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Roslin,

WSTEP

Jedng z grozniejszych chorob w uprawie polowej ogorka jest kanciasta
plamistosc, ktorej sprawcg jest bakteria Pseudomonas syringae pv. lachrymans
(Psl). Wystepowanie kanciastej plamistosci doprowadza coraz czesciej
do powaznych strat ekonomicznych w uprawie polowej ogorka. Przyktadowo
w latach 2014-2016 wystgpienie kanciaste] plamistosci doprowadzito nawet
do 50% strat w plonach na terenie 4 prowincjiw Chinach (Mengiin.2016).

W ostatnich latach wielu nowych informacji o przebiegu procesow
biologicznych dostarcza sekwencjonowanie transkryptomow RNA-seq
| identyfikacja genow rdéznicujgcych poszczegolne etapy tych procesow.
Jak dotad, zastosowanie analizy RNA-seq u ogorka umozliwito identyfikacje
genow ulegajgcych zroznicowanej ekspresji w trakcie porazenia maczniakiem
rzekomym, szarg plesnig oraz wirusem CMV. W ostatnim czasie otrzymano

WY NIKI

Dla wszystkich testowanych par starterow otrzymano produkty
amplifikacji. Dla starterow CACS i UBI-ep otrzymano wyrazne produkty
amplifikacji nieréznicujgce miedzy badanymi prébami (Figura 2). Obie
pary starterow wytypowano do analiz metodg Real-Time PCR (Figura 3).
Ze wzgledu na roznice miedzy produktami amplifikacji gen TIP41
wytgczono z dalszych analiz. W analizie Real-Time PCR dla genu CACS
otrzymano bardziej jednolite wyniki dla wszystkich badanych prob.
Jednak, liczba genéw poddanych identyfikacji metodg Real-Time PCR
byta zbyt mata, aby mozna byto je miarodajnie i wiarygodnie porownywac.
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(Stomnicka i in., niepublikowane). Standardowg procedurg potwierdzenia tego
typu wynikow jest analiza Real-Time RT PCR, podczas ktorej analizuje sie
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ekspresje genodw roznicujgcych w odniesieniu do genow referencyjnych.

W pracy podjeto probe identyfikacji genow referencyjnych przydatnych
w normalizacji genow ulegajgcych zroznicowanej ekspresji po zainfekowaniu lisci
ogorka Pseudomonas syringae pv. lachrymans. Dobranie odpowiednich genow
referencyjnych dla danego uktadu badawczego jest kluczowe w analizach
Real-Time PCR i podczas wtasciwego okreslenia poziomu ekspresji genow
w trakcie przebiegu patogenezy.

TIP 41

UBI-ep

Figura 2. Zdjecia zeli z elektroforetycznie rozdzielonymi
produktamireakcji RT-PCR dla trzech badanych par starterow.

Figura 1. (1) Objawy H,0-kontrola negatywna, DNA - kontrola pozytywna

bakteryjnej kanciastej
plamistosci ogorka
wywotlane przez szczep
Psi814/98, siedem dni po
inokulacji. (A) linia Gy14
wykazujgca czesciowa |
odpornos¢, (B) linia B10 | =
podatna na kanciastqg
plamistos¢ ogorka
(2) Dwytygodniowe rosliny
linii Gy14 (A) i B10 (B) trzy
dni po inokulacji szczepem
Psi814/98.
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Figura 3. Wykres przedstawiajagcy krzywe amplifikacji dla genu
referencyjnego CACS (A) oraz UBIl-ep (B) podczas reakciji
Real-Time PCR.

WNIOSKI

1.) Wstepne testowanie gendw referencyjnych dla ogoérka porazonego
Pseudomonas syringae pv. lachrymans wskazato potencjalnie na gen

MATERIALY I METODY

Przygotowanie i zbidér tkanki. Materiat roslinny stanowity dwie linie ogodrka
o odmiennym typie reakcji odpornosciowej. Linia Gy14 wykazuje czesciowg
odpornosc, natomiast linia B10 jest wrazliwa na kanciastg plamistosc¢ (Figura 1).
Rosliny inokulowano wirulentnym szczepem Psl814/98 w fazie 2-3 lisci wtasciwych
wg metodyki opisanej przez Olczak-Woltman i in. (2008). Tkanke zbierano z prob
zbiorczych ogorka (6 reprezentatywnych roslin) przed inokulacjg, a nastepnie 1i3 dni
po inokulacji roslin (préby 0, 1, 3).

CACS jako przydatny gen referencyjny w analizach Real-Time PCR
| podczas wtasciwego okreslenia poziomu ekspresji genow w trakcie
przebiegu patogenezy.

2.) Aby mozna byto rzetelnie i wiarygodnie wytypowac najlepsze geny
referencyjne konieczne jest przetestowanie wiekszej liczby genow
| zweryfikowanie analiz za pomocg programow wyznaczajgcych
najlepsze geny referencyjne, jak BestKeeper, NormFinderi GeNorm.

Izolacja RNA i identyfikacja genow referencyjnych. Catkowite RNA izolowano
z wykorzystaniem zestawu RNasy Plant Mini Kit (Qiagen, Niemcy), DNazujgc RNA
bezposrednio na kolumnach zestawem RNase-FreeDNase Set (Qiagen, Niemcy).
Synteze cDNA na matrycy RNA wykonano przy uzyciu zestawu Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Niemcy). Dla trzech wybranych genodw
referencyjnych (Tabela 1.) przeprowadzono reakcje Real-Time RT-PCR
wg procedury opisanej przez Mroziin. (2015).

PODZIEKOWANIA

Badania wykonano w ramach programu badan na rzecz postepu
biologicznego w produkcji roslinnej finansowanego przez Ministerstwo
Rolnictwa i Rozwoju Wsi (zadanie 100).

Tabela 1. Zestawienie sekwencji testowanych par starterow genow
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