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Izolacja kwaséw nukleinowych (DNA/RNA) patogenéw roslin jest waznym poczatkowym
etapem wielu procedur diagnostycznych stosowanych w biologii molekularnej, warunkuja-
cym poprawnos¢ identyfikacji tych patogenéw. Jednym z najwazniejszych elementéw, po-
zwalajacych na uzyskanie wysokiej czutosci testu molekularnego, jest odpowiednia jakos¢
wyizolowanego materialu genetycznego oraz mozliwos¢ usunigcia substancji, ktére mogtyby
niekorzystnie wptyna¢ na wynik reakcji PCR. Oba te parametry w znacznym stopniu sg uza-
leznione od sposobu izolacji kwaséw nukleinowych pozwalajacego na efektywny przebieg
testu.

Dlatego tez celem przeprowadzonych w Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii
badan bylo poréwnanie ré6znych sposobdw izolacji kwaséw nukleinowych na jakos¢ wyizo-
lowanego DNA bakteryjnego oraz zbadanie wplywu tych metod na czutosc¢ testu PCR.

Materialem badawczym byly komoérki bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus
przygotowane w postaci wykalibrowanych, §wiezo sporzadzonych zawiesin w sterylnej wo-
dzie oraz ekstrakcie roslinnym w zakresie od 1 do 100 mln jednostek tworzacych kolonie
[jtk].

Poréwnywano kilka metod izolacji DNA. Pierwszg z nich byta metoda wysokosolna, ktéra
pozwala na selektywne wytracanie kwaséw nukleinowych w obecnosci wysokich stgzen soli.
Ekstrakcje genomowego DNA przeprowadzano réwniez przy wykorzystaniu buforu CTAB,
umozliwiajacego z jednej strony usuni¢cie komponentéw tkanek roslinnych, z drugiej za$
destrukcje bton i uwolnienie kwaséw nukleinowych z komérek bakterii. Inna metoda uzyski-
wania DNA z badanych bakterii polegata na bezposrednim wykorzystaniu komérek Cms do
testu PCR po uprzednim poddaniu ich oddzialywaniu wysokiej temperatury. Jako prébe kon-
trolng stosowano zawiesiny bakteryjne, ktére pobierano bezposrednio do testu PCR bez ja-
kichkolwiek modyfikacji. Jakos¢ wyizolowanego DNA oceniano na podstawie pomiaréw
spektrofotometrycznych w zakresie UV oraz rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozo-
wym, natomiast czulos¢ metod oceniano, obserwujac wynik na zelu agarozowym po uprzed-
niej amplifikacji PCR.

Uzyskane wyniki wskazaly na znaczne zréznicowanie efektywnosci stosowanych metod
zaréwno w stosunku do jakosci wyizolowanego DNA, jak i czutosci testu PCR.
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