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Cel zadania

Cel 1: Charakterystyka struktury polskiej populacji bakterii z podgatunku
Clavibacter ~ michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) poprzez
okreslenie jej ewentualnego zréznicowania pod wzgledem wirulencji.
Przewidziano pozyskiwanie nowych izolatéw Cms z réznych regionow
w kraju, ich identyfikacje oraz przeprowadzenie analizy stopnia
patogenicznosci.

W latach 2008-2013 w wyniku wspolpracy z Wojewodzkimi
Inspektoratami Ochrony Roslin i Nasiennictwa (WIORIN) pozyskano
ekstrakty tkankowe z porazonych przez Cms bulw ziemniaka, ktére
wykorzystano jako material badawczy.




Cel zadania

Cel 2: Zgromadzenie kolekcji gtéwnych europejskich szczepow Ralstonia
solanacearum (rasa 3) oraz przeprowadzenie oceny ich wirulencji w
stosunku do odmian ziemniaka uprawianych w Polsce.

Dla realizacji celu z kolekcji Plant Research International w Holandii
sprowadzono 4 szczepy bakterii Ralstonia solanacearum, rasa 3.




Wymierne rezultaty 2008-2013

Otrzymano z WIORIN 240 ekstraktow z bulw ziemniaka, porazonych latentnie
przez Cms.

Wyosobniono 2209 czystych kultur bakteryjnych. Przeprowadzono ich
identyfikacje z zastosowaniem dwoch metod: serologicznej (test IF, przy uzyciu
przeciwciat poli 1 monoklonalnych) i molekularnej (PCR) oraz testow
biologicznych na roslinach baktazana.

Zidentyfikowano 90 izolatow jako podgatunek bakterii Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus, ktore powickszyty kolekcje szezepéw Cms w IHAR PIB. Nowe
izolaty Cms pochodzity z 15 WIORIN jak pokazano na mapie.




Schemat identyfikacji Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

PCR z PSAR i PSA1

IZOLAT

Test IF
(przeciwciata poliklonalne)

negatywny.
pozytywny.
Test IF
(przeciwciata monoklonalne)
negatywny

pozytywny

Test PCR ze starterami PSA-1, PSA-R

negatywny

pozytywny

Izolat uznany
za Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus

|zolat inny niz
C. m. subsp. sepedonicus

|zolat inny niz
C. m. subsp. sepedonicus

|zolat inny niz
C. m. subsp. sepedonicus



Wykaz izolatow Cms wyosobnionych w latach 2008-2013
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Wymierne rezultaty 2008-2013

Wykonano 16 testow na baktazanie, w ktorych zawiesinami Cms zakazono
1900 roslin baktazana, w celu oceny patogenicznosci 56 izolatdéw Cms,
wyosobnionych w latach 2008—-2013:

» Potwierdzono patogenicznos¢ 53 izolatow Cms w stosunku do baklazana. Na
blaszkach lisciowych obserwowano zroznicowane - pokrycie objawami
chorobowymi w postaci plamistosci lisci | wigdniecia w zakresie od 0,4% (na
roslinach zakazonych Cms 5 Warszawa) do 71,3% (Cms 3692/09 Katowice ).




Porazenie lisci baklazana odmiana Black Beauty w

tescie
ocenianych w latach 2009- 50

J1_)32)1t0genicznoéci izolatow Cms,

Stopien porazonych Liczba
lisci [%] R ALCms izolatow
brak . :
.. 0 2 Gorzow WIkp., 6967 Gdansk, CL 585 3
porazenia
2440 Biatystok, 70 Warszawa, 5 Warszawa, 310/08 Gdansk, 1K/08 Kielce,
niski >0-12,5 |2K/08 Kielce, 5006 Gdansk, CL 581, CL 583, CL 616, 4405/10 Bydgoszcz, 2242 12
Krakow
12,6-25,0 |287/08 Gdansk, 3K/08 Kielce, CL 613, 1292 Kielce, 2740 Rzeszo6w 5
] . 95 1-37 5 4398 Krakow, 4711 Krakow, 3127/1 Gorzow WIkp., CL 589, CL 587, CL 607, 10
Sredni ’ '~ | CL 620, 12053 Bydgoszcz, 4848 Gorzow WIkp., 2816 Rzeszow
37 6-50.0 2408 Biatystok, 256/08 Gdansk, 6269 Gdansk, 1965/2 Opole, 4553 Warszawa, 10
’ '~ | CL 599, 10682 Bydgoszcz, 12047 Bydgoszcz, 2718 Rzeszow, 2794 Rzeszow
50 1-62.5 11 Warszawa, 2409 Wroctaw, 2313 Wroctaw, 15 Bydgoszcz, 4 \Warszawa, 9
’ "™ [ 3535 Katowice, 1588 Krakow, 1656 Kielce, 1625 Krakow
wysoKi
62 6-75.0 2470 Wroctaw, 2389 Biatystok, 243/08 Gdansk, 333/08 Gdansk, 7636 Gdansk, v
’ '~ 13692/09 Katowice, 5289 Warszawa
75,1-87,5 - 0
bardzo
wysoki
y 87,6-100,0 | - 0







Wymierne rezultaty Cms

Zatozono 5 doswiadczen polowych (w latach 2009-2013) z 2-3 odmianami
ziemniaka o réznej podatnosci na porazenie przez Cms (Annabelle, Benek,
Courage, Felka, Owacja) w celu przeprowadzenia oceny patogenicznosci
56 izolatow Cms:

« Zainokulowano zawiesinami izolatéw ok. 1400 bulw ziemniaka,

« Dla wszystkich izolatow wykonano 1322 testy IF Z fodyg (oprocz roku 2009) i
1982 testy IF ze zbiorczych prob bulw spod jednego krzaka.
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Wymierne rezultaty Cms

Porazenie todyg potwierdzono w todygach roslin wyrostych z sadzeniakow
inokulowanych 45 izolatami Cms na 46 badanych.

Uzyskano zréznicowane porazenie bulw potomnych wyrostych 7z
sadzeniakow inokulowanych 53 izolatami Cms.

W dwoch latach 2008 i1 2009, podczas jesiennych obserwacji stwierdzono
objawy na bulwach potomnych 3 odmian ziemniaka, inokulowanych
osmioma izolatami Cms (odmiana Annabelle: Cms 2313 Wroctaw;
odmiana Felka: Cms 70 Warszawa; odmiana Benek: Cms 2408 Bialystok,
Cms 243/08 Gdansk, Cms 333/08 Gdansk, Cms 2 Gorzow WIkp., Cms
4711 Krakow, Cms 2313 Wroctaw).

Wiosnag kazdego roku notowano objawy w bulwach.

Indeks porazenia w formie latentnej bulw odmiany podatnej ziemniaka w
latach 2009-2013 wahat si¢ w granicach 0,5% (Cms 2816 Rzeszow,
odmiana Owacja) do 89,5% (Cms 4398 Krakow, odm. Felka).




Porazenie bulw potomnych odmian ziemniaka Benek i Owacga w doswiadczeniu infekcyjnym

z izolatami Cms, na podstawie testu IF (2009-2013)

Indeks porazenia 1zolat Cms Liczba
bulw [%0] izolatow
brak 0 6967 Gdansk, 7636 Gdansk, 1625 Krakow, CL 585, 4
porazenia
niski >0-12,5 | 256/08 Gdansk, 287/08 Gdansk, 2 Gorzow WIkp., 3K/08 Kielce, 5Warszawa, 5006 16
Gdansk, 6269 Gdansk, 1965/2 Opole, 4553 Warszawa, CL 581, Cl 583, 4405/10
Bydgoszcz, 4848 Gorzow WIkp., 2242 Krakow, 2740 Rzeszow, 2816 Rzeszow

12,6- 11 Warszawa, 310/08 Gdansk, 1K/08 Kielce, 3127/1 Gorzow WIkp., 3692/09 9
25,0 Katowice, 1588 Krakow, CL 607, 10682 Bydgoszcz, 12047 Bydgoszcz,

<redni 25,1- | 15 Bydgoszcz, 2K/08 Kielce, 3535 Katowice, 5289 Warszawa, 1656 Kielce, CL 8

srednt 37,5 | 597, CL 620, 2794 Rzeszéw,
37,6- 2408 Biatystok, 70 Warszawa, CL 616, 12053 Bydgoszcz, 2718 Rzeszow 5
50,0
50,1- 2389 Biatystok, 2409 Wroctaw, 243/08 Gdansk, 4 Warszawa, CL 589, 1292 Kielce 6
62,5

wysoki
62,6- 2440 Biatystok, 4711 Krakow, CL 613 3
75,0
75,1- 4398 Krakow, 2470 Wroctaw, 2313 Wroctaw, 333/08 Gdansk, CL 599 5

bardzo 87,5

wysoki | 87,6 0
100,0

Izolaty Cms, po inokulacji ktorymi stwierdzono bulwy potomne z objawami, podczas jesiennych obserwacji
Izolaty Cms, po inokulacji ktérymi stwierdzono bulwy potomne z objawami, podczas wiosennych obserwacji



iany Benek, ktorej ‘sadzeniaki |
, % 98 Krakow (z prawej

strony)

By



Wymierne rezultaty Cms

Dla 25 izolatow Cms przeprowadzono 3 testy ptytkowe (W trzech powtorzeniach) dla
okreslenia aktywnos$ci celulolitycznej. Potwierdzono zréznicowanie izolatow pod

wzgledem ilosci wytwarzanego enzymu celulazy, czynnika wirulencji bakterii Cms.
Wraz ze wzrostem.aktywnosci enzymu obserwowano wzrost wirulencji bakterii
Cms, wyrazona stopniem pokrycia lisci baktazana objawami chorobowymi.

Aktywnos$c¢ celulolityczna izolatow Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus:4 Warszawa
(z lewej strony), 287 Gdansk (z prawej strony), wyrazona strefg rozktadu celulozy w pozywce




Wymierne rezultaty R. sol.

Liczba zgromadzonych szczepoéw R. sol.: 4 (szczep 1608, 1609, 1610, GMI 1000).
Liczba inokulowanych bulw zawiesinami szczepéw R. sol.: 290.

Liczba bulw poddanych testom PCR: ok. 900.

Obraz obserwowany na zelu agarozowym potwierdzit. obecnos¢ lub brak
wystepowania bakterii Ralstonia solanacearum w tkance bulw potomnych
testowanych odmian ziemniaka. U wiekszosci odmian, sztucznie inokulowanych
zawiesing R.sol. w koncentracji 108jtk/ml, obecno$¢ patogena byta potwierdzona w
pierwszym pokoleniu wegetatywnym, natomiast w drugim i trzecim proporcja bulw
potomnych zawierajagcych komorki bakteryjne zmniejszata sie. Najsilniejsze
porazenie bulw potomnych obserwowano u odmian Zebra i Tetyda.




Wymierne rezultaty

*  Wyniki przedstawiono w formie 8 referatow 1 szkolen 8 posterow.
* Opublikowano 14 prac, w tym 8 doniesien konferencyjnych. Najwazniejsze to:

Zijlstra C., Lund 1., Justesen A., Nicolaisen M., Jensen P.K., Bianciotto V., Posta K.,
Balestrini R., Przetakiewicz A., Czembor E., van de Zande J. 2011. Combining novel
monitoring tools and precision application technologies. Pest Management Science
67 (6): 616-625).

Pastuszewska T., Gryn G., Franke K. 2010. Podatno$¢ odmian ziemniaka na porazenie
przez Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus. Prog. Plant Protection/Post.
Ochr. Roslin 50 (1): 244-248.

Pastuszewska T., Gryn G., Lisowska M., Wegierek A. 2010. Ocena patogenicznosci
izolatow Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus wzgledem baktazana
(Solanum melongena) i ziemniaka (Solanum tuberosum). Biul. IHAR 257/258: 49-
56.

Pastuszewska T., Gryn G. 2013. Aktywnos¢ celulolityczna a wirulencja Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus. Biul. IHAR 270: 123-131.

PastuszewskaT., Gryn G., Wegierek A., Przetakiewicz A. 2014. Sledzenie zmian
patogemcznosc1 w populaCJach Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus-
sprawcy bakteriozy pierscieniowej ziemniaka oraz Ralstonia solanacearum —
sprawcy Sluzaka ziemniaka. s. 249-257. W: ,,Ulepszanie roslin dla zréwnowazonych
agrosystemow, wysokiej jakosci zywnosci 1 produkcji roslinnej na cele
niezywnosciowe” Monografie i rozprawy naukowe IHAR-PIB 48 (E. Arseniuk, red.)
Wyd. IHAR-PIB Radzikow, 407 ss.




Badan w takim zakresie dotychczas w Polsce nie prowadzono. Przy realizacji
zadania wspotpracowano z Panstwowag Inspekcja Ochrony Roslin 1 Nasiennictwa
(PIORIN), dzigki czemu otrzymywano material badawczy z geograficznie r6znych
regionoOw w Polsce.

Podjeto probg opracowania testow do oceny stopnia wirulencji szczepow Cms,
ktory jest waznym elementem wyjasnienia mechanizmow odpowiedzialnych za
wystepowanie objawow bakteriozy pierscieniowej chorobowych na roslinie
ziemniaka 1 skutecznej walki z chorobg w formie latentne;.

Wyniki prac naukowo badawczych, uzyskane podczas realizacji zadania,
poszerzyly wiedz¢ na temat dwoch groznych organizmow kwarantannowych

ziemniaka i sg adresowane do wykorzystania przez hodowcow i1 plantatorow
ziemniaka, departament Hodowli I Ochrony Roslin MRiRW oraz PIORIN.



