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Badania nad opracowaniem metod identyfikacji i ograniczenia
rozprzestrzeniania sie kwarantannowych bakterii
(w produkcji wyjsciowe]) ziemniaka.

Okres realizacji: 2023 rok

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

Wykonawcy: dr. G.Gryh%, dr inz. K.Franke®), mgr inz. D.Michatowska?, mgr inz. K.Sadowska?,
mgr inz. L.Michatowska®, mgr inz. B. Pl6ciennik?, mgr inz. D. Biatoskdrska?, inz. M. MarciniakD,
1 osoba na stanowisku st.technika, 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 5 osob (w tym Kierownik). .
2) Podzespot 2 w Zespole Banku Genow In Vitro IHAR — PIB O/Bonin. Temat 3. £gcznie 5 0sob
3) Podzespot 3 w Zespole Chorob i Szkodnikow Kwarantannowych Ziemniaka IHAR — PIB O/Bydgoszcz. Temat 1. £Zgcznie 3 0soby.
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Cele projektu

Celem ogo6lnym badan objetych projektem jest opracowanie sposobow pozwalajacych na
szybka 1 specyficzng identyfikacje oraz zapobieganie rozprzestrzenianiu si¢
kwarantannowych bakterii (w produkcji wyjsciowej) ziemniaka, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem tkanki roslin in vitro ziemniaka.

Cel gtowny osiaggnieto poprzez realizacje celow poszczegolnych tematow badawczych:

v’ Temat 1. Ocena podatnosci badanych odmian ziemniaka na porazenie przez
C. sepedonicus i R. solanacearum oraz opracowanie przeciwcial skierowanych na
bakterie R. solanacearum.

v’ Temat 2: Ocena wrazliwosci starterow molekularnych wzgledem zréznicowanych
warunkow izolacji bakterii R. solanacearum.

v' Temat 3: Ocena mozliwosci zwalczania bakterii R. solanacearum w kulturach in vitro
badanych odmian.

Wszystkie zatozone cele zostaly osiggniete.



Materiaty 1 metody

Materiat biologiczny w projekcie stanowit 12 odmian ziemniaka (w formie bulw oraz kultur in
vitro) oraz wzorcowe szczepy bakterii, w tym 9 szczepow C. sepedonicus, 9 szczepow
Z gatunku Ralstonia oraz 10 innych, referencyjnych szczepow bakterii ziemniaka.

v

Bulwy wszystkich badanych odmian ziemniaka oceniano pod wzglgdem podatnosci/odpornosci na wybrane
choroby ziemniaka (w tym raka ziemniaka (S.endobioticum), matwika ziemniaczanego i agresywnego
(G.rostochiensis/ G.pallida), mokrg i suchg zgnilizng ziemniaka (Pectobacterium ssp./Fusarium ssp.) oraz
na obecno$¢ kwarantannowych bakterii R. solanacearum i C. sepedonicus. Dodatkowo dwie odmiany
skrajnie zroznicowane pod wzgledem podatnosci na obecnos¢ bakterii Rs postuzyty w formie kultur in vitro
w temacie 3 do oceny efektywnosci dziatania 2 substancji o charakterze antymikrobiologicznym.

Wszystkie badane w projekcie szczepy kwarantannowych bakterii Ralstonia, C. sepedonicus oraz inne
patogeny ziemniaka postuzyty w temacie 1 do opracowania i oceny jakosci przeciwcial anty-Rs, natomiast
po jednym wirulentnym szczepie Cs i Rs uzyto rowniez do oceny odpornosci badanych odmian ziemniaka,
ktérg wykonano w warunkach fitotronowych. 9 badanych szczepow bakterii Ralstonia postuzyto w temacie
2 do badan molekularnych, natomiast 1 wirulentny szczep Rs8 w temacie 3 uzyto w ocenie efektywnosci
dziatania substancji o charakterze antymikrobiologicznym w zwalczaniu Rs obecnych w badanych
kulturach in vitro.

Jakos$¢ opracowanych w ramach 1 tematu badawczego surowic zawierajacych 1gG anty-Rs badano testem
PTA-ELISA w obecnosci wszystkich badanych szczepow bakterii oraz komercyjnego zestawu ELISA.
Wrazliwos$¢ wyselekcjonowanych do diagnostyki bakterii Rs starterow molekularnych oceniano w ramach
tematu badawczego 2 stosujac zroznicowane warunki izolacji bakterii Ralstonia, natomiast
Opracowane w poprzednim roku substancje o charakterze antydrobnoustrojowym postuzyty w ramach
zadania 3 do sporzadzania mieszanin, ktorych efektywnos¢ antymikrobiologiczng oceniano po uprzedniej
inokulacji kultur in vitro 2 badanych odmian komorkami silnie wirulentnego szczepu R. solanacearum.



Temat 1

Wazniejsze wyniki 1 wnioski

Tabela 1. Podatno$é/odpornosé badanych odmian na wybrane choroby ziemniaka. Tabela 2. Miano badanych przeciwciat anty-Rs
Rak ziemniaka Matwik ziemniaczany Matwik agresywny Mokra zgnilizna Sucha zgnilizna & Szczep Rs 8 Szczep Rs 2
1p. | odmiana s. ioticum) > (6. rostochiensis)** (G.pallida )"~ (Pectobacterium ssp.) *** | (Fusarium ssp.) **=* VD sD R sp
1(D1) | 2(G1) | 2(Ch1) | 3 (M1) | 6(01) | B(F1) | 18(T1) | 39(P1) ir) Ro3 | Ro4 | Ros | Pal | Pa2 | Pa3 Stopieri adpornosci Stopieri | kN ] 0,042 0,006 0,044 0,005
H 0,123 0,008 0,583 0,010
1 |amarant n nb | nb n nb | nb | 1 2 1
1,099 0,017 2,134 0,009
2 |Bory n n 2|2 1 1 2,150 0,032 2,632 0,014
3 |awiazda 2| 1| 2| 1 [ _1cc0x | 3222 0,102 3,688 0,081
| 100x | 3,854 0,375 3,822 0,245
4 |ignacy 2 | 1 1 2
5 _[|fubilar [ O Tabela 3. Specyficzno$¢ badanych przeciwciat anty-Rs
g 1 1 1 2 > Badane Zestaw z Loewe IgG anty-Rs
Bakterie
7 |xuba 2 1 1 1 szczepy (DAS-ELISA) (PTA-ELISA)
8 |magnolia nb nb 1 1 1 | kN | Bufor - -
Rs 1 + +
3 |skawa 5 1 1 1 ReB - +
0 nb 1 2 1 Az L. ik
N Szczepy bakterii Bt + +
11 |Surmia 5 2 1 1 . Rs S5 + +
Ralstonia ) = =
12 |widawa 4 1 1 1
Rs7 - +
> Rs 8 + +
s Rs 9 + +
Cs1 - -
Cs2 -
Cs3 - ¢
Szezepy bakterii 25 : —
C. sepedonicus cz 3 :
Cs7 -
Cs 8 -
Cs9 -
In1 -
n2 -
In3 -
Ina = -
Inne patogeny Ins - (+)
el ziemniaka Ine - -
) . ! In7 -
Rys. 1. Widok roslin inokulowanych zawiesing wirulentnych ~ Rys 2. Widok roslin  przygotowanych do testu IFAS — -
n +

szczepdw R. solanacearum a) i C. sepedonicus b). z sadzeniakéw inokulowanych zawiesing Rs a) i Cs b).

In 10

Oceniono podatno$¢ 12 badanych odmian na porazenie bakteriami R. solanacearum i C. sepedonicus.

Pomimo braku makroskopowych objawow porazenia bakteriami Rs i Cs na roslinach uzyskanych z inokulowanych

bulw, zastosowana metodyka oceny pozwolita w znacznym stopniu zdiagnozowac porazenie latentne badanych prob.

v Dla uzyskania wyzszej czuto$ci konieczne jest powtorzenie badan po uprzednim wprowadzeniu modyfikacji w
konstrukcji potek w pomieszczeniu fitotronowym.

v" Oceniono podatno$¢ badanych odmian ziemniaka wobec 5 wazniejszych chorob ziemniaka.

v' Badane odmiany wykazywaty skrajne zréznicowanie podatno$ci na badane choroby, jak réwniez na poszczegdlne
szczepy/patotypy w obecnosci ktorych prowadzono badania.

v’ Opracowane przeciwciata anty-Rs charakteryzowaly si¢ b. wysokim mianem oraz specyficznoscig.

v
v



emat 2

Wazniejsze wyniki 1 wnioski

togttcstn

a)y

Rys 3. Krzywe amplifikacji a) oraz topnienia

iy

b) | : Tabela 4 Przyktadowy wynik liczby cykli (Cq) i Tabele 5, 6 Wyniki oceny czutosci starteréw Nmult w klasycznym tescie PCR i Real-Time PCR.
: ! temperatur topnienia (Melt) w Real- LBk 1. ‘Nl Real Time BCR T
/ adany A [ug/ul] EN DNA fugful] KN

Badany ;
sk Medium

Time PCR ze starterami Nmult oraz
DNA szczepu Rs1 izolowanego z wody
i soku ziemniaka.

K |k Sokx100 |+
sok

Sokx10 |++
Sok x100 | ++

o R Torgwnse, Cats

3 Sokxl0 |+++ [+
Sok x100 | ++

N | KN

b) w tescie Real-Time PCR z udziatem o |

starterow Nmult oraz DNA 9 szczepow
gatunku Ralstonia izolowanego H,0.

Sokx10  |++
Sok x100 | ++

5
Rss Sokx10 |+++ [+
Sok x100 | ++

Rs6 Sokxl0 [++ |+

+
Sok x100 | ++ ++ +

Rs7 Sokxl0 |+++ [+ +

Sok x100 | +++ + +

Rys 4. Krzywe amphf kacji a) oraz topnienia b)

ANANEN

3 Sokxl0 |+++ [+
Sok x100 | ++

Cycs D Tempesa, Césics

w tescie Real-Time PCR z udziatem

. . Rys 5. Przyktadowy elektroforegram produktow Sokaton [ree [
starterow Nmult oraz DNA 9 szczepow amplifikacji testu PCR ze starterami Rt SO

gatunku Ralstonia izolowanego z soku
bulw ziemniaka.

Nmult z DNA szczepu Rs1 izolowanego z T e
wody i soku ziemniaka. :

Oceniono dziatanie starterow NMult w zr6znicowanych warunkach izolacji DNA i w obecnosci 9 szczepow Ralstonia.

Uzyskane wyniki badan wskazuja na duza przydatnos¢ badanych starteroéw w obu wykonanych testach molekularnych.
Zastosowanie starterow W detekcji bakterii pozwolito uzyska¢ b. duza czutos¢ oraz specyficznosé¢ detekcji, natomiast
multipleks 4 par réznicujacych starterow umozliwil dodatkowo identyfikacje filotypow badanych szczepéw Ralstonia.

Najwyzszy prog detekcji DNA uzyskano dla prob DNA izolowanych z wody oraz z 10x rozc. DNA z soku ziemniaka,
natomiast najnizszg czuto$¢ uzyskano dla prob DNA izolowanych w obecnos$ci skoncentrowanego soku.

10-krotne rozcienczenie DNA z soku wyraznie zmniejszyto inhibicj¢ amplifikacji i podniosto czuto$¢ detekcji do
poziomu DNA prob z wody, z kolei dalsze rozcienczenie DNA z soku powodowato obnizenie czuto$ci testu.

Z uwagi na uzyskane wyniki, warto kontynuowac¢ badania i sprawdzi¢, czy stosowanie 10-krotnych rozcienczen prob
DNA izolowanych w obecnoéci sokow roznych odmian oraz tkanek ziemniaka umozliwi usprawnienie detekcji EPPO.



Wazniejsze wyniki 1 wnioski

Tabela. 7. Wptyw mieszaniny nanoczgsteczek koloidu Ag i
Tween 20 na badane szczepy R. solanacearum.

n Badane szczepy ¥ . '
. Mieszanina CollAg + Tween 20 KN
e 5% 0,5% 0,05%  0,005% 0%
[ 1. | Rs1 = o *) + +
[ 2. | Rs2 - B
[ 3. | Rs3 - - - * +
[ 4. ] Rs 4 - : *) + +
[ 5. | Rs5 - - ® * +
B R : : : .
Rs7 - - ) + +
“ Rs 8 = = S +) +
[ 9. | Rs 9 B - *) * +
m KN (bez Rs) - -

+

kolonie obecne, - brak kolonii, (+) znikoma ilo$¢ kolonii

Rys 6.

Przyktadowy elektroforegram produktéw amplifikacji testu PCR ze
starterami Nmult z DNA szczepu Rs? izolowanego z wody i soku
ziemniaka.

odmian 3 i 11 ziemniaka inokulowanych bakteriami silnie wirulentnego szczepu Rs8.

emat 3

Tabela. 81 9. Wplyw réznych koncentracji mieszaniny koloidu srebra i Tween 20 wzgledem kultur in vitro

Koloid Az Kultury in vitro Test Kaultury in vitro Test Koloid Ag Kultury in vitro Test Kultury in vitro Test
Lp: | Tween 20w inokulowane Rs3 obecnosci bezRs obecnosci Lp. Twee;!()w inokulowane Rs8 obecnosci bez Rs obecnosci
podlozu MS &P) RswMS &N RswMS podiozu MS (&P) RswMS ®N) RswMS
L |500+05% %bh? ., . 6. |500+05%
capbylid Q"‘xr, ! PLECAELLY {y_‘,("!;
N 11
5 [050+05% o \ ‘~ ; [050+05% 2 ¢ .ai. "\ d
33 A srad?ys el
PPN LET 004l did LPr 4327 tyazlage
tl L AL L @ L ada 4o
’ VTR D) 4 Y
5 [00s+05% i }@-J 1 (Y o |005+05% \
- -2 Y (A 1YY R
MR T Ao ot [ dat i (DR KE- T 1 n..w,( .
s 2@ @ ,_._t)t, cPE8 Sy {.
T L Wy
e sy N f .-
4 | 0005405 % @ [LeNd A e 5 |0005105% ) : \ / b\
~ % | . ¢ UAT S 3 £y
UL L 25 dQds ¢ T2 1T
s Al nasr T
; A2 T 1 ; e Aty
5. KN + PN 0| X | + q AR
A i ' AP 2
<ETE LD Yot Lug 55l8Tent S gibiy

v" Oceniono wptyw mieszaniny 2 substancji o charakterze antydrobnoustrojowym wzgledem 9 badanych szczepow bakterii Ralstonia oraz

kultur in vitro 2 odmian ziemniaka.

v’ Zastosowanie obu substancji spowodowato efekt antymikrobiologiczny w stosunku do wszystkich badanych szczepow Ralstonia i w
niewielkim stopniu (przy najwyzszej koncentracji) powodowato oddziatywanie fitotoksyczne w stosunku do badanych kultur in vitro.

v' Dziatanie antydrobnoustrojowe badanej mieszaniny substancji obserwowano wyraznie w badanych podlozach MS z roslinami
inokulowanymi bakteriami szczepu Rs8, natomiast nie uzyskano efektu sterylizacji samych inokulowanych bakteriami roslin.

v' Przyczyng braku dziatania antymikrobiologicznego substancji w ro$linach mégt by¢ brak penetracji tych substancji do tkanek roélin i
jednoczesna mozliwo$¢é wnikania przez aparaty szparkowe Rs, co pokazata wykonana analiza mikroskopu elektronowego TEM.

v’ Z uwagi na powyzsze konieczne jest podjecie dalszych badan majacych na celu przebadanie nowych bardziej efektywnych substancji.
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