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Jednym z probleméw z jakimi bgdzie musiata zmierzy¢ si¢ ludzkos¢ w XXI wieku bedzie
zapewnienie wystarczajacej ilosci dobrej jako$ci zywnosci na naszej planecie. Eksperci szacujg, ze w roku
2050 populacja ludzka osiggnie liczbe 9,2 miliarda osob. Bulwy ziemniaka nazywane ,,warzywem
przysztosci" sg juz dzisiaj powszechnie wykorzystywanie w mi¢dzynarodowych programach, majacych na
celu niwelowanie glodu i niedozywienia na ziemi. Obecnie ziemniak jest podstawowym sktadnikiem diety,
gdyz jego $wiatowa produkcja jest nizsza jedynie niz produkcja kukurydzy, ryzu oraz pszenicy (FAO, 2012).
Znaczacy udzial w uprawach ziemniaka ma rowniez Polska, ktora jest siodmym co do wielkosci
producentem tego warzywa na $wiecie (FAO, 2012). Co ciekawe, w Polsce nadal odnotowuje si¢ najwyzsza
w Europie konsumpcj¢ per capita nieprzetworzonych ziemniakow, chociaz zmiany w nawykach
zywieniowych oraz stylu zycia spoteczenstwa zmierzaja w strong zmniejszenia spozycia tego warzywa.

Sposérdd objawow chorobowych wywotywanych przez patogeny ziemniaka na szczegdlng uwage
zashuguja mokra zgnilizna i czarna noézka. Za te objawy odpowiadajg bakterie pektynolityczne z rodzajow
Dickeya i Pectobacterium, a wérdéd nich drobnoustroje z gatunku D. solani. Nalezy wspomnie¢, ze
wyodrgbniono D. solani jako nowy gatunek dopiero dwa lata temu i pojawienie si¢ szczepéw nalezacych
obecnie do tej grupy taksonomicznej powigzano ze zwigkszonymi stratami w uprawie ziemniaka na terenie
Europy. Straty powodowane przez bakterie pektynolityczne moga si¢gga¢ nawet 20% plonu i na przyktad w
Holandii oszacowano je na poziomie 30 mln euro rocznie. Warto wspomniec¢, ze jak dotad nie opracowano
skutecznych metod ochrony ros$lin przed drobnoustrojami powodujacymi czarng nézke i mokrg zgnilizng.
Stosowane sa jedynie $rodki zapobiegawcze jak na przyktad sadzenie zdrowego, certyfikowanego materiatu
sadzeniakowego, unikanie zanieczyszczenia upraw mikroorganizmami poprzez zabiegi higieniczne maszyn
rolniczych czy prowadzenie zbioréw przy optymalnych warunkach pogodowych.

Bakterie z gatunku D. solani to Gram-ujemne urzesione pateczki. Jako ze gatunek ten zostat
wyodrebniony stosunkowo niedawno niewiele wiadomo na temat uwarunkowan patogenezy tego
drobnoustroju. Stwierdzono dotychczas, ze izolaty D. solani sg bardziej wirulentne niz szczepy D.
dianthicola, ktore wczesniej uznawano za dominujgce na polach ziemniaka. Wykazano rowniez, ze sa
bardziej konkurencyjne wzgledem mikroflory saprofitycznej ziemniaka. Wieloletnie badania populacyjne
bakterii pektynolitycznych na terenie Polski wskazaty, ze D. solani wyst¢puja na roslinach ziemniaka, ale nie
izolowano zywych komorek tego patogena z ciekow wodnych. Opisano rowniez znaczgce rdéznice pomigdzy
poszczegblnymi szczepami D. solani w zdolnosci do maceracji tkanki ziemniaka czy w produkcji enzyméw
warunkujacych wirulencje jak pektynazy, celulazy czy proteazy. Stwierdzono takze zréznicowanie W
produkcji sideroforow czy w ruchliwosci. Ze wzgledu na to, ze szczepy D. solani wykazuja wysoka
jednorodno$¢ genomiczna, przyczyny wystepowania opisanych réznic w cechach fenotypowych sa
niezwykle interesujace.

Celem proponowanego przez nas projektu jest zglebienie wiedzy dotyczacej rozwoju infekcji
wywolywanej przez ten niewystarczajaco dobrze poznany drobnoustrdj. Skoncentrujemy si¢ na sekwencji
wlaczania ekspresji genow kodujacych determinanty wirulencji w trakcie postepujacego procesu
infekcyjnego w tkance ziemniaka wywotanego przez D. solani. Planujemy pozna¢ dynamike ekspresji
genow zwiagzanych z wirulencjg oraz poréwnaé profile tej ekspresji pomigdzy trzema szczepami D. solani,
mozliwie najbardziej zréznicowanymi pod wzglgdem cech zwigzanych z patogenicznoscig. Chcemy rowniez
wskaza¢ kluczowe determinanty wirulencji dla rozwoju poszczegdlnych etapdw procesu infekcyjnego.

Dwadzie$cia szczepdéw D. solani pochodzacych z réznych miejsc w Europie, a zdeponowanych w
kolekceji szczepow MWB UG i GUMed zostanie przebadanych pod katem zdolno$ci do maceracji tkanki
ziemniaka, produkcji pektynaz, celulaz, proteaz, sideroforow oraz do ruchliwoséci. Trzy najbardziej
zroznicowane szczepy zostang wybrane do badania przebiegu procesu infekcyjnego na bulwach ziemniaka.
Zmacerowang tkanke zawierajgca bakterie bedziemy pobiera¢ od momentu inokulacji co 8 h przez 72 h i
mrozi¢ w cieklym azocie. Z tego materiatu wyizolujemy RNA i dokonamy syntezy cDNA. Metodami
genomiki poréwnawczej wybierzemy geny zwigzane z wirulencja obecne W genomie D. solani do analiz
poziomu ekspresji genow w trakcie procesu infekcyjnego. Analiza zostanie przeprowadzona metoda qPCR.

Podstawowa hipoteza badawcza zaktada, ze geny warunkujace synteze czynnikéw wirulencji w
komorkach bakterii z gatunku D. solani eksprymowane sg w okre§lonej sekwencji na poszczegdlnych
etapach procesu infekcyjnego. W ramach drugiej hipotezy przyjmujemy, Ze rdzne szczepy nalezace do D.
solani wykazuja niejednakowe profile (sekwencj¢ oraz dynamike) ekspresji gendw determinujacych glowne
czynniki wirulencji w trakcie postgpujacego procesu infekcyjnego, pomimo wysokiej homogennosci
genomicznej w obrebie tego gatunku. Trzecia hipoteza wnosi, ze mozna wyodrebni¢ czynniki
patogenicznosci D. solani kluczowe dla rozwoju kolejnych faz infekcji w tkance ziemniaka w oparciu o
analiz¢ poziomu ekspresji kodujacych je gendéw i momentu wigczenia tej ekspres;ji.

Podsumowujgc, poznanie molekularnych podstaw wirulencji u niedawno wyodrebnionego gatunku
patogenu o duzym znaczeniu ekonomicznym ma charakter nowatorski. Wyniki zebrane w ramach
proponowanych badan znaczaco przyczynia si¢ do rozwoju fitopatologii molekularnej.



