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Charakterystyka profili ekspresji (GEP) wybranych gendéw w kontekscie
ksztattowania odpowiedzi roslin jabtoni na porazenie Erwinia amylovora

Zaraza ogniowa jabtoni (FB) jest wywotywana przez Gram-ujemng bakterie
Erwinia amylovora (Burrill 1882). Stanowi ona powazny problem dla globalnej pro-
dukcji jabtek. Metody zwalczania choroby obejmujg stosowanie zwigzkow miedzi,
antybiotykow i biocyddw, a takze usuwanie zainfekowanych czesci roslin, co moze
powodowac zanieczyszczenie Srodowiska. Istniejg rowniez obawy dotyczace poja-
wienia sie szczepow bakterii opornych na antybiotyki. Zwalczanie zarazy ogniowej
jabtoni wymaga zintegrowanego podejscia do zwalczania patogendéw (IPM), tacza-
cego Scistg higiene sadu, proaktywne zabiegi zapobiegawcze i staranng rotacje
srodkow chemicznych, aby zapobiec uodpornieniu sie
patogenow. Jednym z najbardziej obiecujgcych sposobow ograniczenia ryzyka wy-
stgpienia choroby jest uprawa odmian odpornych, ktorej wazna jest
wczesna selekcja roslin o najnizszej podatnosci na bakterie oraz ich molekularna
charakterystyka.

Celem rozpoznania wczesnego mechanizmu odpornosci roslin na zakazenie
E. amylovora oznaczylismy profile ekspresji wybranych genéw (GEP) w zainfekowa-
nych tkankach roslinnych.

MATERIALY | METODY

Materiat roslinny: mfode liscie 4 klonéw jabtoni hodowli IO-PIB tj: Goldin’ (nr
64) (‘Rubin’ x ‘Gold Milenium’), ‘Wars’ (nr 23) (‘Sawa’ x ‘Rubin’), nr 28 (‘Gold
Milenium’ x ‘Szampion’), nr 58 (J-79’ x ‘Rubinola’), nr 1 (‘Rubin’ x ‘Gold

Milenium’), nr 16 (‘Melfree’ x ‘Topaz’), ‘Freemal’ (‘Gold Milenium’ x 6518
Malus floribunda 821).

Inokulacja roslin (Fot. 1, 2, 3) - uciecie dwdch najmtodszych lisci nozyczkami
zanurzonymi w wodnej zawiesinie wysoko wirulentnego dzikiego szczepu
bakterii Erwinia amylovora Ea 659;

Kolekconowanie materiatu: z ww. roslinn kolekcjonowano liscie przed
(proby kontrolne) oraz 24, 48, 72, 120 hpi;

Izolacja RNA: (kolumny Qiagen RNAeasy Plant kit);
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Odwrotna transkrypcja (RT): (AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit (Agilent)
— w obe $ci uniwersalnego startera oligo-dT i odwrotnej transkryptazy; 25°C/ 5
min., 42°C/ 5 min. — 55°C/ 15 min - RT, 95°C/ 5 min. — (termocyklery Biometra
Basic).

Amplifikacja produktéw qPCR: warunki termiczne: 95°C/ 2 min., 60°C/ 30s. —
72°C/ 20 s- RT (odczyt fluroescenciji);

Opracowanie profili ekspresji gendw: w odniesieniu do ekspresji referen-
cyjnego genu Md18sRNA (koduje domene 18S RNA) (RotorGene 6000 Series
Software v. 1.7).
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Wizulaizacja profili ekspresji: gendéw w programie GraphPad PRISM 10.3.

Analizujgc aktywnosé trzech gendéw, kodujgcych czynniki transkrypcyjne aktywujace geny z grupy (PR) pathogenesis
related genes: HM49, PRDM, WRKY (wykresy) i trzech gendw PR: PR1, PR2 i PR8 scharakteryzowaliSmy poziom
odpornosci klonéw jabtoni: ‘Goldin’ (nr 64) ‘Wars’ (nr 23) ), nr 28, nr 58, nr 1 ,nr 16, ‘Freemal’.
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. Badane genotypy pogrupowano pod wzgledem odpowiedzi na porazenie E. amylowora na: odporne ‘Free Redstar’,
‘Freemal’ i Nr 16, Nr 28; srednio wrazliwe ‘Szampion’, Wars(Nr23), Nr 58; wrazliwe ‘Idared’, Goldin (Nr 64) i Nr 1.

. We wszystkich badanych prébach reprezentujgcych genotypy odporne nadekspresje badanych gendow odnotowano

72h po inokulaciji.

. We wszystkich badanych genotypach odnotowano wysoka aktywnosc¢ genu PR8, co Swiadczy o jego aktywnosci na

PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonej oceny wykazano zaleznos¢ aktywnosci badanych genéw w odniesieniu do tempa
(godzin) rozwoju i postepu procesu chorobotwodrczego. Nasze obserwacje potwierdzity takze, ze badane geny uczestniczg
w ksztattowaniu odpowiedzi roslin na porazenie E. amylovora juz na wczesnym etapie rozwoju choroby.

Metoda GEP zastosowana w naszych badaniach pozwolita na rozpoznanie procesu obronnego badanych roslin po pora-
zeniu E. amylovora. Dodatkowo, scharakteryzowane geny mogg by¢ wykorzystane jako potencjalne markery funkcjonal-
ne do wczesnej selekcji nowo wytworzonych odmian jabtoni oraz monitorowania statusu odpornosci roslin tego gatunku

na zaraze ogniowa.

Badania przeprowadzono w ramach dotacji celowej Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi — Zadanie 3.13: “Wytworzenie materiatéw wyjsciowych jabtoni (Malus domestica Borkh.) o jednolitej barwie skorki, owocujgcych corocznie

oraz odpornych na parcha jabtoni.”
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