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Opracowanie czutych metod wykrywania
najwazniejszych wirusow ziemniaka

Development of sensitive methods for detection of the most important potato viruses
Stowa kluczowe: test ELISA, RT-PCR, RT-LAMP, wirusy ziemniaka, wykrywanie, ziemniak

Sprawcami najwigkszych strat plonu w Polsce s3: wirus ziemniaka Y (PVY, Y), wirus
lisciozwoju ziemniaka (PLRV, L) oraz wirus ziemniaka M (PVM, M). Gtéwnym celem
Zadania nr 58 jest opracowanie czulych metod wykrywania tych wirusow w réznych
tkankach ziemniaka. Cel ten jest realizowany w postaci pi¢ciu tematow badawczych: (I)
Opracowanie i optymalizacja nowych metod wykrywania wirusow. (II) Ocena wplywu
odpornosci odmian ziemniaka na skuteczno$¢ wykrywania wirusow w bulwach.
(III) Badania nad wykrywaniem wirusow w bulwach i kietkach ziemniaka za pomoca
koktajl i DAS ELISA. (IV) Adaptacja i optymalizacje metod molekularnych do wykry-
wania wiruséw w ro$linach in vitro. (V). Opracowanie testow diagnostycznych do szyb-
kiego wykrywania wirusow.

Zdrowotno$¢ sadzeniakéw jest oceniana za pomocg tzw. proby oczkowej, ktora
stanowi polaczenie testu biologicznego z immunologicznym. Proba oczkowa polega
na wycigciu fragmentow bulw z pojedynczymi oczkami, chemicznym przerwaniu ich
spoczynku, podkietkowaniu w 21°C w ciemnosci, a nastepnie wysadzeniu w szklarni
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i wykonaniu testu DAS-ELISA wg Clark i Adams (1977) z uzyciem soku z probek lisci
pobranych z 4-6 tyg. roslin. Wykrywanie wirusow metodag ELISA prowadzone jest
metodg posrednig z ro$lin, ze wzgledu na znaczacy wzrost koncentracji czgstek wirusa
w roslinach, co zwigksza szans¢ na wykrycie testem ELISA wirusow o bardzo niskiej
koncentracji w bulwach. Bezposrednie badanie bulw byloby optymalne, jednak Hill
i Jackson (1984) wykazali, ze czutos¢ testu ELISA jest za mata do wykrycia wirusow
w bulwach. Podejmowano proby zwigkszenia czulos$ci tego testu. Wstgpne wyniki
wskazywaty, ze koktajlowa wersja testu umozliwia wykrywanie PVY i PLRV w bulwach
(Treder i in., 2009). Wicloletnie badania prowadzone w ramach Zadania nr 58 wykazaty,
ze test byl wiarygodny jedynie dla PLRV i PVM. W przypadku PVY uzyskiwano
zarowno wyniki zgodne z proba oczkowa, jak rowniez wykazujace mniejszg skutecznosc
testu w porownaniu z probg oczkowg. W celu wyjasnienia tej rozbieznosci podjeto bada-
nia nad wptywem odporno$ci odmian na skuteczno$¢ wykrywania wirusow w bulwach.
Na podstawie dotychczas uzyskanych wynikow stwierdzono, ze wzrost odpornosci
odmian ma negatywny wyptyw na wykrywalnos¢ PVY. W celu zwigkszenia czutosci
testu prowadzone sg prace nad mozliwoscig wykorzystania roznych metod zaggszczania
czgstek wirusowych z wigkszych objetosci. Obiecujgce wyniki uzyskano stosujac czgstki
magnetyczne pokryte przeciwcialami. Obecnie badana jest mozliwos¢ wykorzystania
membran jonowymiennych w tym samym celu.

Alternatywa dla proby oczkowej moze by¢ test na kietkach opracowany dla PLRV przez
Syllera (1988). W Zadaniu nr 58 prowadzone sg prace nad wykrywaniem wirusoéw Y, M i L
w tym organie. Potwierdzono dobrg zgodno$¢ wykrywania wirusow Y, M 1 L w kietkach
zproba oczkows. Do wykrywania w bulwach mozna takze stosowac testy molekularne —
RT-PCR lub RT-LAMP, (Singh i in., 1995; Boonham i in., 2008). Koszt testow
molekularnych mozna obnizy¢ zastepujac komercyjne zestawy do izolacji RNA krzemionka
(Zacharzewska i in., 2014) lub czastkami magnetycznymi (Treder i in., 2018).

Metody molekularne mogg by¢ réwniez przydatne do oceny stanu zdrowia ro$lin
wprowadzanych do kolekcji zasobow genowych ziemniaka. Takg kolekcje (Bank Genow
Ziemniaka) posiada Pracownia Zasobow Genowych i Kultur in vitro, wchodzaca w sktad
Oddziatu IHAR — PIB w Boninie. Rutynowa ocena kolekcji na obecno$¢ wiruséw
wykonywana jest za pomocg ELISA. Koszt testu RT-PCR jest zbyt wysoki do oceny
kolekcji. Mozna go obnizy¢ stosujac multipleksowy wariant (m-RT-PCR) testu (Du i in.,
2008). W ramach Zadania nr 58 opracowano wariant klasycznego m-RT-PCR do jedno-
czesnego wykrywania Y, M i L w tej samej probie. Za pomoca opracowanego testu
stwierdzono, ze przebadane 150 genotypy ziemniaka z kolekcji podstawowej Banku
Genow sg wolne od wirusow Y, M i1 L. Dalsze usprawnienie testu wymaga opracowania
m-RT-PCR w czasie rzeczywistym.

Rozwo6j metod izotermicznej amplifikacji kwasow nukleinowych umozliwit
opracowanie metod diagnostycznych, ktére mozna wykona¢ poza laboratorium
(Boonham i in., 2008). W ramach Zadania nr 58 opracowano szybki test fluorescencyjny
RT-LAMP do wykrywania PVY (Przewodowska i in., 2015) oraz jego czulszy wariant,
umozliwiajagcy roéznicowanie serotypéw PVY (Treder i in., 2018) i kolorymetryczne
wykrywanie wirusa poprzez obserwacj¢ zmiany barwy badanych prob (Treder i in.,
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2017). Zmiana barwy byta specyficzna dla prob RNA izolowanego z ro§lin z wirusem
i nie zachodzita w probach, do ktérych dodawano RNA z roslin zdrowych. Opracowano
rowniez procedur¢ wykrywania wirusow Y, M 1 L za pomocag testu RT-LAMP
bezposrednio w soku z roélin, bez izolacji RNA. Metoda dzialala dobrze we
fluorescencyjnej wersji RT-LAMP. W kolorymetrycznym RT-LAMP, zmiana barwy
nastgpowata zaréwno po dodaniu do prob soku wycisnigtego z ro$lin z badanymi
wirusami, jak i po dodaniu soku z ro$lin zdrowych.

Celem projektu w 2018 r. bylo: (I) opracowanie metody zageszczania wirusOw
z wickszych objetosci poprzez wigzanie czastek wirusa na membranach jono-
wymiennych, (II) zbadanie, czy odpornos¢ odmian wptywa na wykrywalno$¢ wiruséw
bezposrednio w bulwach, (III) ocena przydatnosci kietkéw do wykrywania wirusow, (IV)
opracowanie multipleksowego RT-PCR w czasie rzeczywistym do wykrywania wirusow
Y, M i L; (V) opracowanie metody przygotowania sokoéw do RT-LAMP, eliminujacej
z soku czynniki wywotujacy zmiane barwy bigkitu hydroksynaftolowego (HNB).

W roku 2018 w ramach prac nad metodg zageszczania wirusow z wigkszych objetosci
na membranach jonowymiennych stwierdzono, ze PVM wigzat si¢ silnie a PLRV stabo
ze ztozem Q. Oba wirusy nie wigzaly si¢ ze ztozem S. W sklad populacji PVY wchodzity
wiriony o stabym i silnym wigzaniu do zloza Q oraz o stabym i silnym wigzaniu do ztoza
S. Zageszczanie czastek wirusOw na membranie Q miato pozytywny wptyw na wykry-
wanie PVY. Dla PVM zabieg ten zwigkszal dwukrotnie czulo$§¢ wykrywania wirusa,
jednak negatywnie wplywat na wysokos$¢ absorbancji w tescie ELISA. Zatezanie czastek
wirusa nie powiodto si¢ dla PLRV, prawdopodobnie z uwagi na stabe oddziatywanie tego
wirusa ze ztozem Q w zastosowanych warunkach. W 2018 r. w do$wiadczeniu polowym
porazenie PVY byto wysokie w poréwnaniu z ubiegtymi sezonami a porazenie PVM
i PLRV bardzo niskie, podobnie jak w ubieglych sezonach. Dla PVY potwierdzono
wplyw odpornosci odmian na spadek wykrywalnosci wirusa w bulwach. Badajac
wykrywalno$¢ wirusow w bulwach i kietkach ziemniaka potwierdzono dobrg zgodnos¢
wykrywania wirusow w kielkach z proba oczkowa. Wyzsza skutecznoscig wykazat si¢
test koktajl ELISA niz DAS-ELISA dla kielkéw. Stwierdzono wyzszag skutecznosé
wykrywania PVM bezposrednio w bulwach niz za pomocg proby oczkowej. Test
RT-qPCR byt bardziej skuteczny w ocenie porazenia lisci, kietkow i bulw wirusem Y niz
RT-LAMP i1 DAS-ELISA. Wyniki prac nad optymalizacja metod molekularnych do
wykrywania wirusOw w roslinach in vitro w 2018 r. potwierdzity, ze pojedynczy RT-PCR
w czasie rzeczywistym pozwalal na wykrycie wszystkich badanych wirusow.
Multipleksowy test RT-PCR w czasie rzeczywistym do wykrywania wirusow Y, L i M
wymaga dalszych badan. W roku 2018 wykazano, Ze stosujac chloroform mozna wizual-
nie wykrywaé¢ PVY za pomocg kolorymetrycznego testu RT-LAMP z barwnikiem HNB
bez izolacji RNA z badanych prob. Dodanie do prob alfa-kazeiny istotnie skracato czas
wykrycia w probach o niskiej koncentracji PVY. Czuto§¢ wizualnej detekcji z HNB byta
taka sama jak czuto$¢ wykrywania PVY za pomoca fluorescencyjnego testu RT-LAMP.
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