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Summary

Pathogenic fungi of the genus Fusarium form a diverse, cosmopolitan group
of species. Their importance is significant due to the fact that they are responsi-
ble for numerous storage rots, plant diseases and human and animal disease
caused by Fusarium toxic secondary metabolites. By reason of great extent of
variability and plasticity of Fusarium easily accomodating to changing environ-
mental condition, this genus comprises of species that remain very challenging
for systematics. Since the reliable and simple detection methods are essential
to avoid the losses and health risks, molecular biology methos have been re-
cently implemented for the analysis of Fusarium populations. In this paper, we
present a review of selected PCR-based techniques applicable for diagnostic and
taxonomic purposes. The RAPD analysis, followed by SCAR-PCR and RFLP method
to study fungal rDNA are presented. A number of primer sequences useful for
the above methods are also listed.
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1. Wprowadzenie

Rodzaj Fusarium tworzg kosmopolityczne gatunki grzybdw
szeroko rozpowszechnione w glebie, oraz na podtozach orga-
nicznych wszystkich stref klimatycznych $wiata. Organizmy zali-
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czane do tej grupy moga zy¢ jako saprofity; sg takze groznymi patogenami roslin
wyzszych, a w rzadkich przypadkach rowniez - zwierzat. Zainteresowanie biologig
rodzaju Fusarium datuje sie od konca wieku XIX i wynika nie tylko stad, ze porazenia
roslin wyzszych (fuzariozy) powoduja znaczne straty w plonach, lecz spowodowane
jest rowniez faktem, iz grzyby te majg zdolno$¢ syntezy mikotoksyn - specyficz-
nych metabolitéw wtérnych - nazywanych w tym przypadku réwniez toksynami
fuzaryjnymi lub fuzariotoksynami. Zdolnos¢ do syntezy mikotoksyn nie jest bowiem
unikatowa dla rodzaju Fusarium; cechuje ona réwniez gatunki klasyfikowane w obre-
bie innych rodzajow grzybdw, np. Alternaria, Aspergillus i Penicillum.

Zakazenia roslin wyzszych przez grzyby z rodzaju Fusarium (porazenia fuzaryjne)
objawiajg sie jako choroby roslin. Z oczywistych wzgledéw, szczegblna uwage po-
Swieca sie chorobom roslin uprawnych takim jak: fuzarioza ktoséw (réwniez - wiech
i kolb), zgorzel siewek, zgnilizna podstawy ZdZbta (2), Wystepowanie choréb fuza-
ryjnych nie ogranicza sie do roslin jednolisciennych (zb6z). Duze straty wywotujg
grozne tracheomikozy, takie jak: fuzaryjne wiedniecie gozdzika, fuzaryjne wiednie-
cie pomidora (zgorzel naczyniowa pomidora), czy sucha zgnilizna bulw ziemniaka.
To, ze znacznie mniej wiemy o fuzariozach ro$lin dziko rosnacych wynika nie tylko
z faktu, ze nie maja one, z reguly, znaczenia dla gospodarki zywnos$ciowej, ale row-
niez stad, iz rosliny uprawiane w monokulturze sg znacznie bardziej podatne na ma-
sowe porazenia niz gatunki bedace sktadnikami naturalnych zespotéw roslinnych.

Aby uzmystowi¢ sobie wielkos¢ strat powodowanych przez choroby fuzaryjne
wystarczy stwierdzi¢, ze w samym tylko roku 1990, w USA, warto$¢ utraconych
z powodu fuzariozy ktoséw {Fusarium Head Blight - FHB) plondw pszenicy i jecz-
mienia wyniosta 3 mid USD (dane z pracy van Sanford i in. (3))

Znacznie grozniejszym w skutkach niz zmniejszenie plonu, i wynikajgce stad
straty ekonomiczne, aspektem porazenia upraw przez grzyby patogeniczne z rodza-
ju Fusarium jest zanieczyszczenie ptoddw rolnych toksynami fuzaryjnymi. Szacuje
sie, ze $rednio 20-30% plondéw moze zawiera¢ te zwiazki (4).

Mikotoksyny to duza i zr6znicowana grupa zwigzkéw syntetyzowanych jako
wtdrne metabolity grzybdw. Uwaza sie, ze ponad 350 gatunkéw grzybdw syntetyzu-
je ponad 300 zwigzkdw zaliczanych do tej klasy (5). Znaczna ich liczba syntetyzowa-
na jest réwniez przez grzyby z rodzaju Fusarium. W$rod toksycznych metabolitéw
wtérnych Fusarium, najwieksze znaczenie majg zwigzki bedace pochodnymi diketo-
piperazyn, poliketyddw, oraz syntetyzowane w przemianach kwasu mewalonowe-
go, jako pochodne farnezylowe - seskwiterpeny. Tworzg one liczng i wazng grupe
trichotecendw. Ponadto mikotoksyny moga by¢ peptydami, a takze diterpenami (6).
Toksynotwarcze whasciwosci réznych gatunkéw Fusarium sg stosunkowo obszernie
opisane w literaturze (7-17).
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2. Identyfikacja i klasyfikacja Fusarium

Dla unikniecia opisanych zagrozen, niezbedne jest mozliwie doktadne poznanie
natury tych organizmoéw. Tymczasem, nawet klasyfikacja organizmdw zaliczanych
do rodzaju Fusarium napotyka na znaczne trudnosci. Dotychczas stosowane proce-
dury klasyfikacyjne opieraja sie gtéwnie na analizie morfologii mycelium (z reguty
postaci anamorficznej). Analiza morfologii bywa uzupetniana badaniami fizjologicz-
nymi (klasyfikacja do poszczegélnych/ormae speciales i ras patogendw) i genetyczny-
mi, jak okreslanie zdolnosci do koniugacji strzepek wegetatywnych - czyli przyna-
leznosci tzw. vegetative compatibility groups (VCE).

Wada wszystkich wymienionych technik identyfikacji i klasyfikacji Fusarium jest ich
ztozono$¢ i czasochtonno$¢. Wymagaja one zawsze przeprowadzenia izolacji indywi-
dualnych zarodnikéw, wyszczepienia ich na specyficzne pozywki, hodowli grzybni,
przeprowadzenia testow patogenicznosci na roslinnym materiale kontrolnym, a nawet
izolacji mutantow dla okre$lenia zgodnosci genetycznej izolatow (VCG). Dlatego takie
nadzieje budzg mozliwosci zastosowania metod opierajgcych sie na analizie struktury
DNA, jako prostszych, powtarzalnych, niezawodnych i mozliwych do wykonania w sy-
tuacji bardzo ograniczonej (pod wzgledem ilosciowym) dostepnosci tkanki grzyba.

2.1. Metoda RAPD

Metoda RAPD (random DNA amplification ofpolymorphic DNA) zostata zaprojekto-
wana dla umozliwienia poréwnawczej analizy struktury genoméw (18-20). Polega
ona na réwnolegtej amplifikacji (metodg PCR) genomowych DNA badanych organi-
zmow, przy uzyciu krotkich (z reguty - dziesiecionukleotydowych) starteréw, o ar-
bitralnie zaprojektowanej sekwencji. W efekcie, uzyskuje sie w przypadku kazdej
reakcji amplifikacji, zestaw od kilku do kilkudziesieciu fragmentow DNA, ktdrych
dtugos¢ wynika z odlegtosci, w jakiej zlokalizowane sg na niciach genomowego DNA
sekwencje komplementarne do zastosowanego startera. W efekcie, po rozdzieleniu
produktéw amplifikacji na zelu, uzyskuje sie charakterystyczny dla danego genomu
uktad prazkow.

Metoda RAPD powinna by¢ stosowana z zachowaniem szczeg6lnej ostroznosci
i wylacznie dla poréwnywania organizméw blisko ze sobg spokrewnionych (21).
W przypadku wyzszych eukariontow daje sie przy jej uzyciu wykazywaé podobien-
stwa i réznice w obrebie rodzaju, w przypadku prokariontéw i nizszych eukarion-
toéw (w tym grzybdw) uznaje sie, ze nalezy jg stosowac wytacznie dla okreslania po-
dobienstwa struktury genoméw organizméw nalezacych do tego samego gatunku.
Dodatkowym ograniczeniem metody jest réwniez mozliwo$¢ nie w petni specyficz-
nego wiazania sie starteréw z matrycowym DNA, co wynika z niskiej temperatury
topnienia krétkich oligonukleotyddw (10 nt) (18,22). Istniejg ponadto rozbieznosci
dotyczace oceny tego, jaka czes¢ genomu stanowi matryce dla dominujacej frakcji
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produktéw amplifikacji; czy sa to sekwencje unikatowe, czy tez raczej powtarzajgce
sie sekwencje genomowego DNA (24). Dodatkowym, lecz bardzo istotnym proble-
mem, jak sie wydaje, jest zagadnienie powtarzalnosci metody (24,25), co moze mieé
podioze czysto metodologiczne. Wyniki jakosciowe (lecz niekoniecznie - wydaj-
nos¢) reakcji RAPD-PCR w znacznej mierze zaleza od zastosowanych warunkéw
(sktad mieszaniny reakcyjnej, zastosowane temperatury reakcji, zastosowana poli-
meraza Taq). Wobec tych uwag, celowe jest, jak sie wydaje, sformutowanie postula-
tu, ze w przypadku analizy poréwnawczej struktury genoméw grzybdw z rodzaju
Fusarium, metoda RAPD-PCR dobrze spetnia swoje zadanie pod warunkiem, ze inter-
pretacje wynikéw przeprowadza sie z wielka ostroznoscia. Poréwnywa¢ mozna, w i-
stocie rzeczy, wytgcznie wyniki uzyskane w ramach jednego eksperymentu, analizo-
wane podczas jednego rozdziatu elektroforetycznego.

Whyniki opublikowane w licznych pracach opisujacych zastosowanie metody
RAPD-PCR do analizy zrdznicowania genetycznego grzybow z rodzaju Fusarium (26-34),
jakkolwiek niezwykle interesujace, sg jednoczesnie dos¢ trudne do interpretacji.
W wielu przypadkach, duzym wsparciem dla autorow w formutowaniu wnioskéw kon-
cowych sa metody statystyczne (35-37). Warto jednak pamietaé, ze analizie poddawa-
ny jest rozktad wielkosci fragmentow DNA, a nie podobienstwa i roznice ich sekwencji
nukleotydowych. jednoczes$nie, daje sie zauwazy¢, ze metoda RAPD tak silnie dyskry-
minuje badane organizmy, ze umozliwia np. podzieli¢ rase | patogenicznej formy Fu-
sarium oxysporum T sp. lycopersici na grupy wirulencji, lub nakazuje umieszczac rézne
formae speciales gatunku Fusarium oxysporum w r6znych gateziach drzewa filogenetycz-
nego, w sposob nie odzwierciedlajagcy wczesniej ustalonych zakreséw podobieristwa.
Profile RAPD sg stosunkowo zroznicowane nawet w przypadku szczepow izolowanych
z tkanek tego samego zywiciela i z tych samych obszarow (29,38).

Mozna przyja¢, ze RAPD-PCR jest doskonatg metodg do wykazania zréznicowa-
nia w obrebie grup blisko spokrewnionych organizmdw. Nalezy jednak jednoczes-
nie stwierdzi¢, ze w przypadku grzyb6éw patogenicznych, jej przydatnos¢ do okres-
lania relacji filogenetycznych jest ograniczona. Wynika to zaréwno z wysokiej czu-
foSci metody, jak i jej wrazliwosci na zmiane warunkéw doswiadczalnych.

Metoda RAPD, niezaleznie od kilku wymienionych ograniczen, ma wiele zalet.
Do jej zastosowania nie jest konieczna znajomos$¢ sekwencji, ktére beda poddane
amplifikacji. Do przeprowadzenia reakcji potrzeba bardzo malej ilosci DNA, a tech-
nicznie metoda ta jest prosta i szybka. Zakladajac, ze dostep do urzadzenia do PCR
(termocyklera) nie stanowi problemu, metoda jest réwniez relatywnie tania. Nie wy-
maga znakowania izotopami radioaktywnymi. Te same startery moga stuzy¢ do ana-
lizy struktury genomu wielu réznych organizméw. Najwazniejszg z zalet metody
jest jednak to, ze moze ona dostarczy¢ informacji umozliwiajacych zaprojektowanie
starteréw do metody SCAR {Sequence-Characterized Amplified Region) (por. rozdz. 2.2).

Przeglad znacznej liczby profili RAPD, ktérych uzyskanie nie stanowi wigkszego
problemu, umozliwia wybranie amplikonow, ktore, jak sie wydaje, sg przydatne dla
poréwnywania organizmow wchodzacych w skiad badanej grupy. Po oznaczeniu ich
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sekwencji nukleotydowych mozliwe jest zaprojektowanie starteréw, za pomocg kto-
rych bedzie mozna wybiérczo amplifikowaé oznaczone sekwencje.

2.2. Metoda SCAR

Metoda SCAR {Sequence-Characterized Amplified Region) polega na wybioérczej ampli-
fikacji PCR wybranego fragmentu genomowego DNA badanych organizmoéw. Do prze-
prowadzenia reakcji stosuje sie zwykle pare dwdch réznych starteréw flankujacych se-
kwencje, ktdrej wystepowanie w pordwnywanych organizmach staramy sie ustalic.
Uzyskane wyniki mogg dostarczy¢ informacji dwojakiego typu. Po pierwsze, mozna
ustali¢ czy analizowana sekwencja wystepuje we wszystkich badanych organizmach,
czy tez jest charakterystyczna wytgcznie dla niektdrych z nich. Po drugie, produkty
amplifikacji, nawet jezeli pojawiajg sie we wszystkich badanych prébach, moga wyka-
zywac polimorfizm, ktéry w najprostszym przypadku mozna wykry¢, jako roznice
w wielkosci uzyskanych amplikonéw, jezeli za$ takie roznice nie wystepuja, uzyskane
preparaty DNA moga by¢ dogodnym obiektem badan metodg analizy RFLP, analizy he-
terodupleksow, lub w koricu, analizy i poréwnania sekwencji nukleotydowych.

Startery stosowane w analizie SCAR sg z reguty dtuzsze niz te, ktérych uzywa sie
w metodzie RAPD. Najczesciej projektuje sie startery o dtugosci 17-24 nt. W konse-
kwencji, temperatury ich wigzania w reakcji PCR sg wyzsze, a przez to metoda jest
bardziej powtarzalna - mniej podatna na wptyw warunkéw eksperymentalnych.

Projektowanie starterow do amplifikacji SCAR moze opierac¢ sie na informacjach
uzyskanych z przesiewowych badanh metoda RAPD, moze réwniez wykorzystywac
znajomos$¢ sekwencji nukleotydowych wczesniej zbadanych genéw, ktdére mozna
wyszuka¢ w dostepnych bazach danych.

Analiza SCAR jest bardzo przydatna w wykrywaniu, identyfikacji i charakteryzo-
waniu grzybéw patogenicznych z rodzaju Fusarium.

Gtownym jej zastosowaniem jest poréwnawcza analiza genoméw badanych or-
ganizmdw. Mozliwe jest zaprojektowanie starterow umozliwiajacych wybidrczg am-
plifikacje sekwencji, ktére wystepuja tylko w okreslonych grupach izolatéw. Udaje
sie zatem wykorzystywa¢ dane molekularne do ustalania, badz weryfikowania przy-
naleznosci gatunkowej badanych grzybdw. O znaczeniu informacji tego typu dla
okreslenia powiagzan filogenetycznych, a w konsekwencji do ustalenia systematyki
grzybdw, nie trzeba nikogo przekonywac. Jednakze waznym celem, dla ktérego pro-
wadzi sie analizy SCAR jest badanie wystepowania okreslonych genéw w analizowa-
nych populacjach szczep6w. Ten aspekt, cho¢ znacznie mniej rozwiniety, jest szcze-
goélnie wazny w kontekscie znanych wiasciwosci patogenow grzybowych: zréznico-
wanej patogenicznosci, oraz zdolnosci do syntezy mikotoksyn. Istnieje pilna potrze-
ba rozwiniecia narzedzi diagnostycznych umozliwiajacych detekcje w Srodowisku
glebowym i w przechowywanych produktach roslinnych, szczeg6lnie groznych szcze-
pow syntetyzujgcych duze iloSci mikotoksyn, oraz tych, ktére wykazujg szczeg6lnie
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silne cechy patogenicznosci. W tabeli | zawarto zestawienie niektorych ze starte-
row zastosowanych w badaniach nad grzybami patogenicznymi z rodzaju Fusarium.
Latwo zauwazyé, ze wiekszo$¢ z nich umozliwia detekcje amplikondw o znaczeniu
taksonomicznym. Liczba starteréw zaprojektowanych dla identyfikacji markeréw
genetycznych patogenicznosci i toksynotwdérczosci jest znacznie mniejsza.

Tabela 1

Zestawienie starteréw stosowanych w analizie SCAR grzybéw patogenicznych z rodzaju Fusarium

Nazwa Sekwencja nukleotydowa Zastosowanie Literatura
startera
! 2 3 4
PF02 5 CCCAGGGTATTACACGGT-3 Startery umozliwiajg amplifikacje fragmentu (39)
(forward) (80 pz.) 28S rDNA F. oxysporum. Uzyskano
PFO3 5-CGGGGGATAAAGGCGG-3 produkty amplifikacji dla 16 szczepéw  oxy-
(reverse) sporum. Negatywny wynik dala analiza 80 szcze-
pow 23 innych gatunkéw Fusarium
Wilt-1 5-TGATGTGAGGACGGCCAGG-3' startery umozliwiaja wykrycie obecnosci F. oty- (40)
(forward) sporum f. sp. ciceri (szczepdw patogenicz-
Wilt-2 5 TATCAGAGCATCTCCCTCCC 3 nych) w preparatach DNA gospodarza roslin-
(reverse) nego (Cicer arietinum) przed wystapieniem
symptoméw porazenia
FOSI 5-CTTGGTCATGGGCCAGTCAAGAC 3' startery umozliwiajg identyfikacje F. monili- (41)
(forward) forme w porazonych ziarniakach kukurydzy.
FUS2 5 -CACAGTCACATAGCATTGCTAGCC-3' Produkt ampllflkacp (1,6 kpZ) nie by*WykI’y-
(reverse) wany w innych gatunkach Fusarium
Fpl-1 5-CGGGGTAGTTTCACATTTC(C/T)G-3'  startery zaprojektowane na bazie sekw'encji (42)
(forward) czynnika elongacyjnego EF-la. Produkt am-
Fpl-2 5-GAGAATGTGATGA(C/G)GACAATA-3 plifikacji jest wykrywany w F. pseudogrami-
(reverse) nearum - gatunku wydzielonym z P. gra-
minearum
B103 5 GGCGATCTTGATTGTATTGTGGTG 3 dwie pary starterow umozliwiajgce identyfika- (43)
(forward) cje F. oxysporum f. sp. albedinis. Wielko§¢
FOAI 5 CAGTTTATTAGAAATGCCGCC-3 uzyskiwanych amplikonéw; BIO3/FOAL-204 pz.,
(reverse) TL3/FOA28-400 pz.
TL3 5" GGTCGTCCGCAGAGTATACCGGC-3'
(forward)
FOA28 5-ATCCCCGTAAAGCCCTGAAGC-3
(reverse)
WiltNF-1 5-ATAGCCAAGCCGACCCTCAC-3 dwie pary starteréw WiltNF-2/ WiltNR-2 sa zlo- (44)
(forward) kalizowane wewnetrznie wzgledem WiltNF-1/
WiltNR-1 5:ACGAGGTTCGTCGTTGTTC-3 WIiltNR-1. Produkt ampllflkacu odpowiednio
(reverse) ok. 600 pz i 0k.850 pz. Umozliwiajg wykrycie
WiltNE-2 5. TTGTAATGGCGTTGGAGAGGE-3 F. oxysporum f. sp. ciceri v/ glebie
(forward)
WiltNR-2 5-TTGTTCAGATTCGGAATCGGG-3'
(reverse)
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|
FcOIF

FcOIR
Fegl7F
Fcgl7R
Fgl6F
Fgl6R
Fgl6NF

FgI6NR

FcF

FcR

AF

AR

Fovl

Fov2

Fa-U17f
Fa-Ul7r
Fp82F

Fp82R

2

5”ATGGTGAACTCGTCGTGGC-3'
(forward)

5 CCCTTCTTACGCCAATCTCG-3'
(reverse)

5-TCGATATACCGTGCGATTTCC 3
(forward)

5-TACAGACACCGTCAGGGGG-3'
(reverse)

5 -CTCCGGATATGTTGCGTCAA 3
(forward)

5 -GGTAGGTATCCGACATGGCAA 3
(reverse)

5" ACAGATGACAAGATTCAGGCACA 3
(forward)

5 -TTCTTTGACATCTGTTCAACCCA 3

(reverse)

5 CAAAAGCTTCCCGAGTGTTC 3
(forward)

5-GGCGAAGGTTCAAGGATGAC-3
(reverse)

5 -CAAGCATTGTCGCCACTCTC 3
(forward)

5 GTTTGGCTCTACCGGGACTG-3
(reverse)

5 CCCCTGTGAACATACCTTACT-3
(forward)

5-ACCAGTAACGAGGGTTTTACT-3
(reverse)

5 CAAGCATTGTCGCCACTCTC-3'
(forward)

5-GTTTGGCTCTACCGGGACTG 3'
(reverse)

5 -CAAGCAAACAGGCTCTTCACC 3
(forward)

5-TGTTCCACCTCAGTGACAGGTT-3'
(reverse)
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para starterow umozliwiajaca identyfikacje F. cul-
morum. Produkt ampliflkacji (570 pz) nie byt
wykrywany w innych gatunkach Fusarium

para starterow umozliwiajaca identyfikacje F. cul-
morum i F. graminearum. Produkt amplifi-
kacji (340 pz.) nie byt wykrywany w innych
gatunkach Fusarium

para starteréw umoztiwijaaca identyfikacje F. gra-
minearum. Przy uzyciu tych starteréw otrzy-
mywano produkty amplifikacji o réznej wiel-
kosci (400-500 pz.)

para starterdw umozliwiajaca identyfikacje F. gra-
minearum. Przy uzyciu tych starteréw otrzv-
mywano tylko jeden produkt amplifikacji o wiel-
kosci 280 pz. i nie byt on wykrywany w in-
nych gatunkach Fusarium

para starterow umozliwiajaca identyfikacje
F. culmorum na pojedynczych ro$linach
pszenicy ozimej przed wystapieniem sympto-
méw porazenia. Produkt amplifikacji ma
wielko$¢ 700 pz.

para starterow umozliwiajaca identyfikacje
F. avenaceum na pojedynczych ro$linach
pszenicy ozimej przed wystapieniem sympto-
moéw porazenia. Produkt amplifikacji ma
wielko$¢ 920 pz.

para starteréw, ktorej sekwencja nukleotydo-
wa zostata zaprojektowana na podstawie nie-
wielkich rdznic w sekwencji nukleotydowej wew-
netrznych przerywnikéw genow rybosomalnych
RNA pozwala na identyfikacje F. oxysporum
f. sp. sasinfectum (FOV) w tkankach z ba-
wetny. Produkt amplifikacji o wielkosci 400
pz nie byt wykrywany w innych gatunkach Fu-
sarium

para starteréw umozliwiajaca identyfikacje F. aw-
naceum amplifikujaca prazek o dhugosci 345
pz tylko DNA F. avenaceum, a nie amplifi-
kujaca DNA z F. tricinchum.

para starteréw pozwalajaca na identyfikacje
Fusariun poae. Para tych starteréw bata wy-
korzystywana w trakcie badania FEB w psze-
nicy

4
(45)

(45)

(45)

(46,47)

(46,47)

(48)

(49)

(50)
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! 2 3 4

Primer A 5" CATCTCCACGACAACATTAGGG-3' pary starteréw A,B i E,F stosowano do identy- (51)
{forward) fikacji Fusarium oxysporum f. sp. gladioli

Primer B 5.AAGCTCACGAAAGTTGGTGGG-3' (FOG) w bulwach podziemnych zainfekowa-
{reverse) nych przez FOG. Fragmenty DNA AB i EF byty

Primer E 5-CAGCTCACGACCTGTATG-3 amplifikowane w izolatach rasy 1. Wielko$¢
{forward) amplikonéw: startery A/B-609 pz, E/F-1196

Z.

Primer F 5-CAGCTCACGATGGGAATC-3 P
{reverse)

OPT18F470 5 -GATGCCAGACCAAGACGAAG 3 para starteréw stosowana do identyfikacji (52)
{forward) F. culmorum cyt. za:

OPT18R470 5-GATGCCAGACGCACTAAGAT-3' (53)
{reverse)

UBC85F410 5-GCAGGGTTTGAATCCGAGAC-3 para starterow stosowana do identyfikacji (54)
{forward) F. graminearum cyt. za:

UBC85R410 5 -AGAATGGAGCTACCAACGGC-3' (53)
{reverse)

Tox5-1 5-GCTGCTCATCACTTTGCTCAG-3' para starteréw PGR umozliwiajacych amplifi- (55)
{forward) kacje fragmentu genu tri5 (syntaza trichodie-

Tox5-2 5 - CTGATCTGGTCACGCTCATC 3 Nu). Uzyskano produkty amplifikacji (658
{reverse) pz.) w badanych 64 gatunkach Fusarium

2.3. Analiza polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych

Metoda RFLP {Restriction Fragments Length Polymorphism) polega na poréwnaw-
czej analizie rozktadu sekwencji rozpoznawanych przez wybrang endonukleaze re-
strykcyjng w badanych preparatach DNA. Preparaty te poddaje sie hydrolizie za po-
mocg wybranego enzymu, a nastepnie produkty trawienia rozdziela sie na zelach
agarozowych lub poliakrylamidowych. Informacje, ktora udaje sie dzieki temu uzy-
ska¢, stanowi rozkiad wielkosci fragmentéw restrykcyjnych, ktére pojawiajg sie
w wyniku poszczeg6lnych reakcji. Poniewaz produkty trawienia restrykcyjnego ge-
nomowych DNA organizméw eukariotycznych sa zbyt liczne by mogty by¢ identyfi-
kowane na zelach, jako indywidualne prazki, zwykle stosuje sie procedure przeno-
szenia rozdzielonych fragmentéw DNA na btony nitrocelulozowe (Southern blotting)
i do uzyskanej w ten sposéb repliki hybrydyzuje sie z odpowiednio dobrang, znako-
wang sonda molekularng. Uwidocznione wdwczas zostajg tylko fragmenty DNA za-
wierajace sekwencje komplementarne do zastosowanej sondy. Zwykle, analiza RFLP
polega na réwnoleglym zastosowaniu kilku endonukleaz restrykcyjnych. Nie trzeba
dodawaé, ze bardzo istotne znaczenie ma wiasciwy dob6r sondy molekularnej.

Specyficznym wariantem klasycznej analizy RFLP jest procedura polegajaca na
analizie rozktadu miejsc restrykcyjnych w zdefiniowanym obszarze genomu. Bardzo
czesto wykorzystywany jest w tym celu rDNA organizmoéw eukariotycznych, a kon-
kretnie sekwencja obejmujgca geny kodujace 18S, 5,8S i 28S rybosomalne RNA, wy-

172 PRACE PRZEGLADOWE



Zastosowanie metod molekularnych do wykrywania, identyfikacji i charakterystyki grzybéw z rodzaju Fusarium

IT|IF
1"
1M1 N5 IA7 TS |13 |1 criie
ltl2 ITS4
N0
PN34

Rys. 1. Struktura powtarzalnej Jednostki transkrypcyjnej rDNA organizméw eukariotycznych. Na ry-
sunku zaznaczono przyblizona lokalizacje starteréw najczesciej stosowanych do ampliflkacji wybranych
fragmentow DNA (56-60). Dtugos¢ strzatek oznaczajacych lokalizacje starteréw nie Jest proporcjonalna
do ich rzeczywistej wielkosci w obrebie przedstawionej struktury rDNA. ITS - internal transcribed spa-
cer, IGS - intragenic spacer.

Stepujgca w postaci jednostek transkrypcyjnych utozonych tandemowo, jako wielo-
krotne powtdrzenia. Analizie poddaje sie preparat DNA uzyskany na drodze amplifl-
kacji (PGR) genomowego DNA, przeprowadzonej przy uzyciu starteréw zaprojekto-
wanych w oparciu na znajomosci sekwencji nukleotydowej, powtarzalnej jednostki
transkrypcyjnej rDNA. jej strukture, wspdlng dla wiekszosci organizmoéw eukario-
tycznych przedstawiono na rysunku 1. Zwykle, analizie poddaje sie nie caly frag-
ment obejmujgcy powtarzajaca sie jednostke transkrypcyjna, lecz celowo wybrane
jej fragmenty. Na rysunku ! zaznaczono przyblizong lokalizacje starter6w najcze-
Sciej stosowanych dla uzyskiwania fragmentow DNA, ktére sie nastepnie analizuje.
W tabeli 2 zestawiono sekwencje nukleotydowe tych starterow, oraz niektore infor-
macje na temat wielkosci amplikonéw generowanych przy ich uzyciu.

Tabela 2

Zestawienie starter6w najczesciej uzywanych do badania polimorfizmu w obrebie rDNA grzybéw patoge-
nicznych

Nazwa

startera Sekwencja nukteotydowa Produkty ampliflkacji (literatura)
| 2 3

ITSIF 5-TAGGTGAACTGCGGAGGG 3 ITSU1TS2 - 290 pz.

ITSI 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ITS5/ITS2 - 315 pz.

ITS2 5' GCTGCGTTCTTCATCGATGC 3 ITS3/ITSA - 330 pz. (56)

ITS3 5-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3 ITSIFATS2 - 150-196 pz.

ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' ITSLITS4 — 560-680 pz. (58)

ITS5 5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3

Sl 5-CTAAAAAAGGATTCCCTTAGTAACGCGAGT-3  S1/S2 - 1900 pz. (58)

S2 5-GAGCCCAATCCTTTTCCCGAAGTTA-3
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NSI 5" GTAGTCATATGCTTGTCTC-3 NS1/NS2 - 555 pz.

NS2 5 -GGCTGCTGGCACCAGACTTGC 3 NS3/NS4 - 597 pz.
NS5/INS6 - 310 pz.

NS3 5-GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC-3
NS7INS8 - 377 pz. (56)

NS4 5-CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3

NS5 5 -AACTTAAAGGAATTGACGGAAG-3' NSLNS8 - 1840 pz.

NS6 5 GCATCACAGACCTGTTATTGCCTC-3' NSLNS4 - 1140 pz.

NS7 5-GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC-3' NS5/NS8 - 700 pZ. (58)

NS8 5-TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3

NLI 5 -GCATATCAATAAGCGGAGGAAAA 3 ok. 600 pz. (58)

NL4 5'-CCGTCTTGAAACACGGACC-3'

CNSI 5-GAGACAAGCATATGACTACTG-3 ok. 2,6 kpz. (57,59)

CNL12 5' CTGAACGCCTCTAAGTCAG-3

PN3 5-CCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATC-3 PN3/PN10 - 430-720 pz. w roznych prébach

PNIO 5-TCCGCTTATTGATATGCTTAAG-3

PN34 5-TTGCCGCTTCACTCGCCGTT-3' PN3/PN34 - 350-1000 pz.

starter PN34 stosowano do analizy préb glebowych,
w ktdrych nie udawato sie uzyska¢ amplifikacji ze star-
terem PNIO (60)

Cennych informacji dostarcza zaréwno poréwnawcza analiza zachowawczych
ewolucyjnie sekwencji kodujacych rRNA, jak i badanie znacznie bardziej zmiennych
fragmentéw miedzygenowych - tzw. tgcznikéw {spacers). Te pierwsze moga postu-
zy¢ do poréwnywania organizmow bardziej od siebie oddalonych ewolucyjnie, np.
roznych gatunkdw klasyfikowanych w obrebie jednego rodzaju (wsréd wyzszych eu-
kariontéw réwniez - rodziny). Analiza sekwencji zmiennych jest wykorzystywana
dla poréwnywania organizmow blizej ze sobg spokrewnionych (ha poziomie rodza-
ju, gatunku i podgatunkéw). Omawianej metodzie nadaje sie czesto specyficzng na-
zwe, okreslajac ja, jako ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis).

Analiza polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych rDNA oddata nieoce-
nione ustugi w badaniach nad ustaleniem relacji filogenetycznych grzyb6éw patoge-
nicznych z rodzju Fusarium.

Wielkos¢ powtarzajacej sie jednostki transkrypcyjnej tych organizmdw okresla
sie na 6-8,2 kpz.

Polimorfizmy umozliwiajace rozréznienie F. oxysporum i F. solani mozna odnalez¢
w obrebie sekwencji 18S rDNA. Na podstawie analizy restrykcyjnej sekwencji ko-
dujacej 28S rRNA udaje sie odroznic f. avenaceum, F. sambucinum i F. sporotrichioides.

Analiza rozktadu miejsc restrykcyjnych w obrebie zmiennych regiondw taczni-
kow - ITS (28,58,61), oraz IGS (59,62) dostarcza bardzo cennych informacji.

Na podstawie analizy restrykcyjnej amplifikowanego rDNA (obszar ITS) 34 gatun-
kéw Fusarium, Bateman i wsp. (61) podzielili 120 badanych izolatéw na 20 grup. Po-
dziatu dokonano na podstawie poréwnania profili elektroforetycznych po trawieniu
amplifikowanego fragmentu rDNA enzymami Alul, Cfol, Ddel, Haelll, Hinfl, Hpall,
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Sau3Al i Taqgl. Trawieniu poddano fragment amplifikowany przy uzyciu starteréw
1TS4 i 1TS5 (por. tab, 2 i rys. 1). Przebadane identyczng metodg dodatkowe 80 izola-
tow, tym razem F. avenaceum (28), wykazato charakterystyke (profile RFLP) odpowia-
dajace grupom 5. i 8., do ktérych zakwalifikowano wczesniej inne badane izolaty
tego gatunku (61), Ten wynik sugeruje duza przydatnos¢ klasyfikacji na podstawie
profili RFLP, jako metody weryfikacji przynaleznosci gatunkowej grzybdw patoge-
nicznych, W analizie 35 izolatdw F. avenaceum przeprowadzonej przez autoréw tego
opracowania (38), rowniez wykazano, ze profile RFLP charakterystyczne sg dla grup
5. i 8. wg typologii Batemana.

Analiza sekwencji nukleotydowych zmiennych regiondw (ITS) i ich poréwnywa-
nie dostarcza oczywiscie jeszcze wiecej informacji - moga w ten sposéb by¢ wy-
kryte polimorfizmy nie wplywajace na obecno$¢ miejsc restrykcyjnych. Oczywiscie
interpretacja tych danych jest bardziej ztozona i, dla celéw praktycznych - jedno-
czesnej analizy znacznej liczby izolatéw, nie bywa stosowana.

3. Znaczenie metod molekularnych w badaniach nad biologig
i wystepowaniem grzybdw patogenicznych z rodzaju Fusarium

O roli grzybow z rodzaju Fusarium wspomniano juz we wstepie. Ich znaczenie
dla naturalnych ekosystemow réwniez nie podlega dyskusji. Niezaleznie od pato-
genicznego charakteru wielkiej liczby ich przedstawicieli, w skiad tej grupy wcho-
dza rowniez liczne organizmy pedzace wytgcznie saprofityczny tryb zycia. Zreszta,
nawet fuzaria zdolne do porazania roslin nie sg z reguly patogenami obligatoryj-
nymi.

Aby skutecznie unika¢ strat na skutek patogenicznosci Fusarium, oraz zagrozen
wynikajacych z ich toksynotworczosci, nalezy najpierw pozna¢ mozliwie doktadnie
zakres bioréznorodnosci w obrebie tego rodzaju, jego biologie, a nastepnie opraco-
wac skuteczne metody detekcji i identyfikacji poszczego6lnych gatunkdw, podgatun-
kow i patotypow tak, aby w pore stosowac Srodki zaradcze, badz uniknac spozywa-
nia zakazonej mikotoksynami zywnosci.

Jest to tym wazniejsze, ze organizmy te sa niezwykle plastyczne. W wyniku tego,
ustalanie relacji filogenetycznych w obrebie grupy organizmoéw takich jak rodzaj Fu-
sarium, jest niezwykle trudne. Teleomorfy wiekszosci gatunkéw klasyfikowanych
w obrebie tego rodzaju nie sa znane. Jako organizmy, w swojej wiekszosci, nie prze-
chodzace stadium piciowego, fuzaria najprawdopodobniej rozwinety sie, jako wiel-
ka liczba linii genetycznych, przystosowujgc sie do lokalnych warunkéw. Obserwa-
cje, ktore wspierajg to stwierdzenie zostaty poczynione juz dawno i sg niezwykle
czytelne w swej wymowie. Stwierdzono, ze szczepy F. avenaceum utrzymywane
w kulturach in vitro zmieniajg w czasie kolejnych przeszczepien zaréwno morfologie
mycelium (63,64), jak i swojg patogenicznosé. Stwierdzono przy tym, ze tak zmie-
nione szczepy moga okazywac sie bardziej wirulentne niz ich linie rodzicielskie (65).
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Dlatego tak wazne jest, aby poprzez wnikliwe i szeroko zakrojone studia zdoby¢

informacje na temat markeréw genetycznych, ktére moga by¢ identyfikowane w
spos6b nie budzacy watpliwosci, z wysoka czutoscia i niezaleznie od stanu troficz-
nego organizmu grzybowego.
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