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Jednoczesne wykrywanie wirusa mozaiki arbuza (watermelon mosaic
virus, WMV) oraz wirusa z6ttej mozaiki cukinii (zucchini yellow mosaic virus,
ZYMV) za pomocg reakcji dupleks RT-PCR

Simultaneous detection of watermelon mosaic virus (WMV)
and zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) using duplex RT-PCR reaction

Julia Minicka**, Agnieszka Taberska, Beata Hasiow-Jaroszewska®

Streszczenie

Wirus mozaiki arbuza (watermelon mosaic virus, WMV) oraz wirus zéttej mozaiki cukinii (zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) sg groznymi
patogenami infekujgcymi uprawy roslin dyniowatych na catym Swiecie. W Polsce wystepuja powszechnie, szczegdlnie w uprawach cu-
kinii, powodujgc straty w jakosci i ilosci plondw. Celem pracy byto opracowanie i zoptymalizowanie reakcji dupleks RT-PCR do jednocze-
snego wykrywania obu wiruséw czesto stwierdzanych w infekcji mieszanej. Zaprojektowane startery amplifikowaty gen kodujacy biatko
ptaszcza (CP) obu wirusdw odpowiednio wielkosci: 977 pz WMV oraz 415 pz ZYMV. Czuto$¢ wykrywania reakcji dupleks RT-PCR wyniosta
500 pg/ul catkowitego RNA. Specyficznos¢ wykrywania poszczegdlnych produktéw byta sprawdzana za pomocg sekwencjonowania me-
toda Sangera. Opracowana technika moze by¢ wykorzystywana do rutynowego wykrywania obu wiruséw w zainfekowanych prébkach.

Stowa kluczowe: dupleks RT-PCR, wykrywanie, wirus mozaiki arbuza, wirus zéttej mozaiki cukinii, koinfekcja

Summary

Watermelon mosaic virus (WMV) and zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) are dangerous pathogens infecting cucurbit crops worldwide.
In Poland, both viruses are common, especially in the cultivation of zucchini, causing losses in the quality and quantity of crops. The aim
of the study was to develop and optimize the duplex RT-PCR reaction for simultaneous detection of both viruses often occurring in mixed
infection. The designed primers amplified the gene encoding the coat protein (CP) of both viruses with a size of 977 bp for WMV and
415 bp for ZYMV. The duplex RT-PCR detection limit was 500 pg/ul of total RNA. The specificity of detection of individual products was
checked by Sanger sequencing. The developed assay can be used for routine detection of both viruses in infected samples.
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Wstep / Introduction

Warzywa dyniowate, takie jak ogodrek, dynia, cukinia,
patison, melon i arbuz naleza do rodziny dyniowatych
(Cucurbitaceae) i s3 powszechnie uprawiane na catym §wie-
cie. Szacuje sig¢, ze rosliny z rodziny dyniowatych moga by¢
porazane przez ponad 70 gatunkéw wirusoéw, do ktdrych
naleza migdzy innymi: przenoszony przez mszyce wirus
z6ltaczki dyniowatych (cucurbit aphid-borne yellows virus,
CABYYV), wirus mozaiki ogorka (cucumber mosaic virus,
CMYV), wirus mozaiki arbuza (watermelon mosaic virus,
WMYV), wirus zo6ttej mozaiki cukinii (zucchini yellow mo-
saic virus, ZYMV) i1 wirus pierscieniowej plamistosci papai
(papaya ringspot virus, PRSV) (Desbiez i wsp. 2007; Kas-
sem 1 wsp. 2013; Lecoq i Katis 2014; Harth i wsp. 2018;
Zarzyniska 1 wsp. 2019). Wirus mozaiki arbuza (WMV)
i wirus zo6ttej mozaiki cukinii (ZYMV) sa obecnie najcze-
$ciej obserwowane w uprawach dyni i cukinii w Polsce
(Borodynko i wsp. 2010; Minicka i wsp. 2020). Obydwa
wirusy naleza do rodziny Potyviridae, rodzaju Potyvirus,
a ich genom stanowi pojedyncza ni¢ RNA o dodatniej po-
larnosci (ss(+)RNA) z kowalencyjnie zwigzanym biatkiem
VPg na koncu 5’ oraz ogonem poliA na koncu 3°. Dlugos¢
genomu w przypadku WMV wynosi okoto 10 030 nt, na-
tomiast w przypadku ZYMV okoto 9590 nt. Genom wiru-
sa zawiera jedng ramke odczytu (ang. open reading frame,
ORF), a produktem translacji jest poliproteina, z ktorej
w wyniku cigcia przez proteazy powstaje dziesie¢ biatek
(P1-Pro, HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2, Vpg, Nla-Pro, NIb
RdRp, CP) oraz dodatkowo jedenaste bialko P3N-PIPO
w wyniku zmiany ramki odczytu w cistronie P3 (Balint
i wsp. 1990; Riechmann i wsp. 1992; Shukla i wsp. 1994;
Revers i wsp. 1999; Chung i wsp. 2008; Revers i Garcia
2015). Czastki wirusow sa nitkowate o dlugosci okoto
750 nm (Lisa i wsp. 1981). Oba wirusy przenoszone s3
W sposob nietrwaly przez mszyce (m.in. Aphis gossy-
pii Glover, Myzus persicae Sulzer), jak rowniez mecha-
nicznie z sokiem porazonych roslin (Gal-On 2007; Lecoq
i Desbiez 2008). Obydwa wirusy powoduja zrdéznico-
wane objawy chorobowe na roslinach, prowadzace cze-
sto do duzych strat w jakosci i ilosci plonow. Wirus mo-
zaiki arbuza po raz pierwszy zostal wykryty w Izraelu
w 1963 roku (Cohen i Nitzany 1963) i od tego czasu silnie
rozprzestrzenit si¢ w uprawach roslin dyniowatych m.in.
na terenie Europy, Iranu i Stanéw Zjednoczonych (Alon-
so-Prados 1 wsp. 1997; Sharifi i wsp. 2008; Borodynko
i wsp. 2009; Rajbanshi i Ali 2016). W warunkach ekspery-
mentalnych wirus moze poraza¢ ponad 170 gatunkow roslin
z 27 rodzin, w tym pospolicie wystepujace chwasty, kto-
re moga stanowi¢ jego rezerwuar. Objawy na porazonych
roslinach zaleza od gatunku i odmiany gospodarza, warun-
kéw $rodowiskowych czy czasu infekcji (Lecoq i Desbiez
2008). Na roslinach dyniowatych wystepuja najczesciej
w postaci mozaiki i deformacji lisci. Objawy czgsto wyste-

puja rowniez na owocach obnizajac ich warto$¢ handlowg.
Obecnie na podstawie roznic w sekwencji biatka ptaszcza
wirusa wyrozniamy trzy grupy WMV: G1, G2 i G3 (Des-
biez i wsp. 2007). Izolaty nalezace do grupy G3 wywotuja
silniejsze objawy na porazonych roslinach (Desbiez i wsp.
2009; Bertin i wsp. 2020).

Wirus z6ttej mozaiki cukinii powoduje straty w upra-
wach roslin dyniowatych na catym $wiecie. Po raz pierwszy
zostat zidentyfikowany we Wtoszech w 1973 roku i od tego
czasu silnie rozprzestrzenit si¢ na wszystkich kontynentach,
stajac si¢ jednym z najwazniejszych wirusow upraw dynio-
watych (Lisa i wsp. 1981; Desbiez i Lecoq 2003). Na zain-
fekowanych roslinach powoduje objawy w postaci mozaiki,
deformacji lisci i redukcji wzrostu oraz deformacji i nierow-
nomiernego wybarwiania si¢ OwWocow.

Mnogos¢ patogendow oraz obecnos¢ licznych wektorow
sprzyja wystepowaniu mieszanych infekcji, ktére moga ma-
skowa¢ lub modyfikowa¢ objawy chorobowe na porazonych
roslinach. Z tego wzgledu odpowiednia diagnostyka, oparta
na czutych i specyficznych metodach jest kluczowym na-
rzedziem ograniczajacym ich dalsze rozprzestrzenianie sig
w uprawach. W ostatnich latach opracowano kilka proto-
kotow diagnostycznych stuzacych jednoczesnemu wykry-
waniu infekcji mieszanych wiruso6w porazajacych rosliny
dyniowate, w tym WMV i ZYMV za pomoca techniki mul-
tipleks RT-PCR (Kwon i wsp. 2014; de Souza Aguiar i wsp.
2019; Rajbanshi i Ali 2019). Jednakze, z uwagi na wystepo-
wanie r6znych wariantow genetycznych wiruséw w Polsce,
nie byto mozliwe jednoczesne wykrycie obu wiruséw w in-
fekcjach mieszanych stosujac startery literaturowe.

Biorac pod uwage wzrastajaca produkcje upraw dynio-
watych w Polsce, czgste wystgpowanie infekcji mieszanych
oraz duze zréznicowanie genetyczne populacji obu wiru-
sow, celem pracy bylo opracowanie skutecznej i szybkiej
metody dupleks RT-PCR do jednoczesnego wykrywania
WMV i ZYMV w porazonych roslinach.

Materialy i metody / Materials and methods

Do badan przedstawionych w pracy wykorzystano izolaty
WMV i ZYMV wybrane z préb zebranych w trakcie moni-
toringu upraw cukinii prowadzonych w latach 2012-2020
w wojewodztwach: wielkopolskim, mazowieckim oraz ku-
jawsko-pomorskim. Rosliny te charakteryzowaty si¢ zr6z-
nicowanymi objawami chorobowymi w postaci: silniejszej
lub stabszej mozaiki, malformacji liSci, czy nekrozy blaszek
lisSciowych. Do przeprowadzenia doswiadczenia wykorzy-
stano 10 roslin zainfekowanych WMV (fot. 1A), 10 roslin
zainfekowanych ZYMYV (fot. 1B) oraz 10 roslin porazonych
dwoma wirusami jednoczesnie WMV + ZYMYV (fot. 1C).
Z fragmentow lisci szczytowych porazonych roslin izolo-
wano catkowity RNA metoda fenol/chloroform i mierzono
stezenie spektrofotometrycznie (NanoDrop 2000, Thermo
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Fot. 1.
WMV iZYMV

C

Objawy chorobowe obserwowane na roslinach cukinii zainfekowanej przez: A — WMV, B — ZYMYV, C — infekcje mieszang

Photo 1. Symptoms observed on zucchini plants infected with: A— WMV, B — ZYMYV, C — mixed infection of WMV and ZYMV

Scientific, Waltham, MA, USA). RNA wyizolowane ze
zdrowych roslin wykorzystano jako kontrole. Wszystkie
uzyskane RNA rozcienczano do uzyskania koncowego
stezenia 500 ng/ul. W ramach prowadzonych badan zapro-
jektowano odpowiednie pary starterow amplifikujace gen
kodujacy biatko ptaszcza wirusa (CP), umozliwiajace jed-
noczesne wykrywanie WMV 1 ZYMV w reakcji dRT-PCR
(tab. 1). Startery zaprojektowano na podstawie zestawienia
sekwencji izolatow WMV i ZYMV dostepnych w Banku
Gendw, za pomocg programu OligoAnalyzer i zsyntetyzo-
wano przez firm¢ Genomed S. A. (Polska). Reakcje RT-PCR
prowadzono za pomocg zestawu odczynnikow DreamTaq
Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA) w koncowej obje¢tosci 10 ul mieszaniny
na I reakcje. W pierwszym etapie, w celu wybrania odpo-
wiedniej temperatury przylaczania starterow przeprowa-
dzono reakcje RT-PCR dla kazdej pary starterow oddzielnie
w termocyklerze gradientowym T Professional (Biometra)

Tabela 1. Startery uzyte do wykrywania WMV i ZYMV w reakcji

dupleks RT-PCR
Table 1. Primers used for detection of WMV and ZYMV in du-
plex RT-PCR reaction
Dlugo$¢ produktu
Starter Sekwencja 5°-3’ [pz]
Primer Sequence 5°-3’ Product length
[bp]
WMVCPF | ACAACCAAGTGAATTGCA 977
WMVCPR | ATAACGACCCGAAATGCTA
ZYMVCPF | CAGATGGGAGTTGTRATG Als
ZYMVCPR | CGTTCAGTRTCTTCGCTA

z zaprogramowanym gradientem temperatur od 45 do 60°C.
Reakcje prowadzono w objetosci 10 pl. Mieszanina reak-
cyjna zawierala 5 pl DreamTaq Green PCR Master Mix,
3,4 ul wody, 0,2 ul RevertAid Reverse Transcriptase
(200 U/ul), po 04 pl odpowiedniej pary starterow:
WMVCP/R lub ZYMVCPF/R oraz po 1 pl RNA na kazda
probke. Profil termiczny obejmowat: odwrotng transkrypcje
w 42°C przez 20 min, wstepng denaturacj¢ w 95°C przez
3 min, a nastepnie amplifikacje¢ w 40 cyklach obejmujg-
cych: denaturacje w 95°C przez 30 s, przytaczanie starterow
w 45-60°C przez 30 s i wydluzanie nici w 72°C przez 1 min
oraz wydtuzanie koncowe w 72°C przez 7 min. Otrzymane
produkty amplifikacji byly rozdzielane elektroforetycznie
w 1% zelu agarozowym z barwnikiem Midori Green,
w $wietle UV wzgledem markera wielkosci DNA Hyper-
Ladder™ 100 bp (Bioline, Londyn, Wiclka Brytania). Na-
stepnie przeprowadzono reakcje dupleks RT-PCR z obiema
parami starteréw jednoczes$nie, zgodnie z wczesniej opi-
sang procedurg w temperaturze wybranej jako optymalna
na podstawie wczesniej przeprowadzonych doswiadczen.
Celem optymalizacji techniki dRT-PCR stosowano naste-
pujace stezenia koncowe starterow: 200 nM, 100 nM oraz
50 nM. Otrzymane produkty amplifikacji rozdzielono w 1%
zelu agarozowym wzgledem markera wielkosci DNA Hy-
perLadder™ 100 bp.

W celu poréwnania czuto$ci wykrywania za pomo-
ca standardowej reakcji RT-PCR oraz reakcji dRT-PCR
sporzadzono dziesi¢tne rozcienczenia catkowitego RNA
(od 500 ng/ul do 50 fg/ul), ktére nastgpnie wykorzysta-
no jako matryce do poszczegodlnych reakcji. Reakcje
przeprowadzono wedlug wczesniej opisanej procedury.
Otrzymane produkty amplifikacji rozdzielono w 1% zelu
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agarozowym wzgledem markera wielkosci DNA HyperLad-
der™ 100 bp.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Przeprowadzona reakcja RT-PCR w termocyklerze gra-
dientowym dla kazdej pary starterow oddzielnie wykazala,
ze WMV jest amplifikowany w przedziale od 47 do 59°C,
podczas gdy ZYMV w przedziale od 47 do 57°C (fot. 2A,
B). Produkty amplifikacji miaty wielko$¢ odpowiednio
977 pz dla WMV oraz 415 pz dla ZYMV. W obu przypad-
kach nie obserwowano zadnych dodatkowych, niespecy-
ficznych produktéw reakcji. Za optymalng temperature do
przeprowadzenia reakcji dupleks RT-PCR uznano tempe-

raturg¢ 53°C. Nastepnie oceniono skuteczno$¢ amplifikacji
w reakcji dRT-PCR przy zastosowaniu réznych stgzen obu
par startero6w stosujac probki zainfekowane WMV i ZYMV
jako kontrolg negatywna. Wykazano, ze optymalne stezenie
koncowe starterow w reakcji dRT-PCR wynosi odpowied-
nio 100 nM dla WMV i 100 nM dla ZYMYV. Opracowana
technika umozliwita réwnoczesne wykrycie dwoch bada-
nych wiruséw w testowanych probkach (fot. 3). W probkach
pochodzacych ze zdrowych roslin cukinii nie obserwowano
produktow amplifikacji.

Nastepnie w celu okreslenia czulosci wykrywania
danego wirusa w reakcji RT-PCR oraz dRT-PCR przygo-
towano rozcienczenia dziesigtne catkowitego RNA bada-
nych probek. Wykazano, ze w przypadku reakcji RT-PCR
z jedng parg starterow progiem wykrywania dla WMV

M — marker wielkosci (Nova 100 bp DNA Ladder), 1 - kontrola negatywna, 2-9 - RNA wyizolowane z roslin porazonych WMV (A) oraz ZYMV (B)
M — marker (Nova 100 bp DNA Ladder), 1 - negative control, 2-9 — RNA isolated from plants infected with WMV (A) and ZYMV (B), respectively

Fot. 2.

Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji RT-PCR w gradiencie temperatur od 47-60°C dla WMV (A) oraz ZYMV (B)

Photo 2. Electrophoretic separation of RT-PCR reaction products in a temperature gradient from 47-60°C for WMV (A) and ZYMV (B)

«— WMW

~— ZYMW

M - marker wielkosci (Nova 100 bp DNA Ladder), 1 - RNA wyizolowane
zroslin porazonych WMV, 2 -RNA wyizolowane zroslin porazonych ZYMV,
3-7 - RNA wyizolowane z roslin porazonych mieszang infekcjg WMV
i ZYMV, 8 - RNA wyizolowane ze zdrowej rosliny, 9 - kontrola negatywna
M - marker (Nova 100 bp DNA Ladder), 1 — RNA isolated from plants
infected with WMV, 2 — RNA isolated from plants infected with ZYMV,
3-7 — RNA isolated from plants infected with mixed infection of WMV
and ZYMV, 8 - RNA isolated from healthy plant, 9 - negative control

Fot. 3. Rozdziat elektroforetyczny produktoéw reakcji dRT-PCR
Photo 3. Electrophoretic separation of dRT-PCR reaction products

jest stezenie 500 fg/ul, podczas gdy dla ZYMV 50 pg/ul.
W przypadku zastosowania reakcji dRT-PCR prog wy-
krywania wynosit 500 pg/ul (fot. 4). Nieco wigksza czu-
to$¢ RT-PCR w stosunku do dRT-PCR moze wynikac
m.in. z wyzszej koncentracji wirusa w przypadku pojedyn-
czej infekcji.

Obecnos$¢ infekcji mieszanych réznych patogenow wi-
rusowych jest zjawiskiem powszechnym w naturze, o da-
leko idacych konsekwencjach epidemiologicznych (Waner
1994; DaPalma i wsp. 2010). Moze ona wptywac na objawy
chorobowe, zdolno$¢ do przenoszenia poszczegdlnych pa-
togendw i akumulacje wirusa (Hammond i wsp. 1999; Win-
termantel i wsp. 2008). Z tego wzgledu odpowiednia dia-
gnostyka przy uzyciu nowoczesnych metod molekularnych,
przeprowadzona na wczesnym etapie infekcji, wydaje si¢
by¢ kluczowym narzedziem umozliwiajagcym ograniczanie
ich wystepowania.

Prowadzony w latach 2012-2020 przez pracownikoéw
Kliniki Choréb Ro$lin monitoring upraw cukinii w Pol-
sce wykazal obecno$¢ licznych wirusoéw, z ktorych WMV
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M12 3 45 6 7 829

M1 2 345 67 89 M1 234567 89
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Do przeprowadzenia reakcji wykorzystano rozcienczenia dziesigtne totalnego RNA wyizolowanego odpowiednio z roslin porazonych WMV (A), ZYMV
(B) lub infekcja mieszang WMV i ZYMV (C). W przypadku WMV uzyskano produkt amplifikacji wielkosci 977 pz (A), dla ZYMV uzyskano produkt wielkosci
415 pz (B), natomiast w przypadku infekcji mieszanej oba produkty (C).

M — marker wielkosci (Nova 100 bp DNA Ladder), 1 - kontrola negatywna, 2-9 - rozciericzenia dziesietne badanych prébek od 500 ng/ul od 50 fg/pl
The reaction was carried out using m 10-fold dilutions of total RNA isolated from plants infected with WMV (A), ZYMV (B) or mixed infection of WMV
and ZYMV (Q), respectively. For WMV, an amplification product of 977 bp was obtained (A), for ZYMV a product of 415 bp was obtained (B) whereas

both products were obtained in the case of a mixed infection (C).

M - marker (Nova 100 bp DNA Ladder), 1 - negative control, 2-9 - 10-fold dilutions of test samples from 500 ng/pl to 50 fg/pl

Fot. 4.

Pordéwnanie czutosci reakcji dRT-PCR z konwencjonalng reakcja RT-PCR

Photo 4. Comparison of the sensitivity of the dRT-PCR reaction with conventional RT-PCR reaction

i ZYMV dominowaty w populacji. Z tego wzgledu zapro-
jektowano i zoptymalizowano reakcj¢ dupleks RT-PCR do
jednoczesnego wykrywania WMV i ZYMV w probkach
pochodzacych z zainfekowanych cukinii. W warunkach na-
turalnych oba wirusy moga powodowaé podobne objawy
chorobowe na zainfekowanych roslinach, w postaci mozaiki
o0 zréznicowanym stopniu nasilenia oraz znieksztatcenia li-
sci i owocow (Borodynko i wsp. 2010). Ponadto, obecnos¢
infekcji mieszanych moze wptywac na symptomy obserwo-
wane na porazonych roslinach, co znaczaco moze utrudnia¢
ich rozr6znianie w warunkach polowych. Dupleks RT-PCR
jest czesta metoda wykorzystywang do wykrywania roz-
nych wirusow w infekcjach mieszanych w roslinach (Ito i
wsp. 2002; Menzel i wsp. 2002). Podobne prace byty row-
niez prowadzone dla wiruséw z rodziny Potyviridae, jed-
nakze glownie dotyczyly amerykanskiej populacji i wykry-
waty kilka ré6znych gatunkoéw wirusow jednoczesnie (Kwon
i wsp. 2014; Rajbanshi i Ali 2019). Jednakze z uwagi na
duze zréznicowanie genetyczne obu wirusow, przejawiaja-
ce si¢ obecnoscig licznych mutacji genetycznych i rekombi-
nantow, zastosowanie odpowiednich narzedzi diagnostycz-
nych jest utrudnione. W tej pracy zaprezentowano szybka,
specyficzng i efektywna technike do wykrywania dwoch
najbardziej popularnych wirusow w uprawach cukinii
w Polsce. Startery uzyte w niniejszej pracy zostaly zaprojek-
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