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Izvle¢ek

Intenzivna monokulturna pridelava kmetijskih rastlin, podnebne spremembe,
globalno trgovanje in evolucijska sposobnost patogenov prilagajanju na spremembe
so glavni dejavniki pojava rastlinskih epidemij. Neozdravljive bolezni rastlin, ki jih
povzrocajo viroidi, lahko omejijo koli¢ino in kvaliteto pridelka in povzrocijo velike
izgube. Pri tem pomemben dejavnik prepreCevanja Sirjenja predstavljajo
diagnosti¢ne metode s katerimi lahko hitro in zanesljivo odkrivamo viroidne okuzbe.
Zaradi narave viroidov, ki so gola RNA brez kodirajoéega potenciala, njihovo
dolocanje na podlagi prepoznavanja antigen-protitelo ni mogoc¢e. Zato se lahko
uporabljajo le metode na osnovi doloc¢anja nukleinskih kislin. Nekatere med njimi
so lahko zamudne, zahtevajo uporabo drage opreme in izkuSeno osebje, kar je ovira
za izvajanje detekcije na terenu. Alternativni nacin je uporaba testov pri konstanti
temperaturi, kot sta metoda izotermnega pomnozevanja, posredovanega z zanko
(loop-mediated isothermal amplification, LAMP) in pomnozevanje z rekombinazno
polimerazo (recombinase polymerase amplification, RPA). lzotermni testi so
preprosti, enostavni za izvedbo in zanesljivi ter se jih lahko izvede s hitrimi testi.
Uporaba hitrih testov ima prednost pri testiranju na terenu, ker zahtevajo minimalno
pripravo vzorcev in se izvajajo pri konstantni nizki temperaturi (37—42 °C) brez
uporabe zahtevne opreme. V preglednem clanku so predstavljeni izotermni testi
(LAMP in RPA), ki so primerni za detekcijo na terenu in njihov potencial za
dolocanje viroidov.

Kljuéne besede: LAMP, RPA, detekcija na terenu, viroid

ON SITE DETECTION OF VIROIDS USING METODS
FOR ISOTHERMAL AMPLIFICATION OF NUCLEIC ACIDS

Abstract

Intensive monoculture production of agricultural plants, climate change, global trade
and the evolutionary ability of pathogens to adapt rapidly are main source of current
emergences. Incurable plant diseases caused by viroids can limit crop production and
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quality and can result in significant losses. An important factor in preventing the
spread is represented by diagnostic methods that can rapidly and reliably detect
viroid infections. The nature of viroids, which are naked RNA without any coding
potential, restricts its detection based on antigen-antibody recognition. Therefore,
only nucleic acid detection methods can be applied. Some of them can be time-
consuming, require the use of expensive equipment and technical skills, which may
be an obstacle for field detection. An alternative way is the use of isothermal tests,
such as the loop-mediated isothermal amplification (LAMP) and recombinase
polymerase amplification (RPA). Isothermal tests are simple, easy to perform, and
reliable and can be perform using lateral flow devices. This technology has the
advantage to be implemented in field-based scenarios because tests require a
minimal sample preparation, and are performed at constant low temperature (37—
42°C) without the use of sophisticated equipment. Here we briefly describe
isothermal assays (LAMP and RPA), that are suitable for onsite detection and their
potential for viroid detection.

Key words: LAMP, RPA, field detection, viroid

1 uvoD

Rastline so obcutljive na Stevilne patogene, kot so virusi in viroidi, ki lahko
povzrocijo velike izgube pridelka. Za hitro odkritje povzrociteljev je potrebno razviti
zanesljive diagnosti¢ne metode, da se te izgube zmanjSa. Najenostavnej$i nacin
detekcije predstavlja dolocitev bolezenskih znamenj in kroga gostiteljev. Tezavo
predstavlja dejstvo, da virusi in viroidi ne povzroCajo samo enega tipiCnega
bolezenskega znamenja, kot to da je lahko pri eni bolezni prisotnih vec
povzrociteljev (Bhat in sod., 2022). Zato obstaja potreba po metodah, ki omogocajo
hitro, zanesljivo in hkrati specificno dolocanje rastlinskih patogenov.

In vitro pomnoZevanje nukleinskih kislin, oziroma umetna replikacija genetskega
materiala, se je z razvojem PCR metode (Mullins in sod., 1986) vkljuéilo v vsa
podrocja znanosti o zivljenju, od detekcije patogenov, raziskav raka, kloniranja,
sekvenciranja, genskega inzeniringa, sintezne biologije, forenzike, do razvoja
zdravil in Stevilnih drugih (Li in sod., 2019). Ne glede na Siroke moznosti uporabe
je PCR metoda, ki za svoje delovanje potrebuje izkuseno osebje in sofisticirano
opremo. Posledi¢no se jo lahko uporablja le znotraj zidov laboratorija. Hkrati je
izvedba PCR metod zahtevna, saj je najprej potrebno izvesti izolacijo nukleinskih
kislin, ki ji nato sledi pomnoZevanje in na koncu analiza rezultatov na agaroznem
gelu (Bhat in sod., 2022).

Po drugi strani za pomnoZevanje nukleinskih kislin pri stalni temperaturi z uporabo
izotermnih metod ne potrebujemo termocikli¢nih inStrumentov (Li in sod., 2019).
Ker nenehno segrevanje in ohlajanje ni ve¢ potrebno se skrajsa Cas analize. Prav tako
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so rezultati vidni Ze s spremembo obarvanosti produkta, ko se reakcijski meSanici
doda fluorescentno barvilo (npr. etidijev bromid, SYBR Green |, Picogreen,
propidijev jodid) in je sprememba barve vidna Ze s prostim oesom, zato agarozna
gelska elektroforeza ni ve¢ potrebna (Panno in sod., 2020). Te metode se lahko izvaja
na terenu in v laboratorijih, ki so slabse finan¢no preskrbljeni, vzamejo manj Casa,
proizvedejo pa rezultate primerljive PCR metodam (Bhat in sod., 2022). Zaradi
enostavne uporabe, cene in hitrosti so se tako razvile stevilne metode izotermnega
pomnozevanja. Med najveckrat uporabljene sodijo: NASBA (nag. nucleic acid
sequence-based amplification), SMART (ang. signal-mediated amplification of
RNA technology), HDA (ang. helicase-dependent amplification), RPA (ang.
recombinase polymerase amplification), RCA (ang. rolling circle amplification),
MDA (ang. multiple displacement amplification), LAMP (ang. loop-mediated
isothermal amplification), SDA (ang. strand displacement amplification) in druge
(Li in Macdonald, 2015; Craw in Balachandran, 2012, Li in sod., 2019) (preglednica
1). LAMP in RPA sta metodi, ki se pogosto uporabljata za detekcijo in diagnostiko
rastlinskih povzrociteljev bolezni, med njimi tudi virusov in viroidov, zato jih bomo
obravnavali v nadaljevanju.

Preglednica 1: Seznam izotermnih metod in njihovih znacilnosti

Izotermna Taréa Zadetni T[°C] Cas LOD* Socéasno Liofilizirani
metoda oligonukleotidi [min] [kopije] pomnoZevanje reagenti
NASBA RNA 2 41 60-180 1 DA DA

SDA RNA 4 30-55 60-120 10 DA NE

RCA DNA/RNA 1 30-65 60-240 10 NE NE

HDA DNA 2 65 30-120 1 DA NE

LAMP DNA/RNA  4-6 60-65 20-60 5 DA NE

RPA DNA/RNA 2 37-42 20-40 1 DA DA

*LOD, meja detekcije (ang. limit of detection)

2 LAMP

Metoda izotermnega pomnoZevanja, posredovanega z zanko (loop-mediated
isothermal amplification, LAMP) je metoda pomnoZevanja nukleinskih kislin pri
konstantni temperaturi, ki se uporablja kot alternativa PCR metodam. Uporaba
LAMP je razsirjena v medicini, kmetijstvu in zivilski industriji s postopki, ki
vkljuCujejo analizo mutacij, mikro RNA, identifikacije vektorjev rastlinskih
patogenov, odkrivanje gensko spremenjenih organizmov in Stevilne druge aplikacije
(Notomi in sod., 2000; Panno in sod., 2020). Razlog za razvoj LAMP metodologije
je temeljil na poskusu premagovanja nekaterih pomanjkljivosti PCR metod, ki med
drugim zahtevajo uporabo dragih inStrumentov. Zaradi potrebe po visoki natan¢nosti
temperatur ogrevanja in hlajenja PCR reakcije lahko pri dolo¢anju izbranih tar¢
prihaja do izgube specifi¢nosti. Prav tako je encim polimeraza zelo obcutljiv na
inhibitorje, ki so lahko prisotni v rastlinskih ekstraktih. Nasprotno uporaba LAMP
ne zahteva drage opreme, hkrati pa zagotavlja visoko specifi¢nost, zaradi uporabe
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Stiri do Sest zacetnih oligonukleotidov in robustnosti encima, ki je veliko bolj
odporen na inhibitorje. Zaradi omenjenih razlogov, visoke robustnosti, enostavnosti
in uporabnosti v kontekstu omejenih financnih virov se LAMP pogosto uporablja
kot diagnosti¢na metoda, ki se lahko uporablja tudi na terenu (Panno in sod., 2020).
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Slika 1: Prikaz zacetnih oligonukieotidov (ZO) za LAMP. PoloZaji lokacije
naleganja zacetnih oliognukleotidov so oznaceni z ustreznimi barvami (FIP: smerni
notranji ZO; F3: smerni zunanji ZO; FL: ZO zanke F-Loop; BL: ZO zanke B-Loop;
B3: protismerni zunanji ZO; BIP: protismerni notranji ZO) (povzeto po Panno in
sod., 2020).

Metoda LAMP je osnovana na aktivnosti Bst DNA polimaraze iz Geobacillus
stearothermophilus, ki omogo¢a samo-pomnozevanje in izpodrivanje DNA pri stalni
temperaturi (Notomi in sod., 2000). Reakcija je sestavljena iz dveh korakov: zacetni
korak in kombinacija cikliénega pomnoZzevanja s podaljSevanjem 0ziroma
recikliranjem (Mori in Notomi, 2009). Med pomnoZevanjem se temperatura giblje
od 60 do 65 °C, kar je optimalno za delovanje Bst DNA polimeraze. V zacetni korak
so vkljuceni stirje glavni zacetni oligonukleotidi, dva para zunanjih (F3 in B3) in dva
para notranjih (FIP in BIP) (slika 1). Slednja sta sestavljena iz dveh razli¢nih
zaporedij, ki prepoznata smerno in protismerno verigo tarcne DNA, in sta odgovorna
za iniciacijo reakcije (Notomi in sod., 2000). F3 in B3 sodelujeta v koraku sinteze in
izpodrivanju DNA. Za veéjo ob¢utljivost in hitrost reakcije se uporabljata $e dva
dodatna zacetna oligonukleotida zanke (F-Loop in B-Loop) (slika 1), ki se specifi¢no
vezeta na zanke in sta del koraka elongacije. Nacrtovanje LAMP zacetnih
oligonukleotidov je zelo zahtevno in ro¢no prakti¢no nemogoce, zato so na voljo
$tevilni programi kot na primer Primer Explorer version 5. Ce reakciji dodamo encim
reverzno transkriptazo (navadno je to AMV oziroma »avian myeloblastosis virus«),
dobimo RT-LAMP, ki nam omogoca detekcijo RNA patogenov (Panno in sod.,
2020).
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Med LAMP reakcijo nastane velika koli¢ina ciljne DNA in stranskega produkta.
Obstajata dva osnovna nacina vizualizacije rezultatov. Metode, ki temeljijo na
od¢itavanju rezultatov na koncu reakcije in metode, pri katerih rezultat spremljamo
v realnem Casu. Ker je za LAMP znacilna visoka obcutljivost in omogoca preprosto
vizualno analizo rezultatov (s prostim o¢esom), se v vecini primerov uporabljajo
metode na koncni tocki vizualizacije, kot so agarozna gelska elektroforeza (AGE),
spremljanje spremembe barve ob uporabi barvil (kolorimetrija), spremembe
motnosti zaradi uporabe ionskih indikatorjev ali interkalirajocih fluorescentnih
barvil (npr. SYBR Green I). V realnem casu se lahko meri motnost ali fluorescenco
ze med potekom reakcije, ne da bi ¢akali do konca procesa (Panno in sod., 2020).

V zadnjih 20 letih odkar je bila metoda LAMP razvita, so v uporabo stopile Stevilne
izboljSave in prilagoditve. Zaradi enostavnosti, zanesljivosti, obcutljivosti,
specifiCnosti in dostopnosti preprostih instrumentov so v zadnjih letih uporabo
LAMP usmerili tudi v slabo opremljene laboratorije drzav v razvoju (Panno in sod.,
2020). Da bi Se dodatno poenostavili metodo segrevanja za LAMP reakcijo so
zasnovali grelnik, ki za svoje delovanje ne potrebuje elektri¢ne energije (LaBarre in
sod., 2011). Vecje izboljsave LAMP metode ne temeljijo samo na uporabi v
neznanstvenem kontekstu temve¢ tudi na raziskavah in razvoju, tako so bile v
zadnjih letih razvite Stevilne razli¢ice. Med drugimi so to: LAMP za socasno
dolocanje ve¢ tar¢ (Multiplex LAMP, mLAMP), mikro LAMP za manj$e volumne
vzorcev (micro LAMP, uLAMP), digitalni LAMP, ki omogoca kvantifikacijo
(digital LAMP, dLAMP), elektricni LAMP (electric LAMP, eLAMP), liofiliziran
LAMP (lyophilized LAMP) in §tevilni drugi (Panno in sod., 2020).

Ena izmed zelo uporabnih razli¢ic je povezava LAMP metode s hitrimi testi
detekcije (lateral flow assay, LFA), ki je zelo primerna za uporabo na terenu, ker
bistveno skrajSa ¢as analize brez uporabe sofisticirane opreme. Ta test je po
obcutljivosti podoben detekciji z agarozno gelsko elektroforezo, vendar je hitrejsi in
preprostejsi za uporabo. Ta metoda je osnovana na metodi hibridizacije in reakcije
antigen-protitelo. Uporabi se set stirih zacetnih oligonukleotidov: dva zunanja (F3 in
B3) in z biotinom/ DIG (digoksigenin)/ Tex Red/ FITC (fluorescin izotiocianat) na
5"-koncu oznacena FIP in BIP. Rezultat dobimo po petih minutah, kot obarvano ¢rto
na hitrem testu, ki vsebuje obarvane sinteticne kroglice ali zlate nanodelce vezane
na protitelesa proti biotinu/DIG/FITC. Kompleks LAMP reakcije potuje skozi
vpojno blazinico na hitrem testu, dokler ne doseze testne Crtice in se veze na
protitelesa. Rezultati so vidni v nekaj minutah z vizualizacijo plos¢ice (Soliman in
El-Matboulin, 2010; Rigano in sod., 2014). Ta metoda je zato zelo primerna za
uporabo na terenu, saj je hitra in ne potrebuje sofisticirane opreme. Metoda
kombinacije LAMP in LFA je bila razvita za doloCanje Stevilnih rastlinskih virusov,
za viroide pa po nasih informacijah e ne (Bhat in sod., 2022).

Prednosti LAMP so v hitrosti, delovanju pri konstantni temperaturi, v robustnosti
(dolo¢anje neposredno iz surovih rastlinskih izvleckov), vizualizaciji s prostim
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ofesom, obcutljivost in specificnost je primerljiva z drugimi metodami
pomnozevanja DNA/RNA (kot npr. PCR, RT-PCR, RT-gPCR) hkrati pa za
delovanje potrebuje samo vodno kopel ali grelnik. Glavna omejitev metode LAMP
je zahtevno nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov, zato je razvitih zelo malo
mLAMP. Pri vizualizaciji z elektroforezo obstaja velika verjetnost za kontaminacijo,
ker je nastali LAMP produkt zelo stabilen in se ne razgradi zlahka, to pomeni
moznost prenosa in kontaminacije. Za zmanjSanje verjetnosti za kontaminacijo je
potrebno glavno mesanico LAMP reakcije pripraviti na ledu v manj kot 30 minutah
(Panno in sod., 2020).

Preglednica 2: Seznam razvitih metod RT-LAMP za dolocanje viroidov (povzeto po
Bhat in sod., 2022)

.a -
Viroid 5 o §
(angle§kojme; rod; Gostitelj rgﬁ?,:;ﬁv ,5 ’q:; é 8 «‘-: Reference
druZina) g - 2
g O
Chrysanthemum chlorotic krizantema  AGE, SYBR 90 65 - Park in
mottle viroid (CChMVd) Green | sod., 2013
(Pelamoviroid;
Avsunviroidae)
Chrysanthemum stunt krizantema  AGE 60 63  1000-krat Liu in sod.,
viroid (CSVvd) bolj kot 2014
(Pospiviroid; RT-PCR
Pospiviroidae)
Coconut cadang-cadang oljnapalma AGE 60 60 - Thanarajoo
viroid (CCCVd) in sod.,
(Cocadviroid; 2014
Pospiviroidae)
Columnea latent viroid paradiznik AGE, SYBR 60 65 100do Bhuvitarkor
(CLVd) (Pospiviroid; Green | 2000-krat ninsod.,
Pospiviroidae) bolj kot 2019
RT-PCR
Peach latent mosaic viroid  breskev, AGE 32 63  100-krat Boubourak
(PLMVd) (Pelamoviroid,; sliva, bolj kot asinsod.,
Avsunviroidae) marelica, RT-PCR 2009
hruska,
kutina
Pepper chat fruit viroid paprika, AGE, SYBR 40 65  10-100-krat ~ Tangkanch
(PCFVd) (Pospiviroid; paradiznik Green |, v bolj kot anapas in
Pospiviroidae) realnem Casu RT-PCR sod., 2018
Potato spindle tuber viroid  krompir AGE, SYBR 20-50 65  10-kratbolj  Lenar¢i¢ in
(PSTVd) (Pospiviroid; Green |, v kot RT- sod., 2013;
Pospiviroidae) realnem Casu PCR Tsutsumi in
sod., 2010
Plum viroid I (PIVd-I) sliva kolorimetri¢no, 60 65  enaka kot Bester in
(viroid like RNA) v realnem Casu RT-PCR Maree,

2022
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Metoda RT-LAMP je bila po naSih informacijah razvita za osem viroidov
(preglednica 2). Med njimi so Lenarci¢ in sod. (2013) razvili metodo za dolocanje
PSTVd na terenu, ki omogoca dolocitev v manj kot 1 uri. Pri metodi so uporabili
inStrument za uporabo na terenu (Genie II), ki poleg same izvedbe testa omogoca
tudi odcitavanje rezultatov v realnem casu. Za metode RT-LAMP za dolocanje
viroidov je ¢as detekcije skrajSan na 60 min, hkrati pa je obcutljivost od 10 do 2000-
krat vecja kot z RT-PCR (preglednica 2). Med zadnjimi je bil razvit RT-LAMP za
doloc¢anje slivovega viroida I (ang. Plum viroid I, PIVd-I), ki omogoca hitro
detekcijo brez dolgoro¢ne RNA izolacije (Bester in Maree, 2022). Prav tako so v
omenjeni raziskavi preizkusili zdruzevanje vzorcev, kar lahko tudi do 5-krat zmanjsa
stroske analize. Omenjene razvite metode RT-LAMP so hitre in specifi¢ne, hkrati pa
imajo zaradi Stevilnih hitrih testov za vizualizacijo velik potencial uinkovite
detekcije viroidov in drugih patogenov kar na terenu.

3 RPA

Metoda pomnozevanja z rekombinazno polimerazo (ang. recombinase polymerase
amplification, RPA) je bila razvita leta 2006 (Piepenburg in sod., 2006) in se od
takrat vedno pogosteje uporablja. Razlog za uporabo na Stevilnih diagnosti¢nih
podrogjih je v ugodni ceni (~ 4,2 €/ test), preprosti uporabi, hitrosti (5—20 min) in
obcutljivosti (od 1 do 10 kopij tarce) (Daher in sod., 2016). RPA je zaradi
minimalnih priprav vzorca, nizkih temperatur reakcije (37—42 °C) in komercialno
dostopnih liofiliziranih reagentov primerna za uporabo na odro¢nih lokacijah in delo
na terenu. Uporaba RPA je razSirjena za pomnozevanje razli¢nih tar¢, ki vkljucujejo
RNA, miRNA, ssDNA in dsDNA iz gliv, bakterij, virusov in viroidov, ki lahko
okuzijo Zivali, ljudi in rastline (Lobato in O Sullivan, 2018).

RPA za svoje delovanje uporablja meSanico polimeraz in DNA rekombinaznih
proteinov. Za razliko od koraka denaturacije pri PCR (95 °C), RPA za denaturacijo
uporablja Escerichia coli RecA rekombinazo in protein, ki se veze na enoverizno
DNA (ang. single-strand DNA binding protein, SSB). RPA reakcija se zacne z
vezavo rekombinaznih proteinov iz bakteriofaga T4 na zaCetne oligonukleotide v
prisotnosti ATP (adenozin trifosfat) in faktorjev vezave (slika 2). Tvorijo kompleks
rekombinaze in zacetnih oligonukleotidov, ki na taréni DNA is¢e homologna
zaporedja. Z vezavo kompleksa na taréno DNA se tvori struktura v obliki D-zanke,
ki jo stabilizirajo SSB proteini. VV naslednjem koraku se rekombinaza razstavi in
pusti 3'-koncu dostopen za DNA polimerazo (iz Staphylococcus aureus, Sau DNA
polimeraza) z aktivnostjo zamika verige, ki podaljSa zacetne oligonukleotide (slika
2). Eksponentno pomnoZevanje je dosezeno s cikliénimi ponovitvami RPA reakcije
v manj kot 30 minutah (Babu in sod., 2018; Lobato in O Sullivan, 2018; Li in sod.,
2019).
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Slika 2: Mehanizem delovanja RPA reakcije. Rekombinazni proteini tvorijo
kompleks z vsakim zacetnim oligonukleotidom (ZO; F-ZO: smerni ZO; R-ZO:
protismerni ZO) (A), ki na taréni DNA is¢e homologno zaporedje (B). ZO se veZejo
na tarcno DNA z aktivnostjo zamika verige rekombinaze (C). SSB proteini
stabilizirajo vezavo (D). Rekombinaza se nato razstavi in pusti 3 -konec prost za
DNA polimerazo z zamikom verige (E), ki podaljsa ZO (F). Eksponentno
pomnozevanje je dosezeno s ciklicnimi ponovitvami reakcije (povzeto po Lobato in
O'Sullivan, 2018).

Za razliko od PCR reakcij, ki za delovanje potrebujejo stroge temperaturne pogoje,
RPA reakcija lahko deluje pri konstantni temperaturi okrog 37 °C, zato za svoje
delovanje ne potrebuje sofisticiranih in§trumentov. Reakcija je lahko zakljuc¢ena v 5
do 20 minutah, odvisno od zacetne koliCine tar¢nih zaporedij. Za pomnoZevanje
RNA tar¢ se v reakcijsko meSanico doda reverzno transkriptazo (RT-RPA) in
reakcijo izvede pri 40 do 42 °C, kar omogoca dolocitev tar¢e v 20 minutah (Babu in
sod., 2018). Za uspesen potek reakcije je potrebno specificno nacrtovanje zacetnih
oligonukleotidov in sond, ki nimajo enakih znacilnosti kot zacetni oligonukleotidi za
PCR. Zacetni oligonukleotidi so navadno precej daljsi (od 30 do 35 nukleotidov),
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sonde pa so oznaCene s fluoroforom in duSilcem med katerim je modificiran
nukleotid (tetrahidrofuran (THF)/ dSpacer/ dR skupina). To je mesto kjer sondo
prereze eksonukleaza (Nfo/ E.coli...), kar povzro¢i, da se fluorofor in dusilec lodita.
Posledicno se generira fluorescenti signal, ki ga lahko zaznamo z uporabo
fluorometra (Li in sod., 2019; Bhat in sod., 2022).

Metode detekcije RPA produkta so enake kot pri LAMP metodi, in obsegajo
agarozno gelsko elektroforezo (AGE), hitre teste (LFA) in v primeru detekcije v
realnem casu razli¢ne detektorje fluorescence (Piepenburg in sod., 2006; Lobato in
O’Sullivan, 2018). V primeru uporabe agarozne gelske elektroforeze je potrebno
RPA produkte pred nanosom na gel ocistiti zaradi prisotnosti proteinov, ki lahko
zakrijejo prisotnost produkta (Babu in sod., 2018). Z uporabo z biotionom oznacenih
zaCetnih oligonukleotidov ali ANTP je mozna tudi doloCitev RPA produkta s
spremembo barve (Lobato in O Sullivan, 2018).

Za RPA detekcijo se pogosto uporabljajo hitri testi (LFA), kar je idealno za
doloc¢anje na terenu, saj lahko tako viruse in viroide dolo¢imo v 15 do 30 minutah z
obcutljivostjo od 1 do 10 kopij tar¢e (Lobato in O Sullivan, 2018). Za dolocanje s
hitrimi testi se navadno uporablja dva zacetna oligonukleotida in sondo, ki je na 5°-
koncu oznaCena z antigensko oznako (npr. FAM) in modificirana s THF
nukleotidom. Na tem mestu pride do razreza z Nfo nukleazo, kar spremeni sondo v
zacetni oligonukleotid. Poleg sonde mora biti na nasprotnem koncu tarce zacetni
oligonukleotid ozna¢en na 5'-koncu z drugo oznako (npr. biotinom). Tako nastane
DNA amplikon oznacen z dvema oznakama, ki ga zmeSamo z barvilom in nanesemo
na LFA. Barvilo se veze na amplikon, ki potuje po traku in se s pomo¢jo protiteles
veze na testno ¢rto. Odveéno barvilo se ujame na protitelesa na kontrolni ¢rti. Kot
pozitiven rezultat dobimo obarvano testno in kontrolno ¢rto (Lobato in O"Sullivan,
2018; Bhat in sod., 2022).

Metoda RPA v kombinaciji z LFA (RPA-LFA) je bil razvita za Stevilne rastlinske
viruse (Bhat in sod., 2022) in viroide, kot so HSVd, PSTVd in TCDVd (preglednica
3) (Hammond in Zhang, 2016; Kappagantu in sod., 2017; lvanov in sod., 2020).
Poleg omenjenih je bila RT-RPA metoda razvita tudi za ASSVd, PLMVd in TASVd
viroide (preglednica 3). VV omenjenih primerih so za detekcijo uporabili AGE,
flurometer oziroma kombinacijo s Crispr/Cas 12a. V vseh primerih jim je uspelo
viroide dolo¢iti v 5-30 minutah, Kar je veliko hitreje kot pri uporabi RT-PCR. Kljub
hitrejsi analizi je v ve€ini primerov obcutljivost ostala primerljiva z RT-PCR, tudi v
primeru uporabe hitrega testa pri TCDVd (Hammond in Zhang, 2016).
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Preglednica 3: Seznam RT-RPA metod za dolocanje viroidov (povzeto po Bhat in
sod., 2022)

> <
2 ) -
Viroid % E o §
(anglesko ime; rod; Gostitelj E = E 8 «‘-»: Reference
druzina) E §. — F 2
g 2 ©
< Le)
Apple scar skin viroid jablana AGE 10 42  10-kratbolj  Kimin sod.,
(ASSVd) (Apscaviroid; kot RT-PCR 2021
Pospiviroidae)
jablana Crisp/C 20 37  enaka kot Jiao in sod.,
as 12a RT-gPCR 2020
Hop stunt viroid hmelj LFA 20 39 manj kot Kappagantu in
(HSVd) (Hostuviroid; RT-PCR sod., 2017
Pospoviroidae)
Peach latent mosaic breskev AGE 5 42 1000-krat Lee in sod.,
viroid (PLMVd) bolj kot RT- 2020
(Pelamoviroid,; PCR
Avsunviroidae)
Potato spindle tuber krompir LFA 30 39 do108kopij Ivanov insod.,
viroid (PSTVd) 2020
(Pospiviroid,;
Pospiviroidae)
Tomato apical stunt paradiznik  Fluoro- 20 39 81- kratna Kovalskaya in
viroid (TASVd) meter redgitev Hammond,
(Pospiviroid,; rastlinskega 2022
Pospiviroidae) ekstrakta
Tomato chlorotic dwarf  paradiznik  LFA 19 39 enako kot Hammond in
viroid (TCDVd) RT-PCR Zhang, 2016

(Pospiviroid,;
Pospiviroidae)

Metoda RPA ima Stevilne prednosti, med drugim da za razliko s PCR ni potrebe po
talilni temperaturi zaetnih oligonukleotidov in sond, ker le-ti niso vezani na
temperaturo ampak na encime. Metoda prav tako ne potrebuje sofisticiranih
termocikli¢nih in§trumentov in je primerna za uporabo v platformah pomnozevanja
nukleinskih kislin brez inStrumentov (Babu in sod., 2018; Li in sod., 2019). Zato je
Se posebej primerna za uporabo na terenu. Dodatna prednost je tudi, da so RPA
reagenti liofilizirani, zato za transport in hranjenje ni potrebno hlajenje (Babu in sod.,
2018). Obstaja tudi moznost, da se RPA metoda uporabi za socasnega dolocanje vec
tar¢ (multiplex RPA), kar $e dodatno zmanjsa stroske analize (Bhat in sod., 2022).

Z uporabo fluorescentnih sond lahko rezultate dobimo v realnem Casu po 5 do 15
minutah, brez nevarnosti za kontaminacijo. Prav tako prednost predstavlja direktno
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dolo¢anje DNA in RNA tar¢ iz rastlinskih ekstraktov, brez zamudne izolacije
nukleinskih Kislin. Ne glede na hitrost in preprostost izvedbe RPA reakcije je
obcutljivost RPA in RT-RPA reakcij primerljiva PCR in RT-PCR (Babu in sod.,
2018). Prednost RPA predstavlja tudi toleranca na inhibitorje, DNA iz ozadja in
neujemanja (do 9 nukleotidov razlike med vezavnim mestom zacetnih
oligonukleotidov in sond).

Neujemanje ne predstavlja vedno prednosti, ker lahko posledi¢no prihaja do
nespecificne dolocitve sorodnih vrst (Li in sod., 2019). Med slabosti RPA reakcije
spada detekcija z agarozno gelsko elektroforezo, ker je potrebna velika previdnost
in odstranitev proteinov, kar vzame Cas in predstavlja dodatne stroske. Velika tezava
pri RPA so aerosoli, ki ob odprtju mikrocentrifugirke s produktom predstavljajo
veliko nevarnost za kontaminacijo (Babu in sod., 2018). Ne glede na omenjene
slabosti metoda RPA predstavlja velik potencial za hitro in zanesljivo doloc¢anje
patogenov tako v slabse opremljenih laboratorijih kot na terenu.

4 ZAKLJUCEK

Bolezni rastlin predstavljajo velike omejitve pri vzgoji kmetijskih pridelkov v vseh
pridelovalnih regijah na svetu. Eden od pomembnih dejavnikov preprecevanja
bolezni je zanesljiva identifikacija patogenov in razumevanje njihovih mehanizmov
prenosa. Metode na osnovi dolo¢anje nukleinskih kislin so trenutno najpogosteje
uporabljene diagnosticne metode v rastlinski patologiji. Med njimi je zagotovo
najbolj pogosto uporabljen PCR. Z razvojem izotermnih metod kot sta LAMP in
RPA je doloc¢anje virusov in viroidov postalo precej enostavnej$e. Omenjeni testi se
lahko uporabljajo na terenu, z uporabo rastlinskih ekstraktov in brez uporabe
sofisticirane opreme. Rezultati obeh testov so vidni v realnem Casu z uporabo
prenosnih fluorometrov ali s hitrimi testi (LFA).

V prihodnosti bo potrebno usmeriti razvoj v cenovno ugodne in robustne metode, ki
se bodo lahko uporabljala ne samem mestu vzorcenja. Prav tako bo potrebno razviti
cenovno ugodne prenosne naprave za uporabo na terenu, hitre metode izolacije
nukleinskih kislin in moznost socasnega doloc¢anje vec¢ tar¢ hkrati. Z izbolj$avami in
prenosom tehnologije v enostavne in hkrati cenovno dostopne teste lahko izotermne
metode kot sta LAMP in RPA predstavljajo revolucijo v doloCanju patogenov na
terenu.

Zahvala. Avtorja se za finan¢no podporo zahvaljujeta Javni agenciji za raziskovalno
dejavnost Republike Slovenije (podoktorski projekt §t. Z4-4557; raziskovalni
program P4-0077).
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