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WSTEP

Czutos¢ w wykrywaniu wirusoOw metodami molekularnymi gtownie uzalezniona jest od jakosci 1 1losci wyizolowanego RNA. Istnieje wiele metod 1zolacji kwaséw nukleinowych z roslin.
Przygotowanie prob oraz koszt ekstrakcji RNA moze by¢ glownym problemem dla skutecznego dostosowania RT - PCR do rutynowego badania bulw. Celem doswiadczenia byto dostosowanie
r¢czne] metody 1zolacji RNA z tkanek ziemniaka przy uzyciu krzemionki. Do badan wybrano wirusa Y ziemniaka (PVY) z powodu jego obecnie najwigckszego zagrozenia upraw ziemniakow.

MATERIALY | METODY

Materialem badawczym byty losowo zebrane liscie roslin ziemniaka porazone wirusem PVY. Z proby zbiorczej odwazano
po 100 mg tkanki 1 uzywano jako zrodito do 1zolacji RNA, zas w metodzie 1zolacji na krzemionce wykorzystano sok z
roslin (ok. 50 pl). Izolacja RNA przy uzyciu komercyjnych zestawow byla wykonana wg firmowych protokoilow.
Wszystkie 1zolacje byly wykonane w dwoch powtorzeniach. Przetestowano nastepujgce zestawy : NucleoSpin® RNA
Plant (Macherey-Nagel), Isolate Plant RNA (Bioline), Plant RNA MiniKit (Syngen), GeneJet RNA Purification (Thermo
Scientific), Zestaw do 1zolacj1 catkowitego RNA z bakter1i, hodowli komorkowych, tkanek 1 krwi (A & A Biotechnology),
RNA 3-zone (Novazym). Zestawy oparte o kolumienki byty bardzo wygodne 1 pozwalaly na szybkie oczyszczenie RNA.
We wszystkich nalezalo homogenizowac tkanke w cieklym azocie na jednolity proszek. Typowa objetos¢ elucji RNA
wynosita 50 ul. Wsrod wybranych zestawow najtanszy byl odczynnik RNA 3-zone, zas najdrozszy (7 - krotnie wyzsze
koszty na probe¢) — zestaw NucleoSpin RNA Plant (Tabela 1).

WY NIKI

Wszystkie testowane metody pozwolily na i1zolacj¢ dobrej jakosci, niezdegradowanego RNA. Jednak w wigkszosci
preparatow widaC wyrazne zanieczyszczenie genomowym DNA. Preparaty analizowano w zelu agarozowym przed (Rys.
1A) 1 po trawieniu deoksyrybonukleazg I (Rys. 1B). Najwygodniejsze byty kity NucleoSpin RNA Plant oraz Plant RNA
MiniKit. Izolacja w obu przypadkach zostala zrealizowana w ciggu 30 minut, ale data tylko 15 ng RNA. Dluzszy czas
1zolacj1 (60 min) przy uzyciu zestawu GeneJet RNA Purification zostat zrekompensowany przez bardzo tatwg procedure 1
dobrag wydajnos¢ RNA (26 ug). Aby sprawdzi¢ czy wybor metody 1zolacji RNA moze wplywac¢ na czutos¢ wykrywania
PVY za pomocg RT-PCR wszystkie RNA doprowadzono do 100 ng/ml 1 10-krotne rozcienczano do lpg/ml. Dla
uproszczenia kwasy nukleinowe wyizolowane przy uzyciu krzemionki rozcienczano tak samo, wigc catkowita wartosc

RNA dla tej metody byta nizsza. Syntez¢ cDNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu do odwrotnej transkrypcji Super
Verte Kit (Novazym). DNA amplifikowano w reakcji PCR przy uzyciu starterow Y5-F oraz Y-5R generujacych produkt Rys. 1. Wptyw metody izolacji na jakos¢ RNA

Elektroforeza calkowitego RNA w 1,5% zelu agarozowym. Preparaty RNA poddano
elektroforezie bezposrednio po izolacji (A) 1 po trawieniu DNaza I (B).

1— Macherey-Nagel; 2 — Thermo Scientific; 3 — Novazym Polska; 4 — Syngen;

wielkosci 159 pz. Przy wyzszych stezeniach RNA wszedzie byt widoczny wyrazny prazek, jednak w najnizszym st¢zeniu
RNA (1pg/ml calkowitego RNA) staby, ale specyficzny prazek wykryto tylko w probkach RNA 1zolowanych przy uzyciu

krzemionki, zestawu GeneJet RNA Purification oraz zestawu Plant RNA MiniKit (Rys. 2). 5 A & A Biotechnology; 6 — Bioline, 7 — Krzemionka .
Powielone sciezki odpowiadajg dwom niezaleznym 1zolacjg wykonanym w ten sam sposob.
NucleoSpin® RNA Plant GenedJet RNA Purification RNA 3-zone
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 B 7 8 M1 2 3 4 5 6 7 8 M Tabela 1 Porownanie kosztow 1 wydajnosci roznych zestawow do 1zolacji RNA
Zestaw A B C D E F G
Rosztizolacyt 150 118 25 67 84 155 46
(z})
Czaswzolacyt 50 5 150180 30 45 50 50
(min)
Wydanose 31 050 067 030 049 026 06l
[mg/ml]
- o Czystosc
Plant RNA MiniKit Total RNA Min Isolate Plant RNA (stosunek 217 209 200 213 217 213 187
M 1 2 4 5 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 ¢ 8 M1 2 3 4 5 6 7 8 260/280)

A — NucleoSpin RNA Plant, B — GeneJet RNA Purification, C — RNA 3-Zone, D — Plant
RNA MiiKit, E — A&A, F — Isolate Plant RNA, G — silica

WNIOSKI

Silica capture 1. Najwyzsza czutosc detekej1 PVY osiagnigto stosujac RNA wyizolowane
na krzemionce oraz przy uzyciu komercyjnych zestawow - Plant RNA
Rys. 2. Oznaczenie czuto$ci wykrywania PVY przez RT-PCR w probkach RNA MiniKit (Syngen) 1 GeneJet RNA Purification (Thermo Scientific).
wyizolowanych r6znymi metodami.
Rozdziat elektroforetyczny produktow amplifikacji DNA uzyskanego po odwrotne; 2. Izolacja RNA na krzemionce jest rOwnie wiarygodna 1 optacalna jak przy

transkrypcji RNA wirusa Y z uzyciem starterow Y 3.

Sciezka 1-6 — 10-krotne seryjne rozciefczenia ilosci od 100 ng do lpg RNA
dodawanych do odwrotnej transkrypcji; 7 — proba slepa 8 — kontrola negatywna RNA
wyizolowane ze zdrowych roslin; Sciezka M 1-kb DNA Ladder. 3. Procedura z wykorzystaniem krzemionki idealnie nadaje si¢ do

rutynowe] oceny stanu zdrowia roslin in vitro.

uzyciu komercyjnych zestawow do 1zolacji RNA.
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