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Od laboratorium do zdrowego sadzeniaka
Przelom w badaniach wirusow jakosciowych ziemniaka

Krzysztof Treder

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — PIB,
Oddziat w Boninie, Pracownia Diagnostyki
Molekularnej i Biochemii, 76-009 BONIN

Konferencja
»otrategia PIORIN na lata 2022-2027. Innowacje wspierajgce polska gospodarke.”
Warszawa, 16 listopada 2021 r.
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e Kierownik Projektu: dr Janina Butrymowicz, CL GIORiIN w Toruniu

e Lider Projektu: Gtowny Inspektorat Ochrony Roslin i Nasiennictwa (GIORiN)
e Partnerzy: Uniwersytet Warszawski, Instytut Lotnictwa, IHAR-PIB, IOR-PIB.
 |HAR-PIB, Oddziat w Boninie — Zadanie 3 oraz podzadanie 6.3
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Zadanie 3 w Fazie A i Podzadanie 6.3 w Fazie B projektu
Zastosowanie molekularnego testu do wykrywania wirusow ziemniaka Y, M, L, S, X, A
oraz wiroida wrzecionowatoS$ci bulw ziemniaka (PSTVd) w sadzeniakach ziemniaka

3 Kierownik zadania:

_' dr hab. Krzysztof Treder

dr Agata Kaczmarek
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Podzadanie 6.3 w Fazie B projektu
Zastosowanie molekularnego testu do wykrywania wirusow ziemniaka Y, M, L, S, X, A

oraz wiroida wrzecionowatos$ci bulw ziemniaka (PSTVd) w sadzeniakach ziemniaka

Zespot z Centralnego Laboratorium GIORiIN w Toruniu

Kierownik projektu: dr Janina Butrymowicz
Wirusolodzy z Centralnego Laboratorium GIORiIiN w Toruniu:

Kierownik zespotu:

~ 4 mgr Justyna Piecinska

mgr Agnieszka Mocka
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mgr Anna Rosinska
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mgr Marek Wozny

— P i -
» Sbe W . - (N
— Narodowe Centrum ¥ Panstwowa Inspekcja
| N A Ochrony Roélin i Nasiennictwa FITOEXPORT

Badan i Rozwoju Y oot T Geamm AR RRIRaes



Laboratoria PIORIN

Urzedowa ocena weryfikacyjna sadzeniakow ziemniaka
e 12 laboratoriow wykonujacych badanie

e okoto 2500 préb rocznie

e okoto 350 tysiecy bulw do przebadania w sezonie

e badanie za pomocga proby oczkowej i testu ELISA

e wysokie koszty szklarni

U odnowienie infrastruktury szklarniowej Inspekcji - jednorazowy
koszt ponad 30 min

U wysokie koszty utrzymania szklarni (ekonomiczne i srodowiskowe)
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Proba oczkowa i test (%L,

ELISA
Zalety:

e metoda sprawdzona
e wiarygodna

e czufa

Wady:

* Wieloetapowa i dtugotrwata|

e Uprawa roslin w szklarni
e koszty ogrzewania i s N S W € SRRty
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Zastosowanie molekularnego testu do wykrywania wirusow ziemniaka Y, M,
L, S, X, A oraz wiroida wrzecionowatosci bulw ziemniaka (PSTVd) w
sadzeniakach ziemniaka

Cel:

e opracowanie molekularnej metody multipleksowego
wykrywania wirusow i wiroida bezposrednio w
ekstraktach z bulw ziemniaka

e skrocenie czasu wykonania oceny weryfikacyjnej
* docelowo: obnizenie kosztéw oceny weryfikacyjne;
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Kamienie milowe:

S

1.

Dobdr metody izolacji RNA z bulw — 3 miesiac.
Zrealizowane w planowanym terminie.

Optymalizacja warunkow multiplex RT-gPCR — 6 miesiac.

Zrealizowane w 10 miesigcu realizacji projektu.

Optymalizacja warunkow uniplex RT-LAMP — 12 miesiac.

Zrealizowano w terminie dla 6 z 7 patogenow.

Ocena czy mozliwe jest opracowanie multipleks RT-LAMP — 14 miesiac.

Zrealizowane w 18 miesigcu realizacji projektu.

Porownanie skutecznosci testow multipleks RT-gPCR i unipleks lub multipleks

RT-LAMP — 18 miesiac.

Zrealizowane w 20 miesigcu realizacji projektu.
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Skutecznos¢ opracowanych metod w ocenie
weryfikacyjnej sadzeniakéw

B RT-gPCR B RT-LAMP M ELISA B Oczkowa
1.0

1 Stupki przedstawiajg
£ o508 stosunek uzyskany przez
j;;é%%_' podzielenie liczby wynikow
3 §§ ] pozytywnych przez catkowitg
g%go_él_ liczbe badanych bulw.
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RT-gPCR RT-LAMP ELISA  Oczkowa
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Etapy opracowanej metody multipleks RT-qPCR:

1. Pobranie ok 50 mg tkanki z bulwy do 2 ml probowek lub studzienek
ptytki o 96 dotkach, 2 ml kazdy

2. Jednoczesna homogenizacja prob na homogenizatorze (3 min dla
48/96/4x a nawet 6x 96 prob)

3. lzolacja RNA za pomocg robota KingFisher (1h dla 96 prob
jednoczesnie)

4. Wykrywanie wirusow i wiroida w 2 reakcjach multiplex RT-gPCR:
jednej dla wiruséw Y, Li M i drugiej dla wirusow S, A, X i wiroida
PSTVD. (1,5h dla 96 lub 386 proéb)

5. Jednoczesnie wykrywane jest mRNA genu referencyjnego — oksydazy
cytochromowej (COX)
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Mierzalne efekty realizacji Zadania 3:

 Liczba patogenow dla ktorych opracowana zostata metoda - 7.

 Liczba opracowywanych metod: 2 (RT-gPCR, RT-LAMP).

e Liczba metod porownywanych - 3 (proby oczkowe zakoriczone
testem ELISA, RT-gPCR, RT-LAMP).

e Liczba metod przygotowanych do wdrozenia w PIORIN - 1.
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Ocena mozliwosci wdrozenia wynikow realizacji zadania

e Gotowa do wdrozenia zautomatyzowana metoda izolacji RNA z
bulw i z lisci ziemniaka. Zalecana. Wdrozona w CL w Toruniu.

e Gotowy do wdrozenia test multiplex RT-qPCR na 7 patogendow
(w postaci 2 reakcji — tetra i tripleksowej). Zalecany. Wdrozony
w CL w Toruniu.

e Gotowe do wdrozenia testy unipleksowe RT-LAMP na wirusy Y,
L, M, S, A, X oraz na wiroid PSTVd. Testy LAMP mozna
wykorzystac w razie watpliwosci, jako dodatkowe potwierdzenie
obecnosci spornego patogena.
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Aparatura konieczna do wdrozenia metody w laboratoriach PIORiIN

* Homogenizator do jednoczesnej homogenizacji
fragmentow pobranych z 200 bulw

 Robot do jednoczesnej izolacji kwasow
nukleinowych z 96 préb
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Aparatura konieczna do wdrozenia metody w laboratoriach PIORIN

e Stacja pipetujgca do sktadanie reakcji
RT-gPCR na ptytach 384-dotkowych

 Termocykler czasu rzeczywistego
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Dlaczego przetom ?

e Czas wykonania 1 proby — skrocenie z 5-6 tygodni do 2-3
dni
e Okres wykonywania oceny weryfikacyjnej sadzeniakow
w laboratoriach
U obecnie — sierpien- marzec

U przy automatyzacji procesu badawczego — skrécenie
do 2-3 miesiecy
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Dlaczego przetom ?

e Dtugofalowo - obnizenie kosztow badan
U Szacunkowy jednorazowy koszt doposazenia jednego

laboratorium — ok 800 000 zt

U Mozliwosc ograniczenia liczby laboratoriow
wykonujgcych certyfikacje

U Koszt odnowienia infrastruktury szklarniowej GIORIN
— ponad 30 min zt
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Dlaczego przetom ?

 Obnizenie pracochtonnosci badan — dzieki automatyzacji beda
wymagaty mniejszej liczby specjalistycznego personelu

e Opracowana metoda
U wpisuje sie w najnowsze trendy w diagnostyce laboratoryjnej
U wykorzystuje najnowoczesniejsze rozwigzania technologiczne
U jest zgodna ze standardami miedzynarodowymi

e Zakupiona aparatura bedzie wykorzystana w laboratoriach GIORIN
do wielu innych badan
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