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Cel badan

Zdobycie wiedzy na temat:

* molekularnych uwarunkowan uszkodzenia bulw
na skutek zranienia oraz zranienia plus zakazenia
przez bakterie D. solani, w bulwach, we wczesnej
fazie tj. 8 h po inokulaciji (cel osiggnieto),

zawartosci glikoalkaloidow w ekstraktach z lisci
w wybranych genotypach rodzaju Solanum
(cel osiggnieto),

zawartosci glikoalkaloidow w bulwach skrajnie
podatnych i skrajnie odpornych na bakterie
D. solani genotypow populacji mapujgcej DS-13
(cel osiggnieto),

wptywu glikoalkaloidow w ekstraktach z lisci roslin
genotypow ziemniaka diploidalnego na wzrost
bakterii D. solani i P. brasiliense sp. nov.
(cel osiggnieto),

mozliwosci okreslenia zdolnosci przechowalniczej
bulw ziemniaka 1 porazenia przez patogeny
ziemniaka powodujgce choroby przechowalnicze
na podstawie testu przechowywania wybranej
proby bulw w warunkach prowokacyjnych
do rozwoju patogenow (cel osiggnieto).

Mierniki zaplanowane i wykonane

Liczba genotypdéw ziemniaka 10

Liczba testéw bulwowych weryfikujgcych genotypy o skrajnej

odpornosci 185

Liczba testéw bulwowych do pobrania fragmentéw do izolaciji

RNA 90
Liczba testowanych gendw kandydujgcych 6

Liczba genotypow 9
Liczba analiz jakosciowych 18
Liczba analiz ilo$ciowych 54

Liczba ocenionych genotypow 10

Liczba ekstraktow badanych pod wzgledem wptywu na
wzrost bakterii dwoch gatunkow na pozywce petnej LB 9
Liczba ekstraktow badanych pod wzgledem wptywu na
wzrost bakterii dwoch gatunkow na pozywce minimalnej
M9 9

Liczba odmian zbieranych recznie testowanych
makroskopowo pod wzgledem udziatu bulw uszkodzonych
mechanicznie i udziatu bulw porazonych 12

Liczba odmian uprawianych w systemie konwencjonalnym
testowanych makroskopowo pod wzgledem udziatu bulw
uszkodzonych mechanicznie i udziatu bulw porazonych 5
Liczba odmian zbieranych recznie testowanych w hot-box 12
Liczba odmian uprawianych w systemie konwencjonalnym
testowanych w hot-box 5



Materiaty:

« Mieszance Solanum spp. (z populacji mapujgcej DS-13),
» dzikie gatunki Solanum (S. chacoense, S. garsiae, S. maglia),
« odmiany ziemniaka (15),

» bakterie Dickeya solani i Pectobacterium brasiliense.

Metody:

« Test punktowej inokulacji bulw ziemniaka,

* o0znaczanie ekspresji gendw wobec genu referencyjnego a-tubuliny metodg real-time RT-PCR,

» izolacja glikoalkaloiddw,

« metoda spektrometrii mas sprzezonej z chromatografig cieczowg do oznaczania rodzaju
glikoalkaloidow,

« metoda mikroptytkowa badania wzrostu bakterii na pozywkach z dodatkiem glikoalkaloidow,

« ANOVA programem Statistica, uszeregowanie srednich testem Duncana.



Temat badawczy 1. Ocena ekspresji gendw kodujgcych biatka roznicowe
zidentyfikowane w bulwach form rodzicielskich populacji mapujgcej 8 h po inokulacji
bakteriami D. solani. Wyniki i wnioski.
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Mieszaniec Solanum spp.

Na podstawie testu wybranych 37 genotypow z populacji
mapujgcej otrzymanej po skrzyzowaniu formy odpornej
z podatng na bakterie D. solani, do badah ekspresji gendw
wybrano po 5 genotypdw wykazujgcych skrajne reakcje (zdjecie
obok) na zakazenie bulw bakteriami D. solani .

—_

R NT W B Ekspresje 6 genow oceniano 8 h po inokulacji w bulwach
nietraktowanych, zranionych i traktowanych wodg (kolor
' ' niebieski) oraz zranionych i inokulowanych bakteriami D.
solani (kolor czerwony).
S NT W B

NT — bulwy kontrolne, nietraktowane; W — bulwy zranione traktowane wodg; B — bulwy zranione
inokulowane D. solani; R — odporny; S — podatny



Istotny wzrost (zielone tto) i spadek (szare tto) wzglednej ekspresji gendw* kodujgcych biatka réznicowe
zidentyfikowane w bulwach form rodzicielskich populacji mapujacej 8 h po inokulacji bakteriami D. solani
wzgledem bulw kontrolnych.

Inhibitor proteinazy typu 2-K P1080 2,3 wW 107 R
Inhibitor 1 proteinazy indukowany P08454 4,2 B 85R W
zranieniem
Inhibitor M0ZJ50 2,7 W 168 R B
metalokarboksypeptydazy M1D4V9 2,7 16 S
Glutaredoksyna B3F8F4 2,4 W 16 S R
Inhibitor proteinazy typu 2-K P1080 0,3 B 106 R S

0,2 B 90 S
Inhibitor MO0ZJ50 0,5 W B 107 R
metalokarboksypeptydazy 0,3 W B 85 R

0,2 W B 90 S

M1D4V9 0,4 W B 85 R

0,4 W B 64 S

0,2 W 90 S
Glutaredoksyna B3F8F4 0,3 B 64 S
Oksydaza katecholowa M1BMRG6 rdznice statystycznie nieistotne

Istotnie rézny poziom ekspresji gendw wzgledem nietraktowanej kontroli stwierdzono w bulwach niewielu
genotypdw badanych. Nie potwierdzono istotnego zwigzku badanych gendw z odpornoscig bulw
na porazenie bakteriami D. solani 8 h po infekcji.



Temat badawczy 2. Analiza jakosciowa i ilosciowa glikoalkaloidow w ekstraktach z lisci
w wybranych genotypach rodzaju Solanum. Wyniki i wnioski.
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Odmiana Mieszaniec Solanumspp  Dziki gatunek Solanum

Najwyzszg zawartoscig GLA charakteryzujg sie dzikie gatunki ziemniaka. Natomiast w odmianach
ziemniaka uprawnego i diploidalnych genotypach, zawarto§¢ GLA jest zalezna od badanego
genotypu. Wysoka zawartos¢ GLA nie jest bezposrednio zwigzana ze sktadem rozpoznanych
glikoalkalodow (np. Tajfun). Dziki gatunek S. garsiae posiadat wszystkie z szesciu
zidentyfikowanych GLA. Stwierdzono, ze a-solanina razem z a-chaconing stanowig od 64%
(S. garsiae) do 100% (Tajfun, Owacja, S. maglia) wszystkich rozpoznanych glikoalkaloidow.



Temat badawczy 3. Analiza ilosciowa glikoalkaloidéw w bulwach genotypow populacji mapujgcej
DS-13, skrajnie podatnych i skrajnie odpornych na bakterie D. solani. Wyniki i wnioski.
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Srednia catkowitej zawartosci glikoalkaloidéw w bulwach mieszancéw Solanum spp. Kolorem
czerwonym zaznaczono genotypy podatne na infekcje D. solani, zielonym odporne. Wasami
oznaczono btagd standardowy $rednich z trzech powtdrzeh biologicznych, kazde powtdrzenie
biologiczne to srednia z dwdch powtdrzen technicznych.

Wyniki nie wskazujg jednoznacznie na istotne powigzanie zawartosci GLA w bulwach
z odpornoscig na D. solani. W celu weryfikacji tej hipotezy konieczna bytaby analiza zawartosci GLA
w bulwach wszystkich pojedynkow populaciji DS-13 i ich korelacja z odpornoscia.



Temat badawczy 4. Ocena wptywu glikoalkaloidow w ekstraktach z lisci roslin
genotypow ziemniaka diploidalnego na wzrost bakterii D. solani i P. brasiliense sp. nov.

Wyniki i wnioski.
B Pectobacterium brasiliense Pcb3M16 m Dickeya solani IFBO099
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Solanum spp
Wzrost bakterii pektynolitycznych w pozywce petnej LB z dodatkiem glikoalkaloidéw po 8h inkubaciji
w temp. 25 °C. Btad standardowy $rednich z trzech powtorzen biologicznych, kazde powtorzenie
biologiczne to Srednia z trzech powtérzen technicznych. *srednie rdznig sie istotnie od kontroli
DMSO.

Istotnie mniejsze namnazanie bakterii stwierdzono dla obu bakterii, z dodatkiem glikoalkaloidéw
pochodzgcych z odmian Owacja (Pcb — 76% kontroli, Ds — 68% kontroli) i Mieszko (Pcb — 79%
kontroli, Ds — 84 % kontroli). Glikoalkaloidy z diploidalnego mieszanca Solanum DG 08-305
hamowaty istotnie namnazanie bakterii Pcb (Pcb — 79% kontroli), a glikoalkaloidy z odmiany Tajfun —
bakterie Ds (75% kontroli).



W pozywce minimalnej M9 stwierdzono istotnie mniejsze namnazanie bakterii dla obu gatunkow,
z dodatkiem glikoalkaloidow pochodzgcych z odmiany Tajfun (Pcb — 64% kontroli, Ds — 67%
kontroli). Glikoalkaloidy z diploidalnego mieszanca Solanum DG 08-305 hamowaty istotnie
namnazanie bakterii Ds (Ds — 67% kontroli).

Wptyw glikoalkaloidow na wzrost bakterii zalezy od genotypu i zastosowanej pozywki oraz jest
wielokierunkowy. Obserwuje sie zaréwno jego zahamowanie (np. Tajfun, DG 00-683) jak
I stymulacje (np. Irys).

Zaobserwowalismy, ze rodzaj pozywki istotnie zmieniat dynamike wzrostu bakterii. Tylko
w przypadku odmiany Tajfun, tendencja hamujgca namnazanie bakterii D. solani utrzymata sie
w przypadku obu pozywek. Odmiana ta posiada w tkankach jedynie a-solanine
I a-chaconine. Jak wskazujg dane literaturowe, na aktywnos¢ biologiczng ekstraktow roslinnych
bogatych w GLA wptywa ich sktad (rodzaj GLA), gdyz dziatania pojedynczych GLA mogg mie¢ efekt
wzajemnie znoszgcy, addytywny, lub dziata¢ synergistycznie. Stwierdzono rowniez, ze nie tylko
sktad ma wptyw na koncowy efekt biologiczny wywotany obecnoscig GLA, ale i wzajemne
proporcje.

Temat badawczy 5. Analiza zdolnosci przechowalniczej bulw ziemniaka i porazenia przez
patogeny ziemniaka powodujgce choroby przechowalnicze. | rok badan. Wyniki i wnioski.

Ziemniaki uprawiano systemem konwencjonalnym, na jednym polu uprawiano 12 odmian,
ktore zbierano recznie, na drugim — 5 odmian (wybranych z 12), ktére zbierano kombajnem.

Obserwowano duzg zmiennos¢ objawow chorobowych pomiedzy odmianami i pomiedzy miejscem
uprawy. W warunkach cieptego i suchego lata obserwowano silne porazenie odmian ziemniaka
parchem zwyktym | ospowatoscig bulw. Sporadycznie obserwowano porazenie bakteriami
pektynolitycznymi wywotujgcymi mokrg zgnilizne i porazenie zarazg ziemniaka. Obserwowano roznice
wystepowania chorob w zaleznosci od miejsca uprawy i odmiany ziemniaka.



Pobrane losowo 100 bulw kazdej odmiany przechowywano przez cztery dni w warunkach hot-
box'u (T ok. 22 °C i wilg. wzgl. ok. 80%). Po okresie inkubacji obserwowano wystepowanie suchej
zgnilizny i sporadycznie objawow mokrej zgnilizny. W bulwach zbieranych kombajnem
przechowywanych w hotbox’ie stwierdzono znacznie wiekszy udziat obitych bulw niz w bulwach
zbieranych recznie. Bulwy testowanych odmian zostang ocenione wizualnie po okresie
przechowywania, gdyz celem zadania jest sprawdzenie przydatnosci hot-box’a do przewidywania
zdolnosci  przechowalniczej odmian ziemniaka. Bulwy z doswiadczenia sg obecnie
przechowywane.

Zdjecia:
1. Trzy odmiany w hot-box’ie (po 50 bulw na pétce)
2.  Zdrowe bulwy odmiany Ismena (po inkubaciji)

3. Sucha zgnilizna w odmianie Michalina (po inkubacji)
4. Rizoktonioza w odmianie Irmina (przed inkubacjg)

Badania bedg kontynuowane, wyniki uzyskane w tym roku badan bedg analizowane razem
z wynikami uzyskanymi po okresie przechowywania.



