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Cel zadania: Gtéwnym celem zdania jest opracowanie czutych metod immunologicznych
i molekularnych, ktére umozliwig wykrywanie najwazniejszych wirusédw infekujacych ziemniaki
w réznych organach roslin ziemniaka. Opracowane metody majg stuzyé zaréwno rutynowej
diagnostyce, jak i szybkiemu potwierdzeniu lub wykluczeniu infekcji. Cele szczegdétowe w 2015 roku
obejmowaty: (I) przygotowanie materiatéw do immunokoncentracji PVY z wiekszych objetosci soku,
() zbadanie, czy odpornos¢ odmian wptywa na wykrywalnos$é wiruséw bezposrednio w bulwach, (111)
ocena przydatnosci kietkéw do wykrywania wirusow, (IV) warunkéw reakcji RT-PCR dla wirusa PVYM
(V) poréwnanie czutosci wykrywania PVY za pomocg testu RT-LAMP z czutoscig testow paskowych,
DAS-ELISA oraz RT-PCR oraz analiza wynikow pod katem oceny w/w metod do szybkiego wykrywania
wiruséw w warunkach polowych.

Gtéwny cel zadania realizowano w postaci pieciu tematéw badawczych:
1. Opracowanie i optymalizacja nowych metod wykrywania wirusow.
2. Ocene wptywu odpornosci odmian ziemniaka na skutecznos¢ wykrywania wiruséow w bulwach.

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

4. Adaptacje i optymalizacje metod molekularnych do wykrywania wiruséw w roslinach in vitro.

5. Opracowanie testéw diagnostycznych do szybkiego wykrywania wiruséw.

Temat badawczy 1.

Materiafy i metody. Mikrosfery aktywowano wprowadzajac na ich powierzchnie grupy hydroksylowe
oraz aminowe. Przeciwciata modyfikowano i wigzano z mikrosferami. Mierzono koncentracje
przeciwciat przed i po wigzaniu za pomocg metody BCA.

Wyniki i dyskusja. Mikrosfery posiadajgce na swojej powierzchni grupe aminowg zwigzaty ok. 36 ug
IgG/mg mikrosfer. Podobng wydajnos$¢ wigzania z tego typu mikrosferami uzyskano w ubiegtym roku.
Istotnie lepszg wydajnos¢ wigzania uzyskano dla mikrosfer z grupg hydroksylowag — 0,79 mg 1gG/mg
mikrosfer.

Temat badawczy 2.

Materiaty i metody. Zatozono doswiadczenie polowe majace na celu poréwnanie wykrywalnosci
wiruséw PVY, PLRV i PVM w bulwach odmian réznigcych sie odpornoscig na te wirusy. Zrédtem
wiruséw byty wtdrnie porazone rosliny. Na poczatku wrzesnia zebrano bulwy spod kazdej rosliny. Po
czterech tygodniach przechowywania w czes¢ stolonowg bulw badano za pomocg DAS-ELISA. Z tych
samych bulw wycieto oczka do préoby oczkowej oraz do badania kietkdw. Uzyskane kietki i potomne
rosliny (liscie) badano za pomocg DAS-ELISA.

Wyniki i dyskusja. Zastosowanie infektorow pozwolito na uzyskanie wysokiej presji wirusem PVY
i PVM. Poziom porazenia PVY byt generalnie wyzszy od PVM, co moze sSwiadczy¢ o tym, ze PVY byt
efektywniej przenoszony przez mszyce niz PVM. Poziom porazenia PLRV, byt bardzo niski, nie
przekraczat 20-30% dla odmian umiarkowanie podatnych, co s$wiadczy o stabej efektywnosci
przenoszenia przez populacje mszyc obecne na polu w 2015 roku. W odmianach odpornych
wykrywalnos¢ wiruséw PVY i PVM w bulwach, poréwnywana z wynikami préby oczkowej, spadata
w wiekszym stopniu niz w kietkach. Jest to szczegdlnie wyrazne dla PVY. Dla tego wirusa spadek
wykrywalnosci w bulwach byt wprost proporcjonalny do wzrostu odpornosci, podczas gdy
wykrywalnos¢ w prébie oczkowe] i w kietkach obnizata sie sigmoidalnie. W przypadku PLRV wydaje
sie, ze wykrywalno$¢ w bulwach jest podobna do préoby oczkowej, niezaleznie od poziomu
odpornosci odmian.



Temat badawczy 3.

Materiaty i metody. Trzy niezalezne laboratoria (Wykonawcy I-1ll) wykonaty badanie poréwnujgce
test DAS-ELISA na kietkach z testem koktajl-ELISA na bulwach i z prébg oczkowga. Zdrowe sadzeniaki
wysadzono na polu w obecnosci infektorow wiruséw i zbierano bulwy potomne. Po 4 tygodniach
bulwy badano za pomocag koktajl-ELISA. Nastepnie z bulw otrzymywano kietki i rosliny potomne
(préba oczkowa), ktore badano testem DAS-ELISA. Wykonano rowniez doswiadczenie testujace, czy
RT-PCR w czasie rzeczywistym mozna adaptowaé do wykrywania wirusa Y ziemniaka bezposrednio
w bulwach. Z bulw trzech umiarkowanie podatnych odmian ziemniaka izolowano RNA i wykonano
test RT-qPCR. Te same bulwy badano za pomocg préby oczkowej, DAS-ELISA na kietkach oraz
DAS-ELISA na ekstraktach z bulw.

Wyniki i dyskusja. W 2015 roku zaden z Wykonawcow nie wykryt w badanym materiale obecnosci
PLRV. Porazenie PVM, oceniane prébg oczkowg byto niskie. Wyniki z 2015 roku potwierdzajg dobrg
skutecznos¢ wykrywania PVM bezposrednio w bulwach i w kietkach, obserwowang w ubiegtych
latach. Porazenie wirusem Y byto wysokie u wszystkich wykonawcow. Wykonawcy I-Il potwierdzili
niskg skutecznos¢ wykrywania PVY bezposrednio w bulwach. Byta ona natomiast wysoka
u Wykonawcy lll. Podobnie jak w przypadku PVY, wyniki testowania kietkdw byty zgodne z prébg
oczkowa. W 2015 r. wykonano badanie przydatnosci RT-qPCR do wykrywania wiruséw bezposrednio
w bulwach. Wbrew oczekiwaniom, test ten byt kilkakrotnie mniej skuteczny niz préba oczkowa
i badanie kietkéw oraz dwukrotnie mniej skuteczny niz badanie bulw testem ELISA. Uzyskany wynik
Swiadczy najprawdopodobniej o tym, ze konieczne jest podjecie prac nad opracowaniem metody
izolacji RNA z bulw ziemniaka.

Temat badawczy 4.

Materiaty i metody. Dla konserwatywnych regionéw genomu PVM zaprojektowano trzy pary
starterow (M1-3), ktére testowano w reakcji RT-PCR i poréwnywano do starterdw literaturowych.

Wyniki i dyskusja. Badane startery poréwnywano ze starterami CH opublikowanymi przez Croslin
i Hamlin (2011). Pary M1, M2 oraz CH promowaty amplifikacje produktu PCR o dtugosci zgodnej
z przewidywang. Natomiast dla pary M3 nie obserwowano powstawania produktu reakcji PCR.
Dlatego wykluczono te pare z dalszych prac. Czuto$é¢ zaprojektowanych starterow M1 i M2
porownywano z czutoscig starterdw CH. Na podstawie wykonanych badan, stwierdzono, ze
optymalng parg starteréw do wykrywania PVM jest para M2.

Temat badawczy 5.

Materiaty i metody. Poréwnanie czutosci prowadzono na rozcieficzeniach sokdw uzyskanych z lisci
roslin ziemniaka zainfekowanych PVY i z roslin zdrowych (kontrola negatywna). Soki rozciericzano za
pomocg buforu fosforanowego w zakresie od 10 razy do 1 000 000 razy. Kazde rozciericzenie badano
za pomocg testéw paskowych, DAS-ELISA, RT-PCR i RT-LAMP.

Wyniki i dyskusja. Stosujgc testy immunologiczne (DAS-ELISA, testy paskowe) mozna byto wykry¢ PVY
w sokach rozcieniczonych od 10 do 500-krotnie. Czutos$¢ testu RT-PCR byta 100-krotnie wyzsza, za jego
pomocg wykryto PVY w soku 50 000-krotnie rozciericzony. Test RT-LAMP byt 1000 razy bardziej czuty
niz metody immunologiczne i 10-krotnie czulszy niz RT-PCR. Korncowe rozcieniczenie soku, w ktorym
wykryto PVY tg metodg wynosito 500 000 razy.

Analizujgc krzywe annealingu produktu RT-LAMP, stwierdzono, ze test oprdcz wysokiej czutosci,
pozwala rowniez réznicowac serotypy ,,0” i ,,N” wirusa.



