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Tytul zadania: Badania nad opracowaniem metod selektywnej izolacji oraz czulej identyfikacji
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w trudnych diagnostycznie probach
srodowiskowych.

Kierownik zadania: dr inz. W. PrzewodowskKi

Cel zadania:

Gléwnym celem zadania bylo opracowanie materialow i procedur do selektywnej izolacji
kwarantannowej bakterii - Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) z réznych préb
srodowiskowych oraz opracowanie i weryfikacja wysoce czutych i specyficznych metod identyfikacji
tej bakterii.

Cel ten osiagni¢to poprzez realizacje celow szczegdtowych poszczegdlnych tematéw badawczych
zaplanowanych w ramach zadania.

Materialy i metody:

W ramach pierwszego z tematéw opracowywano materiatow do izolacji bakterii Cms z préb
srodowiskowych. W tym celu m. innymi kontynuowano prace nad uzyskaniem i polepszeniem jako$ci
przeciwciat skierowanych na komoérki bakterii Cms. Jako$¢ surowic otrzymanych po immunizacji
nowego krélika badano oceniajac takie parametry, jak miano oraz specyficzno$¢ oczyszczonych
przeciwciat anty-Cms. Opracowano rowniez powtarzalny sposéb syntezy trwalej i jednorodnej
warstwy polimeru na powierzchni matrycy stuzacej do izolacji komodrek bakterii z prob
srodowiskowych. Po opracowaniu immunosorbentu, skuteczno$¢ opracowanych rozwigzan oceniano
w warunkach laboratoryjnych oraz polowych.

W celu polepszenia diagnostyki molekularnej bakterii Cms, w ramach drugiego z tematow
prowadzono badania nad uzyskaniem skutecznej metody izolacji DNA bakterii Cms z préb
srodowiskowych. Stosujac cztery rozne enzymy oraz trzy zalecane metody izolacji DNA wyznaczano
optymalne warunki izolacji DNA bakteryjnego z wody oraz komponentow z soku ziemniaka. Jako
metode odnos$ng stosowano metodg izolacji DNA zalecang w dyrektywie WE 2006/56. Jakos$¢
wyizolowanego DNA oceniano poprzez pomiar spektrofotometryczny oraz na podstawie oceny
wizualnej elektroforegramoéw uzyskanych przed i po przeprowadzeniu testu PCR.

Opracowane rozwigzania i procedury weryfikowano w ramach kolejnego tematu badawczego,
oceniajac skutecznos$¢ izolacji i identyfikacji bakterii Cms z prob pobranych w warunkach polowych.
Diagnostyke wykonano w trakcie wegetacji ro§lin oraz po zbiorze bulw ziemniaka stosujac jako proby
odpowiednio tkanki (liscie i todygi) porazonych roslin oraz bulwy potomne ziemniaka. Do inokulacji
bulw matecznych stosowano patogeniczny szczepem bakterii Cms wyselekcjonowany w ramach
wczesniejszych badan. Stopien porazenia badanych odmian bakteriami Cms oceniano zaréwno w
okresie wegetacyjnym, jak i po zbiorze bulw, stosujgc obserwacje takich parametréw, jak terminy
wschodow, kwitnienia i zasychania roslin oraz objawdw porazenia cze$ci nadziemnej roslin oraz bulw
ziemniaka. Aby ustali¢ doktadne warunki srodowiskowe, w ktorych pozyskano proby do badan, w
trakcie wegetacji dokonywano regularnego pomiaru temperatury i wilgotnosci stosowanych profili
glebowych oraz temperatury powietrza.

W ramach prac z udzialem ro$lin in vitro ziemniaka, oceniano wplyw mieszaniny 3
patogenicznych szczepow bakterii Cms na stopien porazenia odmian badanych roslin. Do badan uzyto
16 odmian roslin in vitro ziemniaka, ktére poddano dziataniu skoncentrowanej mieszaniny zawiesin
bakteryjnych tych szczepow, a nastgpnie umieszczano w podiozach wzrostowych MS. W dalszej
cze$ci zadania, z udzialem dwoch najbardziej zréznicowanych odmian, oceniano wptyw koncentracji
Cms w mieszaninie inokulacyjnej na stopien porazenia badanych roslin.

W ramach prac dotyczacych opracowania sposobu eliminacji zakazen mikrobiologicznych w
pozywkach hodowlanych ro$lin in vitro, oceniano wptyw 2 wybranych koloidow o wtasciwosciach
antymikrobiologicznych zaréwno na bakterie Cms, jak i rosliny in vitro ziemniaka. Prace podjete w
biezacym roku miaty na celu znalezienie optymalnej koncentracji dla tych koloidoéw tak, aby z jednej
strony uzyska¢ dziatanie antymikrobiologiczne koloidow wzgl¢dem badanych szczepoéw bakterii Cms,



a z drugiej unikng¢ dziatania fitotoksycznego stosowanych koloidéw na badane kultury in vitro
ziemniaka.

Wyniki i dyskusja:

Realizowane w ramach pierwszego tematu badania polegajace na opracowaniu materiatow do
izolacji bakterii Cms z prob srodowiskowych, pozwolily na uzyskanie przeciwciat o wysokim mianie i
specyficznosci. Uzyskane przeciwciata wykazaly lepsza specyficznos¢ w obecnosci badanych
szczepOw bakterii Cms oraz innych patogenow bakteryjnych ziemniaka niz stosowane w badaniach
jako odnos$ne przeciwciata anty-Cms zawarte w komercyjnie dostgpnych zestawach diagnostycznych
do testu ELISA. Z uwagi na krotki czas immunizacji nowego krdélika, miano surowic byto zblizone do
przeciwcial anty-Cms otrzymanych wcze$niej, dlatego proces immunizacji przedtuzono. Z kolei
badania dotyczace opracowania matrycy do izolacji bakterii Cms z prob srodowiskowych pozwolity
na opracowanie powtarzalnego sposobu uzyskiwania trwatej i jednorodnej warstwy polimeru na
powierzchni matrycy. Po opracowaniu matrycy, jej powierzchni¢ kowalencyjnie optaszczano
przeciwciatami anty-Cms uzyskujgc immunosorbent pozwalajacy na selektywna izolacje¢ i diagnostyke
bakterii Cms z préb pozyskanych w warunkach laboratoryjnych oraz polowych.

Z uwagi na wystgpujace powszechnie trudnosci z uzyskaniem wysokiej czutosci testow
molekularnych w diagnostyce Cms z prob srodowiskowych, bogatych w inhibitory reakcji PCR, w
ramach drugiego tematu prowadzono badania, ktére pozwolily na zréznicowanie warunkow izolacji
DNA tych bakterii. Stosujac cztery rozne enzymy zalecane w izolacji DNA oraz trzy metody izolacji
DNA, wyznaczono warunki izolacji DNA bakteryjnego z wody oraz komponentdw z soku bulw
ziemniaka. Jako$¢ wyizolowanego DNA oceniono na podstawie pomiaru spektrofotometrycznego oraz
oceny wizualnej elektroforegraméw uzyskanych przed i po przeprowadzeniu testu PCR.

Opracowane materialty oraz metodyka izolacji DNA bakteryjnego pozwolity na ocene
skutecznosci izolacji i identyfikacji bakterii Cms z prob pobranych w warunkach polowych w ramach
tematu trzeciego. Badania przeprowadzone w dwdch jednostkach badawczych Instytutu usytuowanych
w roznych rejonach kraju pozwolity na okreslenie podatnosci badanych odmian ziemniaka na sztuczna
inokulacje bakteriami Cms. Proby pozyskane z tkanek (lisci i todyg) porazonych roélin oraz bulw
potomnych ziemniaka odpowiednio w trakcie wegetacji roslin oraz po zbiorze bulw ziemniaka,
pozwolity na porownanie stopnia porazenia badanych odmian opracowanym testem
immunomolekularnym. Stosowany jako odnosny immunofluorescencyjny test IFAS oraz obserwacje
wyszczegolnionych w metodyce parametrow w duzej mierze potwierdzity wyniki infekcji latentnej
uzyskane przy pomocy zastosowanego testu immunomolekularnego.

Badania dotyczace zdolnosci bakterii Cms do infekowania roslin utrzymywanych w kulturach in
vitro, pozwolity na zréznicowanie badanych odmian pod wzgledem wrazliwosci na obecnos¢ Cms.
Zastosowanie mieszaniny 3 patogenicznych szczepow bakterii Cms powodowalo wieksza presje
patogenu anizeli uzycie do inokulacji ro$lin tylko jednego szczepu w roku poprzednim. W
konsekwencji tego w odrdznieniu do wczesniejszych badan, wsrod 16-tu badanych odmian w formie
ro$lin in vitro nie zanotowano odmian calkowicie tolerancyjnych na obecno$¢ bakterii Cms. Badane
odmiany podzielono natomiast na dwie grupy, odpowiednio bardziej i mniej tolerancyjne na porazenie
badanymi bakteriami Cms. Brak catkowitej tolerancji ws$réd badanych odmian na obecno$é
mieszaniny ww. szczepdw Cms potwierdzity wyniki badan przeprowadzone z udzialem dwoch
najbardziej zréoznicowanych odmian, w ktorych oceniano wptyw koncentracji Cms w mieszaninie
inokulacyjnej na stopien porazenia badanych roslin.

Prace w ramach tematu dotyczacego oceny fitotoksycznego wptywu na rosliny in vitro substancji
koloidalnych, oceniano przy pomocy dwoch wybranych koloidow charakteryzujacych sie najwyzsza
skuteczno$cig w hamowaniu wzrostu i rozmnazania bakterii Cms. Uzyskane wyniki badan pozwolity
opracowa¢ warunki optymalnej koncentracji dla tych koloidéw tak, aby z jednej strony uzyskac
dziatanie antymikrobiologiczne koloidow wzgledem badanych szczepow bakterii Cms, a z drugiej
unikng¢ dziatania fitotoksycznego stosowanych koloidow na badane kultury in vitro ziemniaka.



