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ARTYKUL ORYGINALNY

Zastosowanie techniki odwrotnej transkrypcji i kropelkowo-cyfrowego
PCR (RT-ddPCR) do detekcji wirusa nekrozy pomidora
(Tomato torrado virus, ToTV) w maczliku szklarniowym

Application of reverse transcription and droplet digital PCR (RT-ddPCR)
for detection of tomato torrado virus (ToTV) in greenhouse whitefly

Marta Budziszewska*

Streszczenie

Metoda kropelkowo-cyfrowego PCR nalezy do technologii amplifikacji kwaséw nukleinowych trzeciej generacji, znajdujac coraz czesciej
zastosowanie w diagnostyce fitopatogendw m.in. bakterii, nicieni, grzybéw oraz wiruséw. Ze wzgledu na wysoka czutos¢, precyzje oraz
brak koniecznos$ci stosowania krzywych standardowych i/lub genéw referencyjnych stanowi doskonaty alternatywe dla taricuchowe;j
reakcji polimerazy PCR w czasie rzeczywistym. Niniejsza praca przedstawia mozliwos¢ zastosowania techniki odwrotnej transkrypcji
i ddPCR (RT-ddPCR) do detekcji wirusa nekrozy pomidora (ToTV) w maczliku szklarniowym (Trialeurodes vaporariorum), ktéry stanowi
realne zrédto zagrozenia dla upraw pomidora, szczegdlnie w krajach Europy potudniowej, gdzie obserwowane jest nasilone wystepowanie
tego wirusa. Przeprowadzona na matrycy cDNA ocena ilosci kopii wirusowego RNA w pojedynczym dorostym osobniku maczlika
szklarniowego wykazata, ze moze on nies¢ od 220 do nawet 8600 kopii badanego genu wirusa. Ze wzgledu na brak skutecznych srodkow
przeciwwirusowych, nowoczesne i szybkie techniki detekcji wirusow w roslinach, czy ich wektorach, sg istotg walki z rozprzestrzenianiem
chordéb wirusowych. Opracowany protokét RT-ddPCR do detekceji ToTV w maczlikach moze stanowic skuteczne narzedzie do monitorowania
realnego zagrozenia chorobg pomidoréw okreslang przez hiszpanskich farmeréw mianem ,torrao”.

Stowa kluczowe: kropelkowo-cyfrowy PCR, ekspresja absolutna, diagnostyka wirusa nekrozy pomidora, maczlik szklarniowy, transmisja
wirusa, wektor owadzi

Abstract

The technology of droplet digital PCR is considered to be third-generation technology of nucleic acid amplification recently developed for
the diagnostics of phytopathogens, such as bacteria, nematodes, fungi and viruses. Due to its high sensitivity, precision and no need to
use standard curves and/or reference genes it is an alternative to a real-time polymerase chain reaction (RT-gPCR). This paper presents
the possibility of using the reverse transcription technique followed by ddPCR (RT-ddPCR) to detect tomato torrado virus, ToTV in the
greenhouse whitefly (Trialeurodes vaporariorum), which is a real source of ToTV in tomato cultivation, especially in southern European
countries, where it’s increased occurrence has been observed. The analysis of cDNA template evaluation of the virus RNA copies in
a single adult greenhouse whitefly showed that it could carry from 220 to even 8600 copies of the virus gene. Due to the lack of effective
antiviral agents, innovative and rapid viruses diagnostic assays are the essence of the fight against development of viral diseases. Therfore
reported here RT-ddPCR protocol for the detection of ToTV in whiteflies may be an effective tool for monitoring the real threat of the
tomato disease described by Spanish farmers as “torrao”.

Key words: droplet digital PCR, absolute quantification, tomato torrado virus detection, greenhouse whitefly, virus transmission, insect
vector
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Wstep / Introduction

Choroby wirusowe sg istotnym czynnikiem ograniczajacym
produkcje¢ wielu roslin uprawnych na catym $wiecie powo-
dujac tym samym znaczne straty ekonomiczne. Na skutek
globalizacji, utrzymujacy si¢ na wysokim poziomie handel
ro$lin, nasion, sadzonek, warzyw i owocdw niesie ze sobg
znaczne ryzyko wprowadzania nowych, licznych wirusow
na terytoria réznych krajow. Brak skutecznych srodkow
przeciwwirusowych, szybkie tempo replikacji wirusow,
a takze cze¢stos¢ mutacji w ich genomie oraz zdolno$¢ do
rekombinacji powoduja, ze wirusy z latwos$cig rozszerzaja
zakres gospodarzy, wykorzystujac nowe wektory do ich
transmisji i przystosowujac si¢ tym samym do nowych wa-
runkow Srodowiska. Najskuteczniejszym sposobem walki
z wirusami jest szybka i precyzyjna diagnostyka, ktora
w duzym stopniu ogranicza ryzyko rozwoju chor6b na ob-
szarze plantacji roslin.

W ciggu ostatnich kilkunastu lat obserwujemy szyb-
ki rozwdj badan molekularnych obejmujacych inno-
wacyjne techniki detekcji patogendéw roslinnych m.in.
wirusow, bakterii, nicieni. Wigkszo§¢ z nich to modyfi-
kacje tancuchowej reakcji polimerazy (ang. polimerase
chain reaction — PCR), jak np. PCR w czasie rzeczywi-
stym (ang. real-time PCR) umozliwiajacy jakosciowa
iilosciowa detekcje patogenu, zaliczany do tzw. technik dru-
giej generacji. Obecnie, dzigki postgpowi technologiczne-
mu, coraz czg¢sciej w laboratoriach diagnostycznych wdra-
za si¢ techniki trzeciej generacji, dazace do miniaturyzacji
reakcji, jak np. cyfrowy PCR (ang. digital PCR — dPCR)
czy kropelkowo-cyfrowy PCR (ang. droplet digital PCR
— ddPCR). Technika ddPCR stanowi szybka, bardzo czulg
i wysoce zautomatyzowang metode kwantyfikacji kwasow
nukleinowych. Glownym zalozeniem jest frakcjonowanie
mieszaniny reakcyjnej na dziesiatki tysigcy kropli, do kto-
rych losowo jest, lub nie jest, dystrybuowana czasteczka
kwasu nukleinowego, ktora nastgpnie jest niezaleznie po-
wielana w kilkudziesieciu tysigcach powtorzen. Nastepnie
system odczytuje sygnatl fluorescencyjny w kazdej kropli,
zliczajac na tej podstawie krople pozytywne (jest sygnat)
i negatywne (brak sygnatu) z wykorzystaniem modelu sta-
tystycznego Poissona. Dodatkowa zaleta metody jest to, ze
nie ma koniecznosci odnoszenia uzyskanych wynikéw do
krzywych standardowych, czy tez gendow referencyjnych,
co znacznie przyspiesza analize.

Technika ddPCR/RT-ddPCR znalazta zastosowanie
w badaniach klinicznych, w diagnostyce choréb, w bada-
niach prowadzonych na zwierzetach, jak rowniez w bada-
niach molekularnych i biotechnologii ro$lin m.in. do detekcji
mutacji, charakterystyki linii transgenicznych, wykrywaniu
zanieczyszczen GMO, a takze w ochronie roslin do diagno-
styki fitopatogendw m.in. bakterii, wirusow, grzybow.

W niniejszej pracy przedstawiono mozliwos¢ wyko-
rzystania techniki kropelkowo-cyfrowego PCR do detek-

cji wirusa nekrozy pomidora (tomato torrado virus, ToTV)
w wektorze owadzim — maczliku szklarniowym (7rialeu-
rodes vaporariorum Westwood, 1856) (Pospieszny i wsp.
2007, 2008; Verbeek i wsp. 2007, 2014) (fot. 1), ktéry jako
zrodlo wirusa stanowi ogromne zagrozenie w plantacjach
pomidorow. Wirus ToTV jest groznym patogenem naleza-
cym do rodzaju Torradovirus w rodzinie Secoviridae (Ver-
beek i wsp. 2007). Jego gospodarzami roslinnymi sg m.in.
ro$liny nalezace do psiankowatych, gtdwnie pomidor, ziem-
niak, papryka (Pospieszny i wsp. 2007). Wirus zostal wy-
kryty rowniez w chwastach, ktore moga stanowi¢ jego re-
zerwuar (Alfaro-Fernandez 1 wsp. 2008). Porazone rosliny
poczatkowo wykazuja symptomy chorobowe przejawiajace
si¢ nekroza u podstawy blaszki lisciowej (fot. 1), ktore wraz
z postepem infekcji opanowuja calg rosling (Budziszewska
i wsp. 2008). Cechg ToTV jest wysoka ekspansywnosc¢, na
przetomie ostatnich kilkunastu lat wirus zostat odnotowa-
ny m.in. w Europie, Ameryce oraz Australii wraz z Oceanig
(van der Vlugt i wsp. 2015).

Celem przeprowadzonych badan bylo opracowanie
i zoptymalizowanie testu do detekcji ToTV za pomoca re-
akcji RT-ddPCR oraz okreslenie bezwzglednej liczby kopii
wirusa, jaka moze przenosi¢ dorosty owad.

Materialy i metody / Materials and methods

Materiat do badan stanowita populacja owadow maczlika
szklarniowego 7. vaporariorum, utrzymywana w zamknig-
tychizolatorach, zerujaca na zdrowych roslinach tytoniu (Vi-
cotiana tabacum L.), w szklarni Zaktadu Biologii Moleku-
larnej i Biotechnologii Instytutu Ochrony Roslin — Panstwo-
wego Instytutu Badawczego w Poznaniu. Doroste maczliki,
w ilo$ci 20-30 osobnikow, przenoszono ze zdrowych roslin
na rosliny pomidora uprzednio mechanicznie inokulowane
wirusem Kra-ToTV i wykazujace objawy chorobowe zgod-
nie z procedurg opisang przez Pospiesznego i wsp. (2008).
Izolacje catkowitego RN A z owadow prowadzono z uzyciem
odczynnika TriReagent (ThermoFisher), a nastgpnie ekstra-
howano chloroformem. Catkowity RNA wytracono przy
uzyciu 2-propanolu poprzez wirowanie 20 min, 12 000 rpm,
w temperaturze 4°C. Osad RNA zawieszano w 10 pl wody.
Na kazda probe sktadaly si¢ dwa osobniki. Stezenie wy-
izolowanego RNA mierzono z uzyciem spektrofotometru
NanoDrop (ThermoFisher). Reakcje odwrotnej transkryp-
cji (RT) prowadzono z uzyciem zestawu Revert Aid Kit
cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher) z potowy objetosci
(4,5 pul) catkowitego RNA wyizolowanego z dwoch owa-
dow. Reakcje ddPCR prowadzono zgodnie z zaleceniami
producenta wykorzystujac system Biorad QX200. Reakcje
prowadzono w 20 pl mieszaniny zawierajacej 1X QX200
ddPCR EvaGreen Supermix (Biorad), 0,1 pM mieszaning
starterow qToTV2F 5’GATTTGTCCCAAGACAGGTG3’
i qToTV2R 5’AAAGTTTCCTGGTGGTTTCC3’ komple-
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mentarnych w obrebie regionu kodujacego biatko Orfl na
nici RNA2. Do kazdej reakcji dodano 1 pl cDNA. Proby
bardzo doktadnie wymieszano, a nastepnie catos$¢ o objetos-
ci 20 pl umieszczono na komercyjnej ptytce ze studzien-
kami polaczonymi mikrokanalikami tzw. cartrige zgodnie
z instrukcja producenta. Nastepnie do odpowiednich stu-
dzienek dodano 70 pl oleju QX200™ Droplet Generation
Oil for EvaGreen (Bio-Rad) i wykorzystujac QX200 Dro-
plet Generator (Bio-Rad) przygotowano emulsj¢. Przygoto-
wang mieszanin¢ emulsyjng przepipetowano na 96-dotkowa
ptytke i umieszczono w termocyklerze C1000Touch Ther-
mal Cycler (Bio-Rad), przeprowadzajac reakcj¢ PCR. Profil
termiczny reakcji, zgodnie z rekomendacja producenta, etap
przylaczania specyficznych starteréw oraz elongacji prowa-
dzono w temperaturze 60°C przez 1 min. Po zakonczonej
reakcji PCR ptytke umieszczono w QX200 Droplet Reader
(Bio-Rad) i stosujac oprogramowanie QuantaSoft sczyta-
no sygnal fluorescencji oraz korzystajac z formuly Pois-
sona obliczono absolutng liczbe kopii genu wirusa ToTV
w badanych probach owadzich. Czulo$¢ metody spraw-
dzono stosujgc 10-krotne rozcienczenia plazmidu zawiera-
jacego kopie cDNA RNA2 ToTV o stezeniu wyjsciowym
120 ng/ul. Dodatkowo tych samych matryc cDNA uzyto do
reakcji PCR stosujac komercyjny zestaw DreamTaq. Reak-
cje prowadzono w objetosci 20 pl, ze starterami qToTV2F/R
o stezeniu 0,5 uM i temperaturze przylaczania 60°C. Pro-
dukty RT-PCR analizowano w 1% zelu agarowym.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Badanie mozliwosci przenoszenia patogenow przez wekto-
ry jest jednym z waznych aspektéw charakterystyki chorob
wirusowych. Wyniki przeprowadzonych analiz potwierdza-
ja przydatnos¢ metody RT-ddPCR do szybkiego wykrywa-
nia obecnosci genéw wirusa ToTV w maczliku szklarnio-
wym. Opracowany protokol obejmujacy reakcje odwrotnej
transkrypcji, a nastgpnie ddPCR na matrycy catkowitego

RNA wyizolowanego z pojedynczych maczlikow (fot. 1)
pozwolit okresli¢ absolutng liczbg kopii badanego genu wi-
rusa ToTV (Orfl) w 1 pl mieszaniny reakcyjnej (rys. 1).
Z kolei obliczona przez program Quantasoft (Bio-Rad) licz-
ba kopii genu/20 pl mieszaniny reakcyjnej w przeliczeniu na
ilo$¢ uzyskanego cDNA z pojedynczego owada pozwolita
okresli¢ absolutng liczbe kopii badanego genu wirusa, jaka
niesie ze soba jeden dorosly osobnik. Analizujac zebrane
dane, absolutna ilo$¢ kopii wirusa na podstawie genu Orfl,
na nici RNA2, pokazala ze jeden osobnik dorosly moze
przenosi¢ od 220 do nawet 8600 kopii (tab. 1). Dodatkowo
przeprowadzony test czutosci pokazat, ze metoda ddPCR
mozna wykry¢ badany gen wirusa przy rozcienczeniu ma-
trycy 120 ng/ul x 107, podczas gdy w konwencjonalnym
RT-PCR czuto$¢ jest 100-krotnie mniejsza (rys. 2). Produkt
reakcji PCR na matrycy plazmidowego DNA o stgzeniu
120 ng/ul x 10'-10° byt widoczny w zelu agarozownym,
natomiast przy wyzszych rozcienczeniach matrycy, rzedu
107107, nie obserwowano spodziewanego produktu (rys. 2).

Na podstawie artykutéw naukowych z ostatnich kilku
lat technike RT-ddPCR wdrozono do detekcji m.in. wiru-
sa ziemianka S (potato virus S, PVS) (Zhang i wsp. 2017),
wirusa ziemniaka Y (potato virus Y, PVY) (Mehle i wsp.
2018), wirusa miotlastosci wierzchotkowej ziemniaka (po-
tato mop-top virus, PMTV) w probkach ziemi, gdzie zro-
dtem wirusa jest wektor — pierwotniak Spongospora subter-
ranea (Pandey i wsp. 2020). Ghoshal i wsp. (2015) okreslili
liczbe kopii genow biatka ptaszcza oraz p33 ORF dla wirusa
tomato bushy stunt virus oraz cucumber necrosis virus. De-
Blasio i wsp. (2018) wykorzystali ddPCR do diagnostyki
wirusa liSciozwoju ziemniaka (potato leaf roll virus, PLRV)
i wirusa kedzierzawki tytoniu (tobacco rattle virus, TRV).
Z kolei Budziszewska i wsp. (2021) opublikowali wyniki
potwierdzajace przydatnos¢ techniki RT-ddPCR do detekcji
wirusa kartowato$ci orzecha ziemnego (peanut stunt virus,
PSV) w pojedynczych larwach, poczwarkach oraz osob-
nikach dorostych ziemioérki Bradysia impatiens, ekspono-
wanych uprzednio na wirusa oraz w roslinach, na ktérych

Fot. 1.
vaporariorum zerujacy na roslinie pomidora (po prawej)

Objawy chorobowe na pomidorze powodowane wirusem nekrozy pomidora, ToTV (po lewej). Maczlik szklarniowy Trialeurodes

Photo 1. Disease symptoms on tomato plants caused by tomato necrosis virus, ToTV (on the left). The greenhouse whitefly Trialeurodes

vaporariorum feeding on a tomato plant (on the right)
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Rys. 1. Detekcja wirusa ToTV w owadach Trialeurodes vaporariorum technikg RT-ddPCR na podstawie genu kodujacego Orfl na nici
RNA2
Diagram przedstawia liczbg kopii genu wirusowego w 1 ul mieszaniny reakcyjnej, zawierajacej 1 ul cDNA z pojedynczego
owada (M1-M16) zerujacego na roslinie pomidora porazonego wirusem ToTV. Jako kontroli negatywnej uzyto cDNA z owada
zerujacego na zdrowej roslinie (K-). W kontroli pozytywnej (K+) jako matrycy do reakcji uzyto 1 pl plazmidu z cDNA dla RNA2
ToTV (koncentracja 120 ng/ul x 107°)

Fig. 1. The detection of ToTV in Trialeurodes vaporariorum using RT-ddPCR assay based on the gene encoding Orfl of RNA2
Diagram showed the number of viral copies in 1 pl of reaction mixture, containing 1 ul of cDNA from single insect (M1-M16)
feeding on ToTV — infected tomato. As negative control 1 pl of cDNA from non-ToTV exposed was used (K-), whereas in positive
control (K+) I ul of plasmid carrying cDNA of ToTV RNA2 was used (concentration 120 ng/pl x 10-)

Tabela 1.Ewaluacja ilosci kopii wirusa ToTV na podstawie genu Orfl w pojedynczych osobnikach maczlika, obliczona na podstawie
stosunku kropel pozytywnych i negatywnych z zastosowaniem formuly Poissona, z uzyciem programu QuantaSoft (Bio-Rad)

Table 1. Evaluation of copy number of ToTV Orfl gene in single adult of whitefly, on the basis of ratio of the number of positive and
negative droplets using the Poisson statistical formula, using QuantaSoft software (Bio-Rad)

Liczba kopii wirusa/l pl Liczba kopii wirusa/20 pl
Proba mieszaniny reakcyjnej mieszaniny reakcyjnej Liczba kopii wirusa/owad
Sample Viral copy number/1 pl Viral copy number/20 pl Viral copy number/insect
reaction mixture reaction mixture
M1 1,8 36 720
M2 2,2 44 880
M3 5,5 110 2200
M4 1,2 24 480
M35 1,4 28 560
M6 34 68 1360
M7 0,81 16,2 324
M8 0,56 11,2 224
M9 0,87 17,4 348
MI10 4,1 82 1640
Mil 33 66 1320
M12 3,1 62 1240
MI13 21,5 430 8600
M14 13,2 264 5280
MI15 2,5 50 1000
M16 3,2 64 1280

w kolejnym etapie zerowaly zanieczyszczone wirusem lar-  miast Pinheiro i wsp. (2017) wykorzystali technike do okre-
wy. Na podstawie uzyskanych wynikow po raz pierwszy  $lenia infekcyjnosci mszyc Myzus persicae wirusem PLRV
zidentyfikowano tego szkodnika jako wektor wirusa. Nato- ~ po 24 i 72 h Zerowania na chorych ro$linach.
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Rys. 2. Poroéwnanie czuto$ci ddPCR (u gory) i konwencjonalnego PCR na podstawie fragmentu regionu Orfl nici RNA2 ToTV (ponizej)
z uzyciem szeregu 10-krotnych rozcienczen plazmidu
Diagram przedstawiajacy liczbg kopii wirusa w 1 pl mieszaniny reakcyjnej ddPCR nie uwzglednia zakresu stezen od 101073,
poniewaz zbyt male rozcienczenie powodowalo saturacje systemu

Fig. 2. The comparison of detection limit of ddPCR (above) and conventional PCR with primers complementary to Orfl gene of ToTV

RNA2 (under) using 10-fold serial dilutions of plasmid with target copies
Diagram showed the absolute viral copy number in 1 pl of ddPCR reaction mixture, the dilution range from 10-'-10-° was not

included to avoid saturation of ddPCR reaction

Dotychczasowe protokoty diagnostyczne do wykry-
wania wirusa ToTV wykorzystywaly takie techniki, jak
DAS-ELISA (Pospieszny i wsp. 2010), RT-PCR (Alfa-
ro-Fernandez i wsp. 2010; Verbeek 1 wsp. 2012; Wieczorek
i Obregpalska-Steplowska 2013; van der Vlugt i wsp. 2015),
RT-qPCR z zastosowaniem specyficznych starterow oraz
sond TagMan (Herrera-Vasquez i wsp. 2015), test HRM
(Budziszewska i wsp. 2014), a takze testy serologiczno-
-molekularne, takie jak immunocapture (IC)-RT-PCR oraz
IC-RT-qPCR (Pospieszny i wsp. 2007, 2012). W 2016 roku
zostat opracowany rowniez protokot z wykorzystaniem izo-
termicznej amplifikacji RT-LAMP (Budziszewska i wsp.
2016), ktora pomimo tego iz jest tania, niezwykle szyb-
ka, specyficzna i czula, czesto niesie ze sobg duze ryzyko
kontaminacji. W zwigzku z niskg koncentracja materiatu
genetycznego wyizolowanego z jednego osobnika macz-
lika, zastosowanie techniki amplifikacji trzeciej generacji
pozwala szybko i precyzyjnie oszacowac realne zagrozenie
rozprzestrzeniania choroby powodowanej ToTV. Co wigcej,
niniejsza praca stanowi pierwsze doniesienie o wykorzysta-
niu innowacyjnej techniki RT-ddPCR do monitoringu wiru-
sa ToTV w populacji maczlika szklarniowego.

Whioski / Conclusions
1. Wykazano przydatnos¢ techniki RT-ddPCR do bez-

wzglednej oceny akumulacji wirusa ToTV w maczliku
szklarniowym.

2. Przeliczajac uzyskane wartosci koncentracji wirusa
w mieszaninie reakcyjnej ddPCR wykazano, Ze pojedyn-
czy owad moze nie$¢ od okoto 220 do nawet 8600 kopii
wirusa ToTV.

3. Test diagnostyczny w oparciu o RT-ddPCR moze by¢
wykorzystywany jako bardzo czuta technika wykrywa-
nia realnego zagrozenia wirusem ToTV, poprzez okre-
slenie infekcyjnosci odlowionych osobnikéw maczlika
szklarniowego.

4. Metoda moze by¢ przydatna pod katem wykrywalno-
$ci rowniez innych wirusow roslin uprawnych, a takze
w badaniach prob srodowiskowych. W przypadku roslin
szczegoblnie istotna moze byc¢ detekcja wirusa tuz po za-
kazeniu, gdy jego miano jest na bardzo niskim poziomie,
albo w sytuacji, gdy na plantacji pojawia si¢ potencjalny
wektor biorgcy udziat w jego transmisji.
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