Zadanie nr 31

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

Okres realizacji: 2021

Zespot wykonawcow projektu:

Projekt zostat realizowat zespo6t liczacy tacznie 13 oséb w 3 podzespotach badawczych, w tym:
Kierownik: dr hab. inz. W. Przewodowski? e-mail: w.przewodowski@ihar.edu.pl oraz

Wykonawcy: dr. G.Gryh®, dr inz. M. Labanskal), dr inz. P. Dederko-Kantowicz!), mgr inz.
K.Salamonskal, mgr inz. D.Szarek, mgr inz. D.Michatowska?, mgr inz. K.Franke?,
mgr inz. M. Nowakowski®) oraz 4 osoby na stanowisku technika.

1) Podzespot 1 w Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii IHAR — PIB O/Bonin. Tematy 1-3. £gcznie 5 0sob.
2) Podzespot 2 w Pracowni Zasobow Genowych i Kultur in vitro IHAR — PIB O/Bonin. Tematy 1-3. £gcznie 5 osob (w tym Kierownik).
3) Podzespot 3 w Pracowni Chorob i Szkodnikéw Kwarantannowych Ziemniaka IHAR — PIB O/Bydgoszcz. Temat 1. Zgcznie 3 0soby.



mailto:w.przewodowski@ihar.edu.pl

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 Opracowanie i charakterystyka materiatu biologicznego do badan oraz opracowanie
warunkow pozwalajacych na uzyskanie przeciwcial skierowanych na bakterie R.
solanacearum. (Temat 1).

v' Opracowanie i optymalizacja warunkow identyfikacji bakterii R. solanacearum
metodami molekularnymi (Temat 2).

v' ldentyfikacja potencjalnych zrodet zakazen mikrobiologicznych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ryzyka kontaminacji organizmami kwarantannowymi podlozy
stosowanych do hodowli roslin in vitro oraz ocena wrazliwosci bakterii Rs oraz kultur
in vitro badanych odmian na obecno$¢ substancji 0 charakterze
antymikrobiologicznym. (Temat 3).

Wszystkie zatozone cele zostaly osiggniete.



Materiaty 1 metody

Jako material biologiczny w ramach projektu stosowano 12 odmian ziemniaka (w formie
roslin/bulw oraz kultur in vitro), 1 odmian¢ baktazana oraz wzorcowe szczepy bakterii, w tym
9 szczepow C. sepedonicus, 9 szczepow R. solanacearum i 10 innych, referencyjnych bakterii
ziemniaka.

v

Wyselekcjonowane w biezagcym roku odmiany ziemniaka zréznicowano pod wzgledem wczesnosci,
uzytecznosci I zawartosci Skrobi, przebadano i scharakteryzowano w ramach tematu badawczego 1, a
nastepnie formie kultur in vitro w temacie 3 zadania oceniano pod katem wrazliwosci na bakterie
R. solanacearum, jak rowniez w ocenie fitotoksycznosci W obecnosci dwodch substancji o charakterze
antymikrobiologicznym.

Wyselekcjonowane do badan kwarantannowe bakterie R. solanacearum, C. sepedonicus, jak rowniez inne
patogeny ziemniaka w temacie 1 postuzyly do oceny patogenicznos$ci na baktazanie oraz do opracowania i
oceny jakosci przeciwcial anty-Rs, w temacie 2 do oceny czulosci i specyficznosci starterow
molekularnych do identyfikacji bakterii R. solanacearum, natomiast w temacie 3 do inokulacji i oceny
wrazliwosci ro$lin in vitro na obecnos$¢ bakterii R. solanacearum.

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 weryfikowano pod katem ich
przydatnosci w diagnostyce molekularnej bakterii R. solanacearum w ramach tematu badawczego 2.
Opracowane substancje o charakterze antydrobnoustrojowym, w tym nanoczasteczki koloidu srebra, jak
réwniez detergent postuzyty w ramach zadania 3 do opracowania mieszanin, ktore oceniano pod wzgledem
fitotoksycznosci na badane kultury in vitro oraz oddzialywania antybakteryjnego na badane szczepy Rs.



Temat 1
Wazniejsze wyniki 1 wnioski

Tabela 1. Wykaz odmian ziemniaka do badanh w projekcie.

Tabela 2. Wykaz bakterii R.solanacearum wyselekcjonowanych do badan.

2 i ‘ n Pochodzenie Rok izolacji Zywiciel
Rok wpisu Grupa - 4
Odmiana do KR wezesnosci kulmarny } . ‘, . . P Rs1 usa 1953 Pomidor doniczkowy 1 IIA-7 1
% R * n Rs2  Gujana Fr. 1960 Pomidor zwyczajny 1 | 3
Odmlana N 2016 & poina 7 - P Rs3 oypr 1963 Ziemniak 3 8 2
P Rs4  szwecia 1972 Ziemniak 3 8 2
H Odmiana 2 2012 Skr. $r. wezesna BC “ Rs5  Australia 1997 Ziemniak bd | 3
P rse  chiny 1997 Morwa 5 [ 5
Odmiana 3 oL R B Rs7  Srilanka 1997 Ziemniak 4 I 4
u T - o e . P rse  Egipt 1998 Ziemniak 3 I8 2
H PE Rs9  Niemcy 1996 Ziemniak bd bd 2
Odmiana 5 2011 Skr. $r. wezesna ©
Tabela 31 4. Wykaz bakterii C. sepedonlcus i innych wybranych do badan.
H Odmiana 6 2012 Jad. $r. wezesna B
ywiciel Zywiciel
Odmiana 7 1999 Skr. $r. wezesna C n Cs1 Kanada 1951 Zemniak  EWN i1 e 5T T
u o T [ [ BE P 2 szwecja 1956 zemniok W In2 UK 1958  Ziemniak
B cs3  Kanada 1968 Zemniak [EMM In1  Dania 1952 Ziemniak
u Odmiana 9 2000 Skr. pézna c Rvs. 1 P 2 usa 1942 Ziemniak [EBM In2  Polska 1995 Ziemniak
ys. L. . . “ Cs5  Bd 1983 p— m In1 Polska 1986 Jabton
n Odmiana 10 2017 Jad.  wezesna B-BC Test  patogeniocznosci  na i S I in2 Australia 1984 Ziemniak
baklazanie odmiany Black Bauty ML Cs6 Szkoca 1994 AgiEl N1 UK 1983 Ziemniak
- Odmiana 11 2020 Jad.  b.wczesna AB z udziatem awirulentnego (a) Cs7  Ukraina 1994 zZiemniak | PRl n2 UK 1973 Ziemniak
ﬂ . ) , i silnie patogenicznego  (b) “ Cs8  Szwecja 1994 zZiemniak [l In1  Holandia 2010  Ziemniak
Odmiana 12 2013 N BC szczepu Ralstoniasolanacearum. [l cs9  cypr 2001 zemniak UM In2  Litwa Bd Pomidor
v" Wyselekcjonowano, scharakteryzowano i przebadano 12 odmian ziemniaka.

Wyselekcjonowano, scharakteryzowano i przebadano 9 szczepow kwarantannowych bakterii R.solanacearum

i C. sepedonicus oraz 10 innych patogenéw ziemniaka.

v' Badanie pod katem mukoidalno$ci pozwolito wyr6ézni¢ u badanych szczepow R. solanacearum i C. sepedonicus
3 skrajnie zroznicowane grupy bakterii, odpowiednio silnie-, srednio i niemukoidalne.

v Z kolei ocena wirulencji badanych szczepow R. solanacearum i C. sepedonicus testem biologicznym na baktazanie,
potwierdzona testem IFAS pozwolita podzieli¢ badane bakterie na silnie -, srednio i awirulentne.

v Badanie mukoidalnosci i wirulencji pozwolito wytypowa¢ do opracowania antygenu 3 reprezentatywne dla kazdej z grup
szczepy R. solanacearum, ktore staly si¢ podstawg do opracowania poliklonalnych przeciwciat anty-Rs.

v 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.



emat 2
Wazniejsze wyniki 1 wnioski

Tabela 5. Startery typowane do badan Tabela6i7 Czuto$¢ detekcji badanych starterow wzgl. Tabela 8. Specyficzno$¢ wybranych starterébw w tescie

molekularnych z R. solanacearum. bakt. Rs 8 w tescie PCR i Real-Time PCR. PCR oraz Real-Time PCR.
0 Startery Oli1-Y2 Startery NMult
Region kodowania . T w0 108 105 10° 108 10 100 10° KN PCR PCR
Lp. | Startery Numer filotypu KN Bufor R R - R
genomu m +++ ++ ++ ++ ++ + - - - Rs 1 . ; ; "
m o o o = = = = = = Rs 2 + + + +
. P 1 16S rRNA Filotyp | 11§ 11l m S i il i (+) - - - - Szczepy bakterii 223 : : : :
ara ri Hotyp 1, Ii B
- - - - - - - I: Rs 5 + + + +
solanacearum Rz 6 + + + +
. m +++ +++ ++ ++ ++ + - - - Rs 7 " " " "
- Para 2 16—23S rRNA Filotyp | - Rs 8 . " " "
Rs9 + + + +
- Para 3 16-23S rRNA Filotyp Il - 1
o
. Parad4  16-23SrRNA Filotyp | 107 106 105 10° 10° 102 10' 10° KN cectepy bakter G2
T + + + + (+) s‘::::;‘;z‘; ES 2
. Para5 16—-23S rRNA Filotyp Il [ Para2 | Cs7
m +H+ ++ ++ + (+) Ezg
. Para6  16-23SrRNA Filotyp Il = = -
m +H+ ++ ++ + + (+) In 2
Para7  16-23SrRNA Filotyp IV - - "
- Inne p y In 5
i iak In 6
In 7
/ - - rr 4 n 8
Wytypowano 1 oceniono przydatnos¢ 7 par starterow n 5
molekularnych do identyfikacji bakterii R. solanacearum. e
v" Optymalizacja temperatury annealingu reakcji PCR i Real-Time PCR pozwolita na ustalenie progu detekcji i selekcje
starterow do dalszych badan w projekcie.
v

Sposrod badanych starterow najbardziej przydatnymi byty startery Olil-Y2 oraz Nmult umozliwiajace diagnostyke
wszystkich filotypow gatunku Ralastonia na poziomie 10! jtk/ml w tescie Real-Time PCR oraz 10? jtk/ml w
klasycznym tescie PCR.

v" Wybrane startery wykrywaty w sposob specyficzny wszystkie badane filotypy gatunku Ralstonia i jednoczes$nie nie
reagowaly niespecyficznie z innymi badanymi szczepami bakteryjnymi.




Wazniejsze wyniki 1 wnioski
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Tabela. 91 10. Oddziatywanie zréznicowanych wirulentnie szczepdéw bakterii Rs na kultury in vitro badanych
odmian ziemniaka.
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v" Na podstawie przeprowadzonej analizy zdiagnozowano potencjalne zrodta zakazeh mikrobiologicznych w Banku Gendw In vitro oraz
wyszczegolniono momenty/punkty krytyczne, w ktorych istnieje ryzyko kontaminacji organizmami kwarantannowymi.

AR

jednoczesnym niewielkim oddziatywaniu na badane kultury awirulentnego szczepu Rs 2.
v' Opracowano i przetestowano na badanych kulturach ro$lin in vitro oraz badanych szczepach Ralstonia solanacearum dwie substancje

o charakterze antydrobnoustrojowym.

Oceniono wrazliwos¢ kultur in vitro badanych odmian ziemniaka pod katem wrazliwosci na obecno$¢ kwarantannowych bakterii Rs.

Toksyczny efekt obecno$ci wirulentnego szczepu Rs 8 zaobserwowano u  wszystkich badanych odmian ziemniaka, przy

v Zastosowanie obu substancji spowodowato efekt antymikrobiologiczny w stosunku do badanych szczepéw Rs, ale jednoczes$nie
spowodowato silne oddziatywanie toksyczne w stosunku do badanych kultur in vitro badanych roslin.
v' Z uwagi na oceniony potencjat antydrobnoustrojowy badanych substancji, dalsze badania z ich udziatem powinny by¢ kontynuowane.



Wazniejsze osiggni¢cia projektu w 2021 roku

v" Wytypowano i scharakteryzowano 12 odmian ziemniaka.

v" Wyselekcjonowano, scharakteryzowano i przebadano 9 szczepoéw kwarantannowych
bakterii R.solanacearum i C. sepedonicus oraz 10 innych patogenow ziemniaka.

v’ Badane szczepy R. solanacearum i C. sepedonicus zrdéznicowano pod katem
mukoidalnos$ci, co  pozwolilo wyrdézni¢ 3 skrajnie zroéznicowane grupy bakterii,
odpowiednio silnie-, srednio i niemukoidalne.

v Z kolei ocena wirulencji badanych szczepow R. solanacearum i C. sepedonicus testem
biologicznym na baktazanie, potwierdzona testem IFAS pozwolita podzieli¢ badane
bakterie na silnie-, sredniopatogeniczne i awirulentne.

v Opracowano antygen do opracowania poliklonalnych przeciwciat anty-Rs.

v Opracowano i wyselekcjonowano efektywnie dziatajace 2 pary starteréw molekularnych
do diagnostyki bakterii R. solanacearum testami PCR i Real-Time PCR.

v Oceniono wrazliwos¢ kultur in vitro badanych odmian ziemniaka wzgledem zréznicowanych
wirulentnie bakterii R. solanacearum oraz dwdch substancji antymikrobiologicznych.



