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Gléwnym celem niniejszego projektu jest opracowanie czutlych metod wykrywania wirusaY

ziemniaka (PVY), wirusa M ziemniaka (PVM) oraz wirusa lisciozwoju ziemniaka (PLRV) w bulwach,

kietkach i lisciach ro$lin ziemniaka. Gtowny cel zadania realizowano w postaci pigciu tematow

badawczych:

1. Opracowanie i optymalizacja nowych metod wykrywania wirusow.

2. Ocene¢ wplywu odpornosci odmian ziemniaka na skuteczno$¢ wykrywania wirusow w bulwach.

3. Badania nad wykrywaniem wiruséw w bulwach i kietkach ziemniaka za pomoca koktajl i DAS-
ELISA.

4. Adaptacj¢ i optymalizacje metod molekularnych do wykrywania wirusow w roslinach in vitro.

5. Opracowanie testow diagnostycznych do szybkiego wykrywania wirusow.

Materialy i metody:

Temat badawczy 1. Opracowano sposOb wytwarzania mikrosfer magnetyczno-krzemionkowych
i osadzenia na ich powierzchni przeciwcial specyficznych wobec PVY, PVM i PLRV. Opracowane
mikrosfery poréwnano z komercyjnymi mikrosferami dedykowanymi do wigzania przeciwciatl.
Przygotowano rozcienczenia soku z lisci roslin porazonych badanymi wirusami oraz z roslin
zdrowych (kontrola negatywna). Czastki wirusa zageszczono na mikrosferach magnetycznych z 1 ml
rozcienczen iwykonano test ELISA. Porcje 0,1 ml tych samych rozcienczen bezposrednio
analizowano za pomoca DAS-ELISA.

Temat badawczy 2. Wysadzono w polu zdrowe bulwy odmian Irys, Korona, Quincy, Rosalind i Zeus.
Na poczatku wrze$nia zebrano i ponumerowano bulwy. Po czterech tygodniach przechowywania
Z bulw pobrano fragment tkanki przystolonowej, ktory badano za pomoca koktajl-ELISA. Z tych
samych bulw wycigto oczka do proby oczkowej oraz oczka do badania kietkow. Kietki badano za
pomocg DAS-ELISA i koktajl-ELISA. Liscie ro$lin z proby oczkowej badano za pomocg DAS-
ELISA.

Temat badawczy 3. Poréwnanie prowadzone bylo przez niezaleznych wykonawcow. Kazdy
wykonawca badat co najmniej 3 rody lub odmiany ziemniaka. Zdrowe sadzeniaki wysadzono na polu.
Spod krzakéw pobrano bulwy. Wykonano koktajl-ELISA bezposrednio w ekstraktach z bulwach oraz
wycigto oczka do uzyskania kietkow i roslin potomnych do wykonania préby oczkowej. Kietki
i rosliny z prob oczkowych oceniano za pomoca DAS-ELISA.

Temat badawczy 4. Opracowano startery do wykrywania PLRV i porownano czuto$ci wykrywania
PLRV za ich pomoca optymalizujac dla PLRV metodyke wg Zacharzewska i in. (2014). Czulos¢
badano dla starterow L2, L4, L5 1 L6 oraz starteréw literaturowych (Singh i in., 1995) stosujac
rozcienczenia RNA izolowanego z zainfekowanych roslin. Oceniono skutecznos$ci wykrywania PVY
w roslinach in vitro za pomoca SC-RT-PCR. Rosliny infekowano mechanicznie wirusem PVY. RNA
izolowano wg Zacharzewska i in. (2014) oraz za pomoca komercyjnego zestawu. W badanych
roslinach nie wykryto PVY za pomoca standardowego RT-PCR. Dlatego wykonano dodatkowo
detekcje za pomoca RT-PCR w czasie rzeczywistym. Badanie to wykonano w Interdyscyplinarnym
Centrum Nowoczesnych Technologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Temat badawczy 5. Startery projektowano za pomocg programu LAMP Designer (Premier Biosoft).
W celu poréwnania czutosci wykrywania PVY, RNA izolowane z roslin doprowadzono do 100 pg/1ul
i seryjnie rozcienczono do 10 fg/lul. Po 1 ul takich rozcienczen dodano do mieszaniny reakcyjnej
RT-LAMP i wykonywano reakcje¢ w 65°C przez 30 min. Procedur¢ izolacji RNA na krzemionce
(Zacharzewska i inni 2014) optymalizowano do wykonania w warunkach polowych. W tym celu
krzemionke¢ zastgpiono mikrosferami magnetycznymi. Opracowano skrocone warianty, w ktorych
pominigto etap przemywania acetonem oraz suszenia osadu.

Wyniki i dyskusja:

Temat badawczy 1. Wytworzono mikrosfery o dobrych wlasciwosciach magnetycznych
i dyspersyjnych, jednak procedura wigzania przeciwcial na ich powierzchni byla mato wydajna,
zwigzano 80 pg przeciwcial na 1 mg mikrosfer. Komercyjne mikrosfery posiadajg zdolno$¢ do
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wigzania ok 7 mg przeciwcial na 1 mg mikrosfer. Ta réznica, w zdolnosci do wigzania przeciwciat
przez mikrosfery wytworzone oraz komercyjne, ttumaczy¢é mozna roznice w uzyskanych wynikach.
Gdy magnetyczny test ELISA wykonano na wytworzonych mikrosferach, w ogole nie wykryto PVY
i PVM a warto$ci uzyskane dla PLRV byly niskie, cho¢ wystarczajaco wysokie by wykry¢é wirus
nawet w 1000 razy rozcienczonym soku. Z wykorzystaniem komercyjnych mikrosfer wykryto badane
wirusy we wszystkich rozcienczeniach. Ponadto warto$ci absorbancji uzyskane dla 1000 razy
rozcienczonych sokow z roslin porazonych, byty bardzo wysokie.

Temat badawczy 2. Stwierdzono zwigzek pomigdzy odpornoscia odmian na PVY a wykrywalnoscia
tego wirusa w bulwach. Im wyzszy stopien odpornosci odmian, tym wigksza rozbiezno$¢ wynikoéw
wykrywania PVY w bulwach i w probie oczkowe;.

Temat badawczy 3. W biezacym roku zaden z wykonawcow nie wykryl w badanym materiale
obecnosci PLRV. Roéwniez PVM w ogole nie zostal wykryty przez jednego z wWykonawcow
a w badaniach Wykonawcy II wykryto go tylko w 8 roslinach na 90 badanych. PVY réwniez
wystepowal nielicznie. W badaniach wykazano niskg skuteczno$¢ wykrywania PVY bezposrednio
W bulwach. Testowanie kieltkoéw przez wszystkich wykonawcow dawato dobra zgodnos$¢ z proba
oczkowa, niezaleznie od tego, czy wykonano je testem koktajlowym, czy DAS ELISA.

Temat badawczy 4. Opracowano startery (L2, L4, L5, L6), ktore pordwnano ze starterami wg Singh
i inni. (1995). Najwyzsza czuto$¢ uzyskano stosujgc startery L2. Oceniano rowniez skutecznosci
wykrywania PVY w roélinach in vitro za pomocg SC-RT-PCR. Doswiadczenie powtarzano
kilkukrotnie, poniewaz nie wykrywano PVY w badanych ro§linach. Dlatego ostatnig seri¢ roslin
przebadano za pomoca testu RT-PCR w czasie rzeczywistym. RNA izolowano na krzemionce wg
Zacharzewska i in. (2014) oraz za pomoca komercyjnego zestawu. W obu przypadkach uzyskano taka
samg skuteczno$¢ wykrywania PVY, przy czym stosujac izolacj¢ na krzemionce wirusa wykrywano
przy mniejszej liczbie cykli niz dla RNA izolowanego za pomoca komercyjnego zestawu.

Temat badawczy 5. Zaprojektowano trzy zestawy starterow (Y2, Y4 i Y5) i porownano skuteczno$é
i czutos¢ wykrywania PVY za ich pomoca i za pomoca starteréw literaturowych. Sposrod badanych
starterOw najwyzsza czuto$¢ detekcji umozliwity startery Y4. Dla tych starteréow optymalizowano
izolacje RNA do warunkow polowych. Zastosowano statyw magnetyczny oraz opracowano
uproszczong metode izolacji RNA na mikrosferach magnetycznych. Wykazano, ze zastosowany uktad
buforowy oraz skrocona do kilku minut (8-20) procedura izolacji RNA pozwala na skuteczne
wykrycie PVY w probach zawierajacych 10 pg catkowitego RNA. Nieznacznie dtuzsza procedura
pozwolita na wykrycie PVY w 1 pg catkowitego RNA.




