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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego
w produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
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Badania nad opracowaniem metod selektywne;]
izolacji oraz czulej identyfikacji bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
w trudnych diagnostycznie probach srodowiskowych

Research and development of selective isolation and sensitive identification methods
of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus bacteria in difficult diagnostic
environmental samples

Stowa kluczowe: bakterioza pierscieniowa ziemniaka, Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus,
diagnostyka, nowoczesne metody, proby srodowiskowe, ziemniak

CEL TEMATU ORAZ PROWADZONYCH BADAN

Celem realizowanego projektu byto opracowanie materiatow i procedur do selektyw-
nej izolacji kwarantannowej bakterii — Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
(Cms) z r6znych prob srodowiskowych oraz opracowanie i weryfikacja wysoce czulych
i specyficznych metod identyfikacji tej bakterii.

Zatozony cel osiggnigto poprzez realizacj¢ zalozen poszczegdlnych tematow
badawczych projektu.
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OPIS WYNIKOW

Wyniki uzyskane w temacie 1 pozwolily na opracowanie materiatow do konstrukcji
immunopodtoza do izolacji bakterii Cms z badanych prob. Na podstawie opracowanych
antygenow, w procesie immunizacji krolikow uzyskano 3 surowice z IgG anty-Cms,
ktére po oczyszczeniu badano pod katem czuloSci i specyficznosci wzgledem
stosowanych szczepow bakteryjnych. Do opracowania immunopodtoza uzyto przeciwciat
dajacych najlepszy stosunek miana do specyficzno$ci. Opracowane materialy pozwolity
na opracowanie funkcjonalnego immunopodtoza do izolacji bakterii Cms z soku
ziemniaka w warunkach laboratoryjnych oraz polowych.

Badania zwigzane z weryfikacjg metody izolacji DNA z zawiesin Cms o roznej
zawartosci $luzow bakteryjnych, potwierdzity skuteczno$¢ opracowanej metody zaréwno
w obecnosci wody, jak 1 komponentéw soku ziemniaka. Jako$¢ wyizolowanego DNA
oceniano na podstawie pomiaru spektrofotometrycznego oraz analizy elektroforegramow
zawierajacych produkty amplifikacji DNA po przeprowadzeniu testu PCR. W poréwna-
niu do zalecanej obecnie metody izolacji DNA, ktéra stosowano jako odno$na, opraco-
wana metoda pozwalata na uzyskanie wyzszej czulosci w przypadku prob z wody, ale
byla jednoczesnie bardziej wrazliwa na komponenty soku ziemniaka. Wprowadzenie
modyfikacji w opracowanej metodyce w trakcie izolacji DNA z ekstraktow roslinnych
pozwolito na uzyskanie czutosci adekwatnej do metody odnosne;.

Wyniki uzyskane w ramach tematu 3 zwigzane z poroOwnaniem stopnia porazenia
badanych roslin oraz bulw potomnych pozwolity potwierdzi¢ funkcjonalno$¢ opraco-
wanych materiatow oraz metodyki izolacji DNA. Badane odmiany wykazaty podobnie
jak w poprzednim roku zréznicowang podatnos$¢ na sztuczng inokulacje bakteriami Cms
obu szczepow. Pomimo odmiennych do poprzednich lat warunkow pogodowych, stopien
porazenia bakteriami Cms zalezal zarowno od stosowanego profilu glebowego, jak i uzy-
tego do inokulacji szczepu Cms. Wyniki wskazaly na wigkszg efektywnos¢ szczepu silnie
mukoidalnego. Najmniejsza podatno$¢ uzyskano dla odmian Courage i Ikar, natomiast
najwigksze porazenie bulw zanotowano u odmian Gwiazda i Sagitta. Stosowanie profilu
glebowego miato wptyw na wysoko$¢ plonu i liczbe bulw potomnych. Metody IFAS
i PCR w znacznym stopniu korelowaly ze soba potwierdzajac wyzszy indeks porazenia
proéb z bulw, niezaleznie od wykrywanego szczepu Cms.

Wyniki badan uzyskane w ramach tematu 4, pozwolily oceni¢ wplyw obecnosci
zroéznicowanych mukoidalnie szczepéw bakterii Cms na poziom ekspresji objawow
chorobowych oraz czulos¢ testu molekularnego w badanych tkankach roslin in vitro.
Badane odmiany wykazaly zroznicowang wrazliwo$¢ na obecno$¢ poszczegdlnych
szczepow bakterii Cms. W poréwnaniu do wczesniejszych badan z uzyciem mieszaniny
3 szczepow Cms, przy zastosowaniu pojedynczych szczepéw 1 analogicznych
koncentracji komorek bakterii w mieszaninie inokulacyjnej, oddziatywanie fitotoksyczne
bylo znacznie stabsze. Obecno$¢ bakterii Cms oceniona testem PCR potwierdzono
praktycznie w wigkszosci badanych prob pozytywnych, czgsto pomimo braku
widocznych objawoéw makroskopowych na roélinach oraz zamglen w podtozach
wskazujgcych na silne porazenie bakteriami Cms.
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Badania dotyczace zapobiegania kontaminacjom bakteriami Cms podlozy stosowa-
nych do hodowli ro$lin in vitro ziemniaka, pozwolily na ocen¢ wpltywu obecnosci
koloidu zlota na dziatanie mieszaniny dwoch innych koloidow o dziataniu antymikro-
biologicznym. Obserwowano r6zng wrazliwo$¢ badanych odmian ziemniaka na miesza-
nin¢ koloidoéw, zaleznie od stosowanej koncentracji. Nizsze st¢zenia badanych koloidow
powodowaly lepszy wzrost i namnazanie si¢ badanych roslin w pordwnaniu z roslinami
kontrolnymi, natomiast zwigkszenie koncentracji nanoczasteczek w mieszaninie powodo-
wato wyzsza aktywno$¢ antymikrobiologiczng w stosunku do Cms.

WNIOSKI Z PROWADZONYCH BADAN

1. Przeciwciala skierowane na komorki bakterii Cms uzyskane w ramach pierwszego
z tematow badawczych w porownaniu z IgG z roku 2017 roku cechowaty si¢ wysoka
specyficznoscig oraz relatywnie nizszym mianem wobec badanych bakterii Cms.
Odpowiednia modyfikacja podtozy oraz zastosowanie opracowanych w roku
poprzednim IgG pozwolily na opracowanie powtarzalnego immunopodtoza
do specyficznej izolacji komoérek bakterii Cms niezaleznie od stopnia mukoidalnosci
badanych szczepéw Cms, jak réwniez wczesnos$ci i zawarto$ci skrobi badanych
odmian ziemniaka. Opracowany test immuno-PCR w poréwnaniu do poprzedniego
roku zostatl ulepszony, ale wymaga jeszcze dopracowania i optymalizacji w celu
poprawienia czuto$ci.

2. Badania dotyczgce opracowania warunkow izolacji DNA bakteryjnego pozwolity
poréwnac i wyznaczy¢ warunki, przy ktorych uzyskano najwyzsza i najnizsza czutosé
testu PCR bakterii Cms izolowanych z wody oraz z ekstraktu z bulw ziemniaka.
Z uwagi na znaczne oddzialywanie inhibitoréw reakcji PCR w probach z ekstraktu
ziemniaka, do dalszych badan w ramach zadania wybrano metod¢ wysokosolng
z proteinazg K stosujac 10-krotne rozcienczenie izolowanego DNA.

3. W temacie trzecim wykazano zréznicowang podatnos¢ badanych odmian na sztuczng
inokulacj¢ badanymi szczepami bakterii Cms. Odmianami najmniej podatnymi na
porazenie roslin i bulw potomnych przez badane szczepy Cms byly Courage, Ikar
i Jurek, natomiast porazenie bulw w wysokim stopniu obserwowano u odmian
Annabelle, Gwiazda i Sagitta. Wysokie porazenie pedow przektadalo si¢ na wysokie
porazenie plonu. Obserwowane w trakcie wegetacji zmiany w postaci chloroz
na lisciach u odmian Sagitta i Gwiazda potwierdzone zostaly wysokim indeksem
porazenia obliczonym na podstawie obserwacji mikroskopowej. Wyzszy indeks
porazenia todyg i bulw stwierdzono w preparatach pochodzacych z roslin, ktorych
sadzeniaki byty inokulowane mukoidalnym szczepem Cms NCPPB 4053 i byly
uprawiane na glebie cigzkiej, gliniastej profilu VI. Metody IFAS i PCR w znacznym
stopniu korelowaty ze sobg potwierdzajac wyzszy indeks porazenia prob z bulw,
niezaleznie od wykrywanego szczepu Cms.

4. Badania przeprowadzone w ramach kolejnego zadania pozwolily oceni¢ wplyw
obecnos$ci zroznicowanych mukoidalnie szczepoéw bakterii Cms na poziom ekspresji
objawow chorobowych oraz czutos¢ testu molekularnego w badanych tkankach roslin
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invitro. Badane odmiany wykazaly zréznicowana wrazliwo$¢ na obecnos¢
poszczegdlnych szczepow bakterii Cms. Najbardziej wrazliwg odmiang byla sie
odmiana Sagitta, natomiast najmniej podatng na obecnos¢ badanych szczepéw Cms,
odmiana Courage. Obecno$¢ bakterii Cms oceniona testem PCR potwierdzono
praktycznie w wigkszosci badanych prob pozytywnych czgsto pomimo braku
widocznych objawéw makroskopowych na roslinach oraz zamglen w podlozach
wskazujgcych na silne porazenie bakteriami Cms.

5. W ramach tematu 5 oceniono wplyw obecnosci koloidu ztota na dziatanie mieszaniny
koloidow srebra i miedzi na bakterie Cms, jak rowniez na wzrost i namnazanie
badanych ro$lin in vitro. Obecno$¢ zlota zwigkszyla dzialanie toksyczne
nanoczasteczek w stosunku do mukoidalnego szczepu patogenicznych bakterii Cms
juz przy koncentracji 0,1% docelowego stezenia nanoczasteczek w podiozu
mikrobiologicznym. Obserwowano rézng wrazliwo$¢ badanych odmian ziemniaka w
postaci kultur in vitro na mieszaning koloidow, zaleznie od stosowanej koncentracji.
Nizsze stezenia badanych koloidow powodowaty lepszy wzrost i namnazanie si¢
badanych roslin w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi.
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