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CYTOTOKSYCZNOSC USTILAGO MAYDIS
IZOLOWANEGO Z KUKURYDZY"

CYTOTOXICITY OF USTILAGO MAYDIS ISOLATED FROM MAIZE

Streszczenie. Gtownym patogenem kukurydzy sg grzyby z rodzaju Fusarium. Oprocz Fusarium
fitopatogenem grzybowym wplywajacym na wielko$¢ plonow kukurydzy jest Ustilago maydis
syn. Ustilago zeae Unger, bedacy przyczyng zmian chorobowych okreslanych jako glownia gu-
zowata. Celem pracy byta ocena cytotoksycznosci szczepdw Ustilago maydis izolowanych z kolb
kukurydzy. Wybrano dziewig¢ szczepow, ktore poddano testowi cytotoksycznosci MTT (bromek
3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy). Badane izolaty Ustilago maydis wykazaty
$rednia i duza cytotoksycznos¢ w porownaniu z kontrola. Wysoki poziom cytotoksycznosci izola-
tow Ustilago maydis moze $wiadczy¢ o ich potencjale toksynotworczym.

Stowa kluczowe: kukurydza, Ustilago maydis, gtownia, test MTT, komoérki SK

Wstep

Kukurydza jest wazng rosling uprawng, ktorej powierzchnia zasiewow ze wzgledu
na optacalno$¢ ciagle wzrasta. Jednak w ostatnich kilku latach panowaty przejSciowo
niekorzystne warunki dla uprawy tej rosliny. Stresy wywolane przez zmienne warunki
klimatyczne (ciepto i susza — szczegdlnie na glebach piaszczystych) spowodowaty, ze
na wielu polach obserwowano porazenie roslin przez grzyby chorobotwoércze. Gtéwnym
patogenem kukurydzy i zb6z drobnoziarnistych sa grzyby z rodzaju Fusarium. Oprocz
Fusarium spp. fitopatogenem grzybowym znaczaco wptywajacym na wielkos$¢ plonow
kukurydzy jest Ustilago maydis syn. Ustilago zeae Unger, bedacy przyczyna zmian
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chorobowych okreslanych jako glownia guzowata. W ostatnich latach uprawie kukury-
dzy zagraza robwniez Sphacelotheca reiliana — sprawca gtowni pylacej, ktora jest czgsto
mylona z gtownig guzowatg (KORBAS 2006, 2007). Porazenie roslin glownig guzowatg
na plantacjach jest nierownomierne (czgsto wicksze wystepuje w pasach przy brzegach
pol), jednak w ostatnich pigciu latach obserwowano plantacje, na ktorych skazenie do-
chodzito do 80-100% kolb. W takich sytuacjach pojawito si¢ pytanie, czy sa to tylko
straty produkcyjne, czy takze problem zdrowotny dla zwierzat. Celem badan byta ocena
wiasciwosci cytotoksycznych Ustilago maydis izolowanego z kolb kukurydzy.

Material i metody

Z narosli glowni wykonano posiewy na pozywke agarowa YGC (ang. Yeast Extract
Glucose Chloramphenicol agar) w celu uzyskania izolowanych, jednozarodnikowych
kultur Ustilago maydis. Z wykorzystaniem lupy stereoskopowej wybrano tylko te kolo-
nie, ktore wyrosty z pojedynczych zarodnikow przetrwalnych — teliospor. Nastepnie
z kolonii wykonano preparaty mikroskopowe, oceniono cechy mikroskopowe pseudo-
grzybni utworzonej z cylindrycznych komorek z charakterystycznym odpaczkowaniem
komorek potomnych pod katem 35° do osi gtdwnej komorki. W analizowanym materia-
le skazonym glownig wyodrebniono Ustilago maydis na podstawie cech: makroskopo-
wych kolonii i mikroskopowych komorek.

Wyodrebnione izolaty Ustilago maydis posiano na podtoze Czapek i inkubowano
w temperaturze 25°C przez okres 14 dni. Kazdy izolat posiano na dwie szalki Petriego.
Pelna analiza badawcza obejmowata badanie proby (dwie szalki Petriego z Ustilago
maydis na podtozu Czapek) i kontroli (szalka z podtozem Czapek). Z prob przygotowa-
no ekstrakty do testu MTT.

Wybrano dziewig¢ szczepow Ustilago maydis 1 poddano je testowi cytotoksycznosci
MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy). Test ten stanowi
czute narzedzie diagnostyczne pozwalajace na okreslenie ogdlnej cytotoksycznos$ci
grzybow, wykorzystujace komorki $winskich nerek (SK) wrazliwe na wigkszo$¢ miko-
toksyn. Podstawg testu MTT jest przeksztatcenie zoltej soli tetrazoliowej MTT przez
aktywne metabolicznie, nieuszkodzone toksynami komorki do fioletowego, nierozpusz-
czalnego w wodzie formazanu (HANELT i IN. 1994). Redukcja MTT do formazanu na-
stepuje w sposob proporcjonalny do liczby komorek aktywnych metabolicznie, gdyz
tylko takie komorki przeprowadzaja ten proces. Komorki $winskich nerek zakazone
plesniami produkujagcymi mikotoksyny traca zdolno$¢ przeksztatcania w mitochon-
driach soli tetrazoliowej w formazan. Jezeli wigc komorki te zostaty uszkodzone przez
mikotoksyny, to reakcja ta jest mniej intensywna lub nie zachodzi w ogodle, co mozna
stwierdzi¢ po zmianie barwy i oznaczy¢ fotometrycznie. Reakcja ta §wiadczy o cytotok-
sycznosci szezepu grzyba w stosunku do komoérek SK. Komorki swinskich nerek hodo-
wano przez 48 h w medium zawierajacym roztwor antybiotykdéw (penicylina i strepto-
mycyna, Sigma Aldrich) i ptlodowa surowice cielat (Sigma Aldrich), w inkubatorze
z CO, Hera Cell firmy Heraeus (5% CO,, 37°C, wilgotno$¢ na poziomie 98%). Liczba
komorek nerek §winskich wynosita 2,2-10°. Zakresy testowanych stezen przygotowano
w stosunku 1:2 i wynosity one od 31,25 do 0,061 cm*ml (tab. 1). Warto§¢ wyrazono
w centymetrach kwadratowych powierzchni ptytki Petriego, z ktdrej pobierano grzyb
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Tabela 1. Kolejne rozcieiczenia dla prob izolatow Ustilago maydis (cm?/ml)
Table 1. Serial dilutions for isolates samples of Ustilago maydis (cm*/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

31,25 | 15,625 7,813 3,906 1,953 0,977 0,488 0,244 0,122 0,061

+ ++ 4+

+ — cytotoksycznos$¢ mata, ++ — cytotoksycznos¢ srednia, +++ — cytotoksycznos¢ duza.
+ — low cytotoxicity, ++ — medium cytotoxicity, +++ — high cytotoxicity.

plesniowy wraz z medium do ekstrakcji, na 1 ml (GNIADEK i IN. 2009). Do ilo§ciowych
oznaczen cytotoksycznosci wykorzystywano spektrofotometr mikroplytkowy (czytnik
Elisa Digiscan firmy Asys Hitech GmbH, Austria) i program MikroWin 2000 (firmy
Mikrotek Laborsysteme GmbH, Niemcy). Pomiaru dokonywano przy dlugosci fali
510 nm. Wszystkie wartoSci absorpcji probek ponizej 50% aktywnosci podziatowej
uwaza si¢ za toksyczne, tak wi¢c na podstawie stopnia rozcienczenia oznaczano gra-
niczne stezenie toksyczne, tzn. najmniejszg testowang probke, ktora spowodowata tok-
syczne dzialanie na komorki — ICsy (Inhibitory Concentration).

W niniejszych badaniach jednoczesénie testowano dwa ekstrakty w umieszczeniu po-
ziomym w 10 stopniach rozcienczenia. Najwyzszy i najnizszy rzad poziomy oraz drugi
pionowy zagtebien mikroptytki spetniaty role bariery komorkowe;j. Pierwszy rzad pio-
nowy na plytce testowej pozostawat wolny jako warto$¢ zerowa dla czytnika. Pozostate
rzedy poziome zawieraly ekstrakty, ktore barwity si¢ w zaleznosci od uszkodzenia ko-
morek przez mikotoksyny, co byto miarg cytotoksycznosci badanego szczepu (od barwy
jasno- do ciemnofioletowej).

Wyniki

Wiyniki badan cytotoksycznosci izolatow Ustilago maydis przedstawiono w tabeli 2.

Jedna z prob charakteryzowata si¢ niskim stopniem cytotoksycznosci (ICsy 7,8
cm?’/ml). Pozostate izolaty Ustilago maydis wykazaty cytotoksycznos¢ srednig, w zakre-
sie od 0,49 do 3,9 cm*/ml, i duzag — w zakresie od 0,12 do 0,24 cm?/ml w poréwnaniu
z kontrola, ktora nie posiadata wiasciwosci cytotoksycznych.

Na rysunkach 1 i 2 przedstawiono obrazy mikroptytek MTT dla czterech szczepow
Ustilago maydis izolowanych z kolb kukurydzy.

Dyskusja

Juz we wczesniejszych badaniach, w ktdrych oceniano toksycznosé catych kolb ku-
kurydzy porazonych glownia guzowata na poletkach do§wiadczalnych ZDD Swadzim
(GRAJEWSKI i IN. 2008), zaobserwowano wigksza ich cytotoksyczno§¢ w tescie MTT
niz kolb bez skazenia. Jednak na stopien toksycznosci mogly mie¢ takze wpltyw rozne
mikotoksyny tworzone w fazie dojrzalosci woskowej i pelnej rosliny przez wykryte
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Tabela 2. Cytotoksycznos¢ Ustilago maydis izolowanego z kukurydzy
Table 2. Cytotoxicity of Ustilago maydis isolated from maize

Lp. — No. ICso (cm*/ml) Ocena — Evaluation
1 0,24 -+
2 0,98 ++
3 0,12 +++
4 0,24 +++
5 7.8 +
6 0,24 +++
7 0,12 +++
8 39 ++
9 3,9 ++
10 (kontrola — control) - _

— — brak cytotoksycznosci, + — cytotoksyczno$¢ mata, ++ — cytotoksyczno$¢ $rednia, +++ — cytotoksycz-
nos¢ duza.
— — lack of cytotoxicity, + — low cytotoxicity, ++ — medium cytotoxicity, +++ — high cytotoxicity.
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Rys. 1. Obraz mikroptytki MTT dla szczepdw Ustilago maydis z duza
cytotoksycznoscia (nr 3 i 4) izolowanych z kukurydzy

Fig. 1. Visualisation of a MTT plate for the high cytotoxic Ustilago
maydis strains (3 and 4) isolated from maize
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Rys. 2. Obraz mikroptytki MTT dla szczepdéw Ustilago maydis ze $red-
nig cytotoksycznoscia (nr 8 i 9) izolowanych z kukurydzy

Fig. 2. Visualisation of a MTT plate for the medium cytotoxic Ustilago
maydis strains (8 and 9) isolated from maize

liczne gatunki grzybow plesniowych (TEKIELA 2005). SULEWSKA i IN. (2007) podaja, ze
fitopatogeny wywotujace zmiany chorobowe typu glownia prawdopodobnie wytwarzaja
toksyczne ergotalkaloidy. W badaniach wlasnych, stosujac metode¢ oznaczen HPLC-
-MS/MS, nie potwierdzono w glowni tych mikotoksyn (GRAJEWSKI i IN. 2008). Po-
TKANSKI 1 IN. (2010) wykazali réwniez, ze kiszonki uzyskane z kukurydzy zainfekowa-
nej glownia mialy gorsza aerobowa stabilnosc¢ i jakos$¢ niz kiszonki z surowca nieskazo-
nego. Wyniki badan cytotoksycznos$ci przedstawione w tabeli 2 jednoznacznie wskazu-
ja, ze wszystkie oceniane izolaty Ustilago maydis zawieraly wtorne metabolity, ktore
wykazaty $rednig lub duza toksyczno$¢ dla komorek zwierzecych. W przypadku kuku-
rydzy powyzsze metabolity moga powodowaé nadmierny wzrost i podzial komorek
ro$liny, co objawia si¢ licznymi guzami. Poniewaz nie ma mozliwo$ci ochrony kukury-
dzy przed glownig w okresie jej wegetacji, uzyskany skazony surowiec (szczeg6lnie
ziarno), oprocz tego, ze ma gorsza wartos¢ pokarmowa, moze takze zagraza¢ zdrowiu
zwierzat.

Whioski

1. Wszystkie wyizolowane szczepy Ustilago maydis wykazaty $rednig i duza cyto-
toksyczno$¢ w tescie MTT.

2. Wysoki poziom cytotoksycznosci izolatow Ustilago maydis moze $wiadczy¢ o ich
potencjale toksynotworczym.

3. Test MTT okazat si¢ skutecznym badaniem do oceny toksycznosci Ustilago may-
dis.
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CYTOTOXICITY OF USTILAGO MAYDIS ISOLATED FROM MAIZE

Summary. The main pathogen of maize are fungi of the genus Fusarium. Besides phytopatho-
genic Fusarium, Ustilago maydis is another fungal genus affecting maize yields, causing lesions,
known as smut. The objective of the study was evaluation of the cytotoxicity of Ustilago maydis
isolated from maize. Nine Ustilago maydis strains were selected to a detailed evaluation of their
cytotoxicity using a 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test.
Ustilago maydis strains showed medium and high cytotoxicity compared to control. High levels
of cytotoxicity of Ustilago maydis may be indicative of their toxigenic potential.

Key words: maize, Ustilago maydis, smut, MTT test, SK cells
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