1. Tytul zadania: Badania ekspresji i genetyczna charakterystyka odpornosci na bakterie
Dickeya solani w wyréznionych zrédlach odpornosci w ziemniaku na poziomie diploidalnym. (nr
56)

2. Kierownik zadania: dr hab. Renata Lebecka, IHAR - PIB, Oddziat Mtochow

3. Cel zadania: Dickeya solani (Wolf et al., 2014) to nowy w Polsce gatunek bakterii
powodujacy czarng nozke i mokrg zgnilizne bulw ziemniaka. Celem projektu jest zidentyfikowanie
genow/loci cech ilosciowych odpornosci na bakterie D. solani w populacji mapujacej ziemniaka
diploidalnego, scharakteryzowanie reakcji odporno$ciowej bulw 1 ro$lin 2X mieszancow
miedzygatunkowych ziemniaka w zalezno$ci od temperatury oraz zbadanie zdolnosci do systemicznej
kolonizacji wysokoodpornej rosliny ziemniaka przez bakterie D. solani i mozliwosci przenoszenia tej
infekcji na bulwy potomne, oraz zbadanie r6znic w proteomie odmian o wspoinym pochodzeniu, o
ro6znej odpornosci bulw na bakterie D. solani.
W 2016 r. celem pracy byto: (a) Otrzymanie bulw i DNA populacji mapujacej do identyfikacji
gendéw/loci cech ilosciowych odpornosci na bakterie D. solani, (b) ocena zdolno$ci bakterii D. solani
do kolonizacji roslin ziemniaka i bulw potomnych w nastgpstwie sztucznego zakazenia sadzeniakow,
(¢) ocena odpornosci bulw na D. solani 25 odmian pochodzgcych od odmiany Katahdin. Okreslenie
dlugosci trwania wstepnej fazy infekcji i momentu rozpoczecia fazy maceracji tkanki bulw ziemniaka
po inokulacji bakteriami D. solani, (d) wystandaryzowanie sposobu przygotowania prob do badan
proteomicznych i pilotazowe proby oceny proteomu.

(a) Rozmnozenie diploidalnej populacji mapujacej i wyizolowanie DNA
Materialy i metody. Liscie otrzymane z ro$lin, pojedynkéw populacji mapujacej DG 00-270 x DG
08-305 zebrano i zamrozono w cieklym azocie. DNA izolowano z uzyciem zestawu DNeasy Plant
Mini Kit firmy Qiagen metoda opisang w instrukcji. Formy rodzicielskie populacji mapujacej
przetestowano na obecnos¢ organizméw kwarantannowych.
Wyniki. Wysiano 400 nasion populacji mapujacej, otrzymano 240 siewek, wyizolowano DNA z lisci
200 osobnikow, zebrano potomstwo bulwowe 220 osobnikow. Formy rodzicielskie byly wolne od
patogenéw kwarantannowych (Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, PSTVd).
Dyskusja. Przygotowano materiat do rozmnozenia wegetatywnego W celu uzyskania bulw do oceny
fenotypowej odpornosci bulw na porazenie bakterig D. solani. Przygotowano DNA do genetycznej
analizy Diversity Array Technology. Przygotowano formy rodzicielskie, wolne od patogenow
kwarantannowych, do wprowadzenia do kultur in vitro.
Whioski. W 2017 r. zostanie przeprowadzona pierwsza ocena fenotypowa odpornosci na bakterie D.
solani bulw ziemniaka populacji mapujacej. DNA populacji i form rodzicielskich zostanie wystane do
badan genetycznych. Klony rodzicielskie b¢da zabezpieczone in vitro.

(b) Badanie Kkolonizacji bakterii w roslinie podatnej i wysoko odpornej ziemniaka

diploidalnego

Materialy i metody. Odmiana Irys, dwa klony diploidalne, DH 00-519 i klon DG 6-28. Bakterie
szczep IFB 0099 D. solani.

Inokulacj¢ sadzeniakoéw 20 bulw na genotyp o danej koncentracji bakterii przeprowadzono
metoda wedtug Helias i in. (2000) z drobnymi modyfikacjami. Bakterie namnazano na pozywce LB
przez 24 godziny. Podkietkowane bulwy zanurzono w wodzie na 17 h w celu otworzenia si¢
przetchlinek. Nastgpnie bulwy inokulowano poprzez zanurzenie w zawiesinie bakterii, w podci$nieniu
0,1MPa przez 20 min. Zastosowano dwie zawiesiny bakterii o r6znej koncentracji bakterii: 0,1 i 0,001
(OD przy dtugosci fali 600 nm), co odpowiada ok. 10° i 10° jtk w 1 ml, odpowiednio. Bulwy po
inokulacji pozostawiono do wyschni¢cia przez 2 h a nastgpnie posadzono w doniczkach
i umieszczono w fitotronie w temperaturze 24°C i dlugoéci dnia 16 h. Doswiadczenie
przeprowadzono w dwoch terminach. Zbierano dolny, $rodkowy i gorny odcinek todygi 30, 60 i 126
dni po inokulacji (dpi), liScie (zamrazano w ciektym azocie) 126 dpi, stolony i bulwy 169 lub 190 dpi.
Podziemne fragmenty tkanki roslinnej myto, dezynfekowano zewnetrznie (70% etanol 1 min, trzy razy
w sterylizowanej wodzie po 1 min). Kazdg prob¢ miazdzono w woreczkach do ekstrakcji BIOREBA
za pomocg homogenizatora r¢cznego. Na pozywke selektywng CVP wysiewano rozcienczony ekstrakt
z roztartych w wodzie prob. Obecnos¢ charakterystycznych dotkéw obserwowano 2-3 doby po
posiewie. DNA z prob zamrozonych izolowano zestawem Qiagen. Kontrola negatywng byly rosliny
traktowane sterylizowana woda. Wyizolowane DNA testowano starterami SOL-C wedtug Pritchard
i in. (2013). Warunki testu: 30 s temp. 48°C, 10 min w temp. 95°C, 40 cykli po 15 s w temp. 95°C i 1
min. w temp. 55°C. Mieszanina reakcyjna: 25uL1 buforu TagMan (300 nM startery, 100 nM préba,
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0,1% MgCl,, 200 uM dNTPs, 0,63 U TaqGold (Roche) and 1 uL (4%) DNA. Sekwencje uzytych
starterow: SOL-C - GCCTACACCATCAGGGCTAT, ACACTACAGCGCGCATAAAC.

Wyniki. Obserwcje wschodow roslin i objawdéw czarnej nézki przeprowadzono trzy tygodnie po
inokulacji. W pierwszym terminie do$wiadczenia, po zastosowaniu zawiesiny o nizszej koncentracji
bakterii, gniciu ulegto po 7 bulw odmiany Irys i klonu diploidalnego DG 06-28 i jedna bulwa klonu
DG 00-519. Po inokulacji zawiesing bakterii o wyzszej koncentracji, na 20 inokulowanych bulw
kazdego genotypu ulegto gniciu 20 bulw odmiany Irys, 10 bulw klonu DG 06-28 i 5 bulw klonu DG
00-519. Na otrzymanych roslinach obserwowano objawy czarnej nézki, gnicie todygi, w 10/13 ro$lin
odmiany Irys, 2/13 roslin klonu DG 06-28 i 4/19 ro$lin klonu DG 00-519. W drugim terminie
doswiadczenia, po zastosowaniu inokulum o nizszej liczbie bakterii, gniciu ulegto 19 1 17 bulw
odmiany Irys i klonu DG 00-519 odpowiednio, natomiast otrzymano wszystkie 20 rosélin klonu DG
06-28 z bulw, ktore nie ulegly gniciu. Po inokulacji zawiesing bakterii o wyzszej koncentracji, na 20
inokulowanych bulw kazdego genotypu ulegto gniciu 17 bulw odmiany Irys, 10 bulw klonu DG 06-28
i 18 bulw DG 00-519. Kolejne obserwacje objawow otrzymanych ro$lin zakazanych w pierwszym
terminie przeprowadzono 18 tygodni po inokulacji. W grupie roslin inokulowanych zawiesing o
koncentracji 10° jtk/ml obserwowano objawy na trzech rolinach odmiany Irys, o réznym nasileniu
zasychania lisci. Wsrod 12 roslin DG 06-28 na jednej nie obserwowano zadnych objawow, na 7
ros§linach bardzo stabe zasychanie wylacznie na dolnych lisciach, na dwoch roslinach stwierdzono
wiednigcie, a na jednej roslinie gnicie todygi. Wsrdd 14 roslin DG 00-519 6 ro$lin catkowicie uschto,
tylko dwie rosliny wykazywaty zasychanie dolnych lisci, pozostale byly prawie catkowicie zaschnigte.
W grupie 10 roélin klonu DG 06-28 inokulowanych zawiesing o koncentracji 10° jtk/ml (wyzsza
koncentracja bakterii) na 8 roslinach obserwowano lekkie zasychanie wierzchotkow dolnych lisci. W
grupie 14 roslin klonu DG 00-519 pi¢¢ roslin wykazywato zasychanie dolnych lisci a 9 byl prawie
catkowicie zaschnietych.

Obecnos¢ bakterii stwierdzono metodg Real-Time PCR w 2 z 8 testowanych bulw z 8 roslin
klonu DG 06-28 po zakazeniu zawiesing o nizszej koncentracji bakterii oraz w 3 z 5 testowanych
stolondw tego genotypu. Z 9 roslin DG 06-28 zakazanych zawiesing o wyzszej koncentracji dwie
wykazaty progowa obecno$¢ bakterii w bulwach. Sygnat obecnosci bakterii w stolonach obserwowany
byt w 5 stolonach z 9 badanych roslin klonu DG 06-28. Wysokie wartosci cyklu progowego moga
$wiadczy¢ o bardzo niskiej koncentracji bakterii w badanej probee. Srednie wartosci Ct dla DNA
izolowanego z bakterii D. solani wynosity od 22,0 do 24,0.

Klon DG 00-519 miat w badaniu fragmenty 4 roslin pochodzacych z bulw zakazanych
inokulum o réznej koncentracji bakterii. W todydze i lisciach jednej rosliny stwierdzono staby sygnat
obecnosci bakterii po 126 dniach od infekcji przy nizszej koncentracji bakterii. Natomiast przy
wyzszej koncentracji sygnal obecnosci bakterii wykryto w lisciach dwoch z czterech badanych roslin.
Dwie bulwy pochodzgce z dwoch roslin klonu DG 00-519 zakazanych obydwiema zawiesinami, byly
wolne od bakterii. W tym genotypie nie stwierdzono wystepowania bakterii w todygach testowanych
30, 60 dpi. Klon ten réwniez nie zawigzat bulw w 6 z 8 badanych roslin.

Nie stwierdzono obecnosci bakterii w todygach i liSciach w jednej roslinie Irys otrzymanej
z bulwy zakazanej zawiesing o nizszej koncentracji bakterii, natomiast w 2 z 7 bulw testowanych
pochodzacych z tej rosliny stwierdzono obecno$¢ bakterii. Obserwowano sporadyczne pojawianie si¢
sygnalu progowego w 35 cyklu PCR, w jednym, dwoch a rzadko w trzech powtdrzeniach
technicznych.

Po 60 dniach od inokulacji nie stwierdzono obecnosci bakterii pektynolitycznych na pozywce
selektywnej. 162 dni po inokulacji stwierdzono obecno$¢ bakterii w todygach zebranych z jedne;j
ro$liny DG 06-28 zakazanej zawiesing 10° jtk/ml.

Dyskusja. Gtéwnym zrédtem porazenia roslin ziemniaka czarng nézka sa sadzeniaki zainfekowane
latentnie (Perombelon, 1974). Takie sadzeniaki ulegaja gniciu w glebie, uwalniaja do gleby bakterie,
ktoére mogg kolonizowaé rosling, jak rowniez bulwy potomne (Czajkowski i in., 2010). Do badan
zostaly wybrane dwa diploidalne mieszance migdzygatunkowe ziemniaka, ktére w ocenie odpornosci
na czarng nozke w tescie szklarniowym po inokulacji todygi wykazywaly si¢ istotnie mniejszym
nasileniem objawow porazenia niz odmiany ziemniaka. Do§wiadczenie prowadzono w dwoch
terminach w odstepie dwutygodniowym. W kazdym terminie inokulowano bulwy dwiema
zawiesinami o rdznej koncentracji bakterii D. solani. Obserwowano réznice we wschodach roslin. W
pierwszym terminie byly one slabsze w przypadku zastosowania zawiesiny o wyzszej koncentracji
bakterii. W drugim terminie réznice nie byly az tak wyrazne. Na przyktad w pierwszym terminie
badan przy zastosowaniu zawiesiny o wyzszej koncentracji obserwowano brak wschodéw wszystkich
20 inokulowanych bulw odmiany Irys, podczas gdy przy zastosowaniu zawiesiny o nizszej
koncentracji bakterii obserwowano wschody 13 roslin z 20 posadzonych bulw, z ktérych 10

2



wykazywalo objawy gnicia podstawy lodygi — objawy czarnej ndzki. Klony diploidalne

charakteryzowaty sie lepszymi wschodami roélin i mniejszg liczbg roslin z objawami czarnej nézki

niz odmiana Irys. Liczba roslin bez objawow czarnej nozki klonu DG 06-28 wynosita 11 1 10

(zakazanych zawiesing o nizszej i wyzszej koncentracji odpowiednio) a klonu DG 00-519

odpowiednio 15 i 13 roslin. Obserwacje wschodow w drugim terminie zakazenia roznity si¢ od

pierwszego. Otrzymano 20 i 12 roslin bez objawow czarnej ndzki klonu DG 06-28 (zakazanych
zawiesing o nizszej i wyzszej koncentracji odpowiednio). Klon DG 00-519 ulegt silniejszemu
porazeniu, otrzymano wschody jedynie trzech roslin, w tym dwie rosliny byty bez objawéw. Z bulw

odmiany Irys wyrosty dwie rosliny bez objawow czarnej nézki po zakazeniu sadzeniakow zawiesing o

nizszej koncentracji, natomiast w ogole nie wyrosly rosliny z bulw po zakazeniu zawiesing o wyzszej

koncentracji bakterii.

Po powtorzeniu wybranych, budzacych watpliwosci prob, pobranych ze stolonow i bulw,
stosujac wyjsciowa, nierozcienczong zawartos¢ DNA w probce, otrzymano rézne wyniki. Tam, gdzie
uprzednio obserwowano pojawianie si¢ sygnatu w 35 cyklu reakcji PCR tym razem takiego sygnalu
nie obserwowano, a w probach w ktéorych nie obserwowano sygnatu, pojawily si¢ sporadycznie
sygnaly w 35 cyklu. Pojedyncze pojawienie si¢ sygnatu w 35 cyklu obserwowano réwniez w
przypadku testowania liSci ze zdrowych roslin rosngcych w innym miejscu niz ro$liny z
doswiadczenia (odmiany Nicola, King Edward). Wynik uznano za negatywny. Obecno$¢ bakterii
potwierdzono wylacznie
w przypadku badanego fragmentu stolonu klonu DG 06-28 zebranego 169 dpi.

W badaniach przeprowadzonych w 2015 r. (sprawozdanie 2015) inokulowano sadzeniaki
dwoch odmian ziemniaka: Irys i Kondor, bakteriami D. solani. Infekcje latentng ro$lin stwierdzono
w ro$linach obu odmian. Wartos¢ Ct wynosita 23,1 i 19,9 w ro§linach odmiany Irys wyrostych po
zakazeniu zawiesing o 10" i 10° jtk/ml odpowiednio i 27,7 i 25,1 w ro$linach odmiany Kondor, przy
zawarto$ci genomowego DNA 5ng/pl.

Wyizolowano bakterie z todygi jednej rosliny DG 06-28 162 dpi, otrzymanej po zakazeniu
zawiesing o nizszej koncentracji bakterii. Roslina ta nie byta badana testem PCR, a w stolonie i bulwie
pochodzacych z tej rosliny nie wykryto bakterii testem real time PCR.

Izolat bakterii D. solani uzyty do inokulacji bulw matecznych, IFB0099, charakteryzuje si¢
wysoka agresywnos$cig (Golanowska i in., 2015). Z innych badan wiadomo, ze po zakazeniu
latentnym moga by¢ porazone wszystkie cze$ci rosliny: todygi, liscie, stolony, korzenie i bulwy
potomne,

a koncentracja bakterii jest niska, rzadko przekracza 1000 komoérek w 1 g tkanki. W lodygach

najwigcej bakterii lokuje si¢ w dolnym 15-20 cm odcinku powyzej bulwy, natomiast w bulwach

wiecej bakterii jest w okolicy stolonu (Helias i in., 2000; Czajkowski i in., 2009). Dlatego w naszych
badaniach testowano rézne fragmenty rosliny a takze czg¢$¢ stolonowg bulw.

Whioski. Diploidalne mieszance migdzygatunkowe w mniejszym stopniu ulegly catkowitemu

porazeniu od odmiany Irys. W ro$linach, ktoére wyrosty z porazonych sadzeniakow, wykryto

w pojedynczych przypadkach obecno$¢ bakterii. Wyniki posiewu na selektywng pozywke wiekszosci

testowanych fragmentow roslin potwierdzity brak porazenia latentnego. Tylko z jednej proby udato si¢

wyizolowa¢ bakterie. Wystgpujace objawy zasychania koncéw lisci mogg wskazywac na reakcje
obronng rosliny w postaci nekrotyzacji tkanki roslinnej. Otrzymane bulwy klonu DG 06-28 zostang
posadzone w kolejnym sezonie w celu sprawdzenia roslin pod katem obecnosci bakterii D. solani.
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e RozmnozZenie materialu i testowanie reakcji bulw ziemniaka 25 odmian ziemniaka na
inokulacje bakterig Dickeya solani.

Materialy i metody. Materialem badanym bylo 28 odmian ziemniaka: 25 odmian ziemniaka

pochodzacych od odmiany Katahdin, oraz odmiany Katahdin, Irys i Glada. Odmiany rozmnazano w

tunelu w rekawach ogrodniczych.

Oceng odpornosci bulw prowadzono metoda punktowej inokulacji bulw opisang w sprawozdaniu

2014. http://www.ihar.edu.pl/lp_w_zal_do_rozporzadzenia_mrirw_56.php?panel=1
W kazdym z dwoch termindéw testowano po 12 bulw kazdej odmiany w dwoch powtorzeniach.

Metody statystyczne: do analizy ocen porazenia bulw zastosowano dwuczynnikowg analize¢ wariancji,

oraz test Tuckey’a do uszeregowania srednich (STATISTICA).

Wyniki. Przeprowadzono dwuczynnikowa analize wariancji otrzymanych wynikéw porazenia bulw

28 odmian ziemniaka przez bakterie gatunku D. solani, szczepu IFB0099. Miarg porazenia byta masa

zgnitej tkanki bulwy. Analiza wariancji wykazata brak istotnego wptywu terminu testowania, istotny

wplyw odmiany i interakcji odmiana x termin. Srednia porazenia 25 odmian pochodzacych od
odmiany Katahdin wynosita 1,2 g, zakres porazenia wynosit 0,2 g — 3,3 g. Srednia porazenia odmiany

Katahdin wynosita 1,9 g, srednioodpornej odmiany Glada 4,7 g, a podatnej odmiany Irys 13,2 g.

Dyskusja. Zarowno odmiana Katahdin jak i wszystkie pochodzace od niej odmiany ziemniaka

charakteryzuja si¢ wyzszym poziomem odpornosci od podatnej odmiany wzorcowej Irys

i $rednioodpornej odmiany Glada. Waski zakres zmienno$ci odpornosci odmian potomnych jak

1 wplyw innych czynnikéw na ekspresj¢ odpornosci utrudnia uszeregowanie odmian wzgledem tej

cechy. Nalezy uwzgledni¢ wydtuzenie okresu testu lub zwigkszenie koncentracji inokulum, aby

uszeregowac badane odmiany o podniesionym poziomie odpornosci.

Whioski. Test oceny odpornosci powinien by¢ powtoérzony w kolejnym sezonie wegetacyjnym z

uwzglednieniem zaostrzenia warunkow testu celem uszeregowania odmian odpornych. Do badan

réznicowych proteomu wybrane beda odmiany pochodzace od odmiany Katahdin charakteryzujace si¢
skrajng reakcja na porazenie przez bakterie D. solani oraz podatna odmiana Irys.
e Okreslenie faz wzrostu bakterii D. solani w bulwach ziemniaka

b) Okreslenie faz wzrostu bakterii D. solani w bulwach ziemniaka.

Materialy i metody. Odmiany ziemniaka: podatna odmiana Irys, $rednio-odporna odmiana Glada.

Bulwy ziemniaka inokulowano w sposob opisany w punkcie 3.3. Po dwie bulwy kazdej odmiany

krojono co godzine (ostatni raz po dwoch godzinach), przez 7 godzin, zaczynajac 5 h po inokulacji.

Test powtdrzono trzykrotnie.

Whyniki. Pierwsze symptomy porazenia bulw przez bakterie D. solani inokulowanych zawiesing

o koncentracji 10° jtk/ml w iloéci 10 ul i inkubowanych w temperaturze 26°C w warunkach wysokiej

wilgotnosci obserwowano 8 godzin po inokulacji we wszystkich trzech terminach testu.

Dyskusja. W czasie wczesnej biotroficznej fazy infekcji bakterie pozostaja nieaktywne, geny

warunkujace produkcje enzymoéw degradujacych Sciany komorkowe sg wyciszone (Toth i Birch,

2005). W tej fazie bakterie rozmnazajg si¢, ale nie produkuja enzymow, ktore mogltyby wywotaé

reakcje odpornosciowa (Sepulchre et al. 2007). Kiedy populacja bakterii odbierze sygnal, taki jak

gesto$¢ populacji (quorum sensing), sktadniki pektyn i $cian komorkowych, temperaturatura, brak
pozywienia, geny warunkujace produkcje enzymow sg wzbudzane (Sepulchre et al. 2007; Davidsson
et al. 2013). Celem do$wiadczenia bylo ustalenie w warunkach do$wiadczalnych (temeratura 26°C,
wysoka wilgotno$¢) dlugosci fazy bezobjawowej. Nie obserwowano objawow gnicia bulw 7 godzin
po inokulacji. Pierwsze objawy porazenia zaobserwowano 8 h po inokulacji niezaleznie od poziomu
odpornosci testowanych odmian. Irys i Glada roznig si¢ poziomem odpornosci, Irys jest odmiang
podatng, Glada $rednio odporng. Wyniki te pozostaja w zgodzie ze wczes$niejszymi badaniami,

w ktorych  bulwy ziemniaka tych samych odmian inokulowano zawiesing w kolejnych

rozcienczeniach. Porazenie bulw ziemniaka zawiesing o bardzo niskiej koncentracji, 12-160 jtk/ml,

wystgpito u obu testowanych odmian. Termin 48 h po inokulacji reprezentuje fazg objawowa, zostat
wybrany w celu mozliwosci poréwnania otrzymanych wynikéw z wynikami pracy Barzic i Com

(2012), pierwszej pracy, w ktoérej badano proteom w bulwie ziemniaka po inokulacji bakteriami

Pectobacterium atrosepticum.

Whioski. Do badania ekspresji bialek we wczesnej objawowej i poznej fazie infekcji proby beda

pobierane 8 i 48 godzin po inokulacji.
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(d) Wystandaryzowanie sposobu izolacji bialek i pobierania prébek. Pilotazowe proby oceny

proteomu

Materialy i metody. Odmiany ziemniaka: podatna odmiana Irys, kontrolna odmiana Katahdin,

6 wybranych odmian pochodzacych od odmiany Katahdin: najbardziej odpornych: Tarpan, Magura,

Humalda, Bea i najmniej odpornych: Carpatin, Ulster Supreme z puli 25 odmian ocenianych

w temacie (c). Metoda inokulacji zostata opisana w temacie (c). Probki z bulw pobrano na granicy

porazenia bulwy, z tkanki zdrowej, przy pomocy korkoboru. Nastepnie probki zamrozono w ciektym

azocie i liofilizowano przez 72 godziny. Zastosowano dwie metody przygotowywania probek do
analizy proteomu metoda spektrometrii mas. W metodzie 1 trawiono biatka bez lub po wytrgcaniu
acetonem.

Metoda 1. Zliofilizowane fragmenty bulw ziemniaka roztarto w probéwkach Eppendorf. Naste¢pnie

dodano do nich 15 pl 15 % deoksycholanu sodu (sodium deoxycholate, SDC) oraz 135 pl 25 mM

wodoroweglanu amonu. Proby sonifikowano (Laznia sonifikacyjna Sonic-6, Polska) przez 10 minut.

Dodano 100 ul 25 mM wodoroweglanu amonu, wymieszano i wirowano (wirowka Eppendorf

Centrifuge 5424R, Niemcy) 10 minut przy 14 000 rpm. Supernatant przeniesiono do czystych

proboéwek. Pobrano 5 pl supernatantu i rozcienczono go 45 pl 25 mM wodoroweglanu amonu.

Wykonano pomiar zawartosci bialka: zmieszano reagent A z reagentem B (Pierce™ BCA Protein

Assay Kit, TermoFisher Scientific) w stosunku objetosciowym 50:1, na ptytke naktadano 20 pl

rozcienczonego supernatantu (kazda proba w dwoch powtdrzeniach), do kazdego dotka

z rozcienczonym supernatantem dodano 200 pl mieszaniny reagentu A i B. Plytke inkubowano przez

30 minut w 37 °C. Po tym czasie dokonano pomiaru spektrofotometrycznego przy dtugosci fali 560

nm. Z nierozcienczonych supernatantdw przeniesiono do nowych probowek ilo§¢ supernatantu

odpowiadajgca 200 ug biatka (odczytang z krzywej wzorcowej) i uzupetniono do 100 ul 25 mM

wodoroweglanem amonu. Dodano 1 ml zimnego acetonu i inkubowano przez 30 minut w — 20 °C. Po

tym czasie préby wirowano 10 minut przy 14 000 rpm. Aceton odpipetowano a osad zawieszono

w 20 pl  100mM wodorowgglanie amonu i wymieszano. Do kazdej z prob dodano 60 pl wody.

Przygotowano proby do kolejnego pomiaru: przeniesiono do czystych probowek 5 ul supernatnatu

i dodano 45 ul 100 mM wodoroweglanu amonu. Pomiar przeprowadzono jak opisano powyze;j.

Z nierozcienczonych supernatantow pobrano do nowych probéwek ilo$¢ supernatantu odpowiadajaca

50 pg biatka i uzupetniono 25 mM wodoroweglanem amonu do 50 pl.

Dodano 1 pl 0,5 M TCEP (tris (2-carboxyethyl) phoshine, Pierce™ TCEP-HCI), préby inkubowano

przez 20 minut w 60 °C. Dodano 3 pl 0,2 M MMTS (methyl methanethiosulfonate, Pierce™ MMTS)

oraz 20 pl trypsyny (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade, Promega) i inkubowano w 37 °C przez
catg noc. Do prob dodano 2 pl 1 % TFA i zawieziono do analizy.

Metoda 2. Zliofilizowane fragmenty bulw ziemniaka roztarto w eppendorfach w temperaturze

pokojowej. Dodano 15 pl 4 % laurylosiarczanu sodu (sodium dodecyl sulfate, SDS) oraz 135 pl 25

MM wodoroweglanu amonu. Dalej postepowano z probkami jak w metodzie 1. z tym, ze po

odpipetowaniu acetonu i wirowaniu osad zawieszono w 20 pl 8 M mocznika z 100 mM

wodorweglanem amonu i wymieszano. Po otrzymaniu probek o zawarto$ci 50 pg biatka do probek

dodano 20 ul 100 mM wodoroweglanu z 0,1 pg Lys-C (Endoproteinase Lys-C, Sequencing Grade,

Promega) i inkubowano przez 90 minut w temperaturze pokojowej. Po inkubackji postgpowano jak

w metodzie 1. Dodano TCEP, proby inkubowano, dodano MMTS i trypsyng, inkubowano, po

inkubacji dodano TFA.

Wyznaczono krzywe wzorcowe Do oznaczania zawarto$ci biatka w probce metodg BCA (Smith i in.

1985). Przygotowano roztwory wzorcowe BSA (Bovine Serum Albumin Standard, Pierce) o stezeniu:

0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 i 2000 pg/ml. Pomiaru spektrofotometrycznego dokonywano

przy dtugosci fali 560 nm.

Do analizy danych stosowano program Mascot, MaxQuant, Perseus, Scaffold. Korzystano z bazy

Uniprot, IPI.



Wyniki. Przygotowano i wystano 140 prob bialka do analizy proteomu metoda spektrometrii mas.
Poréwnano dwie metody przygotowywania probek bulw do badan biatek metodg spektrometrii mas.
Porownano wynik 16 prob badanych metoda 1 1 39 metodg 2. Przy uzyciu obu metod zidentyfikowano
duza liczbe biatek. Srednio w pierwszej metodzie otrzymano 1052 zidentyfikowane biatka w probie,
zakres wynosit od 658 do 1278. W przypadku metody drugiej srednia wynosita 1225 biatek, zakres od
871 do 1720.

Zmienno$¢ wspolczynnikow korelacji Pearsona dla znormalizowanych intensywnos$ci sygnatéw (ang.
Label free quantification, LFQ intensity) probek w obrebie tej samej bulwy, analizowana na podstawie
wynikéw 12 probek pobranych z trzech bulw odmiany Ulster Supreme 48 godzin po inokulacji
wynosita 0,95-0,96, pomiedzy bulwami 0,93-0,95.

Zmienno$¢ prob pobranych z bulw odmian Irys i Humalda 48 godzin po inokulacji bakteriami
Dickeya solani lub traktowanych woda wynosita 0,78; zmienno$¢ prob odmiany Irys z bulw
zakazonych bakteriami i traktowanych wodg wynosita 0,87 a u odmiany Humalda 0,93. Zmienno$¢
wspotczynnikow korelacji Pearsona dla prob izolowanych w réznych terminach wynosita od 0,89 do
0,94.

Wyrézniono 65 biatek réznicujacych z bulw odmiany Humalda 48 godzin po inokulacji bakteriami
Dickeya solani i traktowaniu woda.

Dyskusja. Wtasciwe przygotowanie probki do analizy biatek jest kluczowe do otrzymania wynikow
dobrej jakos$ci. Protokoty stosowane do izolacji i rozdzielania biatek sg specyficzne dla danej proby
(Luczak 1 in. 2009). We wspolpracy z dr Janem Dg¢bskim, specjalista od metody oznaczania bialek
metoda spektrometrii mas w IBB-PAN, sprawdzono dwie metody przygotowywania prob biatek,
z tkanki bulwy ziemniaka. Z pobranej proby nalezy usunaé¢ zanieczyszczenia i niepozadane sktadniki.
Pierwszym etapem przygotowywania prob bylo zamrozenie w cieklym azocie fragmentoéw tkanki
pobranej z bulwy ziemniaka, zliofilizowanie probki, homogenizacja, rozcieranie w mozdzierzu
ceramicznym w celu rozbicia komérek i traktowanie deoksycholanem sodu lub laurylosiarczanem
sodu, ktore efektywnie denaturujg biatka, pozbawiajac wigkszo$¢ aktywnosci enzymatycznej, m. in.
proteaz, fosfataz itp. Obydwa zwiazki sa detergentami, ktore w reakcji z biatkami tworza kompleksy
lepiej rozpuszczalne w wodzie i trudniej ulegajace hydrolizie enzymatycznej. Detergenty zrywaja
rowniez odzialywania miedzy lipidami i biatkami. W innych badaniach detergenty SDS i SDC byly
najlepszymi odczynnikami do lizy komoérek w kombinacji z trawieniem biatek (Scheerlinck i in.
2015). Zastosowany wodoroweglan amonu buforuje biatka. Sonifikacja rozbija sztywne lub duze
struktury, jak blony komoérkowe, chromatyne, rozdrabnie je i uwalnia biatka z nimi zwigzane.

Biatka zageszczano przy uzyciu wirowania i acetonu, ktory selektywnie wytraca biatka. Peptydy
polaczone mostkiem siarczkowym nie sg identyfikowane w analizie spektrometrii mas, dlatego do
redukcji mostkow siarczkowych uzyto TCEP a do blokady zredukowanych grup tiosiarczkowych
uzyto MMTS, aby zapobiec odtwarzaniu wigzan. W metodzie 1 trawienie przeprowadzono z uzyciem
trypsyny, ktora hydrolizuje wigzania peptydowe pomiedzy lizyng lub argining a innym dowolnym
aminokwasem po stronie karbonylowej zasadowego aminokwasu, a w metodzie 2 trawiono
z uzyciem lys-C, ktora hydrolizuje peptydy w miejscach lizyny, a nastepnie trypsyny.

Do pomiaru zawarto$ci biatka w probce zastosowano metode BCA (Smith i1 in. 1985).
W metodzie tej kwas bicinchoninowy (BCA), s6l sodowa, rozpuszczalna w wodzie, wchodzi w
reakcje
z jonami miedzi tworzac purpurowe kompleksy w $rodowisku zasadowym. Instensywnosé
zabarwienia wzrasta wraz z koncentracjg bialka w probce. W poréwnaniu z metoda oceny bialek
wedlug Lowry’ego i innych, metoda BCA ma wigksza tolerancje uzytego kwasu do detergentéw
(toleruje 5% SDS i SDC) i buforéw (Smith i in. 1985).

Oceniono zmienno$¢ intensywnosci zidentyfikowanych bialek w probkach tej samej bulwy.
Srednie wspotczynnikow korelacji Pearsona byty bardzo wysokie, wynosity 0,95 lub 0,96, podobnie
srednie wynikow porownywanych pomiedzy bulwami wynosity od 0,93 do 0,95. Wyniki $wiadcza
o duzej powtarzalno$ci pomiarow, bardzo dobrym przygotowaniu prob do badania HPLC-
spektrometrig mas.

Porownano zmienno$¢ pomiedzy dwoma terminami izolowania biatek: $rednie
wspotczynnikow korelacji dla probek pobranych z bulw porazonych bakteriami wynosity 0,89; 0,91
i chociaz byly nizsze niz srednie probek traktowanych woda, 0,93; 0,94, to byty wysoko skorelowane.

Por6wnano tg samg metodg zmienno$¢ pomiedzy testowanymi odmianami: S$rednio
wspotczynnik korelacji prob pobranych z odmiany Irys i Humalda wynosit 0,78 (niezaleznie od
sposobu traktowania). Wyniki §wiadcza o znacznych réznicach w proteomach tych odmian.

Interesujace wydajg si¢ wyniki dla porownania probek pobranych z bulw traktowanych wodg i
bakteriami. W przypadku odmiany Irys rdznice sa wigksze, $rednia dla wspotczynnika korelacji
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wynosi 0,87 (zakres od 0,82 do 0,92), podczas gdy préby pobrane z odmiany Humalda byty bardzie do
siebie podobne, $rednia wynosita 0,93 (zakres 0,90 do 0,96).

Ze wstepnych badan na przyktadzie odmiany Humalda wyrdzniono 65 biatek, z ktorych kilka
jest zwigzanych z reakcja odpornosciowa rosliny. Praca ta jest w toku.

Wigksze obserwowane roznice na poziomie catkowitego proteomu, w wyniku inokulacji
bakteriami w poroéwaniu do kontroli, obserwowane w odmianie Irys niz w Humaldzie
prawdopodobnie wynikajg z posiadanego mechanizmu odpornosciodmiany Humalda.

W przypadku odmiany Irys w wyniku infekcji, obserwujemy wzmozong syntez¢ m.in. biatek
opiekunczych (czaperonin i biatek szoku cieplnego/stresu), o ktérych wiadomo, ze oddziatujg ze soba.
Jednakze, wsrod nich, nie udalo si¢ zidentyfikowa¢ biatek posiadajacych aktywnos$¢ enzymatyczna,
ktéra mogta by mie¢ wlasno$ci anty-patogenne.

W przypadku Humaldy natomiast, obeserwujemy mniejszg liczbe biatek syntezowanych tylko
w odpowiedzi na infekcje, nie poznane sg ich interakcje. Jednakze bialka, ktore sg syntetyzowane
w odpowiedzi na infekcj¢ maja silne wlasciwosci anty-patogenne w stosunku do D. solani. Sa to m.in.
dechitynazy oraz glikozydazy glukanow, ktore sa odpowiedzialne za mechanizm patogenezy D.
solani. Przypuszczalnie w odmianie Irys, bedacej odmiang wrazliwa w efekcie infekcji obserwujemy
stres komorkowy, angazujacy wiele biatek opiekunczych czy strukturalnych, jednakze nie prowadzacy
do ekspresji bialek mogacych zwalczy¢ bakterie. Odmiana Humalda natomiast, mozna powiedzie¢, ze
jest ,,przygotowana” do odpowiedzi na patogena. Bez koniecznosci uruchamiania zlozonych sieci
interakcji nowosyntezowanych bialek, nastepuje produkcja biatek przeciwdziatajacych infekcji jak np.
odpowiedzialnych za gojenie ran.

Whioski. Do dalszych badan wybrano metode nr. 2 izolacji biatek. Metoda ta wraz z procedurg

pobierania prob okazala si¢ wydajna i powtarzalna. Praca bedzie kontynuowana.
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