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Wprowadzenie i cel pracy

Analiza stanu zagrozenia poszczegOlnymi wirusami ziemniaka w Polsce wskazuje na coraz wieksze znaczenie wirusa Potato virus M, PVM). Uprawa odmian
ziemniaka o niskiej odpornosci na ten wirus nastrecza wiele trudnosci w produkcji nasiennej (Kostiw i Robak 2010). Na ry kuje form posiadajacych wysok1 poziom
odpornosci na PVM. Wirus ten wystepuje we wszystkich rejonach uprawy ziemniaka, ale znaczenie ekonomiczne ma glowme w Europie Wschodniej i Poludniowo-
Wschodniej. Straty w plonie bulw powodowane przez PVM moga wynosi¢ srednio 30%, a w skrajnych przypadkach nawet 75% (Kostiw 2011). W celu oceny fenotypowej
odpornosci na wirus M ziemniaka stosuje sie¢ w IHAR - PIB oddzial Mlochéw powszechnie dwie metody oceny: inokulacje mechaniczna i inokulacje poprzez szczepienie
(Wasilewicz-Flis 2001). Coraz czeSciej w badaniach nad wykrywaniem wirus6w ziemniaka wykorzystuje sie techniki molekularne: PCR lub RT-PCR (Singh i Nie 2003,
Lorenzen i in. 2006, Belinda i in., 2012) lub RT-PCR w czasie rzeczywistym oraz ilosciowy PCR (Agindotan i in. 2007, Mortimer-Jones i in. 2009). Protokoly Real -Time RT-PCR
sa obecnie standaryzowane dla roznych wirusow ziemniaka w kilku miedzynarodowych laboratoriach (Boonham i in. 2000, Agindotan i in. 2007, Singh i in. 2012). Wielu
badaczy stwierdza, ze wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu techniki Real -Time RT-PCR sa bardziej wiarygodne i dokladne, niz wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu
testow ELISA. Celem niniejszej pracy bylo opracowanie metodyki i warunkow reakcji Real -Time PCR dla wirusa M ziemniaka.

Materiat i metody

Do ustalenia metodyki oceny zawartosci wirusa PVM metoda Real -Time PCR wytypowano 4 rody 4x oraz wzorce (odm. Gustaw - odporna i odm. Bzura - podatna
wysadzano w szklarni do doniczek. W fazie 3-4 liSci przeprowadzano zakazania mechaniczne (szczep M. .). Z kazdego genotypu zakazano po 10 roslin i stosowano 2 k
Nastepnie rosliny przenoszono do kamer z kontrolowang temperatura (20°C i 24°C). Po 4 tygodniach od zakazenia pobierano probki liSci ziemniaka, zamrazano w -
nastepnie izolowano z nich RNA. Izolacje wirusowego RNA przeprowadzano za pomoca zestawu Total RNA Mini (A&A Biotechnology). W celu doczyszczenia uzys
RNA ze sladow DNA genomowego, wyizolowane RNA oczyszczano za pomoca zestawu Clean-up RNA Concentrator (A&A Biotechnology). Odwrotna transkrypcje wy
za pomoca zestawu TranScriba (A&A Biotechnology), z uzyciem startera dN-heksamer. W celu porownania ilosci wirusowego RNA w badanych probach, przeprow
reakcje Real-Time PCR amplifikujac fragment cDNA uzyskany na bazie RNA wirusa PVM, a takze fragment cDNA dla genu referencyjnego (18SrRNA). Po przeprowa
reakcji Real-Time PCR i analizie uzyskanych wynikow jako gen referencyjny wybrano gen 18SrRNA - uzyskane sygnaly w Real-Time PCR (wartosci Ct) byly najbar
zbliZon*lo siebie.

Wyniki i wnioski

dz 1. Analiza RNA wirusa PVM - sklad mieszaniny reakcyjnej.

RT 2x HS-PCR Master Mix Sybr A 10 ul Otrzymane wynil.<i przedstawiono jako stosune.:k il(?éci kopii cDNA (a zatem tefz mRNA)
PVM na jedna kopie cDNA (mRNA) 18SrRNA ziemniaka (tab. 5). Stosunek ten liczono wg
sitgwigern PYRYIR LD , 0,4 l wzoru: WCHSSIRNAWCIPVM (odzje: Ct- cycle treshold; W- wydajnosé reakcji). Uzyskane wyniki
>-AAG AAA GCTGAA ACTGCC AAA GASS wykazaly duze zr6znicowanie w zawartosci wirusa M ziemniaka w liSciach. Zawartos¢ wirusa
Starter PVM-R 10 1M M w roSlinie w duzym stopniu zalezala od genotypu i rodzaju temperatury, w ktorej
5-CCG CTC TCG CAG GAA TTC TCG-3’ 04l inkubowano zakazane roSliny ziemniaka. Opracowanie metodyki i warunkow reakcji Real -
Time PCR dla wirusa M ziemniaka pozwoli z sposob bardziej wiarygodny i dokladny okresla¢
cDNA 0,5 ul L y o : . : :
Woda 87 ul zawartos¢ wirusa w probkach roslinnych. Ustalone warunki reakcji Real-Time PCR dla wirusa

M ziemniaka i genu referencyjnego 18SrRNA przedstawiono w tabelach 1-4.
2. Analiza RNA wirusa PVM - profil temperaturowo-czasowy.

95°C, 3 min wstepna denaturacja Tabela 5. Stosunek ilosci kopii RNA wirusa M na jedna kopie genu referencyjnego 18SrRNA ziemniaka.

P 5 95°C, 15 s denaturacja Genotyp WS WEET
' ) _ ) o 1. 14-11-76 (20°C) 1.54E-02
e 65°C, 30s przylaczanie starteréw, wydtuzanie produktu PCR 2. 14-11-76 (24°C) 4 96E-02
Odczyt x40 3. 14-11-114 (20°C) 4.49E-03
fluorescencji 4. 14-11-114 (24°C) 5.95E-04
wyznaczanie krzywej topnienia produktu PCR 5. 14-11-48 (20°C) 9 39E-05
65°C > 95°C poprzez pomiar fluorescencji w réznych 6. 14-11-48 (24°C) 4 40F-02
by i 7. Bzura (20°C) 4.18E-02
Tabela 3. Analiza RNA 16SrRNA ziemniaka - sklad mieszaniny reakcyjne;j. 8. Bzura (24°C) 5.2oE-02
9. 14-11-56 (20°C) 3.96E-03
RT 2x HS-PCR Master Mix Sybr A 10 pl 10. 14-11-56 (24°C) | 1.70E-04
Starter 18SrRNA-F 10 yM a N 11. Gustaw (ZOOC) N%e wykryto RNA w%rusa
5 GGG CAT TCG TAT TTC ATA GTC AGA G2’ A1 $ 12. Gustaw (24°C) Nie wykryto RNA wirusa
Starter 185SrRNA -R 10 pM 0.4 ul \ Krzywa amplifikacji ocenianych prébek i wzorcéw.
5-CGG TTCTTG ATT AAT GAA AAC ATC CT-3’ dills -
CDNA O,5 }11 | Ampllﬁmtlﬂj‘l Plots | |
Woda 8,7 pl | | | '
Tabela 4. Analiza RNA 168rR\\kiemniaka - profil temperaturowo-czasowy. \
95°C, 3 min wstepna denaturaga [ s Ry
95°C, 15 s denaturacja
680C, 305 przylaczanie Starteréw’ WydluZanie 0 SRS POPOOS 5 (3 O SO SO _
produktu PCR
Odczyt fluorescenciji x40
wyznaczanie krzywej topnienia produktu ‘
65°C > 95°C PCR poprzez pomiar fluorescencji w —
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