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Osiggniete cele tematoéw badawczych realizowanych w 2023 r.:

() zdobycie wiedzy na temat molekularnych uwarunkowan odpowiedzi ziemniaka na uszkodzenie
bulw na skutek zranienia oraz jednoczesnego zranienia i zakazenia przez bakterie D. solani,
we wczesnej | sredniej fazie infekcji t.j. 8 i 24 h po inokulacji (mierniki: 18 transkryptomaow, 9
transkryptomow roznicowych, 14 gendw kandydujgcych),

(i) poznanie wptywu glikoalkaloidow (GA) wyizolowanych z lisci wybranych genotypow Solanum spp.
na wybrane czynniki wirulencji bakterii D. solani i P. brasiliense: quorum sensing, enzymatyczng

zdolnos¢ rozktadania pektyn w pozywce, zdolnosS¢ ruchu i tworzenie biofilmu; (mierniki: 3 GA
w badaniu ekspresji genow wirulencji, 8 GA w badaniu pektynolitycznosci bakterii, 3 GA badania zdolnosci
ruchu i tworzenia biofilmu),

(i) okreslenie zdolnosci przechowalniczej bulw ziemniaka | porazenia przez patogeny ziemniaka
powodujgce choroby przechowalnicze na podstawie testu przechowywania wybranej proby bulw

w warunkach prowokacyjnych do rozwoju patogendw (mierniki: 12 odmian zbieranych recznie
| ocenianych makroskopowo, 5 odmian zbieranych kombajnem i ocenianych makroskopowo, 12 odmian
zbieranych recznie ocenianych w hot-box, 5 odmian zbieranych kombajnem ocenianych w hot-box).
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Materiaty

- 10 genotypow diploidalnych ziemniaka * Sekwencjonowanie RNA-Seq (NovaSeq6000, lllumina),
o skrajnie zroznicowanej odpornosci bulw na bakterie ¢ Analiza bioinformatyczna,
D. solani, wyselekcjonowanych z populacji mapujgcej, Mapowanie do genomu referencyjnego Solanum

 Jeden szczep bakterii D. solani (wysokoagresywny tuberosum,
w stosunku do bulw ziemniaka). * Analiza statystyczna ekspresji genow réznicowych.
* 14 genow kandydujgcych « (PCR, RT-PCR

Ekstrakcja glikoalkaloidéw z lisci roslin Solanum;
Ocena wptywu GA z lisci roslin Solanum na:

« Trzy gatunki dzikiego ziemniaka (S. maglia, S.
chacoense, S. garsiae),

« Dwa mieszance miedzygatunkowe Solanum (DG 00- v' enzymatyczng zdolnos¢ rozktadania pektyn w pozywce,
683, DG 88-89), v'zdolnos¢ ruchu (ang. swimming ability),
« Trzy odmiany ziemniaka uprawnego S. tuberosum v'tworzenie biofilmu,

(Tajfun, Owacja, Mieszko).

« Dwa izolaty bakterii: D. solani i P. brasiliense,

« Cztery geny Quorum sensing (expl, expR, vimA,
vimE).

gPCR

« 12 odmian ziemniaka: Bohun, Cedron, Denar, Zbior bulw ziemniaka reczny i kombajnem;
Gardena, Impresja, Irmina, Ismena, Kuba, Michalina, Makroskopowa ocena jakosci i porazenia bulw ziemniaka
Tacja, Werbena, Widawa. po zbiorze i po okresie inkubacji w hot-box’ie.
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Wyniki i wnioski
T 1: Analiza transkryptomiczna w bulwach w sSredniej fazie rozwoju infekcji, tj. 24 h po zakazeniu przez D. solani
Badania ekspresji wybranych genéw réznicowych wczesnej fazy rozwoju infekcji tj. 8 h po zakazeniu przez bakterie.

Analiza gtownych sktadowych na danych DESeq?2 dla wszystkich prob wykazata, ze profil ekspresji gendw roznit sie pomiedzy
bulwami nietraktowanymi a bulwami poddanymi zranieniu lub inokulowanymi w zranienie. Pierwsza sktadowa wyjasniata 68 %
0golnej zmiennosci. Analiza pozwala rowniez na oddzielenie grupy genotypow odpornych od podatnych, na podstawie
pierwszej (68%) i drugiej sktadowej (wyjasniajgcej 18 % wariancji).

W bulwach zranionych i inokulowanych przez bakterie D. solani, 24 h po inokulacji, liczba genéw o statystycznie istotnej
roznicy w ekspresji i krotnosci zmiany co najmniej 2 w probie ztozonej z genotypow ziemniaka o odpornych bulwach na
bakterie, w porownaniu do grupy genotypow o bulwach podatnych, wynosita 1862. Analogicznie, w bulwach zranionych
traktowanych wodg i w bulwach nietraktowanych liczba genow réznicowych wynosita 1159 i 2108.

Wsréd gendw o istotnie wyzszej ekspresji po 24 h od zakazenia znajdujg sie rowniez geny, ktore wybrano w 2022 r.,
po 8 h od zakazenia, jako geny, ktére mogg by¢ zwigzane z wyzszg odpornoscig na bakterie D. solani. Poza tym wsrod
genow roznicowych znajdujg sie biatka takie jak biatka zwigzane z patogenezg (PR) (biatka te wykazujg wiasciwosci
antybiotyczne, indukujg zgrubienia scian komdrkowych), biatka WRKY, czynniki transkrypcyjne regulujgce wiele procesow w
roslinach, w tym w obronnie roslin przed patogenami, biatka oksydaz premnospirodienowych, ograniczajgcych wzrost
patogenow, obnizajgc wielkos¢ porazenia roslin, biatka obronne przed patogenami proteazy subtylizynopodobne SBTL1.7.
Ekspresja wybranych gendw bedzie weryfikowana w pojedynczych genotypach odpornych i podatnych w kolejnym roku
badan..
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Na Rysunkach pokazano przyktady weryfikacji ekspresji wybranych gendéw roéznicowych wczesnej fazy rozwoju infekcji tj. 8 h po zakazeniu
przez bakterie w pojedynczych genotypach odpornych (kolor zielony) i podatnych (kolor czerwony). Potwierdzono zwigzek wybranych genow
kandydujgcych z wyzszg odpornoscig bulw na bakterie D. solani.

Biatko zwigzane z patogeneza (PR) Gen odpornosci, biatko podobne do NtPRp27
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T2: Ocena wpltywu glikoalkaloidéw z lisci roslin wyselekcjonowanych sposréd genotypdédw Solanum na czynniki
wirulencji bakterii D. solani i P. brasiliense: quorum sensing, enzymatyczng zdolnos¢ rozkitadania pektyn

w pozywce, zdolnosé ruchu i tworzenie biofilmu.

GA ztozone z czakoniny i solaniny izolowane z S. chacoense
I odmiany Tajfun wykazywaty dziatanie inhibitorowe na ekspresje
genow QS w D. solani, najsilniejsze w przypadku genu vimE.
Supresja gendw QS przez GA moze bezposrednio przyczyni¢ sie
do ostabienia zdolnosci D. solani do wywofania objawow
chorobowych roslin, poniewaz QS reguluje nie tylko PCWDEs,
ale takze inne czynniki wirulencji.

GA z mieszanca miedzygatunkowego Solanum - DG 00-683,
ztozone z czakoniny, solaniny i leptyniny |, w P. brasiliense
indukowaly ekspresje genu syntazy AHL expl - hamujac
jednoczesnie ekspresje genu biatka receptorowego expR
a w D. solani — odwrotnie. Indukowaty rowniez ekspresje
badanych gendw vim w D. solani.

GA z réznych zrodet mogg modulowaé system QS u bakterii
patogennych w rézny sposéb. Wyniki wskazujg na ztozong
interakcje pomiedzy GA a systemem/systemami QS bakterii,
podkreslajgc potencjat GA jako naturalnych inhibitorow
komunikacji bakteryjnej.

Tajfun 0.46 0.36 0.40 0.49

Poziom ekspresji genu
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Wzgledna ekspresja gendw u bakterii Dickeya solani po 8 h
inkubacji w pozywce Luria Berthani z dodatkiem
glikoalkaloidow pochodzgcych z lisci ziemniaka odmiany
Tajfun, dzikiego gatunku Solanum chacoense i mieszanca
Solanum spp. DG 00-683.
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T2: Ocena wplywu glikoalkaloidéw z lisci roslin wyselekcjonowanych sposréd genotypéw Solanum na czynniki
wirulencji bakterii D. solani i P. brasiliense: quorum sensing, enzymatyczng zdolnos¢ rozktadania pektyn
w pozywce, zdolnos¢ ruchu i tworzenie biofilmu.
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Zdolnos¢ ruchu Dickeya solani i Pectobacterium brasiliense do poruszania

W D. solani W P. brasiliense sie w pozywce Luria Berthani z dodatkiem 0,3% agaru oraz z dodatkiem
glikoalkaloidéw (lub bez — kontrola) wyrazona srednicg kolonii po 24 h
Obnizenie zdolnosci rozktadania pektyn, mierzone objetoscig inkubacji w temperaturze 30 C.
zagtebienia w pozywce CVP, wyrazone jako procent w stosunku do
kontroli.
4 Stwierdzono istotny wplyw testowanych GA [0 Nie stwierdzono wplywu testowanych glikoalkaloidéw
na enzymatyczng zdolnos¢ rozktadania pektyn na zdolno$é poruszania sie (ptywania) bakteri.

w pozywce. Najsilniejszy efekt wystgpit dla GA
z S. chacoense.
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T2: Ocena wpltywu glikoalkaloidéw z lisci roslin wyselekcjonowanych sposrod genotypéw Solanum na czynniki

wirulencji

bakterii D. solani |

w pozywce, zdolnosé ruchu i tworzenie biofilmu.
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Tworzenie biofilmu bakterii Dickeya solani i Pectobacterium
brasiliense w pozywce Luria Berthani z dodatkiem glikoalkaloidéw
po 8 h inkubacji w temperaturze 30 C.

Stwierdzono

zaobserwowano dla GA z DG 00-683.

istotny wptyw testowanych glikoalkaloidéw na tworzeniu biofilmu.

P. brasiliense: quorum sensing, enzymatyczng zdolnos¢ rozkiadania pektyn
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Posrednia metoda oceny zdolnosci bakterii Dickeya solani
i Pectobacterium brasiliense do tworzenia biofilmu w pozywce
Luria Berthani z dodatkiem glikoalkaloidow po 8 h inkubacji
w temperaturze 30 C.
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T 3: Analiza zdolnosci przechowalniczej bulw ziemniaka i porazenia przez patogeny ziemniaka powodujace

choroby przechowalnicze

Po zbiorze bulw stwierdzono wystepowanie objawow suchej
zgnilizny we wszystkich 12 testowanych odmianach, zbieranych
recznie lub kombajnem. Najwyzszy udziat bulw porazonych
w odmianach Widawa (36%) i Denar (29%). Objawy szarych
plam pod skorkg opisano jako obicia, wystepowaty w niewielkim
procencie (srednio 2,9%, od 0 do 12%) w bulwach zbieranych
recznie, natomiast w wiekszej ilosci w bulwach zbieranych
kombajnem (srednio 5,6%, od 1% do 13%). Wykryto dwie
pojedyncze bulwy porazone mokrg zgnilizng w odmianie Kuba
(zbieranej recznie) i odmianie Werbena (zbieranej kombajnem).
Srednio poziom powierzchownych uszkodzen bulw zbieranych
kombajnem byt wyzszy niz bulw zbieranych recznie.
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B Bulwy zdrowe m Gtebokie uszkodzenia
Powierzchowne uszkodzenia Fusarium (poczatki suchej zgnilizny)

M Obicia m Mokra zgnilizna

W bulwach, przechowywanych w warunkach hot-box’u, obserwowano wystepowanie suchej zgnilizny. Poza tym inkubacja bulw
w cieple i wilgoci pozwolita na wykrycie latentnego porazenia bulw przez bakterie pektynolityczne w jednej odmianie, Gardena.
W przypadku tej odmiany, zaleca sie obserwowanie przechowywanych bulw pod wzgledem wystgpienia objawdéw mokrej

zgnilizny bulw.
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Streszczenia konferencyjne:
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and susceptible potato tubers at an early stage of infection with Dickeya solani. Streszczenie: EAPR
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pathogens & pests in a context of global change”. Str. 44
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& Pests Section Meeting, 3rd to 6th September 2023 Arras France, ,Dealing with potato pathogens & pests
in a context of global change”. Str. 42
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w Radzikowie (w druku)
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