Zadanie nr 57 (Nr w planach IHAR- PIB: 4-3-00-6-01)
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Badania nad opracowaniem metod selektywnej 1zolacji oraz czule;
identyfikacji bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w
trudnych diagnostycznie probach srodowiskowych.

Okres realizacyi: lata 2014 - 2020

Zespot wykonawcow projektu:

Projekt w latach 2014-20 realizowalo tagcznie 30 os6b w 4 podzespotach badawczych, w tym:
Kierownik: dr hab. inz. W. Przewodowski® e-mail: w.przewodowski@ihar.edu.pl oraz

Wykonawcy: dr. T. Pastuszewska®, dr. W. Nowacki®, dr inz. A.Przewodowska?, dr. G.Gryn?,
dr hab. K. Treder?, dr inz. M. Labanska®), dr inz. P. Dederko-Kantowicz!, mgr inz. K.Salamonskal),
mgr inz. W.Stochta, mgr inz. D.Szarek!, mgr inz. D.Michalowska®, mgr inz. K.Franke®,
mgr inz. M. Nowakowski® inz. D. Sekrecka®, mgr inz. J. Chotuj’, Mgr inz. W. Stochtal),
mgr inz. A. Pawlowskal), mgr inz. M. Pietraszko®, mgr inz. Z. Munczkowska® i mgr inz. A.Trocka®.

1) Podzespot 1 w Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii IHAR — PIB O/Bonin. Tematy 1-5. Lgcznie 10 0sob.

2) Podzespot 2 w Pracowni Zasobow Genowych i Kultur in vitro IHAR — PIB O/Bonin. Tematy 1-5. Lgcznie 7 osob (w tym Kierownik).
3) Podzespot 3 w Pracowni Chorob i Szkodnikow Kwarantannowych Ziemniaka IHAR — PIB O/Bydgoszcz. Temat 3. Lgcznie 7 0s6b.
4) Podzespot 4 w Oddziale IHAR — PIB w Jadwisinie. Temat 3. L.gcznie 6 0sob.



Cele projektu

Gtéwnym celem projektu bylo opracowanie materiatow 1 procedur do selektywnej izolacji
kwarantannowej bakterii Clavibacter michiganensis comb nov (poprzednia nazwa
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, Cms) z réznych prob srodowiskowych oraz
opracowanie 1 weryfikacja wysoce czutych i specyficznych metod identyfikacji tej bakterii.

Cel gtowny osiagnieto poprzez realizacje celow poszczegdlnych tematow badawczych:

v Opracowanie przeciwciat anty-Cs oraz materialéw pozwalajacych na selektywng i specyficzng
izolacje bakterii Cs z prob srodowiskowych (Temat 1).

v Opracowanie wysoce specyficznych metod diagnostycznych pozwalajacych na ultraczute
wykrycie bakterii Cms (Temat 2).

v Weryfikacja i optymalizacja procedur pozwalajacych na izolacje i identyfikacj¢ bakterii Cs w
probach pobranych z naturalnego zrodia wystgpowania tej bakterii (Temat 3).

v" Okreslenie zdolnosci Cs do infekowania roélin utrzymywanych w kulturach in vitro poprzez
opracowanie efektywnego sposobu porazania roslin in vitro bakteriami Cs, opracowanie metody
izolacji 1 identyfikacji bakterit Cms z roslin in vitro oraz selekcja odmian ziemniaka o
najwickszej wrazliwosci na porazenie bakteriami Cs (Temat 4).

v" Identyfikacja potencjalnych zrédet zakazen mikrobiologicznych w pozywkach hodowlanych i
opracowanie metodyki zapobiegania tego typu kontaminacjom (Temat 5).

Wiszystkie zatozone cele zostaly osiggniete.



Materialy 1 metody

Jako materiat biologiczny w ramach projektu stosowano 16 odmian ziemniaka (w formie
roslin/bulw oraz kultur in vitro), 1 odmian¢ baktazana oraz 15 wzorcowych szczepow bakterii
C. sepedonicus 1 6 innych, referencyjnych patogenicznych szczepoéw bakterii ziemniaka.

v' Badane odmiany ziemniaka zréznicowane pod wzgledem wczesnos$ci i zawarto$ci skrobi postuzyty w
tematach 1 1 3 do opracowania 1 oceny dziatania immunopodioza, w temacie 2 do opracowania i oceny
skutecznosci metody izolacji DNA, w temacie 3 do oceny wrazliwosci na bakterie Cs, w tematach 4 1 5
odpowiednio do oceny zdolnosci bakterii Cs do infekowania kultur in vitro oraz oceny fitotoksycznosci
koloidow metali szlachetnych.

v’ Bakterie Cs w temacie 1 postuzyly do opracowania i oceny jako$ci przeciwciat anty-Cs, w temacie 2 do
opracowania metody izolacji DNA, w temacie 3 do oceny patogenicznosci na baktazanie oraz inokulacji
bulw badanych odmian ziemniaka na réznych profilach glebowych w Jadwisinie 1 Bydgoszczy, w temacie 4
do okreslenia zdolnosci do infekowania roslin in vitro, natomiast w temacie 5 do opracowania warunkow
pozwalajacych zapobiega¢ kontaminacjom mikrobiologicznym w podtozach do hodowli roslin in vitro.

v’ Uzyskane przeciwciata uzyto do opracowania podtoza do specyficznej izolacji bakterii C. sepedonicus z
prob srodowiskowych, ktorego efektywnos¢ dziatania oceniano testem PCR oraz IFAS w 3 zewngtrznych
laboratoriach badawczych w obecnosci komponentéw soku zréznicowanych pod wzgledem wczesnosci 1
zawartosci skrobi odmian ziemniaka.

v Przydatno$¢ opracowanego testu immuno-PCR oceniano na prébach ekstraktéw roslinnych z todyg oraz
bulw potomnych z bulw inokulowanych dwoma skrajnie zr6znicowanymi pod wzgledem mukoidalnosci
szczepami Cs, inkubowanych w r6znych warunkach glebowych w ramach tematu 3.

v Opracowane nanoczgsteczki metali koloidalnych postuzyty w ramach zadania 5 do opracowania mieszanin,
ktéore oceniano pod wzgledem fitotoksycznosci na badane kultury in vitro oraz oddziatywania
antybakteryjnego na zr6znicowane szczepy bakterii Cs.



Wazniejsze wyniki 1 wnioski

Temat 1
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Tabela. 1. Specyficznos¢ opracowanych przeciwciat anty-Cs.

Badane szczepy Cms

Sporzgdzenie . Inkubacjaz Test molekularny
zawiesin z Cms immunopodlozem

Desorbcja
T Cms

Rys. 3. Schemat opracowanego testu immuno-PCR do
identyfikacji bakterii C.sepedonicus z prob srodowiskowych.

Tabela. 2. Poréwnanie wynikéw testéw immuno-PCR i IFAS.
Testimmuno -PCR Klasyczny IFAS

22%
skrobi

v' Stosujgc odpowiednie metody mikrobiologiczne, molekularne oraz immunologiczne potwierdzono tozsamosé, scharakteryzowano
i zrdznicowano mukoidalnie szczepy badanych bakterii C. sepedonicus oraz szczepy innych badanych patogennych bakterii ziemniaka.

v Dzieki opracowaniu antygendw i mieszanin do immunizacji krélikdw, jak réwniez metodyki oczyszczania IgG uzyskano specyficzne,
poliklonalne przeciwciata krélicze skierowane na komérki bakterii C. sepedonicus.

v' Selekcja i modyfikacja chemiczna powierzchni materiatdw do opracowania matryc oraz zastosowanie opracowanych IgG anty-Cs
pozwolity na opracowanie immunopodtoza do selektywnej izolacji bakterii Cs z préb srodowiskowych.

v Wysokg skuteczno$¢ opracowanego immunopodioza potwierdzono w zewnetrznych laboratoriach badawczych w obecnosci
komponentéw soku réznych odmian ziemniaka zréznicowanych pod wzgledem wczesnosci i zawartosci skrobi oraz zalecanego przez
EPPO klasycznego testu IFAS jako odnosnego.

v' Opracowane immunopodtoze oceniono jako proste w uzyciu, trwate i niewrazliwe na komponenty tkankowe oraz duzg zawartos¢
skrobi. Z kolei ocena preparatéow zalecanym przez EPPO testem IFAS byta utrudniona z powodu obecnosci skrobi i komponentéw
soku ziemniaczanego utrudniajgcych obserwacje i zliczanie bakterii pod mikroskopem.

v' Skuteczno$é opracowanego testu immuno-PCR potwierdzono na prébach uzyskanych w warunkach polowych w ramach tematu 3.



Temat 2
Wazniejsze wyniki 1 wnioski
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. Potwierdzer(ﬁe tozsamosci Efektywnos¢ izolacji DNA bakterii C. sepedonicus w Wykrywalnos¢ DNA bakterii C. sepedonicus w soku
badanych szczepéw Cs w zaleznosci od stosowanych metod izolacji, enzyméw r6znych odmian ziemniaka molekularnym testem
testach PCR i Real-Time PCR. litycznych oraz medium. PCR.

v' Wykonane badania molekularne testem PCR i Real-Time PCR potwierdzity tozsamo$¢ badanych szczepdw C. sepedonicus,

v Wykazano przydatno$é dziatania réznych starteréw molekularnych wzgledem zréznicowanych mukoidalnie szczepdw Cs,

v' Opracowano metodyke izolacji bakterii Cs z réznych mediéw, w tym z H,O oraz roslinnych ekstraktéw tkankowych z bulw i roslin
ziemniaka. Oceniono m.in. przydatnosc¢ 4 enzymoéw litycznych oraz 4 metod izolacji DNA bakterii Cms z wody i soku bulw ziemniaka.

v’ Najwyiszg ilo$¢ DNA bakterii Cs uzyskano w metodzie wysokosolnej i soku ziemniaka. Nizsze iloéci uzyskano metodami CTAB i EPPO.

v Wysoki stopier degradacji DNA uzyskanego metodg wysokosolng nie skutkowat obnizeniem czutosci testu PCR.

v’ Najwiekszg czuto$é testu PCR przy izolacji DNA badanych bakterii C. sepedonicus z soku roélin i bulw uzyskano metoda wysokosolng z
uzyciem enzymu proteinazy K. Przy zawiesinach wodnych nie stwierdzono wptywu obecnosci enzymdw na czutos¢ reakg;ji.

v’ Z reguty dodatek enzyméw litycznych w izolacji DNA bakteryjnego poprawiat wydajno$é metod izolacji DNA. Wyjatek stanowita
metoda CTAB stosowana standardowo do izolacji DNA z tkanek roslinnych, w ktorej enzymy wykazaty relatywnie nizszg przydatnosc.

v’ Dobranie odpowiednich warunkdéw izolacji DNA pozwolito na zwiekszenie efektywnosci testu immuno-PCR do identyfikacji préb
srodowiskowych z roslin i bulw ziemniaka w zadaniu 3.



Wazniejsze wyniki 1 wnioski
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Temat 3

Tabela 4. Indeks porazenia latentnie roslin i bulw ziemniaka,
ktérych sadzeniaki sztucznie inokulowano szczepem Cs
i wysadzano na réznych profilach glebowych.

Profil
lebow

Indeks porazenia latentnie
bulw ziemniaka (%

Indeks porazenia latentnie
roslin ziemniaka (%

Tabela 5. Srednia liczba bulw potomnych porazonych latentnie,

54,4

z objawami porazenia przez Cs i liczba bulw zgnitych.
Liczba bulw

Profil
glebowy

_ objawy  zgnie  drednia

zawiesinami badanych bulwach badanych odmian
szczepow Cs w tescie ziemniaka badanych w - i po
patogenicznosci. okresie wegetacji.

Srednio-mukoidalny
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Okreslono patogenicznos¢ badanych szczepdw C. sepedonicus i wyselekcjonowano najbardziej zjadliwe szczepy do badan.
Stwierdzono, ze z punktu widzenia identyfikacji bakterii w prébach srodowiskowych, jak rowniez weryfikacji i optymalizacji procedur
diagnostycznych, wazna jest ocena wptywu czynnikdéw srodowiskowych na stopien porazenia sie roslin ziemniaka.

v' Badane odmiany wykazaty zrdznicowang podatno$¢ na sztuczng inokulacje bakteriami Cs. Najmniejszg podatno$é uzyskano dla
odmian Courage, Annabelle i Ikar, natomiast najwieksze porazenie bulw zanotowano u odmian Gwiazda, Jurek i Sagitta.

v' Ogdlnie wiekszg ekspresje objawdw chorobowych badanych roslin i bulw potomnych obserwowano w Jadwisinie. Tam tez uzyskiwano
wyzsze indeksy porazenia latentnego roslin i bulw potomnych, przy czym indeks porazenia latentnego bulw byt z reguty 2-krotnie
wyzszy niz roslin.

v" Indeks porazenia Cs badanych odmian zalezat od profilu glebowego, ale wieksze znaczenie miata wrazliwo$¢ samej odmiany, jak

réwniez patogenicznos¢ uzytego do inokulacji szczepu Cs.

Masa bulw badanych préb bytfa z reguty wyzsza u roslin niezakazanych, niezaleznie od stopnia wrazliwosci danej odmiany na Cs.

Najwyzszy plon uzyskaty rosliny uprawiane na glebie najlzejszej, ale jednoczesnie wykazano tu najwieksze réznice w plonowaniu

miedzy roslinami zakazanymi Cs i kontrolg, stwierdzono najwiecej objawéw i bulw zgnitych oraz najwyzsze porazenie peddéw.

v' Wykazano wysokg przydatno$¢ opracowanego testu immuno-PCR. Wyniki w duzej mierze korelowaty z wynikami testu IFAS.

v
v

ANIAN



Temat 4
Wazniejsze wyniki 1 wnioski

Tabela. 6. Poréwnanie Sredniego wzrostu i wykrywalnosci Cs w badanych Tabela. 7. Wplyw zréznicowanych bakterii
ro$linach in vitro. ,+” wynik dodatni testu PCR, ,-” wynik ujemny testu PCR  C. sepedonicus na kultury in vitro ziemniaka.
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Opracowano efektywny sposéb porazania roslin in vitro bakteriami oraz metode izolacji i identyfikacji bakterii Cs z tkanek tych roslin.
Badane odmiany kultur in vitro wykazaty zréznicowang wrazliwo$é na obecnos¢ bakterii Cs.

Badajac kultury in vitro nie zaobserwowano odmian catkowicie tolerancyjnych na porazenie badanymi szczepami bakterii.

Wykazano przydatnos¢ opracowanej metodyki molekularnej w diagnostyce kontaminacji kultur in vitro. Obecnos¢ bakterii testem
molekularnym potwierdzono praktycznie w wiekszosci badanych préb pozytywnych, czesto pomimo braku objawéw makroskopowych
na badanych roslinach.

Stosowanie mieszanin patogenicznych szczepdéw C. sepedonicus powodowato znacznie silniejsze oddziatywanie fitotoksyczne u
badanych odmian niz stosowanie pojedynczych szczepdw tej mieszaniny przy analogicznej koncentracji komérek bakterii w prébie.

v/ Zauwazono jednak, ze stopied oddziatywania na kultury in vitro danego szczepu zalezy przede wszystkim od wrazliwosci badanej
odmiany oraz patogenicznosci szczepu, natomiast w mniejszym stopniu od koncentracji bakterii w badanej probie.

v
v
v
v

<



Temat 5

Wazniejsze wyniki 1 wnioski

Tabela. 8. Oddziatywanie mieszaniny koloidéw
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v Zidentyfikowano potencjalne zrédta zakazen mikrobiologicznych w podtozach wzrostowych kultur in vitro.

v' Opracowano metodyke wytwarzania i standaryzacji nanoczgsteczek metali koloidalnych ztota, srebra, miedzi i platyny, ktéra pozwolita
uzyskiwacé w sposdb powtarzalny jednorodne zawiesiny poszczegdlnych koloiddw, jak i ich mieszanin.

v’ Zaobserwowano zréznicowany wptyw opracowanych koloidéw na badane szczepy bakterii C. sepedonicus, jak i kultury in vitro
badanych odmian ziemniaka.

v Silne oddziatywanie antybakteryjne w stosunku do C. sepedonicus zaobserwowano przy zastosowaniu nanoczgsteczek miedzi i srebra,
natomiast posrednie i neutralne dziatanie wykazywaty odpowiednio koloidy platyny i ztota. Wyiszg efektywnos¢ dziatania
nanokoloidéw obserwowano u szczepdéw silnie mukoidalnych i przy zastosowaniu wyzszych koncentracji nanoczgsteczek.

v' Badane odmiany kultur in vitro z rézng wrazliwoscig reagowaty na koloidy, natomiast w podobny sposéb na te same koncentracje.
Dziatanie stymulujgce zaobserwowano przy zastosowaniu nanoczgsteczek zfota i platyny, natomiast fitotoksyczne srebra i miedzi, przy
czym nizsze stezenia toksycznych koloidéw powodowaty lepszy wzrost i namnazanie sie badanych roslin.

v' Synergizm dziatania kilku koloidow w mieszaninach pozwalat uzyskaé lepszg efektywnos$é antymikrobiologiczng oraz nizszg

fitotoksycznos$é przy relatywnie nizszej koncentracji.



Wazniejsze osiggniecia projektu
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v

Opracowanie i1 ocena metodyki oczyszczania przeciwciat poliklonalnych,

Opracowanie 1 ocena jakosci nowych przeciwciat anty-Cs,

Opracowanie nowych materialéw diagnostycznych do identyfikacji bakterii Cs oraz materialow
do budowy matrycy do izolacji bakterii z tkanki roslinnej w warunkach srodowiskowych,
Opracowanie immunopodioza z IgG anty-Cs oraz potwierdzenie jego skutecznosci jako
narz¢dzia diagnostycznego w zewnetrznych laboratoriach badawczych w  obecnosci
komponentéw soku réznych odmian ziemniaka zr6znicowanych pod wzgledem wczesnosci 1
zawartosci skrobi.

Opracowanie 1 potwierdzenie skutecznosci nowej procedury izolacji DNA bakteryjnego z
tkanki roslin 1 bulw ziemniaka w obecnosci zr6znicowanych mukoidalnie szczepow bakterii
Cs,

Opracowanie 1 potwierdzenie skutecznosci metody immunokoncentracji w diagnostyce
molekularnej todyg 1 bulw ziemniakéw, ktorych sadzeniaki sztucznie inokulowano
zroznicowanymi mukoidalnie szczepami bakterii Cs,

Okreslenie zdolnosci zr6znicowanych mukoidalnie bakterii Cs do infekowania roslin
utrzymywanych w kulturach in vitro, poprzez opracowanie efektywnego sposobu porazania
roslin in vitro bakteriami Cs, opracowanie metody izolacji 1 identyfikacji bakterii Cs z kultur in
vitro oraz selekcja odmian ziemniaka o najwigkszej wrazliwosci na porazenie bakteriami Cs.
Opracowanie mieszanin nanoczgsteczek metali koloidalnych 1 ocena ich wptywu na
zroznicowane mukoidalnie szczepy bakterii Cs oraz badane kultury in vitro.

Uzyskane wyniki projektu staty si¢ podstawg opracowania nowego projektu PBwPR MRiRW.
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