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CYKL ROZWOJOWY GRZYBOW
POWODUJACYCH BRUNATNA

ZGNILIZNA DRZEW g
ZIARNKOWYCH

= W uprawie jabtoni najczesciej
wystepujg zgnilizny owocow.

= Grzyby rodzaju Monilinia
moggy infekowal¢ owoce poprzez
aparaty szparkowe, przetchlinki,
bezposrednio poprzez kutikule czy
uszkodzenia mechaniczne.

= QOwoce porazone bezobjawowo
charakteryzujg sie obecnoscia

strzepek grzyba w

przestrzeniach miedzy-
komodrkowych znajdujacych sie
bezposrednio pod skorkg owocu.
Nie pozostajg catkowicie uspione,
ale powoli kolonizuja komorki
mezokarpu (Garcia-Benitez i in.,
2016).
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= Na powierzchni plam gnilnych, w warunkach wysokiej
wilgotnosci tworzg sie sporodochia.

= W przechowalniach grzybnia przerasta z porazonych
owocOw na owoce s3siednie.
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GRZYBY RODZAJU MONILINIA Udziat procentowy gatunkéw
PORAZAJACE OWOCE ZIARNKOWE Monilinia spp. w poraaniu

owocow ziarnkowych

i ) w latach 2010 - 2016
M. fructigena M. polystroma M. fructicola

0,6% 2,7%

polystroma

CEL BADAN

Opracowanie metody detekcji Monilinia fructigena, Monilinia polystroma i Monilinia
fructicola w bezobjawowo porazonych jabtkach

Cele szczegotowe:

= Optymalizacja protokotu izolacji DNA z zakazonych jabtek

= Zaprojektowanie starterow do czutego i specyficznego wykrywania trzech
gatunkow

= Opracowanie i zwalidowanie metody umozliwiajgcej czutg i specyficzng detekcje

tych grzybéw w czasie rzeczywistym

InHort.-

msTyruT osroonicTwe Il



Starting Structure for LAMP cydling
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1. Opracowanie protokotu do izolacji DNA z catej skorki jabtka. W tym celu zdejmowano skérke z
catego jabtka, suszono, homogenizowano i catg poddawano procedurze izolacji DNA
komercyjnym zestawem NucleoSpin Plant || Maxi (Machery-Nagel), z modyfikacjami wtasnymi.

2. Zaprojektowanie zestawu starterow do reakcji LAMP do genu hsp60 (kodujgcego biatko szoku
termicznego) badanych grzybow.

3. Optymalizacja warunkow przebiegu reakcji LAMP z zestawem starterow, testowanie
specyficznosci i czutosci wykrywania w oparciu o DNA materiatu referencyjnego (czyste kultury
grzybéw M. fructigena, M. polystroma, M. fructicola oraz innych grzybéw powszechnie
wystepujgcych na jabtkach pochodzgce z kolekcji CBS) oraz DNA owocow jabtoni.

4. Walidacja metody z wykorzystaniem jabtek z objawami brunatnej zgnilizny pochodzgcych z
naturalnych infekcji powodowanych przez grzyby rodzaju Monilinia

5. Zastosowanie metody do detekcji patogenédw w jabtkach bezobjawowych. Materiat badany:
jabtka odmiany Topaz zainokulowane zawiesinami zarodnikéw trzech badanych gatunkow
grzybéw rodzaju Monilinia. Owoce przechowywano w warunkach chtodniczych oraz w
temperaturze pokojowej. Ze skorki jabtek przechowywanych w temperaturze pokojowej
codziennie izolowano DNA az do momentu wystgpienia objawéw chorobowych. W przypadku
jabtek przechowywanych w warunkach chtodniczych proby skorki do izolacji pobierano w
odstepach kilkudniowych. W celu zwiekszenia czutosci detekcji grzybow w materiale
bezobjawowym, przed reakcjg LAMP stosowano preamplifikacje docelowego DNA. ||7||-|o|'|;
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WYNIKI: LAMP w 65°C

detekcja Monilinia spp.
(zestaw do hsp60)

Amplification
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Czuto$¢ wykrywania DNA badanych gatunkow grzybow w reakcji LAMP wynosita okoto 2 pg.
Zastosowana preamplifikacja DNA przed reakcjg LAMP znacznie zwiekszata czutos¢ wykrywania DNA
grzybow rodzaju Monilinia do 0,1 pg.

Zastosowana metoda (z preamplifikacja DNA) umozliwita wykrycie M. fructigena, M. polystroma i M.
fructicola w czasie 24 h od sztucznej inokulacji w przypadku jabtek przechowywanych w temperaturze
pokojowej i w czasie 72 h w przypadku jabtek przechowywanych w warunkach chtodniczych.
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