Zadanie 96 Badania cytologicznych i biochemicznych mechanizméw odpornosci
roslin w patosystemach pomidor-Phytophthora infestans
oraz ogorek-Pseudoperonospora cubensis

W roku 2016 badania prowadzono w ramach trzech tematéw badawczych.

1. Oznaczenia wybranych parametréw fizjologiczno — biochemicznych w reakcji roslin na porazenie
patogenami w patosystemach: pomidor-P. infestans oraz ogérek-P. cubensis

Celem badan byty: (i) analizy intensywnosci generowania reaktywnych form tlenu w roslinach na
podstawie pomiaru poziomu rodnikdw nadtlenkowego i hydroksylowego, (ii) ocena zmian aktywnosci
enzyméw rosSlinnego uktadu antyoksydacyjnego oraz obronnego (dysmutazy ponadtlenkowej,
polioksydazy fenolowej, poligalakturonazy, dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, inhibitoréw proteaz
serynowych), (iii) oznaczenie poziomu substancji chronigcych przed atakiem patogendw (lignin, fenoli,
kalozy).

Dynamike zmian ww. parametréw okreslano przed oraz w trakcie infekcji patogenami (0 - 5 dpi).
Analizy przeprowadzano na 8 liniach pomidora (S. lycopersicum, S. pimpinellifolium, S. habrochaites,
S. pennelli) oraz 5 liniach ogdrka o znanych, okreslonych uprzednio poziomach odpornosci/podatnosci
na przedmiotowe patogeny. Ze wzgledu na odpornosé uzalezniong od wieku rosliny, linie pomidora
inokulowano w trzech fazach rozwojowych: rosliny 4-, 6- i 8-tygodniowe. Ogoérki inokulowano w fazie
2-3 lisci.

Sposrdod analizowanych reaktywnych form tlenu, w ogérku stwierdzono niewielki istotny wzrost
zawartosci rodnika hydroksylowego od 0 do 5 dpi P. cubensis; przy czym dynamika zmian byta wyzsza
dla linii odpornych w poréwnaniu z kontrolnymi liniami podatnymi. Poréwnanie aktywnosci
polioksydazy fenolowej w poréwnaniu z zawartoscig wolnych fenoli, wskazuje na odktadanie
polifenoli w $cianach komadrkowych, jako wazny mechanizm obronny. Ta obserwacja dotyczyta
szczegblnie linii  odpornych. Wzrastajgce aktywnosci poligalakturonazy oraz dysmutazy
ponadtlenkowej w trakcie symulowanego ataku patogena wskazuja na udziat tych enzyméw w
odpowiedzi na infekcje, szczegdlnie u linii odpornych.

W pomidorze zaobserwowano zmiany w czasie dla wiekszosci badanych parametréw, przewaznie w
roslinach 6-tygodniowych i 8-tygodniowych, co wydaje sie potwierdza¢ makroskopowe obserwacje
nabywania przez rosdliny odpornosci na P. infestans z wiekiem. Niewielki istotny wzrost zawartosci
obu badanych aktywnych form tlenu w czasie, zaobserwowano w roslinach 6-tygodniowych i
starszych, szczegdlnie w obu badanych formach S. habrochaites. Aktywnosci polioksydazy fenolowej,
poligalakturonazy oraz dysmutazy ponadtlenkowej wykazaty wzrostowe trendy w czasie, w roslinach
6-tygodniowych i starszych. Szczegdlnie wyraznie widoczna byta ta zaleznos¢ dla poligalakturonazy,
dla 6-tygodniowych linii odpornych. Rosliny 4-tygodniowe wykazaty tendencje wzrostowe tylko dla
zawartosci lignin, wskazujgc na ten mechanizm obrony przed wnikaniem, jako jedyny dostepny w tej
fazie. Formy 6- i 8-tygodniowe charakteryzowaty sie wzrastajacg zawartoscig fenoli, co moze
wskazywa¢ na mozliwos¢ odktadania polifenoli w $cianie komérkowej, jako mechanizm obrony
chemicznej przed patogenem. Tegoroczne obserwacje wskazujg na rdznice z aktywowanej obrony
pomidora przed P. infestans w zaleznosci od fazy rozwojowej: mtodsze rosliny gtéwnie wzmacniajg
Sciane komérkowa przed wnikaniem, a starsze aktywujg obrone chemiczng (produkcja aktywnych
form tlenu, odktadanie polifenoli, itp.).

2. Mikroskopowe analizy patosystemdédw pomidor-P. infestans oraz ogdrek-P. cubensis

Celem analiz byto: (i) uzycie barwienia DCF-DA do linii pomidora i ogdrka przed oraz po inokulacji
zawiesing patogena, (ii) uzycie zoptymalizowanego protokotu podwdjnego barwienia (aktyna i
kaloza) na roslinach przed oraz po inokulacji zawiesing patogena.




Barwienie DCFDA potwierdzito udziat aktywnych form tlenu w odpowiedzi na infekcje w obu
badanych patosystemach. W ogérku stwierdzono wzrastajgcy ich udziat w czasie, z jedynie
nieznacznym zwiekszeniem ich zawartosci w liniach odpornych w poréwnaniu z podatnymi. W
pomidorze, z racji testowania ros$lin w 3 fazach rozwojowych, uzyskany obraz byt bardziej ztozony.
Generalnie wzrastajgca z wiekiem roslin zawarto$¢ aktywnych form tlenu wykazywata réznice
specyficzne gatunkowo. Linie S. pimpinellifolium wykazaty wyrazny wzrost z wiekiem, szczegdlnie
widoczny dla roslin 8-tygodniowych. Intensywny wzrost aktywnych form tlenu zaobserwowano dla 6-
tygodniowej odpornej linii S. habrochaites, podczas gdy trend dla linii podatnej byt duzo fagodniejszy.
S. pennelli wykazato wzrost zawartosci w pdzniejszych fazach eksperymentu, szczegdlnie w starszych
roslinach, a ‘Rumba’ zareagowata wyraznym wzrostem jedynie w najstarszej badanej fazie.

Analizy konfokalne wskazaty uczestnictwo wigzek aktyny w odpowiedzi komdrkowej (odktadanie
papilli) w obu badanych patosystemach. Ten mechanizm nie podlegat intensyfikacji z wiekiem roslin
pomidora, ani nie wykazat istotnych réznic miedzy formami podatnymi a odpornymi obu badanych
gatunkdw roslin warzywnych, wskazujgc na powszechnosé tej reakcji na infekcje patogenami.

3. Analiza poréwnawcza ekspresji (QRT-PCR) wybranych genéw w komdrkach lisci obu gatunkdéw
przed inokulacjg patagenami.

Celem analiz byt dobér starteréw oraz optymalizacja profili termicznych gRT-PCR dla transkryptéw 20
gendw uczestniczgcych w obronie przed infekcjg w niezainokulowanych roslinach pomidora i ogérka.
Optymalizowano réwniez transkrypty detekcyjne patogendw: P. infestans (5) oraz P. cubensis (3).
Zsekwencjonowane amplikony wszystkich badanych linii ogérka, po identyfikacji (BLAST) zestawiono
bio-informatycznie. Wyniki wskazaty istnienie dwdch wewnetrznie spokrewnionych grup, w kazdej
jednak znalazta sie jedna kontrolna forma podatna. Wskazuje to na poprawny dobdér form do
projektu. Planuje sie podobne zestawienie dla amplikonéw pomidora po ich kompletnym
zsekwencjonowaniu.

Informacja o publikacji wynikéw w 2016 roku
Wyniki uzyskane w roku 2015 i 2016 zaprezentowano podczas miedzynarodowej konferencji XI™
Eucarpia Meeting on Genetics and Breeding of Cucurbitaceae 2016, Warszawa, 24-28 lipca 2016:

1. Marcin Nowicki, Urszula Kfosinska, Wojciech Szczechura, Elzbieta U. Kozik. 2016.
Transcriptome analyses of the cucumber - Pseudoperonospora cubensis pathosystem. In:
Kozik E.U., Paris H.S. (eds) Program and Abstracts of Cucurbitaceae 2016. Warsaw: 27.
(Poster + streszczenie w materiatach z konferencji — Zatgcznik 1).

2. Marcin Nowicki, Urszula Ktosifska, Wojciech Szczechura, Monika Markiewicz, Iwona Sowik,
Lech Michalczuk, Elzbieta U. Kozik. 2016. Cellular and biochemical mechanisms of cucumber
Resistance Against Pseudoperonospora cubensis. In: Kozik E.U., Paris H.S. (eds) Proceedings
of Cucurbitaceae 2016. Warsaw: 128-131.

(Prezentacja ustna + recenzowana publikacia w Proceedings z konferencji - Zatgcznik 2).
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Transcriptome analyses
of the cucumber-Pseudoperonospora cubensis pathosystem
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ABSTRACT

losses of the Cucurbitaceae crops in Poland and worldwide generated by the downy mildew-causing ocomycete

Pseudoperonospora cubensis, we undertook molecular analyses of the cucumber transcriptome. We constructed a qRT-PCR panel of over 20 genes with likely role
in response to P. cubensis infection based on the literature searches and EST/protein similarities with Arabidopsis thaliana and tomato. The panel included genes
from several PR (Pathogenesis-Related) families, Me-JA and SA biosynthetic pathways, general defense genes (callose synthase; lipoxygenase; VPE; etc.), and
several pathogen ESTs, normalized against CsEF1a. This gRT-PCR analytic panel was verified on five cucmber cultigens with varying responses to P. cubensis, after

optimization for T,, primer concentration, and number of cycles. A

were

detecting on RNA p at 4 dpi.

Resultant sequences were aligned to estimate genetic distance between the cucumber lines in relation to their £ cubensis response. This work provides proof-of-
concept for this analytic panel, to be used for concluding which pathways/genes play a role in P cubensis reaction. This analytic panel may well be employed for

other related studies.

INTRODUCTION

Downy mildew caused by Pseudoperonospora cubensis is a major threat to cucumbers grown in Poland
and worldwide. Although we succeeded in finding new sources of the pathogen resistance (1), and
elucidating the Inheritance of the trait (2,3), many other aspects of these materials remain to be
explained (4,5). Then, plant breeders and growers alike may benefit from the detailed knowledge to
faster deploy the resistance into the commercial pool of cucumber varieties.

Few studies so far addressed the transcriptome of the cucumber-P. cubensis pathosystem. In particular,
the research of the Day lab with their RNA-Seq allowed for significant insights into the pathogen modes
of infection (6,10,11). On the other hand, information is missing regarding important transcriptomic
reactions of cucumber, using easy-to-access methods.

Continuing our research on the resistant cultivars, and aiming to complement our biochemical and
microscopic studies (4,5), we undertook the transcriptome analyses of this pathosystem. Basing on the
resources developed for other important models (Arabidopsis, tomato), we constructed a panel for RT-
PCR of over 20 genes patentially involved in response to P. cubensis. This panel covers the pathogenesis-
related (PR) genes, Me-JA and SA synthesizing genes, common defence-related genes (callose synthase,
VPE, etc.), and pathogen-specific sequences. We present here proof-of-concept data on this analytic
panel.

We based our analyses on total RNA isolated from leaves of P. cubensis-resistant cucumber culitgens
(‘Ames 2354', Pl 197088, Pl 330628) and susceptible controls (Pl 175695, ‘Coclgreen’), inoculated with

PR genes Me-JAgenes Shgenes Defencegenss  NBS-LAR genes

Figure 3. Gel pictura of the PCR products of the analytic panel. Cucumber cDNA from the uninoculated lsaves of ‘Coolgreen’ was
used to cycling under optimized conditions [Ty, [MgCl,], cycle number], Genes are grouped according to the function. Lines on left-
hand side denote (from tha top) 300 bp, 200 bp, and 100 bp of the DNA ladder.

an aggressive local P. cubensis isolate. After ensuring RNA quality and
transcribed onto cDNA, and used in the gPCR (LightCyclerll 480). The cDNA from (un)inoculated leaves
was used to optimize the cycling parameters of the analytic panel and as the baseline (Tm, primer
concentration, number of cycles), while cDNA from the leaves at 4 dpi with P cubensis served for
pathogen-specific cDNA.

Genes for the analytic panel were chosen based on the general literature of plant pathology (fungi- and
ocomycete-derived diseases; 7,8,9,11). Respective genes sequences, unless reported previously, were
recovered from the protein-blast of their Arabidopsis and tomato homologues (NCBI BLAST). Primers
were constructed using Primer3 with default settings, except for T, changed to be close to 60 °C.

We used CsEFla (7) as respective cucumber house-keeping gene. We used 2 biological and 3 technical
replicates, and present the means of the data; the SDs were negligible and were ommitted here for the
clarity of presentation.

RESULTS AND DISCUSSION
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Figure 4. Typical result for data on qRT-PCR panel. Here, consengus sequence of Ames 2354' PR3:BasChit was analyzed
by NCBI BLAST (RNA database), resulting hits only for cucumber.

Compiled cucumber sequences from the analytical gRT-PCR panel were aligned using ClustalW (default
settings). Resulting neighbor-tree dendrogram from the analyzed transcripts indicates rather close
relationship among lines of this study, clustered into two groups (Figure 5). Notably, each group
contains a susceptible control line, which stresses that our cucumber cultigens panel was correctly
assembled.

Taking into account only few extensive cucumber qRT-PCR studies (7-9, 12), our work could be used as
an economically-feasible alternative to RNASeq transcriptome analyses (6,10,11). Moreover, this

Isolated totalRNA showed good quality for further downstream applications (measured analytical panel may be used in numerous related studies of the species, focusing on molecular aspects
spectroph i and visualized on EtBr agarose gels). F gen-i lated plants of resi against biotic and abiotic stresses alike, due to its covering genes from respectively
showed typical downy mildew reactions, as per their resistance levels, described previously (1-3) (Figure important p. ys. With its il and confi in our P cubensis research, we hope to

1).

Figure 1. Leaves of P. cubensis-susceptible cucumbar ‘Coolgreen’  Figure 2. Optimization of Tm (A) and primer conc. (B) for PeACT:

of transcript. Annealing temperatures of 55 °C (left) to 65 °C (right)
were used for 40 cycles, on cONA from 4 dpi ‘Coolgreen’ leaves.
Primers were used in denoted concentrastion [isM)] for 35 cycles.
Blue lines indicate ladder DNA for 500 bp, 400 bp, and 300 bp
{from top to bottom).

4 dpi), sampled for the study. The 4 dpi stage (right) showad
symptoms typical for early downy mildew, later reaching
sporulationantha bottom sida of the leaves.

We optimized three crucial parameters of each of the panel's amplicons: annealing temperature (Tm),
primer concentration, and number of cycles (Figure 2). Resultant specific qRT-PCR products (Figure 3)
from each cucumber line undergoing the study, were sequenced to confirm the amplified genes’
identities. The same procedure was used for pathogen-specificamplicons (Actin-A, ITS, PscRXLR1).
Sequences obtained from each cultigen and for each amplicon in the panel were then verified using
NCBI BLAST ( d datab igure 4).

From the chosen analytic panel, we succeeded in confirming and verifying the sequences of all target
genes on the cucumber cDNA (Figures 3 and 4). Overall, the genes in the panel represent 6 PR families
(8 genes in total); pathways for Me-JA and SA synthesis (5 and 3 genes, respectively), 3 defence-related
genes, and 3 pathogen-specific genes.
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