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OPRACOWANIE STARTERÓW DO WYKRYWANIA WIRUSA M ZIEMNIAKA 
                           ZA POMOCĄ RT- PCR
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WYNIKI

Rys. 2–VWpływVstarterów/Vx%Vjµg;VLhVj4gViVLvVjxgVnaVczułośćVwykrywaniaVPVLVmetodąV
RT9PxR–V ŚcieżkiV h9K;V hD9krotneV seryjneV rozcieńczeniaV odV hDDV ngV doV hDV fgV RNµV
dodanegoVdoVodwrotnejVtranskrypcjiVjRTgVwVreakcjiOVścieżkaV’V–VdoVreakcjiVRTVdodanaV
woda;VaVnieVRNµVjślepaVRTgOVścieżkaVhDV9VreakcjaVPxRVuzupełnionaVwodąVzamiastVcqNµV
jślepaVPxRg;VścieżkaVhhV9VreakcjaVuzupełnionaVoVRNµVwyizolowaneVzeVzdrowychVroślin;V
poddaneVodwrotnejVtranskrypcjiViVamplifikowaneVprzezVPxRVjkontrolaVnegatywnag–VLV
9VmarkerVNovaVhDDVbpVqNµVjNovazymg;VmiędzyVhDD9hDDDVpzVcoVhDDVpz;VpowyżejVhDDDV
pzV–VjedenVprążekVoVwielkościVhSDDVpz–

Stwierdzono;V żeV najbardziejV konserwatywnąV częściąV genomuV jestV b09końcowyV regionV obejmującyV genV białkaV
płaszcza;VbiałkoVhb_ViVb09końcowyVregionVniekodujący–VqlaVtegoVregionuVzaprojektowanoVdwieVparyVstarterówV–V
LhViVLv–VTrzeciąVparęVLbVzaprojektowanoVdlaVregionuVleżącegoVwVpołowieVgenomuVPVLVjTablelaVhg–V4adaneV
starteryV porównywanoV zeV starteramiV x%V opublikowanymiV przezV xroslinV iV %amlinV jvg–V ParyV Lh;V LvV orazV x%V
promowałyV amplifikacjęV produktuV PxRV oV długościV zgodnejV zV przewidywaną–V NatomiastV dlaV paryV LbV nieV
obserwowanoV powstawaniaV produktuV reakcjiV PxR–V StarterV LbRV jestV zdegenerowanyV wV bV pozycjiV liczącV odV
końcaV b’;V coV mogłoV negatywnieV wpłynąćV naV efektywnoćV amplifikacjiV przezV paręV Lb–V qlategoV wykluczonoV tęV
paręV zVdalszychVprac–VxzułośćV zaprojektowanychVstarterówVLhV iVLvVporównywanoVzVczułościąV starterówVx%V
jRys–Vvg–VqlaVparyVstarterówVx%VproduktVamplifikacjiVobserwowanoVdoVhDVpglreakcjęVjRys–Vvµ;VścieżkaVSg–VObaV
starteryV LhV iV LvV promowałyV amplifikacjęV produktuV PxRV doV hV pgV RNµlreakcjęV jRys–V v4x;V ścieżkiV 3g–V *ednakV
wydajnośćVamplifikacjiVuzyskanaVzaVpomocąVparyVLvVbyłaVwiększaVjRys–Vvx;VścieżkaV3g–VŻadnaVzVbadanychVparV
starterówVnieVamplifikowałaVproduktówVniespecyficznychVwVobecnościVhDDVngVRNµVizolowanegoVzeVzdrowychV
roślinV jRys–V vµ4x;V ścieżkaV hhg–V RównieżV wV reakcjach;V doV którychV nieV dodanoV RNµV naV etapieV odwrotnejV
transkrypcjiV jRys–V vµ9x;V ścieżkaV ’gV lubV cqNµV naV etapieV PxRV jRys–V vµ9x;V ścieżkaV hDgV nieV powstałyV produktyV
niespecyficzne–VŚwiadczyVtoVtym;VżeVwszystkieVbadaneVstarteryVsąVspecyficzneViVnieVtworząVdimerówVstarterów–V
NaVpodstawieVwykonanychVbadań;Vstwierdzono;VżeVoptymalnąVparąVstarterówVdoVwykrywaniaVPVLVjestVparaV
Lv

WV celuV zaprojektowaniaV uniwersalnychV starterówV doV wykrywaniaV PVL;V konserwatywneV regionyV genomuV
wirusaV identyfikowanoV poprzezV dopasowanieV sekwencjiV dostępnychV wV bankuV genówV zaV pomocąV programuV
7enieousVj4iomattersg–VqlaVtychVregionówVzaprojektowanoVparyVstarterów;VktórychVskutecznośćVbadanoVtestemV
RT9PxR–V ZV liściV roślinV zainfekowanychV PVLV RNµV izolowanoV wgV ZacharzewskaV iV in–V jhg–V UzyskaneV RNµV
doprowadzonoV doV hDDV nglhµlV iV seryjnieV rozcieńczonoV doV hDV fglhµl–V SyntezęV cqNµV wykonanoV zaV pomocąV
ReverseVVerteV_itVzVprzypadkowymiVheksameramiVwg–VzaleceńVproducentaVjNovazymg–VqoVreakcjiVłańcuchowejV
reakcjiVpolimerazyV jPxRgVwykorzystanoVv;SVµlV cqNµ–VLieszaninaVPxRVpozaVcqNµVwVkońcowejVobjętościVhDV µlV
zawierała/VvVmLVLgxlvOVtrójfosforanyVnukleotydówVjdµTP;VdxTP;Vd7TPViVdUTPgVwVstężeniuVD;vVmLVkażdyOVD;SV
N9glikozydazyVurydynowejVj4iolinegOVD;5VµLVstartery;VhxVbuforVpolimerazyViVh;vSVUVpolimerazyV7oTaq®V%otVStartV
jPromegag–VReakcjęVwykonywanoVwgVnastępującegoVprofiluVtermicznego/VwstępnaVdenaturacjaV–VbVminVwV’S°x;V
bSVcykliVzłożonychVzVdenaturacjiVprzezVhVminVwV’5°xOVprzyłączaniuVstarterówVwVSS°xVprzezVhVmin;VwydłużaniuV
starterówV wV 'v°xV przezV hV min–V _ońcoweV wydłużanieV prowadzonoV przezV SV minV wV 'v°x–V ProduktyV reakcjiV
rozdzielanoVzaVpomocąVelektroforezyVwVh;S-VagarozieVjh5DVVprzezV5DVming–VŻeleVbarwionoVzaVpomocąVbarwnikaV
7el7reenVj4iotiumgV iVproduktVreakcjiVwizualizowanoVpoprzezVwzbudzenieV fluorescencjiVkompleksuVbarwnikaVzV
qNµVprzyV5'DVnmVzaVpomocąVtransiluminatoraV4lueV4oxVjInvitrogeng–VŻeleVdokumentowanoVzaVpomocąVaparatuV
NikonV q’DV zV zastosowaniemV pomarańczowegoV filtru–V xzułośćV badanoV dlaV opracowanychV starterów–V qoV
porównaniuVwybranoVstarteryVopracowaneVprzezVxrosslinViV%amlinVjvg–
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WirusVLVziemniakaVjPVLgVjestVsprawcąVmozaikiVkędzierzawejVziemniakaViVmożeVpowodowaćVbD-VstratyVplonu–V
WiększeVspadkiVplonuVmogąVwystąpić;VjeżeliVwirusVinfekujeVroślinyVporażoneVinnymiVpatogenami–VWVbadaniachV
własnychVstwierdzono;VżeVzaVpomocąVliteraturowychVstarterówVdoVwykrywaniaVPVLVzaVpomocąVtestuVRT9PxR;VV
niektóreV polskieV izolatyV poloweV PVLV nieV sąV wykrywane–V qlategoV podjętoV praceV nadV opracowaniemV nowychV
starterówVdoVwykrywaniaVtegoVwirusaVwVoparciuVoVkonserwatywneVregionyVjegoVgenomu–

Tabela 1.VSekwencjeViVpozycjaVwVgenomieVPVLVwłasnychVparVstarterówVLh9LbVorazV
starterówV x%;V zaprojektowanychV przezV V xrosslinV iV %amlinV jvDhhg–V qlaV każdejV paryV
podanoVwielkośćVspodziewanegoVproduktuVPxRVwVliczbieVparVzasadVjpzg–V

WNIOSKI
1.VParyVstarterówVLhViVLvVwykrywałyVPVLVzVczułościąVwiększąVoVrządVVwielkościVodV
paryVstarterówVliteraturowychVx%–
2. WydajnośćVamplifikacjiVbyłaVnajwyższaVdlaVparyVLv–
3. OptymalnąVparąVstarterówVdoVwykrywaniaVPVLVjestVparaVLv

fV9VpozycjęVpodanoVdlaVreferencyjnegoVgenomuVPVLVoVnumerzeVakcesyjnymVNx_DDhb3h–vVwV
bankuVgenówVNarodowegoVxentrumVInformacjiV4iotechnologicznejVjNx4I;VUSµg–

1 5rr 1hrrr 1h5rr 2hrrr 2h5rr 3hrrr 3h5rr 4hrrr 4h5rr 5hrrr 5h5rr 6hrrr 6h5rr 7hrrr 7h5rr 8hrrr 8h546

1GnEU6r4672nePVr273A
2GnJX678982nePVMo352A
3GnNC_rr1361neRussiannwildA
4GnHM854296ne4Yrr7A
5GnKJ194171neDelo144A
6GnAJ437481neHangzhouA
7GnJN835299neGansuA
8GnAY311394neUranA
9GnAY311395neM57A

Rys. 1.VqopasowanieVsekwencjiVgenomowychVRNµVszczepówVPVL–VPokrewieństwoVfilogenetyczneVoznaczonoV
naV niebiesko–V PodanoV numeryV akcesyjneV sekwencjiV izolatówV wV bankuV genówV NarodowegoV xentrumV
InformacjiV 4iotechnologicznejV jNx4I;V USµg–V WV nawiasachV podanoV nazwyV izolatów–V _olorV czarnyV oznaczaV
regionyV oV identycznejV sekwencjiV nukleotydowej;V kolorV szaryV oznaczaV regionyV oV dużymV podobieństwieV
sekwencji–V NadV dopasowaniemV sekwencjiV umieszczonoV wykresV obrazującyV koloremV zielonymV regionyV
konserwatywne–VNumeryVnadVwykresemVokreślająVsekwencjęVgenomuVwVliczbieVnukleotydów–
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