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Laﬁcuchowa reakcja polimerazy (ang. PCR — Polymerase Chain Reaction) opracowana na
poczatku lat 80. XX w. zrewolucjonizowata nauki biologiczne i przemyst biotechnolo-
giczny. Ogromny postgp odnotowano réwniez w diagnostyce patogenéw zwierzat i roslin.
Metoda PCR pozwala na namnazanie sladowych ilosci DNA, w sposéb wysoce specyficzny,
zalezny od zastosowanych starteréw. Wykonanie odwrotnej transkrypcji (czyli przepisania
RNA na DNA), jako etapu poprzedzajacego reakcj¢ PCR, umozliwia wykrywanie tg metoda
réwniez wiruséw, ktérych genomy sa zbudowane z RNA.

Mimo niewatpliwych zalet diagnostyka wiruséw oparta na tescie RT-PCR wiaze si¢ z wy-
sokimi kosztami aparatury umozliwiajacej sledzenie reakcji w czasie rzeczywistym. Dlatego
poszukuje si¢ alternatywnych metod amplifikacji DNA, niewymagajacych cyklicznych zmian
temperatury, a tym samym uzycia kosztownych termocykleréw. Jedng z takich metod jest
izotermiczna amplifikacja DNA za posrednictwem tzw. petli (ang. Loop-mediated isothermal
amplification — LAMP).

LAMP jest metoda wysoce specyficzng, w ktérej stosuje si¢ 4-6 starteréw rozpoznajacych
regiony identyfikowanego DNA. Regiony komplementarne, do ktérych przytaczajq si¢ starte-
ry, dobiera si¢ w taki sposéb, ze w przypadku reakcji pozytywnej powstajacy pierwotny pro-
dukt reakcji tworzy petle na obu swoich koncach. W drugim etapie kolejna para starter6w
przylacza si¢ do komplementarnych wzgledem siebie miejsc i inicjuje wymiang jednej z nici
DNA. Zastosowanie trzeciej pary starteréw skutkuje zwigkszeniem czutosci i szybkosci na-
mnazania DNA. Caty proces amplifikacji zachodzi w stalej temperaturze ok. 60-65°C. W re-
akcji kluczowym elementem jest enzym polimeraza DNA majacy zdolnos¢ do wymiany jed-
nej z nici DNA (ang. strand displacement activity). Metoda LAMP pozwala na szybka i nie-
zwykle wydajng amplifikacj¢ DNA, w optymalnych warunkach reakcja zachodzi w ciagu 15-
-30 minut. Obserwacja wynikéw badania moze by¢ prowadzona w czasie rzeczywistym przy
uzyciu aparatéow Real Time PCR oraz gotym okiem w przypadku uzycia odpowiednich od-
czynnikéw chemicznych. Dzigki temu LAMP nadaje si¢ do opracowania szybkich testow
polowych, w ktérych patogeny mozna wykrywac bezposrednio w terenie.

W Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii ZNiOZ w Boninie zaprojektowano
startery i opracowano warunki reakcji LAMP do wykrywania wirusa Y ziemniaka (PVY).
Zoptymalizowana metoda umozliwia wykrycie infekcji wirusowej nawet przy 1 pg RNA z
porazonych roslin w reakcji (rys. 1). Jednoczes$nie nie zaobserwowano reakcji niespecyficz-
nych wzgledem innych wiruséw ziemniaka (rys. 2). Analiza krzywych topnienia produktéw
amplifikacji wykazata obecnos¢ tylko jednego piku, dla préby PVY. Préby zawierajace RNA
pochodzace z PVM, PLRV, PVS i PVX nie ulegly amplifikacji.

22




120k

110k~

100k~

90k -

80k -

70k~

Fluorescencja

60k -

50k -

40k -

30k- : 5 e Lo %

Z)k 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
00:00 02:00 04:00 06:00 08:00 10:00 12:00 14:00 16:00 18:00 20:00 22:00 24:00 26:00 28:00 30:00 32:00
Czas [min]
Rys. 1. Profil amplifikacji prob z rozna ilosciq RNA izolowanego z roslin porazonych PVY
1 — 100 ng/reakcje, 2 — 10 ng/reakcje, 3 — 1 ng/reakcje, 4 — 0,1 ng/reakcje,
5 - 0,01 ng/reakcje, 6 — 0,001 ng/reakcje, 7 — RNA z rosliny zdrowej, 8 — woda
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Rys. 2. Krzywa topnienia produktu amplifikacji RNA w prébie z roslin porazonych PVY
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