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Celem projektu w 2016 r. byto (l) poréwnanie czutoSci magnetycznego testu ELISA z DAS-ELISA, (1) zbadanie,
czy odpornos$¢ odmian wptywa na wykrywalnos$¢ wiruséw bezposrednio w bulwach, (lll) ocena przydatnosci
kietkéw do wykrywania wiruséw, (IV) opracowanie multipleksowego RT PCR dla wiruséw PVY, PLRV i PVM (V)
opracowanie testu RT-LAMP do wizualnego wykrywania PVY w warunkach polowych.

Gtéwny cel zadania realizowano w postaci pieciu tematéw badawczych:

Opracowanie i optymalizacja nowych metod wykrywania wiruséw.

Ocene wptywu odpornosci odmian ziemniaka na skutecznos¢ wykrywania wirusow w bulwach.
Badania nad wykrywaniem wiruséw w bulwach i kietkach ziemniaka za pomocg koktajl i DAS-ELISA.
Adaptacje i optymalizacje metod molekularnych do wykrywania wiruséw w roslinach in vitro.
Opracowanie testéw diagnostycznych do szybkiego wykrywania wirusow.
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Temat badawczy 1

Materiaty i metody. Sok z roslin zainfekowanych PVY rozciericzono 20x roz¢. sokiem zdrowym 20, 50, 100,
250, 500, 1000, 2000x. Za pomocg DAS-ELISA badano po 200 ul préb z rozcienczen. W magnetycznej wersji
testu do 0,8 ml rozciericzenn dodano mikrosfery magnetyczne z przeciwciatami anty-PVY. Préby mieszano
przez 30 min. Mikrosfery zebrano na magnesie, myto buforem PBS i zawieszono w 200 pl buforu plus
koniugat przeciwciat PVY z alkaliczng fosfatazg. Préby mieszano. Po odptukaniu niezwigzanych komplekséw
czastki zawieszono w 300 pl buforu iprzeniesiono do mikroptytki. Mikroptytke umieszczono na statywie
magnetycznym, odebrano bufor i do studzienek dodano po 200 ul substratu. Po 10 minutach inkubacji
zmierzono gestos¢ optyczng w dtugosci fali 405 nm na czytniku mikroptytek.

Wyniki i dyskusja. Za pomocg magnetycznej wersji testu ELISA, PVY wykryto we wszystkich badanych
rozciedczeniach w kazdym z trzech powtdrzen biologicznych, podczas gdy klasyczny test ELISA pozwolit na
wykrycie PVY w sokach rozcieiczonych do 250-razy. Uzyskany wynik $wiadczy o tym, ze magnetyczna wersja
testu jest co najmnej o$miokrotnie bardziej czuta od testu DAS-ELISA.

Temat badawczy 2.

Materiaty i metody. Zatozono doswiadczenie polowe majace na celu poréwnanie wykrywalnos$ci wiruséw
PVY, PLRV i PVM w bulwach odmian réznigcych sie odpornoscig na te wirusy. Na poczgtku wrzesnia zebrano
bulwy spod kazdej rosliny. Po czterech tygodniach przechowywania cze$¢ stolonowa bulw badano za
pomocg DAS-ELISA. Z tych samych bulw wycieto oczka do préby oczkowej oraz do badania kietkdw. Uzyskane
kietki i potomne rosliny badano za pomocg DAS-ELISA.

Wyniki i dyskusja. W Boninie w 2016 r. porazenie wirusem Y byto wysokie. Pomimo obecnosci infektorow,
porazenie PLRV byt bardzo niskie, a porazenie PVM bliskie zera. Analizujgc wyniki stwierdzono, ze dla wirusa
Y, wzrost odpornosci odmian miata negatywny wyptyw na wykrywalnos¢ PVY w bulwach. Na podstawie
wynikéw wtasnych oraz zleconych do wykonania trzem niezaleznym laboratoriom oceniajacych porazenie
sadzeniakdéw wirusami mozna przypuszczaé, ze odporno$¢ odmian nie ma istotnego wptywu na
wykrywalnos¢ PVM i PLRV w bulwach.

Temat badawczy 3

Materiaty i metody. Wykonano badanie poréwnujgce test DAS-ELISA na kietkach z testem koktajl-ELISA na
bulwach i z préobg oczkowa. Zdrowe sadzeniaki wysadzono na polu w obecnosci infektorow wiruséw
i zbierano bulwy, ktére badano za pomoca testu ELISA. Z bulw otrzymywano kietki i rosliny potomne (préba
oczkowa), ktdre badano testem ELISA. Wykonano réwniez doswiadczenie testujgce, czy metody RT-LAMP
i RT-PCR w czasie rzeczywistym mozna adaptowa¢ do wykrywania wirusa Y ziemniaka bezposrednio
w bulwach. Z bulw trzech odmian ziemniaka izolowano RNA i wykonano testy RT-LAMP i RT-gqPCR. Te same
bulwy badano za pomoca préoby oczkowej, ELISA na kietkach oraz ELISA na ekstraktach z bulw.



Wyniki i dyskusja. W 2016 PLRV wykryto tylko w jednej lokalizacji. Porazenie PVM byto umiarkowane a PVY
wysokie. W badaniu kietkébw uzyskano identyczny lub wyzszy poziom porazenia wirusem M w pordéwnaniu
z probg oczkowsq. Potwierdzono dobrg skutecznosé wykrywania PVM bezposrednio w bulwach i w kietkach
testem koktajlowym. Skutecznos$é¢ wykrywania PVY bezposrednio w bulwach byta nizsza niz w prébach
oczkowych. Testowanie kietkow testem ELISA na PVY pozwalato na uzyskanie duzej zgodno$é wynikdéw
z prébg oczkowa. W 2016 r. wykonano réwniez badanie przydatnosci RT-qPCR oraz RT-LAMP do wykrywania
wirusow bezposrednio w bulwach i kietkach. Najbardziej skuteczng metoda wykrywania wirusa Y w roslinach
z préby oczkowej byt test RT-LAMP, za pomoca ktérego wykryto nieznacznie wiekszg liczbe porazonych roslin
niz testem ELISA. Wyniki testu RT-qPCR uzyskane dla ekstraktéw z bulw znaczaco zanizaty poziom porazenia
wirusem badanych roslin. Wykrywanie wirusa Y w kietkach i bulwach byto najbardziej efektywne za pomoca
testu ELISA. Poniewaz w badaniach laboratoryjnych testy RT-LAMP i RT-qPCR majg duzo wyzszg czutosé niz
test ELISA, uzyskany wynik jest najprawdopodobniej efektem problemdw z izolacjg dobrej jakosci RNA z bulw
ziemniaka. Konieczne sg prace nad optymalizacjg warunkdw izolacji RNA z bulw ziemniaka, by mozliwe byto
wykorzystanie czutosci testéw molekularnych do badania obecnosci wiruséw w bulwach.
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Materiaty i metody. Z roslin zakazonych PVY izolowano RNA, ktére rozciericzone do 10 fg/1pul. Rozcierczenia
badano testem uni i multipleks RT-PCR na wirusy Y, M i L. Produkty reakcji rozdzielano za pomoca
elektroforezy w obecnoéci barwnika GelGreen. Zele fotografowano po wzbudzeniu fluorescencii.

Wyniki i dyskusja. W celu opracowania multipleksowego RT-PCR do jednoczesnego wykrywania wirusow
PVY, PLRV i PVM wybrano startery w taki sposdb, aby wielkos¢ przewidywanego produktu PCR nie pokrywata
sie ze sobg. Wykorzystane w reakcji multipleksowej RT-PCR startery pozwality na jednoczesne wykrywanie
RNA trzech badanych wirusdw z czutoscig do 100 pg catkowitego RNA na reakcje. Czutosé¢ wykrywania
wirusow L i Y w reakcji uniplex-PCR byta taka sama jak multiplex-PCR, natomiast czuto$¢ wykrywania wirusa
M byta mniejsza niz multiplex-PCR. Przebadane startery byty specyficzne.

Temat badawczy 5

Materiaty i metody. Celem tematu badawczego byt dobdér warunkéw wykonania kolorymetrycznej wersji
testu RT-LAMP. Badano mozliwo$¢ dodania do reakcji barwnikdw wigzacych DNA (zielen, malachitowa, fiolet
krystaliczny) lub kompleksujgcych magnez (btekit hydroksynaftolowy). Po ustaleniu optymalnych warunkéw
okreslono czutos¢ testu. I1zolowano RNA z roslin porazonych PVYi rozcieficzone do 10 fg/1ul. Rozcieniczenia
badano testem RT-LAMP. Aby mozna byto oceni¢ postep reakcji gotym okiem do mieszaniny dodawano
barwniki interkalujgce DNA i/lub kompleksujgce magnez.

Wyniki i dyskusja. W celu opracowania kolorymetrycznego testu RT-LAMP przebadano zielern malachitowa,
fiolet krystaliczny, berberyna oraz btekit hydroksynaftolowy (HNB). Optymalizowano koncentracje
barwnikéw w reakcji LAMP. Sposréd badanych barwnikéw, jedynie HNB pozwalat na wiarygodna
i specyficzng detekcje wirusa przez obserwacje zmiany barwy w reakcji pozytywnej i braku zmiany barwy
w reakcji kontrolnej zawierajgcej RNA ze zdrowych roslin lub wode zamiast RNA. Czutos¢ kolorymetrycznego
testu RT-LAMP z HNB wynosita 10 fg/ul RNA.



