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irus Y (PVY) jest obecnie najwazniejszym wirusem infekujgcym rosliny ziemniaka

(Wrobel, Wasik 2013). Szczegdlne znaczenie ma w produkcji nasiennej. Zdrowotnosé
sadzeniakdw jest oceniana w tzw. proby oczkowej. Polega ona na wycieciu fragmentéw bulw
z pojedynczymi oczkami, chemicznym przerwaniu ich spoczynku, podkietkowaniu w 21°C w
ciemnosci, a nastegpnie wysadzeniu w szklarni i wykonaniu testu DAS-ELISA (ang. double-
antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay) z uzyciem soku z probek lisci po-
branych z 4-6-tygodniowych roslin. Opisana procedura jest dobrze opracowana, czula, wiary-
godna i skuteczna. Jest jednak kosztowna oraz czasochtonna. Wynik uzyskuje sie po uptywie
kilku tygodni do kilku miesiecy od przestania bulw do analizy. Koszty oceny sg wysokie,
poniewaz zdrowotno$¢ bulw ocenia si¢ w sezonie jesienno-zimowym, po zbiorze ziemnia-
kow. W efekcie pochodzace z oczek rosliny do badan uprawia si¢ w szklarniach, ktére musza
by¢ ogrzewane do odpowiedniej temperatury oraz odpowiednio doswietlane. Dlatego tez od
ponad 30 lat trwaja proby opracowania metody pozwalajacej na wykrywanie wiruséw bezpo-
srednio w ekstraktach z bulw. Pomimo poczatkowych sukcesow, wszystkie badane metody
wykrywania wirusow bezposrednio w bulwach sg mniej skuteczne niz proba oczkowa. Alter-
natywa dla niej moze by¢ wykrywanie wirusow bezposrednio w kietkach. Dlatego podjeto
badania majace na celu oceng przydatnosci kietkéw do wykrywania wirusow, stosujac PVY
jako model.

Zatozono doswiadczenie polowe celem poréwnania wykrywalnosci PVY w bulwach 1 kiet-
kach odmian rézniacych si¢ odpornoscia na niego w zakresie od 3 (bardzo podatne) do 9
(skrajnie odporne) w 9-stopniowej skali odpornosci. Do badan wybrano odmiany Quincy (3-
4), Krasa (4), Fresco (5), Irys (5-6), Zeus (7-8) 1 Finezja (9). Wiosng wysadzono na polu
zdrowe sadzeniaki tych odmian. Migdzy rzedami, na ktorych je uprawiano, wysadzono rosli-
ny wtornie zainfekowane PVY (infektory). Na poczatku wrzes$nia zebrano i ponumerowano
po 3 bulwy spod kazdej rosliny. Po 4 tygodniach przechowywania bulwy umyto i pobrano
czes$¢ tkanki przystolonowej, z ktorej przygotowano S-proc. homogenat w buforze do prob.
Homogenaty badano za pomoca DAS-ELISA. Z tych samych bulw wycieto po trzy oczka do
proby oczkowej oraz po trzy oczka do badania kietkéw. Kietki uzyskane po dwdch tygo-
dniach inkubacji oczek w podkietkowni badano za pomoca DAS-ELISA. Rosliny potomne z
serii oczek przeznaczonych do prob oczkowych uzyskano po 2 tygodniach podkietkowywania
i 5 tygodniach uprawiania w szklarni. Liscie tych roslin badano za pomocg DAS-ELISA. Do-
datkowo wykonano doswiadczenie testujace, czy test RT-PCR w czasie rzeczywistym (RT-
gqPCR) mozna adaptowa¢ do wykrywania wirusa Y ziemniaka bezposrednio w bulwach i
kielkach. Z bulw i kielkdw trzech umiarkowanie podatnych odmian ziemniaka, uprawianych
jw. izolowano RNA 1 wykonano test RT-qPCR. Te same bulwy badano za pomocg préby
oczkowej, DAS-ELISA na kietkach oraz DAS-ELISA na ekstraktach z bulw.

Za pomoca prob oczkowych wykazano, ze zainfekowane zostaty wszystkie ro$liny podat-
nej odmiany Quincy oraz wigkszo$¢ roélin srednio podatnych odmian Fresco, Krasa i Irys.
Najmniej porazen wirusem wykryto w roslinach odpornej odmiany Zeus. Wirusa nie wykryto
jedynie w roslinach skrajnie odpornej odmiany Finezja. Wyniki badania ekstraktu z kietkow
byly zblizone do proby oczkowej. Petng zgodnos¢ z proba oczkowa uzyskano dla odmian
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Quincy, Fresco i Finezja. W odmianach Krasa i Zeus wykryto o jedna rosling porazona mniej,
a w odmianie Irys o trzy rosliny mniej niz w probie oczkowej. Badajac ekstrakty bulw, pora-
zenie wirusem Y wykryto w istotnie mniejszej liczbie roslin niz za pomocg proby oczkowe;.
Poziom porazenia, stwierdzony za pomoca proby oczkowej 1 badania kietkéw, malat wraz ze
wzrostem odpornosci odmian na PVY.

Test RT-qPCR od ponad dekady uwazany jest za najbardziej czuta metode wykrywania
wirusow w materiale roslinnym. Dlatego poréwnano skuteczno$¢ wykrywania PVY za pomo-
ca proby oczkowej, DAS-ELISA na kietkach oraz DAS-ELISA i RT-qPCR bezposrednio w
bulwach ziemniaka. Najskuteczniejsza w ocenie porazenia PVY okazata si¢ proba oczkowa.
Badajac ekstrakty z kietkow testem ELISA, uzyskano wynik nier6zniacy si¢ istotnie od wyni-
ku proby oczkowej. Wyniki testu ELISA uzyskane dla ekstraktow z bulw ponad dwukrotnie
zanizaly poziom porazenia badanych roslin wirusem. Wbrew oczekiwaniom, najmniej sku-
teczng metodg oceny porazenia wirusem byt test RT-qPCR, ktory wykryt PVY w dwukrotnie
mniejszej liczbie bulw niz test ELISA na ekstraktach z bulw.

W osobnym do$wiadczeniu poréwnano skuteczno$¢ wykrywania PVY w kietkach za po-
mocq testu DAS-ELISA 1 testu RT-qPCR. DAS-ELISA byt bardziej skuteczny niz RT-qPCR,
gdyz wykryt obecnos¢ wirusa w wigkszej liczbie kietkow. Biorac pod uwage, ze RT-qPCR w
badaniach laboratoryjnych jest od 100 do 1000 razy bardziej czuty niz ELISA, spodziewano
sie wysokiej skutecznosci tej metody w ocenie bulw i kietkow. Uzyskany wynik $wiadczy
najprawdopodobniej o tym, ze w izolowanym RNA znajduja si¢ inhibitory reakcji RT-qPCR.
Poniewaz RNA stosowane w do$wiadczeniu miato bardzo dobra czystos¢ spektrofotome-
tryczna (stosunek absorbancji 260/280 ok. 2.0), musza to by¢ substancje nieabsorbujace w
ultrafiolecie. Konieczne jest podjgcie prac nad opracowaniem metody izolacji RNA z bulw
ziemniaka.
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Wirus Y ziemniaka (PVY) ma obecnie najwigksze znaczenie w produkcji nasiennej
ziemniaka w Polsce 1 na swiecie (Wrébel, Wasik 2013). Duze problemy w nasiennic-
twie stwarza bezobjawowe wystgpowanie wirusa u wielu odmian ziemniaka, szczegdlnie gdy
jego koncentracja jest niska. Dzigki temu wirus moze przez kilka pokolen rozprzestrzenia¢ sig
wraz z sadzeniakami 1 po namnozeniu wywolywac znaczne, nawet 80-proc., straty plonu.
Celem prezentowanych badan bylo opracowanie molekularnego testu do wykrywania PVY
w warunkach polowych. W ubieglych latach opracowano w naszej Pracowni test do wykry-
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wania PVY za pomocg izotermicznej amplifikacji kwaséw nukleinowych (RT-LAMP). Ge-
nom PVY jest zbudowany z jednoniciowego RNA. Dlatego procedury detekcji PVY polega-
jace na amplifikacji fragmentu genomu (RT-PCR, RT-LAMP) wymagajq izolacji RNA z ba-
danych roslin. Do izolacji RNA stosowane sa urzadzenia laboratoryjne, takie jak wirdwki czy
pompy prézniowe, w zwiazku z czym jej wykonanie w warunkach polowych moze by¢ pro-
blematyczne. Dlatego badano, czy mozliwe jest przeprowadzenie testu RT-LAMP bezposred-
nio na sokach, z pominigciem izolacji RNA. Uzyskane wyniki wskazuja, ze test RT-LAMP
wykonany na sokach pozawala na wykrycie PVY z wigksza czutoscig niz w prébach RNA
.izolowanych z tych sokéw. Wynika to prawdopodobnie z opisywanej w literaturze odpornosci
polimeraz stosowanych w izotermicznej amplifikacji kwaséw nukleinowych na inhibitory
obecne w soku roslinnym, na ktore z kolei bardzo wrazliwe sg polimerazy stosowane w tescie
RT-PCR.
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dentyfikacja odmian i interesujacych rodow ma szczegdlne znaczenie w przypadku psianki

ziemniaka (Solanum tuberosum), pospolicie nazywanej ziemniakiem. Pochodzi on z Ame-
ryki Poludniowej z regionéw dzisiejszego Peru, Boliwii, Kolumbii i Chile. Obecnie jest roz-
przestrzeniony na calym swiecie jako roslina uprawna o duzym znaczeniu w Europie 1 Azji.
Jest trzecim najwazniejszym warzywem na swiecie, po ryzu 1 pszenicy. Globalna produkcja
ziemniakOw przekracza 374 mln ton rocznie.

Produkcja ziemniakdéw jest wysoce wyspecjalizowana 1 charakteryzuje si¢ wielostronnym
uzytkowaniem. Stad dla odbiorcy bardzo wazna jest pewnos¢ odmiany, jaka otrzymuje. Na-
tomiast dla hodowcy wytworzenie nowej odmiany o cechach pozadanych jest procesem kosz-
townym i dtugotrwalym, dlatego tez musi mie¢ narzedzia do udowodnienia, ze konkretna
odmiana jest jego wilasnoscig. Odrgbno$¢ odmiany moze by¢ okreslona za pomoca zespotu
cech morfologicznych (kolor lisci, ksztalt kwiatu) czy fizjologicznych (wielkos¢ plonu, spo-
s6b kietkowania). Takie podejscie wymaga analizy catych roslin na r6znych etapach ich fizjo-
logicznego rozwoju. Ponadto na fenotyp duzy wplyw moga mie¢ abiotyczne i biotyczne
czynniki srodowiska: typ gleby, sposéb uprawy i nawozenia czy infekcje patogenami powo-
dujace objawy choréb. Na tej podstawie nie zawsze jest mozliwe okreslenie odrgbnosci od-
mianowej z powodu duzego podobienstwa fenotypowego, zwlaszcza na poziomie bulw. Po-
nadto tradycyjna analiza morfologiczna jest diugotrwata, a nowoczesna produkcja nasienna
wymaga metod szybkich i dyskryminujacych. Dlatego od dawna poszukiwano metod identy-
fikacji, ktore w prosty i obiektywny sposob pozwolilyby na stwierdzenie tozsamosci bada-
nych odmian.
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Wirus M ziemniaka (PVM) zaliczany jest do wiruséw mato inwazyjnych z uwagi na
stosunkowo niskie straty w plonie ro$lin porazonych tym wirusem. Jednak w roslinach
porazonych innymi patogenami infekcja PVM moze prowadzi¢ do powaznych strat
ekonomicznych. W badaniach prowadzonych w Pracowni Diagnostyki Molekularnej i
Biochemii w Boninie stwierdzono, ze opisywane w literaturze startery do wykrywania PVM
za pomoca testu RT-PCR czgsto nie wykrywaja wirusa w roslinach, w ktérych jego obecnosé
potwierdzono testem ELISA.

Dlatego podj¢to prace majace na celu opracowanie wilasnych starterow wykrywajacych
PVM w reakeji RT-PCR. W celu zaprojektowania uniwersalnych starteréw do wykrywania
PVM konserwatywne regiony genomu tego wirusa identyfikowano poprzez dopasowanie
sekwencji dostgpnych w banku genéw za pomoca programu Geneious (Biomatters). Dla tych
regiondw zaprojektowano pary starteréw, ktorych skutecznosé testowano testem RT-PCR. 7
lisci roslin zainfekowanych PVM izolowano RNA. Uzyskane RNA doprowadzono do 100
ng/lpl 1 seryjnie rozcienczono do 10 fg/lul. Synteze cDNA wykonano za pomoca Reverse
Verte Kit z przypadkowymi heksamerami wg zalecen producenta (Novazym). Do reakcji
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) wykorzystano 2,5 ul ¢cDNA. Mieszanina PCR poza
cDNA w koncowej objetosci 10 pl zawierata: 2 mM MgCl, tréjfosforany nukleotydow
(dATP, dCTP, dGTP i dUTP) w stezeniu 0,2 mM kazdy, 0,5 N-glikozydazy urydynowe;j
(Bioline), 0,4 uM startery, 1x bufor polimerazy i 1,25 U polimerazy GoTaq® Hot Start
(Promega).

Reakej¢ wykonywano wg nastepujacego profilu termicznego: wstepna denaturacja — 3 min
w 95°C, 35 cykli ztozonych z denaturacji przez 1 min w 94°C; przytaczaniu starteréw w 55°C
przez 1 min, wydtuzaniu starteréw w 72°C przez 1 min. Koncowe wydhuzanie prowadzono
przez 5 min w 72°C. Produkty reakcji rozdzielano za pomocy elektroforezy w 1,5-proc.
agarozie (140V przez 40 min). Zele barwiono za pomoca barwnika GelGreen (Biotium) -
i produkt reakcji wizualizowano poprzez wzbudzenie fluorescencji kompleksu barwnika z
DNA przy 470 nm za pomocq transiluminatora Blue Box (Invitrogen). Zele dokumentowano
za pomocg aparatu Nikon D90 z zastosowaniem pomaranczowego filtru. W ramach badan
optymalizowano warunki reakcji. Czuto$¢ badano dla opracowanych starteréw i starteréw
literaturowych.

Za pomocy analizy dopasowania siedmiu genomowych sekwencji PVM wykazano, ze
najbardziej konserwatywnym regionem genomu jest 3-koncowy fragment genu kodujacego
biatko plaszcza. Drugi konserwatywny region zidentyfikowano w $rodkowej czesci genu
kodujacego RNA-zalezng RNA polimerazg. Dla pierwszego regionu zaprojektowano dwie
pary starterow — M1 1 M2, a dla drugiego jedng par¢ — M3. Badane startery poréwnywano z
literaturowymi starterami CH. Pary M1, M2 oraz CH promowaty amplifikacje produktu PCR
o dlugosci zgodnej z przewidywana. Natomiast dla pary M3 nie obserwowano powstawania
produktu reakcji PCR. Starter M3R jest zdegenerowany w 3. pozycji liczac od kofica 3°, co
moglo negatywnie wptynac¢ na efektywno¢ amplifikacji przez pare M3. Dlatego wykluczono
te par¢ z dalszych prac.
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Czulos¢ zaprojektowanych starterow M1 i M2 poréwnywano z czutoscia starteréw CH.
RNA izolowane z rosliny porazonej PVM doprowadzoo do 100 ng/ul i przygotowano serie
rozcienczen pokrywajacych w dziesigciokrotnych rozcienczeniach zakres 100 ng/ul — 10
fg/ul. Dla pary starteréw CH produkt amplifikacji obserwowano do 10 pg/reakcje. Oba
startery zaprojektowane w ramach doswiadczenia (M1 i M2) promowaty amplifikacje
produktu PCR do 1 pg RNA/reakcj¢. Jednak wydajnos¢ amplifikacji uzyskana za pomoca
pary M2 byla wiecksza. Zadna z badanych par starterow nie amplifikowata produktéw
niespecyficznych w obecnosci 100 ng RNA izolowanego ze zdrowych roslin. Rowniez w
reakcjach, do ktérych nie dodano RNA na etapie odwrotnej transkrypcji lub ¢cDNA na etapie
reakcji PCR nie powstaly produkty niespecyficzne. Swiadczy to tym, ze wszystkie badane
startery sa specyficzne i1 nie tworza dimeréw starteréw. Na podstawie wykonanych badan
stwierdzono, ze optymalng parg starterow do wykrywania PVM jest para M2.
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ednym z najwazniejszych czynnikow wptywajacych na prawidtowa diagnostyke moleku-

larng bakteryjnych patogenow rodlin jest sposéb -izolacji kwaséw nukleinowych
(DNA/RNA). Jako jeden z poczatkowych etapow pozwalajacych na przygotowanie badanego
materiatu do oceny metodami molekularnymi etap ten warunkuje poprawnos¢ identyfikacji
ww. patogenow, szczegélnie izolowanych z tkanki roslinnej. Dla uzyskania zatem odpowied-
niej czutosci metod molekularnych niezbedne jest stosowanie procedury pozwalajacej na izo-
lacje odpowiedniej jakosci (czystosci 1 1losci) materiatu genetycznego z jednoczesnym pozby-
ciem si¢ substancji hamujacych przebieg reakcji PCR.

Celem prezentowanych badan bylo poréwnanie réznych warunkéw izolacji kwaséw nukle-
inowych w obecnosci enzymow litycznych oraz ocena wptywu tych warunkéw na jakos¢ wy-
izolowanego DNA oraz czuto$¢ testu PCR. '

Jako modelowy material biologiczny stosowano komorki kwarantannowych bakterii
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus przygotowane w postaci swiezo sporzadzonych
zawiesin w sterylnej wodzie oraz ekstrakcie roslinnym.

Aby zapewni¢ zréznicowanie warunkow izolacji kwasow nukleinowych, DNA bakterii
izolowano w obecnosci wody i soku z bulw ziemniaka, w ktorych przed izolacja sporzadzono
zawiesiny bakteryjne. Do izolacji DNA uzyto metody wysokosolnej, polegajacej na selek-
tywnym ekstrahowaniu kwaséw nukleinowych w warunkach buforowych i obecnosci wyso-
kich stezen soli. W ramach badan poréwnywano rézne warianty izolacji DNA z udziatem
dwoch enzymdw stosowanych w izolacji kwasdéw nukleinowych — proteinazy K oraz mutano-
lizyny. Jako kontrole stosowano proby bez enzymu. Po zakonczonej izolacji wykalibrowano
otrzymane DNA w zakresie od 10" do 107 pg/ul i poddano testowi PCR.
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