Projektowanie starterow i porownanie czutosci uzyskiwanej za ich pomoca. Za pomocg programu LAMP Designer (Premier Biosoft) opracowano trzy zestawy starterow do
wykrywania PVY (Y2, Y4, Y5). Startery te zostaty porownane pomiedzy sobg oraz ze starterami opisanymi w literaturze (Almasi i in., 2012, Nie, 2005). W celu poréwnania czutosci
wykrywania PVY za ich pomocg, totalne RNA izolowane z roslin zainfekowanych PVY doprowadzono do 100 pg/1ul i seryjnie rozcienczono do 10 fg/1ul. Po 1 ul takich rozcienczen
dodano do mieszaniny reakcyjnej RT-LAMP (25 ul), ktora zawierata startery: 1,5 ymol FIP | BIP (wewnetrzne); 0,75 ymol LF i LB (zapetlajgce); 0,375 ymol F3 | B3 (zewnetrzne) oraz
15ul Isothermal Mastermix Fluorescent Dye (1S0-13001, Novazym) i 10 U odwrotnej transkryptazy (OptiGene). Amplifikacja byta prowadzona w 65°C przez 30 min. Specyficznosc
uzyskanych produktow analizowano przez wyznaczenie temperatury przytgczania nici powstatego produktu w gradiencie temperatury 95°C-80°C (0,05°C/s). Oba etapy, jak rowniez
monitorowanie fluorescencji w czasie rzeczywistym przeprowadzono za pomocg urzadzenia Genie Il (OptiGene). Odczyty fluoroscencyjne eksportowano do programu Excel (MS
Office), a krzywe amplifikacji wykreslono stosujgc oprogramowanie GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.). Kontrolami byty proby RNA izolowane ze zdrowych roslin oraz reakcje
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WSTEP

Celem przeprowadzonych w Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii badan byt dobor optymalnych starterow do szybkiego wykrywania wirusa Y ziemniaka (PVY) za pomoca
RT-LAMP oraz adaptacji procedury izolowania RNA z badanych prob do warunkow polowych.

MATERIALY | METODY

slepe, do ktorych zamiast RNA dodano wode. Dla zestawu Y4 testowano wptyw stezenia | wzajemnych proporcji kazdej z trzech par starterow na skutecznosc reakciji.

Optymalizacja izolacji RNA. W celu izolacji RNA opracowano metode polegajgca na wykorzystaniu mikrosfer magnetycznych. Procedure izolacji RNA na krzemionce (Zacharzewska i
inni 2014) zmodyfikowano pod katem szybkosci izolacji i adaptacji do wykonania w warunkach polowych. W tym celu krzemionke zastgpiono mikrosferami magnetycznymi.
Wykorzystano bufory L6 | L2 wytworzone w sposob opisany przez Boom i inni (1990). Izolacje wykonano wedtug Malinowskiego (1997). Sok z lisci (0,1 ml) dodano do probowek
zawierajgcych 0,05 ml zawiesiny kulek magnetycznych w 0,9 ml buforu L6. Probowki delikatnie wytrzgsano, inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej, i umieszczono na
statywie magnetycznym. Supernatant odrzucano, a osad przemywano dwukrotnie przy uzyciu 1 ml buforu L2, dwukrotnie 1 ml 70% etanolu i raz 1 ml acetonu. Etapy przemywania
sktadaty sie z mieszania poprzez odwrocenie probowek, a nastepnie umieszczenie w statywie magnetycznym. Osad suszono 10 minut w temperaturze 56°C w termobloku. Mikrosfery
magnetyczne zawieszano w 0,05 ml sterylnej wodzie, delikatnie wytrzgsano i inkubowano przez 10 minut w temperaturze 56°C. Kulki magnetyczne osadzono przy pomocy statywu
magnetycznego, a supernatant zebrano. W celu adaptacji RT LAMP do warunkow polowych konieczne byto opracowanie metody szybkiej izolacji RNA, dlatego podjeto probe skrocenia

izolacji. Zastosowano cztery warianty w ktérych pominieto etap przemywania acetonem, suszenia osadu oraz skrocono czas inkubacji RNA w 56°C do 5 min. (tab. 1).
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Rysunek 1. Porownanie czutosci opracowanych starterow do testu LAMP ze starterami literaturowymi.
Opracowane startery : Y2, Y4 i Y5. Startery literaturowe: Almasi i Nie. Czutos¢ detekcji za pomocg réznych
zestawoOw starterow wyrazona jako zaleznosSC¢ czasu potrzebnego (w sekundach) do uzyskania pozytywnego

wyniku od logarytmu stezenia catkowitego RNA. Zdrowe rosliny — zdrowa, kontrole negatywne z wodg zamiast
RNA — slepa.

Tabela 1. Zastosowane cztery warianty izolacji RNA

Wariant 1 Wariant 2 Wariant 3 Wariant 4
Objetos¢ soku (mil) 0,2 0,2 0,1 0,1
. , 2XL2 1 x L2 2xL2 1 x L2
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Rysunek 2. Skutecznos¢ wykrywania PVY za pomocg uktadu buforow z solg chaotropowg na mikrosferach

magnetycznych.

Zdrowa — RNA izolowane ze zdrowych roslin, slepa — do reakcji dodawano wode zamiast RNA.

WNIOSKI

1. Opracowano bardzo czuty zestaw starterow (Y4) do reakcji RT-LAMP, pozwalajgcy na wykrycie PVY w cigagu 10-20 minut.
2. Opracowano szybki sposob izolacji RNA, mozliwy w warunkach polowych.

3. Catkowity czas wykonania testu w oparciu o powyzsze modyfikacje wynosi mniej niz 40 minut.



