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InAH
Badania nad opracowaniem metod identyfikacji i ograniczenia
rozprzestrzeniania si¢ kwarantannowych bakterii
(w produkcji wyjsciowej) ziemniaka.

Okres realizacji: 2022 rok

Zespot wykonawcow projektu:

Projekt zostat realizowat zespo6t liczacy tacznie 12 oséb w 3 podzespotach badawczych, w tym:
Kierownik: dr hab. inz. W. Przewodowski®) e-mail: w.przewodowski@ihar.edu.pl oraz

Wykonawcy: dr. G.Gryn?, dr inz. M. Labanskal), dr inz. P. Dederko-Kantowicz?), dr inz. K.Franke?),
mgr inz. K.Sadowskad, mgr inz. D.Michatowska?, mgr inz. E.Cichofiska? , mgr inz.

L.Michatowska®, 2 osoby na stanowisku technika i 1 pracownik gospodarczy.
1) Podzespot 1 w Zespole Diagnostyki Molekularnej i Biochemii IHAR — PIB O/Bonin. Tematy 1-3. Zgcznie 7 osob (w tym Kierownik). .

2) Podzespot 2 w Zespole Banku Gendéw In Vitro IHAR — PIB O/Bonin. Temat 3. £gcznie 2 0soby
3) Podzespot 3 w Zzespole Chorob i Szkodnikéw Kwarantannowych Ziemniaka IHAR — PI1B O/Bydgoszcz. Temat 1. £gcznie 3 0soby.
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Cele projektu

Glownym celem projektu jest opracowanie metod identyfikacji 1 ograniczenia
rozprzestrzeniania si¢ kwarantannowych bakterii (w produkcji wyjsciowej) ziemniaka.

Cel gtowny osiaggnieto poprzez realizacje celow poszczegolnych tematow badawczych:

v Ocena badanego materiatu biologicznego oraz opracowanie przeciwciat skierowanych
na bakterie R. solanacearum. (Temat 1).

v Ocena czuto$ci wybranych par starterow molekularnych wzgledem zr6znicowanych
szczepow bakterii R. solanacearum. (Temat 2).

v Ocena wrazliwos$ci bakterii R. solanacearum oraz kultur in vitro badanych odmian na
obecnos¢ substancji o charakterze antymikrobiologicznym. (Temat 3).

Wszystkie zafozone cele zostaly osiggniete.



Materiaty 1 metody

Jako material biologiczny w ramach projektu stosowano 12 odmian ziemniaka (w formie
ro$lin/bulw oraz kultur in vitro), 1 odmiane pomidora zwyczajnego oraz Wzorcowe Szczepy
bakterii, w tym 9 szczepoéw C. sepedonicus, 9 szczepow R. solanacearum i 10 innych,
referencyjnych bakterii ziemniaka.

v

Wyselekcjonowane w ubieglym roku odmiany ziemniaka charakteryzowano i oceniano pod wzgledem
podatnosci na wybrane niekwarantannowe choroby ziemniaka w ramach tematu badawczego 1, a nastepnie
formie kultur in vitro w temacie 3 projektu oceniano pod katem fitotoksyczno$ci W obecnosci dwoch
substancji o charakterze antymikrobiologicznym.

Badane szczepy kwarantannowych bakterii R. solanacearum, C. sepedonicus, jak rowniez inne patogeny
ziemniaka w temacie 1 postuzyly do oceny patogenicznosci w tescie biologicznym na pomidorze, tescie
IFAS i CMC, jak rowniez do opracowania i oceny jakosci przeciwciat anty-Rs. Szczepy R. solanacearum
postuzyty dodatkowo w temacie 2 do oceny czutosci I specyficznosci wyselekcjonowanych w poprzednim
roku starteréw molekularnych oraz w temacie 3 do oceny wrazliwosci na obecnos$¢ substancji o charakterze
antymikrobiologicznym.

Opracowane w ramach tematu badawczego 1 poliklonalne przeciwciata anty-Rs badano testem ELISA pod
katem czutosci i specyficznosci.

Wyselekcjonowane do badan startery molekularne PCR i Real-Time PCR oceniano w ramach tematu
badawczego 2 pod katem efektywnosci w diagnostyce molekularnej bakterii R. solanacearum.

Opracowane substancje o charakterze antydrobnoustrojowym, w tym nanoczasteczki koloidu oraz detergent
postuzylty w ramach zadania 3 do opracowania mieszanin, ktore oceniano pod katem fitotoksycznosci na
badane kultury in vitro oraz oddziatywania antybakteryjnego wzgledem badanych szczepow Rs.



Temat 1
Wazniejsze wyniki 1 wnioski

Tabela 1. Podatno$¢ badanych w projekcie odmian ziemniaka
na zaraze i parcha srebrzystego ziemniaka.
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Tabela 2. Specyficzno$¢ badanych przeciwciat anty-Rs
oceniana metodg DAS- i PTA-ELISA.
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Oceniono podatnos¢ 12 odmian ziemniaka na 2 niekwarantannowe choroby ziemniaka.

Oceniono wirulencje bakterii R. solanacearum oraz C. sepedonicus testem biologicznym, testem IFAS i CMC.
Badane szczepy wykazywaty skrajne zroznicowanie pod katem wirulencji i zdolnosci do hydrolizy celulozy.
Ocena wirulencji testem biologicznym na pomidorze korelowata z wynikami testu IFAS, CMC i z wynikami
ubiegtorocznych badan na baktazanie i pozwolita podzieli¢ badane szczepy na silnie-, Srednio- oraz awirulentne.
Opracowano przeciwciata poliklonalne na komorki bakterii R. solanacearum.

Uzyskane wyniki testu PTA-ELISA potwierdzity obecno$¢ specyficznych przeciwcial anty-Rs w badanej
surowicy krwi, jednak dla uzyskania lepszego miana i specyficznosci konieczna jest kontynuacja badan.
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Temat 2

Wazniejsze wyniki 1 wnioski
o ) aedins Tabela 4 i 5. Wyniki oceny czutosci starteréw Oli1/Y2

P . i Nmult w tescie Real-Time PCR.
0li1-Y2 — Real-time PCR
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Tabela 3. Startery typowane do badan
molekularnych z R. solanacearum.
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zastosowaniu starterow OIi1l/Y2 i Nmult.

v" Oceniono czuto$¢ detekcji DNA bakterii R. solanacearum przy uzyciu dwoch testow molekularnych oraz 2
wyselekcjonowanych kompletow starteréw Olil-Y2 oraz Nmult.

v" Wykonane badania PCR i Real-Time PCR pozwolily na ustalenie progu detekcji DNA badanych szczepow RS i
selekcje starterow do dalszych badan w projekcie.

v Sposréd badanych starteréw bardziej przydatne okazaty sie startery Nmult umozliwiajgce diagnostyke wszystkich
badanych szczepoéw Rs z jednoczesnym wyszczegdlnieniem ich filotypow.

v' Badany multipleks starteréw Nmult okazat sie rowniez relatywnie czulszy wzgledem badanych szczepéw
startero6w W obu badanych testach molekularnych.

v" Wybrane startery wykrywaly w sposob specyficzny wszystkie badane filotypy gatunku Ralstonia i jednocze$nie
nie reagowaty niespecyficznie z innymi badanymi szczepami bakteryjnymi.



Wazniejsze wyniki 1 wnioski

emat 3

Tabela. 61 7. Wptyw nanoczgsteczek koloidu Ag i Tween 20 Tabela. 81 9. Wplyw réznych stezen nanoczgsteczek koloidu srebra oraz Tween 20 wzgledem kultur in vitro
na badane szczepy R. solanacearum. badanych odmian ziemniaka.
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v'Oceniono wptyw 2 substancji o charakterze antydrobnoustrojowym wzgledem 9 badanych szczepow bakterii
R. solanacearum oraz kultur in vitro 2 odmian ziemniaka.

v’ Zastosowanie obu substancji spowodowato efekt antymikrobiologiczny w stosunku do badanych szczepow Rs, ale
jednoczes$nie przy najwyzszych stezeniach powodowato oddziatywanie fitotoksyczne w stosunku do kultur in vitro
badanych odmian.

v’ Dziatanie antydrobnoustrojowe obu substancji zaobserwowano u wszystkich badanych szczepow R. solanacearum,
aczkolwiek relatywnie bardziej efektywny w zwalczaniu bakterii okazat si¢ koloid srebra.

v Pomimo tego, iz relatywnie wyzszy efekt fitotoksyczny zaobserwowano w przypadku stosowania detergentu Tween
20, nizsze st¢zenia obu substancji wptywaly korzystnie na wiele parametrow ocenianych cech fenotypowych
badanych roslin.




Wazniejsze osiggni¢cia projektu w 2022 roku

v" Scharakteryzowano i oceniono podatno$¢ 12 odmian na wybrane choroby ziemniaka.

v Dokonano oceny wirulencji 9 szczepow kwarantannowych bakterii R. solanacearum
oraz C. sepedonicus testem biologicznym oraz testem CMC.

v/ Ocena wirulencji potwierdzona testem IFAS i CMC korelowala z wynikami
ubieglorocznych badan 1 pozwolita podzieli¢ badane szczepy na silnie-,
sredniopatogeniczne oraz awirulentne.

v Opracowano przeciwciata poliklonalne skierowane na komorki bakterii Rs

v Oceniono efektywno$¢ dziatania 2 wybranych kompletow starteréw molekularnych do
diagnostyki bakterii R. solanacearum testami PCR i Real-Time PCR.

v Oceniono wrazliwo$¢ kultur in vitro 2 odmian ziemniaka oraz bakterii R. solanacearum
wzgledem dwoch substancji antymikrobiologicznych.
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