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Avirulence genes and mating types in the populations
of Leptosphaeria maculans collected from infected oilseed rape plants
in Poland in autumn 2010

Geny awirulencji i typy kojarzeniowe
w populacjach Leptosphaeria maculans
zebranych z porazonych roslin rzepaku w Polsce jesienig 2010 roku

Joanna Kaczmarek®, Andrzej Brachaczek?, Deng Shu', Witold Irzykowski®, Matgorzata Jedryczka®

Summary

The fungi Leptosphaeria maculans and L. biglobosa cause stem canker — one of the most damaging diseases of oilseed rape in
Poland and worldwide. The aim of this study was to characterize the composition of avirulence genes and mating types present in
current populations of L. maculans in Poland. The study was done in autumn 2010. The isolates of L. maculans (254) were obtained
from infected winter rapeseed leaves collected at six locations. DNA (deoxyribonucleic acid) of each isolate was extracted using a CTAB
(cetyltrimethyl ammonium bromide) method. The taxonomic identity of isolates was checked by RAPD (random amplification of
polymorphic DNA) using OPJ-10 primer and compared with specific banding patterns characteristic for the representatives of
L. maculans and L. biglobosa. Isolates of L. maculans were studied to identify a mating type and avirulence alleles AvrLm1 and AvrLmé6.
Mating types MAT1.1 and MAT1.2 were found in similar frequencies at all sites, what suggests that both types are well adapted to
environment. The AvrLm1 avirulence allele was observed only in isolates obtained at one collection site. For the first time in Poland the
avrLmé virulence allele has been found.
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Streszczenie

Grzyby Leptosphaeria maculans i L. biglobosa powoduja suchg zgnilizne kapustnych — jedng z najgrozniejszych chordb rzepaku
w Polsce i na swiecie. Celem tych badan byto okreslenie sktadu gendw awirulencji i typdw kojarzeniowych w populacjach L. maculans
aktualnie wystepujacych w Polsce. Badania prowadzono jesienig 2010 roku. Z porazonych lisci rzepaku ozimego pobranych w szesciu
miejscach uzyskano 254 izolaty L. maculans. DNA (deoxyribonucleic acid — kwas deoksyrybonukleinowy) izolatéw ekstrahowano przy
zastosowaniu metody CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide — bromek heksadecylotrimetyloamoniowy). Przynaleznos¢
taksonomiczng sprawdzano przy zastosowaniu metody RAPD (random amplification of polymorphic DNA — metoda losowej
amplifikacji polimorficznych fragmentéw DNA) z uzyciem startera OPJ-10 i poréwnywano z wzorem produktéw PCR (polymerase chain
reaction — reakcja fancuchowa polimerazy), charakterystycznych dla izolatéw wzorcowych dla L. maculans i L. biglobosa. Izolaty
L. maculans oznaczano pod wzgledem przynaleznosci do typu kojarzeniowego i okreslano ich allele awirulencji AvrLm1 i AvrLmé. Typy
kojarzeniowe MATI1.1 i MAT1.2 wystepowaty w podobnych proporcjach we wszystkich populacjach, co sugeruje, ze oba s3 dobrze
przystosowane do srodowiska. Allel awirulencji AvrLm1 obserwowano tylko u izolatéw zebranych w jednej lokalizacji. Po raz pierwszy
w Polsce stwierdzono allel wirulencji avrLmé.

Stowa kluczowe: gen odpornosci, gen awirulencji, Leptosphaeria maculans, Leptosphaeria biglobosa, typ kojarzeniowy, rzepak ozimy
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Wstep / Introduction

Grzyb Leptosphaeria maculans jest przyczyna suchej
zgnilizny kapustnych, jednej z najgrozniejszych chorob
rzepaku w Polsce i na $wiecie (Fitt i wsp. 2006; Jedryczka
2006). Wiedza na temat struktury populacji tego patogena,
wystgpujacej na danym terenie, a zwlaszcza dotyczaca
zestawu gendw awirulencji, ma duze znaczenie praktyczne
dla kierunku prac prowadzonych w zakresie hodowli
odpornosciowej rzepaku.

Geny awirulencji (Avr) wystepuja u wielu gatunkow
grzybow. Zgodnie z hipoteza gen-na-gen produkty gendw
awirulencji (elicitory) wchodza w interakcje¢ z produktami
okreslonych genéw odpornosci u roslin uprawnych. W wy-
niku oddzialywania produktow tych genow nie dochodzi
do procesu chorobowego (Laugé i De Wit 1998).
Najczesciej kontakt elicitorow z receptorami rosliny gos-
podarza prowadzi do reakcji nadwrazliwosci. Niektore
z genéw awirulencji zdolano wyizolowa¢, sklonowac
izmapowa¢ w genomie patogena. Badania wykazaly, ze
produktami dotychczas opisanych gendow awirulencji byly
zazwyczaj niewielkie biatka, wydzielane pozakomorkowo
(Joosten i De Wit 1988; Wubben i wsp. 1994; Gout i wsp.
2006; Fudal i wsp. 2007).

Badania sktadu populacji L. maculans we Francji
wykazaly, ze wprowadzenie genu odpornoSci Rlml na
prawie potowie powierzchni uprawnej rzepaku (43,7%
w 1997 roku) spowodowalo presje selekcyjna, ktorej
efektem byt dramatyczny spadek udziatu izolatéw z genem
awirulencji AvrLml (o 70%) na rzecz wirulentnych
szczepdw avrLlmi. W ciagu dwoch sezonow wegeta-
cyjnych udzial genotypu AvrLml zmniejszyl si¢ z 83% do
13% (Rouxel i wsp. 2003), co wskazuje, ze przystosowanie
patogena do nowej sytuacji w polu moze nastgpowaé
w bardzo szybkim tempie.

Dotychczas u L. maculans zmapowano dziewig¢ genow
awirulencji w czterech niezaleznych grupach sprzgzen
(Balesdent i wsp. 2006). Pierwszy gen awirulencji u L. ma-
culans oznaczono jako AvrLml (Ansan-Melayah i wsp.
1995). Klonowanie tego genu poprzedzono sekwenc-
jonowaniem duzego obszaru genomu wokot Avriml.
Stwierdzono, izjest on znacznie oddalony od innych
genéw 1 znajduje si¢ w srodku duzego regionu o cechach
heterochromatyny (Gout iwsp. 2006). Prowadzone
badania wykazaty brak homologow AvrLml zarb6wno
u gatunkéw blisko spokrewnionych z L. maculans, jak
iwinnych znanych genomach grzybow. Podobnie jak
geny odpornosci u roslin, geny awirulencji sa zloka-
lizowane blisko siebie. Gen AvrLml, tak jak gen AvrLm6
jest takze umiejscowiony w obszarze niekodujacym.
Ponadto AvrLml 1iAvrLm6 charakteryzuje niewielka
proporcja par GC, co odroznia je od wigkszo$ci
grzybowych gendéw awirulencji (Gout i wsp. 2006).

Grzyb L. maculans jest rozdzielnopiciowy i1 posiada
pojedyncze locus typu kojarzeniowego (MAT) (Venn
1979). Gen MATI.1 ma wielko$¢ 1368 pz, zawiera intron
o dhugosci 45 pz i koduje biatko o wielko$ci szacowanej na
441 aminokwas6w. Natomiast gen MATI.2 o wielkoSci
1246 pz, zawiera intron o dlugosci 55 pz, a przewidywana
wielko$¢ kodowanego biatka wynosi 397 aminokwasow

(Cozijnsen i Howlett 2003). Wiedza na temat udziatu alleli
MATI.1 1 MAT1.2 w populacji L. maculans pozwala na
oszacowanie mozliwosci ich swobodnego rozmnazania,
czyli takze utrzymywania wysokiego stopnia polimorfizmu
genetycznego i tworzenia nowych ras.

Materiaty i metody / Materials and methods

Proby lisci roslin rzepaku z objawami suchej zgnilizny
kapustnych zebrano z 6 p6l w nastepujacych lokalizacjach:
Radostowo (N 53°59'27,2", E 18°43'59,6"), Nowa Wie$
Ujska (N 53°02'06,4", E 16°44'54,7"), Kroécina Mata
(N 51°22727,2", E 16°55'18,7"), Toszek (N 50°27'11,5",
E 18°29'45,1"), Glubczyce (N 50°12'07,4", E 17°49'27,1"),
Walewice (N 52°06'18',8', E 19°39'73,1"). Kazdorazowo
pochodzily one z odmiany mieszancowej PR46W10
(Pioneer Hi-Bred) =z wariantu kontrolnego. Liscie
dezynfekowano, a nastgpnie w warunkach sterylnych
wyktadano na pozywke¢ agarowa PDA (Potato Dextrose
Agar) z dodatkiem 0,02% siarczanu streptomycyny. Po
2 dniach z wyrastajacej kolonii grzyba pobierano pod
binokularem (Stemi DR 1040, Zeiss, Niemcy) koncowy
fragment pojedynczej strzgpki w celu uzyskania izolatow
jednolitych genetycznie. Fragment ten przenoszono na
szalki ze $wieza pozywka PDA z dodatkiem antybiotykow,
az do uzyskania kultur wolnych od bakterii i innych
patogenow. Czystos¢ izolatow sprawdzano poprzez ich
hodowle na plynnej pozywce Czapka-Doxa z dodatkiem
ekstraktu drozdzowego (2 g/l). Po kilku dniach hodowli
klarowna pozywka $wiadczyta o braku zanieczyszczen
bakteryjnych. Nastgpnie na podstawie cech morfolo-
gicznych wstepnie identyfikowano gatunki L. maculans
i L. biglobosa. DNA (deoxyribonucleic acid — kwas
deoksyrybonukleinowy) izolatow ekstrahowano z wyko-
zystaniem CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide —
bromek heksadecylotrimetyloamoniowy) 1 mieszaniny
chloroformu oraz alkoholu izoamylowego w proporcji
24:1, wedlug Grahama i wsp. (1994) z modyfikacjami
wlasnymi. Przynaleznos¢ taksonomiczng sprawdzano przy
zastosowaniu metody RAPD (random amplification of
polymorphic DNA - metoda losowej amplifikacji
polimorficznych fragmentéw DNA) z uzyciem startera
OPJ-10 (AAGCCCGAGG) i porownywano z wzorem
produktow PCR (polymeraze chain reaction — reakcja
tancuchowa polimerazy) charakterystycznych dla izolatow
referencyjnych obu  badanych  gatunkow  rodzaju
Leptosphaeria. 1zolaty L. maculans oznaczano pod wzgle-
dem przynaleznosci do typu kojarzeniowego z wykorzysta-
niem starterow MATI.1 (CTCGATGCAATGTACTTGG),
MATI.2 (AGCCGGCGGTGAAGTTGAAGCCG) i Rev-
MAT (TGGCGAATTAAGGGATTGCTG) (Cozijnsen
i Howlett 2003). Metoda PCR okreslano allele Avriml/-
avrLml 1 AvrLm6/avrLm6 za pomoca nastgpujacych
starter6w AvrLml qF (GGGTGTTTACTTCGCCTCACQ),
AvrLml gqR (ACGTTGTAATGAGCGGAACC) i AvrLm6
qgF (TATTGGACAAAAGCCGAAGG) oraz AvrLm6 qR
(GCGAGAAGCAAGTGGAATGT) (Van de Wouw 1 wsp.
2010).
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Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Okres$lenie struktury populacji grzybow rodzaju
Leptosphaeria jest waznym elementem dobrej praktyki
rolniczej zwiazanej z ochrona tej uprawy. W Polsce zakres
i nasilenie wystgpowania obu  patogenéw  jest
zroznicowany 1 podlega ciaglym zmianom. Dwadziescia
lat temu obserwowano niemal wylacznie gatunek
L. biglobosa, jednak od tamtego czasu obserwuje si¢
wzrost udziatu gatunku L. maculans 1 jego ekspansjg
z zachodu na wschdod, przy czym nadal stwierdza sig
zmiany sktadu populacji patogendéw w czasie i przestrzeni
(Karolewski 1998; Jedryczka 2006). W badaniach
prezentowanych w niniejszej pracy z pobranych prob
uzyskano 288 izolatéw, z czego 71 pochodzilo z Ra-
dostowa, 52 z Kro$ciny Matej, 50 z Toszka, 48 z Nowe;j
Wsi Ujskiej, 43 z Glubczyc oraz 24 izolaty uzyskano
z Walewic. Na podstawie wzoru produktéw RAPD
stwierdzono, iz $rednio w badanej puli znajdowato si¢ 87%
izolatow L. maculans 1 13% L. biglobosa. Najwigkszy
odsetek izolatow L. maculans — przewyzszajacy 90%,
odnotowano w Radostowie (93%), Nowej Wsi Ujskiej
(92%) 1 w Toszku (92%). W Walewicach — lokalizacji
najbardziej wysunigtej na wschod, grzyb L. maculans byt
takze dominujacy na liSciach rzepaku, ale stanowit on
jedynie 75% uzyskanych izolatow (rys. 1). Dominacjg
grzyba L. maculans na liciach rzepaku wykazala
Jedryczka (2006) w badaniach prowadzonych w latach
2000-2004, a nastepnie w latach 2009-2010 takze
Kaczmarek i wsp. (2011). Wykazano takze, ze proporcje
pomiedzy gatunkami L. maculans i L. biglobosa w znacz-
nym stopniu zalezaly od okresu, w ktorym wykonywano
obserwacje, a co si¢ z tym wiaze, sa one rézne, na
poszczegolnych organach roslinnych. W okresie jesiennym
na lisciach zwykle przewazal gatunek L. maculans,
natomiast na fodygach dominowat gatunek L. biglobosa.

Lo

Rys. 1. Udzial procentowy gatunkéw L. maculans (szary obszar)
i L. biglobosa (czarny obszar) porazajacych rosliny
rzepaku ozimego jesienia 2010 w Polsce

Fig. 1. The percentage of L. maculans (grey area) and
L. biglobosa (black area) in winter oilseed rape plants in
autumn 2010 in Poland

Zastosowanie metody multiplex PCR z uzyciem
specyficznych starterow pozwolito na oznaczenie przy-
nalezno$ci danego izolatu L. maculans do okreslonego

typu kojarzeniowego. Dla typu MATI.] startery ampli-
fikowaty fragment o dlugosci 686 pz, natomiast w przy-
padku MATI.2 dlugos¢ amplifikowanego fragmentu wyno-
sita 443 pz (rys. 2).
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Rys. 2. Produkty uzyskane w wyniku reakcji PCR ze starterami
MATI.1, MATI.2 iRevMAT z zastosowaniem geno-
mowego DNA izolatow L. maculans. Symbole zastoso-
wanych izolatéw: 1 — izolat referencyjny dla MATI.1, 2 —
izolat referencyjny dla MATI1.2, 3 — KM2010-1-1, 4 —
KM2010-1-2, 5 — KM2010-1-3, 6 — KM2010-1-4, 7 —
KM2010-1-5, 8 — KM-2010-1-6, 9 — KM2010-1-7, 10 —
KM2010-1-8, 11 — KM2010-1-9, 12 — KM2010-1-10,
13 - KM2010-1-11, 14 — KM2010-1-12

Fig. 2. The products obtained by PCR with primers MATI.1,
MATI.2 i RevMAT using genomic DNA of L. maculans
isolates: 1 — reference isolate for MATI.1, 2 — reference
isolate for MATI.2, 3 — KM2010-1-1, 4 — KM2010-1-2, 5
— KM2010-1-3, 6 — KM2010-1-4, 7 — KM2010-1-5, 8 —
KM-2010-1-6, 9 — KM2010-1-7, 10 — KM2010-1-8, 11 —
KM2010-1-9, 12 — KM2010-1-10, 13 — KM2010-1-11,
14 - KM2010-1-12

May i wsp. (1999) udowodnili, iz wystepowanie gendow
MAT uzaleznione jest od selekcji izolatow w warunkach
naturalnych. W przypadku, gdy typy kojarzeniowe
wystepuja w rownych proporcjach, mozliwe jest losowe
krzyzowanie si¢ w obrgbie populacji (Milgroom 1996).
Przewaga wystgpowania lub brak jednego z typow
kojarzeniowych w populacji powoduje ograniczenie lub
catkowity brak mozliwosci rozmnazania plciowego
w obrgbie populacji. We wszystkich badanych loka-
lizacjach oba typy kojarzeniowe wystgpowaty w zblizo-
nych proporcjach, ale z przewaga typu MATI.2. 1zolaty
nalezace do typu kojarzeniowego MATI.2 stanowily od
52,1% (Nowa Wie$§ Ujska) do 61,5% (Glubczyce) badane;j
populacji — $rednio 56,3% (rys. 3). Podobne wyniki
uzyskano dla prob pobranych z pdl doswiadczalnych
w pohocno-zachodniej Francji. Na 81 przebadanych izo-
latéw L. maculans, 34 (42%) reprezentowaly typ MATI.1,
a 47 (58%) nalezato do typu MATI1.2 (Gout i wsp. 2006).
Rownomierny rozktad wystepowania typow kojarze-
niowych MATI.1 i MATI.2 we wszystkich badanych
populacjach niezaleznie od miejsca wystgpowania suge-
ruje, iz grzyb L. maculans egzystuje w srodowisku, ktore
zapewnia mu optymalne warunki, odpowiadajace obu
typom kojarzeniowym.

Ze wzgledu na posiadanie stadium plciowego izolaty
L. maculans cechuje duza zmienno$¢ genetyczna. Gatunek
ten tworzy liczne rasy, bedace odmienna kombinacja
genow awirulencji (AvrLm). Wirulentne izolaty grzyba
(avrLm) maja zdolno$¢ przetamywania gendéw odpornosci
rzepaku (RIm). Uklad taki okreslany jest jako kom-
patybilny lub zgodny. Jest to typ oddzialywania gen-na-
gen, w ktorym wystepuje wspotdziatanie i dopetnianie si¢
genotypow wyspecjalizowanych patogendéw i ich zywi-
cieli.
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Rys. 3. Udzial procentowy typow kojarzeniowych MATI.]
(czarny obszar) i MATI1.2 w populacjach L. maculans
w jesienia 2010 w Polsce

Fig. 3. The percentage of mating type MATI.1 (black area) and
MATI.2 (grey area) in the populations of L. maculans in
autumn 2010 in Poland

Do tej pory obecno$¢ gendw awirulencji u izolatow
L. maculans mozna bylo oznaczy¢ na podstawie reakcji
odmian i linii testowych rzepaku (Chen i Fernando 2006).
Dzigki opracowaniu starterow specyficznych dla ampli-
fikacji alleli genow AvrLml i AvrLm6 (Van de Wouw
iwsp. 2010) mozliwe jest ich oznaczenie z wykorzys-
taniem technik molekularnych. W obrgbie uzyskanych
izolatéw jedynie w Kroscinie Malej stwierdzono wyste-
powanie allelu AvrLml (14%) (rys. 4). We wczesniejszych
badaniach prowadzonych w latach 2000-2002 za pomoca
testow liScieniowych w Instytucie Genetyki Roslin
Polskiej Akademii Nauk odsetek izolatow z tym allelem
wynosit 59%, natomiast w kolekcji zebranej w latach
2003-2004 juz tylko 9%. Najbardziej prawdopodobnym
wytlumaczeniem tak drastycznej zmiany sktadu populacji
L. maculans jest zwigkszenie powierzchni uprawy rzepaku
ozimego z genem RI/ml, podobnie jak to wykazano kilka
lat temu we Francji (Rouxel i wsp. 2003).

adosto
ska
‘ Walewice

Rys. 4. Udzial procentowy genow awirulencji AvrLml (czarny
obszar) i genoéw wirulencji avrLml (szary obszar)
w populacjach L. maculans w jesienig 2010 w Polsce

Fig. 4. The percentage of avirulence genes AvrLml (black area)
and virulence genes avrLml (grey area) in winter oilseed
rape plants in autumn 2010 in Poland

W Walewicach i w Kroscinie Malej stwierdzono po
raz pierwszy w Polsce wystgpowanie alleli avrLm6
(rys. 5). Jest to niewielki odsetek (8%), co §wiadczy o tym,
ze odmiany posiadajace geny R/m6 moga nadal skutecznie
chroni¢ rzepak przed L. maculans w Polsce. Nalezy jednak
pamigta¢, ze ich masowe wprowadzenie bedzie nie-
watpliwie przyczyna presji selekcyjnej wobec gatunku
L. maculans w kierunku przetamania tej odpornosci.

Rys. 5. Udzial procentowy genéw awirulencji AvrLm6 (szary
obszar) i genéw wirulencji avrLm6 (czarny obszar)
w populacjach L. maculans w jesienia 2010 w Polsce

Fig. 5. The percentage of avirulence gene AvrLm6 (grey area)
and virulence gene avrLm6 (black area) in winter oilseed
rape plants in autumn 2010 in Poland

Whioski / Conclusions

1. Jesienia 2010 roku w Polsce 98% izolatow posiadato
allel wirulencji avrLmi przetamujacy odpornos¢ genu
Riml. Dalsze wprowadzenie genu RIml w procesie
hodowlanym nie ma obecnie uzasadnienia.

2. Po raz pierwszy w Polsce stwierdzono obecno$¢ allelu
wirulencji avrLm6 w dwoch niezaleznych loka-
lizacjach, pomimo iz w naszym kraju nie uprawia si¢
odmian z genem RIm6. W naturalnie wystgpujacych
populacjach L. maculans obecne sa juz izolaty zdolne
do przetamania tego genu odpornosci.

3. Zblizony udziat alleli MATI.1 i MATI.2 w pulach
izolatow L. maculans z danego terenu $wiadczy
o podobnym przystosowaniu obu typow kojarze-
niowych tego grzyba do warunkéw klimatycznych
i srodowiskowych w Polsce. Mozliwos¢ swobodnego
rozmnazania generatywnego gatunku L. maculans
sprzyja utrzymywaniu wysokiego stopnia polimorfizmu
genetycznego, tworzeniu nowych ras i ich szybkiej
migracji do innych regionéw geograficznych.
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