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Detekcja grzybow
powodujgcych gorzka zgnilizne

jablek w bezpoirednio w skorce

Identyfikacja grzybow z rodzaju Neofabraea w
czystych kulturach

jablek z objawami choroby
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« dominuje Phlyctema vagabunda
» N. perennans

CEL BADAN - N, kienholzii

Opracowanie metody detekcji Phlyctema vagabunda, Neofabraea perennans i Neofabraea
kienholzii w bezobjawowo porazonych jabtkach

LA )

Cele szczegotowe:

- Optymalizacja protokotu izolacji DNA z zakazonych jabtek
| Zaprojektowanie starterbw do czutego i specyficznego wykrywania trzech
gatunkow
| Opracowanie i zwalidowanie metody umozliwiajacej czutg i specyficzng detekcje
tych grzybow w czasie rzeczywistym InHort
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Starting Struciure for LAMP cyding

MATERIAL | METODY: P —)

1. Materiat referencyjny: czyste kultury grzybow (P. vagabunda, Neofabraea spp. oraz innych
grzybow powszechnie wystepujacych na jabtkach) oraz jabtka z objawami gorzkiej zgnilizny.
Materiat badany: jabtka odmiany Topaz, sztucznie zakazane w sadzie eksperymentalnym w
Dabrowicach zarodnikami grzybow: P. vagabunda, N. perennans oraz N. kienholzii. Po miesigcu
jabtka zbierano i umieszczano w chtodni, a nastepnie wyjmowano do badania w 30, 60 i 120
dniu.

2. Opracowanie protokotu do izolacji DNA z catej skorki jabtka. W tym celu zdejmowano
skorke z catego jabtka, suszono, homogenizowano i catg poddawano procedurze izolacji DNA
komercyjnym zestawem NucleoSpin Plant [| Maxi (Machery-Nagel), z modyfikacjami wtasnymi.

3. Projektowanie dwodch zestawow starterow, do gendw acp? (kodujgcego biatko wigzace
GTP) oraz asps (kodujgcego proteaze aspartylowg badanych grzybdw).

4. Optymalizacja warunkéw przebiegu reakcji LAMP z tymi zestawami, testowanie
specyficznosci 1 czutosci wykrywania w oparciu 0 DNA materiatu referencyjnego oraz DNA
jabtoni.

5. Walidacja metody z wykorzystaniem jabtek z objawami choroby oraz zastosowanie metody
do detekcji patogendw w jabtkach bezobjawowych (materiat badany).
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WYNIKI: LAMP w 66°C LAMP w 66°C
detekcja P. vagabunda Detekcja N. kienholzii i N. perennans

(zestaw do asps) (zestaw do acp1)

A R

Apmbnaalnn

PR e

: V4 =

P. vagabunda  Jabtko z
czyste kultury  objawami
P. vagabunda

czas detekciji:
35 minut
Opracowana metoda umozliwita specyficzne wykrycie trzech gatunkow grzybéw: P. vagabunda,
N. perennans i N. kienholzii w badanym materiale. Czuto$¢ wykrywania patogenow wynosita okoto
4 pg/ul w kulturze aksenicznej grzybow i 1,0 — 1,5 pg/pl w mieszaninie z DNA jabtka.

W celu zwiekszenia czutosci detekcji grzybow w materiale bezobjawowym, przed reakcjg LAMP
stosowano preamplifikacje docelowego DNA. I I'IH 0 l't
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Kontrola - H 0 \
negatywna (inne perennans ~ Naturalna  N. kienholzii Naturalna
gatunki grzybow,  czyste kultury  infekcja czyste kultury  infekcja Kontrola
DNA jabtka) N. perennans N. kienholzii negatywna (inne
gatunki grzybow,
DNA jabtka)




