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Diagnostyka molekularna kwarantannowych bakterii Clavibacter michiganensis ssp. se-
pedonicus (Cms) — sprawcy bakteriozy pierscieniowej ziemniaka, bardzo czesto jest
utrudniona z powodu réznego rodzaju substancji i zanieczyszczen znajdujacych si¢ w probach
pobranych bezposrednio ze §rodowiska. Prawidlowy wynik testu molekularnego moga zakto-
ca¢ m.in. takie komponenty jak egzonukleazy, polisacharydy, polifenole oraz inhibitory pro-
teaz, ktére sq powszechne w tkankach roslinnych i swoja obecnoscig moga hamowa¢ dziala-
nie enzymow odpowiedzialnych za prawidtowe przeprowadzenie testu PCR. W celu wyelimi-
nowania niechcianych komponentéw nalezy dobra¢ odpowiednia metode, pozwalajaca na
pozbycie si¢ tego rodzaju substancji podczas izolacji kwaséw nukleinowych. Jest to etap klu-
czowy dla dalszej identyfikacji, poniewaz czystos¢ i ilo§¢ wyizolowanego DNA ma wplyw na
uzyskanie prawidtowego wyniku testu PCR.

Wydajng izolacj¢ kwaséw nukleinowych gram dodatnich bakterii Cms moze utrudnié tak-
ze ich $ciana komdrkowa. Jest ona zbudowana z wielu warstw peptydoglikanu — polimeru,
ktéry ma za zadanie chroni¢ komorke bakterii przed uszkodzeniami mechanicznymi i czynni-
kami zewnetrznymi. Aby ulatwi¢ proces izolacji DNA bakterii, nalezy dobra¢ odpowiednig
metode dezintegracji $cian komoérek. Do bardzo skutecznych sposobdw nalezy trawienie en-
zymatyczne, w ktérym stosuje si¢ enzymy rozkladajace wigzania obecne w $cianie komérko-
wej bakterii gram-dodatnich.

Dlatego za cel prezentowanej pracy przyjeto porownanie réznych sposobow izolacji kwa-
soOw nukleinowych w obecnosci enzyméw majacych za zadanie dezintegracje Sciany komorek
bakterii Cms i wybor najefektywniejszego wariantu.

Do doswiadczen uzyto $wiezo sporzadzonych zawiesin mukoidalnego szczepu Cms w
dwodch mediach — sterylnej wodzie oraz ekstrakcie roslinnym. Do izolacji DNA stosowano
trzy rézne sposoby izolacji kwaséw nukleinowych, odpowiednio z uzyciem wysokich stezen
soli, detergentu jonowego CTAB oraz metody zalecanej przez Europejska i Srédziemnomor-
ska Organizacje Ochrony Roslin (EPPO). W kazdej z metod stosowano cztery rézne warianty
z enzymami litycznymi, jak rowniez kontrole bez enzymow stanowiace odnosna.

Jakos¢ wyizolowanego DNA bakterii Cms oceniano na podstawie pomiaréw spektrofoto-
metrycznych oraz poprzez analiz¢ wynikow w zelu agarozowym po uprzednim rozdziale
prowadzonym pod napi¢ciem elektrycznym, natomiast efektywnos$¢ izolacji na podstawie
wynikow testu molekularnego PCR.

39



