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Osiagniete cele tematow badawczych realizowanych w 2024 r.:

% zdobycie wiedzy na temat molekularnych uwarunkowan odpowiedzi ziemniaka na uszkodzenie bulw na
skutek zranienia oraz jednoczesnego zranienia i zakazenia przez bakterie D. solani, w sredniej i poznej fazie
infekcji t.J. 24 1 48 h po inokulaciji;

% (i) poznanie wptywu glikoalkaloidéw wyizolowanych z lisci wybranych genotypéw Solanum na geny ohrR i fis,
ktdére majg istotne znaczenie w regulacji cech zwigzanych z wirulencjg tych bakterii;
(i) sprawdzenie, czy wyzszy poziom glikoalkaloidow w bulwach ziemniaka poddanych zielenieniu w warunkach
sztucznego oswietlenia obnizy wielkos¢ gnicia i porazenie roslin czarng ndzkg w testach laboratoryjnych;

% ocena zdolnosci przechowalniczej oraz odpornosci odmian ziemniaka na bakterie D. solani i P. brasiliense,
powodujgce mokrg zgnilizne bulw ziemniaka.
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1.

>

10 genotypow diploidalnych ziemniaka
o skrajnie zréznicowanej odpornosci bulw na

bakterie Dickeya solani, wyselekcjonowanych z

populacji mapujgcej,

Jeden szczep bakterii D. solani
(wysokoagresywny w stosunku do bulw
ziemniaka),

14 genow kandydujgcych.

Trzy genotypy Solanum: dziki gatunek
ziemniaka (S. chacoense), mieszaniec
miedzygatunkowy Solanum (DG 00-683),
odmiana ziemniaka uprawnego S. tuberosum
(Tajfun),

Dwa izolaty bakterii: D. solani i P. brasiliense,
Dwa geny bakterii (ohR i fis).

12 odmian ziemniaka: Bohun, Cedron, Denar,
Gardena, Impresja, Irmina, Ismena, Kuba,
Michalina, Tacja, Werbena, Widawa.

>
>
>

>
>

Sekwencjonowanie RNA-Seq (NovaSeq6000, lllumina),
Analiza bioinformatyczna,

Mapowanie do genomu referencyjnego Solanum
tuberosum,

Analiza statystyczna ekspresji gendw réznicowych,
gPCR, RT-PCR.

Ekstrakcja glikoalkaloidow (GA) z lisci roslin i bulw
Solanum,

Ocena wptywu GA na: ekspresje genow bakterii (QPCR),
Ocena wielkosci porazenia ,zielenionych” w swietle
sztucznym bulw ziemniaka w tescie punktowej inokulac;ji
bulw,

Ocena porazenia roslin ziemniaka wyrostych z
,zielenionych” w swietle sztucznym bulw porazonych
bakteriami przez zanurzenie bulw w zawiesinie bakterii
w podcisnieniu.

Ocena odpornosci bulw ziemniaka na bakterie D. solani
w tescie punktowej inokulacii.
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T 1. Analiza transkryptomiczna w bulwach w péznej fazie rozwoju infekcji, tj. 48 h po zakazeniu przez D. solani.
Badania ekspresji wybranych genéw kandydujacych sredniej fazy rozwoju infekcji tj. 24 h po zakazeniu przez

bakterie.
Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) na danych DESeq2 dla

wszystkich prob z doswiadczenia (54 prob).

925 751 Najwieksze roznice w profilu ekspresji genéw obserwowano

pomiedzy bulwami nietraktowanymi (podatnymi i odpornymi) a

bulwami inokulowanymi w zranienie. W oparciu o drugg sktadowa,

549 250 479 258 wyjasniajgcg 11 % wariancji, mozliwe jest oddzielenie genotypow
odpornych od podatnych.

37 30

Liczba gendw o istotnie roznej ekspres;ji condition
, @ _
w poréwnywanych transkryptomach: = 10 ® Bacteria LR
'5 @ Control_LR
=
(BS vs BR) vs (WS vs WR) vs (NTS vs NTR) 2 o ® Water LR
; @® Bacteria_LS
o =
. O @ Control_LS
Oznaczenia: | | o ) . Water LS
B — bulwy ranione, inokulowane zawiesing bakterii,
W — bulwy ranione, traktowane woda, . | ® | |
. -40 -20 0 20
NT — bulwy nietraktowane, PC1: 74% variance

R — genotypy odporne, S — genotypy podatne.
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HaR

Geny roznicowe Sredniej fazy rozwoju infekcji tj. 24 h po zakazeniu przez bakterie, do weryfikacji ekspres;ji
w pojedynczych genotypach.

L.P. Nazwa genu Krotnos$¢ zmiany BS vs BR (log2 >2) po inkubaciji:
24 h 48 h Funkcja

1 LOC102594097 4,22 5,04 Gen biatka podobnego do CASP PIMP1, odpornos¢ na bakterie, biatko btonowe
indukowane infekcjg patogena (Hong et al. 2008; Vining i Pandelova 2022)

2 LOC102601676 4,32 4,24 Gen biatka podobnego do CASP 1E2, odpornos¢ na bakterie, biatko btonowe
indukowane infekcjg patogena

3 LOC102581074 3,07 5,04 Biatko zwigzane z patogenezg (PR, ang. pathogen related) podobne do P2

4 POPA 3,99 5,35 Peroksydaza anionowa zwigzana z suberynizacjg

5 LOC102585228 6,31 4,61 Gen biatka podobnego do acetylotransferazy 3 acylowanego cukru

6 LOC102599527 8,70 2,99 Prawdopodobnie biatko 23 endotransglukozylaza/hydrolaza ksyloglukanu

7 LOC102598565 6,25 2,53 Przeciwmikrobowy peptyd 2-3 podobny do wiciliny

8 LOC102582593 4,86 - Gen nieaktywnego biatka podobnego do RESTRICTED TEV MOVEMENT 1
(blokujgcego transport wirusa TEV)

9 LOC102590684 4,67 - Czynnik transkrypcyjny podobny do 1B wrazliwy na etylen

10 LOC102587891 3,88 - Gen biatka G1 podobnego do syntazy celulozy

11 LOC102584775 4,12 - Gen biatka podobnego do syntazy koenzymu A hydroksymetylglutarylu

12 LOC102605428 3,96 5,73 Gen podobny do kwasowej izoformy PR-Q’ endo-1,3-beta-glukozydazy glukanu

13 LOC102605226 3,87 2,48 Gen podobny do zasadowej izoforma 1 endo-1,3-beta-glukozydazy glukanu

14 LOC102577760 7,36 3,05 Biatko podobne do NtPRp27; gen odpornosci

GenR Gen odpornosci z rodziny NBS-LRR zmapowany na 11 chromosomie o nr PGSC0003DMT400002320
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Wzgledna ekspresja genow kandydujgcych 8124 h po inokulacji w 5 odpornych i 5 podatnych genotypach na bakterie D. solani

LOC102581074 LOC102577760 LOC102594097
Biatko zwigzane z patogenezg (PR) Gen odpornosci, biatko podobne do NtPRp27 Biatko btonowe indukowane infekcja
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s Zweryfikowano ekspresje genéw w pojedynczych genotypach odpornych i podatnych, wybranych na podstawie ich
wyzszej ekspresji w prébach zbiorczych (odpornej i podatnej) 24 h po inokulacji.

s Wyrézniono geny o wyzszej ekspresji w probie zbiorczej genotypow odpornych na bakterie pektynolityczne
w poréwnaniu do ekspresji w probie zbiorczej genotypow podatnych, 48 h po inokulacii.
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T2. (i) Ocena wptywu glikoalkaloidéw z lisci roslin wyselekcjonowanych sposréd genotypow Solanum na geny zwigzane
z czynnikami wirulencji bakterii D. solani i P. brasiliense

Gen ohrR (ang. organic hydroperoxide reductase regulator) jest kluczowym regulatorem odpowiedzi bakterii na stres
oksydacyijny, ktéry aktywuje mechanizmy obrony przed reaktywnymi formami tlenu (ang. reactive oxygen species - ROS) oraz
wptywa na produkcje réznych czynnikow wirulencji, takich jak enzymy zewnagtrzkomaorkowe i biofilm.

Gen fis (factor for inversion stimulation) petni role globalnego regulatora transkrypcji, ktéry wptywa na produkcje fitotoksyny
(zeaminy), egzopolisacharydow (extracellular polymeric substances - EPS), zdolnoS¢ poruszania sie bakterii oraz tworzenie
biofilmu.

Ekspresja genéw ohrR i fis u D.solani Ekspresja genéw ohrR i fis u P.brasiliense
OhrR fis OhrR fis poziom ekspresji genu
poziom ekspresji genu 3.0
Tejfun| 0.15 20 Tajfun | 1.35 I 25
15 " 20
S.chacoense 0.38 S.chacoense 0.30 0.42 '
= 1.0 1.5
DG 00-683 | 0.18 0.5 DG 00-683 | (.68 0.95 1.0
0.5

*» Wykazano zréznicowane dziatanie GA pochodzacych z lisci réznych form Solanum na stres oksydacyjny u badanych
bakterii. Najwyzszg ekspresje tego genu zaobserwowano u P. brasiliense po inkubacji z GA z odmiany Tajfun.

s GA z dzikiego gatunku S. chacoense oraz z DG 00-683 wywotywatly obnizenie ekspresji genu fis bakterii, co moze
sugerowac, ze dzialajg hamujgco na wirulencje bakterii, ograniczajac ich zdolnosé¢ do wywotywania infekcji.
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T2. (ii) Ocena wptywu glikoalkaloidéw w bulwach ziemniaka po procesie zielenienia na rozwéj czarnej nézki ziemniaka
po zakazeniu przez bakterie D. solani i P. brasiliense w warunkach laboratoryjnych.

Objawy czarnej nézki w 3-tygodniowych roslinach ziemniaka

A 8 71 Ds kontrola 1 Pcb kontrola
odmiany Tajfun, otrzymanych 2z i niezielenionych bulw @ jZ fZ :|
inokulowanych w podcisnieniu bakteriami D. solani (Ds) i P. kontrola zazielerione 210 | 10 4
brasiliense (Pcb). A) Wyglad bulw kontrolnych i zazielenionych B) 8 g‘|—|l [=inininl g:. - I

01 2 3 45 0 1 2 3 4 5

- Ds zazielenione 20 Pcb zazielenione |

15 -
10 -

Histogramy czestosci rozktadu roslin z wedtug nasilenia objawow
czarnej nozki w skali od 0 do 5, gdzie 0 znaczy brak objawéw
porazenia a 5 letalng infekcje. C) Wyglad roslin w testowanych
grupach: Ds kontrola, Ds zazielenione, Pcb kontrola i Pcb
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Liczba roslin

zielone. D) Objawy porazenia todyg obserwowane w swietle UV, i o z'|_|.,_|'ﬁl,_1hl|_|l
wskazujgce na silniejsze objawy porazenia w roslinach 0123 45 01 2 3 4 5
kontrolnych w poréwnaniu z roslinami otrzymanymi z bulw S ifekupletana S iekualetana
Zaziel en | OnyCh . Ds kontrola J Dszazielenione Pcb kontrola Pcb zazielenione

* Wykazano potencjat zazieleniania bulw jako element
naturalnej metody ochrony ziemniaka przed czarng nézka
ziemniaka. Znaczace ograniczenie porazenia D. solani
w roslinach uzyskanych z zazielenionych bulw przemawia
za zastosowaniem tej metody jako element integrowanej,
niechemicznej strategii zwalczania. Zmienna reakcja
na P. brasiliense, bardziej agresywny szczep, sugeruje,
ze potrzebne sg dodatkowe srodki kontroli.
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T3. Analiza zdolnosci przechowalniczej bulw ziemniaka i porazenia przez patogeny ziemniaka powodujace choroby
przechowalnicze.

Liczba bulw z objawami gnicia spowodowanymi przez
bakterie pektynolityczne, na dole — po zbiorze bulw,
na gorze — po przechowywaniu bulw
w hot-box (7 dni w temperaturze 23 C, 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 wyroéznienie
odmian ziemniaka, ktére nalezy monitorowac
w czasie przechowywania.

Masa zgnitej tkanki [G}
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—

Porazenie bulw odmian ziemniaka przez bakterie Dickeya solani
i Pectobacterium brasiliense w tescie punktowej inokulacji bulw,
trzy dni po inkubacji w temperaturze 27 C.
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