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

Celem zadania w roku 2017 byta makro- i mikroskopowa analiza rozwoju infekcji u kapusty
glowiastej, kapusty pekinskiej, jarmuzu, brukwi, rzepy i rzepaku réznigcych si¢ poziomem i typem
odpornosci na kite kapusty; testy molekularne na obecno$é¢ zarodnikow P. brassicae w korzeniach
tych roslin i w glebie; analiza transkryptomow porazonych i zdrowych roslin wybranych genotypow
polegajaca na  re-amplifikacji ~ wybranych  rdéznicujacych  produktow  cDNA-AFLP,
ich sekwencjonowaniu i wstepnej analizy homologii oraz analiza ekspresji genéw zaangazowanych
w reakcje odporno$ciowe roslin podczas infekc;ji.

W roku 2017 badania prowadzono w ramach trzech tematdw badawczych.

Temat badawczy 1. Analizy makro- i mikroskopowe rozwoju choroby u badanych genotypéw
podczas infekcji réoznymi patotypami patogena; testy molekularne na obecnosé¢ zarodnikow
P. brassicae w korzeniach roélin i w glebie podczas infekeii.

Zgodnie planem w roku 2017 wykonano mikroskopowa i makroskopowsa oceng nasilenia
infekcji i symptomow choroby oraz okreslenie ilosci patogena w badanych roslinach i w podtozu przy
pomocy testow molekularnych (real-time PCR). Temat zostat zrealizowany w 100%.

Materiat ro$linny do badan stanowito siedem genotypow roslin z rodziny Brassicaceae:
1) B. rapa var. capitata ECDO03 (rzepa); 2) B. oleracea var. capitata cv. ‘Binsachsner’ (kapusta
glowiasta); 3) B. oleracea var. acephala subvar. lacinata cv. ‘Verheul’ (jarmuz); 4) B. oleracea var.
capitata cv. ‘Kilaton F1i’ (kapusta glowiasta); 5) B. napus var. rapifera cv. ‘Wilhelmsburger’
(brukiew); 6) B. rapa subsp. pekinensis cv. ‘Bilko F1’ (kapusta pekinska); 7) B. napus var. napus cv.
‘Mendel F1’(rzepak). Inokulum zawierajagce 10%/ml zarodnikéw patogena uzyskano poprzez
homogenizacje korzeni kapusty glowiastej porazonej przez P. brassicae. Pasazowanie na wybranych
ro$linach wedhug metody Williamsa (1966) pozwolito wyizolowaé i okresli¢ 2 patotypy: Pbh9 i Pb3.
Inokulum Pb9 wykorzystane zostato do analiz wykonanych w 2017 roku, natomiast inokulum Pb3
bedzie wykorzystane do analiz zaplanowanych do realizacji w roku 2018.

Obserwacje makroskopowe rozwoju choroby przeprowadzono na losowo wybranych
roslinach. Podczas obserwacji makroskopowych roslin infekowanych P.brassicae Pb9 w 10. dniu od
wysiania nasion nie obserwowano symptoméw choroby na korzeniach. W 20. dniu od wysiania nasion
obserwowano pierwsze symptomy choroby — najsilniejsze u brukwi odmiany ‘Wilhelmsburger’
($rednie porazenie (SP) wyniosto 0,3) oraz na pojedynczych korzeniach u kapusty pekinskiej ‘Bilko
F1I’ i jarmuzu ‘Verheul’. W 35 dniu od wysiania nasion obserwowano symptomy choroby
u wszystkich badanych genotypdw. Najwieksze nasilenie objawow chorobowych w postaci wyrosli
zaobserwowano na korzeniach brukwi ‘Wilhelmsburger’ (SP 3.0), rzepaku ‘Mendel F1° (SP 3,0),
kapusty gtowiastej ‘Kilaton F1° (SP 2,1) oraz kapusty pekinskiejBilko F1’ (SP 2,0), a najmniejsze
u rzepy ECDO03 (SP 0,13).

TIlosciowe analizy metodg real-time PCR z zastosowaniem wyznakowanej fluorescencyjnie
sondy molekularnej wykazaty wysokie stezenie patogena zaréwno w korzeniach ro$lin, jak
i W inokulowanym podiozu. W przeliczeniu na liczbe spor, $rednia ilo$¢ patogena w podlozu
inokulowanym przed siewem roslin wynosita okoto 10’ w 1 g podtoza we wszystkich kuwetach.
W podtozach, w ktorych rosty rzepa ECDO3, brukiew ‘Wilhelmsburger’, jarmuz ‘Verheul’, kapusta
glowiasta ‘Kilaton F1°, kapusta pekinska ‘Bilko F1’ oraz rzepak ‘Mendel F1’ nastgpit wzrost
zawartosci zarodnikow P. brassicae, natomiast w kuwetach, w ktorych rosty rosliny kapusty
glowiastej ‘Binsachsner’ ilo§¢ spor zmalata w poréwnaniu do ilo$ci poczatkowe;.



Wyniki analizy real-time PCR w korzeniach ro$lin, wykonanych po uptywie 10, 20 i 35
dniach od wysiania nasion wykazaty podobne zalezno$ci dla wszystkich badanych genotypow. Ilosé
spor w korzeniach zbieranych po 10 dniach wynosita od 1,2x10° do 2,0x10. Po 20 dniach od wysiania
nasion ilo$¢ spor w korzeniach zmalata znacznie u wszystkich badanych genotypow, a po35 dniach
nasion nastapit znaczny wzrost ilosci spor w korzeniach brukwi ‘Wilhelmsburger’ oraz rzepaku
‘Mendel F1°, natomiast u rzepy ECDO03, jarmuzu ’Verheul’ oraz kapusty glowiastej ‘Kilaton F1°, ilos¢
spor ulegta zmniejszeniu w stosunku do poczatkowej ilosci.

Obserwacje mikroskopowe rozpoczynano w 4 dniu od wysiewu nasion, a dla odmiany
‘Wilhelmsburger’ w 10 dniu od wysiania nasion. Najwigkszg maksymalng liczb¢ plazmodiow we
wlosnikach zaobserwowano u roslin rzepaku ‘Mendel Fi’(maksymalnie 63 plazmodia na korzen,
$rednio 25). Podobnie wysoka, maksymalng i $rednig liczbg plazmodidw na korzen obserwowano
u roslin rzepy ECDO03. Najmniejszg liczbg plazmodiéw obserwowano u jarmuzu ‘Verheul’ (§rednio
1,3 plazmodiow na korzen, a maksymalnie jedynie 5). Najwczesniej, bo juz w 4 dniu od wysiania
nasion, plazmodia we wlosnikach obserwowano u roslin kapusty pekinskiej ‘Bilko Fi’oraz rzepy
ECDO03. Najpozniej — w 10 dniu od wysiania nasion — obserwowano plazmodia we wlosnikach
kapusty glowiastej ‘Binsachsner’ oraz brukwi ‘Wilhelmsburger’. Srednio najwicksza liczbe
plazmodiow w korzeniach wto$nikowych obserwowano miedzy 11 a 15 dniem od wysiania nasion
u wigkszosci genotypow. Wyjatek stanowity rosliny jarmuzu ‘Verheul’, u ktérych liczba plazmodiow
wzrastata w 7 dniu od wysiania, nastgpnie malala, aby znowu wzrosngé w dniu 14. U ros$lin kapusty
glowiastej ‘Kilaton’ najwyzsza liczbe plazmodiéw obserwowano w dniu 10, a nastgpnic w 19,
co moze $wiadczy¢ o wtornej infekcji.

Temat badawczy 2. Wstepna analiza poziomu ekspresji genOw zaangazowanych w reakcje

odporno$ciowe podczas infekcji badanych genotypow réznymi patotypami patogena.

Celem tematu badawczego 2. byta wstepna analiza poziomu ekspresji genow zaangazowanych
w reakcje odpornosciowe podczas infekcji badanych genotypdéw rdéznymi patotypami patogena (Pb2
oraz Pb9). W ramach tematu zaprojektowano startery oraz optymalizowano warunki reakcji real-time
PCR dla czterech genéw zaangazowanych w reakcje odpornosciowe kodujacych biatko G
(rozpoznanie patogena), biatko NPR1 (aktywacja genéw PR), oksydaz¢ NADPH (biatko RbohG) oraz
dysmutaze SOD (metabolizm ROS). Wszystkie analizy real-time PCR prowadzono przy uzyciu
odczynnikéw wykorzystujagcych w pomiarze interkalujagcy barwnik SybrGreen. Poziom ekspresji
poszczegdlnych gendw wyrazony zostat jako wzgledna ilos¢ mRNA, normalizowana w stosunku do
genu referencyjnego kodujacego podjednostke 18S rRNA. Temat zostat zrealizowany w 100%.

U wszystkich badanych genotypéw stwierdzono wzrost ekspresji wybranych genow
zaangazowanych w reakcje odpornosciowe u roslin zainfekowanych P. brassicae, aczkolwiek efekt
byl zalezny zaréwno od genotypu rosliny, jak i patotypu patogena. Najwyzszy poziom wzglednej
ekspresji badanych genéw odpornosciowych obserwowano u 3 badanych genotypéw: brukwi odmiany
‘Wilhelmsburger’, jarmuzu odmiany ‘Verheul’ oraz kapusty glowiastej ‘Kilaton Fi’. Najnizszy
poziom wzglednej ekspresji badanych genow odpornosciowych obserwowano u rzepy ECDO03,
kapusty glowiastej ‘Binsachsner’, kapusty pekinskiej ‘Bilko Fi’ oraz rzepaku odmiany ‘Mendel F1’.

Wzgledna ekspresja genu kodujacego dysmutazg ponadtlenkowa (SOD) u jarmuzu ‘Verheul’,
kapusty glowiastej ‘Kilaton F1° i brukwi ‘Wilhelmsburger’ zainfekowanych patotypem Pb9 byta
kilka do kilkunastu razy wyzsza niz u pozostalych genotypow. W przypadku patotypu Pb2 najwyzsza
ekspresje tego genu stwierdzono u rzepy ECDO03, kapusty glowiastej ‘Kilaton F;’ oraz jarmuzu
“Verheul’. W przypadku genu kodujacego biatko G, wyrazny wzrost wzglednej ekspresji nastapit
tylko u roslin jarmuzu odmiany ‘Verheul’, infekowanych zaréwno patotypem Pb9, jak i Pb2,W kilku
przypadkach obserwowano, ze wzrost wzglednej ekspresji tego genu byt widoczny dopiero w 20 dniu



od wysiana nasion do inokulowanego podtoza, po czym nastapit spadek jego ekspresji w 35. dniu
u kapusty gltowiastej ‘Kilaton F;’ i kapusty glowiastej ‘Binsachsner’ infekowanych patotypem Phb9
oraz u kapusty gltowiastej ‘Kilaton F1” i u rzepaku ‘Mendel F1’ podczas infekcji patotypem Pb2. Tylko
U jednego genotypu — jarmuzu odmiany ‘Verheul’ infekowanego patotypem Pb9 — stwierdzono
wyrazny wzrost ekspresji genu kodujacego biatko NPR1 w czasie trwania do§wiadczenia. Natomiast
u kapusty gtowiastej‘Kilaton F1” infekowanej patotypem Pb9 oraz Pb2, obserwowano spadek ekspresji
tego genu w czasie. W przypadku genu kodujacego biatko RbohG (oksydaz¢ NADPH) najwyzszy
wzgledny poziom ekspresji obserwowano w 10. oraz 35. dniu od wysiania nasion u brukwi odmiany
‘Wilhelmsburger’ oraz jarmuzu odmiany ‘Verheul’. Najwiekszy wzrost ekspresji genu kodujacego
biatko RbohG w 20. dniu od wysiania nasion obserwowano u 2 genotypoéw infekowanych patotypem
Pb2: u rzepy ECDO03 oraz kapusty pekinskiej ‘Bilko F1’. U roslin kapusty gtowiastej ‘Kilaton Fy’
infekowanych Pb9 i1 Pb2, oraz kapusty glowiastej ‘Binsachsner’, jarmuzu ‘Verheul’, brukwi
‘Wilhelmsburger’ oraz rzepaku ‘Mendel F1’ infekowanych patotypem Pb2 obserwowano spadek
ekspresji tego genu w czasie trwania do§wiadczenia.

Poroéwnujac wartos$ci wzglednej ekspresji badanych genow, wywnioskowa¢ mozna, ze infekcja
patotypem P.brassicae Pb9 wywotuje silniejszg reakcj¢ komorki na stres wywotlany porazeniem przez
patogena.

Temat badawczy 3. Analiza transkryptomow porazonych i zdrowych roélin 7 genotypdw z rodzaju
Brassica metoda cDNA-AFLP.

Zgodnie z planem, w ramach tematu badawczego 3. kontynuowano analiz¢ cDNA-AFLP
u siedmiu genotypdw z rodzaju Brassica z wykorzystaniem kolejnych 85 par primeréw
roznicujgcych. Temat zostat zrealizowany w 100%.

Do analiz pobrano korzenie ro$lin rosngcych w podtozu inokulowanym P. brassicae oraz
roslin kontrolnych. Probki do analiz pobrano trzykrotnie: po 10, 20 i 35 dniach od inokulacji.
Z testowanych 85 par starterow AFLP, 70 pozwolito na amplifikowanie fragmentéw cDNA
u badanych genotypow i analiz¢ markerow AFLP. Analizie poddano ponad 3700 produktow
amplifikacji — fragmentow cDNA — ktore ulegaty zrdznicowanej ekspresji u badanych genotypow —
roslin zdrowych oraz infekowanych. Wstepna analiza wykazata, Ze u roslin infekowanych P.brassicae
43,5% produktow cDNA-AFLP ulegato nadekspresji, a 36,4% bylo wyciszonych, w poréwnaniu do
roélin kontrolnych.Najwicksza ogdlna liczbe amplifikowanych fragmentow cDNA-AFLP otrzymano
dla dwoch badanych genotypéw: brukwi odmiany ‘Wilhelmsburger’ oraz kapusty pekinskiej ‘Bilko
F1°. Najwieksza liczbg produktow amplifikacji AFLP specyficznych jedynie dla ro$lin infekowanych
P. brassicae otrzymano u kapusty glowiastej odmiany ‘Kilaton Fi’ oraz dla jarmuzu odmiany
“Verheul” — u tych roslin nadekspresji ulegato odpowiednio 53,1% oraz 44,6% genéw. Najwicksza
liczbe genow, ktore ulegaty wyciszeniu pod wptywem infekcji patogenem stwierdzono u roslin brukwi
odmiany ‘Wilhelmsburger’— prawie 45% wszystkich analizowanych genéw oraz u rzepy ECDO03 —
42% wszystkich genow.

W roku 2017 reamplifikowano oraz sekwencjonowano kolejnych 50 produktow AFLP
wykazujacych zréznicowang ekspresje u roslin zainfekowanych i zdrowych. Sposrod nich, 29 uleglo
nadekspresji, a 21 wyciszeniu u ro$lin infekowanych. Analiza BLAST wykazata, ze spo$rdd 29 genow
ulegajacych nadekspresji u ro$lin infekowanych, 22 geny byty homologiczne do genéw kodujacych
znane biatka roslinne. Biatka te biorg udziat w regulacji ekspresji genéw (odwrotne transkryptazy oraz
polimerazy RNA, biatka z domeng zinc finger, czynniki transkrypcyjne); transporcie komoérkowym
(biatkowy transporter 4); potranslacyjnej modyfikacji biatek (biatkowa ligaza ubikwityny E3),
budowie cytoszkieletu (hydrolazy glukanu oraz formin) czy innych procesach komérkowych (m.in.:
fosforylaza pirydyn, dehydrogenaza NADH oraz oksydoreduktazy ubichinonu). Dla 6 z nich



wykazano homologi¢ do znanych biatek zaangazowanych w reakcje odporno$ciowe u roslin: biatko
PDCDI, kinaze serynowo-treoninowa ATM, dehydrogenaz¢ B7 oraz hydrolaze Sgpp, oksygenazy
flawonoidéw oraz biatko z domena SNARE. Dla 1 genu analiza homologii wykazata podobienstwo do
genu kodujacego biatko o nieznanej funkcji, a dla 2 genow (pochodzacych prawdopodobnie od
patogena) wykazano homologi¢ do biatek kodujacych transporter ABC oraz oksydoreduktaze NADH.
Dla 7 genéw z tej grupy analiza BLAST nie wykazata homologii do zadnego z gendw/sekwencji
zgromadzonych w bazie NCBI.

Sposrod 21 genow, ktore ulegaty wyciszeniu u roslin infekowanych, dla 14 stwierdzono homologi¢ do
gendw zgromadzonych w bazie NCBI. Kodujg one biatka zaangazowane w regulacje ekspresji genow
(czynnik transkrypcyjny, biatko wigzace DNA, biatko z domeng zinc finger, odwrotna transkryptaza,
polimeraza RNA), transport komorkowy (biatko NRTL1/PTR, zwl0, rabll), potranslacyjne
modyfikacje biatek (ligaza ubikwityny PUB23) i biorgce udzial w innych procesach komdrkowych
(syntazy ATP, kinaza fosfatydyloinozytolu). Dla jednego z genoéw analiza homologii wykazata
podobienstwo do genu kodujgcego biatko o nieznanej funkcji. Dla 7 gendw z tej grupy analiza BLAST
nie wykazata homologii do zadnego z genow/sekwencji zgromadzonych w bazie NCBI

Tabela. Profil ekspres

jny fragmentéw cDNA-AFLP sekwencjonowanych w roku 2017, ich homologia i funkcja.

fragment starter wielko$¢ E
Lp. cDNA- Y produktu odmiana* Homologia BLAST funkcja
AFLP value
AFLP [pz]
nadekspresja w roslinach infekowanych P. brassicae
k.pekinska ‘Bilko’, rzepak . inne
1| 15-116 | P-GA/M-GT 145 ‘Mendel’, jarmuz ‘Verheul’, NA('?]'; d‘é‘;hf:]reogégs?el;“;’guf't 5 1e% (oddychanie
k.glowiasta ‘Kilaton’ gene, ) komorkowe)
T , . reverse transcriptase, RNA- .
2 21-135 P-TT/M-GG 123 k glowiasta K};ll?lt:;n - k-pekitiska dependent DNA polymerase, 0,043 ekspr)erg:jlia;ﬁéw
0TG33339.1
) E ) rzepak ‘Mendel’, zinc finger protein ZAT5, 33 regulacja
8 23-135 P-TT/M-GG 345 brukiew* Wilhelmsburger’ XP_011469606.1 ae ekspresji genéw
) R ) k.pekifiska ‘Bilko’, jarmuz aldehyde dehydrogenase family 2 " reakcje
4 26.1-140 P-TT/M-CG 437 ‘Verheul’ member B7, XP 004297642.1 le odpornosciowe
e s . haloacid dehalogenase-like -
5 | 26.2-140 | P-TT/M-CG 327 k'pekmSlff/elrShlg;(l), »Jarmuz hydrolase domain-containing 5% od ;izlg?c?owe
protein Sgpp, XM_004300236.2 P
_ R R jarmuz ‘Verheul’ k.pekinska -
6 29-159 P-TA/M-TC 150 ‘Bilko’ rzepak ‘Mendel brak homologii
- kglowiasta | oxylating nicotinate-nucleotide 2 ihne
7 43-87 P-AC/M-TG 457 Binsachsner’ k.glowiasta ‘Kilaton’, diohosphorviase. WP 005220475 1 6e (synteza
k.pekinska ‘Bilko’, rzepak ‘Mendel’ phosphorylase, - ) pirydyny)
jarmuz ‘Verheul’,rzepa - r .
8 | 46-87 | P-ACIM-TG 171 ECDO3 k. glowiasta ‘Kilaton’, | 2PN fgg[tlosrogggstns like, | 0081 s rfgs.'iaclefmw
k.pekinska ‘Bilko’, rzepak ‘Mendel’ - ) Presitg
k.glowiasta ‘Kilaton’,
9 | 4787 | P-ACIM-TG 169 farmuz *Verheul’, 9'yce“"'f('ghggggj;gg”fp"”er “ | oo | | Uanspon
k.pekinska ‘Bilko’, rzepak ‘Mendel’ - ) Wy
k.glowiasta ‘Kilaton’,brukiew ethylene-responsive transcription requlacia
10 48-87 P-AC/M-TG 166 ‘Wilhelmsburger’, k.glowiasta factor ERF109-like, 5g% eks rgs'i Jenéw
‘Binsachsner’ XM_004294762.2 presitg
k.pekifiska ‘Bilko’, brukiew
11| 51-87 | P-ACIM-TG 169 Vilhelmsburger’, k.glowiasta brak homologii
Binsachsner’ jarmuz ‘Verheul’,
k.glowiasta ‘Kilaton’,rzepak ‘Mendel’
k.glowiasta ‘Kilaton’,jarmuz - Lo
) ) ) . R ., . formin-like protein 3 isoform X1, 14 budowa
12 54-92 P-GG/M-AC 144 Verheul ,k.pe‘:kmska }3111(0 R XP_004289149.1 7e cytoszkieletu
rzepak ‘Mendel
; ) k.pekinska ‘Bilko’, k.glowiasta .
13 56-92 P-GG/M-AC 157 “Kilaton" rzepak ‘Mendel brak homologii
. R . xyloglucan
14 58-92 P-GG/M-AC 143 rzepak M‘e ndel’, k,'gh)WlaSta endotransglucosylase/hydrolase, 8e1® budowa
Kilaton XP 0072173422 cytoszkieletu
rzepa ECDO3, jarmuz ‘Verheul’,
15 | 60-105 P-GA/M-AA 284 k.glowiasta ‘Kilaton’, k.pekinska brak homologii
‘Bilko’,rzepak ‘Mendel’




brukiew

} ] 3 ‘Wilhelmsburger’ k.glowiasta programmed cell death 1 (PDCD1), reakcje
16 | 62-105 | P-GAM-AA 412 ‘Binsachsner’ k pekifiska ‘Bilko’, XM_017810508.1 48L | dpornosciowe
rzepak ‘Mendel’
rzepa ECDO3, k.glowiasta . . . .
17 | 66-108 | P-GAIM-TT 195 ‘Binsachsner’ jarmuz “Verheul’, ATM )S(el\r/:”glltm%osné;‘g 'I'”ase' 089 | ;fflzg’c‘fo .
k.glowiasta ‘Kilaton’ - ) P W
rzepa ECDO03, brukiew potranslacyjna
) R ‘Wilhelmsburger’, E3 ubiquitin-protein ligase, L0
18 | 67-108 | P-GAM-TT 193 k.glowiasta “Kilaton’, XM_013872977.1 9,92 mog?’f;kﬁqa
k.pekifiska ‘Bilko’ 1ate
brukiew ‘Wilhelmsburger’,
19 68-108 P-GA/M-TT 195 rzepa ECD03,jarmuz brak homologii
‘Verheul’ k.glowiasta ‘Kilaton’
k.pekinska ‘Bilko’, jarmuz - -
. , L R DNA-directed RNA polymerase | 16 regulacja
20 6-111 P-GA/M-AG 151 Verheul ,k.glo‘wmsta I,(llaton , subunit rpal, XP_011469851.1 3e ekspresji genow
rzepak ‘Mendel -
}( ‘g.l owlasta Klla,ton ’erk.leW flavanone 3-dioxygenase, PchC reakcje
21 | 70-108 P-GA/M-TT 192 Wilhelmsburger’, k.gtowiasta superfamily. XP_ 002521659 1 0,007 odpornosciowe
‘Binsachsner’, k.pekinska ‘Bilko’ P Y, A ) P
22 | 72-108 | P-GAIM-TT 146 | Kpekifiska Bilko', k glowiasta brak homologii
Binsachsner’, k.glowiasta ‘Kilaton
75- carbohydrate ABC transporter 115 transport
23 110** P-GAIM-TA 601 rzepa ECDO3 permease, WP_037095955.1 8e komérkowy
brukiew ‘Wilhelmsburger’, ] o . . .
24 | 77-110 | P-GAIM-TA 370 rzepa ECD03 k. glowiasta snare d‘;z’;a'gog%rzg'lrggglpmte'”' e | ;‘;ﬁggﬁowe
‘Binsachsner’ = ) P
brukiew ‘Wilhelmsburger’, rzepa
25 78-110 P-GA/M-TA 208 ECDO03 k.gtowiasta ‘Binsachsner’, brak homologii
k.glowiasta ‘Kilaton’
rzepak ‘Mendel’, k.glowiasta
) ) ) ‘Binsachsner’ jarmuz uncharacterized protein, 17 .
26 8-111 P-GAIM-AG 164 ‘Verheul’ k.gltowiasta ‘Kilaton’, XM_004301763.1 le nieznana
k.pekinska ‘Bilko’
rzepa ECDO03,jarmuz NF-X1-type zinc finger protein regulacja
27 9-116 P-GA/M-GT 91 Verheul ,k._g%owuist'ft K,11at0n R NFXL2, XM 009123914.2 3,6 ekspresji genow
k.pekinska ‘Bilko -
jarmuz ‘Verheul’ k.glowiasta kit . inne
28 11-116 P-GA/M-GT 144 ‘Kilaton’, k.pekinska ‘Bilko’, NAEP:I ilrjlbéql;(lnMong;;xllgﬂid?ui:tase 5et" (oddychanie
rzepak ‘Mendel’ ' - ) komoérkowe)
_ k.glowiasta ‘Kilaton’,rzepa o . inne
20| %g** P-GA/M-GT 148 ECDO3 jarmuz “Verheul’, NSAUE;'“?LI’_'”\(,’\?F? %’gg‘l"r‘%‘é‘;ﬁse 16 (oddychanie
k.pekinska ‘Bilko’, rzepak ‘Mendel’ ’ - ) komérkowe)
wyciszenie w ro$linach infekowanych P. brassicae
30 10-116 P-GA/M-GT 150 rzepa ECDO%Jam}uz Vf:rheul ’ brak homologii
k.pekinska ‘Bilko
} ) ) jarmuz ‘Verheul’, k.pekinska protein NRT1/PTR family 4.6-like, 10 transport
81| 12116 | P-GAM-GT 186 “Bilko’ XP_012852935.1 2e komérkowy
) i i . e s putative DNA-binding protein regulacja
32 14-116 P-GA/M-GT 102 k.glowiasta ‘Kilaton ESCAROLA, XM 011466718.1 1,91 ekspresji genow
k.pekinska ‘Bilko’, jarmuz .
33 16-116 P-GA/M-GT 149 “Verheul” k glowiasta “Kilaton’ brak homologii
zinc finger amd BTB domain requlacia
34 | 18-135 | P-TT/M-GG 413 rzepa ECDO3, k.pekifiska ‘Bilko’ containing protein (ZBTB20), 0,0061 gu'acja
ekspresji genéw
XM_016137794.1 presiig
35 | 24-140 | P-TT/M-CG 84 jarmuz *Verheul’, k glowiasta brak homologii
Kilaton
. .. s . . inne
36 30-159 P-TA/M-TC 155 J‘arr‘nuz \’/erheul_,' k.gl?\ylast’a ATP synthase CFO subunit 1, 3013 (oddychanie
Kilaton’, k.pekinska ‘Bilko ARDO02209.1 komérkowe)
: O > i ; inne
37 | 31-159 | P-TAIM-TC 154 k.glowiasta gl.‘l‘lt("‘,‘ - k.pekifiska ATP %‘tgg%‘gggfog fha'”' 262 (oddychanie
tiko - ) komérkowe)
rz?g?n]iacclﬁgsérlf'g.’;mﬁta eucaryotic translation initiation requlacia
38 39-87 P-AC/M-TG 127 . , T, jarme , factor 3 subunit A-like, 2e%7 gulacja
Verheul’ k.gtowiasta ‘Kilaton’, P 013718615.1 ekspresji genow
k.pekinska ‘Bilko’, rzepak ‘Mendel’ - )
brukiew ‘Wilhelmsburger’ . .
) . e s centromere/kinetochore protein transport
39 3-111 P-GA/M-AG 401 k.glowiasta Iféllelllt(c:,l , k.pekinska w10 homolog, XM_011102167.2 6,21 komorkowy
} ) R k.glowiasta phosphoribosylformylglycinamide o7 inne
40 | 44.1-87 P-ACIM-TG 350 ‘Binsachsner’ k.glowiasta ‘Kilaton’ synthase, WP_006008931.1 8e (synteza puryn)




k.glowiasta

hypothetical protein,

4| 4587 | P-ACIM-TG 107 ‘Binsachsner’ k.glowiasta “Kilaton’ WP_049950282.1 3,74 nieznana
) ) k.glowiasta ‘Kilaton’, k.pekifiska rab11 family-interacting protein 1- transport
42| 5592 | P-GG/M-AC 134 Bilko’, rzepak ‘Mendel like, XM 0084190452 0.991 |\ omérkowy
~ ; ) k.pekinska ‘Bilko’, k.glowiasta .
43 57-92 P-GG/M-AC 143 ‘Kilaton” rzepak ‘Mendel’ brak homologii
. s . Lo - potranslacyjna
i ] 3 rzepak ‘Mendel’, k.glowiasta E3 ubiquitin-protein ligase PUB23- T
44| 5992 | P-GG/M-AC 148 Kilaton” k pekifiska ‘Bilko’ like, XM_010241195.1 141 mog{:;:fqa
} ] ) . . s DNA-directed RNA polymerase | 14 regulacja
45 5-111 P-GA/M-AG 149 k.glowiasta ‘Kilaton subunit rpal, XP 011469851.1 le ekspresji gen6w
46 | 63-105 | P-GAIM-AA 133 brukiew " Wilhelmsburger’ brak homologii
.glowiasta ‘Binsachsner
T inne
) ) ) . o s phosphatidylinositol 4-phosphate 42 .
47 | 64-105 P-GA/M-AA 301 k.glowiasta ‘Binsachsner 5-kinase 7-like, XP_008218794.1 2e (r?zyvt?J
wlo$nikow)
48 7-111 P-GA/M-AG 111 k.pekinska ‘Bilko’, rzepak ‘Mendel’ brak homologii
) g ) k.glowiasta ‘Kilaton’ k.glowiasta putative reverse transcriptase, regulacja
49| 22135 | P-TTIM-GG % ‘Binsachsner’, k pekifiska ‘Bilko’ 0TG33339.1 0.41 | ospresji genow
k.gtowiasta
50 | 44.2-87 P-AC/M-TG 159 ‘Binsachsner’ k.glowiasta ‘Kilaton’, brak homologii

k.pekinska ‘Bilko’, rzepak ‘Mendel’

* w pierwszej kolejnosci wymieniono t¢ odmiang, z ktorej dany fragment byt izolowany
** gen prawdopodobnie pochodzacy od patogena
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Poszukiwanie molekularnych markerow odpornosci na kite kapusty

(Plasmodiophora brassicae) u roslin z rodzaju Brassica.
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WSTEP

Kila kapusty powodowana przez Plasmodiophora brassicae Wor. jest powszechna choroba rodlin
uprawnych z rodziny kapustowatych i chwastow nalezacych do rodziny Brassicaceae. Wedlug danych z
Oérodkéw Doradztwa Rolniczego, blisko 30% plantacji warzyw kapustowatych i rzepaku w Polsce jest
parazonych przez te chorobe. Oczekuje sie, 2 prognozowane globalne ocieplenie Kiimatu bedzie sprzyjalo
dalszemu rozprzestrzenianiu sie patogena oraz przyczyni sie do zwiekszenia powodowanych przez niego
strat. Choroba moze by¢ zwalczana przez érodki chemicznie oraz agrotechnicznie, jednak z ograniczong
skutecznoécia. W zwiazku z tym, jednym z priorytetdw roslin h jest

isty.

w ohrebue rodzaju Bras\oa, \stme]e kilka Zrodet odpomoscl ale skomplikowane relacje genetyczne
pomiedzy réznymi w hodowli. Prace hodowlane
znacznie utrudnia takie duze zrozmmwame genetyczne patogena, co powoduje, 2e moze on w szybkim
tempie przelamac oporno$¢ genetyczna rodlin. Konieczne jest wiec poszukiwanie nowych Zrddet
odpornoéci przydatnych w hodowli twérezej rodlin kapustowatych, a zrozumienie mechanizmu opornoscl
umozliwi bardziej efektywna strategie hodowli.

Celem przedstawionych badan jest pomanle moleku\arnych mechamamow lezacych u
odpornoéci na kite kapusty i wy nowych Zrédi u roélin z rodzaju Brassica.
Spodziewane rezultaty przyczynia sie do poprawy stanu vwedzv na temat mechanizméw reakcji roslin na
infekcje patogenu, wiacznie z identyfikacja gendw/biatek bioracych udziat w reakcjach odpornosciowych
na choroby | wytypowaniu nowych zrédet odpornosci.

WYNIKI
OBSERWACIE MAKROSKOPOWE

‘Obserwacje makroskopowe rozwoju choroby prowadzone byly na 10 losowo wybranych roslinach,
a stopien porazenia korzeni oceniano wg skali 0-3:
*0" - brak wyroéli na calym systemie korzeniowym;
*1" - pojedyncze wyroéla na korzeniach bocznych;
*2" = liczne wyroéla na korzeniach bocznych

i dellkatne wyrode na korzeniu glcvwnym.
3 - nie calego systemu

jednolite wyrosle na korzeniu giownym.

%%%%
LALIE

MATERIALY I METODY

Siedem genatypéw roslin z rodziny Brassicaceae réiniacych sie poziomem i rodzajem odpornosé na kile
Kapusty stanowilo materiat rodlinny do badan:

rzepa (B. rapa subsp rapa ECDO3);

brukiew (B. napus var. rapifera cv. 'Wilhelmsburger');

kapusta glowiasta (B. oleracea var. capitata cv. "Binsachsner”);

jarmuz (B. oleracea var. acephala subvar. lacinata cv. 'Verheul");

kapusta glowiasta (B. oleracea var. capitata cv. 'Kilaton F1');

kapusta pekinska (B. rapa subsp. pekinensis cv. 'Bilko F1');

. rzepak (B. napus var. napus cv. ‘Mendel F1').

Nas:ona roslin wysi 0 do kuwet z torfowym inokulum P brassicae (10°
zarodnikéw/ml), a nasiona rodlin kontrolnych wysiewano do kuwet z podiozem nieinokulowanym.
Prébki do analiz pobierano trzy razy: 10, 20 i 35 dni po wysianiu.

W ramach podjetych badan przeprowadzono:

v makroskopowe obserwacje systeméw korzeniowych w 3 terminach na obecnoé¢ symptoméw
choroby;

v analizy u‘anskryptom&w zainfekowanych i zdrowych roélin metoda cDNA-AFLP przy uzyciu 170 par
starterd

v reamplrﬁka:)e wybranych réznicujacych produktow AFLP, sekwencjonowanie oraz wstepna analize
ich homologii.

L N A W

inikami 2 brassicae w 35 dniu pa wysianiu nasion odmi

o 05 1 15 2
Elcaegak Maendel I kapucta pekieka Bika FL
Bbrubiew Wihsmburger” lmm'ﬂh—.u
s Verheul

mezeps eco0

Fot. Waorzec oceny makroskopowe] na korzeniach kapusty.

ANALIZA TRANSKRYPTOMOW
Analize Sw badanych
wyizolowano 100 losowo wybranych, sposréd ktdrych eo% ulegalo nadekspresji u rodli
homologii pozwalajacg na okresleniu funkeji wyi

i knrzeni infekowamych zarodril ian
Wi (0. Vel (33, Bk FI- (O v el FE (D) s ~ patotypem 2. (1) 9.(2).
Wykres, Srechi stopiefi porazenia korzeni podezas oceny makroskopowe 20 oraz 35 dri od wysiania nasion podczas infekci dwoma patotypami patogens.

wykonano metoda cDNA-AFLP przy uzyciu 170 par primerdw rdznicujacych. Z fragmenttw cDNA-AFLP réznicujacych rosliny infekowane £ brassicae patotyp 2

infekowanych £ brassicae, natomiast 40% ulegalo wyciszeniu. Po sekwencjonowaniu przeprowadzono wstepng anlize
y w. Dla 29% analiza BLAST nie wykazala homologii do 2adnego z gendw/sekwendji zgromadzonych w bazie danych NCBI.

wilelkoss
- | conacarie | “AreT ""’““;“" s v
adekspresia w toslnach inekowanych 7 frasca

552 PAT/MAG | 186 1Q molif and SEC7 Gomain-containing protein 1, XM_017224916.1 26

S6-4 PAIMCG | 393 Cychin-Ba-2-ike, XM_U08817965.2 2%

€31 PAVMGE | 166 [KMT2A), XM_D0B249437.2 16

811 P-ACIM-GC 20 resistance protein N-like, XM_008237702.1 le®

853 | PAmcA| 1 MAZ doman-Contaiing protein, NM_102120.3 4™

2514 PIGMTG 168 surface ghcoprotem CD1a-ike, XM_006108161.2 le™

B | Pamie | ‘potassium channel tetramenzation domain containing 8 (KCTDE). XM 0127430371 | 0,95

2917 | PIGMTG | 163 ‘subtilsin ke protease SBT3.3, XM_OLI472578.1 =

21| PIGMIG | 145 FI745368.1 24

kams. Funkcje gendw ulegaja u roslin 3 podczas analizy 10 72 PACMAC | 142 e XM 005123109.2 017
w ujeriu l‘ﬂﬂﬁﬂ (A) oraz 2 podzalem na geny 1 wyctszeniu w rodl (8). n 75 PACMAC | 245 XM_005960319.1 | 0,007

2| 26 |peamcs| ‘COBRAlke protems, XM_010659725.2 se%

13 223 |[PAGMCG| 227 P PMT24, XM_{06246353.2 =)

VB e 2 T D DV B L e S e L S T 14 232 POGIMAG 194 disease resistance proten TAOL ke, XM_009115088.2 0,067
sy 15 %02 PTGMGT | 157 i finger protein 692, XM_004326274.1 10

| ey | s e | i | omotga st EEl e e = s
Seyciszenie 7. rassiae 7 nar |eamca| protease subuni YLK, CCBLAGAL 25

1 71 PACMAC w7 alpha-menmosidase | MNSS, XM_008241493.2 o001 5| 712 | eawMCA| 137 (ANR), AYBSIT50.1 E=
2 514 PATMCC 21 BEN domain containing 3 (Bend3), XM_010621912.1 22 | S AN HECA | B S A T g M ot ST B
B i P . ifunctional L T P W | 12 [roamca| @ biaiko o nieznane furkc) pochodzace z Brassca rapa P
XM 0161063011 2| u3  |rowmca| 1% 1 v 26 (PPIRZS), 1 05

0 134 PogMCC ) Sullte: ransporter 3.5 (Hains vesca) XM_D0AZBB6H2 e 2| us |roamca| 1@ 3 ubigutn-protei Kgase RNFLA, XPOOTZ00050.1 28
5 576 P-AT/M-CA 229 F-bow/WD-40 repeal-containing protein , XM_011463484.1 260 3 118 |PONMGA| 158 "ABC ransporter G lamily member, XMOUS246257.1 =
s 111 P GAMGA ® biako 0 Drasica raga 200 2| &2 |Pmynrr| 15 nADH i KP04ES 1 1e%
b i) A GA ) " acthaton 4, XMOLLASO19L1 2em 25 | 15116 |POAMGT| 145 [ . KF771323.1 =
I - S T R == | T e Tenmal e —
T > 30D 0

5 371 PIGMCC 957 qlocan syrithose B, XPODSES8575.1 18 T i e : finger pm:'m T =
Ll 1 FANNTY 1% WAOH delwrrouemse subunit 4 (oompler 1 ned 4. AHOES1AS 2 le® 29 | 262-140_ | PTIMOG | 327 | hakackd dehalogensse ke hydro XM_004300236.2 | e
1 = PANMTT ) pentatlicapeptice (epest-containing protein, XPULIGBDG31.1 ) | A | e WP DTN e
12 12116 PGAM-GT 185 protein NRT1/PTR famiy 4.6 Bke, ¥P_p12652935.1 202 T I L wanscripbon factor GHLH1 18- like, XM_004103096.2 00081
) 14116 PGAMGT 2 putative DNA-binding protein ESCARGLA, XM_011466718.1 191 I e ) ‘Gycerol-3-phosphate tansportss 4, ¥P_0083A3456.1 019
1 1813 PTIMGG a0 et 3 O oy v 2 e (TR T | 4887 [pacmic| 166 ety e ERF109- Bke, XM _004294762.2 e
30| sem  |poamac| 1 Tormin-ke protein 3 sofoem X1, XP_ODM289149.1 et

15 0159 PIAMTC 155 ATP synthase CFO subunil 1, ARDU2209.1 3en S I T prara W e =
1% i PTIAMTC 154 ATP symithase COF0 B chain, YP_003326400.1 xen 36 | 62105 [poaMmas| a4 programmed cell death 1 (PDCD1), XM_017510506.1 4,51
[ 347 PACMTG 27 eucaryot tansiation . X 017186151 | 2e¥ 37 | e |poamMIr| 195 ATM serine/threonine kinase, XM_014475612.1 05
18 FETT) PGAMAG n protein 0111021672 621 3% | ere |peumIr| 1m 3 ubiquiti-protein bgase, XM_013872977.1 592
1 | saser FAGMTG 350 phasphorsyllonmyyceamide syréhase, WP_DORNSI31.1 7 % | eui |powmac| 151 DNA directed RNA polymerase | subunt o, XP_011463851.1 e
= =0 RIS o i poi, WP SEESRRE L i w0 | 7018 | peamIr| 1w Tlrvanone 3-dioygenase, PC supertanmily, XP_U02521659.1 007
2 S5-82 F-GGIM-AC 134 rabl 1 family-interacting protein 1-like, XM_008419045.2 0981 :: 7;111.‘:: :cWN;:: :‘7‘; Tt L "“:; z’;“’;’:‘:”-' ‘:‘;;
) s PGGIMAC 148 3 ubiguitin-protein kgase PUBZ3-fke, XM_010241195.1 141 o e Tromas| == =
= B [ == T s T = u 5116 |PoAMGT| 81 NF-XI-type zinc finger prolen NFXLZ, XM_009123914.2 3
2] 64105 PGAM A 301 phosph e, X (7| ki 45 | 1116 |poamGr| 1w chain 5, XM_0122134117.1 5ot
= 213 PTG 3 putative reverse transcrptase, OTGIT330.1 041 % | w6t |PowmMGr| 148 NADH-quinane ordoreductase subunit L, WP_062140597.1 e

gen prawdopodobrie pohodeacy of patogena
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Kila kapusty wywolywana przez P. brassicae Wor. powoduje ogromne straty w uprawach roslin
kapustowatych. Kil¢ mozna zwalczaé chemicznie i agrotechnicznie, jednak z ograniczong skutecznosciy,
dlatego tez jednym z priorytetéw programéw hodowlanych jest hodowla rolin odpornych.

Celem badari jest poznanic molckularnego mechanizmu odpornosci roslin na kitg kapusty. W tym cclu
wykonano analiz¢ transkryptoméw porazonych i zdrowych roélin 7 genotypéw réznigcych si¢ poziomem
i typem odpornosci na kil¢ metoda cDNA-AFLP. Materiat do badan stanowily genotypy kapusty glowiastej,
kapusty pekiniskiej, brukwi, jar;nuiu, rzepy oraz rzepaku. Analizie poddano produkty ¢cDNA-AFLP
generowane przez 170 par starteréw AFLP — ponad 60% z nich ulegato nadekspresji u roslin infekowanych.
Analiza BLAST wykazala, ze wickszos¢ genéw ulegajacych nadekspresji koduje znane biatka biorace udziat
w reakcjach odpornosciowych u roslin (biatka N, Pid3, TAO1, biatka z domeng MA3, glikoproteina CD1,
proteaza SBT3.3); transdukcji sygnalu w komérce (biatka z motywem IQ_i domeng SEC7; biatkowe kanaly
potasowe, biatkowa fosfataza 1 PP1); regulacji ekspresji genéw (metylotransferazy, biatka z domena
pentatricopeptide repeat i zinc finger); transporcie komérkowym (Unc119 lipid binding chaperone,
transporter ABC); potranslacyjnej modyfikacji bialek (biatkowa ligaza RNF14) czy innych procesach
metabolicznych (m.in.. COBRA-like protein, reduktaza ANR, dehydrogenaza NADH). Posréd genéw
ulegajgcych wyciszeniu u roslin infekowanych znalazly si¢ geny kodujgce biatka zaangazowane w regulacjg
ckspresji genéw (biatka z domeng BEN, biatko F-box, aktywator transkrypcji wigzacy kalmoduling, nukleaze
DXO), transdukcjg sygnalu (siarczanowy transporter 3.5) i biorgce udzial w innych reakcjach metabolicznych
(mannozydaza, syntaza cysteiny I, syntaza glukanu, dehydrogenaza NADH).

Wyniki przyczynia si¢ do poglebienia wiedzy o mechanizmach odpornosci kapustowatych na kite
i identyfikacji genéw warunkujgcych odpornosé. Generowane markery EST mogg by¢ przydatne w pracach

hodowlanych, a poznanie mechanizmu odpornosci umozliwi efektywng strategi¢ hodowlang.

Prace finansowane przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi w ramach zadania nr 99 Badari podstawowych na rzecz
postepu biologicznego w produkgji roslinnej.
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