   Nr zadania:
        31



SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE
z realizacji zadania na rzecz postępu biologicznego w produkcji roślinnej w 2021 roku


A. INFORMACJE OGÓLNE 
	Tytuł zadania: 
Badania nad opracowaniem metod identyfikacji i ograniczenia rozprzestrzeniania się kwarantannowych bakterii (w produkcji wyjściowej) ziemniaka.

	Numer zadania: 31 (w załączniku nr 8 do rozporządzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek dotacji przedmiotowych dla różnych podmiotów wykonujących zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. poz. 1170. z późn. zmianami)


	Numer zadania w planach IHAR-PIB: 3-1-00-6-01

	Planowany okres realizacji zadania: 2021 r.

	Planowane nakłady w zł: 360 000 zł

	



B. DANE WNIOSKODAWCY
	Imię i nazwisko osoby reprezentującej jednostkę badawczą, (tytuł lub stopień naukowy, stanowisko, nazwa i adres jednostki badawczej, telefon, fax)

Dr inż. Michał Rokicki
Dyrektor IHAR-PIB
Radzików
05-870  Błonie
Tel.: 22/ 733 45 02
Fax: 22/ 733 45 05







C. INFORMACJA O WYKONAWCACH
1. Zespół badawczy
	kierownik zadania

	imię i nazwisko
	stopień i tytuł naukowy
	miejsce zatrudnienia

	Włodzimierz Przewodowski
	adiunkt, dr hab. inż.
	IHAR – PIB

	wykonawcy zadania

	imię i nazwisko
	stopień i tytuł naukowy
	miejsce zatrudnienia

	Grzegorz Gryń
	adiunkt, dr inż.
	IHAR – PIB

	Małgorzata Łabańska
	adiunkt, dr inż.
	IHAR – PIB

	Paulina Dederko-Kantowicz 
	asystent, dr inż.
	IHAR – PIB

	Dorota Michałowska
	asystent, mgr inż.
	IHAR – PIB

	Szarek Dorota
	st. inżynier, mgr inż.
	IHAR – PIB

	Katarzyna Salamońska
	st. inżynier, mgr inż.
	IHAR – PIB

	Mateusz Nowakowski
	st. inżynier, mgr inż.
	IHAR – PIB

	Katarzyna Franke
	st. inżynier, mgr inż.
	IHAR – PIB

	St. Technik – M. Fedczak
	st. techniczne
	IHAR – PIB

	Technik – A. Podolak
	st. techniczne
	IHAR – PIB

	Technik – P. Czubkowska
	st. techniczne
	IHAR – PIB

	Technik – M. Mozolewska
	st. techniczne
	IHAR – PIB




2. Kierownik zadania

dr hab. inż. Włodzimierz Przewodowski 
IHAR-PIB Radzików, Oddział w Boninie, 76-009 Bonin 3   tel. 94-342-30-31 w. 211 (bezpośredni) lub w. 268 (Sekcja Administracyjno - Finansowa)
w.przewodowski@ihar.edu.pl  

Osoba kontaktowa (w przypadku nieobecności kierownika zadania): 
mgr inż. Dorota Michałowska
IHAR-PIB Radzików, Oddział w Boninie, 76-009 Bonin 3   tel. 94-342-30-31 w. 213







D. OPIS ZADANIA
1.  Cele zadania 
	Lp.
	Cel 
	Czy cel został zrealizowany (tak/nie[footnoteRef:1]/częściowo1) [1:  Jeśli dotyczy – proszę opisać pod tabelą, w jakim stopniu cel został osiągnięty i podać przyczyny ] 


	1.
	Opracowanie i charakterystyka materiału biologicznego do badań oraz opracowanie warunków pozwalających na uzyskanie przeciwciał skierowanych na bakterie R. solanacearum. 
	Tak

	2.
	Opracowanie i optymalizacja warunków identyfikacji bakterii R. solanacearum metodami molekularnymi.  
	Tak

	3.
	Identyfikacja potencjalnych źródeł zakażeń mikrobiologicznych, ze szczególnym uwzględnieniem ryzyka kontaminacji organizmami kwarantannowymi podłoży stosowanych do hodowli roślin in vitro oraz ocena wrażliwości bakterii Rs oraz kultur in vitro badanych odmian na obecność substancji o charakterze antymikrobiologicznym. 
	Tak



2. Harmonogram realizacji zadania
	Lp.
	Nazwa tematu badawczego 
	Termin rozpoczęcia – zakończenia realizacji tematu badawczego w miesiącach od rozpoczęcia realizacji zadania
	Przewidywane koszty realizacji tematu badawczego

	1.
	Opracowanie materiałów i metod do szybkiej                     i specyficznej izolacji bakterii kwarantannowych ziemniaka z trudnych diagnostycznie prób.
	01-12.2021
12 miesięcy
(Prace ciągłe)
	147 000

	2.
	Opracowanie molekularnych metod identyfikacji bakterii kwarantannowych ziemniaka z trudnych diagnostycznie prób.
	01-12.2021
12 miesięcy
(Prace ciągłe)
	115 000

	3.
	Opracowanie warunków pozwalających na szybką                i bezpieczną produkcję materiału wyjściowego ze szczególnym uwzględnieniem roślin in vitro ziemniaka. 
	01-12.2021
12 miesięcy
(Prace ciągłe)
	98 000

	Razem
	360 000








3. Opis tematów badawczych 
Opisane poniżej tematy badawcze zadania 31 zrealizował zespół projektu liczący łącznie 13 osób. Zespół ten został podzielony na 3 podzespoły badawcze, w których:
· Podzespół 1 liczący łącznie 5 osób wykonał zadania 1-3 w ramach Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii IHAR – PIB, Oddział IHAR-PIB w Boninie, 
· Podzespół 2 złożony z 5 osób (w tym kierownik projektu) brał udział w realizacji zadań 1-3 w ramach Pracowni Zasobów Genowych i Kultur in vitro IHAR – PIB, Oddział IHAR-PIB w Boninie oraz 
· Podzespół 3 złożony z 3 osób wykonał prace w ramach zadania 1 w ramach Pracowni Chorób i Szkodników Kwarantannowych Ziemniaka IHAR – PIB, Oddział IHAR-PIB w Bydgoszczy.

Podzespoły wykonujące badania z udziałem organizmów kwarantannowych posiadały odpowiednie uprawnienia nadane przez Państwowego Inspektora Ochrony Roślin i Nasiennictwa umożliwiające realizację doświadczeń z tymi organizmami. Podzespół 1 posiadał dodatkowo uprawnienia Krajowej Komisji Etycznej dotyczące prowadzenia doświadczeń na zwierzętach.
Stopień zaangażowania ww. podzespołów w realizację poszczególnych tematów badawczych przedstawiono poniżej w części opisowej. 





























3. 1. Temat badawczy 1 
Opracowanie materiałów i metod do szybkiej i specyficznej izolacji bakterii kwarantannowych ziemniaka z trudnych diagnostycznie prób. (Podzespoły 1, 2 i 3)

Cel tematu badawczego 1
Celem tematu badawczego było opracowanie i charakterystyka materiału biologicznego do badań oraz opracowanie warunków pozwalających na uzyskanie przeciwciał skierowanych na bakterie R. solanacearum.
[bookmark: _Hlk90235769]Planowany cel został osiągnięty.

Materiały i metody 
Opracowanie i charakterystyka materiału biologicznego do badań. 
Selekcja i charakterystyka odmian ziemniaka 
Z krajowego rejestru na potrzeby badań wybrano 12 odmian ziemniaka zróżnicowanych pod względem wczesności, cech użytkowych oraz zawartości skrobi. Wśród badanych odmian 6 stanowiły odmiany jadalne, natomiast pozostałe 6 odmiany skrobiowe. Odmiany te w następnych latach realizacji projektu posłużą do wykonania badań pozwalających ocenić ich podatność na bakteryjne choroby kwarantannowe ziemniaka, opracowania odpowiednio czułych i specyficznych metod diagnostycznych pozwalających na detekcję sprawców tych chorób w trudnych diagnostycznie próbach, jak również do opracowania warunków pozwalających na szybką i bezpieczną produkcję materiału wyjściowego ze szczególnym uwzględnieniem roślin in vitro ziemniaka. 
Z uwagi na szeroki planowany zakres badań ww. odmian, tegoroczne badania skupiały się na wykonaniu dokładnego opisu i charakterystyki każdej z nich. W tym celu posłużono się zarówno dostępnymi danymi zgromadzonymi w zasobach Banku Genów Ziemniaka w Boninie, jak również danymi doświadczalnymi będącymi efektem tegorocznych badań i oceny polowej wykonanej w jednostkach zewnętrznych (Tabela 1 i 2).

Selekcja i charakterystyka szczepów bakterii
Szczepy bakteryjne do badań w ramach zadania pozyskano z kolekcji własnej oraz z innych kolekcji banków patogenów roślin. Docelowo wyselekcjonowano po 9 wzorcowych szczepów dwóch kwarantannowych bakterii ziemniaka - R. solanacearum (Rs) i C. sepedonicus (Cs). Jako odnośną wyselekcjonowano do badań 10 innych mikroorganizmów referencyjnych, w tym patogeny bakteryjne ziemniaka i szczepy które mogą mieć potencjalne znaczenie podczas opracowywania metod i materiałów diagnostycznych bakterii Rs i Cs. Wszystkie bakterie scharakteryzowano pod względem kraju pochodzenia, roku izolacji i żywiciela, natomiast szczepy R. solanacearum scharakteryzowano dodatkowo pod względem rasy, filotypu i biowaru. Wykaz badanych mikroorganizmów zamieszczono w tabelach 3, 4 i 5.

Ocena wirulencji szczepów R. solanacearum i C. sepedonicus 

[bookmark: _Hlk89418874]Wirulencję badanych szczepów R. solanacearum i C. sepedonicus oceniano w warunkach fitotronowych przy pomocy testu biologicznego z użyciem roślin bakłażana odmiany Black Beauty. Do oceny użyto zawiesiny bakteryjne o koncentracji 2,5x107 jtk/ml, którymi inokulowano siewki bakłażana w stadium trzeciego liścienia. Inokulowane rośliny utrzymywano w temperaturze 21ºC przy 12 godzinnym oświetleniu. Test wykonano w trzech powtórzeniach, każdorazowo oceniając wirulencję na 7-10 siewkach bakłażana. Ocenę porażenia badanych roślin przy pomocy badanych szczepów bakterii Rs i Cs wykonano odpowiednio po 8 i 20 dniach od momentu inokulacji obserwując więdnięcie i stopień porażenia blaszek liściowych. W ocenie wizualnej zastosowano skalę porażenia odpowiadającą procentowi zmian chorobowych na blaszkach liściowych. 
Ocenę wizualną wirulencji badanych szczepów Rs i Cs poszerzono dodatkowo o ocenę testem IFAS pozwalającą potwierdzić obecność badanych patogenów w roślinie. W tym celu przy pomocy jałowego skalpela z liści, podstaw łodyg oraz korzeni pobierano materiał roślinny, cięto na niewielkie fragmenty, łączono w jedną próbę w sterylnych woreczkach do maceracji i miażdżono w obecności buforu do ekstrakcji. Otrzymany ekstrakt nanoszono na szkiełka wielopunktowe, utrwalono i barwiono zestawem przeciwciał poliklonalnych. Obserwację prowadzono z użyciem mikroskopu fluorescencyjnego pod powiększeniem 1000x stosując skalę opisującą średnią liczebność typowych komórek w polu widzenia mikroskopu (Tabela 6 i 7).  

Ocena mukoidalności szczepów R. solanacearum i C. sepedonicus 
Mukoidalność badanych szczepów bakterii R. solanacearum i C. sepedonicus oceniano przy pomocy testu mikrobiologicznego stosując podłoże wzrostowe YPGA. Ocenę przeprowadzono po posianiu na podłoże wodnych zawiesin bakteryjnych o koncentracji ok. 1000 jtk/ml na podstawie wizualnej oceny makroskopowej uzyskanych kolonii bakteryjnych. Obserwacji dokonano po 5 i 10 dniach odpowiednio dla R. solanacearum i C. sepedonicus. Badanie wykonano w trzech powtórzeniach (Tabela 6 i 7).

Opracowanie antygenu i uzyskanie przeciwciał skierowanych na R. solanacearum
W celu opracowania specyficznych przeciwciał skierowanych na komórki bakterii R. solanacearum, w pierwszym etapie realizacji badań, na bazie mieszaniny trzech zróżnicowanych mukoidalnie szczepów Rs 1, 2 i 8 opracowano antygen, który posłużył do immunizacji. Do przygotowania antygenu zastosowano opatentowany sposób bazujący na wykorzystaniu komórek bakterii pozbawionych śluzów bakteryjnych. Bakterie po usunięciu śluzów zagęszczano przez wirowanie 10 min. z prędkością 10000 x g, zawieszano w sterylnej ddH2O i standaryzowano spektrofotometrycznie. Do immunizacji podskórnej królika stosowano wodną zawiesinę z dodatkiem adiutanta Freunda (1:1, v/v). Zawiesinę podawano sześciokrotnie w 1 ml porcjach w odstępach co 30 dni. W pierwszym dniu immunizacji stosowano kompletny adiuwant, natomiast przy kolejnych immunizacjach adjuwant niekompletny. 
W celu uzyskania surowicy z IgG, z żyły brzeżnej ucha badanego królika pobierano krew, którą kolekcjonowano bezpośrednio do probówek wirówkowych. Po zebraniu, krew pozostawiano do skrzepnięcia na 30minut w 37°C, a następnie inkubowano przez noc w 4°C. Skrzep delikatnie oddzielano od ścianek i wirowano 15 minut 1000 x g w temp. 4°C. Surowicę zlewano delikatnie znad osadu, dodawano NaN3 do stężenia 0,02 % i filtrowano przez antybakteryjny filtr 0,2um. 

Ocena jakości opracowanych przeciwciał skierowanych na komórki R. solanacearum

Miano i specyficzność przeciwciał anty-Rs w otrzymanej surowicy oceniano metodą PTA-ELISA. Dla porównania badanie referencyjne wykonano przy pomocy komercyjnego testu DAS-ELISA firmy LOEWE. Aby wykonać badania przygotowano zawiesiny bakterii Rs w buforze powlekającym w koncentracji 107 jtk/ml i nałożono po 100µl do odpowiednich studzienek mikropłytki. Całość wytrząsano 0,5 h w 37°C na wytrząsarce, 0,5h w temperaturze pokojowej, a następnie w 4°C (noc w lodówce). Następnie płytki wytrząsano przez ok. 30min. w temp. pokojowej i następnie 3 – krotnie płukano buforem 1xPBST pH7,4. Następnie nałożono po 100µl buforu blokującego 1% NFDM w 1xPBST pH 7,4 i inkubowano 0,5 h w 37°C na wytrząsarce i po tym czasie płukano 3-krotnie buforem 1xPBST pH 7,4. Badane surowice z IgG – anty Rs rozcieńczono w buforze 1xPBS w proporcji od 1:100 do 1:100 000x i następnie nakładano do mikrostudzienek stosując po 2 powtórzenia na każde rozcieńczenie IgG. Całość inkubowano 2h w 37°C. Następnie płytki płukano 3x w 1xPBST pH 7,6 bez NaN3 i nałożono po 100µl 2500-krotnie rozcieńczonego koniugatu IgG anty królicze – AP (Sigma) w buforze koniugatowym i inkubowano 2h w 37°C. Płytkę dokładnie, 8-krotnie przepłukano buforem 1xPBST pH 7,6, nałożono po 100µl roztworu substratu w buforze substratowym dla AP z pNPP, wymieszano na wytrząsarce i inkubowano w ciemności w temperaturze pokojowej dokonując pomiar absorbancji w czasie 0,5, 1 i 2 h przy długości 405nm. Za wynik pozytywny przyjmowano absorbancję przekraczającą, co najmniej dwukrotną wartość absorbancji uzyskanej dla buforu bez bakterii Rs.

Wyniki 
Odmiany ziemniaka
Przy doborze odmian ziemniaka do badań w ramach projektu celem było zapewnienie jak największego zróżnicowania zarówno pod względem wczesności, cech użytkowych, jak i zawartości skrobi. Wśród wytypowanych 12 odmian ziemniaka wyszczególnionych w tabeli 1, 6 stanowiły odmiany jadalne, natomiast pozostałe 6 odmiany skrobiowe. Badane odmiany dobrano tak, aby reprezentowały one cały zakres grup wczesności oraz typów kulinarnych (Tabela 1). Z uwagi na szeroki zakres wykorzystania badanych odmian w dalszych latach realizacji projektu, tegoroczne badania skupiały się na wykonaniu dokładnego opisu i charakterystyki każdej z nich. W tym celu posłużono się zarówno dostępnymi danymi zgromadzonymi w zasobach Banku Genów Ziemniaka w Boninie, jak również danymi doświadczalnymi będącymi efektem tegorocznych badań i oceny polowej wykonanej w jednostkach zewnętrznych. Wykaz i charakterystykę badanych odmian zamieszczono w tabeli 1 i 2.
Tabela 1. Wykaz badanych odmian ziemniaka.
	Lp.
	Odmiana
	Hodowla
	Rok wpisu do KR
	Użytkowanie
	Grupa wczesności
	Typ kulinarny

	1.
	Amarant
	PMHZ 
	2016
	Skr.
	śr.późna
	C

	2.
	Boryna
	PMHZ 
	2012
	Skr.
	śr. wczesna
	BC

	3.
	Gwiazda
	HZZ
	2011
	Jad.
	wczesna
	B

	4.
	Ignacy
	PMHZ 
	2012
	Jad.
	wczesna
	B

	5.
	Jubilat
	PMHZ 
	2011
	Skr.
	śr. wczesna
	C

	6.
	Jurek
	HZZ
	2012
	Jad.
	śr. wczesna
	B

	7.
	Kuba
	HZZ 
	1999
	Skr.
	śr. wczesna
	C

	8.
	Magnolia
	PMHZ 
	2015
	Jad.
	wczesna
	B-BC

	9.
	Skawa
	HZZ
	2000
	Skr.
	późna
	C

	10.
	Stokrotka
	PMHZ  
	2017
	Jad.
	wczesna
	B-BC

	11.
	Surmia
	HZZ
	2020
	Jad.
	b. wczesna
	AB

	12.
	Widawa
	HZZ
	2015
	Skr.
	śr. wczesna
	BC



Oznaczenia: 
PMHZ – Pomorsko Mazurska Hodowla Ziemniaka Sp. z o.o., HZZ – Hodowla Ziemniaka Zamarte Grupa IHAR
Skr – odmiana srobiowa, Jad – odmiana jadalna
Typy kulinarne: A - sałatkowy, AB - sałatkowy, wszechstr. użytkowy, B - ogólno-użytk. BC - ogólno-użytk, mączysty, C - mączysty

Tabela 2. Charakterystyka odmian ziemniaka wyselekcjonowanych do badań.
[image: ]


Szczepy bakteryjne

Z kolekcji własnej oraz z innych kolekcji banków patogenów roślin docelowo wyselekcjonowano po 9 wzorcowych szczepów dwóch kwarantannowych bakterii ziemniaka - R. solanacearum (Rs) i C. sepedonicus (Cs). Jako odnośną wyselekcjonowano do badań 10 innych mikroorganizmów referencyjnych, w tym patogeny bakteryjne ziemniaka i szczepy które mogą mieć potencjalne znaczenie podczas opracowywania metod i materiałów diagnostycznych bakterii Rs i Cs. Wszystkie bakterie scharakteryzowano pod względem kraju pochodzenia, roku izolacji i żywiciela, natomiast szczepy R. solanacearum scharakteryzowano dodatkowo pod względem rasy, filotypu i biowaru. Wykaz badanych mikroorganizmów zamieszczono w tabelach 3-5.

Tabela 3. Wykaz bakterii Ralstonia solanacearum wyselekcjonowanych do badań.
	Lp.
	Szczep
	Nr szczepu
	Pochodzenie
	Rok izolacji
	Żywiciel
	Rasa
	Filotyp
	Biovar 

	1.
	Rs 1
	NCPPB325
	USA
	1953
	Pomidor doniczkowy
	1
	IIA-7
	1

	2.
	Rs 2
	GMI1000
	Gujana Fr.
	1960
	Pomidor zwyczajny 
	1
	I
	3

	3.
	Rs 3
	NCPPB1584
	Cypr
	1963
	Ziemniak 
	3
	IIB
	2

	4.
	Rs 4
	NCPPB2505
	Szwecja
	1972
	Ziemniak 
	3
	IIB
	2

	5.
	Rs 5
	NCPPB3997
	Australia
	1997
	Ziemniak 
	bd
	I
	3

	6.
	Rs 6
	NCPPB4011
	Chiny
	1997
	Morwa
	5
	I
	5

	7.
	Rs 7
	NCPPB4029
	Sri Lanka
	1997
	Ziemniak
	4
	I
	4

	8.
	Rs 8
	NCPPB4153
	Egipt
	1998
	Ziemniak
	3
	IIB
	2

	9.
	Rs 9
	NCPPB4161
	Niemcy
	1996
	Ziemniak
	bd
	bd
	2



Tabela 4. Wykaz bakterii Clavibacter sepedonicus wyselekcjonowanych do badań.
	Lp.
	Szczep
	Nr szczepu
	Pochodzenie
	Rok izolacji
	Żywiciel

	1.
	Cs 1
	NCPPB 299
	Kanada
	1951
	Ziemniak

	2.
	Cs 2
	NCPPB 378
	Szwecja
	1956
	Ziemniak

	3.
	Cs 3
	NCPPB 2138
	Kanada 
	1968
	Ziemniak

	4.
	Cs 4
	NCPPB 2140
	USA
	1942
	Ziemniak

	5.
	Cs 5
	NCPPB 3296
	Bd
	1983
	Ziemniak

	6.
	Cs 6
	NCPPB 3896
	Szkocja
	1994
	Ziemniak

	7.
	Cs 7
	NCPPB 3898
	Ukraina
	1994
	Ziemniak

	8.
	Cs 8
	NCPPB 4053
	Szwecja
	1994
	Ziemniak

	9.
	Cs 9
	NCPPB 4229
	Cypr
	2001
	Ziemniak






Tabela 5. Wykaz innych mikroorganizmów wyselekcjonowanych do badań.

	Lp.
	Szczep
	Nr Szczepu
	Pochodzenie
	Rok izolacji
	Żywiciel

	1.
	In  1
	Pc 676
	Dania
	1952
	Ziemniak 

	2.
	In 2
	Pca 549
	UK
	1958
	Ziemniak

	3.
	In 3
	Pcc 312
	Dania
	1952
	Ziemniak

	4.
	In 4
	Pf 837
	Polska
	1995
	Ziemniak

	5.
	In 5
	Ea 659
	Polska
	1986
	Jabłoń

	6.
	In 6
	Echz 3346
	Australia
	1984
	Ziemniak

	7.
	In 7
	Bs 3272
	UK
	1983
	Ziemniak

	8.
	In 8
	Ssc 2537
	UK
	1973
	Ziemniak

	9.
	In 9
	Ds 4479
	Holandia
	2010
	Ziemniak

	10.
	In 10
	Cmm S15
	Litwa
	Bd
	Pomidor


bd - brak danych
Ocena mukoidalności i wirulencji szczepów R. solanacearum i C. sepedonicus 

Uzyskane wyniki badań wykazały duże zróżnicowanie mukoidalności i wirulencji badanych szczepów R.solanacearum i C. sepedonicus. 
Badanie pod kątem mukoidalności przy pomocy oceny makroskopowej kolonii bakteryjnych uzyskanych w teście mikrobiologicznym, pozwoliło wyróżnić u badanych szczepów R. solanacearum i C. sepedonicus 3 skrajnie zróżnicowane grupy bakterii, odpowiednio silnie-, średnio- i niemukoidalne. Dla C. sepedonicus były to odpowiednio szczepy (Cs 2, 5 i 8), (Cs 1, 3 i 9) oraz (Cs 4, 6 i 7). Z kolei dla bakterii R. solanacearum były to szczepy (Rs 3, 5, 6 i 8), (Rs 1, 4 i 7) oraz (Rs 2 i 9). Wyniki przestawiono w tabelach 6 i 7. 
Ocena wirulencji badanych szczepów R. solanacearum i C. sepedonicus testem biologicznym na bakłażanie, potwierdzona testem IFAS pozwoliła podzielić badane szczepy bakteryjne na 3 grupy zróżnicowane pod względem patogeniczności, odpowiednio na silnie-, średniopatogeniczne i awirulentne. Wśród badanych szczepów R. solanacearum do grupy I zakwalifikowano szczepy Rs 3, 4, 6 i 8, do grupy II Rs 1 i 5, natomiast do grupy III Rs 2, 7 i 9. Z kolei w przypadku badanych szczepów Clavibacter sepedonicus do grupy I szczepów najbardziej wirulentnych zakwalifikowano szczepy Cs 1,5, 8 i 9, do grupy szczepów średniopatogenicznych szczepy Cs 2, 3 i 4, natomiast w grupie III szczepów awirulentnych znalazły się szczepy Cs 6 i 7. 3/9 i 2/9 badanych szczepów Rs i Cs nie wykazało objawów porażenia na roślinach bakłażana. Z kolei najbardziej wyraźne objawy wystąpiły na roślinach zakażanych szczepami Rs 3, 6 i 8 oraz Cs 3,4,6 i 8. U pozostałych roślin objawy występowały na pojedynczych liściach i nie na wszystkich roślinach użytych do testów. 
Wyniki uzyskane w teście biologicznym w znacznym stopniu korelowały z wynikami testu IFAS. (Tabela 6 i 7, Rysunek 1 i 2).

Tabela 6. 	Ocena mukoidalności oraz wirulencji badanych szczepów R. solanacearum w teście biologicznym na podstawie obserwacji objawów makroskopowych stopnia porażenia na roślinach bakłażana oraz testu IFAS.

	[bookmark: _Hlk88482573]Lp.
	Szczep
	Mukoidalność
	Test biologiczny
	Test IFAS

	
	
	
	l.roślin z objawami/            l. badanych roślin
	Stopień porażenia
	Liście
	podstawa łodygi
	Korzenie

	 1
	Rs 1
	+++
	6/7 
	++
	***
	***
	*

	 2
	Rs 2
	-
	0/10 
	-
	X
	X
	X

	 3
	Rs 3
	++++
	9/10 
	+++
	**
	***
	***

	 4
	Rs 4
	+++
	10/10 
	+++
	***
	***
	***

	 5
	Rs 5
	++++
	5/9 
	+
	***
	***
	***

	 6
	Rs 6
	++++
	10/10 
	+++
	***
	***
	**

	 7
	Rs 7
	+
	0/10
	-
	X
	X
	X

	 8
	Rs 8
	++++
	10/10
	+++
	***
	***
	***

	 9
	Cs 9
	-
	0/10
	-
	X
	X
	X



Tabela 7. 	Ocena mukoidalności oraz wirulencji badanych szczepów C. sepedonicus w teście biologicznym na podstawie obserwacji objawów makroskopowych stopnia porażenia na roślinach bakłażana oraz testu IFAS.

	Lp.
	Szczep
	Mukoidalność
	Test biologiczny
	Test IFAS

	
	
	
	l. roślin z objawami/ l. badanych roślin
	Stopień porażenia
	liście
	podstawa łodygi
	korzenie

	1
	Cs 1
	+
	9/10 
	+++
	***
	***
	***

	2
	Cs 2
	++++
	2/10
	+
	**
	**
	**

	3
	Cs 3
	+
	9/10
	++
	***
	***
	**

	4
	Cs 4
	-
	8/10
	++
	**
	**
	**

	5
	Cs 5
	++++
	10/10 
	+++
	***
	***
	***

	6
	Cs 6
	-
	0/10 
	-
	x
	x
	x 

	7
	Cs 7
	-
	0/10 
	-
	x
	x
	x

	8
	Cs 8
	++++
	10/10 
	+++
	***
	***
	***

	9
	Cs 9
	+
	7/10 
	+++
	***
	***
	***


[bookmark: _Hlk89419425]
Oznaczenia:
Mukoidalność: - niemukoidalny, + lekko mukoidalny, ++ średnio mukoidalny, +++ mukoidalny, ++++ silnie mukoidalny 
Test biologiczny: - brak objawów porażenia, + lekkie zmiany na liściach (porażenie do 10% powierzchni liści), ++ więdnięcie pojedynczych liści (porażenie od 11 do 30% powierzchni liści), +++ silnie zahamowany wzrost, więdnięcie całych roślin (porażenie powyżej 30% powierzchni liści).
Test IFAS: x brak komórek; * pojedyncze komórki w polu widzenia mikroskopu, ** do 50 komórek w polu widzenia mikroskopu, *** powyżej 51 komórek w polu widzenia mikroskopu




 [image: ]          [image: ]b)
a)

Rys. 1. 	Widok roślin bakłażana odmiany Black Beauty w teście biologicznym inokulowanych dwoma skrajnie zróżnicowanymi wirulentnie szczepami bakterii R. solanacearum odpowiednio a) awirulentnym szczepem Rs 2 i b) silnie patogenicznym szczepem Rs 6.  

Jakość opracowanych przeciwciał anty-Rs.
Jakość (miano i specyficzność) opracowanych przeciwciał oceniano metodą PTA – ELISA. Badana surowica z przeciwciałami anty-Cs cechowała się stosunkowo wysokim mianem i specyficznością (Tabela 8 i 9). Ocenę miana badanych przeciwciał wykonano z udziałem dwóch zróżnicowanych mukoidalnie szczepów Rs 2 i Rs 8, natomiast badanie specyficzności przeprowadzono w obecności całej puli badanych bakterii Rs, Cs oraz innych niekwarantannowych patogenów ziemniaka (Tabela 3). Jako odnośną stosowano zestaw DAS-ELISA zawierający poliklonalne IgG anty-Rs z firmy Loewe. Uzyskane wyniki testu ELISA potwierdziły relatywnie wysoką specyficzność i miano badanych przeciwciał mi poziomie 1000x dla mukoidalnego szczepu Rs 8 i 5000x dla niemukoidalnego szczepu Rs 2. Miano to jednak nie jest odpowiednio wysokie do opracowania zestawów diagnostycznych i wymaga dalszej immunizacji królików. Uzyskane wyniki testu PTA-ELISA wskazują również na bardzo wysokie powinowactwo badanych przeciwciał do wszystkich szczepów Rs oraz jednoczesne śladowe oddziaływanie niespecyficzne z dwoma szczepami Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 312 oraz Ervinia amylovora 659. Z kolei przeciwciała z referencyjnego zestawu firmy Loewe wykazały niespecyficzną reakcję krzyżową ze szczepem Dickeya solani 4479 i jednocześnie nie wykryły jednego, średniomukoidalnego szczepu Rs 7 (Tabela 8 i 9). 
Tabela 8. 	Miano przeciwciał anty-Rs oceniane metodą PTA-ELISA w obecności dwóch zróżnicowanych mukoidalnie szczepów bakterii R. solanacearum. Wyniki średniej i odchylenia standardowego obliczono na podstawie trzech powtórzeń.
	Miano
	Szczep Rs 8
	Szczep Rs 2

	
	A450
	SD
	A450
	SD

	KN
	0,048
	0,008
	0,045
	0,003

	100000 x
	0,044
	0,011
	0,054
	0,004

	50000 x
	0,042
	0,008
	0,061
	0,012

	10000 x
	0,032
	0,004
	0,083
	0,009

	5000 x
	0,099
	0,027
	0,672
	0,033

	1000 x
	0,628
	0,087
	1,131
	0,026

	500 x
	1,641
	0,139
	1,797
	0,251

	100 x
	1,941
	0,387
	2,725
	0,422



Tabela 9. 	Specyficzność opracowanych przeciwciał anty-Cs badana metodą DAS- i PTA-ELISA. Wyniki średniej obliczono na podstawie trzech powtórzeń.
	Bakterie
	Badane szczepy
	Zestaw z Loewe
(DAS-ELISA)
	IgG antyRs
(PTA-ELISA)

	KN
	Bufor
	-
	-

	Szczepy bakterii
Ralstonia solanacearum
	Rs 1
	+
	+

	
	Rs 2
	+
	+

	
	Rs 3
	+
	+

	
	Rs 4
	+
	+

	
	Rs 5
	+
	+

	
	Rs 6
	+
	+

	
	Rs 7
	-
	+

	
	Rs 8
	+
	+

	
	Rs 9
	+
	+

	

	Szczepy bakterii
Clavibacter sepedonicus
	Cs 1
	-
	-

	
	Cs 2
	-
	-

	
	Cs 3
	-
	-

	
	Cs 4
	-
	-

	
	Cs 5
	-
	-

	
	Cs 6
	-
	-

	
	Cs 7
	-
	-

	
	Cs 8
	-
	-

	
	Cs 9
	-
	-

	 

	Inne patogeny ziemniaka
	Pc 676
	-
	-

	
	Pca 549
	-
	-

	
	Pcc 312
	-
	(+)

	
	Pf 837
	-
	-

	
	Ea 659
	-
	(+)

	
	Echz 3346
	-
	-

	
	Bs 3272
	-
	-

	
	Ssc 2537
	-
	-

	
	Ds. 4479
	+
	-

	
	Cmm S15
	-
	-


    Oznaczenia: - wynik ujemny, + wynik dodatni, (+) wynik świadczący o słabym oddziaływaniu IgG
 




Dyskusja

Jednym z ważniejszych elementów tegorocznych badań w ramach zadania było opracowanie i charakterystyka materiału biologicznego do badań. W tym celu z krajowego rejestru wyselekcjonowano 12 (w tym 6 jadalnych i 6 skrobiowych) odmian ziemniaka, z których w toku badań i analiz każdą dokładnie scharakteryzowano. Sporządzenie dokładnego opisu dla każdej z badanych odmian ma istotne znaczenie z uwagi na szerokie spektrum ich późniejszego wykorzystania w projekcie. Odmiany te w następnych latach realizacji projektu posłużą do wykonania badań pozwalających ocenić ich podatność na bakteryjne choroby kwarantannowe ziemniaka, opracowania odpowiednio czułych i specyficznych metod diagnostycznych pozwalających na detekcję sprawców tych chorób w trudnych diagnostycznie próbach, jak również do opracowania warunków pozwalających na szybką i bezpieczną produkcję materiału wyjściowego ze szczególnym uwzględnieniem roślin in vitro ziemniaka. 
Kolejnym elementem niezbędnym do prawidłowej realizacji badań nad opracowaniem metod identyfikacji i ograniczenia rozprzestrzeniania się kwarantannowych bakterii (w produkcji wyjściowej) ziemniaka był odpowiedni dobór materiału mikrobiologicznego. W tym celu wyselekcjonowano, scharakteryzowano i przebadano 9 szczepów kwarantannowych bakterii R.solanacearum i C. sepedonicus oraz 10 innych patogenów ziemniaka. W doborze badanych mikroorganizmów celem było zapewnienie odpowiednio reprezentatywnej i jednocześnie różnicującej populacji kwarantannowych bakterii R.solanacearum i C. sepedonicus. Z kolei jako odnośną wyselekcjonowano do badań 10 innych mikroorganizmów referencyjnych, w tym patogeny bakteryjne ziemniaka i szczepy które mogą mieć potencjalne znaczenie podczas opracowywania metod i materiałów diagnostycznych bakterii Rs i Cs. Wszystkie bakterie scharakteryzowano pod względem kraju pochodzenia, roku izolacji i żywiciela, natomiast szczepy R. solanacearum scharakteryzowano dodatkowo pod względem rasy, filotypu i biowaru. 
Badanie pod kątem mukoidalności pozwoliło wyróżnić u badanych szczepów R. solanacearum i C. sepedonicus 3 skrajnie zróżnicowane grupy bakterii, odpowiednio silnie-, średnio- i niemukoidalne. Z kolei ocena wirulencji badanych szczepów R. solanacearum i C. sepedonicus testem biologicznym na bakłażanie, potwierdzona testem IFAS pozwoliła podzielić badane bakterie na silnie -, średniopatogeniczne i awirulentne. Wśród badanych szczepów R. solanacearum były to odpowiednio grupa I (1000, 4029, 4161), grupa II (325, 2505, 3997), grupa III (1584, 4011, 4156), Z kolei badane szczepy Clavibacter sepedonicus podzielono na grupa I (3896, 3898, 378), grupa II (2140, 2138, 4229), grupa III (3296, 299, 4053). 
Kolejnym istotnym aspektem badawczym w ramach zadania było opracowanie przeciwciał specyficznych wobec bakterii R. solanacearum, Badanie mukoidalności i wirulencji pozwoliło wytypować do opracowania antygenu 3 reprezentatywne dla każdej z grup szczepy R. solanacearum, które stały się podstawą do opracowania poliklonalnych przeciwciał anty-Rs. Celem była obecność w mieszaninie immunizacyjnej komórek zarówno patogenicznych, jak i wirulentnych, z drugiej zaś strony wytwarzających duże ilości śluzów oraz niemukoidalnych. W ten sposób już na poziomie projektowania charakterystyki IgG zwiększa się prawdopodobieństwo prawidłowej immunodiagnostyki szczepów R. solanacearum należących do każdej z badanych grup.    
Uzyskane wyniki testu PTA-ELISA potwierdziły obecność w surowicy specyficznych przeciwciał anty-Rs, jednak dla uzyskania lepszego miana i specyficzności konieczna jest kontynuacja badań. 

Wnioski:
1. Wyselekcjonowano, scharakteryzowano i przebadano 12 odmian ziemniaka.
2. Wyselekcjonowano, scharakteryzowano i przebadano 9 szczepów kwarantannowych bakterii R.solanacearum i C. sepedonicus oraz 10 innych patogenów ziemniaka.
3. Badanie pod kątem mukoidalności pozwoliło wyróżnić u badanych szczepów                        R. solanacearum i C. sepedonicus 3 skrajnie zróżnicowane grupy bakterii, odpowiednio silnie-, średnio i niemukoidalne.
4. Z kolei ocena wirulencji badanych szczepów R. solanacearum i C. sepedonicus testem biologicznym na bakłażanie, potwierdzona testem IFAS pozwoliła podzielić badane bakterie na silnie -, średnio i awirulentne.
5. Badanie mukoidalności i wirulencji pozwoliło wytypować do opracowania antygenu      3 reprezentatywne dla każdej z grup szczepy R. solanacearum, które stały się podstawą do opracowania poliklonalnych przeciwciał anty-Rs. 
6. Uzyskane wyniki testu PTA-ELISA potwierdziły obecność specyficznych przeciwciał anty-Rs, jednak dla uzyskania lepszego miana i specyficzności konieczna jest kontynuacja badań. 

Mierniki dla tematu badawczego 1

	Lp.
	miernik[footnoteRef:2] [2:  Podać miernik – np. ilość testów, prób, badanych genotypów etc.] 

	wartość miernika podana w opisie zadania
	wartość miernika zrealizowana

	1.1
	Liczba odmian ziemniaka wyselekcjonowanych do badań 
	12
	12

	1.2
	Liczba badanych szczepów R. solanacearum 
	9
	9

	1.3
	Liczba badanych szczepów C. sepedonicus
	9
	9

	1.4
	Liczba innych mikroorganizmów referencyjnych
	10
	10

	1.5
	Liczba opracowanych mieszanin immunizacyjnych
	1
	1











3.2 Temat  badawczy 2

Opracowanie molekularnych metod identyfikacji bakterii kwarantannowych ziemniaka 
z trudnych diagnostycznie prób. (Podzespoły 1 i 2)

Cel tematu badawczego 2
Celem tematu badawczego było opracowanie i optymalizacja warunków identyfikacji bakterii Ralstonia solanacearum metodami molekularnymi.  

Planowany cel został osiągnięty.

Materiały i metody 
Selekcja starterów molekularnych do diagnostyki bakterii Rs
Aby opracować optymalne warunki pozwalające na identyfikację kwarantannowych bakterii R. solanacearum metodami molekularnymi, w ramach tegorocznych badań na bazie danych literaturowych oraz wytycznych OEPP/EPPO wytypowano 7 par starterów molekularnych stosowanych do identyfikacji bakterii R. solanacearum, oznaczonych odpowiednio Oli1-Y2, RS1F RS3R, RS1F RS1R, Nmult22-RR, Nmult21-1F, Nmult21-2F, Nmult22-InF oraz Nmult-23-AF. Do badań wytypowano startery pozwalające na jednoczesną diagnostykę wszystkich filotypów w ramach gatunku Ralstonia, jak i startery różnicujące poszczególne filotypy w ramach tego gatunku. Dane te zamieszczono w tabeli 10.

Przygotowanie zawiesin bakteryjnych do badań  
Pierwszy etap badań molekularnych związanych z weryfikacją działania badanych starterów molekularnych przeprowadzono przy udziale patogenicznego szczepu R. solanacearum 8 będącego filotypem IIB 1 (Dawna Rasa 3, biovar 2) (Tabela 3), natomiast pozostałe badania związane z oceną czułości i specyficzności badanych starterów wykonano przy udziale wszystkich badanych szczepów Rs, Cs i innych patogenów ziemniaka opisanych w tabelach 3, 4 i 5.Aby przygotować bakterie do badań, poddano je namnożeniu na odpowiednich dla nich podłożach mikrobiologicznych. Następnie na bazie uzyskanych kolonii bakteryjnych sporządzono wodne zawiesiny bakteryjne, które doprowadzono spektrofotometrycznie do wartości 0,1 przy długości fali 630nm. Na podstawie dokładnej liczby kolonii bakteryjnych uzyskanych poprzez sporządzenie serii rozcieńczeń i posiewów na podłożach, doprowadzono koncentrację zawiesin wyjściowych poszczególnych szczepów do wartości 108 jtk/ml. Na bazie wystandaryzowanych zawiesin wykonano serie 10-krotnych rozcieńczeń uzyskując zawiesiny o końcowej koncentracji bakterii w zakresie 100-107 jtk/ml (jednostek tworzących kolonie w 1 ml), z których izolowano DNA do badań molekularnych. Jako kontrole negatywne podczas izolacji w miejsce badanych zawiesin bakteryjnych stosowano bufor lub molekularnie czystą H2O.  

Izolacja DNA badanych bakterii
Izolację DNA badanych szczepów bakterii Rs wykonano z udziałem dedykowanej dla bakterii Rs metody izolacji DNA opisanej w Dyrektywie 2006/56/WE z dnia 12 czerwca 2006 roku i Biuletynie OEPP/EPPO z 2018r. Metodyka ta opiera się na użyciu komercyjnego zestawu oraz enzymu litycznego do izolacji DNA wraz z ekstrakcją chloroformem i strącaniem jest przy pomocy alkoholu etylowego. DNA szczepów C. sepedonicus oraz innych referencyjnych patogenów ziemniaka izolowano natomiast przy udziale metody wysokosolnej z enzymem proteinazą K, pozwalającej na uzyskanie w ramach dotychczasowych badań najwyższą czułość w teście PCR Metodykę izolacji opisywano wielokrotnie we wcześniejszych sprawozdaniach z PBwPR. 
W pierwszym etapie przygotowane w wodzie i w sokach zawiesiny bakteryjne wirowano 10 min 10 000xg, następnie odebrano supernatant pozostawiając 200µl nad osadem. Dodano 200µl 20mM Tris-Cl pH 8,0 zawierającego 0,8M NaCl i 4mM EDTA. Następnie dodano 40µl 20% SDS-u oraz 20 µl proteinazy K (20mg/ml) i inkubowano w 50°C przez noc. Po inkubacji, do wszystkich prób dodano 300µl 6M NaCl i worteksowano 30 sekund na maksymalnych obrotach. W dalszej kolejności wirowano 30 min 11 000 RPM. Powstały na skutek wirowania supernatant przeniesiono do nowych probówek i dodano po 750µl zimnego izopropanolu i 5µl barwnika RotiPink. Próby dokładnie wymieszano i umieszczono na 0,5 h w -20°C.  Po wyjęciu z zamrażarki wirowano 10 min 10 000xg w wirówce z chłodzeniem. Osad przepłukano 200µl 70% etanolu zostawiając go w probówkach na 5min. Usunięto alkohol a próby zwirowano przez 10 sekund na najwyższych obrotach w celu usunięcia kropel alkoholu z wieczka probówki. Pozostałość alkoholu odciągnięto pipetą z końcówką kapilarną natomiast osad suszono przez 5 min w temperaturze 55°C w termobloku przy włączonym wyciągu. Do uzyskanego osadu dodano 50µl sterylnej wody i wytrząsano 0,5 h w 55°C. Wyizolowane DNA do czasu badań przechowywano w 4°C.

Ocena działania starterów molekularnych do diagnostyki bakterii Rs
Efektywność działania wytypowanych starterów molekularnych oceniano przy pomocy dwóch testów molekularnych, odpowiednio klasycznego testu PCR wraz z analizą elektroforetyczną uzyskanych produktów amplifikacji, jak również testu Real Time PCR z analizą produktu amplifikacji w czasie rzeczywistym. Klasyczny test PCR wykonywano stosując warunki za Pastrik i wsp. (2000), natomiast test Real Time PCR wykonano przy pomocy komercyjnego zestawu firmy BioRad. 
W początkowym etapie badań z udziałem mukoidalnego szczepu Rs 8 należącego do filotypu IIB 1, dla badanych par starterów w testach PCR i Real-Time PCR wyznaczano optymalną temperaturę annealingu podczas amplifikacji DNA bakteryjnego. Celem było wyznaczenie optymalnych warunków amplifikacji, które w przypadku klasycznego testu PCR badano w zakresie 54 – 64 ⁰ C, natomiast dla testu Real-Time PCR ustalano optymalne warunki annealingu stosując temaperatury w zakresie od 56 - 66⁰C. Badania prowadzono stosując DNA izolowane ze szczepu Rs 8 o stężeniu 10-5 ug/ul. Po amplifikacji produkty reakcji PCR rozdzielano w 1,5% żelu agarozowym i analizowano na podstawie obecności/intensywności lub braku prążków, natomiast przyrost produktu w teście Real-Time PCR obserwowano na bieżąco na podstawie obecności/szybkości pojawiania się krzywej amplifikacji produktu reakcji (CQ) oraz analizy krzywych topnienia (MELT).  
Po zoptymalizowaniu temperatury annaealingu DNA dla badanych par starterów w testach PCR i Real-Time PCR, kolejnym etapem była ocena czułości badanych starterów względem badanego szczepu Rs. W tym celu do badań wykorzystano DNA izolowane z zawiesin bakteryjnych w 10-krotnych rozcieńczeniach w zakresie od 100 do 107 jtk/ml. W efekcie przeprowadzonych badań wyselekcjonowano startery Oli1-Y2 oraz Nmult umożliwiające osiągnięcie najwyższego progu czułości detekcji względem DNA badanego szczepu Rs 8, odpowiednio 102 i 101 jtk/ml w testach PCR i Real-Time PCR.
Ostatnim etapem analizy molekularnej było zbadanie specyficzności wybranych starterów z udziałem DNA wszystkich badanych szczepów Rs, Cs i innych badanych mikroorganizmów. Badania wykonano stosując DNA badanych o stężeniu 10-5 ug/ul.



Wyniki 

Startery molekularne do diagnostyki bakterii Rs
W ramach tegorocznych badań na bazie danych literaturowych oraz wytycznych OEPP/EPPO wytypowano 7 par starterów molekularnych stosowanych do identyfikacji bakterii R. solanacearum, oznaczonych odpowiednio Oli1-Y2, RS1F RS3R, RS1F RS1R, Nmult22-RR, Nmult21-1F, Nmult21-2F, Nmult22-InF oraz Nmult-23-AF. Celem wyznaczenia tak szerokiego spektrum było zapewnienie odpowiednio szerokiego spektrum detekcji pozwalającego na diagnostykę wszystkich filotypów R. solanacearum, z drugiej zaś strony poszukiwano starterów pozwalających różnicować poszczególne filotypy w ramach całego gatunku (Tabela 10).

Tabela 10. Pary starterów wytypowane do badań molekularnych z R. solanacearum. 

	Lp.
	Wybrane pary starterów
	Region kodowania genomu
	Filotyp
	Numer filotypu
	Publikacja źródłowa

	1
	Oli1-Y2
	16S rRNA 
	R. solanacearum 
R. pseudosolanacearum 
R. syzygii 
	Wszystkie filotypy          I, II i III
	Seal i in. (1993)

	2
	RS1F RS3R
	16–23S rRNA
	R. solanacearum 
	Filotyp I
	Pastrik i in. (2002)

	3
	RS1F RS1R
	16–23S rRNA 
	R. solanacearum 
	Filotyp II
	Pastrik i in. (2002)

	4
	Nmult21:1F/ Nmult22:RR
	16–23S rRNA
	R. pseudosolanacearum 
	Filotyp I
	Fegan i Prior (2005)

	5
	Nmult21:2F/ Nmult22:RR,
	16–23S rRNA
	R. solanacearum 
	Filotyp II
	Fegan i Prior (2005)

	6
	Nmult23:AF/ Nmult22:RR
	16–23S rRNA
	R. pseudosolanacearum 
	Filotyp III
	Fegan i Prior (2005)

	7
	Nmult22:InF/ Nmult22:RR
	16–23S rRNA
	R. syzygii 
	Filotyp IV
	Fegan i Prior (2005)



Ocena działania starterów molekularnych do diagnostyki bakterii Rs
Efektywność działania wytypowanych starterów molekularnych oceniano przy pomocy dwóch testów molekularnych, odpowiednio klasycznego testu PCR wraz z analizą elektroforetyczną uzyskanych produktów amplifikacji, jak również testu Real Time PCR z analizą produktu amplifikacji w czasie rzeczywistym. Pierwszy etap badań molekularnych związanych z weryfikacją działania badanych starterów molekularnych przeprowadzono przy udziale patogenicznego szczepu R. solanacearum 8 będącego filotypem IIB 1 (Dawna Rasa 3, biovar 2) (Tabela 3), natomiast pozostałe badania związane z oceną czułości i specyficzności badanych starterów wykonano przy udziale wszystkich badanych szczepów Rs, Cs i innych patogenów ziemniaka opisanych w tabelach 3, 4 i 5
W początkowym etapie badań z udziałem mukoidalnego szczepu Rs 8 należącego do filotypu IIB 1, dla badanych par starterów w testach PCR i Real-Time PCR wyznaczano optymalną temperaturę annealingu podczas amplifikacji bakteryjnego DNA. Celem było wyznaczenie optymalnych warunków amplifikacji, które w przypadku klasycznego testu PCR badano w zakresie 54 – 64 ⁰ C (Rys.2, Tabela 11), natomiast dla testu Real-Time PCR ustalano optymalne warunki annealingu stosując temaperatury w zakresie od 56 - 66⁰C (Rys.3, Tabela 12).
Badania prowadzono stosując DNA izolowane ze szczepu Rs 8 o stężeniu 10-5 ug/ul. Po amplifikacji produkty reakcji PCR rozdzielano w 1,5% żelu agarozowym i analizowano na podstawie obecności/intensywności lub braku prążków, natomiast przyrost produktu w teście Real-Time PCR obserwowano w czasie rzeczywistym na podstawie obecności/szybkości pojawiania się krzywej amplifikacji produktu reakcji (CQ) oraz analizy krzywych topnienia (MELT).  
Na podstawie wyników badań jako optymalną temperaturę annealingu dla starterów reakcji PCR wybrano 58°C C (Rys.2, Tabela 11), natomiast w reakcji Real-Time PCR najlepsze rezultaty uzyskiwano przy stosowaniu na etapie annealingu temperatury 60°C (Rys.3, Tabela 12).  
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  Rys. 2. 	Wyniki gradientu temperatury annealingu PCR badanych starterów w teście w obecności DNA szczepu Rs 8. 
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Rys. 3. 	Amplifikacja DNA mukoidalnego szczepu Rs 8 w teście Real-Time PCR.





Tabela 11. 	Gradient temperatury testu PCR dla 7 par starterów w obecności DNA szczepu Rs 8. Kolorem zielonym oznaczono temperaturę, przy której uzyskano najbardziej wyraźne prążki w żelu elektroforetycznym. 
	Rs 8 DNA 10-5 ug/ul PCR

	Startery
	54 ⁰C
	54,2 ⁰C
	54,7⁰C
	55,5⁰C
	56,6 ⁰C
	58 ⁰C
	59,7 ⁰C
	61,2 ⁰C
	62,3 ⁰C
	63,2 ⁰C
	63,7 ⁰C
	64 ⁰C

	Oli1-Y2
	(+)
	+
	+
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	RS1F-RS3R
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	RS1F-RS1R
	+
	+
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	+
	+
	+

	Nmult21:1F/22:RR
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Nmult21:2F/22:RR
	++
	++
	++
	++
	++
	+++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	Nmult23:AF/22:RR
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Nmult22:InF/22:RR
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
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	Wynik PCR
	

	-
	Brak prążka, wynik negatywny

	(+)
	Prążek na granicy widoczności

	+
	Widoczny, cienki prażek

	++
	Wyrażny gruby prążek

	+++
	B.gruby prążek



Tabela 12. 	Gradient temperatury testu Real-Time PCR dla 7 par starterów w obecności DNA szczepu Rs 8. Kolorem zielonym oznaczono temperaturę, przy której uzyskano minimalną ilość cykli potrzebną do uzyskania wyniku pozytywnego testu.
	Rs 8 DNA 10-5 ug/ul– Real-time PCR

	Startery
	56⁰C
	56,7⁰C 
	58⁰C 
	60⁰C 
	62,4⁰C 
	64,3⁰C
	65,5⁰C
	66⁰C

	Oli1-Y2
	++
	++
	++
	+++
	+++
	++
	++
	++

	RS1F-RS3R
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	RS1F-RS1R
	++
	++
	++
	+++
	++
	++
	++
	+

	Nmult21:1F/22:RR
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Nmult21:2F/22:RR
	++
	++
	++
	+++
	++
	++
	++
	+

	Nmult23:AF/22:RR
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Nmult22:InF/22:RR
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-


	Wynik Real-Time PCR:
	

	+
	amplifikacja powyżej 28 cykli	

	++
	amplifikacja między 22 a 28 cyklem 

	+++
	amplifikacja poniżej 22 cykli






Tabela 13. 	Wyniki zbiorcze oceny czułości 7 par starterów dla różnych koncentracji komórek szczepu Rs 8 w zakresie 100 – 107 jtk/ml w klasycznym teście PCR.
	Rs 8 100 – 107 jtk/ml PCR

	Startery
	107
	106
	105
	104
	103
	102
	101
	100
	KN 

	Oli1-Y2
	+++
	++
	++
	++
	++
	+
	-
	-
	-

	RS1F-RS3R
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	RS1F-RS1R
	+++
	+++
	++
	++
	(+)
	-
	-
	-
	-

	Nmult21:1F/22:RR
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Nmult21:2F/22:RR
	+++
	+++
	++
	++
	++
	+
	-
	-
	-

	Nmult23:AF/22:RR
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Nmult22:InF/22:RR
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
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	Wynik PCR
	

	-
	Brak prążka, wynik negatywny

	(+)
	Prążek na granicy widoczności

	+
	Widoczny, cienki prażek

	++
	Wyrażny gruby prążek

	+++
	B.gruby prążek



Tabela 14. 	Wyniki zbiorcze oceny czułości 7 par starterów dla różnych koncentracji komórek szczepu Rs 8 w zakresie 100 – 107 jtk/ml w teście Real-Time PCR.
	Rs 8 100 – 107 jtk/ml - Real-time PCR

	Startery
	107
	106
	105
	104
	103
	102
	101
	100
	KN 

	Oli1-Y2
	+++
	++
	+
	+
	+
	+
	(+)
	-
	-

	RS1F-RS3R
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	
	-
	-

	RS1F-RS1R
	+++
	+++
	++
	++
	+
	(+)
	-
	-
	-

	Nmult21:1F/22:RR
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	
	-
	-

	Nmult21:2F/22:RR
	+++
	+++
	++
	++
	+
	+
	(+)
	-
	-

	Nmult23:AF/22:RR
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Nmult22:InF/22:RR
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-



	Wynik Real-Time PCR:
	

	+
	amplifikacja powyżej 28 cykli	

	++
	amplifikacja między 22 a 28 cyklem 

	+++
	amplifikacja poniżej 22 cykli









Po zoptymalizowaniu temperatury annaealingu DNA dla badanych par starterów w testach PCR i Real-Time PCR, kolejnym etapem była ocena czułości badanych starterów względem badanego szczepu Rs. W tym celu do badań wykorzystano DNA izolowane z zawiesin bakteryjnych w 10-krotnych rozcieńczeniach w zakresie od 100 do 107 jtk/ml. W efekcie przeprowadzonych badań wyselekcjonowano startery Oli1-Y2 oraz Nmult umożliwiające osiągnięcie najwyższego progu czułości detekcji względem DNA badanego szczepu Rs 8, które wynosiło odpowiednio 102 i 101 jtk/ml w testach PCR i Real-Time PCR. Czułość otrzymana przy udziale pary starterów RS1F RS1R była o rząd wielkości niższa (Tabela 13 i 14).
Analiza molekularna pod kątem specyficzności pary starterów Oli1-Y2 i multipleksu starterów Nmult względem wszystkich badanych szczepów Rs, Cs i innych badanych mikroorganizmów, wykazała 100% specyficzność ocenianych starterów w stosunku do badanych szczepów R. solanacearum, przy jednoczesnym braku reakcji niespecyficznych ze szczepami C. sepedonicus oraz innymi mikroorganizmami ziemniaka (Tabela 15). 

Tabela 15. Specyficzność wybranych starterów w klasycznym teście PCR oraz Real-Time PCR. 
	Bakterie
	Badane szczepy
	Startery Oli1-Y2
	Startery NMult

	
	
	PCR
	Real-Time PCR
	PCR
	Real-Time PCR

	KN
	Bufor
	-
	-
	-
	-

	Szczepy bakterii
Ralstonia solanacearum
	Rs 1
	+
	+
	+
	+

	
	Rs 2
	+
	+
	+
	+

	
	Rs 3
	+
	+
	+
	+

	
	Rs 4
	+
	+
	+
	+

	
	Rs 5
	+
	+
	+
	+

	
	Rs 6
	+
	+
	+
	+

	
	Rs 7
	+
	+
	+
	+

	
	Rs 8
	+
	+
	+
	+

	
	Rs 9
	+
	+
	+
	+

	

	Szczepy bakterii
Clavibacter sepedonicus
	Cs 1
	-
	-
	-
	-

	
	Cs 2
	-
	-
	-
	-

	
	Cs 3
	-
	-
	-
	-

	
	Cs 4
	-
	-
	-
	-

	
	Cs 5
	-
	-
	-
	-

	
	Cs 6
	-
	-
	-
	-

	
	Cs 7
	-
	-
	-
	-

	
	Cs 8
	-
	-
	-
	-

	
	Cs 9
	-
	-
	-
	-

	 

	Inne patogeny ziemniaka
	Pc 676
	-
	-
	-
	-

	
	Pca 549
	-
	-
	-
	-

	
	Pcc 312
	-
	-
	-
	-

	
	Pf 837
	-
	-
	-
	-

	
	Ea 659
	-
	-
	-
	-

	
	Echz 3346
	-
	-
	-
	-

	
	Bs 3272
	-
	-
	-
	-

	
	Ssc 2537
	-
	-
	-
	-

	
	Ds. 4479
	-
	-
	-
	-

	
	Cmm S15
	-
	-
	-
	-


      Oznaczenia: - wynik ujemny, + wynik dodatni
Dyskusja 

Ralstonia solanacearum oraz Clavibacter sepedonicus to dwie szczególnie uciążliwe bakterie ziemiaka znajdujace się na liście A2 organizmów kwarantannowych OEPP/EPPO. W odróżnieniu jednak od C. sepedonicus, R. solanacearum ma wielu gospodarzy i żywicieli pośrednich i ze względu na swoją patogeniczność stanowi poważne zagrożenie fitosanitarne dla regionu, w którym się znajduje. Z uwagi na notowany w ostatnim czasie wzrost średniej temperatury powietrza, w przypadku bakterii R. solanacearum jako organizmu termofilnego, zmiana warunków klimatycznych wiąże się z ryzykiem zwiększonego i niekontrolowanego rozprzestrzeniania się w krajach takich jak Polska, w których dotychczas panował klimat umiarkowany. Stąd jedną z priorytetów powinno być opracowanie odpowiednio czułych i szybkich metod detekcji pozwalających na doraźną diagnostykę i umożliwienie zwalczania tego patogenu w środowisku. Jednymi z takich metod są metody molekularne, których dotyczy niniejszy temat badawczy.  
Zgodnie z najnowszym protokołem diagnostycznym EPPO nr PM 7/21 opisanym w biuletynie OEPP/EPPO  (2018) 48 (1) obecnie w kompleksie gatunkowym Ralstonia wyróżnia trzy odrębne gatunki, a wśród nich cztery filotypy R. solanacearum (Filotyp II), Ralstonia pseudosolanacearum (Filotyp I i ​​III) oraz Ralstonia syzygii (Filotyp IV). Każdy filotyp składa się z wielu różnych wariantów filogenetycznych i patogennych kodowanych przez różne regiony DNA/RNA (m.in. ITS, hrpB, mutS i egl), znane jako sekwewary. Inny wcześniejszy podział gatunku Ralstonia uwaględniał również szereg cech fenotypowych różnicujących szczepy na pięć patogennych ras oraz pięć biowarów (Buddenhagen i in., 1962; Hayward, 1964). 
Jednym z najbardziej zjadliwych genotypów R. solanacearum jest Filotyp IIB 1 (PIIB-1) - sprawca brunatnej zgnilizny ziemniaka, dawniej określany jako rasa 3 biowar 2. Filotyp ten stosunkowo szybko rozprzestrzenił się z Ameryki Południowej na cały świat wraz z zainfekowanymi sadzeniakami ziemniaka. Filotyp ten stanowi szczególne zagrożenie dla regionu EPPO, ponieważ ma niższą optymalną temperaturę wzrostu (ok. 27°C) i może powodować więdnięcie w niższych temperaturach niż większość innych genotypów, dla których optymalna temperatura wzrostu to ok. 35°C. Filotyp IIB 1 często również powoduje infekcje w formie utajonej (bezobjawowej) infekcje, zarówno na dużych wysokościach w tropikach, jak i na obszarach podzwrotnikowych i umiarkowanych. Genotyp ten wykazuje obecne ograniczone występowanie w regionie EPPO, ale istnieje duże niebezpieczeństwo jego łatwego rozprzestrzeniania się wraz z atakowanymi roślinami (głównie ziemniak, pomidor, chwasty z rodziny psiankowatych rosnące wzdłuż rzek i cieków wodnych, jak np. psianka słotkogórz) i ciekami wodnymi. 
Z tego względu do badań w ramach tematu wytypowano 9 zróżnicowanych genetycznie, wzorcowych szczepów Ralstonia solanacearum, z których aż 3 stanowiły filotyp IIB 1 (Dawna Rasa 3, biovar 2).
Pierwszy etap prac opierał się na selekcji odpowiednich starterów molekularnych umożliwiających diagnostykę wszystkich filotypów gatunków Ralstonia, jak również starterów różnicujących poszczególne filotypy w ramach całego gatunku. Dlatego na bazie danych literaturowych oraz wytycznych OEPP/EPPO wytypowano 7 potencjalnie przydatnych w ramach zadania par starterów wyszczególnionych w tabeli 1. W początkowym etapie badań z udziałem mukoidalnego szczepu Rs 8 należącego do filotypu IIB 1, dla badanych par starterów w testach PCR i Real-Time PCR wyznaczano optymalną temperaturę annealingu DNA. Celem było wyznaczenie optymalnych warunków amplifikacji, co z kolei umożliwiło następnie wyznaczenie progu czułości detekcji starterów względem badanego szczepu Rs 8. Do badań wykorzystano zawiesiny bakteryjne w 10-krotnych rozcieńczeniach w zakresie od 100 do 107 jtk/ml (jednostek tworzących kolonie w ml). Liczbę bakterii wystandaryzowano na podstawie wcześniejszych analiz mikrobiologicznych z udziałem odpowiednich dla poszczególnych szczepów bakterii mikrobiologicznych podłoży wzrostowych. Pozwoliło to na standaryzację dokładnej liczby komórek Rs badanych szczepów w próbie.
Na podstawie wyników badań jako najbardziej przydatne wybrano startery charakteryzujące się najwyższą czułością i przydatnością, tj. parę starterów Oli1-Y2 oraz 4 pary starterów Nmult22-RR, Nmult21-1F, Nmult21-2F, Nmult22-InF, Nmult-23-AF, które z uwagi na różnicujące wielkości produktów PCR/Real-Time PCR można było badać kompleksowo jako multipleks. W ten sposób wytypowano dwa uniwersalne układy starterów, które z jednej strony jako Oli1-Y2 umożliwiły jednoczesną detekcję DNA wszystkich filotypów R. solanacearum, R. pseudosolanacearum i R. syzygii, z drugiej natomiast jako kompleks starterów NMult pozwoliły na detekcję połączoną z jednoczesnym różnicowaniem poszczególnych filotypów. 
Po zoptymalizowaniu temperatury annaealingu DNA dla badanych par starterów w testach PCR i Real-Time PCR, kolejnym etapem była ocena czułości badanych starterów względem badanego szczepu Rs. W tym celu do badań wykorzystano DNA izolowane z zawiesin bakteryjnych w 10-krotnych rozcieńczeniach w zakresie od 100 do 107 jtk/ml. W efekcie przeprowadzonych badań wyselekcjonowano startery Oli1-Y2 oraz Nmult umożliwiające osiągnięcie najwyższego progu czułości detekcji względem DNA badanego szczepu Rs 8, odpowiednio 102 i 101 jtk/ml w testach PCR i Real-Time PCR.
Ostatnim etapem analizy molekularnej było zbadanie specyficzności wybranych starterów z udziałem DNA wszystkich badanych szczepów Rs, Cs i innych badanych mikroorganizmów. Badania wykonano stosując DNA badanych o stężeniu 10-5 ug/ul.
W efekcie przeprowadzonych badań ocenione i wyselekcjonowano startery wykazujące najwyższą czułość i specyficzność względem badanych szczepów R. solanacearum, które posłużą do badań w następnych latach realizacji projektu.  

Wnioski:
1. Wytypowano i oceniono przydatność 7 par starterów molekularnych do identyfikacji bakterii R. solanacearum. 
2. Optymalizacja temperatury annealingu reakcji PCR i Real-Time PCR pozwoliła na ustalenie progu detekcji i selekcję starterów do dalszych badań w projekcie.  
3. Spośród badanych starterów najbardziej przydatnymi były startery Oli1-Y2 oraz Nmult umożliwiające diagnostykę wszystkich filotypów gatunku Ralastonia na poziomie 101 jtk/ml w teście Real-Time PCR oraz 102 jtk/ml w klasycznym teście PCR.
4. Wybrane startery wykrywały w sposób specyficzny wszystkie badane filotypy gatunku Ralstonia i jednocześnie nie reagowały niespecyficznie z innymi badanymi szczepami bakteryjnymi. 

Mierniki dla tematu badawczego 2:
	Lp.
	miernik[footnoteRef:3] [3:  Podać miernik – np. ilość testów, prób, badanych genotypów etc.] 

	wartość miernika podana w opisie zadania
	wartość miernika zrealizowana

	2.1
	Liczba par starterów do analizy DNA bakterii Ralstonia solanacearum
	7
	7

	2.2
	Liczba szczepów bakterii R. solanacearum do badań
	9
	9

	2.3
	Liczba stosowanych testów molekularnych
	2
	2



3.3  Temat badawczy 3       
Opracowanie warunków pozwalających na szybką i bezpieczną produkcję materiału wyjściowego ze szczególnym uwzględnieniem roślin in vitro ziemniaka (Podzespoły 1 i 2).


Cel tematu badawczego 3
Celem tematu badawczego była identyfikacja potencjalnych źródeł zakażeń mikrobiologicznych, ze szczególnym uwzględnieniem ryzyka kontaminacji organizmami kwarantannowymi podłoży stosowanych do hodowli roślin in vitro oraz ocena wrażliwości bakterii Rs oraz kultur in vitro badanych odmian na obecność substancji o charakterze antymikrobiologicznym. 

Planowany cel został osiągnięty.


Materiały i metody 
Identyfikacja potencjalnych punktów/momentów niosących ryzyko kontaminacji organizmami kwarantannowymi
Na bazie przeprowadzonych analiz prac w Banku Genów Ziemniaka jako miejsca przechowywania i dystrybucji materiału wyjściowego ziemniaka, wyszczególniono i opisano cztery potencjalne punkty/momenty krytyczne niosące ryzyko kontaminacji organizmami kwarantannowymi, związane z przygotowywaniem i namnażaniem materiału roślinnego w ramach Banku Genów In Vitro Ziemniaka w Boninie. Są to:

A. Wprowadzanie nowych genotypów (odmian i rodów) do Banku 
Punkt ten jest jednym z najbardziej newralgicznych i jednocześnie niebezpiecznych momentów w działalności Banku, wymagającym zachowania szczególnego reżimu fitosanitarnego. Dlatego przy wprowadzaniu do Banku z zewnętrznych źródeł nowych odmian i rodów, pierwszym etapem jest uzyskanie roślin o wymaganej zdrowotności (tj. wolnych od podstawowych wirusów ziemniaka, kwarantannowych bakterii Ralstonia solanacearum (Rs) i Clavibacter sepedonicus (Cs) oraz wiroida wrzecionowatości bulw ziemniaka (PSTVd)). Dlatego na tym etapie przeprowadzane jest badanie każdej nowej rośliny jest pod kątem obecności tych patogenów. Aby zniwelować ryzyko i zapobiec wprowadzeniu ww. patogenów do Banku Genów Ziemniaka, przekazany z zewnątrz materiał roślinny przed wprowadzeniem do Banku Genów jest dokładnie badany pod katem ewentualnej obecności ww. patogenów. W tym celu część stolonowa bulwy zostaje przekazana do Pracowni Chorób i Szkodników Kwarantannowych Ziemniaka IHAR PIB O/w Bydgoszczy do badań pod kątem występowania bakterii bakteriozy pierścieniowej i śluzaka.  Badania przeprowadzane są metodą pośredniej immunofluorescencji z zastosowaniem przeciwciał poli- (Cs, Rs) i monoklonalnych (Cs). W przypadku uzyskania negatywnego wyniku, pozostała część bulwy wysadzana jest do doniczek z czystym substratem torfowym. Po wschodach, gdy roślina osiągnie ok. 5cm wysokości, doniczki przestawiane są do fitotronu i poddane działaniu wysokich temperatur. Rośliny poddawane są przez okres 4-8 tygodni (w zależności od kondycji roślin) działaniu wysokiej temperatury – ok. 380C w dzień (16 godzin) oraz 33-340C w nocy (8 godzin). Oświetlenie w fitotronie wynosi ok. 10 W/m2. W 3 tygodniu wzrostu roślin w fitotronie, z każdej rośliny pobierane są liście, które badane są przy pomocy RT PCR pod kątem występowania PSTVd. 

B. Izolacja merystemów
Izolacja merystemów to kolejny punkt w działalności Banku, podczas którego może dojść do kontaminacji organizmami kwarantannowymi i innymi patogenami ziemniaka. Dlatego rośliny, z których izoluje się merystemy przez ok. 4-8 tygodnie przez izolacją poddawane są w warunkach fitotronowych działaniu wysokiej temperatury w zakresie 38C/32C i następnie z części wierzchołkowej inkubowanej rośliny, pobierane są pąki kątowe. Przed pobraniem rośliny są przepłukiwane pod bieżącą wodą a następnie poddane procesowi dezynfekcji w specjalnie do tego celu przeznaczonym wysterylizowanym pomieszczeniu. Pierwszym etapem w izolacji merystemów jest przygotowanie niewielkich fragmentów łodyg wraz z pąkiem kątowym bocznym lub wierzchołkowym. Pąki po umieszczeniu w sterylnych zlewkach zalewa się 70% alkoholem etylowym na ok. 30-40 sek. Odkażanie powierzchniowe służy unieszkodliwieniu niektórych drobnoustrojów i jednocześnie ma za zadanie usunąć z powierzchni tkanki roślinnej woski, tłuszcze oraz wszelkie inne hydrofobowe substancje, które mogłyby utrudnić dostęp właściwego czynnika odkażającego. Do właściwego środka odkażającego (Chloramina, Ace, Domestos,) dodaje się 1-2 krople Tween 20 lub innego detergentu. Środek ten poprzez obniżenie napięcia powierzchniowego ułatwia odkażanie. Z reguły czynnik odkażający działa w pewnym stopniu szkodliwie nie tylko na drobnoustroje, ale i na komórki roślinne. Dlatego odkaża się roztworem dezynfekującym jedynie przez ok. 15 min. Następnie środek jest usuwany, poprzez dokładne, co najmniej 3-krotne płukanie sterylną wodą. Izolacja merystemów z pąków odbywa się przy pomocy mikroskopu stereoskopowego. Im mniejszy merystem, tym większe prawdopodobieństwo uzyskania zdrowych roślin z genotypu. Bardzo małe merystemy rosną jednak stosunkowo wolno (od ok. 4 do 8 miesięcy) i mogą dać niewiele roślin (ok. 20%), Najkorzystniejszym okres dla izolacji merystemów jest przełom wiosny i początek lata. W tym okresie statystycznie z merystemów uzyskuje się najwięcej roślin in vitro.
· Pasażowanie roślin in Vitro z merystemu na rośliny siostrzane. Po ukorzenieniu jedna z tych roślin jest wysadzana w szklarni do doniczek z substratem torfowym i po 3-4 tygodniach wzrostu poddawana kontroli zdrowotności na obecność PVA, PVX, PVS, PVM, PVY i PLRV (test ELISA). Wykonuje się co najmniej 3-krotne badanie.
· Szczególną uwagę należy zachować podczas przeszczepiania roślin na pożywkę MS z ABA (kwas abscysynowym) lub D-Mannitem z uwagi na jej późniejsze umieszczanie w Banku Genów in vitro.


C. Namnażanie i przechowywanie roślin w Banku Genów In Vitro 
Ten etap prac ze względu na swą rutynę, podobnie jak powyższe również może nieść ryzyko kontaminacji. Dlatego zalecane jest zachowanie szczególnej ostrożności i stosowanie sterylnych warunków pozwalających zachować czystość fitosanitarną namnażanych roślin. Zakres czynności jest analogiczny jak w przypadku izolacji merystemów.





D. Dystrybucja roślin in vitro na zewnątrz
Namnażanie i dystrybucja materiału roślinnego z Banku Genów do podmiotów zewnętrznych jest jednym z etapów wymagających szczególnej uwagi. Celem i misją Banku Genów jest przekazywanie na zewnątrz jedynie zdrowego materiału roślinnego. 
Dlatego przygotowując do dystrybucji materiał roślinny w postaci roślin in vitro/mikro-, bądź też minibulw, niezależnie od wielkości zamówienia zawsze pobiera się z Banku Genów tylko jedną przebadaną roślinę (tzw. „matkę”) będącej bazą do rozmnażania.
W pierwszej kolejności roślinę dzieli się na ok. 10-15 fragmentów, i umieszcza na standardowej pożywce Murashige-Skoog'a. Po ok. 4 tygodniach 3 probówki z ukorzenionym materiałem wysyłane są do Centralnego Laboratorium GIORiN, gdzie badane są pod kątem ew. obecności sprawców bakteriozy pierścieniowej i śluzaka. Po otrzymaniu informacji, że badany materiał jest wolny od bakterii przystępuje się do masowego mnożenia roślin z przebadanej rośliny. Po uzyskaniu wymaganej liczby roślin/miktro- i/lub minibulw, tuż przed wysyłką materiał jest odpowiednio zabezpieczany poprzez oklejanie parafilmem, odpowiednie oznaczanie i pakowanie. Pakowanie wykonuje się w sterylnych pomieszczeniach do specjalnych pojemników/woreczków. Oprócz opisu probówek, każdy woreczek zawiera dodatkowo karteczkę z nazwą danego genotypu.
W przypadku dystrybucji roślin in vitro do jednostek hodowlanych, materiał zawiera paszport wystawiony przez PIORiN. Dla jednostek badawczych krajowych taki paszport nie jest potrzebny. Przy wysyłce za granicę materiał zaopatrywany jest w paszport do krajów Unii Europejskiej lub świadectwo fitosanitarne dla pozostałych krajów.

Ocena wrażliwości bakterii R. solanacearum oraz kultur in vitro badanych odmian na obecność substancji o charakterze antymikrobiologicznym. 
Poza wyznaczeniem punktów krytycznych kolejnym aspektem badawczym w ramach tematu była ocena wrażliwości badanych odmian ziemniaka na bakterie R. solanacearum oraz substancje mogące potencjalnie zwalczać te bakterie. 
W tym celu zostaną opracowano 2 substancje wykazujące potencjalną przydatność jako substancje o charakterze antydrobnoustrojowym. Posłużą one do badań mikrobiologicznych z udziałem szczepów Rs oraz wezmą udział w badaniu fitotoksyczności na 12 odmianach roślin in vitro wyszczególnionych w temacie 1.
Spośród badanych substancji do dalszych badań zostaną wyselekcjonowane negatywnie wpływające na wzrost i rozwój bakterii kwarantannowych. Substancje te będą weryfikowane pod kątem oddziaływania fitotoksycznego na wybrane rośliny in vitro. W tym celu substancje będą sprawdzane na młodych siewkach roślin in vitro poprzez wzbogacanie podłoży wzrostowych stosowanych do wzrostu i rozwoju tych roślin.  

Przygotowanie roślin in vitro do badań
Badania związane z oceną wpływu koncentracji bakterii Rs w mieszaninie inokulacyjnej na poziom ekspresji objawów na badanych roślinach in vitro wykonywano z udziałem 12 badanych odmian ziemniaka zróżnicowanych pod względem wrażliwości na obecność bakterii Rs. Kultury in vitro roślin badanych odmian zostały poddane namnażaniu w Pracowni Zasobów Genowych i Kultur In Vitro przez podzespół 2. W tym celu z Banku Genów pobierano po jednej roślinie na bazie, której wykonano 2-krotne pasażowanie w kontrolowanych warunkach w fitotronie i namnożono odpowiednią ilość kopii dla każdej z badanych odmian. Podczas każdej mikropropagacji jednowęzłowe fragmenty roślin in vitro wszczepiano na zestaloną agarem (6%) pożywkę Murashige-Skooga (MS) i inkubowano przez ok. 25-30 dni. Kultury in vitro badanych genotypów inkubowano w pożywce bez dodatku hormonów wzrostu w fitotronie w temperaturze 20-22ºC przy oświetleniu ok. 8 W/m2 z zachowaniem cyklu dzień/noc wynoszącego odpowiednio 16/8 godzin. Po ok. 4 tygodniach wzrostu dobrze wyrośnięte rośliny zostały poddane kolejnej mikropropagacji na jednowęzłowe fragmenty i przeniesione na świeżą pożywkę MS. 
Przygotowane kultury roślin in vitro badanych odmian przekazano podzespołowi 1, który realizował dalsze badania w Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii w specjalnie przeznaczonym do tego celu pomieszczeniu do prac z organizmami kwarantannowymi. 

Porażanie roślin bakteriami R. solanacearum
Do badań wytypowano 2 zróżnicowane mukoidalnie i wirulentnie szczepy bakterii R. solanacearum, odpowiednio awirulentny szczep Rs 2 i silnie patogeniczny szczep Rs 8.
Do inokulacji roślin zastosowano metodę opracowaną i zoptymalizowaną w poprzednich latach badań. W tym celu świeżo przygotowane jednowęzłowe fragmenty roślin in vitro badanych odmian porażano mieszaninami 48-mio godzinnych kultur Rs o docelowej koncentracji od 108 jtk/ml. Rośliny zanurzano w całości w zawiesinach bakteryjnych i inkubowano ok. 60 min, a następnie przenoszono na przygotowane w szklanych probówkach sterylne podłoże MS. Dla każdej z odmian wykonano po 10 kontroli pozytywnych oraz po 10 kontroli negatywnych. 
Po umieszczeniu merystemów w podłożach wzrostowych, rośliny inkubowano w kontrolowanych warunkach w fitotronie i obserwowano pod kątem pojawiających się objawów makroskopowych. Całość inkubowano w warunkach analogicznych jak opisane w części dotyczącej przygotowania materiału roślinnego do badań. 

Ocena oddziaływania szczepów Rs na badane odmiany ziemniaka
 
Badane rośliny po inokulacji bakteriami Rs przenoszono na przygotowane w szklanych probówkach sterylne podłoże MS, umieszczano w fitotronie i inkubowano ok.4-5 tygodni poddawano obserwacji makroskopowej. Oceniano m. innymi takie parametry, jak zakażenie/zamglenie podłoża, występowanie lub brak korzeni i długość pędu. 
Po okresie wzrostu, aby ocenić stopień porażenia badanych prób, rośliny poddano analizie molekularnej. Badania wykonano testem PCR po uprzedniej izolacji DNA. Jako kontrolę negatywną dla każdej z odmian stosowano zdrowe rośliny in vitro.  

Opracowanie mieszaniny metali koloidalnych z detergentem


Wchodzące w skład badanej mieszaniny koloid srebra wytwarzano stosując wysokotemperaturową redukcję jonów wg. metodyk opracowanych w ramach tematu w poprzednich latach badań. Żądane parametry takie, jak odpowiednia koncentracja i jednorodność zawiesin badanych nanocząsteczek oceniano stosując analizę spektrofotometryczną przy pomocy mikropłytkowego czytnika do testu ELISA EPOCh firmy Biokom. Detergent Tween 20 dodano do badanych mieszanin w koncentracji docelowej 1%.

Badanie działania antymikrobiologicznego mieszaniny na bakterie Rs

Do oceny pod kątem oddziaływania antymikrobiologicznego mieszaniny badanych koloidów z detergentem zastosowano 2 badane szczepy Rs 2 i 8 oraz podłoża wzrostowe SMSA optymalne dla wzrostu badanych komórek Rs, które wzbogacano opracowanymi mieszaninami uzyskując docelowo koncentrację w koloidu srebra w 5%  oraz detergentu 1%. Jako kontrolę negatywną stosowano same podłoża SMSA bez substancji. Badania wykonano z użyciem świeżych, 48-godzinnych kultur bakterii Rs, które po doprowadzeniu w spektrofotometrze do koncentracji 108 jednostek tworzących kolonie w 1ml (jtk/ml) i wykonaniu dziesięciokrotnych rozcieńczeń w sterylnej H2O, nanoszono na impregnowane koloidami podłoża SMSA. Następnie podłoża z komórkami bakteryjnymi inkubowano w temperaturze 21°C obserwując pojawienie się kolonii bakteryjnych. Uzyskany wynik polegający na pojawieniu się lub braku kolonii na powierzchni badanych podłoży mikrobiologicznych był tożsamy odpowiednio z brakiem oddziaływania toksycznego oraz oddziaływaniem antymikrobiologicznym badanych koloidów w stosunku do bakterii Rs.  

Ocena fitotoksyczności substancji na rośliny in vitro ziemniaka

Fitotoksyczność opracowanych zawiesin nanocząsteczek koloidów srebra i detergentu Tween 20 oceniano na kulturach in vitro badanych odmian. Oceniane rośliny zostały przygotowane przez podzespół 2 w Banku Genów Ziemniaka i przekazane w sterylnych warunkach do Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii, gdzie w kontrolowanych warunkach fitosanitarnych przeprowadzano dalszą część badań z udziałem  kwarantannowych bakterii R. solanacearum. Po sporządzeniu substancji o wyjściowym stężeniu 100%, sporządzano mieszaniny dodając w określonych stężeniach każdy z koloidów. Następnie do tak sporządzonej mieszaniny dodawano w różnych proporcjach detergent Tween 20. Całość dodawano następnie do podłoża Murashige i Skooga (MS, Murashige i Skoog  1962) tak, aby uzyskać stężenie docelowe detergentu w zakresie 0,005 – 0,5%. Jako kontrole negatywne stosowano podłoże MS z samymi koloidami, gdzie zamiast detergentu do pożywki dodawano 50ml dejonizowanej H2O. Mając przygotowane podłoża MS impregnowane koloidami, umieszczano w nich merystemy badanych roślin in vitro. Całość inkubowano w fitotronie w optymalnych warunkach dla wzrostu i rozwoju badanych roślin. Badanie fitotoksyczności zastosowanej mieszaniny koloidów prowadzono w trakcie wzrostu roślin oceniając stan badanych roślin na podstawie takich parametrów, jak średnia ilość międzywęźli, średnia wysokość oraz wygląd roślin. 
Wyniki 
W bieżącym roku do badań wykorzystano dwie substancje 5% koloid srebra oraz 1%  detergent - Tween 20, których fitotoksyczność oceniano na kulturach in vitro badanych odmian. Oceniane rośliny zostały przygotowane przez podzespół 2 w Banku Genów Ziemniaka i przekazane w sterylnych warunkach do Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii, gdzie w kontrolowanych warunkach fitosanitarnych przeprowadzano dalszą część badań z udziałem  kwarantannowych bakterii R solanacearum. Po sporządzeniu substancji o wyjściowym stężeniu 100%, a następnie dodawano do podłoży Murashige i Skooga (MS, Murashige i Skoog  1962) tak, aby uzyskać stężenie docelowo 1% stężenie detergentu i 5% stężenie koloidu srebra. Jako kontrole negatywne stosowano podłoże MS z samymi koloidami, gdzie zamiast detergentu do pożywki dodawano 50ml dejonizowanej H2O. Mając przygotowane podłoża MS impregnowane koloidami, umieszczano w nich merystemy badanych roślin in vitro. Całość inkubowano w fitotronie w optymalnych warunkach dla wzrostu i rozwoju badanych roślin. Badanie fitotoksyczności zastosowanej mieszaniny koloidów prowadzono w trakcie wzrostu roślin oceniając stan badanych roślin na podstawie takich parametrów, jak średnia ilość międzywęźli, średnia wysokość oraz wygląd roślin. Najbardziej tolerancyjną odmianą na obecność koloidu srebra była odmiana 3, natomiast odmianą najbardziej wrażliwą odmiana 11 (Rysunek 4 i 5). Z kolei spośród badanych odmian traktowanych detergentem Tween 20 najwyższą fitotoksyczność odnotowano na odmianie 2, natomiast odmianą najmniej wrażliwą okazała się odmiana 8 (Rysunek 6 i 7). Porównując działanie obu substancji, relatywnie wyższą fitotoksyczność u badanych roślin zanotowano przy zastosowaniu detergentu Tween 20 (Tabela 16).
Tabela 16. Wpływ badanych substancji na wzrost kultur in vitro badanych odmian ziemniaka
	Lp.
	Odmiana
	Średnia wysokość rośliny 
[cm]

	
	
	Rośliny traktowane                   5% CollAg
	Rośliny traktowane                   1% Tween 20
	KN

	
	
	Średnia
	OD
	Średnia
	OD
	Średnia
	OD

	1.
	Odmiana 1
	5,0
	0,8
	2,6
	0,5
	12,7
	1,1

	2.
	Odmiana 2
	5,1
	3,2
	0,0
	0,0
	11,7
	1,1

	3.
	Odmiana 3
	8,7
	3,2
	1,3
	1,9
	11,8
	1,0

	4.
	Odmiana 4
	1,6
	1,2
	2,7
	0,7
	9,7
	0,7

	5.
	Odmiana 5
	3,0
	1,2
	0,6
	1,5
	12,,2
	1,1

	6.
	Odmiana 6
	1,7
	0,2
	0,0
	0,0
	12,2
	1,7

	7.
	Odmiana 7
	3,7
	1,0
	1,3
	1,5
	12,7
	0,7

	8.
	Odmiana 8
	1,0
	0,5
	4,3
	3,9
	12,4
	2,4

	9.
	Odmiana 9
	5,0
	1,1
	2,6
	0,7
	10,0
	1,9

	10.
	Odmiana 10
	1,7
	0,2
	0,0
	0,0
	12,7
	2,1

	11.
	Odmiana 11
	0,7
	1,5
	1,7
	0,7
	12,2
	1,7

	12.
	Odmiana 12
	2,0
	1,0
	0,0
	0,0
	11,9
	2,9
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Rys.  4. Odmiana 11 wrażliwa na oddziaływanie koloidu srebra. 
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Rys.  5. Odmiana 3 tolerancyjna na oddziaływanie koloidu srebra. 
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Rys.  6. Odmiana 2 wrażliwa na oddziaływanie detergentu Tween 20. 
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Rys.  7. Odmiana 8 tolerancyjna na obecność detergentu Tween 20. 










Badane substancje oceniano również pod kątem oddziaływania antymikrobiologicznego w stosunku do dwóch zróznicowanych pod względem wirulencji szczepów bakterii Rs 2 i 8, odpowiednio awirulentnego i silnie wirulentnego. Oceniając skuteczność opracowanych substancji na badane szczepy R. solanacearum, wykorzystano mikrobiologiczne podłoża wzrostowe SMSA, które wzbogacano opracowanymi mieszaninami uzyskując docelowo koncentrację w koloidu srebra w 5%  oraz detergentu 1%. Jako kontrolę negatywną stosowano same podłoża SMSA bez substancji. Badania wykonano z użyciem świeżych, 48-godzinnych kultur bakterii Rs, które po doprowadzeniu w spektrofotometrze do koncentracji 108 jednostek tworzących kolonie w 1ml (jtk/ml) i wykonaniu dziesięciokrotnych rozcieńczeń w sterylnej H2O, nanoszono na impregnowane koloidami podłoża SMSA.. Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono silny efekt antymikrobiologiczny obu substancji. Zarówno 5% stężenie koloidu srebra, jak i 1% stężenie zastosowanego detergentu Tween 20 znajdujące się w podłożu  działało toksycznie na oba badane szczepy Rs. (Tabela 17).
Tabela 17. 	Liczba kolonii badanych szczepów Ralstonia solanacearum uzyskanych po naniesieniu i inkubacji na podłożach impregnowanych badanymi substancjami. Średnią i odchylenie standardowe obliczano dla trzech powtórzeń

	Badana substancja
	Koncentracja Substancji
[%]
	Liczba kolonii uzyskanych dla szczepu Rs2
	Liczba kolonii uzyskanych dla szczepu Rs8

	
	
	    Średnia 
	OD
	Średnia 
	OD

	Koloid srebra
	5%
	0
	0
	0
	0

	Tween 20
	1%
	0
	0
	0
	0

	KN
	-
	287
	24
	335
	55



Badane odmiany ziemniaka wytypowane w ramach tematu badawczego 1 w formie kultur in vitro wykazały skrajne zróżnicowanie na obecność stosowanych szczepów Rs 8 i Rs 2 bakterii R. solanacearum. Widać to na zamieszczonych poniżej w formie tabelarycznej fotografiach, na których można zaobserwować różnice w występowaniu makroskopowych objawów chorobowych na roślinach in vitro (Tabela 18 i 19).
W przypadku identyfikacji makroskopowej oceniano takie parametry, jak obecność zakażenia i/lub zamglenia w podłożu do wzrostu roślin, stopień ukorzenienia, długość pędu, jak również ogólny stan roślin poprzez określenie zahamowania wzrostu oraz karłowatości porażonych roślin, występujących nekroz oraz brązowienia liści. 
W przypadku silnie patogenicznego szczepu Rs 8 zaobserwowano, że praktycznie wszystkie odmiany reagują silną nadwrażliwością. Jedyną odmianą, u której zaobserwowano tolerancję na obecność tego szczepu była odmiana 7. Z kolei pomimo stosunkowo dużej presji bakterii Rs 2, praktycznie nie zaobserwowano aż tak silnej reakcji fitotoksycznej. W przypadku tego szczepu zaobserwowano nieznaczny efekt fitotoksyczny w przypadku odmian 9, 10 i 12. Dla wszystkich prób stosowanych jako kontrole negatywne, które nie były traktowane bakteriami Rs, uzyskano zdrowo wyglądające rośliny nie wykazujące objawów chorobowych. (Tabela 18 i 19).
Tabela 18. 	Oddziaływanie zróżnicowanych wirulentnie szczepów bakterii R. solanacearum względem kultur in vitro badanych odmian ziemniaka 1 - 6. 

	Lp.
	Odmiana
	KN
	Patogeniczny szczep RS 8
	Awirulentny szczep Rs 2

	1. 
	Odmiana 1
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	[image: ]

	2. 
	Odmiana 2
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	3. 
	Odmiana 3
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	4. 
	Odmiana 4
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	5. 
	Odmiana 5
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	6. 
	Odmiana 6
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Tabela 19. 	Oddziaływanie zróżnicowanych wirulentnie szczepów bakterii R. solanacearum względem kultur in vitro badanych odmian ziemniaka 7-12. 

	Lp.
	Odmiana
	KN
	Patogeniczny szczep RS 8
	Awirulentny szczep Rs 2

	7. 
	Odmiana 7
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	8. 
	Odmiana 8
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	9. 
	Odmiana 9
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	10. 
	Odmiana 10
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	11. 
	Odmiana 11
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	12. 
	Odmiana 12
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Dyskusja 

Dzięki przeprowadzonej analizie prac związanych z przygotowywaniem i namnażaniem zdrowego materiału z Banku Genów In Vitro w Boninie, zdołano wyznaczyć potencjalne źródła zakażeń mikrobiologicznych w Banku. Analiza dotyczyła całego zakresu produkcji roślin in vitro od momentu wprowadzania nowych odmian do banku, poprzez namnażanie i przechowywanie roślin, aż do przygotowania materiału wyjściowego do dystrybucji. Za najbardziej krytyczne uznano momenty, w których następuje wprowadzanie roślin do banku oraz punkty, w których dochodzi do namnażania/propagacji roślin. Jednym z potencjalnych, skutecznych sposobów zapobiegania potencjalnemu przedostaniu się do roślin oraz niekontrolowanemu rozprzestrzenianiu się niepożądanych bakterii, w tym również sprawcy bakteriozy pierścieniowej ziemniaka podczas produkcji materiału wyjściowego w banku jest stosowanie etapów sterylizacji roślin in vitro. Spotykane coraz częściej w literaturze światowej doniesienia o obecności towarzyszących roślinom in vitro tzw. „mgiełek” ujawniających się w podłożach wzrostowych, świadczą o rosnącej skali problemu, jaki występuje na poziomie innych banków in vitro. Pomimo, iż niekiedy obecność mikroorganizmów towarzyszących powoduje lepszy wzrost i rozmnażanie się niektórych odmian, z reguły obecność jakichkolwiek mikroorganizmów towarzyszących roślinom In vitro jest niepożądana. 
Czynności podjęte w celu pozbycia się obecności odpowiedzialnych za występowanie „mgiełek” mikroorganizmów, pomimo stosowania wielu różnych, często szkodliwych dla roślin środków mających charakter fitotoksyczny, często okazują się być niedostateczne dla całkowitego pozbycia się obecnych w roślinach In vitro mikroorganizmów. Dlatego poza analizą punktów/momentów krytycznych podczas przygotowywania i namnażania materiału in vitro, konieczne jest podjęcie czynności mających na celu opracowanie dodatkowych środków pozwalających na podjęcie w przyszłości ew. działań prewencyjnych pozwalających zapobiec przypadkowemu wprowadzeniu do Banku Genów kontaminacji o charakterze mikrobiologicznym.
W tym celu w ramach tego rocznych badań konieczne było z jednej strony opracowanie substancji, które działałyby toksycznie na badane bakterie Rs, z drugiej zaś strony byłyby nietoksyczne w stosunku dla kultur in vitro badanych odmian zimniaka. W tym celu opracowano 2 substancje 5% koloid srebra oraz 1% Tween 20, których oddziaływanie zbadano na badanych odmianach roślin in vitro. Okazało się jednak, że co prawda obie substancje wykazują silne działanie antymikrobiologiczne w stosunku do obu badanych szczepów Rs, jednocześnie powodują one również silne działanie fitotoksyczne w stosunku do badanych kultur in vitro badanych odmian. Prawdopodobną przyczyną jest zbyt wysokie stężenie tych substancji, które powoduje fitotoksyczność roślin. Z uwagi jednak na wysoki potencjał badanych substancji, powinny być one przedmiotem dalszych badań. Wówczas należałoby się zastanowić nad zmniejszeniem koncentracji tych substancji biorąc pod uwagę, że ich działanie antymikrobiologiczne może występować przy znacznie niższej koncentracji. Można również dopuścić działanie synergiczne obu co substancji, co mogłoby pomóc zrekompensować ich fitotoksyczny wpływ na rośliny In vitro.   
Przy odpowiednim dobraniu stężenia, jak również kombinacji opracowanych koloidów, ich zastosowanie mogłoby w przyszłości pomóc w eliminacji potencjalnie występujących w Banku Genów In Vitro mikroorganizmów, jak również zabezpieczyć przed ich potencjalnym rozprzestrzenianiem się podczas namnażania materiału roślinnego. 

Wnioski
1. Na podstawie przeprowadzonej analizy zdiagnozowano potencjalne źródła zakażeń mikrobiologicznych w Banku Genów In vitro oraz wyszczególniono momenty/punkty krytyczne, w których istnieje ryzyko kontaminacji organizmami kwarantannowymi.
2. Oceniono wrażliwość kultur in vitro badanych odmian ziemniaka pod kątem wrażliwości na obecność kwarantannowych bakterii Rs. 
3. Toksyczny efekt obecności wirulentnego szczepu Rs 8 zaobserwowano u  wszystkich badanych odmian ziemniaka, przy jednoczesnym niewielkim oddziaływaniu na badane kultury awirulentnego szczepu Rs 2.  
4. Opracowano i przetestowano na badanych kulturach roślin in vitro oraz badanych szczepach Ralstonia solanacearum dwie substancje o charakterze antydrobnoustrojowym.
5. Zastosowanie obu substancji spowodowało efekt antymikrobiologiczny w stosunku do badanych szczepów Rs, ale jednocześnie spowodowało silne oddziaływanie toksyczne w stosunku do badanych kultur in vitro badanych roślin. 
6. Z uwagi na oceniony potencjał antydrobnoustrojowy badanych substancji, dalsze badania z ich udziałem powinny być kontynuowane

Mierniki dla tematu badawczego 3:
	Lp.
	miernik[footnoteRef:4] [4:  Podać miernik – np. ilość testów, prób, badanych genotypów etc.] 

	wartość miernika podana w opisie zadania
	wartość miernika zrealizowana

	3.1
	Liczba badanych odmian ziemniaka w postaci kultur in vitro
	12
	12

	3.2
	Liczba badanych szczepów R. solanacearum
	2
	2

	3.3
	Liczba badanych substancji 
	2
	2








4. Prezentacja wyników badań 
	Prezentacja wyników na konferencjach
	

	lp.
	konferencja 
	prezentacja[footnoteRef:5] [5:  Podać, czy chodzi o wykład plenarny, doniesienie konferencyjne czy poster.] 

	Liczba prezentacji podana w opisie zadania
	Liczba prezentacji zrealizowana

	
	-
	-
	-
	-

	Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych
	

	lp.
	monografia/czasopismo
	publikacja[footnoteRef:6] [6:  Podać, czy chodzi o publikację oryginalną, czy np. polemika, list do edytora, rozdział w monografi etc.] 

	Liczba publikacji podana w opisie zadania
	Liczba publikacji zrealizowana

	
	-
	-
	-
	-



Zgodnie ze wskazówkami ze strony MRiRW wyszczególnionymi w piśmie do IHAR-PIB nr KS.zb.802.3.2021 z dnia 27 kwietnia br., zrezygnowano z udziału w bieżącym roku w konferencji oraz usunięto wpis dotyczący planowanej w bieżącym roku publikacji.  
Nie poniesiono również z tego tytułu żadnych wydatków w bieżącym roku. 

Załączniki[footnoteRef:7]: [7:  Podać listę oraz dołączyć do sprawozdania kopie posterów/wyciągi z materiałów konferencyjnych/publikacje etc. W nawiasie podać, na której stronie sprawozdania znajdują się prezentowane wyniki.   ] 

Wykaz publikacji powstałych w wyniku realizacji zadań w ramach Postępu Biologicznego w Produkcji Roślinnej w 2020 roku:

1. Gryń, G., Pietraszko, M., Przewodowski, W., Franke K., Nowakowski M. & Nowakowski M. 2021. Reaction of selected potato varieties to Clavibacter sepedonicus infestation under changing weather conditions. Eur J Plant Pathol 160, 113–125 (2021). https://doi.org/10.1007/s10658-021-02226-7. IF - 1.582, 100 pkt. MEN

5. Adres, pod którym wyniki badań są dostępne na stronie internetowej wnioskodawcy: 
      http://bip.ihar.edu.pl/artykul/128/591/l-p-w-zal-do-rozporzadzenia-mrirw-31













6. Miernik zadania - stopień realizacji
	Lp.
	miernik
	Wartość miernika podana w opisie zadania
	Wartość miernika zrealizowana
	Stopień realizacji miernika

	1
	2
	3
	4
	5

	temat badawczy 1

	1.1
	Liczba odmian ziemniaka wyselekcjonowanych do badań 
	12
	12
	100%

	1.2
	Liczba badanych szczepów R. solanacearum 
	9
	9
	100%

	1.3
	Liczba badanych szczepów C. sepedonicus
	9
	9
	100%

	1.4
	Liczba innych mikroorganizmów referencyjnych
	10
	10
	100%

	1.5
	Liczba opracowanych mieszanin immunizacyjnych
	1
	1
	100%

	temat badawczy 2

	2.1
	Liczba par starterów do analizy DNA bakterii R. solanacearum
	7
	7
	100%

	2.2
	Liczba szczepów bakterii R. solanacearum do badań
	9
	9
	100%

	2.3
	Liczba stosowanych testów molekularnych
	2
	2
	100%

	temat badawczy 3

	3.1
	Liczba badanych odmian ziemniaka w postaci kultur in vitro
	12
	12
	100%

	3.2
	Liczba badanych szczepów R. solanacearum
	2
	2
	100%

	3.3
	Liczba badanych substancji

	2
	2
	100%

	
	
	
	ŚREDNIA
	100%

	
	
	
	% REALIZACJI ZADANIA
	100%




Sporządzono: 

	Pieczęć jednostki
	Osoba reprezentująca jednostkę
	Kierownik zadania

	


	
	

	data
	podpis i pieczęć
	podpis 
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Tabela 2. Charakterystyka odmian ziemniaka wyselekejonowanych do badai
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Omaczenia:

Skala 9 stopniowa: © - ocena najlepsza; 1 - ocena najgorsza
Kaztatt bulw: ow=owalny; cow=okraglo-owalay; o=okragly; pow=podhuzno-owalny
Skala 3 stopuiowa wad ksztaltu bulw: 3 — ocena najlepsza; 1 ~ ocena najgorsza





image2.jpeg




