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Cele projektu na 2024 rok

1. Utrzymywanie i namnozenie materiatu roslinnego do badan oraz przeprowadzenie
oceny odpornosci wybranych odmian/klondw ziemniaka w tescie listkowym i
plastrowym przy wykorzystaniu izolatow P. infestans o roznym profilu wirulencji oraz

okreslenie profilu wirulencji tych izolatow.
Cel zrealizowano

2. lzolacja RNA oraz ocena relatywnego poziomu ekspresji badanych genow R w bulwach

badanych klondw/odmian ziemniaka.
Cel zrealizowano

3. lzolacja RNA oraz przeprowadzenie analizy roznicowej ekspresji genow

(sekwencjonowanie transkryptomu metoda RNA-seq).
Cel zrealizowano
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Materiat i metody
Temat badawczy 1

a) Materiat: 3 formy rodzicielskie / donory genéw R: Bzura, Gardena, TG 97-411; 12 klonéw
ziemniaka pochodzgcych z krzyzowania donorédw genéw R2/R2-like i Rpi-phul; 11 testeréw
Black’a; 9 klondw/odmian ziemniaka; 3 izolaty P. infestans o réznym profilu wirulencji

b) Metody: fenotypowa ocena odpornosci naci (test listkowy) i bulw (test plastrowy)

Temat badawczy 2

a) Materiat: Probki tkanki bulw 4 odmian/klonéw ziemniaka (Bzura, Gardena, TG 97-411, DC
69) inokulowanych wybranymi izolatami P. infestans, zabezpieczone w pieciu punktach
czasowych po inokulacji

b) Metody: izolacja RNA, transkrypcja na cDNA (reverse transcription), Real Time gPCR, AACt

Temat badawczy 3
a) Materiat: Probki tkanki bulw 3 odmian/klonow ziemniaka: Bzura, TG 97-411 i DC-69, ——. =—m =
inokulowanych wybranymi izolatami P. infestans, zabezpieczone 24 hpi. | :

b) Metody: izolacja RNA; sekwencjonowanie NovaSeg6000 (llllumina), PE 150, 20 min par
odczytow; obrdbka bioinformatyczna i porownanie wynikow wg zaplanowanego schematu
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Temat badawczy 1 Wynlkl | WnIOSkI

- Testy listkowe
- Potwierdzenie profilu wirulencji wytypowanych izolatéw P. infestans:

- Izolat 213/20 wirulentny w stosunku do genu R2/R2-like, awirulentny w stosunku do genu Rpi-phul
- Izolat MP 324x awirulentny w stosunku do genu R2/R2-like, wirulentny w stosunku do genu Rpi-phul
- 1zolat MP 1480 (wzorzec) awirulentny w stosunku do obu gendw R2/R2-like i Rpi-phul

- Weryfikacja efektywnosci badanych gendw w warunkowaniu odpornosci naci:

- Bzura (i klony posiadajgce R2/R2-like): odporne na MP 324x i MP 1480, podatne na 213/20
- Gardena, TG 97-411 (i klony posiadajgce Rpi-phul): odporne na 213/20 i MP 1480, podatne na MP 324x
- Klony posiadajgce R2/R2-like i Rpi-phul: odporne na 213/20 i MP 1480, srednio odporne na MP 324x

- Testy plastrowe
- Weryfikacja efektywnosci badanych gendw w warunkowaniu odpornosci bulw:

- Bzura (i klony posiadajgce R2/R2-like): srednio podatne / podatne na wszystkie izolaty

- Gardena: podatna na MP 324x, srednio odporne na 213/20, wysoka odpornos¢ na MP 1480;

- TG 97-411 (i klony posiadajace Rpi-phul): podatne na MP 324x, odporne na 213/20, wysoko odporne na MP 1480
- Klony posiadajgce R2/R2-like i Rpi-phul: srednio odporne na MP 324x i 213/20, wysoka odporno$é na MP 1480

Po inokulacji kompatybilnym izolatem P. infestans

- R2/R2-like: liscie — bardzo wysoki poziom odpornosci; bulwy — podatne/srednio podatne
- Rpi-phul: liscie — bardzo wysoki poziom odpornosci; bulwy — bardzo odporne/odporne/srednio odporne
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Temat badawczy 2 Wvyniki i wnioski
- Ekspresja genu Rpi-phul i R2/R2-like:

- Poziom relatywne] ekspresji obu genow w plastrach bulw byt
zréznicowany pomiedzy badanymi odmianami/klonami ziemniaka
jak i pomiedzy uzytymi do inokulacji izolatami P. infestans.
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- Najwyzszy poziom relatywnej ekspresji obu genéw obserwowano
dla prébek klonu DG 69 (Rpi-phul + R2/R2-like). R

- W przypadku obu gendw R mozna zaobserwowac¢ tendencje do o=
poczgtkowego wzrostu poziomu ekspresji (w dniu 1 lub 1 i 2)
nastepnie spadku oraz ponownego jej wzrostu okoto dnia 4 po
inokulacji.
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Ekspresia

- Profil ekspresji badanych gendw w bulwach réznit sie od analogicznych
wynikéw uzyskiwanych dla listkébw tych samych klonéw/odmian o
ziemniaka inokulowanych tymi samymi izolatami P. infestans, gdzie ‘
wzrost ekspresji obserwowano jedynie w 4 i 5 dniu po inokulacji
wirulentnymi izolatami.
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Wyniki i wniosKi

Temat badawczy 3

Uzyskano wysokiej jakosci wyniki sekwencjonowania,
ktore pozwolity na przeprowadzenie wtasciwej analizy
bioinformatyczne;.

Rozpoczeto wstepne analizy dla danych uzyskanych z
sekwencjonowania oraz porownania profili ekspresji
genow pomiedzy poszczegdlnymi grupami probek
(zgodnie z zaplanowanym harmonogramem).
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1. ETAPY LABORATORYJNE

Control group

B_control
B_control
B_1480_24h
B_1480_24h
B_213/20_24h
TG_control
TG_control
TG_1480_24h
TG_1480_24h
TG_324x_24h
DC_control
DC_control
DC_control
DC_1480_24h
DC_1480_24h
DC_324x_24h
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DC_324x_24h
DC_213/20_24h

Treatment group

B_1480_24h
B_213/20_24h
B_213/20_24h
B_1480_48h
B_213/20_48h
TG_1480_24h
TG_324x_24h
TG_324x_24h
TG_1480_48h
TG_324x_48h
DC_1480_24h
DC_213/20_24h
DC_324x_24h
DC_213/20_24h
DC_324x_24h
DC_213/20_24h
DC_1480_48h
DC_324x_48h
DC_213/20_48h
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Prezentacja wynikow:

Comparative analysis of R-genes expression and transcriptomic profiles in
potato tubers of selected potato genotypes after inoculation with virulent
and avirulent races of Phytophthora infestans (Poster)

22nd EAPR Triennale Conference, 7-12 lipca 2024, Oslo, Norwegia

Plich J., Milczarek D., Grupa-Urbanska A., Tatarowska B., Sobkowiak S.

Comparative analysis of R-genes expression and transcriptomic profiles in
potato tubers of selected potato genotypes after inoculation with virulent and
avirulent races of Phytophthora infestans

Plich J., Milczarek D., Grupa-Urbarska A., Tatarowska B., Sobkowiak S.

"Department o Potato Genetics and Parentel Lines, Miochdw Division. Plant Breeding and Accimatizstion nstitute ~
Natianal Research Institute, Miochow, Poland; E-mait | phch@har.od ol

Late blight (LB) caused by Phytophthora infestans is the most destructive potato disease worldwide and there is
consequently strong market demand for resistant cultivars. Resistance breeding is mainly based on the resistance
genes (R-genes) identified in various wild Solanum species. However, some R-genes provides effective protection of
foliage and tubers while other provide foliage but not tuber resistance. The most likely explanation of this
phenomenon is different level of R-genes expression, but more general differences in the defense response can be
also expected. In our study we plan to verify both these elements.

For our research we chose two R-genes: Rpi-phut, which provides effective
protection of foliage and tubers, and R2, which fails in tuber resistance. Tuber slices

of non-transgenic cultivar Bzura (R2), potato clone TG 97-411 (Rpi-phut) and DC 69

(R2 and Rpi-phu1) were inoculated with virulent and avirulent races of P infestans to

assess its resistance and measure level of R-genes expression (work in progress)

We performed also transcriptome analyses to study differences in expression of other  sumse
genes, after inoculation with virulent and avirulent isolates of P. infestans. Here we w
present preliminary results of this part of experiment.

We compared transcriptome profile of RNA extracted from control samples (tuber tissue before inoculation) and samples
collected 48 hpi. Volcano' plots illustrates numer of DEGs - differentially expressed genes (both, up- and downregulated)
in case of comparisons: A) control vs samples inoculated with isolate MP 1480, which is avirulent to both genes; B)
control vs samples inoculated with virulent isolates (MP 324x for Rpi-phu1 and 213/20 for R2 gene); and C) samples
inoculated with avirulent MP 1480 vs samples inoculated with virulent isolates (MP 324x or 213/20).

Bzura (R2) Comparison of transcriptome profiles of control
samples and samples inoculated with avirulent MP1480 (A) and
virulent isolate 213/20 (B) result in identification of 22671 DEGs
(8759 downregulated; 13912 upregulated); and 21978 DEGs
(8503 downregulated; 13475 upregulated) respectively,
Comparison of transcriptome profiles of samples inoculated with
avirulent and virulent isolates (C) result in identification of 3753
DEGs (2063 downregulated; 1690 upregulated).

TG 97-411 (Rpi-phut) Comparison of transcriptome profiles of
control samples and samples inoculated with avirulent
MP1480 (A) and virulent isolate MP324x (B) result in
identification of 18368 DEGs (7249 downregulated; 11119
upregulated); and 18065 DEGs (7053 downregulated; 11012
upregulated) respectively, Comparison of transcriptome profiles
of samples inoculated with avirulent and avirulent isolates (C)
result in identification of 797 DEGs (435 downregulated; 362
upregulated).

DC 69 (R2+Rpi-phut) Comparison of transcriptome profiles of
control samples and samples inoculated with avirulent MP 1480
(A) result in identification of 19505 DEGs (7615 downregulated;
11890 upregulated). Comparison of control and samples
inoculated wit isolates 213/20 (B1) and MP 324x (B2) result in
identification of. 20552 DEGs (7920 downregulated; 12632
upregulated); and 19705 DEGs (7562 downregulated; 12143
upregulated), respectively. Comparison of transcriptome profiles
samples inoculated avirulent MP 1480 and avirulent isolate
213/20 (C1) and MP 324x (C2) result in identification of 16
DEGs (10 downregulated; 6 upregulated), and 288 DEGs (139
downregulated; 149 upregulated).
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