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

Kierownik zadania: dr W. Przewodowski

Cel zadania:

Glownym celem zadania bylo opracowanie materiatdw 1 procedur do selektywnej izolacji
kwarantannowej bakterii - Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) z roznych prob
srodowiskowych oraz opracowanie i weryfikacja wysoce czutych i specyficznych metod identyfikacji
tej bakterii.

Materialy i metody:

W celu opracowywania materiatdéw do izolacji bakterii Cms z tkanek roslinnych i wody, w pierwszej
czesci zadania pozyskano, charakteryzowano i odpowiednio selekcjonowano na potrzeby badan
szczepy bakterii Cms oraz innych patogenoéw ziemniaka. Na bazie tych pierwszych opracowywano
specyficznie dzialajace czgstki receptorowe, ktore umieszczano na uprzednio wyselekcjonowanych
i opracowanych matrycach uzyskujac docelowo materiaty do selektywnej izolacji Cms. Opracowane
materialy oceniano w obecnosci soku réznych odmian ziemniaka stosujac jako odno$na zalecany
przez EPPO test IFAS. Oceniano jednocze$nie przydatnos¢ dwoch réznych metod izolacji IgG, jak
roéwniez sposob blokowania powierzchni immunosorbenta biatkami z soku bulw ziemniaka.
Analizujac stopien degradacji DNA oraz czuto$¢ testu PCR oceniano przydatno$¢ 4 roznych metod
izolacji DNA bakterii Cms z wody oraz soku roslinnego. Na bazie metody dajacej najczulszy wynik
w tescie PCR opracowano procedure specyficznej izolacji i identyfikacji bakterii Cms z ww. mediow.
Jako odno$ne stosowano dwa komercyjne zestawy do izolacji genomowego DNA z bakterii.

W dalszej czesci zadania badano podatno$¢ roznych odmian ziemniaka na porazenie bakteriami Cms.
W tym celu z krajowego rejestru odmian ziemniaka wyselekcjonowano na potrzeby badan 16 odmian
ziemniaka zroznicowanych pod katem wartosci uzytkowej i agrotechnicznej, wczesnosci 1 zawarto$ci
skrobi oraz pochodzenia (odmiany polskie i zagraniczne). Badane odmiany impregnowano zawiesing
bakterii Cms, a nast¢pnie wysadzono na poczatku maja na specjalnie przygotowanych do tego celu
mikropoletkach do$wiadczalnych o réznych profilach glebowych. Podatno$¢ i stopien porazenia
badanych odmian oceniano zaréwno na podstawie objawdéw makroskopowych, jak 1 testow
diagnostycznych na obecno$¢ bakterii Cms. Diagnostyke przeprowadzano w trakcie wegetacji roslin
oraz po zbiorze bulw ziemniaka, stosujac jako proby badawcze odpowiednio tkanki (liscie i todygi)
porazonych roslin oraz bulwy potomne ziemniaka.

Aby okresli¢ wplyw czynnikow zewnegtrznych na stopien porazenia, w okresie wegetacyjnym
prowadzono obserwacje termindw wschodoéw, kwitnienia i zasychania ro$lin oraz obserwacje pod
katem objawoOw porazenia cze$ci nadziemnej porazonych roslin ziemniaka. Dodatkowo kazdy z profili
glebowych biorgcych udziat w do§wiadczeniu badano pod katem wiasciwosci chemicznych natomiast
w trakcie wegetacji dokonywano regularnego pomiaru temperatury i wilgotnosci tych gleb oraz
temperatury powietrza.

W kolejnym zadaniu z udziatem ro$lin in vitro ziemniaka, oceniano zdolno$¢ bakterii Cms do
infekowania ro$lin utrzymywanych w kulturach in vitro. Prowadzono badania majace na celu
opracowanie efektywnego sposobu porazania roslin in vitro bakteriami Cms, nastepnie opracowania
metody izolacji i identyfikacji tych bakterii z roslin in vitro oraz selekcji odmian ziemniaka
0 najwigkszej wrazliwosci na porazenie Cms. Badania wykonywano przy udziale odmian ziemniaka
wyselekcjonowanych we wczesniejszej czgsci zadania. Sposrdd 4 opracowanych sposoboéw porazania,
wyselekcjonowano najbardziej efektywny, ktory stosowano w dalszej czesci badan z udziatem catej
puli badanych odmian. W celu zbadania stopnia porazenia badanych ro$lin bakteriami Cms,
opracowano warunki pozwalajace na molekularng ocen¢ komorek obecnych wewnatrz badanych
ro$lin po uprzedniej maceracji tkanek tych roslin. Opracowane warunki pozwolity na przeprowadzenie
badan i ro6znicowanie badanych odmian pod wzgledem wrazliwos$ci na porazenie bakteriami Cms.
Dalsze prace badawcze zwigzane byly 2z identyfikacja potencjalnych Zrodet zakazen
mikrobiologicznych w pozywkach hodowlanych roslin in vitro oraz opracowaniem metodyKi
zapobiegania tego typu kontaminacjom. W celu ustalenia potencjalnych zréodel wystgpowania oraz




drog rozprzestrzeniania zakazen mikrobiologicznych z udziatem bakterii Cms, opracowano schemat
postgpowania z ro$linami in vitro w Banku Gendéw Ziemniaka. Dla wyznaczonych miejsc
potencjalnego porazenia komodrkami sprawcy bakteriozy pierscieniowej ziemniaka, prowadzono
badania majgce na celu opracowanie metodyki zapobiegania kontaminacjom mikrobiologicznym
w Banku Genoéw. W tym celu opracowywano i charakteryzowano substancje koloidalne wykazujace
dziatanie antymikrobiologiczne w stosunku do bakterii Cms. Nast¢pnie poprzez impregnacj¢ podtozy
wzrostowych dla roslin in vitro oceniano fitotoksycznos¢ tych substancji wzglgdem badanych roslin
invitro. Badania prowadzono na podstawie obserwacji makroskopowych oraz wspotczynnika
rozmnazania wyznaczonego dla sredniej z 10-ciu powtorzen dla kazdego z przyjetych wariantow
badania.

Wyniki i dyskusja:

Wyselekcjonowano, scharakteryzowano i zrdéznicowano material biologiczny do badan w postaci
szczepow bakterii Cms oraz innych patogenow ziemniaka, jak rowniez 16 odmian ziemniaka.

W wyniku badan przeprowadzonych w pierwszej czgsci zadania opracowano materiaty do izolacji
bakterii Cms z tkanek ros§linnych i wody. Na bazie odpowiednio dobranych i scharakteryzowanych
pod wzgledem mukoidalnos$ci oraz patogeniczno$ci szczepdéw bakterii Cms, opracowano nowej
jakosci czasteczki receptorowe, ktore w odréznieniu od dostgpnych komercyjnie przeciwciat
pozwalaty na specyficzne wykrywanie wszystkich badanych szczepéw Cms. Sposréd dwoch
ocenianych metod, ktére wykazaty rownowazna przydatno$¢ w izolacji IgG, wybrano metode mniej
czasochtonna.

Dzicki odpowiedniej konfiguracji czastek receptorowych oraz powierzchni matryc, opracowano
materialty do selektywnej izolacji bakterii Cms. Prowadzone proby polepszenia wlasciwosci
opracowanych materialdow poprzez blokowanie ich powierzchni biatkami z soku réznych odmian
ziemniaka nie przyniosty zaktadanych rezultatow, w wyniku czego powierzchnie matryc pokrywano
powszechnie stosowanym do tego celu biatkiem blokujacym.

Sposréd badanych metod izolacji DNA bakterii Cms, za najbardziej przydatng uznano metode
pozwalajaca uzyska¢ najwyzszg czulo$¢ testu PCR oraz niezdegradowane DNA bakteryjne.
Stosowane jako odnosne komercyjne zestawy do izolacji genomowego DNA z bakterii wykazaty
mniejsza czutos¢ w izolacji DNA z soku, ale lepsza z wody. Przy pomocy wybranej metody izolacji
DNA bakteryjnego oraz opracowanych materiatow do selektywnej izolacji bakterii Cms, opracowano
procedure specyficznej izolacji 1 identyfikacji bakterii Cms z prob z prob takich, jak woda oraz sok
roslinny.

Wykazano przydatnos¢ opracowanej metody zarowno w identyfikacji prob przygotowanych
w warunkach laboratoryjnych, jak i prob pozyskanych ze $rodowiska naturalnego (pola). Wyniki
uzyskane w pierwszym przypadku w zewnetrznych laboratoriach potwierdzity przydatnosé
opracowanych rozwigzan w izolacji Cms w obecno$ci komponentéw soku réznych odmian ziemniaka,
wskazujac na wyzsza skuteczno$¢ izolacji oraz latwos¢ wykorzystania opracowanych sorbentow
W odréznieniu od zalecanego przez EPPO testu IFAS. Natomiast badania prowadzone na probach
w warunkach polowych pozyskanych w okresie wegetacji z tkanek porazonych roslin oraz po zbiorze
z bulw potomnych ziemniaka wykazaty lepszg przydatno$¢ standardowego testu IFAS w identyfikacji
préb latentnych oraz wigksza skuteczno$¢ opracowanej metody w analizie prob wykazujgcych
symptomy choroby.

Zastosowanie metod diagnostycznych oraz wykonana w okresie wegetacji roslin analiza parametrow
gleby, warunkow atmosferycznych oraz ocena objawdéw makroskopowych na roslinach i bulwach
potomnych pozwolity okresli¢ wplyw czynnikéw zewngtrznych na stopien porazenia bakteriami Cms
badanych odmian, jak rowniez wykaza¢ zréznicowanie w wrazliwos$ci badanych odmian na obecnos¢
w tkance ziemniaka bakterii Cms.

Prace z udzialem wyselekcjonowanych odmian ziemniaka w formie roslin in vitro pozwolity oceni¢
zdolno$¢ bakterii Cms do infekowania roslin utrzymywanych w kulturach in vitro. Sposrod
4 opracowanych sposobow porazania roslin in vitro testowanych na dwoch odmianach,
wyselekcjonowano najbardziej efektywny, ktory stosowano w dalszej cze$ci badan z udziatlem calej
puli badanych odmian. Opracowano réwniez skuteczny sposob izolacji i identyfikacji tych bakterii
z roslin in vitro, co pozwolito na selekcje odmian ziemniaka o najwigkszej wrazliwo$ci na porazenie
Cms. Prawdopodobnie wskutek zbyt silnej presji patogenicznych bakterii Cms, praktycznie wszystkie
rosliny badanych odmian in vitro wykazywaly symptomy chorobowe zwigzane m. innymi z brakiem

2



ukorzenienia, nekrozami lisci oraz czgsciowym badz catkowitym zahamowaniem wzrostu. Na
podstawie uzyskanych wynikéw badane odmiany podzielono na silnie i §rednio podatne na bakterioze
pierscieniow3.

W wyniku analizy czynnos$ci w Banku Genow, przeprowadzonej na podstawie ankiety, za potencjalne
zrodta zakazen mikrobiologicznych uznano momenty zwigzane z wprowadzaniem do banku nowych
odmian/rodéw, jak rowniez momenty namnazania/pasazowania istniejacych w banku zasobow. Aby
zapobiega¢ powstawaniu i rozprzestrzenianiu si¢ kontaminacji w tych miejscach, prowadzono badania
zmierzajace do opracowania metodyki pozwalajacej zapobiegac¢ tego typu kontaminacjom w Banku
Genow. W tym celu opracowano i scharakteryzowano substancje koloidalne wykazujace dziatanie
antymikrobiologiczne w stosunku do bakterii Cms. Nastgpnie poprzez impregnacje podtozy
wzrostowych dla roslin in vitro oceniano fitotoksycznos¢ tych substancji wzgledem badanych roslin
in vitro. Opracowane substancje koloidalne o dziataniu antybakteryjnym w stosunku do bakterii Cms
r6znily si¢ miedzy sobg stopniem fitotoksycznego oddzialywania na rosliny ziemniaka w kulturach
in vitro.



