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Mokra zgnilizna bulw ziemniaka to choroba powodowana przez szereg gatunkow bakterii
pektynolitycznych nalezacych do dwoch rodzajow: Pectobacterium i Dickeya. W czasie
wegetacji bakterie moga tez wywota¢ chorobe zwang czarng nozka ziemniaka. Bakterie
pektynolityczne sg zdolne poraza¢ wiele innych gatunkéow roslin. Bakteria gatunku Dickeya
solani zostata po raz pierwszy wyizolowana z ziemniaka w Polsce w 2005 r. (Slawiak i in.
2009), w latach 2009-2013 wykryto t¢ bakteri¢ w uprawach ziemniaka w 11 wojewodztwach
(Potrykus i in. 2016). Bakterie Dickeya spp. sa bardziej agresywne od innych bakterii
pektynolitycznych (Czajkowski i in. 2013). Straty ekonomiczne powodowane przez bakterie
pektynolityczne to: obnizenie wielkosci plonu bulw, utrata czesci plonu w czasie
przechowywania lub wystgpienie czarnej nézki w czasie sezonu wegetacyjnego. Do tego
nalezy wspomnie¢ o znacznych kosztach zwigzanych z degradacjg plantacji nasiennych. Nie
stosuje si¢ ochrony chemicznej do zwalczania bakterii wywotujacych choroby ziemniaka.
Dlatego celem hodowcow jest otrzymanie nowych odmian ziemniaka o podniesionej
odporno$ci bulw na bakterie pektynolityczne. Pierwsze badania molekularne dziedziczenia
odpornosci bulw na bakterie Pectobacterium atrosepticum w populacji mapujacej wykazaty
wystepowanie 10 istotnych loci cech ilosciowych na 10 réznych chromosomach ziemniaka,
ktore zmapowano przy uzyciu 496 markerow RLFP i ALFP (Zimnoch-Guzowska i in., 2000).
Wyniki te wskazujg na zlozony charakter cechy, warunkowanej wieloma czynnikami
genetycznymi 1 Srodowiskowymi. Nie znaleziono skrajnej odporno$ci w ziemniaku
uprawnym i dzikich gatunkach Solanum. Odmiany ziemniaka r6znig si¢ miedzy sobg pod
wzgledem liczby porazonych bulw i nasilenia objawow porazenia. Rozwojowi symptomow
choroby sprzyja wysoka temperatura i niski poziom tlenu. Wraz z rozwojem technik
identyfikacji biatek, za pomocg czutych metod, oraz systematycznym poszerzaniem
dostepnych baz danych biatek Solanum tuberosum i roslin blisko spokrewnionych, w IHAR-
PIB w oddziale w Mtochowie podjeto badania nad odpornoscig ziemniaka na bakterie
pektynolityczne na poziomie proteomu. Pierwsze badania proteomiczne bulw pochodzacych z
dwoch odmian ziemniaka, roznigcych sie poziomem odpornosci na bakterie Pectobacterium
atrosepticum przeprowadzono we Francji. Wykazaty one obecno$¢ 13 biatek réznicowych
zidentyfikowanych 48 h po inokulacji wytacznie w odmianie o wyzszej odpornosci (Barzic i
in. 2012). Do naszych badan wybrano odmiany ziemniaka o skrajnie réznej reakcji na
porazenie przez wysokoagresywny izolat bakterii D. solani w warunkach sprzyjajacych
rozwojowi choroby. Celem pracy bylo znalezienie rdéznic w ekspresji biatek w odmianach
ziemniaka o podwyzszonej odpornosci na bakteric Dickeya solani w poréwnaniu z
odmianami podatnymi, 8 i 48 godzin po inokulacji.



Analiza proteomiczna sklada si¢ z wielu etapéw: przygotowania probek do analizy,
analizy probek, identyfikacji biatek i analizy statystycznej.

1) Przygotowanie probek do analizy. Opracowano protokdt izolacji biatka z bulwy
ziemniaka (Murawska i in., 2017). W trakcie izolacji catkowitag zawarto$¢ biatka w probce
mierzono dwukrotnie metodg BCA (Smith i in., 1985), w oparciu o dwie krzywe wzorcowe,
W celu otrzymania probek o zwartosci 50 pg bialka. Biatka trawiono za pomoca
endoproteinazy Lys-C a nastepnie trypsyny.

2) Analiza probek metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z
tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS). Mieszanina peptydéw uzyskana z kazdej
probki jest mierzona przy pomocy spektrometru mas sprzezonego z chromatografem
cieczcowym. Wynikiem takiego pomiaru s3 widma przedstawiajagce mas¢ mierzonych
peptydéw oraz ich intensywnos$¢. Dla najbardziej intensywnych peptydow wykonywany jest
dodatkowy pomiar, polegajacy na fragmentacji peptydéw, uzyskujac w ten sposdb dodatkowo
widma fragmentacyjne. Widma fragmentacyjne pozwalaja na ustalenie sekwencji
aminokowasowej peptydu, a tym samym na identyfikacje biatka, z ktorego ten peptyd
pochodzi.

3) Identyfikacja biatek. Kolejny etap obejmuje analiz¢ bioinformatyczng wynikow
uzyskanych ze spektrometru. Przy pomocy zestawu programow, na podstawie widm
fragmentacyjnych, ustalana jest lista peptydow/biatek obecnych w badanej probie z Solanum
tuberosum oraz ich wzgledna intensywno$¢. Nastepnie, listy peptydéw sg grupowane zgodnie
z uktadem eksperymentu. Program Diffprot (Malinowska i in. 2012) poréwnuje grupy
eksperymentalne pomiedzy soba, obliczajac zalezno$ci statystyczne i typujac biatka, ktorych
poziom ekspresji pomiedzy badanymi grupami zmienit si¢ w sposob istotny statystycznie.

Na podstawie trzyletniej oceny porazenia bulw w testach laboratoryjnych (Lebecka,
2017) wybrano dwie odmiany o wyzszej odpornosci (Bea i Humalda) i trzy odmiany o nizszej
odporno$ci (Katahdin, Ulster Supreme 1 Irys). Dos$wiadczenie prowadzono w dwoch
terminach w odstepie jednego miesigca, w marcu 1 w kwietniu, w dwoch latach badan. W
pierwszym roku badan probki pobierano 48, a w drugim roku 8 godzin po inokulacji. Bulwy
inokulowano w $wiezo zraniong tkanke, bulwy kontrolne byly ranione i traktowane woda.
Bulwy po inokulacji zraszano wodg, umieszczano w zamknietych pudetkach i
przechowywano w temperaturze 26 °C. W czasie pobierania probek bulwy krojono wzdtuz
miejsca inokulacji, fragmenty tkanki pobierano za pomoca korkoboru wzdluz miejsca
inokulacji 1 mrozono w cieklym azocie (Murawska i in. 2017). Pobierano od dwoch do
czterech fragmentow kazdej kombinacji do§wiadczenia.

Poréwnanie biatek z bulw inokulowanych bakteriami D. solani z biatkami bulw
zranionych 1 traktowanych wodg. Przeprowadzono cztery pordwnania, dla kazdej z grup
odmian osobno, po 8 1 48 godzinach po inokulacji. Wyrdzniono wytacznie jedno biatko
roznicowe, peroksydaze, w grupie odmian odpornych, 48 godzin po inokulacji.

Porownanie biatek z bulw odmian odpornych z podatnymi. We wczesnej fazie
infekcji, 8 godzin po inokulacji, wyrdzniono 4 biatka (patatyny, inhibitory proteinaz i
inhibitor chymotrypsyny), ktorych ekspresja byta istotnie wyzsza w odmianach odpornych, w
probkach pobranych zaréwno z bulw inokulowanych bakterig jak i traktowanych woda.
Wyzsza ekspresja w odmianach odpornych, tylko po inokulacji, charakteryzowaty si¢ dwa
biatka, inhibitor proteinazy PTI i syntetaza tiaminowa. W poézniejszej fazie infekcji w



odmianach odpornych w obu rodzajach bulw, inokulowanych i traktowanych woda, byto
istotnie wigcej inhibitorow proteinaz, patatyny (tak samo jak po 8h) i inhibitoréw proteazy
serynowej. Wyrdzniono biatka o wyzszej ekspresji w odmianach odpornych wytacznie po
inokulacji  bakteriami, inhibitory proteazy aspartylowej, oksydazy polifenolowe i
endoplazminy.

Wykazano roéznice w biatkach pomigdzy odpornymi i podatnymi odmianami na mokrg
zgnilizne bulw, w poczatkowej 1 pdzniejszej fazie infekcji. Wigkszos¢ biatek réznicowych
wystepuje w bulwach zranionych i inokulowanych bakteriami w zranienia. W celu
sprawdzenia czy roéznice w bialkach sg powodowane przez uszkodzenia mechaniczne bulwy
czy wystepuja takze w bulwach niezranionych pobrano proby z bulw nietraktowanych z
doswiadczenia 8 godzin po inokulacji. Analizy probek sg w trakcie realizacji.

Barzic MR, Com E. 2012. Proteins involved in the interaction of potato tubers with
Pectobacterium atrosepticum: a proteomic approach to understanding partial resistance.
J Phytopathol 160:561-575

Czajkowski R, De Boer WJ, Van der Zouwen PS, Kastelein P, Jafra S, de Haan EG, Van den
Bovenkamp GW, Van der Wolf JM, 2013. Virulence of ‘Dickeya solani’ and Dickeya
dianthicola biovar-1 and -7 strains on potato (Solanum tuberosum). Plant Pathol
62:597-610

Lebecka R. 2017. Screening for potato resistance to blackleg and soft rot. Plant Breeding and
Seed Science 75: doi:10.1515/plass-2017-00013

Malinowska A, Kistowski M, Bakun M, Rubel T, Tkaczyk M, Mierzejewska J, Dadlez M.
2012. Diffprot — software for non-parametric statistical analysis of differential
proteomics data. J Proteomics 75(13):4062—73

Murawska Z. De¢bski J., Szajko K., Lebecka R. 2017. Isolation of proteins from potato tubers.
Plant Breeding and Seed Science 75: DOI: 10.1515/plass-2017-0005

Potrykus M, Golanowska M, Sledz W, Zoledowska S, Motyka, A, Kolodziejska A,
Butrymowicz J, and Lojkowska E. 2016. Biodiversity of Dickeya spp. isolated from
potato plants and water sources in temperate climate. Plant Dis 100:408-417

Slawiak M, Lojkowska E, Van der Wolf JM. 2009. First report of bacterial soft rot on potato
caused by Dickeya sp. (syn. Erwinia chrysanthemi) in Poland. Plant Pathol. 58:794

Zimnoch-Guzowska E., Marczewski W., Lebecka R., Flis B, Schéfer-Pregl R., Salamini F,
Gebhardt C. 2000. QTL analysis of new sources of resistance to Erwinia carotovora
ssp. atroseptica in potato done by AFLP, RLFP, and resistance-gene-like markers. Crop
Science 40: 1156-1167



