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Using the IC real-time RT-PCR technique for the detection
of Tomato torrado virus (ToTV) in tomato seedling from infected seeds

Zastosowanie techniki IC real-time RT-PCR
do wykrywania wirusa nekrozy pomidora (ToTV)
w siewkach z porazonych nasion

Henryk Pospieszny, Beata Hasidw-Jaroszewska, Natalia Rymelska, Natasza Borodynko

Summary

In 2007, a new virus Tomato torrado virus (ToTV) was identified. The occurrence and spread of the virus were reported in many
parts of the world. Taking into consideration a low concentration and stability of the virus in plant sap, its poor mechanical
transmission as well as effective transmission by whiteflies , the issue that should be solved is the way of virus transmission for very
long distances. ToTV belongs to the family Secoviridae including several viruses transmitted by seeds were described, what may be
expected also in the case of ToTV. In the preliminary study on the transmission ToTV by seeds a special emphasis was paid to the
detection of virus in tomato plants. Antiserum prepared against ToTV was not specific enough for the enzyme-linked immunosorbent
assay test (ELISA) but it was useful for immunomolecular techniques for the trapping virus particles (immunocapture — IC) from plant
sap. The immunocapture real-time reverse transcription — polymerase chain reaction (IC real-time RT-PCR) techniques were developed
for the detection of ToTV in tomato plants grown from seeds.
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Streszczenie

W roku 2007 zidentyfikowano nowego wirusa Tomato torrado virus (ToTV), ktérego wystepowanie wykazano w réznych, odlegtych
czesciach swiata. Biorgc to pod uwage, a takze takie wiasciwosci wirusa, jak niska trwatosé, niska koncentracja w soku roslinnym i stabe
przenoszenie na drodze mechanicznej oraz bardzo efektywne przenoszenie przez maczliki, rodzi sie pytanie o sposéb przenoszenie
ToTV na dalekie odlegtosci i kontynenty. Wirus nalezy do rodziny Secoviridae, ktérej liczni przedstawiciele przenoszeni sg przez
nasiona, czego mozna oczekiwac takze w przypadku ToTV. We wstepnych badaniach nad przenoszeniem ToTV przez nasiona
skoncentrowano sie nad wykrywaniem wirusa w roslinach pomidora przy bardzo niskiej koncentracji czastek wirusowych w soku.
Dzieki opracowaniu specyficznych starteréw, a takze warunkéw przeprowadzenia reakcji techniki serologicznego wytapywania i reakc;ji
fancuchowej polimerazy (IC real-time RT-PCR — immunocapture real-time reverse transcription — polymerase chain reaction) wykazano
przydatnosé tej techniki do wykrywania ToTV w roslinach pomidora wyrostych z nasion skazonych wirusem.

Stowa kluczowe: ToTV, IC real-time PCR, siewki, wykrywanie
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Wstep / Introduction

W roku 2001, w Hiszpanii, na pomidorach obser-
wowano objawy nekroz na roSlinach 1 owocach,
a miejscowi producenci pomidora chorobg t¢ nazwali
,torrado”, co znaczy opalona ogniem (Jorda i wsp. 2003).
Prawie w tym samym czasie podobne objawy chorobowe
obserwowano w Polsce (Pospieszny 2005). Dopiero
w roku 2007 ustalono, ze czynnikiem sprawczym tych
objawdw jest wirus, ktorego nazwano Tomato torrado
virus (ToTV) (Pospieszny i wsp. 2007; Verbeek i wsp.
2007). ToTV charakteryzuje si¢ nastgpujacymi wilas-
ciwosciami: wystepuje w roslinach w bardzo niskich
koncentracjach 1 jest nietrwaly. Z tych powodow
stosunkowo mato efektywnie przenosi si¢ mechanicznie,
ale bardzo efektywnie jest przenoszony przez maczlika
(Pospieszny i wsp. 2010). Wiele odmian pomidora jest
odpornych na wirusa. W tych okoliczno$ciach,
wydawaloby si¢ niesprzyjajacych rozprzestrzenianiu sig
wirusa na dalekie odlegtosci, w krotkim czasie jego
obecno$¢ wykryto w réznych krajach i na rdéznych
kontynentach: Hiszpania, Polska, Francja, Wtochy, Wegry,
Australia, Panama i in. W tej sytuacji rodzi si¢ pytanie
o rolg przenoszenia ToTV z nasionami pomidora w wer-
tykalnym rozprzestrzenianiu si¢ wirusa.

Celem pracy byla ocena przydatnos¢ techniki
molekularnej real-time RT-PCR w polaczeniu z sero-
logicznym zaggszczaniem wirusa (IC real-time RT-PCR —
immunocapture real-time reverse transcription — polyme-
rase chain reaction) do wykrywania ToTV w roslinach
wyrostych z nasion pochodzacych z porazonych roslin.

Materiaty i metody / Materials and methods

Pozyskiwanie nasion z roslin porazonych przez ToTV

Siewki pomidora odmiany Beta Lux, w stadium 2 par
lisci zakazano izolatem ToTV-Kra. Dojrzate owoce
macerowano i homogenat fermentowano przez 2-3 dni
w temperaturze pokojowej, a nastgpnie nasiona przemy-
wano 1 przecierano przez gaz¢ miynska w celu usunigcia
migzszu owocOw. Nasiona przesuszano na bibule i przez
co najmniej 3 tygodnie przechowywano w temperaturze
okoto 5°C. Nastepnie nasiona odkazano powierzchniowo
10% roztworem H3;PO4 i wysiewano pojedynczo do
wielodoniczek, o wymiarach 7 x 7 cm. W okresie pomig-
dzy 4. a 5. tygodniem po wysianiu zbierano fragmenty
lisci, tworzac proby ztozone z 10 roslin, ktore technika IC
real-time RT-PCR testowano na obecnos¢ ToTV.

IC real-time RT-PCR

Reakcja IC real-time RT-PCR stanowi modyfikacjg
konwencjonalnej reakcji tancuchowej polimerazy DNA
z analiza ilo$ci produktu w czasie rzeczywistym. Wyko-
rzystuje sig¢ tutaj potaczenie metody serologicznej z mo-
lekularng podobnie, jak przy IC RT-PCR. W metodzie IC
rt RT-PCR na $ciankach probowek PCR, wczesniej
optaszczonych specyficznymi przeciwcialami rozcien-

czonymi 50 razy w buforze wegglanowym, sa wylapywane
czastki wirusowe z testowanej proby i nastgpnie do tej
samej probowki dodaje sig¢ 25 pl mieszaniny odczynnikow
do RT real time PCR zawierajacej Brillant II SYBR Green
QRT-PCR One Step oraz startery ToTVrealF i ToTVrealR
pozwalajace na detekcje ToTV (tab. 1). Otrzymane
w wyniku amplifikacji produkty poddano sekwencjo-
nowaniu bezposrednio z produktu PCR i otrzymana
sekwencj¢ poréwnano z innymi zdeponowanymi w Banku
Gendw.

Tabela 1. Sekwencje starterow
Tabela 1. Sequence of primers

Starter — Primer
ToTVrealF
ToTVrealR

Sekwencja — Sequence 5°-3°
5’AAGGACGAAGAGCGACTGT3’
5’GTGGTGTATTCAAGACTTC3’

Reakcj¢ prowadzono w aparacie Mx3005P real-time
PCR system (Stratagene).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Rozpoznanie zjawiska ewentualnego przenoszenia
ToTV z nasionami pomidora utrudniaja wlasciwosci
wirusa i zwigzane z tym problemy z jego wykrywaniem
oraz doborem odpowiedniego modelu badawczego: izolat
wirusa-odmiana pomidora. Jako model badawczy zasto-
sowano odm. pomidora Beta Lux i izolat ToTV-Kra, ktory
charakteryzuje: wysoka podatno$¢ odmiany na wirusa przy
czym rosliny nie zamieraja i1 produkuja owoce,
w przeciwienstwie do uktadu ToTV-Wal i Beta Lux, ktory
praktycznie uniemozliwia otrzymanie nasion. ToTV nalezy
do rodzaju Torradovirus, ktory wraz rodzajami: Como-
virus, Fabavirus, Nepovirus, Cheravirus, Sadwavirus,
Sequivirus 1 Waikavirus naleza do rodziny Secoviridae.
Liczne wirusy nalezace do tej rodziny, w tym nietrwale,
przenosza si¢ z nasionami, co daje podstawy, aby mozna
bylo tego oczekiwaé takze w przypadku wirusa ToTV.
Wykrywanie ToTV w ro§linach pomidora, zaréwno
testami serologicznymi, jak i molekularnymi, jest uciaz-
liwe z co najmniej dwoch powodow: wyjatkowo niskiej
koncentracji czastek wirusowych w soku roslinnym oraz,
w tej sytuacji, szczegdlnie negatywnego efektu
interferencji niektorych sktadnikow soku w reakcje testow
diagnostycznych. W przypadku wykrywania wirusa
bezposrednio w nasionach problemy te nabieraja jeszcze
wigkszego znaczenia, gdyz zwykle koncentracja czastek
wirusowych jest znacznie nizsza niz w li§ciach. Otrzymana
wczesniej surowica skierowana przeciwko ToTV ze
wzgledu na obnizona specyficzno$¢ nie jest przydatna
wtescie ELISA, jednak moze by¢ wykorzystana
w technikach serologiczno-molekularnych do wytapywa-
nia i zaggszczania czastek wirusowych z soku roslinnego.
Celem ominigcia wyzej wspomnianych ucigzliwosci
zastosowano technike IC real-time RT-PCR do wy-
krywania ToTV w siewkach pomidora. Zaprojektowane
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Rys. 1. Krzywe amplifikacji powstale w reakcji IC real-time RT-
PCR. Kontrola pozytywna — kolor czarny, proby pora-
zone wirusem — kolor szary
Fig. 1. Amplification curves arising in IC real-time RT-PCR.
Black line — positive control, sample from infected plants
— grey line

w Zaktadzie Wirusologii i Bakteriologii Instytutu Ochrony
Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego specyficzne
startery i zastosowane warunki reakcji zagwarantowaly
przydatnos$¢ techniki IC real-time RT-PCR do wykrywania
ToTV, w roslinach pomidora bezobjawowo porazonych
wirusem z nasion (rys. 1). Sekwencja produktow RT-PCR
byta identyczna z ToTV-Kra. Wyniki badan wykazaty, ze
w  wigkszosci tych ro$lin koncentracja wirusa byla
znacznie nizsza niz w roslinach kontrolnych zakazonych

Literatura / References

mechanicznie. Wyjatkowo niska koncentracja wirusa
w testowanych roslinach byla przyczyna uzyskiwania
wynikdw niewiarygodnych w tescie enzymoimmuno-
logicznym (ELISA). IC real-time RT-PCR jest bardzo
czula technika, sprzyjajaca zageszczaniu czastek wiru-
sowych oraz pozwalajaca w duzym stopniu wyeliminowac
negatywny wplyw soku na jej specyficzno$¢ oraz
stosunkowo niskg czasochtonnosc¢ i przez to przydatna do
masowej diagnostyki. Dzigki temu, Ze nie ma potrzeby
izolacji matrycy (RNA), skraca si¢ czas wykonywania
testu real-time RT-PCR; jednorazowo mozna przebadaé
okoto 90 prob. Warunkiem koniecznym jest posiadanie
specyficznej surowicy.

Whioski / Conclusions

1. Wykrycie ToTV w siewkach roslin wyrostych z nasion
pochodzacych z chorych roslin jest trudne ze wzgledu
na wyjatkowo niska koncentracje czastek wirusowych
w soku roslinnym.

2. Technika IC real-time RT-PCR przy zastosowaniu
zaprojektowanych specyficznych starteréw i opraco-
wanych warunkach moze by¢ z powodzeniem wyko-
rzystana do wykrywania ToTV w roslinach pomidora
wyrostych z nasion skazonych wirusem.
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