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Streszczenie

Oddziat IHAR-PIB w Boninie jest cztonkiem konsorcjum realizujgcego projekt FITOEXPORT finanso-
wany przez NCBIiR w ramach programu GOSPOSTRATEG. Zadanie wykonywane w Boninie ma na
celu opracowanie i wdrozenie w laboratoriach PIORIN multipleksowego testu RT-PCR w czasie rze-
czywistym do wykrywania wiruséw Y, L, M, S, A, X oraz wiroida PSTVd. Taki test opracowano w fazie
badawczej projektu, a obecnie trwajg prace nad jego adaptacjg do wykrywania patogenéw na masowg
skale w celu usprawnienia urzedowej certyfikacji sadzeniakdw ziemniaka przez PIORIN.

Stowa kluczowe: certyfikacja sadzeniakéw, multipleks RT-qPCR, wirusy ziemniaka

Abstract

IHAR-PIB Branch in Bonin is a consortium member implementing the FITOEXPORT project financed
under the 1st GOSPOSTRATEG competition by NCBIR. The task performed in Bonin is aimed at
developing and implementing a multiplex RT-PCR test in real-time for the detection of Y, L, M, S, A, X
viruses and PSTVd viroid in the laboratories of PIORIN. Such an assay was developed in research
phase of the project, and implementation work is currently underway in Phase B to adapt the assay for
large-scale pathogen detection. After implementation, the test will improve the official certification of
seed potatoes by PIORIN.

Keywords: potato viruses, RT-qPCR multiplex, seed potato certification
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Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

jest cztonkiem konsorcjum realizujgcego
projekt o akronimie ,FITOEKSPORT” pt.
.Zwiekszenie konkurencyjnosci polskich to-
warow roslinnych na rynkach miedzynaro-
dowych poprzez podniesienie ich jakosci i
bezpieczenstwa fitosanitarnego”. Jest on
finansowany przez Narodowe Centrum Ba-
dan i Rozwoju w ramach programu
GOSPOSTRATEG. Planowany okres wyko-
nania projektu obejmuje lata 2019-2021.
Liderem projektu jest Gtéwny Inspektorat
Ochrony Roslin i Nasiennictwa (GIORIN), a
kierownikiem projektu ze strony Lidera jest
dr Janina Butrymowicz z Centralnego Labo-
ratorium GIORIN. Oprécz Lidera konsorcjum
tworzy czterech partnerow: Uniwersytet
Warszawski (UW), Sie¢ Badawcza tukasie-
wicz — Instytut Lotnictwa (ILot), IHAR-PIB
oraz Instytut Ochrony Roslin — PIB (IOR-
-PIB). Catkowita warto$¢ kosztow kwalifiko-
wanych projektu to 11 022 546 zt, z czego
dofinansowanie przez NCBIiR  wynosi
9 569 266 zt. Réznice miedzy tymi kwotami
wnosi Lider projektu jako wkiad wtasny.

Celem nadrzednym projektu jest umozli-
wienie wprowadzenia polskich produktéw
roslinnych na nowe rynki zbytu i podnosze-
nie ich konkurencyjnosci poprzez skuteczne
reagowanie na wymagania importowe no-
wych odbiorcéw oraz usprawnienie kontroli
realizowanych przez Panstwowg Inspekcje
Ochrony Roslin i Nasiennictwa (PIORIN), z
zastosowaniem nowoczesnych metod in-
spekcji, lustracji upraw i badan laboratoryj-
nych. Cel ten jest realizowany w dwéch fa-
zach: A i B. Faza A (badawcza) zakonczyta
sie z koncem sierpnia 2021, po czym nasta-
pita faza B — przygotowanie do wdrozenia w
PIORIN konkretnych rozwigzanh, wypracowa-
nych w ramach pieciu szczegotowych zadan
w fazie badawczej (tab. 1).
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Rys. 1. Logotyp projektu FITOEXPORT
i jednostki finansujgcej (NCBIR)
oraz sktad konsorcjum realizujgcego projekt

Oddziat IHAR-PIB w Boninie realizuje za-
danie, ktérego celem jest opracowanie i
wdrozenie w laboratoriach PIORIN moleku-
larnego testu do wykrywania w jednej prébie
bulw ziemniaka w dwdéch réwnolegle wyko-
nywanych reakcjach szesciu wirusow (Y, L,
M, S, A, X) oraz wiroida wrzecionowatosci
bulw (PSTVd). Wymienione patogeny maja
genomy zbudowane z kwasu rybonukleino-
wego (RNA).

Gtownymi wykonawcami zadania sg dr
hab. Krzysztof Treder i dr Agata Kaczmarek.
Czesc¢ prac wykonywali mgr inz. Mateusz
Mielczarek i mgr inz. Anna Pawtowska oraz
starszy technik Maria Fedczak. Ze strony
Centralnego Laboratorium GIORIN w Toru-
niu badania wdrozeniowe wykonujg mgr An-
na Rosinska, mgr Agnieszka Mocka i mgr
Marek Wozny pod kierownictwem mgr Ju-
styny Piecinskiej.
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Cechg wspdlng wiruséw i wiroida jest to,
ze majg genomy zbudowane z kwasu rybo-
nukleinowego (RNA), dzieki czemu do ich
wykrywania za pomocg RT-gPCR mozna
wykorzysta¢ te samg procedure przygoto-
wania prob i izolacji catkowitego RNA. Bulwy
ziemniaka zawierajg skrobie, polifenole i
enzymy redoks negatywnie wptywajgce na
wydajnos¢ i jakosc¢ izolacji RNA oraz hamu-
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jace polimeraze w reakcji RT-PCR. W ra-
mach fazy A opracowano wydajng procedure
izolacji, skutkujgcg preparatami RNA o wy-
sokiej jakosci spektrofotometrycznej. Uzy-
skane RNA byly lepszej jakosci niz izolowa-
ne za pomocg cenionych na swiecie komer-
cyjnych zestawéw. Jednoczesnie koszt izo-
lacji byt kilka razy nizszy (Kaczmarek i in.
2019ab).

Tabela 1
Zadania realizowane przez poszczegoéinych partneréw
Nr zadania | Nr zadania . : Kierownik
: . Tytut zadania Konsorcjant .
w fazie A | wfazie B zadania
Przygotowanie PIORIN do . :
. o . kierownik
wdrozenia strategii innowacyj- . . .
o . Lider projektu | projektu

- 6 nosci i zastosowania nowocze- ) :

. o — GIORIN —dr Janina
snych narzedzi w realizacji Butrvmowicz
zadan kontrolnych ry
Opracowanie doskonatego
modelu dziatania Panstwowej dr Tomasz

1 6.1 Inspekcji Ochrony Roslin uw .

: L Rosiak
i Nasiennictwa opartego

na absorpcji innowacji

Wykorzystanie nowoczesnych mar inz

> 6.2 technologii teledetekcyjnych llot Hubert

na potrzeby nadzoru

. : Skoneczny
nad produkcja rolniczg
Zastosowanie molekularnego
testu do jednoczesnego wykry- | AR pIB | dr hab.
wania wiruséw ziemniaka Y, L, \

3 6.3 oy : Oddziat Krzysztof
M, S, X, A oraz wiroida wrzecio- w Boninie Treder
nowatosci bulw (PSTVd) bezpo-

Srednio w bulwach ziemniaka

Opracowanie multipleksowego

I gP R PEZSE I REEED IHAR-PIB | dr Stawomir
4 6.4 jednoczesne wykrycie w bada- oo

, : . w Radzikowie | Sowa

nym materiale siewnym wielu

modyfikacji genetycznych

Zastosowanie innowacyjnego

podejscia (ij. analizy chemome- dr Marlena

5 6.5 trycznej) do bad’gn Jak.0§0| s.rod- IOR-PIB Ptonka, _
kéw ochrony ro$lin, minimalizu- mgr Patrycja
jacego ryzyko stosowania sfat- Marczewska
szowanych pestycydow
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Podjeto prace nad multipleksowg wersjg
odwrotnej transkrypcji i tancuchowej reakcji
polimerazy w czasie rzeczywistym (multi-
pleks RT-gPCR). Aby skutecznie wykrywac
siedem patogenéw w jednym tescie, optyma-
lizowano warunki tego testu. W tym celu
wyselekcjonowano sposrod kilku genow me-
tabolizmu podstawowego gen oksydazy cy-
tochromowej (COX), ktérego ekspresja byta
stabilna, nie zmieniata sie w bulwach cho-
rych w poréwnaniu z bulwami zdrowymi
(Kaczmarek, Treder 2020). Wykrycie mRNA
tego genu w badanej probie oraz w prébach
zdrowych i zdrowych kontrolach negatyw-
nych bedzie dowodzi¢, Zze izolacja RNA oraz
test RT-qPCR dziatajg prawidtowo. Ponadto,
jezeli zajdzie taka potrzeba, bedzie mozna w
stosunku do niego wyznaczy¢ poziom eks-
presji RNA badanych patogendéw ziemniaka.

W celu specyficznego wykrywania bada-
nych patogendéw opracowano szereg starte-
réow i sond fluorescencyjnych oraz spraw-
dzono opisywane w zrodtach literaturowych.
Sposrod nich wybrano te, ktdére pozwalaty na
powtarzalne wykrywanie patogenéw z wyso-
kg czutoscig w tescie multipleksowym. Efek-
tem badan byta procedura, w ramach ktérej
réownolegle wykonywano z jednego prepara-
tu RNA trzy reakcje multipleks RT-gPCR, w
jednej wykrywano PVY, PLRV, PVM plus
COX, w drugiej PVA, PVS, PSTVd plus
COX, w trzeciej — PVM (Kaczmarek i in.
2021). Test w opisanej postaci byt gotowy
jesienig 2020 r. do wdrozenia w laborato-
riach PIORIN w fazie B projektu. Taki format
testu byt efektem problemdéw napotkanych w
trakcie projektowania sondy fluorescencyjnej
do wykrywania PVM.

O ile stosunkowo szybko opracowano
startery efektywnie wykrywajgce ten wirus, o
tyle wszystkie opracowane sondy albo nie
dziataty, albo nie byly specyficzne i dawaty
sygnat fluorescencyjny réwniez w obecnosci
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PVY w prébie, pomimo prawie catkowitego
braku podobienstwa sekwencji starterow i
sondy do sekwencji genomu PVY (Kaczma-
rek i in. 2021). Prace nad projektowaniem
starteréw z sondg do wykrywania PVM kon-
tynuowano w fazie B projektu i w roku bieza-
cym zakonczyty sie one sukcesem. Trwajg
obecnie prace nad ponowng adaptacjg do
wykrywania na duzg skale uproszczonej
wersji testu multipleks RT-qPCR, wykrywa-
jacego siedem patogenéw RNA w dwdch
reakcjach wykonywanych dla jednej badanej
préby.

W fazie A badano réwniez mozliwo$¢ wy-
krywania patogenéw za pomocg izotermicz-
nego testu RT-LAMP. Do wykrywania PVA i
PLRV stosowano literaturowy zestaw starte-
réw, dla PVY — startery wtasne opracowane
przed rozpoczeciem projektu (Treder i in.
2018). Dla PSTVd opracowano startery wta-
sne, ktore okazaty sie bardziej skuteczne niz
startery opracowane wczesniej przez innych
badaczy. Dla pozostatych patogenéw opra-
cowano wiasne zestawy starteréw, poniewaz
w literaturze Swiatowej nie byto wtedy publi-
kacji opisujgcych ich wykrywanie testem RT-
-LAMP. W reakcjach pojedynczych badane
patogeny byty wykrywane przez RT-LAMP z
duzg czutoscig, jednak nizszg niz w tescie
RT-gPCR (Mielczarek i in. 2021).

Metoda wykrywania planowana do wdro-
zenia w PIORIN musi by¢ metodg multiplek-
sowa, ktéra bedzie wykrywacé cztery patoge-
ny w pierwszej mieszaninie reakcyjnej oraz
trzy patogeny i gen referencyjny w drugie;.
Dlatego projektowano réwniez sondy do wy-
krywania fluorescencyjnego badanych wiru-
séw testem LAMP. Dziatajgcg sonde udato
sie uzyskac¢ tylko dla PVY. Sukces w opra-
cowaniu sond dla innym wiruséw przetozytby
sie na mozliwo$¢ wykrywania kilku wirusow
w jednej reakcji RT-LAMP.
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W tescie LAMP stosuje sie trzy pary star-
terbw do wykrywania jednego wirusa. Po-
nadto koncentracja starterow w reakcji jest
stosunkowo wysoka. Dlatego przed projek-
towaniem kolejnych wersji sond zbadano,
czy dodanie do mieszaniny reakcyjnej wiecej
niz jednego zestawu starterow nie wptynie
hamujgco na przebieg reakcji. Okazato sie,
ze w obecnosci starterébw na inne wirusy
hamowaniu ulegta reakcja wykrywajgca
PVY. Z uwagi na ten wynik nie kontynuowa-
no prac nad testem multipleks LAMP.

W ramach fazy A wykonano réwniez do-
Swiadczenie polowe, w ktérym przygotowano
bulwy ziemniaka uzyskane z roslin zainfe-
kowanych przez mszyce (porazenie pierwot-
ne) wirusem Y. Porazenie tych bulw ocenia-
no za pomocg RT-gPCR, RT-LAMP i DAS-
-ELISA. Z badanych bulw wycieto réwniez
oczka i wykonano prébe oczkowa. Najwiecej
przypadkéw porazenia wykryto za pomoca
RT-gPCR, najmniej za pomocg DAS-ELISA.
W prébie oczkowej oraz tescie RT-LAMP
wykryto podobng liczbe bulw porazonych
PVY. Byta ona ok. 20% mniejsza od wykrytej
testem RT-gPCR i o mniej wiecej tyle samo
wieksza od liczby wykrytej za pomocg DAS-
-ELISA (Mielczarek i in. 2021).

Na podstawie wynikow uzyskanych w
trakcie realizacji fazy A za metode rekomen-
dowang do wdrozenia w laboratoriach
w fazie B projektu uznano multipleks RT-
-gPCR. Obecnie trwajg prace wdrozeniowe
we wspoétpracy z Centralnym Laboratorium
GIORIN w Toruniu. Ich celem jest dostoso-
wanie opracowanej metody do prowadzenia
badan na duzg skale. W laboratoriach
PIORIN prowadzgcych laboratoryjng ocene
weryfikacyjng sadzeniakéw ziemniaka oce-
nia sie w prébie oczkowej i tescie ELISA
rocznie ok. stu tysiecy bulw. By osiagnac
wymagany poziom przepustowosci labotaro-
rium i dokonac¢ oceny sadzeniakow w mozli-
wie krotkim przedziale czasowym, satysfak-
cjonujgcym przedsiebiorcéw produkujgcych

FITOEXPORT

GIORIN,UW,ILOT,IHAR-PIB,IOR-PIB

Panstwowa Inspekcja
Ochrony Roslin i Nasiennictwa

InAaAH

sadzeniaki, konieczne jest zautomatyzowa-
nie catego procesu od homogenizacji prob,
poprzez izolacje RNA, po sktadanie reakcji
RT-gPCR. W przypadku laboratoriow PIO-
RiN, masowo badajgcych bulwy ziemniaka,
optymalne bedzie zastosowanie robotéw do
homogenizacji préb, izolacji RNA i sktadania
reakcji, pozwalajgcych na stworzenie trzech
niezaleznych linii technologicznych, przetwa-
rzajacych kilkaset prob rownoczesnie.

Sam RT-gPCR powinien by¢ prowadzony
rownoczesnie na co najmniej trzech termo-
cyklerach z blokami na ptytki 384-dotkowe.
Nalezy nadmieni¢, ze w taki wtasnie sposéb
sg zaopatrzone laboratoria odpowiednich
stuzb fitosanitarnych w krajach badajgcych
ziemniaki za pomocg RT-gPCR (np. Nider-
landy czy Wielka Brytania). Taki zautomaty-
zowany proces jest optymalizowany w pra-
cach prowadzonych w biezgcym roku w od-
dziale IHAR-PIB w Boninie oraz w Central-
nym Laboratorium GIORIN w Toruniu. Po-
nadto trwajg prace, ktorych celem jest do-
prowadzenie uzyskanych dotgd wynikow do
stanu pozwalajgcego na ich opublikowanie w
specjalistycznych czasopismach naukowych.
Prowadzi sie rowniez szkolenia pracownikow
laboratoridow Inspekciji, w ktorych pilotazowo
zostang wdrozone opracowane metody.
Szkolenia te planowane byty na jesieh roku
2020, jednak z powodu pandemii zostaty
przesuniete na rok biezgcy.

Podsumowujgc, w ramach projektu
FITOEXPORT zespdt badawczy z oddziatu
IHAR-PIB w Boninie opracowat multiplekso-
wy test RT-gPCR do jednoczesnego wykry-
wania w dwodch réwnolegtych reakcjach
siedmiu patogenéw o genomach zbudowa-
nych z RNA w jednej bulwie lub probie po-
branej z bulw. Obecnie trwajg intensywne
przygotowania do wdrozenia metody w labo-
ratoriach PIORIN, w ktérych aktywny udziat
bierze réwniez zespo6t wirusologéw z Cen-
tralnego Laboratorium GIORIN.
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