Zadanie 99 Badanie molekularnego mechanizmu odpornosci na kile kapusty
(Plasmodiophora brassicae) u roslin z rodzaju Brassica.

W roku 2015 badania prowadzono w ramach trzech tematéw badawczych.

Temat badawczy 1.
Zalozenie doSwiadczenia i inokulacja roslin.

Celem tematu bylo przygotowanie materiatu roslinnego, ktory nastepnie wykorzystywany
bedzie w kolejnych tematach badawczych przewidzianych do realizacji w roku 2015. Zadanie
obejmowato wybranie i przygotowanie nasion réznych genotypow z rodzaju Brassica, przygotowanie
podtoza do uprawy ro$lin, przygotowanie inokulum Plasmodiophora brassicae, wysiew nasion oraz
ich inokulacje. Zgodnie z zalozeniami uzyskano materiat roslinny do badan, sktadajacy si¢ z 7 r6znych
genotypow z rodziny Brassicaceae: 1. B. rapa var. capitata ECDO03 (rzepa); 2. B. oleracea var.
capitata cv. ‘Binsachsner’ (kapusta glowiasta); 3. B. oleracea var. acephala subvar. lacinata cv.
“Verheul’ (jarmuz); 4. B. oleracea var. capitata cv. ‘Kilaton F;’ (kapusta glowiasta); 5. B. napus var.
rapifera cv. ‘Wilhelmsburger’ (brukiew); 6. B. rapa L. subsp. pekinensis cv. ‘Bilko F;> (kapusta
pekinska); 7.B. napus L. var. napus cv. ‘Mendel F,’(rzepak). Podczas wysiewu pod kazde nasiono
aplikowano inokulum patogena otrzymane z porazonych przez P. brassicae Kkorzeni kapusty
glowiaste] odmiany ‘Kamienna glowa’. RoS$liny inokulowane oraz kontrolne byly wykorzystane do
przeprowadzenia analiz zaplanowanych w roku 2015.

Temat badawczy 2.
Obserwacja mikroskopowa i makroskopowa symptomow choroby oraz testy molekularne na obecno$¢
plazmodiowP. brassicae.

Celem tematu byta mikroskopowa oraz makroskopowa obserwacja symptoméw choroby na
ro$linach, a takze wykonanie testow molekularnych na obecnos¢ plazmodiow P. brassicae w badanym
materiale roslinnym oraz w glebie. W roku 2015 przeprowadzono po 105 obserwacji mikro- oraz
makroskopowych, a takze wykonano 210 testow molekularnych na obecno$¢ plazmodiow P.
brassicae dla materiatu roslinnego oraz 42 testy molekularne dla prob glebowych. Obserwacje
mikroskopowe prowadzono po 3-6 dniach od pojawienia si¢ pierwszych korzeni, przez okres 25 dni.
Pomimo, ze wszystkie badane genotypy sa okreslone jako odporne na kile kapusty, w komodrkach
wlosnikowych korzeni kazdego z nich stwierdzono wystgpowanie patogenu. Wystapily natomiast
znaczace roznice w terminie pojawienia si¢ wyksztalconych zoosporangiow od momentu wysiania
nasion. Najwczes$niej obserwowano je u kapusty pekinskiej odmiany ‘Bilko’, rzepaku odmiany
‘Mendel F;’ i kapusty glowiastej odmiany ‘Binsachsner’. Obserwacj¢ makroskopowa korzeni roslin na
obecnos¢ symptomow choroby wykonano po 35 dniach od momentu wysiania nasion do kuwet
wypelionych zainokulowanym podtozem. Pomimo, ze wszystkie badane genotypy sg opisane jako
odporne na kite kapusty, u niektorych z nich pojawily si¢ wyrazne objawy choroby. Najwigcksze
nasilenie objawOéw zaobserwowano u kapusty glowiastej odmiany ‘Binsachsner’ oraz jarmuzu
odmiany ‘Verheul’. Testy molekularne na obecno$¢ plazmodiow P. brassicae miaty na celu
potwierdzenie tozsamosci patogenu i okreslenie jego ilosci w badanych roslinach i w glebie. Zostaty
one przeprowadzone z wykorzystaniem dwoch metod: zagniezdzonej PCR (nested-PCR) i ilosciowe;j
PCR (real-time PCR). We wszystkich badanych roslinach oraz probkach podtoza stwierdzono
obecno$¢ materiatu genetycznego P. brassicae metodg jako$ciowa zagniezdzonej PCR. Ilosciowe
analizy metoda real-time PCR wykazaly wysokie st¢zenia patogenu zaréwno w roslinach, jak i w
glebie. Oznaczenia ilosciowe metoda real-time PCR wykazaly znaczne zrdéznicowanie stopnia
zasiedlenia ro$lin przez patogen. Najmniejsze zasiedlenie stwierdzono u brukwi odmiany



‘Wilhelmsburger® ($rednio 4,26x10" zarodnikéw w jednym gramie korzeni), a najwieksze u jarmuzu
odmiany ‘Verheul’ ($rednio 1,37x10™ zarodnikéw). Jednakze wystapienie objawow choroby nie byto
skorelowane ze stopniem zasiedlenia roslin przez patogen. Np. brukiew odmiany ‘Wilhelmsburger’
oraz kapusta glowiasta odmiany ‘Kilaton F;” w ocenie makroskopowej nie wykazaly objawow
choroby, pomimo wysokiego stezenia patogenu w korzeniach w granicach: 3,7x10" -
3,98x10%zarodnikow/1g. Wskazuje to, ze w roslinach tych nie dochodzi do infekcji wtornej. Porazenie
wszystkich badanych genotypow roslin Brassica przez P. brassicae wskazuje, ze nie sa one odporne
na kile kapusty, lecz wykazujg r6zny poziom tolerancyjnosci.

Temat badawczy 3.
Przygotowanie materiatu roslinnego oraz optymalizacja warunkow do analiz molekularnych cDNA -
AFLP.

Celem tematu bylo przygotowanie materiatu roslinnego oraz optymalizacja metod wstepnych
analiz molekularnych wykonywanych technika cDNA-AFLP. Wyizolowano material genetyczny w
postaci RNA z korzeni wysianych ro$lin kapustowatych. Zoptymalizowano warunki analiz
molekularnych cDNA-AFLP wykonywanych na materiale genetycznym pochodzacym z ro$lin
kapustowatych. Do analiz molekularnych pobrano korzenie roslin inokulowanych P. brassicae oraz
roslin kontrolnych przygotowanych w Temacie badawczym 1. Probki z ro§lin porazonych przez P.
brassicae pobrano trzykrotnie (po 5, 15 i 35 dniach od inokulacji), a z roslin kontrolnych (zdrowych)
tylko w jednym terminie, w 35. dniu po inokulacji. Optymalizacja metod analiz molekularnych
wykonywanych technika cDNA-AFLP obejmowata: ekstrakcj¢ catkowitego RNA, izolacje mRNA i
jego transkrypcje do cDNA, selektywne trawieniec ¢DNA enzymami restrykcyjnymi oraz
optymalizacj¢ preselekcyjnej reakcji PCR. Po optymalizacji wyzej wymienionych etapow cDNA-
AFLP, analizie poddane zostaty wszystkie pobrane proby. Przeprowadzono reakcje roznicujacej PCR
z uzyciem wybranych 50 par starterow dla 7 badanych genotypow: kontroli nieinfekowanej oraz roslin
infekowanych pobranych w 3 terminach. Produkty roznicujacych reakcji PCR rozdzielano w 6%
denaturujacych zelach poliakrylamidowych. Nastepnie zele wybarwiano w azotanie srebra i poddano
analizie. Podczas analizy elektroforetograméw produktow AFLP oceniano liczbe prazkow (produktow
AFLP), ich wielko§¢ oraz zroznicowanie pomiedzy roslinami kontrolnymi nieinfekowanymi,
a infekowanymi Plasmodiophora brassicae. Z testowanych 50 par starterow AFLP, 42 pary
pozwalaly na amplifikowanie fragmentow cDNA u badanych genotypow i analiz¢ markeréw AFLP.
Analizie poddano ponad 3400 produktow amplifikacji — fragmentow cDNA, ktore ulegaly
zroéznicowanej ekspresji u badanych genotypdéw — ro$lin zdrowych oraz infekowanych. Wstepna
analiza wykazata, ze u ro$lin infekowanych Plasmodiophora brassicae 40,8% produktow cDNA-
AFLP ulegato nadekspresji, a 40,3% byto wyciszonych, w poréwnaniu do roslin kontrolnych.
Najwicksza ogolng liczbe amplifikowanych fragmentow cDNA-AFLP otrzymano dla dwodch
badanych genotypow: brukwi odmiany ‘Wilhelmsburger’ oraz dla kapusty pekinskiej odmiany ‘Bilko
F1’. Najwicksza liczbe produktow amplifikacji AFLP specyficznych jedynie dla roslin infekowanych
Plasmodiophora brassicae otrzymano u odmiany kapusty glowiastej ‘Kilaton’ oraz u brukwi
‘Wilhelmsburger’ — u tych ro$lin nadeskpresji ulegato odpowiednio 44,2% oraz 43,9% genow.
Najwicksza liczbe genoéw, ktére ulegaly wyciszeniu pod wpltywem infekcji patogenem wykazano dla
ro$lin kapusty glowiastej ‘Binsachsner’ oraz dla jarmuzu odmiany ‘Verheul’ — odpowiednio 48,9%
oraz 47,3% analizowanych genow.

Podsumowujac, wstepne analizy wykazaty, ze infekcja Plasmodiophora brasiacae
spowodowala znaczne zmiany w transkryptomie badanych roslin kapustowatych. W zaleznosci od
gatunku 1 odmiany, nadekspresji ulegto od 34,8% do blisko 44,2% genéw, a wyciszeniu od 36,3% do
48,9%, w poréwnaniu do ro$lin zdrowych. Zmiany w ekspresji moga po czesci wynika¢ z indukcji



reakcji odpornosciowych, lecz takze ze stresu wywolanego infekcja i rozwojem choroby. Nalezy przy
tym wzig¢ pod uwage, ze analizowany mRNA wyizolowany z zainfekowanych roélin sktada si¢ z
transktryptomu ro$liny, lecz takze i patogenu. Rozroznienie pochodzenia transkryptéowpodlegajacych
zréznicowane]j ekspresji i okreslenie funkcji kodowanych przez nie biatek bedzie wymagato ich
zsekwencjonowania i poréwnania z sekwencjami zgromadzonymi w bazach danych, co bedzie
przedmiotem kolejnych etapow badan.



