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

Celem badan prowadzonych w roku 2019 w ramach dwdch tematéw badawczych byty:
- ustalenie tozsamo$ci transkryptow podlegajacych zrdéznicowanej ekspresji u badanych
genotypow poprzez analiz¢ BLAST oraz ich mapowanie na genom kapusty;
- wytypowanie do analiz genow kandydackich biorgcych udziat w reakcjach odpornosciowych
roslin kapustowatych podczas infekcji P.brassicae;
- walidacja genow kandydackich poprzez iloSciowa analize ich ekspresji u wybranych
genotypow roslin kapustowatych podczas infekcji P.brassicae.

Temat badawczy 1. Analiza sekwencjonowanych fragmentow cDNA-AFLP pod katem ich homologii
i funkcji.

Celem tematu badawczego 1. bylo ustalenie tozsamosci transkryptow podlegajacych
zréznicowane] ekspresji u badanych genotypow poprzez analiz¢ BLAST oraz ich mapowanie na
genom kapusty oraz wytypowanie do analiz genéw kandydackich bioracych udzial w reakcjach
odpornosciowych roslin kapustowatych podczas infekcji P.brassicae. Temat zostal zrealizowany w
100%.

Przeprowadzono analiz¢ homologii BLAST wyizolowanych w latach 2016-2018

150 fragmentéw cDNA-AFLP ulegajacych zréznicowanej ekspresji podczas infekeji roslin z rodzaju
Brassica patogenem P.brassicae. Podczas ponownej analizy homologii dla 12% fragmentéw cDNA-
AFLP ulegajacych nadekspresji podczas infekcji P. brassicae u roslin z rodzaju Brassica ustalono
homologi¢ do sekwencji kodujacych zgromadzonych w bazie GenBank. Dla wigkszosci z tych
fragmentéw, w poprzednich latach badan nie udato si¢ ustali¢ homologii do znanych sekwencji.
Ustalono, ze fragmenty te wykazuja podobiefistwo do sekwencji kodujacych m.in. biatko
odpornosciowe PDR2, proteaze SBT3.3., metylotransferaze PMT24, oksygenazg inozytolu 4,
dehydrogenaze NADH oraz biatka o niezidentyfikowanej do tej pory funkcji.
W przypadku fragmentéow cDNA-AFLP, ktore byly wyciszone w zainfekowanych komorkach, to dla
13,8% z nich ustalono homologi¢ do znanych sekwencji. Ustalono, ze fragmenty te wykazuja
podobienstwo do sekwencji kodujacych, m.in.: biatka transportujace siarczany w komorkach, biatka
wigzace DNA oraz bialka o niezidentyfikowanej do tej pory funkcji. Zidentyfikowane fragmenty
AFLP podzielono na grupy na podstawie funkcji jaka petnig podczas patogenezy. Zidentyfikowano 8
grup gendéw kodujacych biatka bioragce udzial w reakcjach odporno$ciowych, transdukcji sygnatu,
regulacji cyklu komorkowego, transporcie komoérkowym, potranslacyjnej modyfikacji biatek, regulacji
ekspresji genow, budowie cytoszkieletu oraz innych funkcjach komorkowych. Podsumowujac, po
przeprowadzeniu ponownej analizy homologii zidentyfikowanych fragmentéw cDNA-AFLP, wsrod
fragmentéw ulegajacych nadekspresji w komorkach zainfekowanych 10,9% fragmentow w dalszym
ciggu nie wykazywato homologii do znanych sekwencji zgromadzonych w bazie danych, 6,5% z nich
prawdopodobnie pochodzito od patogena, natomiast zdecydowana wigkszo$¢ — 82,6% wykazywata
podobienstwo do sekwencji kodujacych biatka zgromadzonych w bazie danych GenBank. Wsrod
fragmentéw ulegajacych wyciszeniu w komoérkach zainfekowanych, 31% fragmentow nie
wykazywato homologii do znanych sekwencji zgromadzonych w bazie danych, natomiast pozostate
69% wykazywato podobienstwo do sekwencji kodujacych biatka zgromadzonych w bazie danych.

W roku 2019 wykonano wstepng analize dotyczacg mapowania zidentyfikowanych 150
sekwencji genow ulegajacych nadekspresji si¢ pod wptywem infekcji P.brassicae (differentially
expressed sequence tags, dESTS) na genomy roslin kapustowatych. Do analiz jako genom
referencyjny wykorzystano genomy: 1) B. napus (genom AACC); 2) B. oleracea (genom CC) oraz 3)



B. rapa (genom AA). Sposrod wszystkich analizowanych 150 fragmentow cDNA-AFLP $rednio
79,6% wykazywato wysokie podobienstwo do referencyjnych sekwencji genomowych z rodzaju
Brassica wykorzystanych do analiz. Najwigksza ilo$¢ sekwencji — 84% mapowata si¢ na genomie
B. napus, a najmniejsza — 76% na genomie B. oleracea. Na podstawie analiz homologii wytypowano
45 gendéw kandydujacych, najprawdopodobniej uczestniczacych w reakcjach odpornosciowych
(Tabela 1). Zidentyfikowane sekwencje genow uaktywniajacych sie pod wplywem infekcji
P.brassicae zostaly zbadane pod katem poziomu ich ekspresji w poszczegélnych genomach roslin
kapustowatych. 15 wytypowanych genow analizowano w roku 2019, natomiast 30 zaplanowano do
analizy w roku 2020. Dla kazdego z wytypowanych fragmentow zaprojektowano pary specyficznych
starterow, a poziom ekspresji poszczegélnych gendw normalizowano w stosunku do genu
referencyjnego kodujacego aktyne.

Temat badawczy 2. Walidacja wybranych markerdw odpornosci metoda real-time PCR.

Celem tematu badawczego 2. byla optymalizacja warunkéw PCR dla ilo$ciowych analiz
ekspresji oraz walidacja genow kandydackich poprzez ilosciowa analize ich ekspresji u wybranych
genotypow roslin kapustowatych podczas infekcji P.brassicae. Temat zostat zrealizowany w 100%.

Przeprowadzono analizy ekspresji dla 15 gendw kodujacych: biatka odpornosciowe TIR-NBS-
LRR; kinazy serynowo-treoninowe; hydrolazy i dehydrogenazy; biatka zwigzane z synteza
metabolitow wtornych oraz biatka receptorow btonowych. Material roslinny do badan stanowito 7
genotypow ro$lin z rodzaju Brassica o réznym poziomie odpornosci na kite kapusty oraz genotyp
wrazliwy, infekowane P. brassicae patotyp 2.

Analizie poddano geny kodujace biatko N, biatko Pid3, biatko PDCDI1, biatko MA3 oraz proteazg
SBT3.3. Profile ekspresyjne dla genow kodujacych biatka N oraz PDCDI1 byly podobne u genotypow
wykazujacych niski stopien porazenia w ocenie makroskopowej: kapusty glowiastej ‘Kilaton F1’,
kapusty pekinskiej ‘Bilko F1’, rzepaku ‘Mendel Fi:’, brukwi ‘Wilhelmsburger’ oraz rzepy ECDO3.
Zarowno biatko N, jak i PDCD1 okres$lane sg jako biatka zwigzane z HR oraz PCD, ktoére ograniczaja
rozprzestrzenianie si¢ patogena (McHale i wsp. 2006). Wzgledny poziom ekspresji gendw kodujacych
biatka Pid3 oraz MA3 wzrastal w czasie infekcji u kapusty glowiastej ‘Kilaton Fi’. Obronng funkcje
biatka Pid3 potwierdzono u ryzu (Lv i wsp. 2013), natomiast biatka z domeng MA3 zaangazowane s3
w procesy indukowania PCD. Inaczej wygladal profil ekspresyjny genu kodujacego proteaz¢ SBT3.3,
ktérego najwyzszy poziom ekspresji obserwowano u kapusty glowiastej ‘Kilaton Fi’ oraz, w
mniejszym stopniu u rzepaku ‘Mendel Fi’, brukwi ‘Wilhelmsburger’, rzepy ECDO03 i kapusty
pekinskiej ‘Bilko Fi’. Meyer i wsp. (2016) potwierdzili nadekspresj¢ proteazy SBT3 w roslinach
pomidora podczas mechanicznego zranienia i zerowania fitofagow (Manduca sexta). Natomiast
prezentowane wyniki sugeruja, ze nadekspresja tego genu moze zachodzi¢ takze w tkankach nie
uszkodzonych mechaniczne.

Analizie poddano geny kodujace kinazy ATM, TMKI, cdc7 oraz At5g24010. Kinazy jako jedne z
najwigkszych i najbardziej znaczacych biatek, maja wpltyw na regulacj¢ niemal wszystkich procesow
biochemicznych zachodzacych w komorce, a ich aktywno$¢ moze by¢ regulowana przez uszkodzenia
DNA oraz sygnaty chemiczne docierajace do komorki. Grupa kinaz serynowo-treoninowych odgrywa
znaczgca role w regulacji odpowiedzi na sygnaly, czesto wywotujace stres oksydacyjny (Stone i
Walker 1995; Chevalier i Walker 2005). U badanych genotypdéw obserwowano stosunkowo niski
wzgledny poziom ekspresji genu kodujacego kinazg ATM. Prawdopodobnie nie jest ona bezposrednio
zaangazowana w procesy odpornosciowe komorki podczas infekcji. Wzgledna ekspresja pozostatych
kinaz byta najwyzsza u genotypoéw z najmniejszym stopniem porazenia przez kite. Najwyzszy poziom
ekspresji genéw kodujacych kinazy TMKI1 oraz cdc7 obserwowano u rzepy ECDO03, kapusty
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glowiastej ‘Kilaton F1’, kapusty pekinskiej ‘Bilko F1’ oraz rzepaku ‘Mendel F1’, a kinazy At5g24010 —
u kapusty gtowiastej ‘Kilaton F1’ oraz rzepy ECDO03.

Analizie poddano geny kodujace hydrolazy Sgpp oraz ABH, a takze dehydrogenaze B7. Ich ekspresja
w roslinach infekowanych P. brassicae zalezna byta od genotypu. Najwickszy poziom wzglednej
ekspresji genu kodujacego hydrolaze Sgpp obserwowano u kapusty glowiastej ‘Kilaton Fi’ oraz
rzepaku ‘Mendel Fi’, a hydrolazg¢ ABH — jedynie u rzepaku ‘Mendel F:’. Nadekspresje genu
kodujacego hydrolaze Sgpp moga wywotlywacé stresy abiotyczne oraz biotyczne — u A. thaliana
nadekspresje tego genu obserwowano w komdrkach korzeni podczas ekspozycji na zasolenie oraz
stres oksydacyjny (Caparrés-Martin i wsp. 2013). Najwyzszy poziom wzglednej ekspresji genu
kodujacego dehydrogenaze B7 obserwowano u genotypdéw wykazujacych najnizszy poziom porazenia
— kapusty glowiastej ‘Kilaton F1’, rzepaku ‘Mendel F1’, rzepy ECDO03 oraz kapusty pekinskiej ‘Bilko
Fi’. Wykazano, ze u wielu roslin geny kodujace dehydrogenazy ALDH, do ktérych nalezy
dehydrogenaza B7, ulegaja nadekspresji podczas ekspozycji na wiele czynnikow stresogennych (brak
wody, obecno$¢ metali cigzkich, wysokie zasolenie, ciepto, zimno, promieniowanie UV itp.) (Brocker
i wsp. 2013).

Analizie poddano takze geny kodujace biatka uczestniczace w syntezie metabolitow wtornych:
dioksygenazy flawanonu oraz syntazy germakrenowej. W przypadku genu kodujacego dioksygenaze
flawanonu bioracego udziat w syntezie flawonoidow chronigcych komoérki przed ROS (Czaplinska i
wsp. 2012) najwyzszy poziom ekspresji obserwowano u genotypow najsilniej porazonych przez
patogena: kapusty glowiastej ‘Bindsachsener’ oraz jarmuzu ‘Verheul’, ale rowniez w przypadku
rzepaku ‘Mendel Fi’, ktory wykazywal niski stopien porazenia. Liczne doniesienia naukowe
wskazuja, ze flawonoidy zapewniaja obrone przed owadami, roslinozercami oraz patogenami (Ortuno
i wsp. 2006; Steinkellner i wsp. 2007) oraz odgrywaja role czasteczek sygnalowych (Tu i wsp. 2016).
W przypadku genu kodujacego syntaz¢ germakrenowa — enzymu bioragcego udzial w syntezie
germakrenow — zwigzkow o charakterze przeciwdrobnoustrojowym i owadobdjczym, zdecydowanie
wyzsza wzgledna ekspresje obserwowano u kapusty glowiastej ‘Kilaton Fi’, ktéra w ocenie
makroskopowej nie wykazywala symptoméw choroby oraz u rzepy ECDO03 i kapusty pekinskiej
‘Bilko F1’. Wyniki te moga potwierdza¢ fakt, ze gen kodujacy ten enzym ulega nadekspresji podczas
ataku owadow czy patogenow (Li 1 wsp. 2016; Restelien i wsp. 2000).

Wzgledna ekspresja genu kodujacego biatko z domeng SNARE byta najwigksza u kapusty glowiastej
‘Kilaton F1’, kapusty pekinskiej ‘Bilko Fi1’, rzepaku ‘Mendel F1’ oraz u brukwi ‘Wilhelmsburger’ i
rzepy ECDO03. Wysoki poziom ekspresji tego genu moze $wiadczy¢ o wystepowaniu infekcji wtornej i
wysokim poziomie obrony przed patogenem. Biatka z domeng SNARE to receptory rozpuszczalnych
biatek transbtonowych biorace udzial w rozpoznawaniu czasteczek sygnatowych oraz ich fuzji z btona
komoérkowa. Wykazano, ze u jeczmienia prawidtowos¢ w budowie i sktadzie receptorow SNARE
warunkuje odpornos¢ na Blumeria graminis (Collins i wsp. 2003). Rowniez wysoki poziom ekspresji
genu kodujacego to biatko w przypadku infekcji roslin z rodzaju Brassica przez P. brassicae moze
potwierdza¢ udziat tego biatka w czynnej odpornosci roslin na patogeny.

Podsumowujac, wzgledny poziom ekspresji wytypowanych do badan genow byl zréznicowany i
zalezal od genotypu. Wzgledne poziomy ekspresji gendow kodujacych biatka opornosciowe z domenag
TIR-NBS-LRR byly najwyzsze u genotypoéw, u ktoérych nie obserwowano objawdw choroby.
Wzgledne poziomy ekspresji gendw kodujacych kinazy serynowo-treoninowe byly najwyzsze u
jednego genotypu: rzepy ECDO03, ktéra w badaniach prowadzonych w latach 2016-2018 wykazywata
najwyzsza odporno$¢ na badane patotypy patogena oraz u kapusty glowiastej ‘Kilaton F1’, ktora w
ocenie makroskopowej nie wykazywata symptomow choroby.



Tabela 1. Geny kandydujace zaangazowane w reakcje odpornosciowe wytypowane do walidacji metoda real-time PCR.

fragment fragment
Lp. cDNA- Homologia BLAST Lp. cDNA- Homologia BLAST
AFLP AFLP
1 81-1 resistance protein N-like 24 56-4 cyclin-B2-2-like
2 29-21 resistance protein Pid3 25 71-171 cyclin-Y-like protein 1
3 29-17 subtilisin-like protease SBT3.3 26 47-1 unc-119 lipid binding chaperone (Unc119)
4 85-3 MAB3 domain-containing protein 27 11-8 ABC transporter G family member
5 62-105 programmed cell death 1 (PDCD1) 28 47-87 glycerol-3-phosphate
transporter 4
6 66-108 ATM serine/threonine kinase 29 106-189 protein NRT1/PTR FAMILY
7 14-201 protein kinase At5g24010 30 22-3 probable methyltransferase PMT24
8 122.247 protein kinase TMK1 31 35.1-183 r;(lgtone—lysme N-methyltransferase ATX5 isoform
9 127-247 serine/threonine-protein kinase cdc7 32 80-171 pentatricopeptide repeat-containing protein
10 26.2-140 hydrolase Sgpp 33 23-135 zinc finger protein ZAT5
11 72-171 alpha/beta fold hydrolase 34 46-87 transcription factor bHLH118-like
12 26.1-140 aldehyde dehydrogenase B7 35 48-87 ethylene-responsive transcription factor ERF109-like
13 77-110 snare-domain-containing protein 36 6-111 DNA-directed RNA polymerase | subunit rpal
14 70-108 flavanone 3-dioxygenase 37 103-189 ransposase-associated domain-containing protein
15 1-201 Germacrene D synthase-like 38 35.2-183 wybutosine-synthesizing protein 2/3/4
16 56-92 drug resistance protein 2-like (PDR?2) 39 195247 :ail.iiléaryotlc translation initiation factor 3 subunit C-
17 29-14 surface glycoprotein CD1a 40 22-6 COBRA:-like protein6
18 77-171 ribosome-binding protein 1 41 37-183 formin-like protein 5
19 70-207 g\sedlator od RNA polymerase I transcripton subunit 2 54-92 formin-like protein 3 isoform X1
20 55-2 1Q motif and SEC7 domain-containing protein 1 43 58-92 xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase
~ potassium channel tetramerization domain }
21 29-15 containing 8 (KCTDS) 44 114-189 galacturonosyltransferase 13
22 67-207 kinase non-catalytic C-lobe domain-containing 45 43-183 microtubule-associated protein futsch-like
protein 1 isoform X2
23 11-3 protein phosphatase 1 regulatory subunit 26
(PP1R26)
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