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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.
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Cel zadania:

Celem realizowanego projektu bylo opracowanie materiatow 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.

Zatozony cel osiggnieto poprzez realizacje zatozen poszczegdlnych tematow badawczych
projektu.

Materialy i metody:

W ramach pierwszego z tematoéw dotyczacego opracowania materialdw i procedur do selektywne;j
izolacji bakterii Cms ze $rodowiska, prowadzono badania nad uzyskaniem specyficznych przeciwciat
skierowanych na komorki bakterii Cms. W tym celu na bazie mieszanin rdéznych szczepéw bakterii
Cms opracowano 3 antygeny, ktore postuzyty do opracowania IgG anty-Cms. Po oczyszczeniu i
zbadaniu jakos$ci badanych przeciwcial, wybrane IgG anty-Cms o najlepszym mianie i specyficznosci
uzyto do opracowania immunosorbentu do izolacji bakterii Cms z tkanek roslinnych. Efektywnos¢
dziatania opracowanej matrycy oceniano wzgledem ekstraktow z bulw réznych odmian ziemniaka w
warunkach laboratoryjnych oraz polowych.

W ramach kolejnego zadania oceniano wptyw warunkow izolacji DNA z zawiesin bakteryjnych o
réznej koncentracji na czulo$¢ testu molekularnego PCR. Badania wykonywano w obecnosci
komponentéw z soku ziemniaka. stosujgc do izolacji seri¢ 7-miu 10-krotnych rozciefczen zawiesin
silnie mukoidalnego szczepu Cms, cztery enzymy lityczne oraz trzy ré6zne metody izolacji DNA. Jako
kontrole stosowano odpowiednio proby bez enzyméw oraz wode molekularnie czysta. Jako metodg
odnos$ng stosowano metode izolacji DNA zalecang przez EPPO. Jako$¢ wyizolowanego DNA
oceniano na podstawie pomiaru spektrofotometrycznego oraz na podstawie oceny wizualnej
elektroforegraméw uzyskanych przed i po wykonaniu testu PCR.

Skuteczno$¢ opracowanych materialow i procedur w izolacji i identyfikacji bakterii Cms z prob
pobranych w warunkach polowych oceniano w ramach trzeciego tematu badawczego. Badania
prowadzono z udzialem 6-ciu odmian ziemniaka, bedacych przedstawicielami dwoch grup
zréznicowanych pod katem podatnosci na porazenie bakteriami Cms oraz dwoch zrdznicowanych
mukoidalnie, patogenicznych szczep6w bakterii Cms. Proby analizowano zaréwno w trakcie wegetacji
ro$lin, jak i po zbiorze bulw ziemniaka badajac zarowno tkanki porazonych roslin, jak i bulwy
potomne ziemniaka. Stopien porazenia badanych odmian bakteriami Cms oceniano na podstawie
takich parametréw, jak terminy wschodéw, kwitnienia i zasychania roslin oraz objawow porazenia
cze$ci nadziemnej roslin oraz bulw ziemniaka. Aby ustali¢ doktadne warunki $rodowiskowe, w
ktérych pozyskano proby do badan, w trakcie wegetacji cyklicznie mierzono temperature i wilgotnosé
stosowanych profili glebowych oraz temperaturg powietrza.

Badania zwigzane z oceng wptywu koncentracji bakterii Cms w mieszaninie inokulacyjnej na
poziom ekspresji objawow na badanych roslinach in vitro wykonano przy udziale dwéch odmian
ziemniaka, wyselekcjonowanych uprzednio jako skrajnie reagujacych na porazenie bakteriami Cms.
Stopien porazenia badanych odmian oceniano stosujac seri¢ 10-cio krotnych rozcienczen mieszaniny 3
patogenicznych szczepow bakterii Cms. Ro$liny in vitro po poddaniu dziataniu zawiesin bakteryjnych,
a nastgpnie umieszczano w podlozach wzrostowych MS 1 inkubowano w optymalnych dla nich
warunkach wzrostu. Stopien porazenia badanych roslin oceniano w trakcie wegetacji na podstawie
objawow makroskopowych na roslinach oraz na podstawie wyniku testu PCR po izolacji DNA.

W ramach tematu dotyczacego opracowania warunkow pozwalajgcych zapobiegac
kontaminacjom bakteriami Cms podtozy stosowanych do hodowli roslin in vitro ziemniaka, oceniano
wplyw mieszanin 2 wybranych koloidow o wlasciwosciach antymikrobiologicznych na stan roslin in



Vitro ziemniaka oraz zywotno$¢ bakterii Cms. Badania mialy na celu opracowanie i znalezienie
optymalnej koncentracji dla tych koloidow tak, aby =z jednej strony uzyska¢ dziatanie
antymikrobiologiczne koloidow wzgledem badanych szczepoéw bakterii Cms, a z drugiej uniknaé
dziatania fitotoksycznego stosowanych koloidow na badane kultury in vitro ziemniaka.

Wyniki i dyskusja:

Wyniki badan uzyskane w ramach pierwszego tematu pozwolily na opracowanie materiatdéw do
izolacji bakterii Cms z prob $rodowiskowych. Na podstawie opracowanych antygendw, w procesie
immunizacji krolikéw uzyskano 3 surowice z 1gG anty-Cms, ktore po oczyszczeniu badano pod katem
czuto$ci 1 specyficznosci wzgledem badanych szczepow bakteryjnych. Przeciwciata co prawda miaty
miano podobne do opracowanych w roku poprzednim, ale charakteryzowaty si¢ zrdznicowang
specyficznoscig. Dlatego do opracowania immunopodioza w biezagcym roku uzyto przeciwciat
dajacych najlepszy stosunek miana do specyficznosci. Zastosowanie opracowanego wczesniej sposobu
nanoszenia polimeru oraz odpowiedniego sposobu blokowania powierzchni pozwolito na opracowanie
funkcjonalnego immunopodtoza do izolacji bakterii Cms z soku ziemniaka w warunkach
laboratoryjnych oraz polowych.

Badania wykonane w ramach kolejnego tematu badawczego, majace na celu zbadanie wptywu
warunkow izolacji DNA z zawiesin bakteryjnych na czutos¢ testu molekularnego PCR, pozwolily na
ocene skuteczno$ci badanych metod izolacji DNA bakterii Cms w obecnosci wody oraz
komponentow soku ziemniaka. Jako$¢ wyizolowanego DNA oceniano na podstawie pomiaru
spektrofotometrycznego oraz oceny wizualnej elektroforegraméw uzyskanych przed i po
przeprowadzeniu testu PCR. Metoda, ktéra charakteryzowata si¢ najwigksza iloScia DNA podczas
izolacji w obecnosci soku, jednoczesnie skutkowala wysokim stopniem degradacji materiatu
genetycznego. Okazalo si¢ jednak, ze degradacja DNA nie skutkowala w znaczacy sposéb obnizeniem
czutosci testu PCR. Efektywno$¢ izolacji DNA, szczegdlne w przypadku komoérek Cms zawieszonych
w soku ziemniaka w znaczacy sposéb poprawil dodatek enzymow litycznych.

Opracowane materiaty oraz metodyka izolacji DNA bakteryjnego pozwolity w temacie 3 na
porownanie stopnia porazenia badanych roslin oraz bulw potomnych. Badane odmiany wykazaty
zroznicowang podatno$¢ na sztuczng inokulacje bakteriami Cms obu szczepdw. Stopien porazenia
bakteriami Cms zalezat w duzej mierze od profilu glebowego, ale wigksze znaczenie miat rodzaj
uzytego do inokulacji szczepu Cms. Wyniki wskazuja na wigksza efektywnos$¢ szczepu silnie
mukoidalnego. Najmniejszg podatnos¢ uzyskano dla odmian Courage, Annabelle i Ikar, natomiast
najwicksze porazenie bulw zanotowano u odmian Gwiazda, Jurek i Sagitta. Stosowanie profilu
glebowego mialo wptyw na wysoko$¢ plonu i liczbe bulw potomnych. Praktycznie we wszystkich
kontrolach pozytywnych i w wigkszosci kontroli negatywnych badanych odmian stwierdzono
obecnos¢ bulw zgnitych. Metody IFAS i PCR w znacznym stopniu korelowaty ze soba potwierdzajac
wyzszy indeks porazenia prob z bulw niz z roslin, niezaleznie od wykrywanego szczepu Cms.

Wyniki badan uzyskane w ramach tematu 4, dotyczace zdolnosci bakterii Cms do infekowania
ro$lin utrzymywanych w kulturach in vitro, pozwolily oceni¢ wptyw koncentracji bakterii Cms na
poziom ekspresji objawow chorobowych dwoch odmian oraz czuto$¢ testu molekularnego w
badanych tkankach ro$lin in vitro. W poréwnaniu do wcze$niejszych badan z uzyciem jednego
szczepu Cms, zaobserwowano, ze zastosowanie mieszaniny 3 patogenicznych szczepow bakterii Cms
spowodowato znacznie silniejsze oddziatywanie fitotoksyczne w stosunku do badanych roslin in vitro.
Oceniono, iz badane odmiany wykazywaty skrajnie zré6znicowang wrazliwo$¢ na obecnos$¢ badanych
bakterii Cms, ale nawet w przypadku odmiany tolerancyjnej przy zastosowaniu duzych koncentracji
Cms, nie obserwowano catkowitej tolerancji na porazenie. Obecnos¢ bakterii w tkance oceniona
testem PCR potwierdzono praktycznie w wigkszosci badanych prob pozytywnych czesto pomimo
braku widocznych objawdéw makroskopowych na roslinach oraz zamglen w podtozach wskazujacych
na silne porazenie bakteriami Cms.

Badania dotyczace zapobiegania kontaminacjom bakteriami Cms podtozy stosowanych do
hodowli ro$lin in vitro ziemniaka, pozwolity na opracowanie mieszaniny nanoczgsteczek dwdch
koloidow metali charakteryzujacych si¢ wlasciwosciami antybakteryjnymi w stosunku do bakterii
Cms. Poprzez dobranie odpowiedniej koncentracji dla kazdego z koloidow, zdotano opracowaé
warunki pozwalajgce uzyska¢ dziatanie antymikrobiologiczne koloidéw oraz unikngé dziatania
fitotoksycznego nanoczasteczek na badane kultury in vitro ziemniaka.



