gp 0P

..'::Kﬁttermann T&B Masters s.c 211

‘ StatSoft Polska

~\
JARS S
7

N
DANKO

AGA.
Analytical

CEREUS WENA

(@)

eppendorf €\J VwWr~

19


https://doi.org/10.1111/plb.12083
https://doi.org/10.1093/aob/mcv104
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0004297
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2005.02.054
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2005.02.054
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2014.08.021
https://doi.org/10.1016/j.mrrev.2008.07.003
https://doi.org/10.1016/j.mrrev.2008.07.003
https://doi.org/10.3389/fpls.2019.01055
https://doi.org/10.3389/fpls.2018.01508
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2007.07.134
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2007.07.134
https://doi.org/10.1021/cr040498d
https://doi.org/10.1021/cr040498d
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2011.03926
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2011.03926
https://doi.org/10.1007/s00018

BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI | AKLIMATYZACJI ROSLIN Nr 290 / 2020 : 21-26
E-ISSN: 2657-8913 DOI: 10.37317/biul-2020-0014

miRNA zaangazowane w proces starzenia
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miRNAs involved in the seed ageing and germination process
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Starzenie nasion jest procesem prowadzacym do nieodwracalnych zmian powodujacych utrate ich warto$ci siewnej
w czasie. W proces ten zaangazowanych jest wiele wzajemnie powiazanych zmian molekularnych, biochemicznych,
fizjologicznych oraz metabolicznych. W zwiazku z degradacja srodowiska naturalnego wymagana jest intensywna
ochrona gatunkowa roslin. Zachowanie zdolnosci do kietkowania nasion odgrywa kluczowa role w ochronie
bioréznorodnos$ci gatunkowej. Przeprowadzone dotychczas badania wskazuja na udzial miRNA w dynamicznym
procesie kietkowania nasion. Jednak niewiele wiadomo na temat zagadnien dotyczacych regulacji miRNA 1 ich
gendow docelowych, ktore sg potencjalnie waznymi czynnikami przyczyniajacymi si¢ do starzenia nasion podczas
dtugotrwatego przechowywania.

Praca obejmuje przeglad wybranej literatury dotyczacej badania roli miRNA w regulacji proceséw zaangazowanych
w starzenie i kietkowanie nasion.

Stowa klucze: miRNA, starzenie nasion, zywotnos¢, kietkowanie

The ageing of seeds is a process that leads to irreversible changes that cause the loss of seed value over time. Many
interrelated molecular, biochemical, physiological and metabolic processes are involved in it. The degradation
of the natural environment requires intensive plant species protection. Preserving germination capacity plays a key
role in protecting the biodiversity damaged by genetic erosion. The studies conducted so far show that miRNAs
are involved in the dynamic germination process of seeds. However, little is known about the state of specific miRNA
regulations and their targets. These, are potentially important factors contributing to the ageing of seeds during long-
term storage. germination germination

This review includes literature review of research concerning the role of miRNA in the regulation of processes

Review paper

Artykut przeglagdowy

leading to seed ageing and germination.

Key words: miRNA, seed aging, vitality, germination

Wstep

Zywotnoé¢ nasion miala znaczenie dla ludz-
kosci od czasow rewolucji neolitycznej, kiedy
nastapilo przejscie od magazynowania zywnos$ci
do jej produkcji, a czgs¢ zbiorow musiata zostaé
zachowana na nastgpny sezon. Pierwsze informa-
cje dotyczace starzenia si¢ nasion zostaty podane
juz w starozytnej Grecji, kiedy Teofrast z Erezos
zauwazyl, ze przechowywanie nasion w prze-
wiewnych miejscach na duzych wysokosciach
przedluza ich zywotnos$¢. Ponadto zaobserwo-
wal, Ze nasiona cebuli tracg zywotno$¢ znacznie
szybciej, niz nasiona prosa. W I wieku Lucjusz
Lunius Moderatus Columella dostrzegt negatyw-
ny wptyw wilgotnos$ci na proces przechowywania
nasion. W $redniowieczu Ibn al-’Awwam stwo-
rzyt rozpraw¢ naukowg pt. ,Kitab al-fila-hah”,

zawierajacy informacje, jak prawidtowo przecho-
wywac¢ nasiona. Francuski botanik Henri-Louis
Duhamel du Monceau w X VIII wieku zaobserwo-
watl zréznicowanie w zywotnos$ci nasion w zalez-
nosci od gatunku rosliny (Priestley, 1986).

Celem pracy jest przeglad wybranej literatu-
ry dotyczacej regulacyjnej roli miRNA w szla-
ki metaboliczne zwigzane z procesem starzenia
1 kietkowania nasion.

Starzenie Nasion

Starzenie jest to dtugotrwaly i nieodwracal-
ny proces zachodzacy w rozwoju osobniczym
zywych organizmdw. Proces ten polega na postg-
pujacych w czasie zmianach w komorkach,
ktorych ostatecznym skutkiem jest $mier¢ orga-
nizmu. Dlugo$¢ zycia to czynnik, ktory znaczaco

Redaktor prowadzacy: Katarzyna Mikolajczyk.


http://doi.org/10.37317/biul-2020-0014
mailto:m.puchta%40ihar.edu.pl?subject=

BIULETYN IHAR Nr 290 / 2020

Marta Puchta

roznicuje organizmy (Roberts, 1979). U roslin
jego rozpigtos$¢ jest znacznie wigksza, niz u zwie-
rzat, przyktadem czego sg osobniki Pinus aristata
w White Mountain w Kalifornii, ktorych wiek szacu-
je sie na okoto 5000 lat (Currey, 1965). W 1877 r.
znaleziono ,,probke wiedenska”, ktorg przechowy-
wano w hermetycznie zamknigtych pojemnikach
w temperaturze 10 — 15°C i wilgotnosci 3,13%
przez ponad 110 lat. Wérdd probek znajdowaty sie
nasiona jeczmienia wykazujace 90% zywotnosci,
owsa 81%, podczas gdy pszenica posiadala niska
zdolno$¢ kietkowania, a zyto catkowicie stracito
zywotno$¢ (Steiner i Ruckenbauer, 1995). Nasiona
wigkszo$ci gatunkdw roslin mogg przetrwaé nawet
do kilku tysiecy lat, np. nasiona Nelumbo nucifera,
ktorych wiek byt datowany na ok. 1300 lat, miaty
zdolno$¢ kietkowania na poziomie 84% (Shen-Mil-
ler, 2002).

Starzenie nasion prowadzi do nieodwracal-
nych zmian powodujacych utratg wartosci siewnej
w czasie. W efekcie starzenia nasiona tracg wigor
oraz zywotnos¢. W 1876 r. Nobbe stwierdzit wyste-
powanie réznic w zakresie kietkowania i wzrostu
w obregbie partii materialu siewnego nazywajac
zjawisko,, sita napedowa”, czyli,, wigorem nasien-
nym” (Sun i in., 2007). W 1976 r. stowarzyszenie
ISTA (ang. International Seed Testing Association)
opracowato definicje wigoru nasion jako sume tych
wlasciwosci nasion, ktore okreslaja poziom ich
aktywnos$ci i zachowania si¢ podczas kietkowa-
nia 1 wzrostu siewek. Zaobserwowano, iz spadek
wigoru nasion nastepuje duzo wczesniej niz spadek
zdolnosci kietkowania; jest to zwigzane z proce-
sem starzenia, ktory rozpoczyna si¢ juz w fazie
przedzniwnej. O poziomie wigoru nasion decyduja
trzy gtéwne czynniki: aspekt genetyczny, srodowi-
sko rozwoju 1 warunki przechowywania (Sun i in.,
2007).

W proces starzenia nasion zaangazowanych
jest wiele wzajemnie regulujgcych si¢ mechani-
zmow na poziomie molekularnym, fizjologicznym,
biochemicznym 1 metabolicznym (Boczkowska
i in., 2019; Sarkar Das i in., 2018). Mimo wielu
prob poznania przyczyn starzenia si¢ nasion nie
wyjasniono, ktére czynniki majg zasadniczy wpltyw
na dhlugo$¢ zycia nasion oraz jakie mechanizmy
prowadza do utraty zywotno$ci. Dotychczasowe
badania wskazuja, ze w proces ten zaangazowane
sa czynniki zewngtrzne i wewnetrzne.

Do najwazniejszych czynnikéw egzogennych
nalezg: warunki pogodowe w czasie wzrostu rosliny
1 zbioru nasion, technologia przygotowania nasion
do przechowywania oraz warunki przechowywa-
nia. W oparciu o odpornos¢ nasion na odwodnienie,
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podzielono je na trzy grupy: (I) nasiona,, orthodox”
wykazujace tolerancje na odwadnianie ponizej 5%
wilgotnosci; oraz (II) nasiona,, recalcitrant”, ktore
wykazujg brak tolerancji na odwadnianie i ging
w trakcie suszenia do 20-50% oraz (III) ,,subotho-
dox” nasiona z umiarkowang tolerancja na suszenie
(Ellis et al., 1990; Roberts, 1979). Zgodnie z zasa-
da Harringtona, zywotno$¢ nasion typu,, orthodox”
podwaja si¢ po obnizeniu temperatury o 5°C i obni-
zeniu wilgotnosci o 1% (Harrington, 1963).

Wraz z postgpujacym procesem starzenia
w btonach komoérkowych nasion dochodzi do poja-
wienia si¢ nieciaglosci. Ponadto wzrasta czesto-
tliwo$¢ aberracji chromosomowych oraz mutacji
genowych. Wraz ze spadkiem wigoru nasion,
rbosomalne RNA 28S, 1 18S rRNA ulegaja stopnio-
wej degradacji (Sun i in., 2007). Wykazano takze,
ze degradacja RNA 1 starzenie si¢ nasion soi prze-
biega w podobnym tempie (Fleming i in. 2017).

Ze wzgledu na r6zng zywotno$¢ nasion w
procesie naturalnego starzenia, wielu naukow-
cow prowadzi badania w warunkach sztucznych,
w ktorych przyspiesza si¢ naturalny proces starze-
nia poprzez podniesienie temperatury i wilgotnosci.
Wedhug dostepnych danych literaturowych symula-
cja ta nie odzwierciedla jednak zmian zachodzacych
podczas starzenia si¢ suchych nasion (Gutiérrez
iin., 1993; Neto i in., 2016).

Prowadzono wiele badan dotyczacych starzenia
i kietkowania nasion (Priestley, 1986; Ventura i in.,
2012; Wang i in., 2011), brak jednak odpowiedzi
na pytanie: jakie konkretnie mechanizmy mole-
kularne 1 w jaki sposob odpowiadajg za starzenie
i kielkowanie nasion poddanych dhugotrwatemu
przechowywaniu. Odkrycie matych, niekodujacych
RNA, ktore zaangazowane s3 w wiele procesow
rozwojowych, przetozylo si¢ na wzrost zaintereso-
wania ich rolg w procesach kietkowania i starzenia
si¢ nasion.

miRNA

Matoczasteczkowe RNA (ang. small RNA,
sRNA) obejmujg kilka klas krotkich niekoduja-
cych RNA: miRNA (mikroRNA, ang. microRNA,),
siRNA (male interferujace RNA, ang. small interfe-
ring RNA) oraz piRNA (niekodujace czasteczki RNA
wykazujace aktywnos$¢ malych regulatorowych
RNA, ang. piwi-interacting RNA), ktore reguluja
ekspresje gendw na poziomie potranskrypcyjnym
(Wang 1 in., 2011). Liczba sRNA w komorkach
roslinnych jest na tyle duza, aby sugerowac regula-
cyjna role tych czasteczek (Wang i in., 2011). Najle-
piej scharakteryzowang klasa sSRNA roslinnych jest
miRNA (Wang i in., 2011).
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MikroRNA (miRNA) to okoto 21 nukleotydowe
endogeniczne nickodujace RNA, ktore odgrywaja
wazng role w potranskrypcyjnej regulacji ekspre-
sji gendw. W wyniku dziatania miRNA dochodzi
do przeciecia lub blokowania translacji docelowych
mRNA (Hu i in., 2016; Rogers and Chen, 2013;
Wang i in., 2019).

Biogeneza miRNA

Biogeneza miRNA jest procesem wieloetapo-
wym (ryc.1). Dojrzale miRNA powstaje z wlasnych
podjednostek transkrypcyjnych. Przy udziale poli-
merazy II RNA dochodzi do transkrypcji genow
MIR i powstania pierwotnego transkryptu pri-miR-
NA. W kolejnym etapie generowany jest prekur-
sor miRNA (pre-miRNA) o strukturze ,,spinki
do wlosow” (ang. hairpin RNA, hpRNA). Proces
powstania pre-miRNA zachodzi przy udziale
kompleksu biatka serrate (SE), hyponastic leaves
(HYL-1) oraz dicer like 1 (DCL1) (Reinhart, 2002).
Niskoczasteczkowa  metylotransferaza ~ HENI
metyluje wystajace konce 3’ i transportuje dupleks
miRNA/miRNA* z jadra do cytoplazmy. Nastep-
nie dochodzi do enzymatycznego rozszczepienia
dupleksu na dwie nici. Jedna z nich (ni¢ prowadza-
ca— miRNA) jest wlaczana do kompleksu wycisza-
jacego RNA (ang. RNA-induced silencing complex,
RISC). Wbudowane dojrzate miRNA ukierunko-
wuje kompleks RISC na mRNA zawierajace gen
docelowy prowadzac do jego degradacji. W rezul-
tacie kompleks RISC negatywnie reguluje ekspre-
sje docelowego mRNA (Wang i in., 2011). Koniec
5’ miRNA, zwlaszcza w pozycji 2—8 nukleotydow
jest kluczowy dla interakcji z transkryptem genu
docelowego (Brennecke i in., 2005). Miejsce doce-
lowe wykazuje prawie doskonatag komplementar-
no$¢ z sekwencjag miRNA. Wigkszos¢ docelowych
mRNA jest przecinana przez RISC, chociaz istnieja
przyktady gdzie translacja mRNA ttumiona jest bez
rozcigcia (Chen, 2004). Regulacyjna rola miRNA
zostata wykazana dla kluczowych etapéw rozwo-
ju korzeni, pedow, lisci oraz kwiatoéw. Dodatkowo
uczestnicza one w odpowiedzi na fitohormony,
sktadniki odzywcze i stresy srodowiskowe (Wang
iin., 2011).

Roslinne miRNA i ich rola w regulacji
ekspresji genow docelowych

Dotad scharakteryzowano 14 197 dojrzalych
miRNA ro$linnych i zdeponowano je w ogo6lnodo-
stepnej bazie miRBase (miRBAse ver.22.1) [http://
www.mirbase.org/]. Wigkszos¢ z nich stanowig
miRNA pochodzace z kukurydzy, ryzu i Arabi-
dopsis thaliana (Wang 1 in., 2011). Wang i in.

(2011) potwierdzili obecno$¢ 115 znanych miRNA
oraz wykryli 167 nowych miRNA w kietkujacych
nasionach kukurydzy. Badania ro$liny dwuliscien-
nej Nelumbo nucifera potwierdzity obecnos¢ 145
znanych i1 wykazaty 78 nowych miRNA (Hu i in.,
2016). Sarkar Das i in. (2018) podczas badan nad
kietkujacymi ziarniakami A. thaliana zidentyfiko-
wali 58 znanych miRNA nalezacych do 30 r6znych
rodzin.

U Arabidopsis thaliana, pigtnascie sposrod
zidentyfikowanych miRNA oraz ich geny docelo-
we wykazywaly istotne roznice w poziomie ekspre-
sji w stanie suchym oraz po 12, 24 i 48 godzinach
imbibicji nasion. Zasugerowano, ze dynamika
zmian ekspresji miRNA i ich genow docelowych
(tab. 1) ma wplyw na regulacj¢ kietkowania nasion
A. thaliana (Sarkar Das 1 in., 2018). miR417
poprzez oddziatywanie na geny C2 domain- conta-
ining protein, RARP, SNF ARF ujemnie reguluje
kietkowanie nasion pod wplywem stresu zasole-
nia, natomiast nadekspresja miR402 ktoérego celem
jest gen DML3, zwigksza zdolno$¢ kietkowania
nasion w warunkach nadmiernego zasolenia (Jung
and Kang, 2007; Kim i in., 2010). Z kolei nadeks-
presja miR160 powoduje zmniejszenie czulosci
reakcji na kwas abscysynowy (ang. abscisic acid,
ABA) podczas kietkowania (Hu i in., 2016). Ponad-
to Mallory i in. (Mallory i in., 2005) wykazali
role miR160 w regulacji ekspresji czynnika odpo-
wiedzi auksynowej ARF17 (ang. auxin response
factor) w A. thaliana. Geny z rodziny GAMYB sa
zaangazowane w transdukcje sygnatu giberelinowe-
g0 (GA) w aleuronie, a ponadto biorg udziat w akty-
wacji promotora o-amylazy oraz innych genow
regulowanych przez GA niezbednych do mobilizacji
rezerw endospermy. Podczas nadekspresji miR159
zaobserwowano zmniejszenie poziomu MYB33,
opozniajacego czas kwitnienia A. thaliana (Millar,
2005). Gen LECI (NF-YBY) jest kluczowym regu-
latorem dojrzewania nasion u A.thaliana. Muta-
cje prowadzace do utraty funkcji LECI powoduja
powazne nieprawidtowosci w rozwoju zarodkow
i nasion, podczas gdy nadekspresja LECI powoduje
przejscie ze stanu wegetatywnego do embrionalne-
go i akumulacje¢ zwigzkow zapasowych w tkankach.
Ponadto stwierdzono, ze niektére geny z rodzi-
ny NF-Y sa zaangazowane w kontrolg kwitnienia,
odpornos¢ na susze oraz rozwoj korzeni (Mu i in.,
2013). Wykazano, ze nadekspresja miR169, regulu-
jacego dzialanie rodziny genéw NF-YA spowodo-
wata nadwrazliwo$¢ na ABA podczas kietkowania
(Mu 1 in., 2013). Oksydaza L-askorbinowa, ktora
moze usuwacé reaktywne formy tlenu produko-
wane podczas stresu oksydacyjnego, jest genem

23



BIULETYN IHAR Nr 290 / 2020

Marta Puchta

docelowym dla miR408. Hu i in. (2016) zaobser-
wowali ze, wszystkie miRNA z rodziny miR408
r6znily si¢ istotnie poziomem ekspresji w poszcze-
g6lnych stadiach kietkowania, jednoznacznie wska-
zujac na zaangazowanie miR408 w przebieg tego
procesu (Hu i in., 2016).

Wykazano, ze mutacje w genie ARFI0 (czyn-
nik odpowiedzi auksynowej 10, ang. auxin respon-
se factor 10), bedacym genem regulowanym przez
miR160, np. ABI3 powoduja wady rozwojowe:
zabkowanie li$ci, deformacje todygi i kwiatow oraz
skrecanie tuszczyn w efekcie dzialania ekspres;ji
genow indukujacych ABA (Liu i in., 2007). Nato-
miast miR159 reguluje rozwdj kwiatéw, ptodnosé
i kietkowanie nasion poprzez obnizanie poziomu
ekspresji czynnika transkrypcyjnego MYB (Reyes
and Chua, 2007).

Znokautowanie genu kodujacego GAMYB u
ryzu powoduje wady rozwojowe pylnikow i pytku.
Nadekspresja miR159 wptywata na kartowacenie
pylnikéw u ryzu oraz meska sterylno$é u rzodkiew-
nika (Achard i in., 2008).
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Tabela 1
Table 1

miRNA oraz geny docelowe o istotnych réznicach w pozio-
mie ekspresji zidentyfikowane u A. thaliana (Sarkar Das i
in., 2018; Millar, 2005) .

miRNA Geny docelowe
miR165 PHB, ATHB15
miR166 PHB, ATHB15
miR172 AP2, TOEI, TOE2, TOE3
miR160 ARF10, ARF16, ARF17
miR156 SPC

miR157 SPC

miR164 NACI, CUCI, cUC2
miR169 NF-Y

miR161 PPR

miR399 PHO2

miR824 AGCI6
miR834 DMC2, CIPI
miR854 R3H
miR2112 ERG4, PRR
miR159 MYB33

5'Kap ﬁér
RISC S'kap
b

poli(A)

poli(A)
poli(A)

4

CYTOPLASM

Rys. 1. Schemat biogenezy roslinnych miRNA.
RNA pol II, RNA II polimeraza; DCLI1, dicer like I; HYL1, hyponastic leaves 1; SE, bialko serrate; HEN1, wzmaczniacz transkrypcji HUA;
HASTY, bialko HASTY 1; RISC, kompleks wyciszajacy RNA (wedlug: Rogers i in. 2013; Wang i in. 2019).

Fig. 1. miRNA biogenesis in plants.
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W wyniku sekwencjonowania degradomu
z nasion N. nucifera wykazano obecno$¢ genow
docelowych: SPL, NAC, ARF, TIR like, NFY,
GAMYB, LAO odpowiednio dla miR156, miR164,
miR160, miR393, miR169, miR159 oraz miR408.
Zidentyfikowane geny stanowily gldwnie czynniki
transkrypcyjne (Hu i in., 2016). Biatka PPR (ang.
pentatricopeptide repeat) wplywajace na ekspre-
sje gendw w mitochondriach i chloroplastach u M.
nucifera s3 regulowane przez niektore miRNA:
miR168, miR2673 oraz nowe miR7 i miR40 (Wang
iin., 2011). Hu i in. (2016) podczas badan kietku-
jacych nasion N. nucifera potwierdzili ekspresje
miR168, miR2673 oraz zidentyfikowali nowe miR7
1 miR40, ktore reguluja ekspresje genow koduja-
cych powstawanie biatek PPR, co moze sugero-
wac regulacje przez nie przebiegu poszczego6lnych
etapow fotosyntezy oraz gromadzenia si¢ lipidow
podczas kietkowania nasion w N. nucifera. Geny
NF-Y zaangazowane sg w regulacj¢ roznych proce-
sOw rozwojowych i reakcje na stres. NF-Y (jadro-
wy czynnik Y, ang. nuclear transcription factor Y),
ktéry ma wptyw na rozwdj nasion u wielu gatun-
kow, jest genem docelowym dla miR169. W wyniku
analiz degradomu zidentyfikowano NFYA2, NFYA3
i NFYA10 bedace docelowymi genami miR169 u M.
nucifera (Hu i in., 2016).

Przedstawiony w artykule rys literaturowy
wskazuje na udzial duzej liczby miRNA w dyna-
micznym procesie kietkowania nasion. Zaangazo-
wanie licznych rodzin miRNA w proces kietkowania
nasion moze zatem wskazywaé iz odgrywaja one
role takze w procesie starzenia nasion. Pomimo
zwigkszajacego si¢ stanu wiedzy na temat regulacji
procesow zyciowych przez miRNA nadal niewie-
le wiadomo na temat wptywu miRNA 1 ich genow
docelowych na procesy starzenia nasion (Hu i in.,
2016). W Krajowym Centrum Roslinnych Zaso-
bow Genowych, IHAR-PIB prowadzone sg bada-
nia obejmujace tematyke starzenia i kietkowania
nasion poddanych dilugotrwalemu przechowywa-
niu, mi¢dzy innymi w ramach projektu badawczego
NCN Preludium nr 2019/35/N/NZ9/01046 (2020
— 2023), oraz pracy doktorskiej realizowanej przez
Autorke artykulu; promotorem pracy jest dr hab.
Maja Boczkowska natomiast promotorem pomoc-
niczym — dr Jolanta Groszyk.

Podsumowanie

Doglebne poznanie przyczyn procesu starze-
nia i zachowanie zdolnosci kietkowania nasion
odgrywa kluczowg rol¢ w ochronie ré6znorodnosci
biologicznej w bankach genéw. Nasiona stano-
wig idealny model do analizy procesow starzenia,

ich przyczyn oraz zachowania zdolno$ci do kietko-
wania. Dotychczas przeprowadzone badania wska-
zuja na udzial miRNA w dynamicznym procesie
kietkowania 1 starzenia nasion. Obecnie scharak-
teryzowano 14 197 dojrzatych miRNA roslinnych
i zdeponowano je w ogélnodost¢pnej bazie miRBa-
se, jednak nadal ich rola w procesach starzenia
i kietkowania nasion nie zostata szczegotowo zdefi-
niowana. Autorzy w literaturze $wiatowej sugeruja
koniecznos$¢ kontynuacji badan dotyczacych wply-
wu miRNA na procesy starzenia i kietkowania.
Dalsze badania miRNA i ich gendéw docelowych
w nasionach umozliwig glebsze zrozumienie sieci
regulacyjnej, w ktorej uczestnicza miRNA podczas
procesu starzenia i kietkowania. Przyczynig si¢ one
do zwigkszenia wiedzy na temat sposobow utrzy-
mania efektywnego funkcjonowania komorek przez
dhugi czas.
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Postep, jaki nastapit w biologii molekularnej poprzez wprowadzenie markeréw molekularnych nowej generacji,
w ciggu ostatnich 20 lat umozliwit znaczny rozwoj wielu dziedzin badan. Mozliwe stato si¢ uzyskanie doktadniejszych
informacji genetycznych pozwalajacych na lepsze zrozumienie zasobow genetycznych organizméw. Markerem
molekularnym moze by¢ kazda sekwencja nukleotydowa (wybrany fragment DNA), rozproszony w catym genomie,
ktérej zmienno$¢ migdzy osobnikami lub grupami taksonomicznymi umozliwia precyzyjng identyfikacje osobnika/
taksonu. Kompilacja wlasciwosci enzymow restrykcyjnych jak rowniez reakcji tancuchowej polimerazy (PCR)
w technikach generujacych markery molekularne pozwolita na efektywne wykorzystanie ich w taksonomicznych,
ewolucyjnych i ekologicznych badaniach roslin.

Stowa kluczowe: markery molekularne, RFLP, AFLP, RAPD, SSR, ISSR, SRAP, SNP, PCR, polimorfizm, r6znorodnos¢
genetyczna

Over the last 20 years, the progress in molecular biology through the introduction of new generation molecular markers
has allowed many areas to move forward. It has now become possible to obtain more accurate genetic information
to better understand the genetic resources of organisms. A molecular marker can be any nucleotide sequence (selected
DNA fragment) scattered throughout the genome, whose variability between individuals or taxonomic groups allows
precise identification of the individual/taxon. The effectiveness of restriction digestion and polymerase chain reaction
based on molecular markers has already proved their usefulness in taxonomic, evolutionary and ecological plant
research.

Key words: molecular markers, RFLP, AFLP, RAPD, SSR, ISSR, SRAP, SNP, PCR, polymorphism, genetic diversity

Review paper

Artykut przeglagdowy

Wstep

Techniki molekularne sa w ostatnich
latach najczeséciej stosowanymi metodami
w wielu dziedzinach, np. w kryminalistyce,
biologii molekularnej, czy hodowli roslin.
W ostatnim czasie ich mozliwosci 1 fatwos¢
wykorzystywania ro$nie w szybkim tempie
w naukach biologicznych, zwtaszcza w biolo-
gii molekularnej ro$lin, m.in. w identyfika-
cji gendw odpowiedzialnych za okreslone
cechy (Shulman 2007). Markery moleku-
larne zrewolucjonizowaty prace w laborato-
riach wszystkich dziedzin biologii i nie tylko,
stanowigc doskonate narzedzie do bada-
nia struktury populacji, czy pokrewienstw
miedzy osobnikami (Kuleung 1 in., 2004).
Szybki rozwdj markerow molekularnych
pozwala dzi§ na wybodr tej techniki, ktéra
bedzie najlepsza w danych badaniach. Takich
mozliwos$ci nie byto w latach 80. XX wieku,

kiedy nastgpowat rozwdj biologii moleku-
larnej. Aktualnie w grupie markeréw mole-
kularnych istnieja narzedzia uniwersalne,
ktore mozna zastosowac zarowno dla jednego
gatunku, czy rodzaju oraz te bardziej specy-
ficzne, gdzie wymagana jest wiedza na temat
badanego genomu. Wybdér odpowiednie-
go markera zalezy od postawionych pytan
badawczych, a takze od informacji na temat
badanego organizmu, jakim dysponuje ekspe-
rymentator. (Mikowska i in., 2012). Wybor
okreslonej techniki molekularnej powinien
opiera¢ si¢ na wiarygodno$ci wyniku, kosz-
tach oraz naktadzie pracy i ilo$ci informa-
cji, jakie niesie ze sobg wybrana metoda
na temat badanego organizmu. Celem niniej-
szego artykulu jest przyblizenie ogolneych
zasad dziatania, mozliwosci zastosowan,
w tym wad i1 zalet wybranych markerow
molekularnych.

Redaktor prowadzacy: Anna Linkiewicz.
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Markery RFLP (Restriction Fragments Length
Polymorphism)

Metoda RFLP byta jedng z pierwszych stosowa-
nych do analizy DNA w kryminalistyce oraz typo-
waniu genetycznym, obecnie jest zdecydowanie
rzadziej stosowana (Al-Samari 1 Al-Kazaz, 2015).
Markery RFLP opieraja si¢ na analizie dlugosci
fragmentow restrykcyjnych DNA rézniacych si¢
miedzy sobag wielkoscig. Endonukleazy rozpozna-
ja okreslone miejsca (4-6 par zasad) i specyficznie
trawia DNA, a fragmenty rozdzielane sa w zelu
iprzenoszone namembrany (Sztuba-Solinska 2005).
Wielko$¢ fragmentéw waha si¢ od kilku do ponad
kilku tysigcy par zasad. Podstawg polimorfizmu
w tej metodzie sg mutacje obejmujgce miejsca
restrykcyjne, czy tez insercje, substytucje i dele-
cje w poblizu miejsc restrykcyjnych. Identyfikacja
polimorfizmu odbywa si¢ przy udziale znakowa-
nych sond, ktére s komplementarne do fragmen-
tow homologicznych na membranach (Yang i in.,
2013). Wazna cechg markeréw RFLP jest kodomi-
nujacy charakter i wysoki polimorfizm. Markery
RFLP wykorzystywane sa do analiz polimorfizmu
DNA chloroplastowego i mitochondrialnego, badan
filogenetycznych i taksonomicznych (Besnard i in.,
2002). Inne analizy przy uzyciu RFLP przyczyni-
ly si¢ znaczaco do mapowania genomu ludzkiego
oraz dostarczania informacji dotyczacych choréb
genetycznych (Emadi i in., 2010, Prystupa i in.,
2011). Do wad stosowania markeréw RFLP zali-
czy¢ mozna znaczng ilo$¢ wymaganego materiatu
wyjsciowego, dosy¢ zmudng i powolna procedure,
a takze duzy koszt i pracochtonnos¢.

Markery AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

Technika AFLP zostatla opracowana przez
Vosa i wspotpracownikow w 1995 roku i jest jedna
z bardziej informatywnych metod opartych na reak-
cji. PCR (Polymerase Chain Reaction). AFLP
polega na braku lub obecnosci amplifikowanych,
specyficznych fragmentow restrykcyjnych, wige
laczy ze soba zalety reakcji PCR i techniki RFLP
(Matuszczak 2002). W AFLP wykorzystywane sa
dwa enzymy restrykcyjne (czg¢sto i rzadko tnacy),
nastepnie dotaczane sg adaptory posiadajace
sekwencj¢ rdzeniowa oraz specyficzng dla miejsca
restrykcyjnego, po czym nastgpuje amplifikacja
fragmentow 1 ich rozdziat w zelu ([https://patents.
google.com/patent/EP0534858B2/en]).  Technika
jestw stanie wygenerowac setki markerow genetycz-
nych w krétkim czasie, co zapewnia szerokie spek-
trum badan przesiewowych dowolnego genomu.
Waznym aspektem techniki AFLP jest mozliwos¢
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stosowania jej w badaniach organizmoéw niemo-
delowych, bez znajomosci sekwencji, ztozonosci
i struktury genomu w przeciwienstwie do mikro-
satelitow (Sztuba-Solinska 2005). Markery AFLP
byly czgsto stosowane w badaniach u roslin jak
rowniez w analizie pokrewienstwa, czy okre$laniu
plci u zwierzat (Griffits i Orr, 1999, Chybicki i in.,
2011). Szczegdlnie pomocne okazaly si¢ w przy-
padku genetyki populacyjnej i badaniach zrdzni-
cowania genetycznego, jak réwniez w tworzeniu
map genetycznych. Niewatpliwg zaleta AFLP jest
to, ze technika ta wykrywa wigkszga réznorodnosc¢
genetyczng niz markery SSR i RAPD, oprocz tego
charakteryzuje si¢ wysoka powtarzalnoscia i wiary-
godnoscia (Lourdes Rocha i in., 2015), a do analizy
potrzebne sg niewielkie ilo§ci materiatu wyjsciowe-
go (ok. 0,5pg) (Mendelson i in., 2005). Negatyw-
nym aspektem zastosowania markeréw AFLP jest
fakt, ze zaliczane sg do markeré6w dominujacych
(uniemozliwia to ocen¢ heterozygotycznosci),
z kolei niski poziom zanieczyszczen (np. obcym
DNA) moze wptynaé¢ na wyniki, a analiza jest zmud-
na i wieloetapowa (Al-Samari i Al-Kazaz, 2015).

Markery RAPD (Randomly Amplified Polymor-
Pphic DNA)

Technika RAPD opracowana zostala przez
Williamsa 1 wspotpracownikow w 1990 roku 1 jest
uznawana za jedng z najprostszych metod umozli-
wiajacych wykrycie zréznicowania DNA. RAPD
opiera si¢ na reakcji PCR wykorzystujac losowo
amplifikowany polimorficzny DNA. Zasada dzia-
fania markeréw polega na namnozeniu losowo
wybranych fragmentéw genomu stosujac krotkie,
10-nukleotydowe startery o przypadkowych
sekwencjach (Bardakci 2001). Dzigki temu uzyski-
wane sg unikalne wzory prazkow w zelu charakte-
ryzujace dany genotyp. W ten sposdb mozliwe jest
stwierdzenie istniejacych réznic miedzy np. liniami
hodowlanymi na poziomie DNA. Liczba stosowa-
nych starterow jest nieograniczona, co jest szczegol-
nie wazne w przypadku poszukiwania istotnych cech
uzytkowych, konstruowania map genetycznych,
a takze przy ocenie podobienstwa genetycznego
taksonow roslinnych (Fukuokaiin., 1992). Polimor-
fizm RAPD wynika z mutacji w obrgbie sekwencji
komplementarnych do konca 3’ startera oraz delecji
lub insercji w pewnej odlegtosci od miejsca wigza-
nia. Za zastosowaniem metody RAPD przemawia
glownie fakt, Zze generowana jest znaczna liczba
generowanych markeré6w molekularnych, prostota
i szybkos$¢ wykonania, a takze stosunkowo niewiel-
kie koszty i mozliwo$¢ stosowania przy zupelnym
braku danych dotyczacych genomu referencyjnego


https://patents.google.com/patent/EP0534858B2/en
https://patents.google.com/patent/EP0534858B2/en

BIULETYN IHAR Nr 290 / 2020

Charakterystyka wybranych markeréw molekularnych...

(Senthil Kumar i Gurusubramanian, 2011). Oczywi-
$cie technika ta ma rowniez pewne wady, a najwaz-
niejsza jest podatno$¢ na roznego rodzaju zmiany
warunkow reakcji amplifikacji (np. zmiany steze-
nia i pochodzenia polimerazy, wahania w ilosci
materiatu wyj$ciowego) oraz dominujacy charakter
markerow (Al-Samari i Al-Kazaz, 2015).

Markery SSR (Simple Sequence Repeat) i ISSR
(Inter-Simple Sequence Repeat)

Technika SSR wykorzystuje proste sekwen-
cje powtorzone i jest oparta, jak wigkszo$¢ opisa-
nych markeréw na reakcji PCR. Okre$lana jest
rowniez jako amplifikowane sekwencje mikrosa-
telitarne. SSR sg kréotkimi tandemowymi motywa-
mi sktadajacymi si¢ z 1-6 nukleotyddéw. Zostaty
zlokalizowane w organizmach prokariotycznych
i eukariotycznych, sg szeroko rozpowszechnione
w calym genomie. Technika SSR, oparta o zasto-
sowanie markeré6w kodominujacych (Sztuba-
Solinska 2005) wykorzystywana jest w analizach
roslin uprawnych, ze wzgledu na wysoki stopien
polimorfizmu, powtarzalno$¢ wynikow, tatwosé
analizy (Kandemir i in., 2010). Dane literaturowe
wskazuja na czeste wykorzystywanie markerow
SSR do wykrywania roznorodnosci genetycznej
u jeczmienia, w tym réwniez dzikich gatunkow, czy
populacji miejscowych (Carmona i in., 2013, Vian-
na i in., 2019, Turchetto i in., 2015). Markery SSR
sa uzywane do selekcji i mapowania pozadanych
genotypow, wiec znajduja zastosowanie w szeroko
pojetej genetyce roslin (Szucko i in., 2012). Nalezy
jednak wspomnie¢ o dosy¢ wysokim koszcie opra-
cowania markeréw SSR de novo dla kazdego gatun-
ku, co stanowi istotne ograniczenie w ich szerszym
stosowaniu (Carneiro Vieira i in., 2016).

Istnieje jednak alternatywa dla markerow SSR,
jaka sa markery ISSR, czyli polimorfizm sekwen-
cji migdzymikrosatelitarnych. ISSR opiera si¢
na amplifikacji fragmentdow DNA znajdujacych
si¢ pomigdzy dwoma mikrosatelitarnymi, powto-
rzonymi regionami, zorientowanymi w przeciw-
nych kierunkach (Abate 2017). Startery stosowane
w technice ISSR moga by¢: niezakotwiczone (skta-
dajace si¢ z powtoérzen typu dwdjkowego, troj-
kowego lub czworkowego) oraz zakotwiczone
(zawierajace oprocz motywow powtorzeniowych
dodatkowe 1-4 zasady na koncach 3’ lub 5°). Starte-
ry zakotwiczone wydaja si¢ lepsza opcja, poniewaz
pozwalaja na specyficzne wigzanie si¢ do matry-
cy 1 tworzenie wyraznych prazkow, a dodatkowo
ograniczaja liczb¢ powstajacych w reakcji PCR
amplikonéw (Reddy i in., 2002). ISSR sa wykorzy-
stywane w analizach polimorfizmu DNA gatunkow

o istotnym znaczeniu gospodarczym, ekologicznym,
dla ktorych opracowywanie markerow mikrosateli-
tarnych jest zbyt kosztowne. Markery ISSR byty
stosowane w analizach oceny zmiennosci genetycz-
nej wisni (Najafzadeh i in., 2014), analizach zalez-
nosci genetycznych orzecha wtoskiego (Potter i in.,
2002), czy w analizach oceny r6znorodno$ci gene-
tycznej moreli (Liu i in., 2015). Polimorfizm tych
markeréw wynika z insercji, badz delecji w obre-
bie sekwencji mikrosatelitarnych, takie zmiany
prowadza do obecnosci lub braku produktu w zelu
w postaci prazka. ISSR nalezg do grupy markerow
dominujacych, charakteryzujg si¢ lepsza powtarzal-
nos$cig niz markery RAPD, a do przeprowadzenia
analiz wymagana jest niewielka ilo§¢ materiatu
wyjs$ciowego (ok. 0,5-150 ng) (Szucko i in., 2012).

Markery SRAP (Sequence-Related Amplified
Polymorphism)

Sposrod wyzej wymienionych markeréw mole-
kularnych ciekawg propozycja wydaje si¢ techni-
ka SRAP. Opracowana przez Li i Quiros’a w 2001
roku. SRAP wykorzystuje kombinacje starterow
o dtugosci 17 lub 18 nukleotydow: ang. ,forward”,
bogatych w zasady GC oraz ang. ,reverse”, gdzie
przewazaja zasady AT. Technika SRAP opiera si¢
na amplifikacji otwartych ramek odczytu (ORF),
co moze wptyna¢ na wzmocnienie zwigzku miedzy
polimorfizmami DNA, a cechami morfologiczny-
mi (Ferriol i in., 2003). Na korzys$¢ techniki SRAP
przemawia niewielka ilo§¢ materiatu wyjsciowego
do analiz (ok. 50ng), ponadto system nie wymaga
znajomosci informacji dotyczacych sekwencji, czy
genomu referencyjnego. Odtwarzalnos¢ tych marke-
row jest znacznie lepsza niz w technice RAPD,
a dodatkowa zaleta techniki SRAP jest mozliwos¢
zastosowania znakowanych fluorescencyjnie starte-
row i laczenie ich ze starterami nieznakowanymi,
co pozwala na rozdziat produktow w sekwenato-
rach kapilarnych (Li i in., 2013). Markery SRAP
znalazty zastosowanie w konstrukcji map genetycz-
nych, znakowaniu i klonowaniu gendw, selekcji
wspomaganej markerami, czy klasyfikacji gene-
alogicznej (Robarts i Wolfe, 2014, Guindon i in.,
2016). Szczegodlnie zastosowanie znalazty w bada-
niach nad strukturg populacji, réznorodnoscig
genetyczng, czy mapami powigzan genetycznych
u roslin takich jak: lucerna (Castonguay i in., 2010),
bawetna (Li i in., 2007), owies (Tanhuanpéi i in.,
2007), Dendrobium (Lu 1 in., 2012), rzepak (Sun
i1in., 2007). Naukowcy wykorzystali takze markery
SRAP do analiz r6znorodnosci genetycznej pasozy-
tow Fasciola hepatica (Alasaad 1 in., 2008) i Schi-
stosoma japonicum (Song i in., 2011).
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Markery SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu jest
najczestszym typem polimorfizmu DNA. Analiza
markerow SNP, okreslanych jako bialleliczne w
przeciwienstwie do markerow multiallelicznych
moze by¢ w pelni zautomatyzowana. Mozliwe jest
jednoczesne przeanalizowanie nawet kilku tysie-
cy markerow SNP (Khlestkina i Salina, 2000).
Ponadto w porownaniu z markerami SNP, Zzaden
z innych typow polimorfizméw DNA nie dysponu-
je tak ré6znorodnymi i licznymi metodami. Obecnie
dostepnych jest wiele platform i systemow genoty-
powania SNP, nowoczesne technologie pozwalaja
na przeprowadzenie tego rodzaju analiz wielokrot-
nie skuteczniej niz w przypadku innych metod.
Istniejg systemy identyfikacji zmienno$ci nukleoty-
dowych DNA oparte na sekwencjonowaniu NGS
(Next Generation Sequencing): sekwencjonowanie
z analiza metylomu, sekwencjonowanie petnoge-
nomowe i sekwencjonowanie zredukowanej frakcji
genomu. Pojawienie si¢ kompaktowych sekwenato-
row pozwolito na identyfikacj¢ nawet kilkudziesie-
ciu tysiecy SNP, czy tez krotkich insercji i1 delecji
na jednej ptytce reakcyjnej. Wyniki uzyskane z tego
rodzaju analiz mogg zosta¢ wykorzystane do badan
zrdéznicowania genetycznego, poszukiwania genow
kandydatoéw oraz markerow do selekcji genomowej,
tworzenia map genetycznych, czy analizy asocja-
cyjnej (Puchta i in., 2018).

Podsumowanie

Markery molekularne mozna podzieli¢ na dwie
grupy: oparte na tancuchowej reakcji polimerazy
(PCR) i oparte na hybrydyzacji (Jones i in., 2009).
Oprocz wspomnianego podziatu wéréd markerow
znalez¢ mozna rowniez te, bazujace na DNA jadro-
wym, chloroplastowym i mitochondrialnym, z kolei
wsrod nich istniejg markery dominujace 1 kodomi-
nujace (Mikowskaiin.,2012). Mimo przynaleznosci
doréznych grup, markery sg czgsto wykorzystywane
w roznego rodzaju analizach jak np. badaniu zmien-
nosci i réznorodnos$ci genetycznej, konstruowaniu
map genetycznych, identyfikacji osobnikow, mapo-
waniu i klonowaniu genow, czy selekcji wspomaga-
nej markerami (Kuleung i in., 2004, Adhikari i in.,
2017). Brak oddzialywania srodowiska na markery
molekularne jest niewatpliwym atutem przemawia-
jacym za czg¢stym stosowaniem tego rodzaju metod.
Wielu naukowcow prowadzac badania poczatkowo
posiada niewiele informacji na temat analizowane-
go organizmu, co przy wykorzystywaniu niektoérych
typoéw markeréw molekularnych nie jest wymagane
(Szuc¢ko i in., 2012). Obecnie istnieje wybor miedzy
licznymi technikami molekularnymi, a decyzja

30

dotyczaca zastosowania okreslonych markerow
powinna by¢ wypadkowa zalet oraz ograniczen,
ktore moga wplyngé na uzyskane wyniki. Przy
wyborze techniki powinny by¢ brane pod uwage
aspekty takie jak: poziom polimorfizmu, cel badaw-
czy, skala i rodzaj analiz oraz fundusze (Sztuba-
Solinska 2005).
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Biosensors — novel analytical tools for the plant pathogen detection
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Ochrona upraw przed chorobami pelni kluczowa role w zwigkszaniu efektywnosci produkcji roslinnej. Do tej pory
opracowano szereg metod dedykowanych identyfikacji patogenéw roslinnych. Najwazniejsze z nich to metody
molekularne wykorzystujace reakcj¢ tancuchowej polimerazy DNA — PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) oraz
metody immunologiczne bazujace na specyficznych oddziatywaniach przeciwciat z odpowiadajacymi im antygenami.
Jednak wiele z konwencjonalnych metod sa czaso- i kosztochtonne, wymagaja zlozonych urzadzen laboratoryjnych
oraz nie sa dostosowane do przeprowadzania analiz w warunkach polowych. Z tego wzgledu poszukiwane sa szybsze,
tansze metody detekcji patogenow roslinnych, ktore pozwolitby na diagnostyke zarowno w warunkach laboratoryjnych
jak i srodowiskowych. Od wielu lat biosensory ciesza si¢ niestabnagcym zainteresowaniem jako urzadzenia o szerokim
potencjale aplikacyjnym. Wysoka czuto$¢ i selektywnos¢, mozliwo§¢ pomiaro6w w czasie rzeczywistym, a takze czesto
niewielkie rozmiary czynia je niezwykle atrakcyjnymi narz¢dziami analitycznymi. W pracy przedstawiono rutynowe
metody identyfikacji patogenéw roslinnych, a takze budowe, zasad¢ dziatania oraz szeroki zakres zastosowan
biosensorow. Szczegélng uwage poswiecono elektrochemicznym oraz optycznym biosensorom zawierajacym
w warstwie receptorowe]j przeciwciala — immunosensory lub fragmenty kwaséw nukleinowych — sensory DNA
zaprojektowanym do detekcji patogendéw roslinnych.

Stowa kluczowe: biosensory, detekcja patogendéw roslinnych, DNA-biosensory, immunosensory.

Crop protecting plays a key role in increasing the efficiency of plant production. So far, a number of methods dedicated
to the identification of plant pathogens have been developed. The most important of them are molecular methods
employed polymerase chain reaction — PCR and immunological methods based on specific interactions of antibodies
with antigens. However, current methodologies are time-consuming, expensive, require complex laboratory equipment,
are being not suitable for in-vivo plant pathogen detection. Therefore there is a strong need to develop alternative,
low-cost, rapid and with high specificity methods for the detection of plant pathogens which would enable diagnostics
both in laboratory and environmental conditions. Over the years biosensors are gaining increasing attention due to their
wide range of applications. High sensitivity and selectivity, the possibility of real-time measurements, and often small
sizes make them extremely attractive analytical tools. In this work the conventional methods of the plant pathogens
identification as well as the structure, principle of operation and a wide range of applications of biosensors are described.
Special attention was paid to electrochemical and optical biosensors including as sensing elements antibodies —
immunosensors or fragments of nucleic acids — DNA sensors designed for the detection of plant pathogens.

Keywords: biosensors, DNA-biosensors, immunosensors, plant pathogens detection.

Wstep odpowiedzig jest zrownowazona intensyfikacja
Liczba ludnosci na $wiecie z roku na rok rolnictwa opierajgca si¢ na pozyskaniu wigkszej

Review paper

Artykut przeglagdowy

wzrasta i przewiduje si¢, ze do 2050 roku osig-
gnie poziom 9 miliardow. Przektada si¢ to bezpo-
srednio na rosngce zapotrzebowanie na zywnos$c.
Ostatnie badania wskazuja, ze w latach 2005-2050
globalny popyt na rosliny uprawne zwiekszy sie
0 100% (Tilman i in., 2011). Zaspokojenie wciaz
zmieniajacego si¢ popytu na produkty zywno-
Sciowe oraz zredukowanie negatywnego wply-
wu rolnictwa na $rodowisko stanowig kluczowe
wyzwania, ktore stojg przed wspotczesnym Swia-
tem (Godfray i in., 2010). Proponowana przez
naukowcow oraz organizacje mi¢dzynarodowe

ilosci zywnos$ci z istniejacych gruntow rolnych
przy jednoczesnym zmniejszeniu jego wpltywu
na $rodowisko (Lichtfouse i in., 2009).

Kluczowa role w zwigkszeniu efektyw-
no$ci produkcji roslinnej odgrywa ochrona
ro$lin, a zwlaszcza zabezpieczenie upraw przed
chorobami i ich skutkami. Szacuje si¢, ze rocz-
ne straty w plonach spowodowane przez pato-
geny, zwierzeta oraz chwasty siggaja 20-40%
(Savary i in., 2012). W celu zminimalizowania
szkdd spowodowanych chorobami w uprawach
w czasie ich wzrostu, zbiorow, przechowywania
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oraz przetwarzania, a takze w celu maksymalizacji
produktywnosci i zapewnienia zréwnowazonego
rozwoju rolnictwa, niezbedna jest szybka i efektyw-
na diagnostyka oraz bezpieczna ochrona.

Metody diagnostyczne patogendw roslinnych

Do tej pory opracowano szereg bezposrednich
oraz posrednich metod stuzacych do rozpozna-
wania patogendow roslinnych. Metody serologicz-
ne, molekularne oraz mikrobiologiczne zaliczane
sa do metod bezposrednich, ktore umozliwiaja anali-
z¢ wielu probek jednoczes$nie. W tych metodach
patogeny takie jak wirusy, bakterie czy grzyby
wywotlujace chorobe sa oznaczane bezposrednio.
Za pomocg metod z drugiej grupy choroba jest
diagnozowana na podstawie réznych parametrow
takich jak: temperatura, zmiany morfologiczne,
poziom transpiracji czy wydzielanie lotnych zwigz-
koéw organicznych (Fang i Ramasamy, 2015).

Metody molekularne opieraja si¢ na anali-
zie DNA patogenu znajdujacego si¢ w ekstrak-
cie z czesci badanej rosliny (Leonard i in., 2003).
Najczesciej] wykorzystywane sa testy oparte
na reakcji fancuchowej polimerazy DNA — PCR
(ang. Polymerase Chain Reaction) i jego liczne
modyfikacje m.in.: Multiplex PCR czy Real-Time
PCR, a takze fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
— FISH (ang. Fluorescence In situ Hybridization)
(Salamonska i in., 2016). Metoda FISH polega
na jednoczesnej molekularnej i immunologicznej
analizie bakterii dzigki zastosowaniu znakowa-
nych fluorescencyjnie sond rRNA oraz przeciwciat
specyficznych wobec badanych patogenow. Meto-
dy te charakteryzuja si¢ wysoka czutoscia, specy-
ficznos$cig oraz doktadnos$cia. Stanowig one dobrze
poznang technologi¢, ktora pozwala na detekcje
pojedynczego patogenu w mieszaninie zawieraja-
cej kilka analitow. Z drugiej strony, probki podat-
ne sg na zanieczyszczenia, co moze doprowadzi¢
do falszywie pozytywnego wyniku testu. Dodatko-
Wwo pojawiajace si¢ w probkach inhibitory polime-
razy mogg zahamowac przebieg reakcji co skutkuje
btednym rezultatem badan (Martinelli i in., 2015;
Khater i in., 2017; Fang i Ramasamy, 2015).

Druga grupg metod stosowanych do detekcji
patogenoéw s3 metody serologiczne. Wykorzystuja
one specyficzne oddziatywania przeciwciat z odpo-
wiadajacymi im antygenami tworzac w ten sposob
kompleks immunologiczny. Do przeciwcial dota-
czone sg odpowiednie znaczniki (markery) tworzac
tzw. koniugaty, ktére pozwalaja na wykrycie
powstatego kompleksu immunologicznego. Zasto-
sowany znacznik determinuje metode detekcji pato-
genu. Jako markery wykorzystywane sg najczesciej
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enzymy, barwniki fluorescencyjne lub radioizo-
topy (Stochta i in., 2017). Immunoenzymatyczny
test ELISA (ang. Enzyme-linked Immunosorbent
Assay) opracowany w latach 70-tych jest jednym
z najczesciej wykorzystywanych, ze wzgledu
na mozliwo$¢ badania duzej liczby prob w czasie
pojedynczej analizy. Chociaz metody molekularne
sg bardziej specyficzne i czulsze niz metody sero-
logiczne, to te ostatnie sg szybsze, tansze i pozwa-
laja wykrywaé nie tylko organizmy patogenne,
ale rowniez ich biotoksyny, ktére moga nie by¢
wyrazane w genomie organizmu (Leonard i in.,
2003). Najstarsza technika detekcji patogenow
jest metoda mikrobiologiczna, w ktorej zliczane
sa komorki bakterii hodowane na odpowiednich
pozywkach. Wciaz jest ona stosowana jako meto-
da referencyjna potwierdzajaca pozytywny wynik
testu przeprowadzonego alternatywna technika.
Wada tej metody jest czasochtonno$é¢, gdyz testy
moga trwaé¢ nawet kilkanascie dni (Lazcka i in.,
2007). Pomimo, ze zaréwno metody molekular-
ne jak i te wykorzystujace tworzenie kompleksow
immunologicznych znacznie skrécity czas analizy
w porownaniu do klasycznych metod mikrobiolo-
gicznych nadal brakuje mozliwosci wykrywania
patogenow w czasie rzeczywistym tzw. real-time
w warunkach polowych. Stosowane dotychczas
metody analityczne sg kosztowne, czasochtonne,
a takze wymagaja wyspecjalizowanego sprzetu oraz
personelu. Z tego powodu nieustannie trwajg bada-
nia nad udoskonalaniem rutynowo stosowanych
metod laboratoryjnych, a takze poszukiwaniem
nowych rozwigzan. Opracowane do tej pory metody
diagnostyczne umozliwiajagce wykonanie analizy
poza laboratorium (na polu, w szklarni) najczesciej
wykorzystujg tworzenie kompleksow przeciwciato
-antygen (podobnie jak w testach ELISA), co wigze
si¢ z mniejszg czuto$cig w poréwnaniu do metod
molekularnych. Te natomiast wymagaja izolowania
RNA/DNA oraz stosowania kosztownej aparatury
przez co mozliwe sa do wykonania tylko w labo-
ratorium. Poszukiwane sa nowe techniki, ktore
skrocg czas, koszt oraz pracochtonnos¢ analizy,
beda charakteryzowaty sie wysoka czutoscia, selek-
tywnoscia, a takze umozliwig prowadzenie analiz
bezposrednio w warunkach s$rodowiskowych.
Od wielu lat wsréd kierunkow badan rozwijanych
przez naukowcow biosensory ciesza si¢ niestabna-
cym zainteresowaniem jako urzadzenia o szerokim
potencjale aplikacyjnym.

Biosensory
Biosensory to rodzaj czujnikéw chemicz-
nych, ktore w swojej budowie zawieraja element
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biologiczny sluzacy do rozpoznawania anali-
tu (oznaczanej substancji). Zgodnie z definicja
Migdzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stoso-
wanej (IUPAC, ang. International Union of Pure
Applied Chemistry) sa to samodzielne, zintegro-
wane urzadzenia, ktore dostarczajg specyficz-
nych ilosciowych lub pét-ilociowych informacji
analitycznych za pomoca biologicznych elemen-
tow receptorowych (bioreceptoréw) znajdujacych
si¢ w bezposrednim kontakcie z przetwornikiem
(Thevenot i in., 2001). W budowie czujnikow
chemicznych wyrdzniane sa dwie gltéwne czesci:
warstwa receptorowa oraz przetwornik. Warstwa
receptorowa stanowi najwazniejszy element, ponie-
waz odpowiada za specyficzne rozpoznanie anali-
tu. W biosensorach tworzg ja elementy biologiczne
takie jak: enzymy, nici DNA, przeciwciala, bial-
ka, porfiryny czy organelle komorkowe (rys. 1).

Warunkuje ona podstawowe parametry pracy czuj-
nika, ktore decyduja o jego uzytecznosci. Najwaz-
niejsze z nich to: selektywnos¢, czutosé, zakres
dynamiczny i liniowy krzywej kalibracji, granica
oznaczalnosci i wykrywalno$ci oraz czas odpo-
wiedzi. Istotne sa rowniez stabilne i powtarzal-
ne odpowiedzi czujnikow, ich czas zycia, a takze
wiarygodnos$¢ otrzymywanych rezultatow (Brzozka
1 Wroblewski, 1999; Sankiewicz i in., 2014). Zada-
niem przetwornika jest konwersja sygnatu chemicz-
nego na sygnal mierzalny fizycznie np. elektryczny
lub optyczny. Detekcja moze wigzaé si¢ ze zmia-
ng mierzonego sygnatu, jego pojawieniem si¢ lub
zanikiem. Najczesciej stosowane sg przetworni-
ki elektrochemiczne oraz optyczne. W literaturze
opisywane sg roéwniez biosensory zawierajace prze-
tworniki piezoelektryczne lub termiczne.

Komorki

Probka

Sygnat
Elektrochemiczny
) § Optyczny
Enzymy N
p — \\ Przetwornik Termiczny
Piezoelektryczny

DNA }_;; Warstwa receptorowa
A A B QA Anlit
Q) )
~Am O

Rys.1 Schemat budowy biosensora wraz z przykladowymi przetwornikami oraz substancjami biologicznymi w warstwie
receptorowej

Fig. 1. Schematic diagram of biosensor with exemplary transducers and biological substances forming receptor layer

Oddziatywanie bioreceptora z analitem generu-
je sygnatl chemiczny charakterystyczny dla danego
zjawiska biologicznego. Jest on nastepnie przetwa-
rzany przez przetwornik na sygnat uzyteczny anali-
tycznie, a na koncu rejestrowany np. przez komputer.
Mechanizm rozpoznawania i wigzania si¢ analitu
z receptorami w warstwie chemoczulej poroéwny-
wany jest do dopasowania klucza do zamku. Tylko
w przypadku odpowiedniego dopasowania analitu —
klucza do receptora — zamku, inicjowany jest sygnat
(Ktos-Witkowska, 2015).

Biosensory sa najczesciej klasyfikowane
ze wzgledu na zawarty w warstwie receptorowej
element biologiczny jak rowniez rodzaj przetwor-
nika. Najstarsza grupe stanowia biosensory enzy-
matyczne, w ktorych enzymy (biokatalizoatory)

selektywne rozpoznajg substraty i katalizujg ich
reakcje. Najpopularniejszym przedstawicielem tej
grupy bioczujnikdéw jest glukometr. Czesto warstwe
receptorowg tworza przeciwciata, ktore specyficz-
nie (selektywnie) tworza kompleksy z antygenami.
Takie kompleksy stosowane sg m.in. w komercyjnie
dostepnych testach cigzowych. Wykorzystywane
sg poliklonalne, monoklonalne, a takze rekombino-
wane przeciwciala zaleznie od ich sposobu synte-
zy 1 selektywnosci. W literaturze przedstawiane
sa rowniez biosensory w ktorych elementem biolo-
gicznie aktywnym sg antygeny, biatka, porfiryny
a takze cate organizmy takie jak bakterie czy wirusy.
Interesujacg nowa grupg biosensordéw sg aptasenso-
ry, Zzawierajace aptamery czyli jednoniciowe, synte-
tyczne oligonukleotydy (krotkie fragmenty DNA
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badz RNA) lub peptydy, ktore dzigki mozliwosci
przyjmowania $cisle okreslonych form przestrzen-
nych specyficznie wigza dany analit (Chambers
iin., 2008).

Ze wzgledu na rodzaj sygnalu generowane-
go przez przetwornik, jako wyniki oddzialywania
receptora z analitem, biosensory dzielg si¢ na cztery
glowne grupy: elektrochemiczne, optyczne, piezo-
elektryczne oraz termiczne (Ktos-Witkowska 2015,
Perumal i Hashim, 2014). W ostatnich latach wyko-
rzystywane s3 rowniez inne przetworniki np. magne-
tyczne lub mikromechaniczne. Najstarsza grupe
stanowia biosensory elektrochemiczne, ktore dalej
dzielg si¢ na amperometryczne, potencjometryczne,
konduktometryczne oraz impedancyjne w zalezno-
$ci od generowanego sygnatu. Jest to odpowiednio:
natgzenie pradu, potencjat (sita elektromotorycz-
na ogniwa), przewodnos$¢ lub impedancja. Sa one
wcigz jednymi z najczesciej stosowanych typow
czujnikéw (Grieshaber i in., 2008). Charakteryzu-
ja sie niskim kosztem produkcji, fatwoscig obstugi,
wysoka czuto$cig, krotkim czasem odpowiedzi oraz
mozliwos$cia miniaturyzacji. Z drugiej strony wyka-
zuja wrazliwo$¢ na zaklocenia pola magnetyczne-
go oraz na zmiany pH $rodowiska pomiarowego,
co moze stanowi¢ przeszkodg gdy zmiana ta jest
wywotana innym czynnikiem niz oddzialywanie
pomiedzy bioreceptorem a analitem. Zmiana pH lub
sily jonowej badanego roztworu np. buforu zawie-
rajacego analit lub substrat reakcji enzymatycznej
moze skutkowaé zarejestrowaniem réznej wartosci
sygnatu biosensora.

W ostatnich latach wielu naukowcdéw prowa-
dzito intensywne badania nad Dbiosensorami
optycznymi. Sg one rownie popularne co biosen-
sory elektrochemiczne (Lazcka i in., 2007). Dzigki
wysokiej czutosci, malym rozmiarom, mozliwo-
$cig bezposredniej analizy bez uzycia znaczni-
koéw w czasie rzeczywistym oraz rownoczesnemu
oznaczeniu kilku analitow stanowig alternatywe
w stosunku do konwencjonalnych metod. Czujniki
te rejestrujg zmiany parametrow optycznych wyko-
rzystujac takie zjawiska jak: luminescencja, fluore-
scencja, fosforescencja, absorpcja, polaryzacja
oraz zatamania $wiatla. Coraz cze¢$ciej spotykane
w literaturze sg optyczne biosensory opierajace si¢
na zjawisku powierzchniowego rezonansu plazmo-
nowego (SPR, ang. Surface Plasmon Resonance).
Za pomocg metody SPR badane sg zmiany wspot-
czynnika zalamania promieniowania spowodowane
zwiazaniem si¢ czasteczek analitu na powierzch-
ni metalu (Sankiewicz i in., 2014). Nieco rzadziej
stosowane sg przetworniki piezoelektryczne ktore
opierajg si¢ na zjawisku odkrytym przez braci Curie
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w 1880 r. Polega ono na pojawianiu si¢ tadunkow
elektrycznych na powierzchni materialow (piezo-
elektrykow) pod wptywem naprezen mechanicz-
nych. W takich czujnikach przetwornik wykonany
jest z materiatu piezoelektrycznego, najczesciej
kwarcu, pokrytego warstwa receptorowa, ktory
drga z pewna czgstotliwoscig. Oddziatywanie
analitu z bioreceptorem powoduje zmiang cze¢sto-
tliwosci, kontrolowang przez zewngtrzy sygnal
pradowy. Wywotana zmiana pradu dostarcza infor-
macji o masie analitu. Z reguly stosowane sa dwa
typy przetwornikow piezoelektrycznych: mikro-
waga kwarcowa (QMB, ang. Quartz Microbalan-
ce) oraz czujniki bazujace na zjawisku akustycznej
fali powierzchniowej (SAW, ang. Surface Acoustic
Wave). W przeciwienstwie do wyzej opisywanych
czujnikow, biosensory piezoelektryczne charakte-
ryzujg si¢ niskimi czuto$ciami i wysoki granicami
oznaczalnosci (Ktos-Witkowska, 2014). Za pomoca
biosensorow termicznych rejestrowana jest zmiana
ciepta wynikajaca z rozpoznania przez bioreceptor
analitu. Moze by¢ ona powigzana z ilo§cig powsta-
lego produktu lub ubytkiem substratu reakcji.
Najwickszymi zaletami tych czujnikow sa: stabil-
nos¢, wysoka selektywnos$¢, tatwa miniaturyzacja,
krotki czas odpowiedzi, a takze mozliwo$¢ analizy
zanieczyszczonych probek. Z drugiej strony do ich
stosowania potrzebna jest czesto skomplikowana
aparatura.

Historia biosensoréw rozpoczgta si¢ w latach
50 ubieglego wieku wraz z badaniami prof. Lelen-
da C. Clarka Jr., nad elektrochemiczng redukcjg
tlenu na elektrodzie platynowej. Rezultatem jego
badan byt sensor czuly na tlen nazwany podzniej
elektrodg Clarka. Stuzyl do okreslania zawar-
tosci tlenu we krwi, wodzie i innych cieczach
w czasie rzeczywistym. W 1962 r. L. C. Clark Jr.
oraz C. Lyons opracowali pierwszy enzymatycz-
ny biosensor do oznaczania glukozy. Opracowana
technologia zostala przeniesiona do firmy Yellow
Springs International Company (YSI), ktoéra
w 1975 r. wprowadzita na rynek pierwszy analizator
do bezposredniego pomiaru glukozy. Urzadzenia
te byly gléwnie wykorzystywane w laboratoriach
klinicznych ze wzgledu na swoja wysoka cene.
Pod koniec lat 60 zostat zaprezentowany pierwszy
potencjometryczny biosensor stuzacy do oznacza-
nia mocznika. Byla to jonoselektywna elektroda
z unieruchomiong ureaza czula na jony amonowe.
W potowie lat 70 w warstwie receptorowej zastoso-
wano po raz pierwszy przeciwciata, tworzac immu-
nosensor. Biosensory zyskaly popularno$¢ w latach
80. XX wieku, odzwierciedlajagc rosnacy nacisk
nabiotechnologi¢. W ciggu tej dekady wprowadzono
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nowe przetworniki, w tym optyczne (Swiattowody)
i piezoelektryczne (masowe). Pierwszy biosensor
do samodzielnego monitorowania poziomu glukozy
we krwi byt wielkosci dlugopisu i zostat wprowa-
dzony na rynek 1987 r. przez firm¢ Medisense Inc.
Dalsze badania nad biosensorami doprowadzity
w latach 90 do opracowania podskornie wszczepia-
nych elektrod wielkosci igly do ciaglego monitoro-
wania poziomu glukozy. Kolejnym przetomowym
odkryciem byl biosensor zawierajacy kwasy nukle-
inowe (DNA) w warstwie receptorowej. Ostatnie
dwie dekady to przede wszystkim potaczenie nano-
technologii 1 biosensorow poprzez m.in. wykorzy-
stanie nanotechnologii krzemu, nanoczastek ztota
czy nanorurek weglowych (Kim i in., 2019). Mozna
stwierdzi¢, ze poczatkowo sitg napedowa rozwoju
biosensorow byla potrzeba opracowania czujni-
ka do monitorowania poziomu glukozy we krwi
w warunkach domowych (Magner, 2013). Z czasem
projektowano biosensory do oznaczania wielu
innych analitow. W przeciggu ostatnich dwudzie-
stu lat liczba publikacji naukowych o tematyce

biosensorow wzrosta ponad 10-krotnie, jak podaje
baza danych Web of Science. Jest to potwierdze-
nie ogromnego zainteresowania nie tylko naukow-
cow ale rowniez przedstawicieli przemystu, ktorzy
wspierajg finansowo badania nad biosensorami
(Ktos-Witkowska, 2014).

Poczatkowo biosensory projektowano do zasto-
sowan medycznych, przede wszystkim oznaczania
glukozy we krwi (Wang, 2008). Z czasem jednak
zakres ich zastosowan stopniowo si¢ powigk-
szal. Wysoka czulo$¢ i selektywnos¢, mozliwos¢
pomiardw w czasie rzeczywistym, a takze czgsto
niewielkie rozmiary czynig je niezwykle atrak-
cyjnymi narz¢dziami analitycznymi. W literatu-
rze odnalez¢ mozna szereg prac przegladowych
przedstawiajacych wykorzystanie biosensoréw
w medycynie, analizie zywnosci, ochronie $rodo-
wiska, przemys$le obronnym czy w badaniach
biofarmaceutycznych. W tabeli 1 zebrano przykta-
dowe zastosowania biosensorow w roéznorodnych
dziedzinach.

Tabela 1. Przykladowe zastosowania biosensoréw w réznych dziedzinach

Table 1. Examples of applications of biosensors in various fields

Obszar zastosowan Cel analizy Referencja

Field of application Aim of the analysis Reference
Monitorowanie poziomu glukozy we krwi Wang, 2008
Diagnostyka choréb nowotworowych Cynk i Gawet, 2012

Medycyna Wykrywanie wirusa HIV (ang. Human Immunoeffciency Virus) Farzina i in. 2020

Detekcja hormonow

Eguilaz i in.2010

Wykrywanie markeréw choréb uktadu sercowo-naczyniowego

Pultar, J. 2009

Kontrola zywnos$ci modyfikowanej genetycznie

Radecki i in. 2006

Detekcja patogendow w zywnosci

Leonard i in. 2003

Produkty spozywcze - -
Wykrywanie alergenow w zywno§$ci

Zhou i in. 2019

Oznaczanie pestycydow

Cesarino i in. 2019

Ocena jakosci wody

Kotwzan 2009

Ochrona $rodowiska Detekcja jonow metali cigzkich w wodzie

Gumpu i in. 2015

Oznaczanie pestycydow

Pundira i in. 2019

Detekcja waglika

Hao i in. 2009

Przemyst obronny Wykrywanie rycyny

Cunningham i in. 2015

Detekcja jadu kietbasianego

Shiiin. 2015

Zastosowanie biosensorow do detekcji patogenow
roslinnych

Intensywnie rozwijanym obszarem zastosowan
biosensorow jest rolnictwo. Prowadzone sg badania
nad bioczujnikami, ktore pozwolilyby na szybka,
niedrogg, latwag oraz mozliwg do przeprowadze-
nia w warunkach polowych detekcje patogenow
roslinnych. Najczesciej do tego celu projektowane

sa czujniki zawierajace w warstwie receptoro-
wej przeciwciata — immunosensory lub fragmenty
kwasow nukleinowych — sensory DNA w potacze-
niu z przetwornikiem elektrochemicznym oraz
optycznym.

W biosensorach elektrochemicznych mozli-
we sg dwa sposoby detekcji (rys 2). Elektroche-
miczna spektroskopia impedancyjna (EIS, ang.
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Electrochemical Impedance Spectroskopy) wyko-
rzystywana jest jako metoda bezposrednia, w ktorej
warto$¢ rejestrowanego sygnatu bezposrednio jest
zwigzana z ilo$cig oznaczanego patogenu w bada-
nym materiale. Biosensorem impedancyjnym jest
zwykle elektroda wykonana z metalu szlachet-
nego (ztoto, platyna) lub wegla szklistego z unie-
ruchomionym receptorem np. przeciwciatem lub
pojedyncza nicig DNA. Rozpoznanie molekularne
tj. utworzenie kompleksu z antygenem lub hybry-
dyzacja nici DNA (odpowiednio) generuje zmiang
na granicy faz elektroda/roztwor czego wynikiem
jest rejestrowana zmiana impedancji. Tego typu
czujniki charakteryzuja si¢ wysoka czuloscis,
jednak ich niewystarczajaca selektywno$¢ w prob-
kach o ztozonym sktadzie pozostaje nierozwigzanym
wyzwaniem ograniczajacym ich komercjalizacje.
Dodatkowa trudnoscia jest interpretacja uzyska-
nych wynikéw. Wspotpraca dwoch polskich grup
badawczych Instytutu Rozrodu Zwierzat 1 Badan
Zywnoéci PAN oraz Instytutu Ogrodnictwa kilka
lat temu zaprezentowala immunosensory impe-
dancyjne do detekcji dwoch patogenow wywotu-
jacych choroby ros$lin: wirusa ospowatosci $liwy
(PPV) (Jarocka i in., 2011) oraz wirusa nekrotycz-
nej pierscieniowej plamistosci (PNRSV) (Jaroc-
ka i in., 2013). Opracowany czujnik do detekcji
PNRSV charakteryzowat si¢ dobrg czutoscig oraz
selektywnoscia, a takze wymagatl niewielkiej obje-
tosci probki (10 ml). Zademonstrowano zdolnosci
dyskryminacyjne biosensora, ktory rozrézniat prob-
ki z ekstraktow zdrowych roslin od probek zawie-
rajacych 0,01% ekstraktu z zakazonego materiatu
roslinnego (Jarocka i in., 2013).

Metody posrednie tzw. znacznikowe wymagaja
obecnosci odpowiedniej substancji, ktorego ilos¢
z jednej strony wptywa na wielko$¢ rejestrowane-
go sygnatu, a z drugiej jest bezposrednio zwigzana
ziloscig patogenu w probee. Jest to potgczenie immu-
nologicznej metody ELISA z technikami ampero-
metrycznymi lub woltamperometrycznymi (Felix
i Angnes, 2018; Kokkinos i in., 2016). Rejestrowa-
ny sygnat pradowy jest efektem reakcji utleniania
lub redukcji produktu reakcji katalizowanej przez
enzym, ktora zachodzi na powierzchni elektrody
pracujacej. Utworzenie kompleksu immunologicz-
nego pomiedzy przeciwcialem a antygenem deter-
minuje zaj$cie reakcji enzymatycznej, analogicznie
do testu ELISA. Przeciwciata znakowane sg najcze-
sciej peroksydazg chrzanowa (HRP) lub alkalicz-
ng fosfataza (AP) ze wzgledu na szeroki wybor
substratow reakcji ktére katalizuja, ich wysoka
wydajno$¢ oraz warunki reakcji sprzyjajace pomia-
rom pradowym (pH, st¢zenie, rozpuszczalnosc
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w wodzie). Niestety niewielka dostepnos¢ koniuga-
tow przeciwcial z enzymami stanowi istotne ograni-
czenie tej metody (Khater i in., 2017). Mendes wraz
ze wspolpracownikami opracowat woltamperome-
tryczny immunosensor do wczesnej detekcji rdzy
soi wywotywanej przez grzyba Phakopsora Pachy-
rhiz. Na powierzchni¢ zminiaturyzowanej elektrody
weglowej (ang. screen-printed) nakladano zawie-
sing zawierajaca zmodyfikowane magnetyczne
czastki. Na ich powierzchni powstawat kompleks
immunologiczny antygen-przeciwcialo znakowa-
ne alkaliczng fosfataza. Zaobserwowano nie tylko
znaczg roznic¢ rejestrowanego sygnatu w obecno-
$ci antygenu w probce, ale rowniez liniowg zalez-
no$¢ pomigdzy jego zawartoscig a natgzeniem
pradu (Mendes i in., 2012). Woltamperometryczny
immunosensor do detekcji bakterii Pantoea stewar-
tii sbusp. Stewartii (PSS) przyczyny bakteryjne-
go wiednigcia kukurydzy przedstawil Zhao i wsp.
(Zhao 1 in., 2014). W celu amplifikacji sygna-
hu zastosowano nanoczastki ztota (AuNP), ktore
powleczono przeciwciatami znakowanymi perok-
sydaza chrzanowa. Dzieki temu uzyskano granice
detekceji na poziomie 7,8%10° CFU/ml co w porow-
naniu do wynikéw konwencjonalnego testu ELISA
— 1,5%x10° CFU/ml stanowito 20-krotnie nizszg
granic¢ detekcji. Podobnie, woltamperometryczna
detekcja wirusa mozaiki ogérka (CMV, Cucum-
ber Mosaic Virus) z wykorzystaniem przeciwciat
znakowanych HRP charakteryzowata si¢ 5- krotnie
nizszg granicg detekcji w stosunku do referencyjne;j
metody ELISA potaczonej ze spektrofotometryczng
detekcja o-fenylenodiaminy (Jiao i in., 2000).

W biosensorach elektrochemicznych dedyko-
wanych do detekcji patogenow roslinnych jako
bioreceptory stosowane sa rowniez pojedyncze
fragmenty nici DNA (tzw. sondy DNA). Obec-
no$¢ w probce komplementarnej nici do tej unie-
ruchomionej na powierzchni elektrody prowadzi
do reakcji hybrydyzacji, ktérg mozna obser-
wowac za pomoca technik pradowych. Biosne-
sor DNA do oznaczania wirusa §liwy (Plum Pox
Virus) byt efektem wspotpracy grup badawczych
z Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badah Zywnosci
PAN oraz Instytutu Ogrodnictwa (Malecka i in.,
2014). Reakcja hybrydyzacji unieruchomione-
go na powierzchni elektrody z wegla szklistego
zmodyfikowanego oligonukleotydu NH, -ssDNA
i dwoch komplementarnych nici DNA o roéznych
dtugosciach generowata sygnal rejestrowany
za pomocg woltamperometrii fali prostokatnej
w obecnosci sondy redoks [Fe (CN) J*"*. Uzyska-
no granice detekcji na wynoszaca 12,8 pg/ml.
Khater wraz z wspolpracownikami opracowat
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impedancyjny DNA-biosensor do oznaczania
wirusa CTV (Citrus tristeza virus) atakujacego
cytrusy (Khater i in., 2019). Warstwe receptorowa
stanowita powierzchnia sitodrukowanej elektro-
dy weglowej (SPCE, ang. Screen-Printed Carbon
Electrode) z osadzonymi nanoczasteczkami zlota,
do ktorej przylaczono nici DNA zmodyfikowane

DNA -hiosensor

Metoda bezznacznikowa Z

grupa tiolowg. Pomiary prowadzono za pomocag
spektroskopii impedancyjnej (EIS) w obecnosci
sondy redoks [Fe (CN) ] ***. Otrzymano logaryt-
miczng zalezno$¢ pomiedzy rejestrowang wartoscia
impedancji a stezeniem DNA wirusa w zakresie
0.1-10 uM.

EIS (Elektrochemiczna
spektroskopia impedancyjna)

Immunosensor

Znacznik enzymatyczny

.
Zl
I
ZL’
Reakcja
enzymatyczna
E

Woltamperometria

Rys. 2 Schemat identyfikacji patogenéw za pomoca biosensoréw elektrochemiczych

Fig. 2. Schematic of pathogen identification strategies using electrochemical biosensors

Do detekcji patogenow roslinnych projekto-
wane s3 rowniez biosensory z przetwornikami
optycznymi. Opisywane w literaturze immuno-
sensory optyczne opierajg si¢ na systemach typu
latera-flow (testy paskowe), zjawisku fluorescencji
oraz powierzchniowego rezonansu plazmonowe-
go (SPR). Testy paskowe od wielu lat ciesza si¢
niestabnacym zainteresowaniem ze wzgledu na ich
prostote, niewielki koszt oraz mozliwo$¢ wykona-
nia analizy w warunkach §rodowiskowych (Stochta
i in., 2017). W warstwie receptorowej tego typu
czujnikow stosowane sg nie tylko przeciwciata,
ale rowniez pojedyncze nici DNA oraz aptamery.
Czesto w celu intensyfikacji sygnalu wykorzystu-
je sie sa nanoczastki metali np. ztota, platyny lub
srebra. Przewodowski wraz ze wspotpracownikami
opracowal i opatentowal testy paskowane do iden-
tyfikacji bakterii Clavibacter Sepedonicus comb.
nov. sprawcy bakteriozy pierscieniowej ziemniaka.
Zaprojektowane testy charakteryzowaty si¢ granica
detekcji na poziomie 5x10° CFU/ml (Przewodow-
ski i Barnyk, 2009). Podobne rozwiazanie do detek-
cji wirusa ziemniaka X zaprezentowat Drygin wraz
ze wspolpracownikami (Drygin i in., 2012) uzysku-
jac granice detekcji 2 ng/ml. Selektywnos¢ testu
zbadano wzgledem innych wiruséw ziemniaka Y, M

oraz A. Wciaz prowadzone sg badania nad biosen-
sorami tego typu gtownie pod katem zwigkszenia
ich czuto$ci oraz mozliwosci iloSciowej analizy.

Fluorescencyjny immunosensor wykorzystano
do oznaczania kilku patogenoéw roslinnych jedocze-
$nie, bakterii Acidovorax avenae subsp. Citrulli
(AAC) oraz trzech wirusow Chilli vein-banding
mottle virus (CVbMV), Watermelon silver mottle
virus (WSMoV) i Melon yellow spot virus (MYSV).
W badaniach postuzono si¢ magnetycznymi mikros-
ferami powleczonymi przeciwciatami specyficz-
nymi wzgledem kazdego z badanych antygenow
oraz przeciwcialami znakowanymi barwnikiem
fluorescencyjnym R-fikoerytryna. Jednoczesne
oznaczanie kilka patogenéw w probce to innowa-
cyjne podejscie, o duzym potencjale aplikacyjnym
jednak wadg tego rozwigzania jest ztozono$¢ anali-
zy (Charlermroj i in. 2013).

Biosensory SPR powstaty ponad 20 lat temu
i od tego czasu trwajg intensywne prace nad ich
udoskonalaniem (Damborsky i in., 2016). Immu-
nosensor SPR zawierajgcy nanoprety zlota opraco-
wano do detekcji wirusow ro$liny storczykowatych
(Cymbidium Mosaic Virus — CymMYV oraz Odonto-
glossum Ring Spot Virus — ORSV) (Lin i in. 2014).
Warstwa receptorowa zawierata przeciwciata
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specyficzne wzgledem wiruséw zmodyfikowa-
ne za pomocg nanopretow zitota dzieki czemu
uzyskano szersze spektrum w ktorym widoczne
byly zmiany sygnaléw zwigzane z rozpoznaniem
molekularnym. W ten sposob rozwigzano problem
interferencji matrycy probki. Uzyskano granice
oznaczalnosci na poziomie 48 pg/ml (CymMV)
142 pg/ml (ORSV). Laboratoryjny prototyp immu-
nosensora SPR wykorzystano do detekcji grzyba
Pseudocercospora fijiensis sprawcy czarnej Siga-
toki atakujacej banany (Luna-Moreno i in. 2019).
Zaprezentowany czujnik charakteryzowat si¢ grani-
cg oznaczalnos$ci wynoszacg 11.7 pg/ml oraz zakre-
sem liniowym 39.1 — 122 pg/ml. Wielu naukowcow
prowadzi badania nad immunosensorami SPR,
rezultatami ich pracy sa czujniki do detekcji wiru-
sa mozaiki tytoniu (TMV) (Boltovets i in. 2002)
czy grzyba Phytophthora infestans sprawcy zarazy
ziemniaka.

Przetwornik optyczny SPR potgczono rowniez
warstwg receptorowg zlozong z nici DNA.
Za pomoca takiego biosensora w polgczeniu z reak-
cja PCR przeprowadzono detekcje grzyba Fusarium
culmorum wywotujacego choroby zbdz (Zezza i in.
2006). Sonde DNA unieruchomiono na powierzch-
ni biosensora za pomocg nickowalencyjnego wigza-
nia biotyna- streptawidyna. Hybrydyzacja sondy
DNA z produktami reakcji PCR (dsDNA) genero-
wala rejestrowany sygnat.

Popularnym rozwigzaniem optycznych biosen-
sorow DNA jest detekcja kolorymetryczna z wyko-
rzystaniem nanoczastek zlota w testach paskowych
oraz testach agregacji. Bakterie Acidovorax avenae
subsp. Citrulli wywotujace bakteryjng plamistosc
owocOwW o0znaczono za pomoca testu paskowego
z unieruchomionymi na powierzchni nanoczastek
ztota sondami pojedynczymi nicmi DNA. Potwier-
dzono skuteczno$¢ oznaczenia patogenu oraz
mozliwos¢ analizy pétilosciowej (Zhao i in., 2011).
Przeptywowy mikroczip do detekcji patogenow
z gatunku Phytophthora zaprezentowata Schwenk-
bier wraz z wspolpracownikami (Schwenkbier i in.,
2015). W opracowanym biosensorze wykorzysta-
no izotermiczng amplifikacje za pomoca helikazy
do zaprojektowania starterow DNA. Hybrydyzacja
komplementarnych nici DNA a nast¢pnie osadze-
nie nanoczastek srebra umozliwilo zarejestrowanie
sygnatu. W literaturze odnalez¢ mozna wiele innych
bioczujnikow zawierajagcych roznorodne biolo-
giczne elementy oraz wykorzystujace najnowsze
odkrycia zakresu technologii materialow dedyko-
wane detekcji patogenow roslinnych. Przedstawio-
ne zostaly przykltadowe prototypy biosensorow.
W laboratoriach na catym §wiecie trwajg intensywne
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prace nad czujnikami opartymi na innych metodach
detekeji, a takze nad udoskonalaniem dotychczas
wykorzystywanych metod.

Podsumowanie

Detekcja patogenow roslinnych stanowi wazny
kierunek badan naukowych. Opracowanie szybkiej,
prostej oraz niedrogiej metody wczesnego wykrywa-
nia patogenoéw roslinnych pozwolitloby na wigkszg
kontrolg zdrowotnosci roslin co mogtoby si¢ prze-
tozy¢ na wzrost produktywnosci rolnictwa. Pomimo
dobrze poznanych dotychczas stosowanych metod
molekularnych i serologicznych, wciaz poszukiwa-
ne sg nowe rozwigzania umozliwiajace wykonanie
analizy w warunkach polowych oraz redukcje czasu
1 kosztéw pojedynczej analizy. Jednym z potencjal-
nych rozwigzan jest wykorzystanie biosensorow.
Charakteryzuja si¢ prosta budowa oraz mozli-
woscig miniaturyzacji, a mnogo$¢ potencjalnych
materiatdw do ich konstrukcji rosnie. Historia
rozwoju biosensorow $cisle wiaze si¢ z intensyw-
ng potrzebg opracowania urzadzenia pozwalajgcego
samodzielnie kontrolowa¢ poziom cukru we krwi.
Z czasem zakres zastosowan tych urzadzen stopnio-
wo si¢ powigkszat, od diagnostyki medycznej przez
ochrone $rodowiska, kontrole jakosci produktow
spozywczych po wykrywanie materiatdéw niebez-
piecznych. Nadal jednak stanowig one znaczny
obszar badawczy dla wielu naukowcow. W litera-
turze zaprezentowano biosensory stuzagce do detek-
cji wirusoéw, grzybow oraz bakterii wywotujacych
choroby roslin. Z reguly sa to elektrochemiczne lub
optyczne czujniki zawierajace warstwe receptorowg
ztozong z przeciwciat lub sond DNA. Wciaz jednak
wiekszo$¢ z nich to laboratoryjne prototypy, ktore
by¢ moze w przysztosci zostang skomercjalizowane
1 spopularyzowane.

Praca powstala w wyniku realizacji projektu
badawczego MINIATURA 3 Nr DEC-2019/03/X/
NZ9/01197 finansowanego ze srodkéw Narodowe-
go Centrum Nauki.
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Maize has a significant economic impact all over the world. Fungi in the genus Fusarium that cause Fusarium ear
rot (FER) of maize have significant effect on the yield quality and quantity. The main threat is the contamination
of grain with the mycotoxins they produce - as these are harmful to humans and animals. Such mycotoxins are a group
of secondary metabolites of varied structure, which belong mainly to trichothecenes, fumonisins and zearalenones.
As no efficient chemical control read and pink rot in the field is possible, prevention relies on cultural practices and use
resistant hybrids. Insects play an important role in the infection, which is why it is recommended to control their
prevalence during growing season.

Keywords: Fusarium, Fusarium ear rot, mycotoxins, deoxynivalenol, fumonisins, zearalenone

Kukurydza ma istotne znaczenie ekonomiczne na catym $wiecie. Grzyby nalezace do rodzaju Fusarium powodujace
fuzarioze¢ kolb kukurydzy (FER) maja istotny wplyw na powstawanie strat jakosciowych i ilosciowych w plonie.
Gléwnym zagrozeniem jest skazenie ziarna wytwarzanymi przez nie mykotoksynami, ktore sg szkodliwe dla ludzi
i zwierzat. Jest to grupa metabolitow wtorych, o zréznicowanej budowie, nalezacych gtownie do trichotecendw,
fumonizyn i zearalenonéw. Z uwagi na fakt, ze ochrona chemiczne jest mato efektywna, wazne jest stosowanie
prawidtowej agrotechniki i dobor odpornej odmiany. Istotng role w zakazeniu odrywajg zerujgce na kukurydzy owady,
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stad wskazane jest kontrolowanie ich wystgpowania w uprawie.

Stowa kluczowe: Fusarium, fuzarioza kolb kukurydzy, mykotoksyny, deoksyniwalenol, fumonizyny, zearalenon,

Introduction
The importance of maize in Poland and world-
wide

Maize play an important economic role
and is often recognized as the 3rd most cultivated
crop in the world. It is growing both in the tropics
(Africa and Central America) and in the moderate
latitudes (FAOSTAT, 2020). It is used as a major
and direct human food source, a raw material
for processed food and as essential source of feed
for farm animals, depending on the location
(Ranum et al., 2014). The biofuel derived from
maize also represents an important share of its
use. It is included in the first generation of biofu-
els, with a low EROI index (Energy Returned
on Energy Invested) that makes it on a so-called
'Net Energy CIiff, and the use of bioethanol
in the context of reduction of CO, emissions

is criticised (Murphy et al., 2011; Brandt, 2017;
IPCC ARS).

In Poland as well, there was a significant
increase in the area of maize cultivation after
2010. The total cultivated area has surpassed
1 million ha (GUS 2020), of which about half
of the crop is grain maize, exceeding 670 thou-
sand ha in 2015 (GUS 2020; data for 2010-2017).
Maize has a high yield per hectare, reaching
an average value of 73.2 dt/ha for grain maize
in Poland in 2013 (GUS 2020; data for 2010-
2017).

The aim of this article is to summarise
the state of knowledge in the world and to relate
it to the situation in Poland. The article is also
a summary of a speech from the conference “Dni
Mtodego Naukowca 2019” (“Young Scientist
Days 2019”).

Redaktor prowadzacy: Maja Boczkowska.
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The importance of Fusarium ear rot in Poland
and worldwide

Fungi in the genus Fusarium causing fusari-
um red and pink ear rot have a significant impact
on qualitative and quantitative yield losses. They
causing many maize diseases at various stages
of plants development such as seedling damping off,
stalk rot of the adult plants or red and pink ear rot.
Stalk rot is important because the plants are lodged
and cannot be harvested. Fungi in the genus Fusar-
ium that affect maize cobs produce secondary
metabolites called mycotoxins which are harmful
to humans and animals (Munkvold et al., 2019)

Discolor section

Individual Fusarium species are able to produce
many different mycotoxins. Fusarium cumorum
(W.G. Smith) Saccardo, which belong to Discol-
or section, causing red ear rot and produce main-
ly deoxynivalenol (DON). In chemical terms,
it is a type B trichothecene (unlike type A tricho-
thecenes, it has a ketone group in position C-8).
It may also occur in two acetylated forms -
3-AcDON and 15-AcDON and as double acetylated
3,15-AcDON, although this occurs in much smaller
concentrations than other forms (Bottalico 1998;
Leslie, Summerell, 2006). Fusarium graminearum
Schwable chemotypes are more common on maize,
most often producing 15-AcDON. In contrast,
3-AcDON can be found mainly on wheat. Howev-
er, their composition may vary and may be affected
by weather conditions. The dangerous phenomenon
is the presence in the plant material of DON-3-glu-
coside, called ‘masked mycotoxin’. It is produced
by plants as a defensive response and is not detect-
able by simple methods of DON testing, and can
be converted back into a toxic form in the diges-
tive tract. Little is known about masked myco-
toxin bioactivity and this problem requires further
research. (Berthiller et al., 2009; Berthiller et al.,
2011; Galaverna et al., 2009). The Discolor section
species also produce nivalenol (NIV), group B
trichothecene which, despite being present in lower
concentrations, is more toxic - having twice as low
LD50 compared to DON (IARC, 1993). Moreover,
these produce zearalenone (ZEA) — which is asso-
ciated mainly with its ability to activate estrogen
receptors and thus induce hormonal imbalance
(Kowalska et al., 2016; Pasquali et al., 2016; Shier
etal., 2001).

Liseola section

The Fusarium species of the Liseola section,
causing pink fusariosis of cobs, produce other groups
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of toxins, the most important of which include FB1
and FB2 fumonisins (FUM). These are produced
by Fusarium verticillioides (Saccardo) (Niren-
berg), Fusarium temperatum Scaufl. & Munaut
and Fusarium profliferatum (Matsush.) Nirenberg
(mainly FB1). Members of the Liseola section -
Fusarium  subglutinans (Wollenw. & Reinking),
Fusarium poae (Peck) Wollenw. and F. proliferatum
- are able to produce beauvercin (BEA) and monili-
formin (MON). Apart from BEA and FUM, F. poae
frequently colonizing maize grain, may occasional-
ly produce T-2 toxin. T-2 toxin is produced in large
quantities by Fusarium sporotrichioides Sherb., it’s
presence in Poland in silage has been confirmed,
but it is not detected in maize grain (Panasiuk et al.,
2019). T-2 and its deacetylated HT-2 derivative
belong to type A trichothecenes and show relative-
ly high toxicity (low LD50) (Logrieco et al., 2002;
Leslie, Summerell, 2006; Miedaner et al., 2017).

Fusarium mycotoxins

A single species usually produces many types
of mycotoxins, and different Fusarium species
may co-exist on a single host. An additional risk
is that contamination with Fusarium mycotoxins
may occur despite the absence of any external signs
or symptoms on the plants. All of them have a nega-
tive impact on animals and humans. For example,
mentioned earlier DON, commonly found in plant-
and animal-based food, also known as vomitoxin,
overcomes the blood-brain barrier. When it exceeds
the safe level, it first causes a vomiting reaction,
as well as a number of other complaints including
dizziness, headaches and fever. Animal and in vitro
tests have shown geno- and immunotoxic effects,
effects on fertility, liver and kidney damage (Mara-
sas, 2001; Missmer et al., 2006; Sobrova et al.,
2010).

Toxins such as fumonisin B1 and B2 are clas-
sified by IARC in category B2 - probably carcino-
genic to humans, while ZEA, DON and NIV still
remain in category 3 (Ostry et al., 2017). For this
reason, standards for acceptable concentrations have
been established in many countries. In the Europe-
an Union, the current regulations date back to 2006
(Commission Regulation (EC) No 1881/2006) with
maximum levels specified for DON, ZEA, FBI,
FB2. In 2013, Recommendation 2013/165/EU was
made for T-2 and HT-2 with an advice for testing
in case if the indicator level is exceeded, while
the acceptable limits remain unset. There is still
not enough data available, although the compounds
seem to show high toxicity at low doses. For this
reason, European Food Safety Authority 2017
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recommendations set the tolerable daily intake
(TDI) for humans at 0.02 pg/kg, where it is 1 pg/kg
for DON, 2 pg/kg for fumonisins, NIV 0.7 pg/kg,
and 0.2 pg/kg for ZEA (Brera et al., 2008; Arcella
etal., 2017).

Fusarium on maize in Poland

The species most commonly found on maize
in Poland include F graminearum, F. culmo-
rum, F. poae, F. verticillioides, F. subglutinans,
and F. temperatum. The occurrence of individual
species has been changing over the years, however,
the trend is towards a higher incidence of species
associated with warmer regions, such as those
from the Lisolea spp. section: F. verticillioides
and F. temperatum, as compared to F. graminearum
and F. poae which favour more temperate climate
(Czembor et al., 2015; Gromadzka et al., 2019;
Stepien et al., 2019). Therefore, also in Poland,
a great deal of attention is paid to the monitoring
of fungi populations of the genus Fusarium spp.

Using traditional and molecular methods,
the IHAR-PIB (The Plant Breeding and Acclimati-
zation Institute - National Research Institute) team
identifies Fusarium species derived from maize
grain of selected varieties grown in many loca-
tions (about 13 locations in 2015-2017, depend-
ing on the year). Initial findings from on-going
unpublished study was presented at the conference
“Dni Mlodego Naukowca 2019”7, where authors
investigating effects of environmental conditions
on the susceptibility of maize to FER and associated
grain contamination with toxins. Following initial
morphological evaluation, the obtained isolates
are identified primarily with the molecular meth-
od, using species-specific primers based on SCAR
markers (Mule et al., 2004; Scauflaire et. al., 2011;
Czembor et. al., 2015). In case if there is no result
obtained for the isolate, the identification is based
on the tef-1a factor sequencing - amplification with
the EF728M and TeflR primer pairs and reading
of the sequence using Applied Biosystems devic-
es (ABI Prism 3130XL) (Stepien et. al., 2012).
The sequences are put together using the Clust-
alW and MEGAS5 software (Thompson et. al.,
2002; Tamura et. al., 2011). The species determi-
nation is performed through comparative analysis
of the results with known sequences of individual
Fusarium species from the GeneBank database.

Molecular identification of isolates shows
statistically significant differences in the general
species profile of the Fusarium genus. In gener-
al, F. verticillioides, whose secondary metabo-
lites are fumonisins (FB1, FB2, FB3), has been

the dominant species in the material collected
over the last 3 years. In contrast, F. proliferatum,
the second most common species in 2015 and 2017,
was isolated only occasionally in 2016. Similarly,
F subglutinans isolated in larger quantities in 2016,
appeared incidentally or not at all in 2015 and 2017.
Over the years, the constant presence of F. tempera-
tum and F graminearum draws the attention,
as well. In addition, many isolates were identified
as Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. in 2017,
and F. poae — in 2015. The obtained results also
indicate considerable diversification of the popula-
tion of Fusarium strains depending on the morphol-
ogy and earliness of the tested varieties at different
locations in Poland, which may be dependent
on the course of weather conditions (Frasinski et.
al., 2019)

Factors promoting the appearance of infec-
tion

For their propagation and survival in the envi-
ronment, individual Fusarium spp. species use
hardened hyphae, micro and macrospores, chlam-
ydospores, and in the case of sexual reproduction
ascospores (Munkvold et al., 1997). Residues
of infested maize plants left in the field can be
a source of primary infection for many years, also
affecting other plants susceptible to these fungi
as e.g. wheat (mainly F. graminearum) (Munkvold,
2003a). Although Fusarium species are mainly asso-
ciated with the rhizosphere, in favourable condi-
tions fungal spores can be transmitted by the wind
for many kilometers (Munkvold, 2003b; Keller
etal., 2014). Furthermore, there are reports of inter-
continental transmissibility, e.g. with the Sahara
dust (Palmero et al., 2011). Moreover, Fusarium
can grow in alternative hosts such as weeds, fescue,
soya, or sunflower cultures. Spore transmis-
sion vectors include plant feeding insects, such
as the European corn borer (Ostrinia nubilalis)
and corn beetle (Diabrotica virgifera) (Lew et al.,
1996; Sobek, Munkvold, 1999; Munkvold, 2003b).

An important and well-described way of corn
kernel infection by fungi belonging to the group
Fusarium spp., especially F. graminearum,
is the infection through the pistil of female inflo-
rescences (cobs). Spores sprouting on their surface,
transferred via wind or water from a neighbouring
plants or from male inflorescences (panicles), can
easily reach the kernels. A characteristic sign of this
type of infection is the lightening that runs radial-
ly from kernel top (Thompson, Raizada, 2018).
Another important route of infection is mechanical
damage caused by insects, such as the corn borer,
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and this is particularly true for fungi from the Lise-
ola section. Significant correlations have been
proven between the occurrences of damage caused
by the corn borer and disease intensity. This issue
is discussed in many literature reports and own
studies (Lew et al., 1991; Sobek, Munkvold, 1999;
Munkvold, 2003b). In the case of F. verticillioides,
the mechanism of systemic infection of the plant
has also been ascertained; however, due to the short
vegetation period and lower temperatures in Polish
conditions, it requires experimental confirma-
tion (Munkvold, Carlton, 1997; Murillo-Williams,
Munkvold, 2008).

Fusarium ear rot and climate change

Observed climate changes and forecasts indi-
cate changes in environmental conditions that result
in a shift in range or the appearance of pathogens
previously not observed in a given area. General
forecasts for Poland can be found e.g. in the docu-
ment "National Environmental Policy 2030"
and are consistent with the current state of knowl-
edge, presented in generally e.g. in Intergovernmen-
tal Panel on Climate Change reports (IPCC ARY).
These reports show continuous increase of aver-
age air temperature with more frequent tempera-
ture extremes, uneven precipitation with extended
periods without rain, growing water shortage areas,
and decreasing ground water levels. Temperature
changes favour corn crop culture (advantageous
WCI), while increasing the risk resulting from water
deficit and shifting corn borer occurrence range
to the north of the country (Uchwata nr 67 Rady
Ministrow z dnia 16 lipca 2019 r.; Kundzewicz et al.,
2017; Popkiewicz, Sierpinska, 2019). What is more,
it is expected that sowing and harvesting will speed
up by 16-21 days, depending on the greenhouse gas
emission scenario (Piniewski et al., 2017).

Key climatic factors determining Fuasarium
pathogens impact are, to a greater extent, tempera-
ture and humidity. Species differ in in optimum
conditions they require. It was found, in general,
F. graminearum is favoured by high moisture levels
around silking and maturation period (Reid et al.
1999). F. verticillioides have been associated with
warm and dry weather after milk stage (Munkvold
et al., 2019). A shifts in pathogen geographic distri-
bution has been observed in recent years for Fusari-
um species —a higher incidence of more thermophilic
F. graminearum and the retreat of F. culmorum
which prefers lower temperatures have been
confirmed in the United Kingdom and Central
and Northern Europe (Moretti et al., 2019). Current-
ly, at the Plant Breeding and Acclimatization
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Institute - National Research Institute (IHAR-PIB),
research is carried out on the impact of weather
and climatic conditions on the occurrence of indi-
vidual Fusarium species on maize in Poland. Some
of the results were also presented during the Confer-
ence "Dni Mlodego Naukowca 2019" in Radzikow
IHAR, 7-8.11.2019.

Corn protection methods

The level of mycotoxins content, is influenced
by a number of factors and interactions between
them, such as genotype resistance, environmental
conditions and the agrotechnology used. Weather
conditions and the timing of infestation are import-
ant factors, as well. If the infection occurs at the end
of the season and favourable conditions for myce-
lium development have occurred, the content
of toxins in the grain may be low despite obvious
morphological symptoms. On the other hand, high
mycotoxin content at small mycelium reach may be
caused by a situation wherein the infection occurs
at the early kernel growth stage and then the devel-
opment of mycelium is inhibited by unfavourable
conditions (Herrera et al., 2010). Contamination
with these compounds is also a risk factor after
harvesting, and its main component is grain mois-
ture. The risks in this case are posed in particular
by F verticillioides and F. proliferatum fumonis-
ins, which have the capacity to grow and produce
toxins with less water availability than other
species (e.g. ZEA, F. graminearum producing DON
and ZEA). Therefore, the harvested grain should
be brought to a safe moisture level of 14% (0.70
aw) as soon as possible (Marin et al., 2004; Magan,
Aldred, 2007; Chulze, 2010).

The growing and using of resistant hybrid
in cultivation is considered to be an economi-
cally reasonable and environmentally friendly
method of protection against Fusarium diseases
(Zijlstra et al., 2011; Czembor et al., 2018). There
is no complete single gene resistance to infection.
A number of studies have found different inher-
itance of resistance modes: additive, possibly
non-additive effects, digenic (dominant) and poly-
genic patterns. Some genes have been found
impacting silk resistance, but kernel resistance
are under separate genetic control (Chungu et al.,
1996). Studies reporting finding separate quan-
titive trait loci (QTL) for disease control in silk
and kernel, but this approach is hard to incorporate
into breeding programs. In this moment, breed-
ers depend mainly on phenotyping system, as well
investigating silk channel and kernel resistance,
witch helps to eliminate very susceptible genotypes
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and grow moderately resistant hybrids. Breeders
depends mainly on intraspecific genetic variabil-
ity in search of more resistance levels, thus using
more markers, improving phenotypic protocols
and testing in multiple environments is way to go.
(Robertson-Hoyt et al., 2007; Mestehazy et al.,
2012, Lanubile et al., 2017, Munkvold et al. 2019).
As the example, the different maize genotypes have
different kernel morphologies, which affects suscep-
tibility to Fusarium, in particular considering geno-
types with grain of dent (Zea mays var. indentata)
and flint (Zea mays var. indurata) types. The flint
forms are characterised by hard outer endosperm
layer, unlike the dent forms, where this layer does
not cover the whole kernel and does not occur at
its top (Hallauer, 2010, Wit et al., 2011). The level
of resistance of individual varieties may be depen-
dent on this (Czembor, Ochodzki, 2009). Silk way
of Fusarium infection can be managed by selec-
tion for tighter husks, shorter silk emergence stage
and faster silk abscission to reduce susceptibility
period (Thomson et al., 2018).

Due to the route of infection, it is important
to protect crops from insects, using both chemical
and biological methods (the assessment of the effi-
ciency of biological methods is carried out under
Postep Wieloletni 3.5 programe) (Munkvold, 2003a;
Folcher et al., 2009). Less intensity of cob fusari-
osis and less accumulation of toxins is observed
in the Bt maize varieties (Ostry et al., 2010). The use
of fungicides is problematic and their effectiveness
is limited to seed treatment, in order to protect
against seedling damping off. Some prevention
efficacy of spraying during the dusting phase,
and later at the milky-wax phase boundary has
been proven, but the method can be hardly justified
economically because of the difficulty in assessing
the risk of disease occurrence or its in tensification
at the early phases (De Curtis et al., 2011).

Methods of protection against Fusarium diseases
also include the use of proper agro-technical practic-
es (Parsons, Munkvold, 2010). Balanced fertiliza-
tion improves the resistance of the plants, especially
during drought - positive effect of long-acting nitro-
gen fertilizers with the additive of potassium has
been proven in the case of resistance to Fusarium
ear rot. In addition, ensuring an optimal amount
of nutrients during the vegetation period determines
reduced accumulation of mycotoxins in the case
of infestation. Furthermore, there is an evidence
of less ear rot infections in stay-green varieties
(Reid et al., 2001; Szulc et al., 2014; Bocianowski
etal., 2016).

Post-harvest residues may be an important

source of Fusarium pathogens, therefore, the plant
succession and cultivation method play a very
important role. It is recommended to schedule
crops in such a way that the pathogens do not have
constant access to the host, and it is not advised
to continuously cultivate maize in monoculture.
The same negative effect will be observed for direct
succession of host plants (maize and cereals) or too
short cycle between them (Mabuza et al., 2018;
Munkvold, 2003a).

The correct technique for harvest residues
is to mulch them. The use of ploughing to cover
them is subject to discussion. Although the results
of studies show greater infestation and mycotoxin
accumulation in cereals and maize with residues left
on fields, it is indicated that correct plant succession
is more important. The advantage of less invasive
cultivation methods, including the improvement
of water retention, microbiome and nutrient avail-
ability in soil is that they can have positive effect
on plant resistance and yield under difficult condi-
tions. They also contribute to reduced use of raw
materials and emissions from cultivation, although
in this case yield is the decisive factor (Reid et al.,
2001; Ferrigo et al., 2016; Krol et al., 2018).

Summary

The risk assessment of maize cultivation
and the prevention of adverse effects associated
with Fusarium fungi is a complex issue that requires
further research. This group of pathogens covers
a broad spectrum of species differing inter alia
in environmental preferences, which is of particular
importance in the context of the climate changes.
The risk assessment is problematic because pheno-
typic symptoms do not always reflect the content
of harmful compounds produced by Fusarium. Due
to species and intra-species variability (chemo-
types), there is a need to test yields for a number
of compounds, which complicates, prolongs
and increases the cost of the quality control process.
Therefore, it is crucial to know the composition
of the Fusarium spp. populations in the country
and the factors affecting it. Resistance of plants
to the pathogen is a complex factor under multi-
genic control, which prolongs the process
of creation of higher resistance varieties. There-
fore, it is important to reduce the risk of the disease
occurrence by using proper agrotechnology meth-
ods and controlling insect pests (mainly the corn
borer), which are the vectors of the disease.
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