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The use of quantitative PCR with high resolution melting (QPCR-HRM)
analysis to distinguish the Polish mild and yellowing pathotypes
of Pepino mosaic virus (PepMV)

Zastosowanie techniki ilosciowego PCR z analizg krzywych topnienia
(qPCR-HRM) do rozrdzniania polskich tagodnych

i z6ttaczkowych patotypdw wirusa mozaiki pepino

(Pepino mosaic virus, PepMV)

Julia Minicka'*, Beata Komorowska?, Beata Hasiow-Jaroszewska?

Summary

Pepino mosaic virus (PepMV) is a highly infectious virus causing significant losses in tomato greenhouse production worldwide.
One of the characteristic symptoms is yellowing discolorations of leaf blades, which is often accompanied by damage of the fruits. It
has been found that, two independent point mutations in the gene encoding the coat protein (CP) are responsible for the formation of
yellowing symptoms: G, ,AA/A,_AA (155 aa) and GA,, U/GG,,.U (166 aa), respectively. In our study, qPCR-HRM was used to distinguish
mild and yellowing pathotypes. Appropriate primers, amplifying a fragment of the CP-encoding gene in which both yellowing mutations
are located were designed. The analysis was carried out using 18 isolates originated from greenhouses in different region of Poland. Our
experiments confirmed the effectiveness of the designed primers to differentiate the analyzed pathotypes. This technique is a valuable

tool for detecting the diversity of PepMV.
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Streszczenie

Wirus mozaiki pepino (PepMV) jest groznym patogenem powodujgcym znaczne straty w uprawie szklarniowej pomidora w wielu
regionach swiata. Jednym z charakterystycznych objawdw obecnosci wirusa w roslinie sg zéttaczkowe przebarwienia blaszek, ktérym
czesto towarzyszy uszkodzenie owocéw. Za ich powstawanie odpowiedzialne sg dwie niezalezne mutacje punktowe w genie kodujagcym
biatko ptaszcza (CP): G, ,AA/A, AA (155 aa) i GA,,,U/GG,, U (166 aa). W przeprowadzonych badaniach wykorzystano qPCR-HRM do
rozrdzniania fagodnych i zéttaczkowych patotypdw. Zaprojektowano startery, amplifikujgce fragment genu kodujgcego CP, w ktérym
znajdujg sie obie mutacje z6ttaczkowe. Przeanalizowano 18 izolatow, pochodzacych z obiektow szklarniowych na terenie catego kraju.
Wykonane doswiadczenia potwierdzity skutecznos¢ zaprojektowanych starteréw do réznicowania analizowanych patotypdéw. Technika ta

moze by¢ z powodzeniem stosowana do rozrézniania tagodnych i zéttaczkowych patotypow PepMV na terenie naszego kraju.

Stowa kluczowe: Pepino mosaic virus, szczep CH2, patotyp zéttaczkowy, Solanum lycopersicum, gPCR-HRM

YInstytut Ochrony Roslin — Paristwowy Instytut Badawczy
Zaktad Wirusologii i Bakteriologii

Witadystawa Wegorka 20, 60-318 Poznan

2Instytut Ogrodnictwa, Zaktad Fitopatologii

Konstytutcji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice
*corresponding author: J.Minicka@iorpib.poznan.pl
ORCID: 0000-0002-7773-9079

The Polish Society of Plant Protection
The Institute of Plant Protection — National Research Institute



6 Distinguishing of PepMV pathotypes by gPCR-HRM / Rozrdznianie patotypéw PepMV technikg gPCR-HRM

Wstep / Introduction

Wirus mozaiki pepino (Pepino mosaic virus, PepMV)
(rodzaj Potexvirus, rodzina Alfaflexiviridae) jest jednym
z najgrozniejszych wirusow, jakie obecnie porazaja upra-
wy pomidora w wielu krajach Europy, Ameryce Pdtnocnej
i Poludniowej oraz Chinach (French i wsp. 2001; Pospiesz-
ny i wsp. 2003; Maroon-Lango i wsp. 2005; Ling 2007;
Moreno-Pérez i wsp. 2014). Od roku 2007 znajduje si¢ on
na liscie A2 organizmow regulowanych w Unii Europejskiej
2004/200/EC wedtug Europejskiej i Srodziemnomorskiej
Organizacji Ochrony Roslin (EPPO). Wirus przenoszony
jest mechanicznie z sokiem porazonych roslin, jak réwniez
w niewielkim stopniu przez maczliki, trzmiele, z nasionami
(0,026%) oraz z woda (Cordoba-Sellés i wsp. 2007; Shipp
i wsp. 2008; Hanssen i wsp. 2010; Schwarz i wsp. 2010;
Mehle i wsp. 2014; Noél i wsp. 2014). PepMV powodu-
je szerokie spektrum objawoéw na porazonych roslinach,
obejmujgce: mozaiki o zrdéznicowanym stopniu nasilenia,
deformacje blaszek lisciowych, silne przebarwienia lisci
i owocow, chlorozy, zottaczki, pekanie i nekrozy owocow,
a nawet zamieranie roslin (van der Vlugt i wsp. 2000; Rog-
gero 1 wsp. 2001; Spence i wsp. 2006; Hasiow 1 wsp. 2008;
Hasiow-Jaroszewska i wsp. 2009, 2013; Hanssen i Thomma
2010; Blystad i wsp. 2015). Na obecno$¢ i intensywnos¢
objawdw chorobowych ma wptyw szczep wirusa (Hasiow-
-Jaroszewska 1 wsp. 2010), warunki $rodowiska (Spence
i wsp. 2006) oraz wystepowanie izolatoéw w pojedynczej lub
mieszanej infekcji (Hanssen i wsp. 2008, 2009). Dotychczas
nie stwierdzono odmian pomidora odpornych na tego pa-
togena. Genom wirusa stanowi pojedyncza ni¢ RNA o do-
datniej polarnosci, o dtugosci okoto 6410-6412 nt. Czastki
PepMV sg nitkowate o dlugosci okoto 500-530 nm, typowe
dla przedstawicieli rodzaju Potexvirus. Jak dotad ziden-
tyfikowano pigé¢ szczepdw wirusa: europejski (EU), peru-
wianski (LP), potudniowo-peruwianski (PES), amerykanski
1 (US1) oraz chilijski 2 (CH2). Dynamiczne zmiany w struk-
turze europejskiej populacji wirusa w ostatnich latach do-
prowadzity do wzrostu liczebnosci izolatow nalezacych do
szczepéw CH2, w stosunku do pozostalych szczepdéw (Ling
2007; Hanssen i wsp. 2008; Gomez i wsp. 2009; Tiberini
iwsp.2011; Ling i wsp. 2013). Rowniez w polskiej populacji
wirusa od roku 2005 obserwowana jest zdecydowana prze-
waga izolatow nalezacych do tego szczepu (Minicka i wsp.
2016). Na podstawie objawow chorobowych na porazonych
ro$linach pomidora w obrebie szczepu CH2 wyr6zniono trzy
glowne patotypy wirusa: tagodny (niewywotujacy objawow
lub wywohujacy jedynie tagodne zmiany na zielonych czes-
ciach roslin), nekrotyczny (powodujacy nekrotyczne zmia-
ny na blaszkach lisciowych i owocach, czesto prowadzace
do obnizenia plonowania i zamierania roslin) oraz zottacz-
kowy (wywolujacy objawy zazodtcenia lisci oraz nekrozy na
owocach) (Hasiéw-Jaroszewska i wsp. 2009, 2013). Wyka-

zano, ze pojedyncze substytucje nukleotydoéw w genomie
wirusa moga w znaczacy sposob determinowaé objawy ob-
serwowane na zainfekowanych roslinach. W przypadku izo-
latow zottaczkowych sg to dwie niezalezne mutacje w ge-
nie kodujacym biatko ptaszcza (CP), odpowiednio mutacja
w pozycji 463 nt (155 aa) oraz mutacja w pozycji 497 nt
(166 aa) (Hasiow-Jaroszewska i wsp. 2013). Pierwsza mu-
tacja z G,,AA do A,
w lizyng (K), druga natomiast z GA U do GG, U, skutku-
je zmiang kwasu asparaginowego (D) w glicyne (G).

W ostatnich latach na terenie catego kraju obserwowane

AA, zmienia kwas glutaminowy (E)

jestnasilone wystepowanie wirusa w wielu obiektach szklar-
niowych, atakze pojawianie si¢ réznych, nowych patotypow,
w tym réwniez zéttaczkowych. Objawy na zainfekowanych
ro$linach mogg przybiera¢ forme jasnozottej mozaiki obej-
mujacej nawet cate blaszki lisciowe (ang. yellow mosaics),
jak rowniez pokrywac jedynie niewielkie fragmenty blaszek
pomie¢dzy nerwami (ang. interveinal leaf yellowing symp-
toms). We wczesnym etapie infekcji, symptomy wywoty-
wane przez izolaty tagodne i zolttaczkowe sg bardzo trudne
do rozroznienia. W obu przypadkach infekcja poczatkowo
moze by¢ bezobjawowa lub na roslinach mozna zaobserwo-
wac pojedyncze, zotte plamki. Jednakze izolaty zottaczkowe
w odroznieniu od fagodnych moga powodowa¢ nekrozy
na owocach, dlatego bardzo istotne jest ich rozroznienie
we wezesnym etapie infekcji. Co wigcej, wiedza z jakim
izolatem mamy do czynienia ma znaczenie w konteks$cie
populacyjnym, z uwagi na pojawianie si¢ licznych produk-
tow wykorzystujacych tagodne izolaty do ochrony przed
bardziej agresywnymi patotypami (zjawisko odpornosci

krzyzowej).
W ostatnich latach w Zaktadzie Wirusologii i Bak-
teriologii Instytutu Ochrony Roélin — Panstwowego

Instytutu Badawczego pozyskano kolekcje polskich
izolatow PepMV charakteryzujace si¢ obecno$cia ob-
jawow zoéltaczkowych, pochodzace z upraw szklarnio-
wych pomidora z catego kraju. Celem prowadzonych
badan bylo opracowanie skutecznej metody pozwalajace;]
na rozrdéznianie izolatow tagodnych i zéttaczkowych za
pomoca techniki ilosciowego PCR z analiza krzywych
topnienia (QPCR-HRM — quantitative PCR with High Re-
solution Melting). Analiza HRM opiera si¢ na okresleniu
zmian fluorescencji spowodowanych topnieniem dwuni-
ciowych produktéw PCR, w wyniku wzrostu temperatury.
Temperatura topnienia (Tm), a w konsekwencji charak-
terystyczny ksztatt profilu krzywej topnienia sg wysoce
zalezne od sekwencji nukleotydow analizowanych pro-
duktow. Umozliwia to rozrdéznianie poszczegolnych pa-
totypow, nawet z pojedyncza substytucja nukleotydow.
Technika ta jest obecnie szeroko wykorzystywana do
wykrywania i réznicowania patogenow (Bester i wsp.
2012; Hasiow-Jaroszewska 1 Komorowska 2013; Filipiak
i Tomalak 2014). Zastosowanie tej techniki umozliwia
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szybkie rozrdznienie patotypow bez koniecznosci wyko-
nywania reakcji RT-PCR, a nastgpnie sekwencjonowania
uzyskanych produktow.

Materialy i metody / Materials and methods

Do przeprowadzenia doswiadczen wykorzystano 18 izo-
latéw PepMV zebranych z pomidora pod ostonami na te-
renie catego kraju. Izolaty te powodowaly zréznicowane
objawy chorobowe na roslinach testowych. Byly to zarow-
no bablowatosci lisci, tagodne mozaiki, deformacje blaszek
oraz zoOMaczki (rys. 1). Czg¢$¢ izolatow nie wywotywata
objawow chorobowych na testowanym materiale (rys. 1).
Do badan wybrano 6 izolatow zottaczkowych, ktore cha-
rakteryzowaly si¢ obecnoScig mutacji G, ,AA/A  AA
(155 aa) oraz 6 izolatdéw, ktére charakteryzowaly si¢ obec-
noscig mutacji GA, U/GG, U (166 aa). Pozostate 6 izola-
tow nie posiadato wyzej opisanych mutacji i nie wywoty-
wato znaczacych symptomow na roslinach.

Rys. 1. Objawy na roslinach testowych wywotywane przez roz-
ne patotypy wirusa mozaiki pepino: A — tagodne, B — z61-
taczkowe

Fig. 1. Symptoms on test plants induced by different PepMV
pathotypes: A —mild, B — yellowing

Pozyskanymi izolatami mechanicznie inokulowano
ro$liny testowe Solanum lycopersicum odmiany Beta lux
i po 14 dniach po inokulacji izolowano RNA przy uzyciu
zestawu RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germa-
ny). Z wyizolowego RNA uzyskiwano cDNA przy uzyciu
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Sigma-
-Aldrich, Seelze, Germany) oraz startera oligo (dT)
(200 nM), zgodnie z zalagczong procedura. Do przepro-
wadzenia reakcji qPCR-HRM zaprojektowano cztery pary
starterow, ktore amplifikowaty fragment genu kodujacego
CP, w ktorym zlokalizowane sa obie mutacje zottaczko-
we (tab. 1). Poszczegélne startery PepF1-4CP i PepRI-
-4CP testowano we wszystkich mozliwych kombinacjach
i w réznych warunkach reakcji (w temperaturze przytacza-
nia starteré6w od 45 do 60°C). Reakcje¢ przeprowadzono przy

Tabela 1. Startery wykorzystywane do wykonania analizy qPCR-
-HRM
Table 1. Primers used in qPCR-HRM analysis

Starter — Primer Sekwencja — Sequence 5’-3’
PepF1CP CCACACCATCCAACCCTGCTTT
PepF4CP TTTGTCTAGACGTGCACTTGCTG
PepF3CP TCAATATCACACCCAGACAATTCT
PepF2CP GCCAACTGGGCAAAATTGGG
PepR1CP AGACTAGCTGGATTTGTGACTCC
PepR3CP ATTGGGCTGCCTGATTAGG
PepR2CP GGATATTTTCTGGCGGGCAAGGG
PepR4CP GGGTGGTGATGTAGTTGCCAG

uzyciu zestawu Light Cycler 480 HRM master mix (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) w obj¢tosci 20 ul. Do
kazdej reakcji wykorzystano 1 ul odpowiedniego cDNA,
2 mM MgCl, 200 nM poszczegblnych starterow oraz
10 pl Light Cycler 480 HRM master mix (Roche Diagno-
stics, Mannheim, Germany). Poszczegdlne etapy reakcji
obejmowaly: preinkubacje 10 min w temp. 95°C oraz 45 cy-
kli amplifikacji (denaturacja 10 s w 95°C, przytaczanie star-
teréw 15 s w temp. od 45 do 60°C oraz wydtuzanie nici 18 s
w 72°C). Kolejno wykonano analiz¢ HRM w cyklu: 60 s
w 95°C, 60 s w 40°C, 1 s w 65°C i1 s w 97°C oraz chto-
dzenie 30 s w 37°C. Dos$wiadczenia przeprowadzono przy
uzyciu dwoch aparatow: Light Cycler 480 II system (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) oraz Light Cycler 96
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Uzyskane re-
zultaty analizowano za pomoca oprogramowania LightCyc-
ler® 96 SW 1.1 software (Roche, Mannheim, Germany).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano reakcje
qPCR-HRM w celu wykrycia tagodnych i zottaczkowych
patotypow PepMV. HRM jest obecnie szybko rozwijajaca
si¢ technikg molekularng umozliwiajaca rozréznianie posz-
czegblnych patotypdw na podstawie pojedynczych mutacji
wystepujacych pomigdzy nimi (Wittwer i wsp. 2003).

Przeprowadzone badania wykazaly, ze przy zastosowa-
niu kombinacji starterow PepF1CP/PepR3CP w tempera-
turze 55°C mozliwe jest roznicowanie izolatow tagodnych
i zottaczkowych PepMV. W efekcie zastosowania pary
starterow PepF1CP/PepR3CP otrzymano odrebne krzywe
topnienia dla izolatéw tagodnych (84,38°C), zéttaczko-
wych z mutacjg G, ,AA/A, AA (155 aa) (84,12°C) i zol-
taczkowych z mutacjg GA,, U/GG,,,U (166 aa) (84,65°C)
(rys. 2). Analizowane produkty qPCR-HRM tagodnych
i zoéttaczkowych patotypow charakteryzowaty si¢ dwo-
ma odrgbnymi znormalizowanymi krzywymi topnienia,
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Rys. 2. Krzywe topnienia produktow reakcji qPCR-HRM uzyskanych z wykorzystaniem starterow PepF1CP/PepR3CP dla fagodnych
i obu zbttaczkowych izolatow. Kolor niebieski — izolaty z mutacja w pozycji 155 aa, kolor zoity — izolaty z mutacja w pozycji

166 aa, kolor czerwony — izolaty tagodne

Fig. 2. Melting curves of qPCR-HRM products amplified with PepF1CP/PepR3CP primers for mild and yellowing isolates. Blue color —
isolates with mutation in 155 aa position, yellow color — isolates with mutation in 166 aa position, red color — mild isolates
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Rys. 3. Znormalizowane krzywe topnienia produktéw qPCR -HRM dla tagodnych i zottaczkowych patotypow. Kolor niebieski — izolaty
z mutacjg w pozycji 155 aa, kolor zotty — izolaty z mutacja w pozycji 166 aa, kolor czerwony — izolaty tagodne

Fig. 3. Normalized melting curves of gqPCR-HRM products for mild and yellowing pathotypes. Blue color — isolates with mutation in
155 aa position, yellow color — isolates with mutation in 166 aa position, red color — mild isolates

o czym $wiadczg ich znaczne przesunigcia wzglgdem siebie
(rys. 3).

W przypadku pozostatych starteréw, w réznych kombi-
nacjach i réznych warunkach reakcji, uzyskano zbyt mate
roéznice w temperaturze topnienia produktow amplifikacji,
aby byto mozliwe rozréznianie poszczegolnych patotypow.
Przeprowadzone doswiadczenia potwierdzily skuteczno$é
zaprojektowanych starterow do powielania wybranych
fragmentow DNA, ktére umozliwiaja odrdznianie pato-
typow zawierajacych i niezawierajagcych mutacje w genie
kodujacym CP.

Wyniki uzyskane w przeprowadzonych doswiadcze-
niach dowodza, ze metoda qPCR-HRM moze by¢ z po-
wodzeniem wykorzystywana do rozrdzniania izolatow ta-
godnych i zoéttaczkowych PepMV. Pozwala to na znacznie

szybsze okreslenie patotypu wirusa w badanej probce niz
w przypadku zastosowania klasycznej reakcji RT-PCR, a na-
stepnie sekwencjonowania. Co wigcej, nie ma koniecznosci
przeprowadzania rozdziatu uzyskanych produktow ampli-
fikacji w zelu agarozowym, co znaczaco skraca czas calej
procedury.

Whioski / Conclusions

1. Przeprowadzone badania wykazatly, ze za pomoca reak-
cji gPCR-HRM mozliwe jest szybkie odroznienie pato-
typow tagodnych oraz zéttaczkowych, zarowno z mu-
tacjg G, AA/A, AA (155 aa), jak i GA, U/GG, U
(166 aa).
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2. Zastosowanie techniki qPCR-HRM umozliwia znacznie w przypadku zastosowania klasycznej reakcji RT-PCR,
szybsze okreSlenie patotypu wirusa niz to ma miejsce a nastgpnie sekwencjonowania.
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