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OPRACOWANIE NOWYCH STARTEROW
DO WYKRYWANIA WIRUSA M ZIEMNIAKA
(POTATO VIRUS M, PVM) ZA POMOCA TESTU
RT-PCR

DEVELOPMENT OF NEW PRIMERS
FOR DETECTION OF POTATOQ VIRUS M BY RT-PCR

dr Krzysztof Treder, mgr inz. Bogumita Zacharzewska
IHAR-PIB Oddziat w Boninie, e-mail: k.treder@ihar.edu.pl

Streszczenie

Wirus M ziemniaka (PVM) jest zaliczany do wiruséw lekkich z uwagi na to, ze straty plonu, jakie po-
woduje, sg stosunkowo niskie. Podlega on jednak obowigzkowym badaniom weryfikacyjnym w certyfi-
kacji sadzeniakow. Réwniez rosliny wprowadzane do Banku Genéw Ziemniaka muszg by¢ wolne od
patogenéw. W badaniach prowadzonych w Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii stwierdzo-
no, ze opracowane wtasne startery wykrywajg PVM w reakcji RT-PCR z wigkszg czutoscig niz startery
opisywane w literaturze.

Stowa kluczowe: RT-PCR, wirus M ziemniaka

Abstract

Potato virus M (PVM), is classified as a light virus due to relatively low losses in the yield of the in-
fected crop. However, in Poland seed potatoes are obligatorily tested for six viruses including PVM.
Also, plants introduced into the Potato Gene Bank must be free from pathogens. In studies conducted
at the Laboratory of Molecular Diagnostics and Biochemistry, it was found that developed primers

detected PVM by RT-PCR reaction with greater sensitivity than primers described in the literature.
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B Firus M ziemniaka (PVM) jest przed-

| WA stawicielem rodziny Betaflexiviridae

¥ W nalezacej do rodzaju Carlavirus.
Wystepuje na catym Swiecie, lecz znaczenie
ekonomiczne ma jedynie w Europie
Wschodniej i Potudniowo-Wschodniej. PVM
jest wirusem nietrwatym, przenoszonym na
ktujce mszyc, a takze mechanicznie. Objawy
chorobowe wywotywane przez PVM sg zali-
czane do stabych, a ich nasilenie zalezy
gtéwnie od szczepu wirusa i genotypu (od-
miany) ziemniaka (Chrzanowska i in. 2002;
Zagorska, Chrzanowska 2007; Chrzanowska
i in. 2011; Tatarowska i in. 2016). Mogq one
przybiera¢ posta¢ od przejasnienia nerwdw,
mozaiki czy zwijania sie lisci do silnego
marszczenia lisci, nekroz i kartowacenia ca-
tych ro$lin (Zagérska, Chrzanowska 2007,
Erlichowski, Osowski 2016). Wirus powoduje
straty plonu do 30%, jednak w skrajnych

przypadkach moga one siega¢ nawet 75%
(za Chrzanowska i in. 2002).

PVM jest jednym z sze$ciu wiruséw pod-
legajgcych obowigzkowej ocenie w urzedo-
wych badaniach weryfikacyjnych sadzenia-
kow w Polsce. Obowigzkowo na obecnos¢
wiruséw sg testowane takze odmiany i rody
wprowadzane do Banku Genow Ziemniaka
(w oddziale IHAR-PIB w Boninie). Standar-
dowo PVM jest wykrywany w probie oczko-
wej i za pomocg immunologicznego testu
ELISA (Zacharzewska, Treder 2014; Treder
2015), ale znacznie bardziej czuta jest mole-
kularna technika RT-PCR (Treder 2015).
Jest ona bardziej kosztowna niz test ELISA,
moze jednak znalez¢ zastosowanie w dia-
gnostyce roslin wprowadzanych do Banku
Genoéw Ziemniaka oraz w bezposrednim
testowaniu bulw. Literatura dotyczaca sto-
sowania techniki RT-PCR do wykrywania
PVM jest stosunkowo uboga (Xu i in. 2010;
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Crosslin, Hammlin 2011), dlatego tez celem
pracy byta optymalizacja testu RT-PCR do
wykrywania wirusa M poprzez opracowanie
nowych starteréw.

Materiaty i metody

Konserwatywne regiony genomu wirusa
identyfikowano poprzez dopasowanie se-
kwencji dostepnych w banku genéw za po-
mocg programu Genieous (Biomatters). Dla
tych regionéw zaprojektowano pary starte-
réw, ktorych skuteczno$¢ badano testem
RT-PCR. Do badan wykorzystano izolat
PVM z kolekcji wiasnej. Z lisci roslin zainfe-
kowanych PVM RNA izolowano wg Zacha-
rzewskiej i innych (2014). Uzyskane RNA
doprowadzono do koncentracji 100 ng/1pl i
seryjnie rozcienczono do 10 fg/1ul. Synteze
cDNA wykonano za pomocg Reverse Verte
Kit z przypadkowymi heksamerami wg zale-
cen producenta (Novazym). Do faricuchowe;j
reakcji polimerazy (PCR) wykorzystano 2,5
pl cDNA.

Mieszanina PCR poza cDNA w koncowe;j
objetosci 10 pl zawierata: 2 mM MgCI2, tréj-
fosforany nukleotydéw (dATP, dCTP, dGTP i
dUTP) w stezeniu 0,2 mM kazdy, 0,5 N-
-glikozydazy urydynowej (Bioline), 0,4 uM
startery, 1 x bufor polimerazy i 1,25 U poli-
merazy GoTaq® Hot Start (Promega).

Reakcje wykonywano wg nastepujgcego
profilu termicznego: wstepna denaturacja —
3 min w 95°C, 35 cykli ztozonych z denatu-
racji przez 1 min w 94°C; przytgczanie star-
terbw w 55°C przez 1 min, wydtuzanie star-
terow w 72°C przez 1 min. Koncowe wydtu-

Zanie prowadzono przez 5 min w 72°C. Pro-
dukty reakcji rozdzielano za pomocg elektro-
forezy w 1,5-proc. agarozie (140V przez 40
min). Zele barwiono za pomoca barwnika
GelGreen (Biotium) i produkt reakcji wizuali-
zowano poprzez wzbudzenie fluorescenciji
kompleksu barwnika z DNA przy 470 nm za
pomocy transiluminatora Blue Box (Invitro-
gen). Zele dokumentowano za pomocq apa-
ratu Nikon D90 z zastosowaniem pomaran-
czowego filtru. Opracowane startery poréw-
nano z opisanymi przez Crosslin i Hamlin
(2011).

Wyniki i dyskusja

Stwierdzono, ze najbardziej konserwatywng
czescig genomu jest 3'-koncowy region
obejmujgcy gen biatka ptaszcza, biatko 13K i
3'-koncowy region niekodujacy. Dla regionu
kodujgcego biatko ptaszcza (rys. 1) zaprojek-
towano dwie pary starterow — M1 i M2. Trze-
cig pare M3 zaprojektowano dla regionu le-
zacego w obrebie genomu PVM kodujgcego
wirusowg replikaze (rys. 1, tab. 1). Badane
startery poréwnywano ze starterami CH
opublikowanymi przez Crosslin i Hamlin
(2011). Pary M1, M2 oraz CH promowaty
amplifikacje produktu PCR o dtugosci zgod-
nej z przewidywana. Natomiast u pary M3
nie obserwowano powstawania produktu
reakcji PCR. Starter M3R jest zdegenerowa-
ny w 3. pozycji, liczac od konca 3'. Mogto to
negatywnie wptyng¢ na efektywnos$¢ amplifi-
kacji przez pare M3, dlatego wykluczono jg z
dalszych prac.

Tabela 1

Sekwencje i pozycja w genomie PVM wiasnych par starteréw M1-M3
oraz starterow CH zaprojektowanych przez Crosslin i Hamlin (2011). Dla kazdej pary
podano wielko$¢ spodziewanego produktu PCR w liczbie par zasad (pz)

Nazwa Sekwencja (5'-3") Pozycja Produkt (pz)
M1F CTCCGTATTCCTGGATCCGC 7701-7720 282
M1R GGTCGCCTGATCAATCCCTC 7982-7963
M2F GAGGGATTGATCAGGCGACC 7963-7982 121
M2R CAGTGACCTCGGCATTGAGA 8083-8064
M3F CCAAACAACTGGGTGCGAAG 4746-4765 288
M3R GCAGCACTTTTGCTCAGYTT 5034-5015

CH-MF GCCACATCYGAGGACATGAT 7585-7604 55

CH-MR GTGAGCTCSGGACCATTCAT 8108-8089 °
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Czutos¢ zaprojektowanych starterow M1 i
M2 poréwnywano z czutoscig starterow CH
(rys. 2). U pary starterow CH produkt ampli-
fikacji obserwowano do 10 pg/reakcje (rys.
2A, Sciezka 5). Oba startery M1 i M2 pro-
mowaty amplifikacje produktu PCR do 1 pg
RNA/reakcje (rys. 2BC, $ciezka 6), przy
czym wydajnos¢ amplifikacji uzyskana za
pomocg pary M2 byta wieksza (rys. 2C,
Sciezka 6).

Rys. 2. Wptyw starteréw CH (A), M1 (B) i M2 (C)
na czutoS¢ wykrywania PVM metodg RT-PCR.
Sciezki 1-8 — 10-krotne seryjne rozciericzenia od
100 ng do 10 fg RNA dodanego do odwrotnej
transkrypcji (RT) w reakcji; Sciezka 9 — do reakcji
RT dodana woda, a nie RNA (Slepa RT); Sciezka
10 — reakcja PCR uzupetniona wodg zamiast
cDNA (Slepa PCR); Sciezka 11 — reakcja uzupet-
niona o RNA wyizolowane ze zdrowych roslin,
poddane odwrotnej transkrypcji i amplifikowane
przez PCR (kontrola negatywna); M — marker
Nova 100 bp DNA (Novazym), miedzy 100-1000
pz co 100 pz, powyzej 1000 pz — jeden prazek o
wielko$ci 1500 pz

Zadna z badanych par starterow nie am-
plifikowata produktow niespecyficznych w
obecnosci 100 ng RNA izolowanego ze

zdrowych roslin (rys. 2A-C, sciezka 11).
Réwniez w reakcjach, do ktorych nie dodano
RNA na etapie odwrotnej transkrypcji (rys.
2A-C, sciezka 9) lub cDNA na etapie PCR
(rys. 2A-C, sciezka 10), nie powstaty produk-
ty niespecyficzne. Swiadczy to o tym, ze
wszystkie badane startery sg specyficzne i
nie tworzg dimerdw starterow.

Na podstawie wykonanych badan stwier-
dzono, ze optymalng parg starterow do wy-
krywania PVM jest para M2. W Pracowni
Diagnostyki Molekularnej i Biochemii prowa-
dzone sg dalsze badania, ktérych celem jest
wykorzystanie starteréw M2 jako elementu
testu multiplex RT-PCR, ktéry pozwoli na
jednoczesne wykrywanie wszystkich szesciu
wiruséw podlegajacych obowigzkowej oce-
nie weryfikacyjne;.
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