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DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA BAKTERII
CLAVIBACTER SEPEDONICUS COMB. NOV.
W OBECNOSCI KOMPONENTOW TKANKOWYCH ZIEMNIAKA
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Ziemniak jest rodling narazong na wiele réznych chordb. Jedna z nich jest bakterioza pier-
$cieniowa ziemniaka wywolywana przez bakterie kwarantannowe Clavibacter sepedoni-
cus comb. nov. (Cs). W tej chwili nie istniejg zadne skuteczne metody zwalczania tego pato-
genu, dlatego tak wazna jest wiarygodna i czula diagnostyka. Wedtug Europejskiej i Sréd-
ziemnomorskiej Organizacji Ochrony Roslin (EPPO), aby wykry¢ bakterie Cs w tkance
ziemniaka, nalezy wykonaé co najmniej dwa testy opierajace si¢ na réznych zasadach dziata-
nia. Moze to by¢ np. test immunologiczny i molekularny.

Coraz wieksza popularno$cig ze wzgledu na swoja czulosé i specyficznosé cieszy si¢ dia-
gnostyka molekularna. Niestety nawet najbardziej czuta metoda molekularna moze by¢ trudna
do stosowania ze wzgledu na wystgpujace w badanej probie substancje zwane inhibitorami
(np. polifenole, polisacharydy, egzonukleazy i inhibitory proteaz). Z uwagi na duze zréznico-
wanie pod wzgledem zdolnosci wydzielania Sluzu przez poszczegoélne szczepy bakterii Cs
dodatkowy problem moga stanowi¢ substancje znajdujace si¢ w §luzie bakteryjnym. Dlatego
waznym etapem warunkujacym skuteczno$¢ metod molekularnych w wykrywaniu bakteriozy
pierscieniowej ziemniaka jest odpowiednie przygotowanie materialu genetycznego do dal-
szych badan, poprzez odpowiedni dobdr metody izolacji DNA. Metoda ta powinna pozwoli¢
na wyeliminowanie potencjalnych inhibitoréw dla metod molekularnych, znajdujacych si¢
zaréwno w ekstrakcie roslinnym, jak i w czystych kulturach bakteryjnych.

Celem pracy byto porownanie efektywnosci izolacji DNA bakterii Cs o réznym stopniu
mukoidalnosci z préb w wodzie i w obecnosci komponentow tkankowych soku z ziemniaka.
Efektywnos¢ izolacji oceniano na podstawie klasycznego testu PCR, poniewaz sposréd metod
molekularnych jest to metoda najbardziej wrazliwa na inhibitory znajdujace si¢ w tkankach
ziemniaka i Sluzie bakteryjnym.

Do przeprowadzenia badan uzyto zawiesin réznych szczepoéw bakterii Cs w dwoch me-
diach — w wodzie i w ekstrakcie roslinnym. Szczepy te uprzednio wykalibrowano, wykonujac
posiewy mikrobiologiczne na podtozach stalych. Po uzyskaniu wyrostych kolonii sporzadzo-
no zawiesiny w przedziale od 10° do 10° jtk/ml (jednostka tworzaca kolonie na mililitr). Tak
przygotowane proby izolowano za pomoca udoskonalonej metody DNA, a nastgpnie wyizo-
lowany materiat genetyczny poddano reakcji PCR. Wyniki i ewentualne réznice obserwowa-
no na podstawie rozdzialu DNA w zelu agarozowym.
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