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CELE tematéw badawczych realizowanych w latach 2021-2025 r.:

Zdobycie wiedzy na temat:

1)

molekularnych uwarunkowan uszkodzenia bulw na skutek zranienia oraz zranienia plus zakazenia przez
bakterie D. solani, w bulwach, we wczesnej, sredniej i poznej fazie tj. 8, 24 i 48 h po inokulacji,

zawartosci glikoalkaloidéw w ekstraktach z lisci w wybranych genotypach rodzaju Solanum,

wptywu glikoalkaloidow na wzrost, zywotnos¢, enzymatyczng zdolnos¢ rozktadania pektyn, zdolnos¢ ruchu,
tworzenie biofilmu, quorum sensing, geny ohrR i fis u bakterii D. solani i P. brasiliense sp. nov.,

wptyw glikoalkaloidow w bulwach ziemniaka poddanych zielenieniu w warunkach sztucznego oswietlenia
na wielkos¢ gnicia i porazenie roslin czarng nozka,

wptywu a-solaniny i a-czakoniny na aktywnos¢ pomp efflux, zywotnosc¢ i dynamike tworzenia biofilmu u bakterii
D. solani i P. brasiliense sp. nov.,

okreslenia zdolnosci przechowalniczej bulw ziemniaka i porazenia przez patogeny
ziemniaka powodujgce choroby przechowalnicze na podstawie testu przechowywania
wybranej proby bulw w warunkach prowokacyjnych do rozwoju patogenodw,
wystepowanie bakteryjnych infekcji latentnych w roslinach in-vitro po termoterapii -
odmian i zaawansowanych rodoéw hodowlanych.
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1) Molekularne uwarunkowania reakcji bulw ziemniaka na zranienie i zakazenie Dickeya solani

Fazy odpowiedzi ziemniaka: wczesna (8 h), srednia (24 h), pézna (48 h) BSvsBR WSvsWR NTSvsNTR

BS vs BR
OdPOWIedi wczesna (8 h) biosynteza fenylopropanoidéw - 10 10 %
W bulwach odpornych stwierdzono aktywacje szlakow wtérnego I .
metabOIisz, zwtaszcza: metabolizm aminocukréw i cukréw nukleotydowych 10 .
* biosyntezy fenylopropanoidow, | 0
« metabolizmu fenyloalaniny i tyrozyny, WS ve W
- metabolizmu aminocukréw, nukleotydéw cukrowych i glutationu. metabolzmenyiosiany N ; - -
Wskazuje to na wczesne uruchomienie lignifikacji i suberynizaciji, | i
petnigcych funkcje bariery obronnej tkanki. ERAEHIZT GliEHTY. g 12 5
Odpowiedz srednia (24 h) | e
Utrzymywata sie podwyzszona aktywnos¢ szlakow obronnych, w tym metabolizm tyrozyny 7 TS e
fenylopropanoidéw oraz metabolizmu glutationu. I 15
Reakcja obserwowana w 8 h jest kontynuowana i stabilizowana. T e —— 10
Odpowiedz pézna (48 h) Z
Dominowaty procesy zwigzane z utrwalaniem odpowiedzi obronnej, m.in.: Najsilniej wzbogacone szlaki KEGG 8 godzin po inokulacji. Kolory przedstawiajg
* wzmachianie sciany komoérkowej (peroksydazy), liczbe genéw roznicowo eksprymowanych (DEGs) w poréwnaniach: BS vs BR

(bulwy podatne vs odporne, ranione i inokulowane), WS vs WR (bulwy podatne

d I|gn|f|I.<aCJa ' SUbe’_'ymzaCJas _ vs odporne, ranione i traktowane woda) oraz NTS vs NTR (bulwy podatne vs
* reakcje oksydacyjno-redukcyjne. odporne, nietraktowane).

Prowadzi to do trwatego wzmocnienia bariery przeciwbakteryjne;j.

Gen PoPA (LOC102577694, chromosom Il), zwigzany z suberynizacja,
wykazywat podwyzszong ekspresje w bulwach odpornych i zostat
zlokalizowany w QTL odpornosci, co wskazuje na jego role jako genu
kandydujacego.

’:‘;_’——-ﬂf"; -

WA

Przyktad reakcji na bakterie D. solani bulw inokulowanych w zranienie genotypéw
,odpornego” (24) i ,podatnego” (16), trzy dni po inokulac;ji.
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2) Zawartosc¢ glikoalkaloidéw (GLA) w ekstraktach z lisci w wybranych formach ziemniaka: mieszancach Solanum spp.,
Glikoalkaloidy dzikich gatunkach ziemniaka
Leptynina Il Solasonina  Solamarginina  a-Solanina  a-Czakonina i odmianach ziemniaka.

Formy ziemniaka

Leptynina |

DG 08-305 0 0 1 2 3 4
DG 00-683 1 0 0 0 2 2
S. maglia 0 0 0 0 4 4
S. chacoense 0 0 0 0 2 5
S. garciae 2 1 1 1 4 5
Tajfun 0 0 0 0 4 4
Owacja 0 0 0 0 3 4
Mieszko 1 0 0 0 3 3

llos¢ GLA oznaczono metodg HPLC—MS; skala: 0 = brak; 1 =0< C<25000; 2 =25 000 < C<50000; 3=50000< C< 75000;
4 =75000< C<100000;5=C>100 000.

3) Wptyw ekstraktow zawierajacych glikoalkaloidy _ 1: _ . B o sorni B2 brasiiense
na wzrost D.solani i P. brasiliense : o | +
« Ekstrakty zawierajgce glikoalkaloidy istotnie =57
obnizaty wspotczynnik namnazania u obu g4
gatunkow bakterii, a najsilniejsze dziatanie ?“*' & o o 5%
wykazaty GLA pochodzgce z S. maglia. f -2 HH A HH HH
Kontrola DG 00-683 DG 08-305 S.maglia  S.garciae S.chacoense Mieszko Owacja Tajfun

Wspodtczynnik namnazania bakterii D. solani i P. brasiliense po 24 h inkubaciji z glikoalkaloidami pozyskanymi
z lisci wybranych form ziemniaka. Rozne litery oznaczajg istotne réznice (p < 0,05, test Duncana).



3) Wplyw ekstraktow zawierajacych glikoalkaloidy na zywotnos¢

i zdolnos¢ rozktadania pektyn D.solani i P. brasiliense

Ekstrakty zwiekszaty odsetek martwych komorek obu bakterii.
Najsilniejszy efekt obserwowano dla ekstraktéw z S. chacoense
i S. maglia, ktére powodowaty najwyzszg smiertelnos¢ zaréwno u P,
brasiliense, jak i D. solani.

Ekstrakty = zawierajgce  glikoalkaloidy  obnizaty = aktywnosc¢
pektynolityczng bakterii, a najsilniejsze zahamowanie obserwowano
dla ekstraktow pochodzgcych z S. chacoense.
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Aktywnos$¢ pektynolityczna D. solani i P. brasiliense (CVP) po 48 h
inkubacji w obecnosci ekstraktow =z glikoalkaloidami. Wyniki
przedstawiono jako procent wartosci kontrolnej; rézne litery oznaczajg
istotne réznice (test Duncana, p < 0,05).
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4) Wplyw ekstraktow na tworzenie biofilmu, quorum
sensing, geny ohrR i fis u bakterii D. solani i P.

brasiliense

« Ekstrakty zawierajgce glikoalkaloidy hamowaty twirzenie
biofilmu.

A i o -
B3 D. solani B P. brasiliense | Kontrola

d D — —
i b AR } DG 00-683
4 % LANHN YN
Y
c 3
3 [
w B
a2
(@) oo
T
1 el
a A
ol I
DG 00-683 S. chacoense Tajfun

Kontrola
A-B. Tworzenie biofilmu przez D. solani i P. brasiliense po 6 h
inkubacji w obecnosci ekstraktow z glikoalkaloidami; ODseg, rézne
litery oznaczajg istotne rdznice (p < 0,05).

+ Ekstrakty zawierajgce glikoalkaloidy zaburzaty funkcjonowanie
systemow quorum sensing; najwieksze obnizenie ekspresiji
gendw QS (expl, expR, vimA, vimE) wywofaty ekstrakty
z S. chacoense oraz odmiany Tajfun.
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3) Wplyw ekstraktow zawierajagcych glikoalkaloidy 4) Wptyw glikoalkaloidow w bulwach ziemniaka poddanych

na geny ohrR i fis u bakterii D. solani i P. brasiliense zielenieniu w warunkach sztucznego oswietlenia
. Ekstrakty wplywaly na ekspresic genow ohrR i fis. na wielkos¢ gnicia i porazenie roslin czarng nézka
Najwyzszg ekspresje tych genow indukowaty ekstrakty A @ B

z odmiany Tajfun, natomiast ekstrakty z S. chacoense < 15 o
. .. .o . . kontrola Zzazieleni 210 - .
i DG 00-683 obnizaty ekspresje fis, co wskazuje na ich g fm 5 |
. . . . . . . 8 111 Y
0 e S e e
dziatanie ograniczajgce wirulencje bakterii. e A B H A
: 3 : : 20 J os zageeenone| peb zazilenione_ |
Ekspresja genéw ohrR i fis u D.solani Ekspresja genéw ofrR i fis u Pbrasiliense -« _ fg
OhrR fis . ) OhrR fis poziom ekspresji genu :‘§.10 i 10 4
poziom ekspresji genu 3.0 % 5
Tajfun|  0.15 Tajfun|  1.35 ' 551 5 1 |—|
J 2.0 : |2.5 o1, |—||—|.—.|—|.—. .
1.5 Sch F 20 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
S.chacoense 0.38 -chacoense 0.30 0.42 Skala: 0 = brak objaw6w, Skala: 0 = brak objaw6w,
1.0 1.5 5 = infekcja letalna 5 = infekcja letalna
DG 00-683 0.18 0.5 DG 00-683 0.68 0.95 ‘ 1.0 Ds zazielenione | Pcb kontrola | Pcb zazielenione |
’ 0.5

Ekspresja genow ohrR i fis u D. solani i P. brasiliense po 8 h ekspozycji na glikoalkaloidy (2 ACt).

« Zazielenienie bulw wyraznie ograniczato rozwoj czarnej
nozki wywotanej przez D. solani: wiekszos¢ roslin z bulw
zielonych nie wykazywata objawow choroby, a porazenie
todyg byto wyraznie stabsze, co potwierdzajg obserwacje
wizualne i pod UV.

« W przypadku P. brasiliense efekt ochronny byt mniej
wyrazny.
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5) wplywu a-solaniny i a-czakoniny na aktywnos¢ pomp efflux, zywotnos¢ i dynamike tworzenia

biofilmu u bakterii D. solani i P. brasiliense

D. solani P, brasiliense
8 a. a. 4 2 25 a a a_ a
4 6 o
5 8 .
£ G 20 -
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kontrola a-czakonina a-solanina mix kontrola a-czakonina a-solanina mix

Liczba martwych komérek D. solani i P. brasiliense po 24 h inkubacji z a-solaning, a-czakoning i
mieszaning 1:1; brak roznic istotnych (p = 0,05).

D. solani
P. brasiliense

kontrola (mix) [ |

mix [ e

kontrola (mix) ——

mix e

kontrola (a-solanina) T kontrola (a-solanina) —_
a-solanina [ ;
a-solanina e
kontrola (a-czakonina) kontrola (a-czakonina)

a-czakonina =

a-czakonina H

0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1
Gestosé optyczna 560 nm (ODsg) Gestosé optyczna 560 nm (ODseo)

Tworzenie biofilmu przez D. solani i P. brasiliense po 24 h inkubacji z GLA; rozne litery
oznaczajqg réznice istotne (test Duncana, p < 0,05).

25
O D. solani O P brasiliense

1w TT 5 .
il 1

a-czakonina a-solanina mix kontrola rezerpina

(RFU, 465/510 nm)
-
o

-

Akumulacja EtBr w komérkach D. solani i P. brasiliense po 24 h w obecnos$ci GLA;
wyzsze RFU wskazuje na ostabienie aktywnosci pomp efflux. Rezerpina = kontrola

pozytywna.

a-solanina i a-czakonina:

* nie zwiekszaty smiertelnosci komorek,
» ostabiaty aktywnos¢ pomp efflux,
 istotnie redukowaty tworzenie biofilmu.
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6) Analiza zdolnosci przechowalniczej bulw ziemniaka i porazenia przez patogeny ziemniaka powodujgce choroby
przechowalnicze.

Porazenie bulw odmian ziemniaka przez bakterie D. solani
i P. brasiliense w tescie punktowej inokulacji bulw, trzy dni po
inkubacji w temperaturze 27 C.
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Liczba bulw z objawami gnicia spowodowanymi
przez bakterie pektynolityczne, na dole rysunku —
po zbiorze bulw, na gorze — po przechowywaniu
bulw w hot-box (7 dni w temperaturze 23 T,
wilgotnos¢ wzgledna 80 — 85%). Bulwy zbierane
recznie — brgzowe (300 bulw w latach 2021-2023),
bulwy zbierane kombajnem - czarne (300 bulw).
Odmiany zbierane kombajnem oznaczono czarng
strzatka.

Nie wykazano zwigzku pomiedzy poziomem
odpornosci bulw odmian ziemniaka na porazenie
przez bakterie pektynolityczne a wystepowaniem
porazenia latentnego bulw. Stosowanie hot-boxu
pozwala na wyrdznienie odmian ziemniaka, ktére
nalezy monitorowa¢ w czasie przechowywania.
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7) Wystepowanie infekcji latentnej bakterii w roslinach in-vitro odmian i zaawansowanych rodéw hodowlanych
po termoterapii

Badania obejmowaty: rosliny in vitro 30 odmian ziemniaka, liscie 23 zaawansowanych rodow hodowlanych ziemniaka
po zastosowaniu termoterapii (5 tygodni w temperaturze dnia 16h, 38 °C i nocy 8h, 32 °C).

Na podstawie sekwencjonowania regionu V3-V4 16S rRNA wykryto bakterie w dwdch sposréd 30 badanych odmian
ziemniaka i we wszystkich 23 probach z zaawansowanych rodéw hodowlanych.

W wielu probach dominowaty bakterie endofityczne, takie jak Enterobacter, Paenibacillus i Pseudomonas, ktore mogg
wystepowacC naturalnie w tkankach roslinnych. Niektore z przedstawicieli tych rodzajow wykazujg jednak potencjat
patogeniczny wobec bulw ziemniaka, n.p.: Enterobacter cloacae (mokra zgnilizna ziemniaka, Irak), Pseudomonas marginalis
(Iran), Pseudomonas palleroniana, Pseudomonas fluorescens (Chiny). W jednej z odmian wykryto sekwencje rodziny
Erwiniaceae, do ktorej nalezg patogeny pektynolityczne, m.in. Pantoea agglomerans — sprawca mokrej zgnilizny warzyw
(kapusta chinska, pochrzyn). W materiatach rodéw hodowlanych wykryto takze bakterie rodzaju Paenibacillus, Bacillus pumilus
(mokra zgnilizna bulw ziemniaka, Tunezja).

« W zadnej z 53 préb nie wykryto bakterii kwarantannowych patogenicznych dla ziemniaka.

* Nie wykryto bakterii z rodzajéw Pectobacterium ani Dickeya, gtdwnych sprawcéw mokrej zgnilizny bulw w Polsce.

«  Wykryte bakterie nalezaty gtéwnie do endofitéw, jednak czes¢ z nich (np. Enterobacter, Pseudomonas) wykazuje potencjat
patogeniczny.

« Termoterapia nie eliminuje catkowicie bakterii endofitycznych — czes¢ z nich moze przetrwac w roslinach in vitro.

« Wyniki wskazujg na potrzebe rutynowego badania roslin in vitro po termoterapii w celu wykrywania infekcji latentnych.

« Zasadne jest wprowadzenie rozszerzonej diagnostyki mikrobiologicznej materiatow hodowlanych, wykraczajgcej poza
wykrywanie organizmow kwarantannowych.

« Wyniki majg charakter wstepny i wymagajg dalszych analiz w celu szczegdtowej identyfikaciji wykrytych gatunkow.
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