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Use of gRT-PCR assay with TagMan probe for simultaneous detection
of various Pepino mosaic virus (PepMV) strains in infected plants

Zastosowanie techniki qRT-PCR z sondg TagMan
do jednoczesnego wykrywania réznych szczepdw wirusa mozaiki pepino
(Pepino mosaic virus, PepMV) w porazonych roslinach

Beata Hasidw-Jaroszewska*, Daria Budzynska, Julia Minicka, Natasza Borodynko-Filas

Summary

Pepino mosaic virus (PepMV) has been a serious threat to greenhouse tomato production for many years. So far, five PepMV strains
have been distinguished: European (EU), Peruvian (LP), southern Peruvian (PES), American 1 (US1) and Chilean 2 (CH2), the latter domi-
nating in Europe. The occurrence of mixed infections with two different strains (combinations of EU and CH2) has also been observed.
During 2016-2017, 71 tomato samples were analyzed for the presence of PepMV at the Plant Disease Clinic Institute of Plant Protec-
tion — National Research Institute. The conventional reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and quantitative RT-PCR
(gqRT-PCR) with TagMan probe were used. The presence of PepMV was confirmed in 23 samples, however, the use of gRT-PCR allowed
additional detection of a mixed infection of EU/CH2 strains in 3 samples. Thus, the gRT-PCR technique can be used to verify the presence
of various PepMV strains in our country.
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Streszczenie

Wirus mozaiki pepino (Pepino mosaic virus, PepMV) od wielu lat stanowi powazne zagrozenie w uprawie pomidora szklarniowego. Do
tej pory w populacji wirusa wyrdzniono piec szczepow: europejski (EU), peruwianski (LP), potudniowo-peruwianski (PES), amerykanski 1
(US1) oraz chilijski 2 (CH2), z ktérych ten ostatni dominuje w Europie. W wielu europejskich krajach stwierdzono rowniez wystepowanie
mieszanych infekcji szczepow EU/CH2. W latach 2016—2017 w Klinice Chordb Roslin Instytutu Ochrony Roslin — Paristwowego Instytu-
tu Badawczego przebadano 71 prébek roslin pomidora na obecnos¢ PepMV. Prébki analizowano za pomoca konwencjonalnej techniki
odwrotnej transkrypcji i tancuchowej reakcji polimerazy (RT-PCR) oraz w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem sondy typu TagMan
(qRT-PCR). W obu przypadkach potwierdzono obecnos¢ PepMV w 23 prébkach, a zastosowanie gRT-PCR umozliwito dodatkowo wykrycie
mieszanej infekcji szczepéw EU/CH2 w 3 prébkach. Technika gRT-PCR moze by¢ wiec stosowana do weryfikacji obecnosci réznych szcze-
poéw PepMV na terenie naszego kraju.
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Wstep / Introduction

Wirus mozaiki pepino (Pepino mosaic virus, PepMV)
jest obecnie jednym z najgrozniejszych patogendow po-
midora szklarniowego sklasyfikowanym na liscie A2 or-
ganizmow regulowanych w Unii Europejskiej 2004/200/
EC wedtug Europejskiej i Sroédziemnomorskiej Organiza-
cji Ochrony Roslin. Wystepowanie PepMV stwierdzono
w wielu krajach Europy, w Ameryce Potudniowej i Potnoc-
nej oraz Chinach (French i wsp. 2001; Jorda i wsp. 2001;
Pospieszny 1 wsp. 2003; Maroon-Lango i wsp. 2005; Ling
2007). Wirus nalezy do rodzaju Potexvirus i posiada typo-
wa dla reprezentantow tego rodzaju organizacj¢ genomu,
jak 1 morfologie czastek. Wiriony PepMV sg nitkowate
o dtugosci okoto 480—520 nm, a genom stanowi jednonicio-
we RNA (okoto 6410 nt) o dodatniej polarnosci. W geno-
mie mozna wyrdzni¢ pig¢ otwartych ramek odczytu (ORFs)
kodujacych odpowiednio RNA zalezng RNA polimeraze
(ORF1), blok trzech biatek petniacych funkcje transporto-
wa (ORF2-4) oraz biatko ptaszcza (ORFS5) (Maroon-Lango
i wsp. 2005; Ling 2007; Hasiow i wsp. 2008). Wirus prze-
nosi si¢ bardzo tatwo mechanicznie, a takze w niewielkim
stopniu z nasionami pomidora (Hanssen i wsp. 2010). Do tej
pory zidentyfikowano pig¢ rdznych szczepow wirusa: eu-
ropejski (EU), peruwianski (LP), poludniowo-peruwianski
(PES), amerykanski 1 (US1) oraz chilijski 2 (CH2) (Hans-
sen 1 wsp. 2009; Hanssen i Thomma 2010; Moreno-Pérez
i wsp. 2014). Przez wiele lat w Europie wykrywano gtow-
nie izolaty nalezace do szczepu EU, obecnie to jednak
izolaty reprezentujace szczep CH2 dominujag w popula-
cji wirusa. W Polsce od 2005 roku odnotowywano zde-
cydowang przewage szczepu CH2 (Minicka i wsp. 2016),
i co istotne nie obserwowano mieszanych infekcji z izola-
tami szczepu EU, ktére wystgpowaty w Belgii, Holandii
i Hiszpanii (Hanssen i wsp. 2008). Stwierdzono tam
roéwniez wystgpowanie réznego typu rekombinantow po-
miegdzy izolatami z grupy EU i CH2, ktére wystepowaty
w warunkach naturalnych w mieszanej infekcji (Hanssen
i wsp. 2008). Zaobserwowano nasilenie objawdw na ro-
$linach rownoczes$nie zainfekowanych obydwoma szcze-
pami wirusa, przy czym nie jest jednak jasne, czy bylo
to zwiazane z ich synergistycznym oddzialywaniem, czy
tez nowo powstate warianty rzeczywiscie wplywaty na
nasilenie infekcji. Zmienno$¢ genetyczna PepMV 1 jego
potencjalna zdolnos¢ do tworzenia nowych wariantow ge-
netycznych na drodze mutacji punktowych badz rekom-
binacji, moze mie¢ istotny wptyw na diagnostyke tego
patogena oraz rozwijanie metod jego kontroli i ograni-
czania rozprzestrzeniania. W latach 2016-2017, w Polsce,
w ramach prac prowadzonych w Klinice Choréb Roslin In-
stytutu Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Badaw-
czego analizowano 71 probek pomidorow pochodzacych
z upraw szklarniowych na terenie catego kraju.

Celem pracy bylo okreslenie, ktore szczepy PepMV
obecnie dominujg w Polsce oraz czy wystepuje zjawisko
mieszanych infekcji w uprawach pomidora. Analizy prze-
prowadzono z wykorzystaniem techniki tancuchowej reak-
cji polimerazy DNA z analizg ilosci produktu w czasie rze-
czywistym (qQPCR) opracowanej przez Ling i wsp. (2007),
ktéra umozliwia wykrywanie izolatdow reprezentujacych
rozne szczepy PepMV.

Materiaty i metody / Materials and methods

Identyfikacja szczepo6w PepMYV technika RT-PCR
i sekwencjonowania / Identification of PepMYV strains
using RT-PCR assay and sequencing

W latach 2016-2017 w Klinice Choréb Roslin analizow-
ano 71 probek z roslin pomidora pod katem wystepowania
PepMV. Na porazonych roslinach pomidora obserwowano
réznego typu objawy: typowa dla PepMV bablowatos¢ lisci,
zottaczkowe przebarwienia, ale rowniez silne znieksztal-
cenia lisci oraz nierownomierne wybarwianiec Oowocow.
Na czesci roslin przestanych do badan nie obserwowano
zadnych objawow. W przypadku trzech prébek objawy byly
zkolei bardziej nasilone (silne malformacje liSci i nekrozy na
owocach), co sugerowato obecnos¢ nowych wariantow wi-
rusa badz mieszanej infekcji. Do badan stosowano procedurg
badawcza PB-03 ,,Wykrywanie materiatu genetycznego wi-
rusa mozaiki pepino (Pepino mosaic virus, PepMV) metoda
RT-PCR” (Certyfikat Akredytacji Laboratorium Badawc-
zego AB 1435). Catkowity RNA izolowano z fragmentow
lisci szczytowych lub owocow za pomoca kitu RNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy) zgodnie z dotaczonag
procedura. Dla kazdej probki wykonano reakcj¢ RT-PCR
z parg starterow TGB3F/R (Hasiéw-Jaroszewska i Boro-
dynko 2013) amplifikujacg region genomu PepMV o wiel-
kosci 470 nt obejmujacy gen TGB3. Reakcj¢ przeprowad-
zano w objetosci 50 ul mieszaniny o sktadzie: 1 pl RNA
o stezeniu 500 ng/ul, 500 nM startera 5’ 1 3°, 25 ul 2x
DreamTaq PCR Master Mix (ThermoScientific, Waltham,
MA, USA), 1 pul RevertAid Reverse Transcriptase
(200 U/uL) i 22 pl wody. Profil termiczny obejmowat
odwrotng transkrypcje przez 20 minut w 42°C, a nas-
tepnie wstgpng denaturacje¢ — 3 minuty w 95°C. Ampli-
fikacj¢ prowadzono w 30 cyklach: denaturacja 30 sekund
w 94°C, przylaczanie starterow 30 sekund w 51°C i wy-
dluzanie nici 30 sekund w 72°C. Reakcj¢ zakonczono
w 72°C przez 5 minut. Obecno$¢ otrzymanych produk-
tow amplifikacji obserwowano na 1% zelu agarozowym
w $wietle UV wzgledem markera wielkosci DNA Hyper-
Ladder™ 100 bp (Bioline, Londyn, Wielka Brytania).
W celu szczegdtowej identyfikacji szczepoéw uzyskane
produkty RT-PCR sekwencjonowano w firmie zewnetrznej
(Genomed, Warszawa, Polska).
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Identyfikacja szczepo6w PepMYV technika qRT-PCR
z sondg TagMan / Identification of PepMYV strains
using qRT-PCR assay with TagMan probe

Wyizolowany RNA wykorzystano w reakcji qRT-PCR.
Reakcje prowadzono z wykorzystaniem odpowiednich par
starterow umozliwiajacych jednoczesne wykrywanie izo-
latow ze szczepdéw EU i CH2, sondy TagMan (Ling i wsp.
2007) i zestawu iTaq™ Universal Probes One-Step Kit (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). Reakcje prowadzono w objgtosci
20 pl mieszaniny o sktadzie: 1 pl RNA o stezeniu 500 ng/ul,
300 nM kazdego ze starterow 5’13, 400 nM sondy TagMan
(tab. 1), 10 pl iTaq Universal probes reaction mix (2x), 0,5 ul
iScript Advanced reverse transcriptase i 6,5 pl wody. Profil
termiczny obejmowat odwrotng transkrypcje przez 10 minut
w 50°C, nastepnie aktywacje polimerazy i denaturacje DNA
1 minute w 95°C. Amplifikacj¢ prowadzono w 30 cyklach:
denaturacja 10 sekund w 95°C oraz przytaczanie starteréw
i wydtuzanie nici 30 sekund w 55°C. Wyniki sczytywano
w kanale FAM.

Poréwnanie czulo$ci RT-PCR i qRT-PCR / The compa-
rison of sensitivity of RT-PCR and qRT-PCR assays

W celu poréwnania czulosci obu technik sporzadzono
dziesietne rozcienczenia catkowitego RNA (500 ng/pl-
50 fg/ul) wyizolowanego z tkanki roslinnej, ktore nastgpnie
wykorzystano jako matryce w reakcji RT-PCR i qRT-PCR.
Kazda reakcje qRT-PCR wykonano w dwoch powtorze-
niach. Reakcje przeprowadzono jak wyzej.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Sposrod 71 probek pochodzacych z zielonych czg-
$ci roslin i owocow analizowanych za pomocg RT-PCR
obecnos¢ wirusa potwierdzono w 23 przypadkach. Za-
stosowane w reakcji RT-PCR startery umozliwily wy-
krycie wszystkich szczepow PepMYV, poniewaz zostaly
zaprojektowane na podstawie zachowawczej sekwencji
genomu wirusa. Sekwencjonowanie uzyskanych pro-
duktow RT-PCR wykazato obecno$¢ szczepu CH2 we
wszystkich badanych probkach. Analizy prowadzone
z wykorzystaniem techniki qRT-PCR potwierdzity obec-
no$¢ PepMV w 23 z 71 przebadanych probek, jednakze
w trzech z nich stwierdzono obecno$¢ mieszanej infek-
cji szczepow CH2 i1 EU (rys. 1). W reakcji otrzymano
warto$ci Cqg wynoszace odpowiednio 9,81; 11,95 i 12,74
dla szczepow CH2 oraz 16,14; 16,32 i 19,05 dla szcze-
poéw EU. Sekwencjonowanie produktow reakcji RT-PCR
bedacej de facto mieszaning réznych wariantow gene-
tycznych wirusa umozliwitlo wskazanie tylko szczepu
CH2. Zastosowanie reakcji qRT-PCR z sondg TagMan
pozwolito za$ na identyfikacje obu szczepdéw w trzech
badanych probkach. Porownanie czutosci obu reakcji wy-
kazato, ze qRT-PCR jest dziesigciokrotnie czulszy i moz-
liwe byto wykrycie PepMV w 500 fg/ul catkowitego RNA
(rys. 2). Znacznie krotszy byt tez czas trwania reakcji
(okoto godziny) w poréwnaniu z konwencjonalng metoda
RT-PCR, ktéra wymaga dodatkowo przeprowadzenia ana-
lizy elektroforetycznej. Wadg techniki qRT-PCR jest jed-

Tabela 1. Startery i sonda uzyte do wykrywania PepMV w reakcji qRT-PCR

Tablel. Primers and TagMan probe used for PepMV detection in qRT-PCR reaction
Starter Sekwencja 5°-3’ Amplifikowany szczep PepMV
Primer Sequence 5°-3’ Amplified strain of PepMV

KLO5-48 ACTCCTAGAGCTGACCTCAC EU
KLOS-51 TCTCCAGCAACAGGTTGGTA EU
KLO5-49 ACTCCTAGAGCTGATCTTAC CH2
KLO5-52 TCACCTGCAACTGGTTGATA CH2
KLOS5-50 (SONDA) FAM-TGTCAGCTTGCATTTACTTCCAAAA-TAMRA EUiCH2
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Rys. 1. Krzywe amplifikacji uzyskane w reakcji qRT-PCR z sondg TagMan w przypadku mieszanej infekcji CH2/EU PepMV
Fig. 1. Amplification curves obtained in RT-PCR reaction with TagMan probe in case of mixed infection CH2/EU PepMV
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Rys. 2. Poréwnanie czutosci reakcji qRT-PCR i RT-PCR: A — krzywe amplifikacji otrzymane w reakcji qRT-PCR, odpowiadajace stoso-
wanym rozcienczeniom RNA (500 ng/ul-50 fg/ul), B — rozdziat elektroforetyczny reakcji RT-PCR: linia 1 — marker wielkosci
HyperLadder™ 100 bp (Bioline, Londyn, Wielka Brytania), linia 2 — kontrola negatywna, linie 3-9 — produkty reakcji RT-PCR
odpowiadajace stosowanym rozcienczeniom RNA (500 ng/ul-500 fg/ul)

Fig. 2. Comparison of sensitivity of qRT-PCR and RT-PCR assays: A — amplification curves obtained in qRT-PCR with total RNA dilu-
tions as templates (500 ng/ul-50 fg/ul), B — detection limit of RT-PCR assay: lane 1 — HyperLadder™ 100 bp (Bioline, London,
UK), lane 2 — negative control — water, lanes 3—9 — correspond to serial ten-fold dilutions of RNA (500 ng/pl-500 fg/pul)

nak zdecydowanie wyzszy koszt odczynnikow, probdwek
isond do przeprowadzenia reakcji w poréwnaniu do techniki
RT-PCR. Obecnos¢ PepMV w Polsce odnotowano w wielu
szklarniach catego kraju, a dominujacym szczepem jest na-
dal CH2. Wystepowanie mieszanych infekcji ze szczepem
EU stwarza realne zagrozenie powstania rekombinantow
o odmiennych wlasciwosciach biologicznych. Wydaje sie,
ze szczep EU nie zostal wyeliminowany z populacji wirusa
w Polsce, ale moze wystgpowac w roslinach w mieszanych
infekcjach lub tez jego koncentracja w tkankach jest nie-
wielka. Istnieje rowniez mozliwos¢, ze w zwigzku z obrotem
materiatu roslinnego na terenie Unii Europejskiej sadzonki
pomidora, w ktorych wystepuja mieszane infekcje PepMV
zostaly sprowadzone do Polski z innych regionow Europy.
Poniewaz wszystkie izolaty PepMV sa bardzo efektywnie
przenoszone mechanicznie, w przypadku wystapienia wiru-
sa w danej szklarni nalezy zachowac wszelka ostroznosc,
aby ograniczy¢ jego rozprzestrzenianie podczas zabiegdw
pielegnacyjnych. Rutynowo nalezy odkaza¢ powierzchnie
uzytkowe, narzedzia i rgce, a takze stosowac odziez ochron-
na. Analiza wystgpowania roznych szczepéw PepMV
w uprawach pomidora w Polsce jest niezwykle waznym
elementem w konteks$cie zr6znicowania genetycznego wi-
rusa, zmian w strukturze jego populacji oraz stosowania
produktow ochrony roslin opartych na ochronie krzyzowej,
ktore zawieraja nie jeden, a wiele szczepow wirusa. Obec-
nie na terenie kraju dostepny jest preparat PMV®-01, ktéry
zostaly zarejestrowany jako $rodek ochrony ro$lin zgodnie
z przepisami unijnymi (EC) N° 1107/2009. Zawiera on fa-
godny szczep CH2 PepMYV, do stosowania w ramach ochrony
krzyzowej. Zjawisko ochrony krzyzowej (cross-protection)
zachodzi tylko pomigdzy izolatami pokrewnymi danego

gatunku wirusa. Polega ono na celowym zakazeniu ro$lin
fagodnym izolatem wirusa (izolat ochronny), aby chroni¢
je przed innym, ostrym izolatem tego samego wirusa (izo-
lat konkurencyjny). W przysztosci jednak moga si¢ poja-
wia¢ na rynku inne produkty, w ktorych wykorzystywany
bedzie inny szczep lub szczepy wirusa. Wprowadzanie na
rynek Unii Europejskiej takich produktow i ich stosowanie
przez producentéw bedzie si¢ wigza¢ z powszechnym wy-
stepowaniem roznego rodzaju szczepow PepMV w uprawie
pomidora. W zwiazku z tym kolejnym krokiem jest opra-
cowanie technik umozliwiajacych rozréznienie wszystkich
do tej pory opisanych szczepéw PepMV w badanej probce.
Posiadanie odpowiednich narzedzi biologii molekularnej
umozliwiajgcych szybkie i skuteczne wykrywanie réznych
szczepdw PepMV w roslinach jest niezbedne w celu po-
twierdzenia skutecznosci stosowanych produktéw (obec-
no$¢ lub brak PepMV w szczepionych roslinach) czy tez
weryfikacji obecnosci PepMV w sprowadzonych do kraju
nasionach i ro§linach pomidora.

Whioski / Conclusions

1. Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg, iz domi-
nujacym szczepem w uprawie pomidora w Polsce jest
CH2, aczkolwick sporadycznie stwierdzono rowniez
obecnos$¢ mieszanych infekcji CH2 i EU.

2. Technika qRT-PCR z sondg TagMan ze wzgledu na swo-
ja czuto$¢ 1 specyficznos¢ jest doskonalym narzedziem
do weryfikacji obecnosci réznych szczepéw PepMV
W uprawie.
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