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Cele projektu na 2021 rok

1. Dobdr materiatu badawczego, tj. grupy odmian/klonéw ziemniaka o
pozgdanym zestawie genow R oraz grupy izolatow P. infestans o
pozgdanym profilu wirulencji.

* Cel zrealizowano

2. Dobor i optymalizacja metodyki izolacji RNA z lisci ziemniaka,
metodyki badania poziomu ekspresji gendow oraz wybor genu
referencyjnego do tych badan.

* Cel zrealizowano

3. Doborioptymalizacja metodyki izolacji RNA z bulw ziemniaka.
* Cel zrealizowano



Materiat i metody

Ad 1. a) Materiat badawczy: 300 klondw ziemniaka pochodzacych z krzyzowania
donoréw gendw R2/R2-like i Rpi-phul; 20 klonédw / odmian réznicujgcych; 10 izolatéw
P. infestans o réznym profilu wirulencji

b) Metody: laboratoryjny test na odcietych listkach (tzw. test listkowy)

Ad 2. a) Materiat badawczy: listki 3 odmian/klonéw bedacych donorami genow R2/R2-like i
Rpi-phul inokulowane wybranymi izolatami P. infestans

b) Metody: izolacja RNA (5 réznych metod); transkrypcja RNA na cDNA; wstepne
badanie poziomu ekspresji genéw referencyjnych i gendw R2/R2-like i Rpi-phul za
pomocg qPCR

Ad 2. a) Materiat badawczy: plastry bulw 3 odmian/klonéw bedgcych donorami gendow
R2/R2-like i Rpi-phul inokulowane wybranymi izolatami P. infestans

b) Metody: izolacja RNA (5 réznych metod); transkrypcja RNA na cDNA; wstepne
badanie poziomu ekspresji gendw referencyjnych i gendw R2/R2-like i Rpi-phul za
pomocg qPCR



Wyniki i wniosKi

1. Dobdér materiatu badawczego, tj. grupy odmian/klondw ziemniaka o
pozgdanym zestawie genow R oraz grupy izolatbw P. infestans o
pozadanym profilu wirulencji.

a)

b)

Na podstawie wynikow badan fenotypowych i testow molekularnych 300 klonow
ziemniaka zostaty podzielone na 4 grupy:

v’ klony posiadajgce oba geny: Rpi-phul + R2/R2-like (76 szt.)

v’ klony posiadajace tylko gen Rpi-phul (74 szt.)

v’ klony posiadajace tylko gen R2/R2-like (88 szt.)

v’ klony nieposiadajace zadnego z badanych gendw R (62 szt.)

Na podstawie analizy wynikow fenotypowych testow z uzyciem zestawu 11
testerow Black’a oraz 9 rdzinicujgcych odmian/klonéw ziemniaka sposrod 10
badanych izolatow wybrano:

v'Izolat 213/20 — wirulentny w stosunku do genu R2/R2-like; awirulentny w stosunku do genu
Rpi-phul

v'Izolat MP 324x — awirulentny w stosunku do genu R2/R2-like; wirulentny w stosunku do genu
Rpi-phul



Wyniki i wniosKi

Dobor i optymalizacja metodyki izolacji RNA z lisci ziemniaka, metodyki
badania poziomu ekspresji genow oraz wybor genu referencyjnego do
tych badan.

a) Przetestowano 5 roznych metod izolacji RNA z lisci ziemniaka. Wszystkie metody
daty satysfakcjonujgcy wynik, tzn. uzyskano wystarczajgcg iloS¢ RNA (koncentracja
w zakresie 0,6 — 1,3 ng/ul) o dobrej jakosci.

b) Przebadano przydatnos¢ 5 potencjalnych gendw referencyjnych. Sposrdéd nich dwa
geny (57-alfa-tubulin i Ef1a) daty satysfakcjonujgce i powtarzalne rezultaty i moga
zosta¢ wykorzystane w dalszych badaniach.

c) Rozpoczeto prace nad metodykg badania wzglednej ekspresji gendw R2/R2-like i
Rpi-phul. Uzyskane wstepne wyniki potwierdzajg przydatnos¢ wybranej metodyki
do szerszego zastosowania w dalszych etapach realizacji Zadania.



Wyniki i wniosKi

3. Dobor i optymalizacja metodyki izolacji RNA z bulw ziemniaka.

a)

b)

Przetestowano 5 roznych metod izolacji RNA z tkanki bulw ziemniaka. Ze wzgledu
na specyfike materiatu uzytego do izolacji RNA najlepsze rezultaty data metoda wg
Chomczynskiego i Sacchi. Uzyskano RNA o sredniej koncentracji 0,96 ng/ul i
wspotczynniku A260/A280 réwnym 1,98. Metoda ta moze zostaé wykorzystana w
dalszych etapach realizacji Zadania.

Rozpoczeto prace nad przydatnoscia 5 potencjalnych gendéw referencyjnych.
Wstepne wyniki wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania tych samych genow (57-
alfa-tubulin i Efla) co w badaniach ekspresji w lisciach.

Wstepnie potwierdzono przydatnos¢ wybranej metodyki do szerszego
zastosowania w dalszych etapach nad badaniem ekspresji gendw R2/R2-like i Rpi-
phul w bulwach ziemniaka.



Mierniki na 2021 rok

Wartos¢ miernika .. Stopien
. .. Wartos¢ miernika .
Lp. Miernik podana w opisie . realizacji
_ zrealizowana .
zadania miernika
1 2 3 4 S
Temat badawczy
11 Liczba siewek ziemniaka wytworzonych i prowadzonych w ramach 300 300 100%
tematu.
1.2 Liczba genotypdéw ziemniaka przetestowanych pod wzgledem 320 320 100%
obecnos$ci wybranych genow R.
1.3 Liczba badanych izolatow P. infestans 10 10 100%
Temat badawczy
21 Liczba odmian/klondéw ziemniaka wykorzystana w badaniu 3 3 100%
2.2 Liczba metod izolacji RNA z li$ci ziemniaka weryfikowanych pod 5 5 100%
wzgledem efektywnosci
2.3 Liczba testowanych gendw referencyjnych 5 5 100%
Temat badawczy
31 Liczba odmian/klonéw ziemniaka wykorzystana w badaniu 3 3 100%
3.2 Liczba metod izolacji RNA z bulw ziemniaka weryfikowanych pod 5 5 100%
wzgledem efektywnosci
3.3 Liczba testowanych genow referencyjnych 5 5 100%




