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Poszukiwanie nowych, przyjaznych srodowisku zwigzkéw chemicznych do
zwalczania zarazy ogniowej (Erwinia amylovora) na jabtoni

Zaraza ogniowa powodowana przez bakterie Erwinia amylovora jest TAB. 1. Skutecznos¢ induktoréw odpornosci w zwalczaniu zarazy ogniowej na pgdach jabtoni odm. Idared

ucigzliwa 1 trudng do zwalczania chorobg jabtoni. Podstawa jej zwalczania SREDNI PROCENT PORAZENIA PEDOW SREDNI PROCENT PORAZENIA PEDOW
najblizszych latach ma by¢ znaczaco ograniczone (Europejski Zielony _
t.ad). Moze to spowodowac¢ wytworzenie duzej luki w programie ochrony

KONTROLNA 55,3**¢ 58,9 c 63,0b 64,0 c 75,2 C 79,0 C

jabtoni przed ta grozna choroba.

Celem pracy byla ocena zdolnosci indukujacych pochodnych kwasu KWAS 3-CHLORO-SALICYLOWY 56a([89,9]*** |12,0a[79,6] |17,9a[71,6] | 6,8a[89,4] | 155a[79,4] |22,3ab[71,8]
salicylowego (kwas 3-chlorosalicylowy, kwas 3,5-dichlorosalicylowy, kwas | | | KWAS 3,5-di CHLORO-SALICYLOWY  [29,1b[47,4] |34,4b[416] |357a[43,3] [16,7b[73,9] | 259b[65,6] |32,5b [589]
5-ch|orosallcylowy) pod, kgtem p.rzydatnoscn w ochronie jabtoni przed KWAS 5-CHLORO-SAL ICYLOWY ] _ _ soeEed | inaome | an g
zaraza ogniowa. Doswiadczenia przeprowadzono w  warunkach

BION® 50 WG 22,8 b [58,8] 28,0 ab [52,5] | 32,7 a [48,1] - - -

szklarniowych na pedach jabtoni, ktore po dwéch zabiegach induktorami

zakazano bakteriami E. amy|OV0ra (107 th/ml)’ a naste;pnie szacowano *liczba dni od ZakaZenie_l; **dhugos¢ ne_krozy p_e;du_yv stosunku do_ catkowitej jego dlrugos’,,c.i (.%);*"f* skut,eczn(.)éé. w % _(procent/sto'piefl porazenia W stosunku do kontroli), V\{ynil_<i
; j opracowano statystycznie metoda analizy wariancji na danych nietransformowanych. Réznice miedzy $rednimi oceniano przy uzyciu testu Newmana — Keuls’a przy poziomie

procent  znekrotyzowanych fragmentow peddéw. Jako  kontrole istotnosci 5%.

porownawczg zastosowano Bion® 50 WP. Dodatkowo po elicytacji kwasem

3-chlorosalicylowym (jednokrotnie 1 dwukrotnie), w lisciach, analizowano PR1a PR2
zm!an;_/ w ekspresji ger}éw kodujacych wybrane markery biochemiczne, : . " i
takie jak: biatka PR1 I PR2, amoniakoliaz¢ L-fenyloalaninowa (PAL), 45 -
peroksydaze askorbinianowg (APX) 1 peroksydaze glutationowa (GPX). _ 4 ab . a a -
Oceniano rowniez przezywalno$¢ pytku jabloni po traktowaniu kwiatow g > v 2 2; -
badanymi zwigzkami chemicznymi na podstawie kietkowania ziaren na %2: | he T g 2
pozywce agarowej z 3% roztworem sacharozy oraz wpltyw zwiazkow na g 5 cd v a
gestos¢ 1 dlugos¢ komoérek szparkowych w skorce dolnej liscia. < 15 T k? 1'; N
“ 1 - K -
/ 0,5 I = 0.5 I C I
( N " 14d =1<| ad 0 on |
MATERIALY | METODY | W d | d
1 treatment 2 treatments
1 treatment 2 treatments

sampling time point : )
sampling time point

Doswiadczenia na pedach jabloni. Badania przeprowadzono w szklarni na

drzewkach odmiany Idared, podatnej na zaraze ogniowa, rosngcych W control  m 3-chlorosalicylic acid

pojemnikach, ktére umieszczono w odizolowanej kamerze. Dwukrotna control; ‘mawchlanasnliclicaci

elicytacje induktorami wykonano podczas aktywnego wzrostu pedow. Do RYS. 1. Wzgledna ekspresja genu PRla w liSciach jabtoni, RYS. 2. Wzgledna ekspresja genu PR2 w lisciach jabtoni,
zakazen uzyto zawiesiny wysoko wirulentnego szczepu bakterii Erwinia traktowanych kwasem 3-chlorosalicylowym oraz w roslinach traktowanych kwasem 3-chlorosalicylowym oraz w ro$linach
amylovora o koncentracji 107 bakterii w mililitrze. Zawiesing bakteryjna nietraktowanych (kontrola). nietraktowanych (kontrola).

nanoszono odcinajac koncoéwki peddéw nozyczkami zanurzonymi w

Inokulum. W kazdym terminie oceny odnotowywano ich liczbe z objawami PAL APX

chorobowymi oraz oceniano stopien nasilenia choroby przez poréwnanie 4 508

dhugosci znekrotyzowanej czesci pedu do catkowitej jej dlugosci. ;

Badania molekularne. Drzewka jabloni ‘Idared’ traktowano kwasem 3- S e 2 —
chlorosalicylowym jeden raz lub dwukrotnie. Kontrolge stanowity rosliny % 2 v g - |
nietraktowane. W kazdej kombinacji zbierano liscie z 3 drzew. Badano 8 s T 3

poziom ekspresji 5 genow: PR1a, PR2, PAL, APX | GPX. Izolacj¢ RNA z g N B 2 1 - i -

pobranych lisci wykonano przy pomocy komercyjnego zestawu RNeasy o 1Tz 3

Plant Mini Kit (Qiagen). Calkowity RNA poddano trawieniu DNaza (RQ1 0,5 — ; i II _I 0,5 I» iI —

RNase-Free DNase, Promega) w celu pozbycia si¢ pozostatosci DNA. RNA 2 0

0Czyszczono z mieszaniny reakcyjnej przy pomocy mieszaniny fenol : 1d ad  14d 1d 14d 1

chloroform : alkohol izoamylowy (25:42:1). Preparaty catkowitego RNA 1 treatment 3 Nreniments 1 treatment 2 treatments

poddano reakcji odwrotnej transkrypcji przy uzyciu odwrotnej transkryptazy sampling time pomt sampling timepoint

M-MLV (Promega) i primera oligo dT,. (Promega). Uzyskany cDNA
postuzyt jako matryca w analizie ekspresji genéw metoda real-time PCR z

wykorzystaniem barwnika fluorescencyjnego SYBR Green. Reakcje
prowadzono przy uzyciu komercyjnego zestawu do PCR (KAPA RYS. 3. Wzgledna ekspresja genu PAL w lisciach jabtoni, RYS. 4. Wzgledna ekspresja genu APX w liSciach jabtoni,

BIOSYSTEMS) w termocyklerze Rotorgene 6000. Wzgledny poziom traktowanych kwasem 3-chlorosalicylowym oraz w roslinach traktowanych kwasem 3-chlorosalicylowym oraz w ros$linach
ekspresji badanych genéw zostal oszacowany w stosunku do poziomu nietraktowanych (kontrola). nietraktowanych (kontrola).

ekspresji genu referencyjnego kodujacego aktyne. Analizy prowadzone byty
W trzech powtorzeniach technicznych i trzech powtorzeniach biologicznych,
jedno powtorzenie biologiczne stanowily liscie zebrane z jednego drzewa. . GPX

N

-
PODSUMOWANIE

Ocena fenotypowa wykazata skutecznos¢ badanych zwiazkow

chemicznych w ochronie pedow, w zakresie od okoto 40 do 80%.

Odnotowano wzrost poziomu ekspresji wszystkich badanych genow w

poréwnaniu Z kontrola juz po jednokrotnym traktowaniu induktorami, przy

czym efekt ten stabt 4 dni po zabiegu. Natomiast dwukrotna elicytacja

powodowatla, ze podwyzszony poziom ekspresji obserwowano zaréowno 1 il

dzien jak 1 4 dni po traktowaniu.

Dwukrotng redukcje zywotnosci pylku (Srednia zywotnos¢ 23,3%) & T -
obserwowano po 72 godzinach po zabiegu (doswiadczenie 1). Po 7 dniach
po zabiegu (doswiadczenie I1) odsetek kietkujacych ziaren pytku wynosit
66%. Elicytacja kwasem 3-chlorosalicylowym (jednokrotnie i dwukrotnie)
nie miata wplywu na dlugos¢ komoérek szparkowych natomiast zanotowano
zZmniejszenie gestosci aparatow szparkowych na mm? powierzchni liscia. RYS. 5. Wzgledna ekspresja genu GPX w lisciach jabtoni,
Przeprowadzone badania wykazaly zadawalajaca skutecznos¢ w ochronie traktowanych kwasem 3-chlorosalicylowym oraz w roslinach
pedow jabtoni w ochronie przed zaraza ogniowa. Wytypowane zwigzki nietraktowanych (kontrola). R b UG Rn Y ol
chemiczne moglyby w przyszlosci przyczyni¢ si¢ do ograniczenia chemii RYS. 7. Dolna skorka hscm Jablom (A) Kontrola (B) Kwas 3-
stosowanej w sadach uzupelniajac asortyment preparatow do zwalczania tej chlorosalicylowy (C) BION

groznej choroby jabtoni.
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RYS 6. Zywotnosc pylku jabtoni: (A) kontrola nie traktowana
(B) Miedzian 50WP. (C) Kwas 3-chlorosalicylowy.
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1 treatment 2 treatments

sampling time point

control m3-chlorosalicylic acid
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indukujgcych odpornos¢ jabtoni na choroby oraz okreslenie molekularnego mechanizmu ich dziatania”. Umowa nr UM0O-2022/47/D/NZ9/02327




