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Cel zadania: Celem pracy jest zdobycie podstawowej wiedzy na temat, ktore czasteczki
miRNA moga by¢ zaangazowane w reakcj¢ roslin tytoniu na zakazenie wirusem PVY. Tyton jest
ro$ling modelowa i testowa. Wyniki badan przyczynig si¢ do postgpu wiedzy o roli miRNA w
interakcji ziemniak — wirusy ziemniaka.

PVY jest najwazniejszym wirusem ziemniaka w Polsce. Badania beda obejmowac oznaczenie
ilo§ciowe w roslinach tytoniu inokulowanych wirusem PVY, wybranych miRNA tytoniu, zwigzanych
z funkcjami rozwojowymi, miRNA i komplementarnych do nich transkryptow genow zwigzanych z
odpowiedzig na stres, oznaczenie wirusowego RNA (np. kodujacego geny supresorowe wyciszania
wirusowego RNA). Ocena ilo$ciowa bedzie przeprowadzona przy uzyciu techniki RT-gPCR. Nasze
badania dostarcza danych eksperymentalnych o wptywie PVY na ekspresje czasteczek miRNA.

W 2016 r. realizowano dwa tematy:

(@) Okreslenie przydatnosci genow referencyjnych do oznaczania ekspresji gendw w roslinach
tytoniu porazonych PVY przy uzyciu techniki RT-gPCR: F-box, elF-5C, SUI1, SfU2, Actin,
Alpha-TUB, Gamma-TUB, EFla (SGNU446573, D63396 i AB019427)

Materialy i metody

Izolaty uzywane w projekcie zostaly zsekwencjonowane a wyniki umieszczone w bazie NCBI
GenBank:

e PVY 12/94 = PVY-3202, numer w bazie KX356068,
e PVY Gr99 = PVY-3303, numer w bazie KX356070,
e PVY 34/01 = PVY-3411, numer w bazie KX3560609.

Zakazano po pig¢ roslin tytoniu kazdym z izolatow, ktorych czystos¢ byta sprawdzana testem ELISA
z uzyciem potrojnych przeciwciat. Oprocz poliklonalnych zastosowano 2 specyficzne monoklonalne:
4 (Bioreba) rozpoznajace pvyN™ i Y© (SASA) rozpoznajace PVY°.
Tak sprawdzone zrédta poszczegdlnych izolatow PVY uzyto do zakazen tytoniu odmiany Samsun, po
5 ro$lin/izolat.  Wszystkie ros$liny zakazano w fazie 4-5 lisci 1 utrzymywano
w fitotronie w temperaturze 22°C i 16-godzinnym dniu w o$wietleniu 100 pmol s™ m™,

Izolacja RNA i RT-gPCR w czasie rzeczywistym

Catkowite RNA izolowano przy uzyciu zestawu do izolacji mirVana miRNA z pieciu
pojedynczych roslin kazdej kombinacji (5 roslin niezakazanych, 5 roslin traktowanych woda, 5 roslin
zakazanych trzema izolatami i testowane w dwodch terminach po 3 lub 7 i 14 dniach. Odwrotng
tranksrypcj¢ przeprowadzono przy uzyciu zestawu TagMan microRNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems). Poziom ekspresji genow referencyjnych oznaczono przy uzyciu techniki SYBR
Green wedtug Frazier et al. (2010)'° w termocyklerze Real-Time PCR System LightCycler 480
(Roche). Relatywng ekspresje testowanych gendw oszacowano czterema réznymi programami: Delta
CT, Best keeper, Normfinder, Genorm, Reccomended comprehensive ranking. Analizy statystyczne
przeprowadzono przy uzyciu programu Statgraphics.

W 2016 r. zaplanowano testowanie siedmiu genéw referencyjnych, w tym dwie formy genu
Tubuliny (Alpha i Gamma). Dodatkowo testowano trzy rézne obiekty genu EF1a, ktory nie podlegat
ekspresji w badaniach w 2015 r. Dlatego tacznie testowano 10 gendow, stosowanych w badaniach
interakcji wirus-roslina, wymienionych w Tabeli 1. Otrzymane wyniki potaczono z wynikami dla
pieciu innych genow testowanych w 2015 r. i analizowano wspoélnie - w celu wybrania najlepszego
genu do badania interakcji tyton — PVY.



Wyniki

Uszeregowanie kandydujgcych genow referencyjnych tytoniu (Nicotiana tabacum cv. Samsun)
testowanych w 20151 2016 r.

. Algorytm Rekomendowa

Uszeregowani _ ne

e Delta CT Best keeper Normfinder Genorm .

uszeregowanie

1 PP2A PP2A PP2A elF5C / SfU2 PP2A

2 elF5C SUIl elF5C elF5C

3 Sfu2 elF5C Sfu2 PP2A Sfu2

4 Gamma-TUB F-box Gamma-TUB EBQ3 Gamma-TUB

5 EBQ3 Gamma-TUB EBQ3 Nad5 EBQ3

6 EFla (D) GAPDH EFlo (D) F-box F-box

7 F-box EFla (S) Nad5 Gamma-TUB SUIl

8 Nad5 Actin F-box GAPDH Nad5

9 GAPDH SfUu2 GAPDH EFla (D) GAPDH

10 SUIl Nad5 EFla (S) EFla (AB) EFla (D)

11 EFla (S) GTP SUIl EFla (S) EFla (S)

12 EFla (AB) EFla (D) EFla (AB) SuUll Actin

13 Actin EBQ3 Actin Actin EFlao (AB)

14 GTP EFla (AB) GTP GTP GTP

15 Alpha-TUB Alpha-TUB Alpha-TUB Alpha-TUB Alpha-TUB
EFla (S): SGNU446573; EFla (D): D63396; EFla (AB): AB019427
Dyskusja

W celu oznaczenia liczby transkryptéw badanych gendw, moze dochodzi¢ do zmian ilo$ci
materiatu genetycznego, ktérych najczestszg przyczyng jest rozna wydajnos¢ izolacji mRNA oraz
odwrotnej transkrypcji w poszczegodlnych probach. Stad potrzeba normalizacji wynikéw migdzy
analizowanymi probami, poprzez wykorzystanie genu referencyjnego. Gen referencyjny powinien
charakteryzowac si¢ statym, nieregulowanym poziomem ekspresji
w danej tkance. Badania ekspresji genow referencyjnych wykazaty jednak istniejace roznice w liczbie
transkryptow w tkankach zdrowych i zmienionych chorobowo (Romanowski i in., 2007). Na
podstawie wynikdw analizowanych pigcioma metodami statystycznymi wybrano gen referencyjny
PP2A do badan ekspresji miRNA w lisciach tytoniu po zakazeniu wirusem Y ziemniaka.

Whioski

Do badania ekspresji miRNA w interakcji tyton — szczepy wirusa Y ziemniaka wybrano gen fosfatazy
2, PP2A.

Romanowski T, Markiewicz A, Bednarz N, Bielawski KP. 2007. Geny metabolizmu podstawowego
jako geny referencyjne w iloSciowym oznaczaniu ekspresji genéw metoda real-time PCR. PostepyHig
Med Dosw 61: 500-510.

(b) Oznaczenie iloSciowe ekspresji miRNA w tytoniu zakazonym i niezakazonym PVY przy
uzyciu techniki RT-qPCR.

Materialy i metody.

Materiat roslinny do oznaczania miRNA i gendéw celowych pobrano z ro$lin zakazonych do
oznaczania genow referencyjnych — opisanych w temacie badawczym 3.1.

Izolacja RNA i RT-qPCR w czasie rzeczywistym zostata opisana w temacie 3.1. Catkowite RNA
izolowano w dwdch terminach po 3 lub po 7 i po 14 dniach. Poziom ekspresji miRNA i ich gendw
celowych normalizowano do najlepszego genu referencyjnego z zadania 3.1.PP2A

Obecnos$¢ wirusa w roSlinach testowano za pomocg testu ELISA, trzema przeciwciatami (PVYall,
PVY®, PVYM), w dwoch réznych terminach: 7, 14 dni od daty zakazenia (liczba testow: 10 roslin x 3
izolaty x 2 terminy x 3 przeciwciata = 180). W celu potwierdzenia zakazenia roslin danym szczepem
wirusa przeprowadzono reakcj¢ multiplex RT- PCR wedtug Lorenzena i in. (2006) i Chikh-Ali i in.
(2010), Testowano po trzy rosliny porazone trzema izolatami, w dwdch terminach, dwiema metodami
(36 testow).




Wyniki

Wyniki ekspresji miRNA przedstawiono w Tabeli 1i 2.

Tabela 1. Zmiany ekspresji miRNA w nieinokulowanych lisciach tytoniu odmiany Samsun
w odpowiedzi na zakazenie trzema szczepami wirusa Y ziemniaka po 3 i 14 dniach od zakazenia

oceniane metoda RT-qPCR?

mMiRNAs (mRNA target Traktowane Inokulowane PVY
%) woda®
PVY-3202 PVY-3411 PVY-3303
(PVY"™ B) (PVYVVB) (PVY?-NTN)
Silne objawy Lagodne Rozjasnienia
VN objawy VN nerwow VCI
3 14 dpi 3 14 dpi 3dpi 14 dpi 3dpi 14 dpi
dpi dpi
nta-miR168a nc nc nc T11.1 nc 15.7 nc 13.4
nta-miR168b-d nc nc nc 153 nc 14.0 nc nc
AGO1 nc nc nc 12.5 nc 12.9 nc 12.0
nta-miR162a/b nc nc nc 16.9 nc 13.1 nc nc
DCL1 nc nc nc nc nc nc nc nc
nta-miR159a nc nc nc nc nc nc nc nc
nta-miR159b/c nc nc nc nc nc 12.3 nc nc
nta-miR160a nc nc nc nc nc nc nc nc
nta-miR164a/c nc nc nc nc nc nc nc nc
nta-miR164b nc nc nc nc nc nc nc nc
nta-miR166a-h nc nc nc 12.2 nc 1.7 nc nc
nta-miR166i nc nc nc nc nc nc nc nc
nta-miR166j nc nc nc nc nc 13.6 nc nc
nta-miR172a-e/u/x/y nc nc nc 14.0 nc 12.6 nc 1.7
nta-miR172f/w nc nc nc T1.5 nc T1.5 nc nc
nta-miR172h nc nc nc 12.1 nc 12.1 nc nc
nta-miR172l nc nc nc 11.8 nc nc nc nc
nta-miR172j ne ne ne ne ne ne ne ne
nta-miR172r ne ne ne ne ne ne ne ne
nta-miR319a ne ne ne ne ne ne ne ne
nta-miR319b ne ne ne ne ne ne ne ne
nta-miR319c¢ nc nc nc nc nc 12.9 nc nc
nta-miR319d nc nc nc nc nc 1.7 nc 10.3
nta-miR390b nc nc nc 138.1 nc 116.1 nc nc
nta-miR396b nc nc nc nc nc nc nc nc
nta-miR395¢ ne ne ne ne ne ne ne ne
nta-miR395d ne ne ne ne ne ne ne ne
nta-miR847 ne ne ne ne ne ne ne ne
nta-miR1435a ne ne ne ne ne ne ne ne
nta-miR1435d ne ne ne ne ne ne ne ne

Zczmiany ekSpreSji WyraZOI?AeCjaSkO krotno$¢ 2_Acq(3dpi préby in,0!<ulopwanej PVY/?_Acq(3dpi proby tratowanej‘wodq) lub 2°

% (14 dpi proby inokulopwanej PVY/2™" (14 dpi proby tratowanej wodg) . Warto$¢ cyklu granicznego (Cq) dla kazdego genu
w kazdej probie byta normalizowana do genu referencyjnego (PP2A). Relatywny poziom ekspresji
(RELs) wyrazony jako 27AC, Zmiany ACq obliczono wedlug wzoru Cqgen anatizowany)=C0(gen referencyjny)-
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Dane prezentujg $rednie pigciu biologicznych powtdrzen , kazde powtorzenie jest srednig trzech
powtorzen technicznych. Roznice statystycznie istotne pomigdzy probami z inokulowanych roslin
i traktowanych woda z P < 0.05 byly analizowane jednoczyynikowa analiza wariancji przy uzyciu
programy Statgraphics Plus. Probki roznigce si¢ istotnie wigksza lub mniejsza ekspresja sg oznaczone
1 lub | odpowiednio; dpi — dni po inokulacji, nc — brak zmian (no change); ne — brak ekspresji (not
expressed; VN — nekrozy nerwéw (veinal necroses); VCI — rozjanienie nerwéw (vein clearing).”
celowe mRNA: AGO1 (FG137295), Argonaute 1; DCL1 (BP528819), endoribonuclease Dicer
homolog 1 °w roSlinach traktowanych woda zmiany ekspresji wyrazono jak krotno$é Z'Acq(s dpi proby
-ACq -ACq ~-ACq -ACq

traktowanej wodq)/z (5dpi préby nieinokulowanej) |Ub 2 (2 (16 dpi proby traktowanej Wodq)/z (16 dpi préby nieinokulowanej)
Tabela 2. Zmiany ekspresji miRNA w nieinokulowanych lisciach tytoniu odmiany Samsun
w odpowiedzi na zakazenie trzema szczepami wirusa Y ziemniaka po 7 i 14 dniach od zakazenia
oceniane metodg RT-qPCR?

MiRNAs (MRNA Inokulowano PVY
target”) PVY-3202 PVY-3411 PVY-3303
(PVYN™N B) (PVYNVB) (PVY?-
NTN)
Silne objawy Lagodne Rozjasnieni
VN objawy VN a nerwow
\VCI
. . .14 7 14
7dpi 14 dpi 7 dpi dpi dpi  dpi
nta-miR156f nc 19.4 nc nc nc nc
nta-miR159 nc 1.7 nc nc nc nc
nta-miR160d nc 12.02 nc nc nc nc
nta-miR164d nc nc nc nc nc nc
nta-miR167a/b/c nc 1.2 1.3 10.8 nc nc
nta-miR169q-s nc 15.1 nc nc nc nc
nta-miR169t nc nc nc nc nc nc
nta-miR171c nc 1.9 nc 11.6 nc nc
nta-miR172m/p nc nc nc nc nc nc
nta-miR319a/b nc 12.2 nc nc nc nc
nta-miR393 nc nc nc nc nc nc
nta-miR396d ne ne ne ne ne ne
nta-miR397 nc nc nc 125. nc nc
7
nta-miR398 nc ne nc 115. nc 16.6
2
nta-miR408 nc nc nc 126. nc nc
5
nta-miR479a nc 130.5 nc 126. nc nc
2
nta-miR479b 148 179 110.1  19.8 153 nc
nta-miR482a/c nc 12.3 nc 1.7 nc nc
nta-miR482b-3p nc 14.1 nc 13.0 nc nc
nta-miR482b-5p 128. 1280 121.3 1263 123. 117
5 2 5
nta-miR482d nc 12.2 nc 12.9 nc nc
nta-miR6019a-b nc nc nc 118. nc nc
8
nta-miR6020a-3p nc 136.1 nc 136. nc nc
3
nta-miR6020b nc 13.5 nc 15.7 nc 12.7



nta-miR6020-5p

nta-miR6025a
nta-miR6025b
nta-miR6025¢
nta-miR6025d
nta-miR6025e

nta-miR530
nta-miR5303c
nta-miR6021
nta-miR6144
nta-miR6147
nta-miR6154a/b
nta-miR6164a
nta-miR6161

novel-miR38
nove-miR4
novel-miR10

nc 15.0

nc 1.4

nc 14.1

nc 11.6

nc 11.5

nc 13.3
10.5  nc

nc nc

nc 12.0

nc 14.8

nc 12.9

nc 111.2
nc 14.9

ne ne

= nta-miR 6164
= nta-miR 6025
= nta-miR 6019

nc

110.

nc
nc
nc
nc
12.0

1.8
11.8
13.2
nc

16.2
18.5
ne

nc
nc
nc
nc
nc

10.2
nc
nc
nc
nc
nc
nc

nc

nc
nc
nc
nc
nc

nc
nc
nc
nc
15.2
nc
ne

a . .. . . r 7 ~-AC -AC -
 Zmiany ekspresji wyrazone jako krotno$¢ 2™ i proby inokutopwanei PvY/2 " sapi. prsby tratowanej wodgy 1UD 2
. rch pwa (
(14 dpi proby inokulopwanej PVY/2 (14 dpi proby tratowanej woda) DaISZy opis Jak w Tabeli 4



Potwierdzono zakazenie ro§lin tytoniu trzema szczepami wirusa Y ziemniaka dwiema

metodami multiplex RT-PCR: wedlug Lorenzena et al. 2006 oraz Chikh Ali et al. 2010.
PVY-3202 (12/94), PVY-3303(Gr99) reprezentuja szczep PVY"'™, PVY-3411 (34/01), nalezy do
szczepu PVYMW,
Testowano roznice w ekspresji 28 form miRNA z 13 rodzin miRNA i dwdch genéw celowych mRNA
AGOL1i DCL1 3i 14 dni po inokulacji trzema szczepami wirusa Y ziemniaka (Tab. 1.). W gornych nie
inokulowanych lisciach ro$lin tytoniu zakazanych trzema szczepami wirusa Y ziemniaka wykryto 19
form, nie wykryto 9 form miRNA w obu terminach testowania. Po trzech dniach po inokulacji nie
obserwowano zadnych zmian w poziomie wszystkich badanych miRNA i genéw celowych. Sposrod
19 form wykrytych miRNA dla 6 nie stwierdzono r6znic w ekspresji 14 dni po zakazeniu wirusem Y
ziemniaka. Zmiane ekspresji 13 form miRNA z 7 rodzin w nieinokulowanych lisciach tytoniu,
zakazonych wirusem roslin obserwowano po 14 dniach po inokulacji. Stwierdzono réznice w ekspresji
miRNA nalezgcych do tej samej rodziny. Zaobserwowano specyficzne roéznice zmiany ekspresji w
zaleznosci od szczepu wirusa. W nieinokulowanych zdrowych roslinach i w roslinach traktowanych
woda z dodatkiem karborundum nie obserwowano roznic w ekspresji. Poniewaz nie stwierdzono
roznicy w ekspresji miRNA trzy dni po inokulacji testowano pozostate miRNA 7 i 14 dni po
inokulacji. Testowano réznice w ekspresji 38 form miRNA z 27 rodzin miRNA 7 i 14 dni po
inokulacji trzema szczepami wirusa Y ziemniaka (Tab. 2.). W gornych nie inokulowanych li§ciach
ro$lin tytoniu zakazanych trzema szczepami wirusa Y ziemniaka wykryto 36 form, nie wykryto dwoch
form miRNA w obu terminach testowania. Po 7 dniach od inokulacji zmiany ekspresji obserwowano
tylko w przypadku 4 sposrdd 36 miRNA. Zmiang ekspresji 32 form miRNA z 22 rodzin miRNA
obserwowano w zalezno$ci od uzytego szczepu wirusa w nieinokulowanych lisciach 14 dni po
inokulacji. Stwierdzono réwniez rdznice pomi¢dzy miRNA nalezacymi do tej samej rodziny. Zmiany
ekspresji obserwowano w 27 form miRNA po zakazeniu silnym szczepem (PVY-3202) PVYN™N 21
form po zakazeniu szczepen $rednim (PVY-3411) PVY™M™! 6 form po zakazeniu stabym szczepem
(PV'Y-3303) PVY%NTN. Cztery formy miRNA reagowaly po zakazeniu tylko szczepem PVY™™V' a
10 form miRNA tylko ze szczepem PVYN™. 10 form miRNA reagowato z dwoma szczepami, PVY"™
Wi PVYNTN | pieé ze wszystkimi szczepami.

Podsumowujac, testowano ekspresje¢ 37 rodzin miRNA zawierajacych 66 form miRNA, sposrod
ktorych 45 form miRNA z 27 rodzin ulegalo zmianom po inokulacji tytoniu wirusem Y ziemniaka
(Rys. 1i2).

Zmiany ekspresji miRNA w nieinokulowanych lisciach tytoniu
odmiany Samsun

w odpowiedzi na zakazenie trzema szczepami wirusa Y ziemniaka
po 3 i 14 dniach od zakazenia oceniane metodg RT-qPCR.

28 form miRNA
z 13 rodzin miRNA

! !
9 form miRNA 19 form miRNA
nie wykryto wykryto

] 3 14 dpi
3 dpi 6 form miRNA 13 form miR_NA z 7 rodzin)
brak zmiany Zmienne

. 4

2 miRNA: NTN, Wi i Z-NTN

6 miRNA: NTN i Wi

1 miRNA: Wi iZ-NTN

1 miRNA: NTN

Rys 1. Zmiany ekspresji miRNA w nieinokulowanych lisciach tytoniu odmiany Samsun
w odpowiedzi na zakazenie trzema szczepami wirusa Y ziemniaka po 3 i 14 dniach od zakazenia
oceniane metodg RT-gPCR.



Zmiany ekspresji miRNA w nieinokulowanych lisciach tytoniu
odmiany Samsun

w odpowiedzi na zakazenie trzema szczepami wirusa Y ziemniaka
po 7 i 14 dniach od zakazenia oceniane metoda RT-qPCR.

38 form miRNA
z 27 rodzin miRNA

! !
2 formy miRNA 36 form miRNA
nie wykryto wykryto .
7 dEi 4 formy miRNA 32 formy miRNA (z 22 rodzin)
brak zmiany Zmienne

4

5 miRNA: NTN, Wi i Z-NTN

12 miRNA: NTN i Wi

1 miRNA: Wi i Z-NTN
4 formy miRNA 4 miRNA: Wi
zmienne 10 miRNA: NTN

Rys 2. Zmiany ekspresji miRNA w nieinokulowanych lisciach tytoniu odmiany Samsun
w odpowiedzi na zakazenie trzema szczepami wirusa Y ziemniaka po 7 i 14 dniach od zakazenia
oceniane metodg RT-qPCR.

Dyskusja

W badaniach Yin i in. 2016, ekspresja miRNA w odmianie ziemniaka Etola po inokulacji tymi
samymi szczepami wirusa Y, byta zalezna od szczepu i intensywno$ci objawdw przez nie
powodowanych. Poréwnanie kilku tych samych miRNA wskazuje na r6éznice w ekspresji, ktore sg
zwigzane z r6zna intensywnoscia objawow wywotywanych przez uzyte szczepy wirusa Y. Szczep
PVY"W! powodowat najwicksze roznice w odmianie Etola, natomiast w tytoniu PVYN™,
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