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CHOROBY PRZECHOWALNICZE

OWOCOW
= gorzka zgnilizna (Neofabraea spp.)
= brunatna zgnilizna (Monilinia spp.)
= szara plesn (Botrytis cinereaq)
= mokra zgnilizna (Penicillium expansum)
= Colletotrichum spp., Neonectria galligena, Diaporthe eres,

Stemphylium vesicarium

. choroby wystepujg corocznie we wszystkich rejonach uprawy jabtoni na
Swiecie

. straty spowodowane przedzbiorczym gniciem owocow w Europie siegajq
okoto 7% w przypadku upraw konwencjonalnych i 25% w przypadku upraw
ekologicznych

. na skutek gnicia owocow w czasie przechowywania od 5 do okoto 40%

jabfek traci wartos¢ handlowg
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GRZYBY Z RODZAJU MONILINIA
i NEOFABREA

Zrédtem infekcji s zrakowacenia i nekrozy na pniu i pedach

drzew lub chore owoce pozostawione w sadzie

Do infekcji owocow dochodzi latem
W momencie zbioru na owocach brak jakichkolwiek symptomow

* Symptomy choroby pojawiajg sie w czasie przechowywania

* Problem przy transporcie owocow do odlegtych rynkow zbytu

* Problem bedzie narastat — brak sor do zwalczania chordb kory i -wna
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* Problem z eksportem polskich jabtek

e Poszukiwanie nowych rynkow zbytu — otwieranie rynkow
na Dalekim Wschodzie

 Bardzo restrykcyjne wymagania fitosanitarne — duza
odpowiedzialnosc po stronie PIORIN

* Neofabrea spp., Monilinia fructicola, Erwinia amylovora —
organizmy kwarantannowe np. w Chinach
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GRZYBY Z RODZAJU MONILINIA PORAZAJACE OWOCE ZIARNKOWE

M. fructigena M. polystroma M. fructicola

7 doba
inkubac;ji

w temp.
pokojowej

14 doba
inkubacji

w temp.
pokojowe;j
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4
N. perennans ]
3 o

N. kienholzii

N. vagabunda

Objawy choroby na jabtkach - powodowane przez 4 gatunki grzybéw — bardzo

podobne: okragte nekrotyczne zmiany, zapadniete lub lekko wkleste, ciemne z
jasniejszym srodkiem, a pod skdrka zgnilizna migzszu w formie stozka. InHort e
Kolor acerwulusow od biatego po szary. wstvrur osroonicTwa B




Niezwykle wazna jest
czufa i szybka detekcja
patogenow w
bezobjawowo
porazonych owocach
przed wysytka jabtek
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METODY KONWENCJONALNE WYKRYWANIA
GRZYBOW Z RODZAJOW NEOFABRAEA
| MONILINIA

* izolacja na podtoza mikrobiologiczne
e obserwacja wzrostu kultur

e oznaczenie cech fenotypowych (mikro-
i makroskopowych) i fizjologicznych

 testy patogenicznosci

Ograniczenia:

* widoczne objawy, niezdatne do detekgji
porazenia latentnego

* zbyt mata zmiennosc¢ szczepow migedzy
gatunkami, zbyt duza wewnatrzgatunkowa

e czasochtonne, mato precyzyjne
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METODY MOLEKULARNE WYKRYWANIA GRZYBOW Z RODZAJOW
NEOFABRAEA | MONILINIA

* Metody bazujgce na DNA s3 bardziej precyzyjne

* Punkt wyijscia: Izolacja DNA z kultur aksenicznych oraz
materiatu mieszanego: grzyba pasozytujgcego na jabtku
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Dostepne metody molekularne:

Z wykorzystaniem technik:

e PCR * LAMP
 Multiplex PCR

* gPCR

 RFLP

* Sekwencjonowanie DNA

URUR)
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Detekcja grzybow
Monilinia spp. i Neofabraea
spp. W bezobjawowo
porazonych jabtkach
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Badar i Rozwoju Ochrony Roslin i Nasiennictwa
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Opracowanie czute] metody detekcji M. fructigena, M. polystroma i M. fructicola
oraz N. vagabunda, N. perennans i N. kienholzii w porazonych bezobjawowo
jabtkach

Teledetekcja:
Fale radiowe Mikrofale Podczerwien Ultrafiolet Prom. rentgenowskie Gamma

https://www.medianauka.pl/widmo-fal-elektromagnetycznych
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CEL BADAN

Opracowanie czute] metody detekcji M. fructigena, M. polystroma i M. fructicola
oraz N. vagabunda, N. perennans i N. kienholzii w porazonych bezobjawowo
jabtkach

Metoda LAMP:
. Optymalizacja protokotu izolacji DNA z zakazonych jabtek

. Zaprojektowanie starterow do czutego i specyficznego wykrywania
grzybow trzech gatunkéw Monilinia i trzech gatunkow Neofabrea

. Opracowanie i walidacja metody umozliwiajgcej czutg i specyficzng
detekcie grzybdw z rodzaju Monilinia i Neofabrea w czasie
rzeczywistym
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ETAP 1
INOKULACJA JABLEK W SADZIE DOSWIADCZALNYM

Lokalizacja: Dabrowice (todzkie)
Odmiana: Topaz (podatna na brunatng
zgnilizne drzew ziarnkowych i gorzkg
zgnilizne jabtek)

Inokulum: 1x10® konidiéw/ml grzybow
patogenicznych

Czas inokulaciji: 30 dni przed zbiorami
Warunki pogodowe podczas inokulaciji:

temperatura 18°C, wzgledna wilgotnos¢

powietrza 78%

Przechowywanie: 5 miesiecy w 2 °C
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INOKULACJA JABLEK W WARUNKACH LABORATORYJNYCH

Odmiana: Topaz
Inokulum: 1x10° konididw/mi

Przechowywanie: 10-15 dni w
24°C
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ETAP 2
POBIERANIE PROBEK JABLEK | IZOLACJA DNA

. Owoce pobrano z przechowalni 30, 60 i 120 dni po zbiorze (3 sztuki jabtek)

. W warunkach laboratoryjnych owoce pobrano po 24 h od inokulacji, a nastepnie co 2
dwa dni az do wystagpienia objawdw chorobowych na wszystkich jabtkach

. Cata skorka jabtka zostata usunieta, wysuszona i zhomogenizowana

. Wykonano ekstrakcje DNA (protoko6t NucleoSpin Plant Il Maxi z modyfikacjami)

. Czystosc¢ i jakos¢ otrzymanego DNA sprawdzano spektrofotometrycznie

. W celu wykluczenia obecnosci inhibitoréw reakcji PCR uzyskane DNA rozcienczono i

amplifikowano ze starterami uniwersalnymi do DNA jabtoni i grzybow strzepkowych
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ETAP 3 OPRACOWANIE METODY | WALIDACJA

» Poszukiwano gendw, ktore mogtyby by¢ dobrym markerem identyfikacyjnym, wybrano: gen hsp dla

Monilinia kodujacy biatko szoku termicznego oraz acpA i aspS gen kodujacy biatko z domeng

wigzacq GTP oraz gen proteazy aspartylowej

 Zaprojektowano jeden zestaw starterow HSP_Moni dla metody LAMP w celu detekcji M. fructigena,

M. polystroma i M. fructicola oraz dwa zestawy do grzybdw z rodzaju Neofabrea (jeden dla N.
vagabunda i drugi dla N. kienholzii i N. perennans)

 Testowano specyficznos¢ zestawdw starterow w reakcjach z ponad kilkuset szczepami grzybow

* Reakcje LAMP_optymalizowano w oparciu 0 DNA aksenicznych kultur grzybow oraz sztucznie

zakazonych jabtek z objawami gorzkiej zgnilizny jabtek lub brunatnej zgnilizny drzew ziarnkowych i
DNA wyizolowany z jabtek bezobjawowych
 Walidacje metody przeprowadzono w rekcji LAMP z DNA pochodzacym z naturalnych infekcji jabtek

powodowanych przez grzyby M. fructigena, M. fructicola i M. polystroma oraz N. vagabunda, N.

kienholzii i N. perennans. InHorI:..
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WYNIKI
OPTYMALIZACJA REAKCJI LAMP | WALIDACJA METODY

W wyniku przeprowadzonej reakcji LAMP z zestawem starterow HSP_Moni otrzymano

produkty reakciji dla:

= DNA szczepow grzybow M. fructigena, M. fructicola i M. polystroma

= DNA wyizolowanym z jabtek zakazonych grzybami z rodzaju Monilinia

= DNA wyizolowanym z jabtek porazonych przez grzyby z rodzaju Monilinia

Dla DNA innych grzybow oraz DNA jabtoni wynik reakcji z zestawem starterow HSP_Moni

byt negatywny. J—
SRR O YR N NS N czas detekgji
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Rys. Krzywe amplifikacji uzyskane w reakcji LAMP z zestawem starterow HSP_Moni i DNA Monilinia spp. InHort an
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WYNIKI
OPTYMALIZACJA REAKCJI LAMP

Analiza temperatury topnienia produktow po reakcji wykazata obecnos$¢ pojedynczego
piku dla 87,5°C w probach z DNA szczepdw M. fructigena, M. polystroma i M. fructicola
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Wyniki:
= DNA po izolacji — sprawdzono, ze jest amplifikowalne

= Reakcja LAMP z testowanymi zestawami z DNA z kultur aksenicznych oraz

materiatu objawowego:

LAMP
detekcja N. vagabunda
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LAMP

Detekcja N. kienholzii i N. perennans

Amplification
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WYNIKI
CZULOSC METODY LAMP

= Czutos¢ wykrywania DNA wynosita okoto od 0,1 pg/ul do 1 pg/pl.

200 pz

Zdjecie 2. Rozdziat elektroforetyczny produktow amplifikacji fragmentu genu hsp60 ze starterami HSP_Moni_F3 i HSP_Moni_B3 (1,5% Zelu agarozowy).
M — marker wielkosci (O'Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus, Thermo Scientific), 1-2 — szczep P5b M. polystroma (stezenie 10 ng/ul), 3-4 - szczep
T1a M. fructigena (stezenie 10 ng/ul), 5-6 — szczep DFc1 M. fructicola (stezenie 10 ng/ul), 7-8 — mix szczepow P5b, T1a i DFc1 zawieszony w wodzie
(rozciericzenie 50 —krotne), 9-10 - mix szczepdw P5b, T1a i DFc1 zawieszony w wodzie (rozciericzenie 100 —krotne), 11-24 - mix szczep6w P5b, T1a i
DFc1 (2x rozcienczenie 500, 1000, 2500, 5000, 10000, 25000 -krotne), 23 - DNA wyizolowane z jabtka, 24 - kontrola negatywna
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OPRACOWANE METODY WDROZONO DO LABORATORIOW GIORIN
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Podsumowanie i wnioski

 Opracowana metoda szybkiej i czutej detekcji patogenow z
rodzajow Neofabrea i Monilinia z zastosowaniem LAMP jest
pierwszg takg metodg na swiecie

 Metoda zostata w wdrozona w 4 laboratoriach GIORIN

 Metoda bedzie wykorzystywana na podstawie probek
pobieranych losowo

* Problem bedzie narastat — brak srodkow do ochrony jabtoni
przed chorobami kory i drewna

* Inne kraje produkujgce jabtka rowniez sg zainteresowane
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Early detection of fungal storage ;
(y pathogens on pome fruits
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Funding Objectives
Non-competitive funding mechanism. Each The overall goal is to provide qualitative and
funder only pays for the participation of their quantitative early detection systems for
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