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Cel gtowny projektu:

Opracowanie czutych metod wykrywania najwazniejszych patogenéw wirusowych (PVY, PVM, PLRV)
w bulwach, kietkach i lisciach ziemniaka, dedykowanych do realizacji roznych celéow badawczych

Cel gtéwny realizowano w ramach szczegétowych tematéow badawczych:

1. Opracowanie i optymalizacja nowych metod wykrywania wirusow

Ocena wptywu odpornosci odmian ziemniaka na skutecznos¢ wykrywania wirusow w bulwach
Badania nad wykrywaniem wiruséw w bulwach i kietkach ziemniaka

Adaptacja i optymalizacja metod molekularnych do wykrywania wiruséw w roslinach in vitro

e W

Opracowanie testow diagnostycznych do szybkiego wykrywania wirusow w warunkach polowych

Osiggnieto wszystkie zatozone cele projektu




Materiaty i metody

Temat badawczy 1. Syntezowano nanoczasteczki magnetyczne, koniugowano z IgG oraz kupiono komercyjne
nanomateriaty i mikroptytki filtracyjne ze ztozami jonowymiennymi. Optymalizowano wigzanie przeciwciat i
zageszczanie wirusow z soku ziemniaka na nanoczastkach magnetycznych oraz wigzanie i elucje czastek
wirusowych na ztozach jonowymiennych. Porownywano czutos¢ opracowanych metod z testem ELISA.

Temat badawczy 2. Zdrowe bulwy odmian o réznym stopniu odpornosci na wirusy PVY, PLRV i PVM wysadzano
na polu w obecnosci infektorow. Po zbiorze wykrywano wirusy w bulwach. Jako badanie kontrolne, okreslajgce
rzeczywiste porazenie badanych bulw wykonywano prébe oczkowa. Identyczne badanie zlecono do wykonania na
mniejszej liczbie odmian trzem niezaleznym laboratoriom diagnozujgcym ziemniaki.

Temat badawczy 3. Porownano wykrywanie wiruséw PVY, PLRV i PVM w kietkach za pomocga testu ELISA z prébg
oczkowg w doswiadczeniu wtasnym oraz zleconym trzem laboratoriom. W doswiadczeniu wtasnym poréwnano
rowniez skutecznos¢ wykrywania wirusow w bulwach, kietkach i w probie oczkowej za pomocg testow
molekularnych (RT-qPCR, RT-LAMP) z testem ELISA.

Temat badawczy 4. Opracowano wtasne startery do wykrywania PVY, PLRV i PVM. Poréwnano ich skutecznosc¢ ze
starterami literaturowymi. Optymalizowano izolacje RNA z roslin in vitro oraz warunki reakcji RT-PCR i RT-qPCR
oraz. Za pomocg optymalnej procedury badano zasoby Banku Gendéw Ziemniaka.

Temat badawczy 5. Projektowano startery oraz optymalizowano warunki wykrywania wirusow za pomoca
izotermicznego testu LAMP. Optymalizowano izolacje RNA i przygotowanie soku do wykrywania bez izolacji.
Poréwnano czutosc i szybkos¢ wykrywania wiruséw za pomocg testu RT-LAMP oraz testow paskowych.




Opracowanie i optymalizacja nowych metod wykrywania wirusow

Nanoczasteczki magnetyczne

* opracowano procedure zageszczania i wykrywania wirusOw za pomocg
magnetycznego testu ELISA.

* wytworzono mikrosfery o dobrych wifasciwosciach magnetycznych i
dyspersyjnych lecz o niskiej pojemnosci wigzania przeciwciat

* wyzszg czutos¢ wykrywania wirusow uzyskano stosujac
mikrosfery magnetyczne

* magnetyczny wariant ELISA z wykorzystaniem komercyjnych mikrosfer
posiada czuto$¢ wyzszg od standardowego testu ELISA.

* Test magnetyczny na mikrosferach komercyjnych pozwala na wykrycie PVY i
PLRV z czutoScig 10-krotnie wyzszg niz test DAS-ELISA. Czutos¢ testu
magnetycznego dla PVM jest 2-krotnie wyzsza w poréwnaniu z DAS-ELISA
(Rys. 1.).

komercyjne

Test filtracyjny na mikroptytkach ze ztozem jonowymiennym

* Wirusy PVY, PLRV i PVM wigzaty sie do membrany Q lepiej niz do membrany S.

* Optymalne wigzanie wirusdw do membrany Q zachodzi w pH 5,5.

» Zageszczanie wiruséw na membranie Q zwieksza okoto dwukrotnie czutos¢ ich
wykrywania za pomocg testu ELISA w poréwnaniu do tych samych préb
niezageszczanych (Rys. 2).

* Niewielki wzrost czutosci testu moze wynika¢ z tego, ze pH optymalne dla
wigzania wirusdow do membrany Q nie pokrywa sie z pH optymalnych dla
stabilnosci czastek wirusowych.

Whnioski
* test magnetyczny stanowi czutg alternatywe dla DAS-ELISA i ma duzy potencjat
aplikacyjny
* test filtracyjny moze znalez¢ zastosowanie w badaniach nad biologig wiruséw
lecz nie nadaje sie do diagnostyki na duzg skale
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Rys. 1 Poréwnanie czutosci wykrywania wiruséw PVY, PVM i PLRV za pomocg magnetycznego wariantu ELISA (A) i
standardowego testu DAS-ELISA (B). Wartosci absorbancji w 405 nm odczytane po 1h inkubacji z substratem — OD-405 nm.
Stupki btedéw oznaczajg odchylenie standardowe.
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Rys. 2. Wptyw zageszczania wiruséw na membranie Q na czuto$¢ wykrywania w tescie ELISA. Niezageszczane rozciericzenia
soku w buforze ekstrakcyjnym o pH 5,5 — linie niebieskie. Préby zageszczone na membranie Q — linie czerwone. Sok ze
zdrowych roslin — linie zielone.



Ocena wptywu odpornosci odmian ziemniaka na skutecznos¢ wykrywania wirusdw w bulwach
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Rys. 2. Wptyw odpornosci odmian na wykrywalno$é PVY w bulwach. Usrednione wyniki z lat 2014-2020.
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Badania nad wykrywaniem wirusow w bulwach i kietkach ziemniaka
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W latach 2014-2020 porazenie wirusem PVY byto wysokie, srednia z lat u
wszystkich wykonawcéw wynosi ponad 50%. Porazenie PVM byto mniejsze,
szczegllnie u Wykonawcy 2. Wirus PLRV praktycznie nie wystepowat w
badanym okresie na polach wykonawcow.

W bulwach za pomocg testu ELISA wszyscy wykonawcy wykrywali istotnie
mniejszg liczbe porazen wirusem PVY niz za pomocg proby oczkowe;j.

Badanie kietkdbw zarowno za pomocg testu Koktajl-ELISA jak i DAS-ELISA
pozwalato na wiarygodng ocene porazenia bulw wirusem PVY, wyniki tych
testow nie rdznig sie od uzyskanych za pomocga préby oczkowe;.

W przypadku wirusa PVM badanie bulw jest réwnie wiarygodne jak préba
oczkowa czy badanie kietkdw. Podobny wynik w przesztosci uzyskano dla PLRV.
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e Skutecznos$¢ testu RT-gPCR zalezy od wybranej metody
izolacji RNA.

W potaczeniu z optymalng metodq izolacji RNA RT-qPCR
wykrywa wiecej porazen PVY w bulwach, kietkach i w
roslinach uzyskanych za pomocg préby oczkowej niz test RT-

Liscie LAMP, czy test ELISA.

Rys. 2. Poréwnanie skutecznosci wykrywania wirusa Y ziemniaka w bulwach, kietkach i w roslinach uzyskanych w prébie oczkowej (liscie) za pomoca testu ELISA, testu RT-PCR w
czasie rzeczywistym (gqPCR) oraz testu RT LAMP. Nad stupkami obrazujgcymi procent roslin pozytywnie zdiagnozowanych przez dany test podano liczbe wykry¢ w stosunku do
catkowitej liczby badanych roslin i w nawiasie procent chorych. Izolacja RNA za pomocg krzemionki — A, izolacja RNA za pomocg zestawu kolumienkowego A&A Biotechnology - B.



Adaptacja i optymalizacja metod molekularnych do wykrywania wirusdw w roslinach in vitro

Optymalizowano metody izolacji RNA z roslin in vitro oraz warunki reakcji RT-PCR.
Izolacja RNA na krzemionce (Zacharzewska i in., 2014) umozliwita wykrywanie PVY w
roslinach in vitro z takg samg skutecznoscig jak procedura wykorzystujgca komercyjny
zestaw do izolacji RNA. Dzieki temu obnizono koszt analizy. Zastosowanie czgstek
magnetycznych do izolacji RNA pozwolito na skrdcenie czasu analizy.

Opracowano test tripleks RT-PCR do jednoczesnego wykrywania PVY, PVM i PLRV. Dla
dwadch ostatnich wiruséw opracowano wtasne pary starterow.

Czutos¢ wykrywania wirusdw PVY i PLRV w reakcji uniplex-PCR byta taka sama jak
multiplex-PCR (100 pg/reakcje), natomiast czuto$¢ wykrywania wirusa PVM byta
mniejsza niz multiplex-PCR i pozwalata wykry¢ wirus w reakcji zawierajgcej 1 ng
catkowitego RNA.

M 1 2 3 4 & 6 7 8 9 10 11 12:13 14 15 16 17 18 M

Za pomocg opracowanego testu RT-PCR
przebadano kolekcje bazowg polskich odmian
ziemniaka i wykazano, ze jest wolna od
wirusow.

W celu dalszego uproszczenia badania zasobdéw
genowych Banku Gendéw Ziemniaka
opracowano test RT-gPCR " czasie
rzeczywistym do wykrywania PVY i PLRV w
reakcji multipleksowej i PVM w reakgji
pojedyncze;.
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Rys. 1. Pordéwnanie czulosci uniplex RT-PCR dla
poszczegolnych par starterow (L2, RS Y1, M7) oraz
multiplex PCR. KN — RNA wyizolowane ze zdrowych
ro$lin, §I- woda zamiast RNA, $ciezka 1- KP RNA
porazonej roSliny, S$ciezki 2-8 10-krotne seryjne
rozcienczenia od 10 ng do 10 fg RNAw reakcji. M —
marker Noval00 bp DNA (Novazym), miedzy 100-1000 pz
co 100 pz, powyzej 1000 pz — jeden prazek 0 wielkos$ci
1500 pz.

Rys. 2. Wykrywanie wirusow PVY, PVM i PLRV za
pomoca multiplex RT-PCR w genotypach ziemniaka z
Banku Genow. M- marker Nova 100 bp DNA (Novazym)
100-1000 pz co 100 pz; sciezki 1-29 badane proby z in
vitro; 30 - 31 genotypy z banku z PVY; 32-33 genotypy z
PVM; 34-35 genotypy z PLRV, 36 - kontrola pozytywna
zawierajaca PVY, PVM,PLRV. Badane proby zostaty
poddane reakcji PCR z uzyciem nast¢pujacych starterow:
L2, M7 i RSY1.



Opracowanie testow diagnostycznych do szybkiego wykrywania wiruséw w warunkach polowych

e Opracowano szybki test Y4 RT-LAMP do wykrywania PVY (Treder i in.
2018).

e Test wykrywa wirus z czutoscig 1000-krotnie wiekszg niz testy paskowe i
test ELISA oraz 10-krotnie wiekszg niz RT-PCR.

* Duza szybkos¢ wykonania testu RT-LAMP sSwiadczy, ze mozna go
adaptowac do warunkdéw polowych.

e Za pomoca testu Y4 RT-LAMP mozna rdznicowaé populacje PVY pod
wzgledem typu biatka ptaszcza na grupy serologiczne O i N.

* Opracowano rowniez szybkie testy RT-LAMP do wykrywania PLRV i PVYM

* Wykazano, ze test fluorescencyjny RT-LAMP wykrywa PVY, PVM i PLRV
bezposrednio w rozciericzonych sokach z co najmniej takg samg czutoscig
jak w preparatach RNA izolowanych z tych sokdw.

* Test na sokach pozwalat na wykrycie wirusa w ciggu 5-20 minut.

Tabela 1. Czuto$¢ wykrywania PVM i PLRV Almasi PLRV PYM

za pomoca opracowanych starterow Startery N p N P
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Podsumowanie

Opracowano magnetyczny test ELISA w oparciu o mikrosfery magnetytowe, ktory umozliwia zageszczanie
czastek wirusa z wiekszych objetosci soku i jego czutg detekcje

Wykazano, ze wraz ze wzrostem odpornosci odmian ziemniaka na PVY spada wykrywalnos¢ wirusa w
bulwach. Zaleznos¢ poziomu porazenia PVY od odpornosci odmian ma przebieg sigmoidalny.

Stosujgc wzorcowe odmiany ziemniaka stworzono model, za pomocg ktérego mozna szacowal poziom
odpornosci odmian na PVY, dla ktérych nie byt on okreslony.

Wykazano, ze wykrywanie PVY i PVM za pomoca badania kietkdw jest rédwnie skuteczne jak préba oczkowa.
Zastgpienie proby oczkowej testowaniem kietkow eliminuje koszty szklarni i skraca czas certyfikacji bulw o ok
3-4 tygodnie (czas wzrostu roslin w szklarni).

Wykazano, ze przy zastosowaniu odpowiedniej metody izolacji RNA z bulw test RT-qPCR pozwala na
wykrywanie PVY w bulwach co najmniej rownie wiarygodne jak proba oczkowa.

Opracowano test multipleks RT-PCR oraz test RT-PCR w czasie rzeczywistym do wykrywania PVY, PVM i PLRV
w roslinach in vitro i przebadano za pomoca tych metod kolekcje bazowa polskim odmian ziemniaka w Banku
Gendw Ziemniaka, potwierdzajac, ze jest wolna od wirusow.

Opracowano szybkie testy izotermiczne RT-LAMP do wykrywania PVY, PVM i PLRV. Opracowane testy byty
tysigc razy bardziej czute niz testy paskowe przy podobnym czasie wykonania.

Wyniki uzyskane w ramach realizacji projekty umozliwity przeprowadzenie przewodu habilitacyjnego
kierownikowi projektu.
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