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Badania ekspresji bialek w bulwach odmian
ziemniaka o zroznicowanej odpornosci
na bakterie Dickeya solani

Dickeya solani nalezy do szeregu gatunkow bakterii pektynolitycznych
patogenicznych w stosunku do ziemniaka wywotujgcych mokrg zgnilizng bulw. Sprawca
choroby jest polifagiem, poraza wiele gatunkoéw roslin. W krajach Europy Zachodniej
bakteria ta rozprzestrzenita si¢ i powoduje duze straty ekonomiczne. W Polsce po raz
pierwszy wykryto ja w ziemniaku w 2005 r. (Slawiak i in., 2009), a w latach 2009-2013
wykrywano bakterie tego gatunku w 11 wojewoddztwach (Potrykus i in., 2016). W
badaniach Czajkowskiego i in. (2013) bakterie gatunku Dickeya solani charakteryzowaty
si¢ wyzsza agresywnoscig niz inne bakterie pektynolityczne. Nie stosuje si¢ chemicznej
ochrony ziemniaka przed bakteriami. Nie znaleziono tez zrodet skrajnej odpornosci na te
bakterie. Bakterie sg zaliczane do patogenow oportunistycznych, takich, ktore sg zdolne
wywota¢ objawy chorobowe w pewnych sprzyjajacych do rozwoju warunkach.
Najwazniejszymi s3 wysoka temperatura i niski poziom tlenu. Odpornos¢ bulw
ziemniaka na bakterie pektynolityczne jest warunkowana wicloma czynnikami
genetycznymi, zaleznymi od srodowiska.

W IHAR-PIB w Oddziale w Mtochowie wykonano badania proteomiczne w celu
wyjasnienie réznic w ekspresji bialek w odmianach ziemniaka o podwyzszonej
odpornosci na bakterie Dickeya solani w poréwnaniu z odmianami podatnymi, 8 i 48
godzin po inokulacji.

Z puli 25 odmian pochodzacych od odmiany Katahdin (half-sib family) wybrano po
dwie odmiany charakteryzujace si¢ skrajnie rozng reakcja bulw na porazenie przez
bakteri¢ D. solani. Ocen¢ odpornosci bulw prowadzono przez trzy kolejne lata, po dwa
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terminy w kazdym roku badan metoda opisang przez Lebeckg (2017). Do grupy odmian
podatnych dodano bardzo podatng odmiang Irys. Bulwy wybranych odmian inokulowano
w dwodch terminach, w marcu i w kwietniu, w dwoch latach badan. W pierwszym roku
badan probki pobierano 48, a w drugim roku 8 godzin po inokulacji. Bulwy inokulowano
w $wiezo zraniong tkanke, bulwy kontrolne byly ranione i traktowane wodg. Bulwy po
inokulacji zraszano wodg, umieszczano w zamknietych pudetkach i przechowywano w
temperaturze 26°C. W czasie pobierania probek bulwy krojono wzdluz miejsca
inokulacji. Fragmenty tkanki pobierano wzdtuz miejsca inokulacji i mrozono w cieklym
azocie. Pobierano od dwodch do czterech fragmentow kazdej kombinacji do$wiadczenia.
Biatko izolowano metodg opisang przez Murawskg i1 in. (2017). Prébki analizowano
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzgzonej z tandemowym
spektrometrem mas (LC-MS/MS). Na podstawie widm fragmentacyjnych ustalano liste
peptydow/biatek obecnych w badanej probie z Solanum tuberosum oraz ich wzgledna
intensywnos$¢. Nastepnie, listy peptydow grupowano zgodnie z ukladem eksperymentu.
Grupy eksperymentalne poréwnano przy pomocy programu Diffprot (Malinowska i in.,
2012), w celu wytypowania biatek ktorych poziom ekspresji pomi¢dzy badanymi
grupami zmienil si¢ w sposob istotny statystycznie.

Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) wynikow po 8 h po inokulacji pozwolita na
odréznienie odmian o wyzszej odpornosci od odmian podatnych.

Poréwnano biatka z bulw ziemniaka inokulowanych bakteria D. solani z biatkami
bulw zranionych i traktowanych woda. Przeprowadzono cztery poréownania, dla kazdej z
grup odmian osobno, po 8 i 48 godzinach po inokulacji. Wyrdzniono wylacznie jedno
biatko roznicowe, peroksydaze, w grupie odmian odpornych, 48 godzin po inokulacji.

Poréwnano ekspresj¢ bialek w bulwach odmian odpornych i podatnych. We wczesnej
fazie infekcji, 8 godzin po inokulacji, wyrdzniono 4 biatka (patatyny, inhibitory proteinaz
i inhibitor chymotrypsyny), ktérych ekspresja byla istotnie wyzsza w odmianach
odpornych, w probkach pobranych zaréwno z bulw inokulowanych bakteria, jak i
traktowanych woda. Wyzsza ekspresja w odmianach odpornych po inokulacji bakterig
charakteryzowaly si¢ dwa bialka, 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 8 h) i inhibitoréw proteazy serynowej. Wyrdzniono biatka o wyzszej ekspresji w
odmianach odpornych wylacznie po inokulacji bakteriami, inhibitory proteazy
aspartylowej, oksydazy polifenolowe i endoplazminy.

Wykazano réznice w biatkach pomie¢dzy odpornymi i podatnymi odmianami na mokra
zgnilizng bulw, w poczatkowej 1 pdzniejszej fazie infekcji. Wigkszo$¢ bialek
réznicowych wystepuje zarowno w bulwach zranionych i inokulowanych bakteriami w
zranienia. W celu sprawdzenia czy réznice w biatkach s powodowane przez uszkodzenia
mechaniczne bulwy czy wystepujg takze w bulwach niezranionych pobrano proby z bulw
nietraktowanych 8 godzin po inokulacji.
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