l. Tytul zadania: Badania nad regulatorowa funkcja czasteczek miRNA w przebiegu
infekcji wirusami ziemniaka PVY i TRV (nr 95)

2. Kierownik zadania: dr Zhimin Yin, IHAR-PIB, Oddziat Mtochow

Cel zadania: Celem pracy jest zdobycie podstawowej wiedzy na temat, ktore czasteczki
miRNA moga by¢ zaangazowane w reakcje roslin tytoniu na zakazenie wirusem PVY. Tyton
jest rosling modelowa 1 testowg. Wyniki badan przyczynig si¢ do postepu wiedzy o roli
miRNA w interakcji ziemniak — wirusy ziemniaka.

W 2015 r. badano:
(a) wybor izolatow PVY do badan miRNA rézniacych si¢ miedzy sobg serologicznie,
biologicznie i molekularnie.
Materialy i metody

Odmiany ziemniaka: King Edward, Desiree, Pentland Ivory (rekomendowane przez
Singh et al. 2008) oraz odmiany Etola i Nicola. Odmiang¢ Nicola uzyto w celu sprawdzenia
zdolnosci wywotywania choroby PTNRD (ang. potato tuber necrotic ringspot disease) przez
badane izolaty. Uzywano rowniez ro$lin tytoniu (Nicotiana tabacum) odmiany Samsun.

Izolaty PVY: 12/94, Wi, Gr99, Ditta, LW, 34/01, Ny. Izolaty te pochodzity z kolekc;ji
PVY w IHAR-PIB Oddzial Mtochow, byly przechowywane w temperaturze -20°C w lisciach
tytoniu odmiany Samsun. W celu uzyskania inokulum zakazano w szklarni po pi¢¢ roslin
tytoniu kazdym z izolatow. Ich czystos¢ byta sprawdzana testem ELISA z uzyciem
potrojnych przeciwcial. Oprocz poliklonalnych zastosowano 2 specyficzne monoklonalne: YN
(Bioreba) rozpoznajace PVYN™N i YO (SASA) rozpoznajace PVY®. Tak sprawdzone zrodia
poszczegolnych izolatow PVY uzyto do zakazen roslin pigciu odmian ziemniaka oraz tytoniu
odmiany Samsun, po 10 ro$lin/izolat. Wszystkie rosliny zakazano w fazie 4-6 lisci
iutrzymywano w fitotronie w temperaturze 22°C i 14-godzinnym dniu. Przeprowadzono
obserwacje symptomoéw porazenia: brak objawdw, nekrozy lokalne, objawy systemiczne.
Obecno$¢ wirusa w ro$linach testowano za pomocg testu ELISA, trzema przeciwciatami
(PVYall, PVY?, PVYN), w trzech réznych terminach: 0 (termin kontrolny), 3 i 14 dni od daty
zakazenia.

Reakcje RT-PCR (ang. reverse transciption PCR) przeprowadzono w celu
potwierdzenia zakazenia ro$lin danym szczepem wirusa po ok. trzech tygodniach, kiedy na
roslinach zakazonych pojawily si¢ silne objawy porazenia. Po wyizolowaniu wirusowego
RNA przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji, a nastgpnie reakcj¢ PCR przy uzyciu
specyficznych starterowwg. Lorenzena, 2006 lub Chikh Ali, 2010.

Wyniki

Wszystkie testowane izolaty powodowaly objawy na wzorcowych odmianach
ziemniaka, King Edward, Desiree oraz Pentland Ivory: mozaiki, deformacje lisci,
zahamowanie wzrostu, nekrozy lisci, nekrozy nerwéw (Tabela 1). Odmiany te posiadaja
dominujace geny Nc, Ny i Nz, ktore warunkuja reakcje nadwrazliwosci, specyficzng dla
szczepéw PVY, tzn., Nc:ny:nz w odmianie King Edward, nc:Ny:nz w odmianie Desiree
1 Nc:Ny:Nz w odmianie Pentland Ivory (Singh et al. 2008). Wyniki naszych badan wskazuja,
ze izolaty PVY 12/94, 34/01, Gr99, Nysa, LW, Wi oraz Ditta s wirulentne wzgledem genow
Nc, Ny i Nz.

W roélinach tytoniu (Nicotiana tabacum) odmiany Samsun izolaty 12/94, Ditta, Nysa
oraz 34/01 powodowaty nekrozy nerwow (ang. vein necrosis; VN), podczas gdy izolaty Gr99
i LW powodowaly rozjasnienia nerwéw (ang. vein clearing; VCL).

Ocena nekroz na bulwach (PTNRD) zostata przeprowadzona na odmianie Nicola
(Tabela 1). Izolaty 12/94 oraz Ditta powodowaty PTNRD, natomiast izolaty Wi, LW oraz
Gr99 nie powodowaly nekroz. Dwa inne izolaty, Nysa i 34/01 powodowaly nekrozy na
bulwach.

W odmianie Etola izolaty Gr99, Ditta i Nysa powodowaly nekrozy lokalne w miejscu
zakazenia, silne objawy na gornych lisciach (nieinokulowanych) oraz silne objawy PTNRD
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w bulwach (Tabela 1). Izolaty LW 1 Wi nie wywolywaty nekroz HR na lisciach zakazanych i
na bulwach nie zaobserwowano objawow PTNRD, natomiast wywotywaty stabe objawy na
liSciach goérnych. 1zolat 34/01 powodowal HR w lisciach zakazanych i silne objawy w lisciach
gbérnych, ale nie wywotatl objawow PTNRD w bulwach ziemniaka. Izolat 12/94 wywotywat
tylko objawy HR na liSciach zakazonych.

Tabela 1. Objawy porazenia ro$lin ziemniaka i tytoniu po zakazeniu r6znymi izolatami PVY
(2015)

Izolaty PVY (w nawiasach numery w bazie NCBI GenBank)

Odmiana 12/94 Gr99 Ditta Nysa Wi 34/01 LW
ziemniaka/ (AJ889866) (AJ890343) (AJ890344) (FJ666337) (EF558545) (AJ890342) (AJ890349)
tytoniu
King Edward* MO, DEF MO, DEF MO, def MO, DEF MO MO mo
Desiree* MO mo mo mo mo mo, D mo
Pentland Ivory* MO st, MO, MO, DEF MO n, nv, DEF, MO MO
VN, D m, st, D,
Samsun (tyton) VN VCL VN VN VN VN VCL
Nicola* MO, MO MO MO mo MO, mo,
PTNRD, P- PTNRD, P- P- PTNRD P-
Etola HR, HR, HR, HR no HR HR, no HR
a, SHR, NV, n, def, m n, nv, D m, nec N, VN, m, n
P- D PTNRD PTNRD P- MO P-
PTNRD P-

Objawy porazenia na lisciach goérnych (niezakazanych), z wyjatkiem HR (na lisciach
zakazanych). Slabe objawy opisano malymi literami. HR: reakcja nadwrazliwosci,
nekrotyzacja lokalnie w miejscu zakazenia. ST: zahamowanie wzrostu (ang. stunt);
DEF:deformacja liSci. VN: nekrozy nerwoéw (ang. vein necrosis). @: brak symptomow. N:
nekrozy. MO: silna mozaika. VCL: rozjasnienia nerwoéw (ang. vein clearing). PTNRD:
nekrozy na bulwach (ang. potato tuber necrotic ringspot disease. P-: brak objawéw PTNRD.
D: zamieranie ro$lin 35 dni po inokulacji (ang. dying); *: Brak lokalnych nekroz HR.
Dyskusja

Rosliny szesciu odmian ziemniaka/tytoniu podlegly zakazeniu siedmioma izolatami
PVY, z wyjatkiem odmiany Etola izolatem 12/94, co oznacza, ze odmiana ta posiada
odpornos¢ typu HR na ten izolat PVY.

Trzy izolaty: 12/94, Gr99 1 34/01 charakteryzujg si¢ r6zng patogeniczno$cig w stosunku
do odmiany Etola i Nicola. Izolat 12/94 nie poraza odmiany Etola, powoduje nekrozy
PTNRD w odmianie Nicola, nekrozy nerwéw na liSciach tytoniu odmiany Samsun. Izolat
Gr99 powoduje PTNRD w Nicola, nie powoduje PTNRD na bulwach odmiany Etola,
powoduje rozjasnienie nerwow w tytoniu. Izolat 34/01 powoduje symptomy na liSciach
odmiany Etola, nie powoduje PTNRD w bulwach tej odmiany. Izolaty 12/94 i Gr99 sa
serotypu N, natomiast izolat 34/01 — serotypu O.

Na podstawie wynikow do dalszych badan wybrano trzy izolaty: 12/94, Gr99 i 34/01,
roznigce si¢ rodzajem wywolywanych objawow na odmianie Etola, Nicola i tytoniu odmianie
Samsun.

(b) przydatnos¢ genow referencyjnych do oznaczania ekspresji genow w roslinach
tytoniu porazonych PVY przy uzyciu techniki RT-qPCR: PP2A, GAPDH, Nad5,
EFla, EBQ3, GTP.
Materialy i metody

W 2015 r. przetestowano sze$¢ réznych kandydujacych gendw referencyjnych
stosowanych w badaniach interakcji wirus-roslina: PP2A, GAPDH, Nad5, EFla, EBQ3,
GTP.

Wybrane izolaty PVY na podstawie wynikow badan zadania 1, 12/94, Gr99 i 34/01,
zostaly wykorzystane do zakazenia roslin tytoniu, odmiany Samsun, po 15 roslin kazdym
izolatem. Kontrolg doswiadczenia byly ro$liny tytoniu odmiany Samsun traktowane
sterylizowang woda z dodatkiem karborundum w taki sam sposéb jak rosliny zakazane.

Calkowite RNA izolowano z pigciu pojedynczych roslin kazdej kombinacji (5 roslin
niezakazanych, 5 roslin traktowanych woda, 5 roslin zakazanych trzema wirusami (5 x 3)
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w dwoch terminach po 3 i 14 dniach po inokulacji (po 25 ros$lin w kazdym terminie, razem
50), przy uzyciu zestawu do izolacji mirVana miRNA. Odwrotna tranksrypcja zostala
przeprowadzona przy uzyciu zestawu TagMan microRNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) trzykrotnie, w celu uzyskanie dobrej jakosci probek do dalszych analiz.
Poziom ekspresji sze$ciu kandydujacych genow referencyjnych oznaczono przy uzyciu
techniki SYBR Green wedlug Frazier et al. (2010) w termocyklerze Real-Time PCR (qPCR)
System LightCycler 480 (Roche). Testowano rézne rozcienczenia DNA genow
referencyjnych. Otrzymane dane postuza do analizy ekspresji gendw przy uzyciu programu
Statgraphics.

Wyniki

Efektywnos$¢ starterow dla sze$ciu gendw referencyjnych analizowano w kolejnych
rozcienczeniach ¢cDNA, to jest rozcienczonych 1x, 10x, 100x, 1000x, 4x, 16x 1 64x.
Efektywno$¢ liczono wedlug wzoru E % = (100"slore-lly x 100 wahata si¢ od 97-114%,
wskazujac na wlasciwe dobranie starterow. Gen EF-1a nie podlegat ekspresji w badanych
probach.

Geny PP2A, GAPDH, Nad5 , EBQ3, oraz GTP pokazywaty pojedynczy pik w analizie
krzywej topnienia, co oznacza wysoka specyficzno$¢ starterow.

Poziom ekspresji stwierdzono dla genow PP2A, GAPDH, Nad5, EBQ3 oraz GTP,
z warto$cig progowa Cp 22-27 cykli. Gen EF-1a nie podlegat ekspresji w badanych probach.
Dyskusja

Metoda Real-time PCR (qPCR) pozwala na obserwacj¢ procesu powielania materiatu
genetycznego w czasie rzeczywistym, umozliwia szybkie i doktadne wykonanie pomiaru
ilosci materialu  genetycznego obecnego w probie. Podczas kolejnych etapow
przygotowywania proby w celu oznaczenia liczby transkryptéw badanych genow, moze
dochodzi¢ do zmian ilo$ci materiatu genetycznego, ktorych najczestsza przyczyng jest rézna
wydajnos$¢ izolacji mRNA oraz odwrotnej transkrypcji w poszczegoélnych probach. Stad
potrzeba normalizacji wynikow migdzy analizowanymi probami, poprzez wykorzystanie genu
referencyjnego. Gen referencyjny powinien charakteryzowaé si¢ stalym, nieregulowanym
poziomem ekspresji w danej tkance. Badania ekspresji genow referencyjnych wykazaty
jednak istniejace réznice w liczbie transkryptéw w tkankach zdrowych 1 zmienionych
chorobowo (Romanowski et al. 2007).

Jeden na szes¢ genow referencyjnych nie podlegat ekspresji w roslinach tytoniu
zakazonych izolatami PVY. Geny PP2A, GAPDH, Nad5, EBQ3, oraz GTP pokazywaly
pojedynczy pik w analizie krzywej topnienia, co wskazuje, ze produkty PCR sg pojedyncze i
specyficzne dla kazdego genu. Wykazano réwniez wystarczajacy poziom ekspresji dla genow
PP2A, GAPDH, Nad5, EBQ3 oraz GTP. W celu znalezienia odpowiedniego genu
referencyjnego do badan w kolejnym roku zostanie przetestowany zestaw szesciu kolejnych
kandydujacych gendéw referencyjnych, by wybra¢ najlepszy gen referencyjny do dalszych
badan, na podstawie analizy statystycznej danych 12 badanych genéwkandydujacych.
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