Zadanie 58

Opracowanie czutych metod wykrywania najwazniejszych wiruséw ziemniaka
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Temat badawczy 1
Opracowanie metody zageszczania wirusow z wiekszych objetosci poprzez wigzanie czastek wirusa na membranach jonowymiennych B oPCR W |AMP W= ELISA Rys. 3. Poréwnanie skuteczno$ci wykrywania wirusa Y ziemniaka w bulwach,

| | | Rys. 1. Ocena efektywnosci 15097490 68/90 6589 80190 76/90 7090  89/89 82190 75/89 kietkach i w roslinach uzyskanych w prébie oczkowej (liscie) za pomoca testu
RE —— — — — RE —— — — — s — : — " wigzania czastek wiruséw PVM (82%) (76%) (72%)  (89%) (84%) (78%)  (100%)(92%) (84%) ELISA, testu RT-PCR w czasie rzeczywistym (qPCR) oraz testu RT LAMP. Nad
= e = E ] (A, B), PVY (C, D) i PLRV (E, F) do ° stupkami obrazujgcymi procent roslin pozytywnie zdiagnozowanych przez dany
s 2 S z’r(;ia ’Q (A C’ ) oraz z’roi; S (B %‘ test podano liczbe wykry¢ w stosunku do catkowitej liczby badanych roslin i w
. w57 MR ’ ’ = 100- iasi
D, F) za pomocg testu ELISA. Sok > na\;w?sula(.procent chorych.
2 2 2 s . . (] .
= 0. a a — wyjsciowy 20-krotnie = oS- . L4 ., : .
o 0 07 0 007 rozcieficzony buforem do préb = 1. Potwierdzono dobrg zgodnos¢ wykrywania wiruséw w kietkach z probg
ie : : ekstrakt z liéci rodlin porazonych S 50- oczkowy. Wyzsza skutecznoscig miat test koktajl ELISA niz DAS-ELISA dla
" % o- % o badanymi  wirusami. Frakcja = kietkow. Stwierdzono wyzszg skutecznos¢ wykrywania PVM
Sok N2Z la Ila Ila Ib b Ilb Eluat Sok N2Z la Ila Ila Ib Ib Illb Eluat Sok N2Z la Ila Ila Ib Ilb Illb Eluat nieZWiazana Ze Z+Oie'm _ NZ ; bezpos’rednio W bulwach niz W Iis'ciach préby OCZkOWEj.

o s PvM. =loze ® . Pvv Eloze o s PrRV =lofe ® . ' 2. Test RT-gPCR byt bardziej skuteczny w ocenie porazenia lisci, kietkdw i
o g Nach 0.05 M 0.25 M 1M T D Nack 0,05 M 0,25 M 1M o F Nack 0,05 M 0,25 M 1M FrakCJe eluowane bUforem dO b I q y ) J . y ) P ., K del lidci
: : e 6b z 005 M NaCl — I-lla. 0 T T ulw niz RT-LAMP i DAS-ELISA. Najwyzszg skutecznosC wykazat dla lisci.
2 0.6 2 2 06- P , ’ Bulwy Kieftki Liscie
< 10 = Frakcje eluowane buforem z —— —— —— :
: 0,25 M NaCl — I-lllb. Frakgja Lp Mierniki dla tematu badawczego 3 wartos¢ miernika podana w wartos¢ miernika zrealizowana
i s 2 eluowana buforem z 1 M NaCl, opisie zadania
Iz o z 0 I‘g’ 0 2 zageszczona i odsolona na 3.1 ROdzaj tkanek ziemniaka (bulwy, klelkl, liéCie), Z 3 3
ke ke ke filtrze wirowniczym o punkcie ktorych wykrywane bedg wirusy

" Sok N2Z la Ila Ila Ib b Ilb Eluat v Sok N2Z la Ila Ila Ib Ib Ilb Eluat v Sok N2Z la Ila Ila Ib IIb Illb Eluat OdCieCia 10 kDa - Eluat' 3'2 LiCZba badanyCh Wim86w 3 3
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Rys. 4. Krzywe amplifikacji (A-F i temperatury topnienia (F-J) dla
prob z wirusami PVY, PVM, PLRV. PVY. Pojedynczy RT-PCR w
czasie rzeczywistym (A i F) z wykorzystanie starterow RS Y1 —
kolor zielony, PVM na starterach M7 — kolor czerwony, PLRV na
starterach L2 — kolor niebieski, PVY na starterach Cheng Y —
kolor z6tty, PLRV na starterach Cheng L — kolor rdzowy.
Multiplex RT-PCR — wariant 1 (B i G), w ktérym uzyto starteréw
Cheng Y, Cheng L oraz M7, gdzie stezenie starterow Cheng Y
byto dwa razy wyzsze od pozostatych. PVY — kolor zielony, PVM
— kolor czerwony, PLRV — kolor niebieski, mix (PVY, PVM, PLRV) —
kolor czarny. Multiplex RT-PCR — wariant 2 (C i H), w ktorym
uzyto starterow RS Y1, L2 oraz M7, a stezenie starterow RS Y1
byto dwa razy wyzsze od pozostatych. PVY — kolor zielony, PVM
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Rys. 2. Wptyw zageszczania czastek PVY (A), PVM (B) i PLRV (C) na ztozu Q na czutos¢ wykrywania ww. wirusow testem ELISA.
Rozcienczenia soku z porazonych roslin — Sok. Te same rozcieniczenia po zwigzaniu na ztozu Q, elucji 1 M NaCl i zageszczeniu na
filtrach wirédwkowych o punkcie odciecia 10 kDa — Eluat. Liczby nad wykresami (20-2000) oznaczajg rozcienczenia sokow. Suma
sredniej absorbancji w 405 nm i trzykrotnej wartosci odchylenia standardowego obliczone dla prob zdrowych — Prdog. Stupki btedow

reprezentujg odchylenia standardowe. Cycles — kolor czerwony, PLRV — kolor niebieski, mix (PVY, PVM, PLRV) —
Whioski: 5 T —1 kolor czarny. Multiplex RT-PCR — wariant 3 (D i I), w ktorym
1. Czastki wszystkich badanych wiruséw wigzaty sie ze ztozem Q. e | uzyto starterow Cheng Y, Cheng L oraz M7, stezenie starterow
2. Sita wigzania PVM bytfa wysoka a PLRV niska. 5 e | | Cheng Y byto dwa razy mniejsze od pozostatych. PVY — kolor
3. PVY jest niejednorodny tadunkowo i wystepuje w postaci frakcji o réznej sile wigzania do ztoza Q i ztoza S. % sl | zielony, PVM - kolor czerwony, PLRV — kolor niebieski, mix (PVY,
4. Opracowana metoda byfa bardzo czuta w wykrywaniu PVY i PVM, nie wykrywata jednak PLRV. e o 1 PVM, PLRV) - kolor czarny. Multiplex RT-PCR — wariant 3 (E i J),
5. Skutecznie wykrywanie wszystkich badanych wiruséw opracowang metoda wymaga dalszych badan. 1 | w ktorym uzyto starterow RS Y1, L2 oraz M7, gdzie stezenie
® 0 By . . - starterow RS Y1 byto dwa razy mniejsze od pozostatych. PVY —
Lp Miernik dla tematu badawczego 1 wartos¢ miernika podanaw | wartos¢ miernika zrealizowana b e | | __kolor zielony, PVM — kolor czerwony, PLRV — kolor niebieski, mix
opisie zadania a4 (PVY, PYM, PLRV) — kolor czarny.
1.1 Liczba badanych wiruséw 3 3 '

-d(RFU)/dT

Whioski:

1. Pojedynczy RT-PCR w czasie rzeczywistym pozwala na
wykrycie wszystkich badanych wirusow.

2. Multiplex RT-PCR w czasie rzeczywistym nie dziatat

Temat badawczy 2

Ocena wptywu odpornosci odmian ziemniaka na skutecznos¢ wykrywania wirusow w bulwach

Tabela 1. Wptyw odpornosci odmian na wykrywalnos¢ wiruséw, rok 2018, doswiadczenie polowe w Boninie. Liczba krzakow — LK.,

Odpornosc — Odp., Ekstrakty z bulw — B, ekstrakty z kietkow — K, ekstrakty z lisci roslin wyrostych z prob oczkowych — O. : ___ amplitcaon I Mo S N zaréwno na starterach literaturowych jak i starterach
BONIN PVY PVM PLRV T T NN DR U)W T wiasnych.
Odmiana LK Odp. B K O Ofp. B K O Odp, B K O - g L s 3 Starery wigsne wvkiywala bacane wirusy z wiglsza
- B oo § ; E | ; Y A\ T czufoscig niz startery literaturowe.
Quincy 30 3,5 2127 30 3 4 2 4 3,5 1 0 0 o0 4 el JJAM .1 4. Opracowanie multiplex RT-PCR na badane wirusy wymaga
Krasa 30 4 27 27 29 5 2 2 2 6 0 0 0 1000 § / - — -4 __________ __________ dalszych prac.
Fresco 30 5 26 26 27 4 0 0 0 5 0 3 1 o ; = = = 0ty ' ' ' e
Irys 30 5,5 24 27 28 3,5 9 9 9 4,5 1 1 1 e
Karatop 30 6 19 21 21 4,5 0 0 0 / 0 0 1 Lp Miernik dla tematu badawczego 4 wartos¢ miernika podana w wartos¢ miernika zrealizowana
Andromeda 30 6,5 0 1 2 3,5 1 3 2 6 0 0 0 opisie zadania
Gwiazda 30 7 7 7 18 b.d. 3 3 3 7 0 0 0 4.1 Liczba badanYCh WirUSéW 3 3
Zeus 30 7,5 9 14 20 7 1 0 0 6,5 0 0 0
Finezja 30 9 0 0 0 8 0 0 0 7 0 0 0 Temat badawczy 5 Opracowanie testow diagnostycznych do szybkiego wykrywania wirusow
Tabela 2. Wptyw odpornosci odmian na wykrywalnosé¢ wiruséw, rok 2018, doswiadczenie polowe wykonane przez trzech — B Zwowa P zdowa  PWY 1 2 3 4 5 6
niezaleznych wykonawcow (W1-W3). i oy oy iy A Zdrowa  PVY |
2 3 1 2 3 M
PVY PVM PLRV v o S |
Wylf' / P;__-wr!wv— ey Ladad o o0 _ 2o e Gotowane P1 (') ‘ “ " " " v
Odmiana B K O B K O B K @ FEEvgy YYYVVTY yywyyy VYWV NY | 2y S W s
W1-1 7 28 24 26 18 17 0 0 0 mmy o o unnoT nn 20 X | PPCwW W W W W VW
W 1_ 2 1 1 2 6 1 9 1 2 1 2 5 O O O Sok bez ekst;c; - E:rakcja chlorofoPrn:e;Y Ekstrakcja acZet:;em Ekstrakcja octanem Fe::;/Y Kontrola H,0 200 X | \_ —' ‘.\: 'L' i 1k ‘.
W rowa - v ~ |
W1-3 1@ 23 17 16 16 9 0 0 0 B ", 512 3 1 2 3 1 2 3 B Ni Otowane P1 (+) ' ‘{ ‘[ ‘r ' '
' b4 = QW( - -
W1-4 5 22 16 27 26 17 0 0 0 xg VNV VVVY VY , YWYy
W1-5 7 26 20 17 13 11 0 0 0 200xPWVVI Y Www VW VYW [0 P2 (+) ‘ Y Y ¥ V¥ ¥
Sok bez ekstrakcji Chloroform 200 ‘ "
W2-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 B EE EEEE X |
20 x !‘f - - V \5{ z g i F 7 i :.‘él-'&z_:%".
We-2 24 30 30 0 0 2 0 0 0 20X % W ¥ ¥ » ¥ ¥ ¥ » » » Rys. 5. Wplyw gotowania soku (A) na Kontrola woda ;“
W2-3 11 30 30 0 0 0 0 0 0 Aceton octan etylu ~ specyficznoé¢  amplifikacji  PVY w et 84
W3-1 15 30 30 10 3 19 0 0 0 KontrolaH,O W W poréwnaniu z ekstrakcjg chloroformem (B). Rys. 7. Wptyw a-kazeiny na czuto$é wykrywania PVY.
? Zdrowa PVY Rozcieniczania soku z PVY przygotowano w buforze
W3-2 1 2 2 0 0 0 1 0 1 cC Zdr‘z’wa ’ 1 PV2Y . 1 5 3 1 5 3 bez a-kazeiny (-) i z kazeing (+), ekstrahowano
W3-3 12 30 30 16 14 17 0 0 0 - A : chloroformem i 1 pl dodawano do mieszaniny
— 20X !‘ V ' !’ ' v BP reakcyjnej. Proby rozcieficzono 20 (1), 200 (2), 1000
Whioski: ’ Y YWy -
U N . R . ¥ w (3), 10000 (4),100000 (5) i 1 min (6) razy.
1. W dOSW|a.dczer1|u poloyvyrp wykor?anym w Bonlnlg porazenle PVY byto wy.sokle w porownaniu z ubiegtymi sezonami Sl ' " ' ' ' ' Siarczyn Powtérzenia biologiczne - 1-3, techniczne - P1, P2.
wegetacyjnymi, a porazenie PVM i PLRV bardzo niskie, podobnie jak w ubiegtych sezonach. T ‘ ¥ WY WV » TR
2. Temperatury w sezonie wegetacyjnym byty wysokie i stad duze porazenie PVY. oot ’ sodu — ..pf',ca.'(’.". —
3. Dla PVY potwierdzono wptyw wzrostu odpornosci odmian na spadek wykrywalnosci wirusa w bulwach.. ool 2 ' ' YWY ¥V VY VW VW BSA
L warto$¢ miernika podana w e . Rys. 4. Wplyw ekstrakcji rozpuszczalnikami | W W ¥ W W ¥ Kazeina
Lp Mierniki dla tematu badawczego 2 opisie zadania wartos¢ miernika zrealizowana organicznymi na wizualne wykrywanie wirusa PVY za ot . ¥ ¥ 2
£ : ontrola woda ~
2.1 Liczba badanych genotypow ziemniaka 9 9 pomocy  RT-LAMP !oezposrednlo w soku oraz z
27 Liczba badanych wirusow 3 3 ekstraktach z dodatkiem HNB. Kontrola H,0 — do Rys. 6. Wptyw dodatkéw do buforu do préb
reakcji zamiast soku badz ekstraktu dodawano na  wydajno$¢ amplifikacji dla  préb
T t bad 3 WOdQ. Sok nierozcieﬁczony — A. Sok rozcieﬁczony 20 ekstrahowanych chloroformem. Préby
. . - SLAE .a .awczy . _ - i 200 razy — B. Ekstrakcja chloroformem — C. rozcieiczone 200 x w buforze do préb bez S
Badania nad wykrywaniem wiruséw w bulwach i kietkach ziemniaka za pomocg koktajl i DAS-ELISA dodatkéw — BP, z siarczynem sodu, z Rys. 8. Czuto$¢ wykrywania PVY za pomoca
Amplification : : : i - - i i
Tabela 3. Poréwnanie skutecznosci wykrywania wiruséw w bulwach i w kietkach z préba oczkowa. ; -, albuming wotowa — BSA i z alfa-kazeina. flgorescencyjnego RT LAMP bez a-kazeiny i z
01 jej dodatkiem. Reakcje obserwowano do
2018 Wykonawca | Wykonawca Il Wykonawca il 50 I rozciericzenia 100 000 razy.
Y M L Y M L Y M L s 40-2
. . 14 S 50 Whioski:
Liczba roslin 146 146 6 90 20 20 90 90 90 @ 2 1 1. Traktowanie sokow chloroformem lub gotowanie préb usuwa czynnik powodujacy
Oczkowa 96 59 0 60 2 0 62 27 1 o niespecyficzng zmiane koloru btekitu hydroksynaftolowego (HNB) w reakcji RT-
] LAMP
0’ ; ; : : ; ; — ] ) ) N
% 65,8 40,4 0 66,7 2,2 0 68,9 30,0 1,1 °O L maD Zo‘y EREEARR 5'06‘0 2. Zmiana barwy uzyskana po stosowaniu chloroformu jest bardziej wyrazna niz po
Cycles gotowa n | u.
Bulwy 31 98 0 35 0 0 28 26 1 Rys. 9. Wptyw a-kazeiny na skrocenie czasu 3. Sok rozcienczony 200-krotnie stanowi optymalng prébe do wykrywania PVY.
% 212 671 0, 389 0,0 0 311 289 11 wykrycia PVY w soku rozciericzonym 100 000 4. Dodanie a-kazeiny do buforu do prob, istotnie skraca czas wykrycia w probach o
0 razy. Linie fioletowa i niebieska — powtdrzenia niskiej koncentracji PVY.
Zgodne 23 57 0 35 0 0 27 19 1 z a-kazeina, linie ciemno i jasnozielona — bez 5. Czutosc¢ wizualnej detekgji jest taka sama jak za pomocg fluorescencyjnego testu
Kietki a-kazeiny, RT-LAMP.
Koktajl 125 85 0 61 0 1 62 17 0 6. Opracowany kolorymetryczny test RT-LAMP pozwala na wykrycie ,,gotym okiem”
0 niskich koncentracji PVY bez izolacji RNA i bez stosowania kosztownych urzgdzen.
% 85,6 58,2 O’ 67,8 0,0 1,1 68,9 18,9 0,0
Zgod 88 52 0 60 0 0 62 15 0 D P :
sodne Lp Miernik dla tematu badawczego 5 wartos¢ miernika podana w wartos¢ miernika zrealizowana
Kietki DAS 116 79 0 60 0 0 62 22 0 opisie zadania
% 79,5 541 %’ 66,7 0,0 0,0 68,9 24 4 0,0 5.1 Liczba o!:)tymalizowanych param-et’réw (.ekstrakcja 3 3
organiczna, sktad buforu, rozcienczenie soku)
Zgodne 85 52 0 60 0 0 62 17 0




