Nr zadania:
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SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2019 roku

A. INFORMACJE OGOLNE

Tytul zadania: Wystepowanie dotychczas nie monitorowanych wirusow (HpLV, ArMV) i wiroidow (HpSVd,
AFCVd, CBCVd) na plantacjach produkcyjnych chmielu w Polsce.

Numer zadania:  (w zalgczniku nr 8 do rozporzqdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek
dotacji przedmiotowych dla réznych podmiotéw wykonujqcych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. poz. 1170 z péZn. zm.))
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Planowany okres realizacji zadania: 2019 r.

Planowane naktady w zt: 298 800

B. DANE WNIOSKODAWCY

Imig¢ i nazwisko osoby reprezentujacej jednostke badawczag, (tytut lub stopien naukowy, stanowisko, nazwa
i adres jednostki badawczej, telefon, fax)

Wieslaw Aleksander Oleszek, prof. dr hab. czl. koresp. PAN

Dyrektor

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy
ul. Czartoryskich 8

24-100 Pulawy

tel. 81 4786 700

fax: 81 4786 900




C. INFORMACJA O WYKONAWCACH
1. Zespot badawczy

kierownik zadania

imi¢ i nazwisko stopien i tytut naukowy miejsce zatrudnienia
Marcin Przybys dr IUNG-PIB
wykonawcy zadania
imie i nazwisko stopien i tytut naukowy miejsce zatrudnienia
Urszula Skomra dr IUNG-PIB
Grazyna Korbecka-Glinka dr IUNG-PIB
Teresa Doroszewska prof. dr hab. IUNG-PIB

2. Kierownik zadania

Marcin Przybys, dr

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy
Zaktad Hodowli i Biotechnologii Roslin

ul. Czartoryskich 8

24-100 Putawy

tel. 81 4786 934

tel. sekretariat: 81 4786 931

e-mail: mprzybys@iung.pulawy.pl

Kontakt w przypadku nieobecnosci kierownika zadania

Urszula Skomra, dr

Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy
Zaktad Hodowli i Biotechnologii Roslin

ul. Czartoryskich 8

24-100 Putawy

tel. 81 4786 943

D. OPIS ZADANIA
1. Cele zadania

Lp. | Cel Czy cel zostat zrealizowany
(tak/niet/czesciowo?l)
1 Ocena szkodliwosci chorob wirusowych dla polskich tak
plantacji chmielu, poprzez okreslenie wystepowania w
Polsce wirusow (HpLV 1 ArMV) oraz wiroidow
(CBCVd, HpSVvd, AFCVd).
2 Opracowanie narzedzi diagnostycznych pozwalajacych tak
na jednoczesne wykrywanie trzech wiroidow oraz
narzedzi do jednoczesnego wykrywania dwdch wirusow
3 Uzyskanie bibliotek, ktére bedg uzyte do analizy wiromu tak

chmielu za pomocg sekwencjonowania NGS

1 Jedli dotyczy — prosze opisaé pod tabela, w jakim stopniu cel zostal osiaggnigty i podaé przyczyny
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2. Harmonogram realizacji zadania

Termin rozpoczecia — Przewidvwane
zakonczenia realizacji Koszt yw
tematu badawczego w Y
Lp. Nazwa tematu badawczego .. realizacji
miesigcach od
. . .. |tematu
rozpoczecia realizacji badawczego
zadania
1 .Gromadzem’e probek chmielu z plantacji produkcyjnych IV - 1X 26 800
i banku genow
2 Opracowanlg mgtody mu!tlplex RT-PCR wykrywania - VI 39 000
badanych wiruséw i wiroidéw
3 Wykrywanie patogenow chmielowych w 990 probkach VIl - X1 134000
zgromadzonych w trakcie sezonu wegetacyjnego
Przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania NGS i
4 czasteczek RNA z probek chmielu X 99000
Razem 298 800

3. Opis tematow badawczych

3. 1. Temat badawczy 1

Cel tematu badawczego 1: Gromadzenie probek chmielu z plantacji produkcyjnych i
banku genow

Plantacje chmielu w Polsce moga by¢ zagrozone przez nowe patogeny. Celem tego
tematu badawczego jest gromadzenie probek chmielu z réznych rejondéw uprawy
chmielu oraz w réznych fazach rozwojowych. Probki postuza jako materiat badawczy
do wykrywania wirusow i1 wiroidow chmielu.

Cel tematu badawczego 1 zostal osiggniety.

Materialy i metody

Probki roslin chmielu pobierano z plantacji produkcyjnych zlokalizowanych we
wszystkich  rejonach uprawy chmielu w Polsce: lubelskim, dolnos$lgskim,
wielkopolskim. Probki pobierano zaréwno z odmian typu goryczkowego jak i
aromatycznego. Dodatkowo gromadzono probki z kolekcji odmian chmielu
utrzymywanej w IUNG-PIB w Putawach. Probki chmielu gromadzono 3-krotnie w
trakcie sezonu wegetacyjnego, poniewaz niektore patogeny sa mozliwe do wykrycia
tylko w okreslonych stadiach rozwojowych rosliny. Pierwszy termin obejmowat okres
naprowadzania roslin chmielu na przewodniki, drugi obejmowat faze kwitnienia, a
trzeci fazg dojrzatosci. Probki w postaci lisci z réznych pigter rosliny pobierano do
sterylnych proboéwek typu Falcon i jeszcze na plantacji schtadzano do 4°C, a nastgpnie
transportowano do laboratorium. W laboratorium odwazano po 50 mg materiatu z
kilku lisci I umieszczano go w probowkach typu Eppendorf wypelionych 6 kulkami
ceramicznymi o Srednicy 2,8 mm. Tak przygotowane probki zamrazano w -86°C 1 w
takiej temperaturze byly one przechowywane do czasu wykonania analiz
molekularnych.

Wyniki




Ogotem w roku 2019 zgromadzono 904 probki chmielu (Tab. 1). Probki gromadzono
zaréwno z roslin z r6znymi objawami chorobowymi jak i z roslin bezobjawowych

Tab. 1. Probki chmielu zgromadzone w ramach realizacji tematu badawczego 1:

Odmiany i linie hodowlane chmielu

Rejon uprawy aromatyczne goryczkowe Ogblem

Lubelski Lomik 36 Marynka 150 540
Lubelski 96 Magnum 201
Perle 33
Sybilla 24

Wielkopolski Lubelski 15 Marynka 30 201
Perle 15 Magnum 126
Hallertau Tradition 15

Dolnoslaski Lubelski 30 Marynka 36 159
Hallertau Tradition 36 Magnum 57

Kol. IUNG-PIB Sybilla 2 Oktawia 2 4
Razem 302 602 904

W roku 2019, probki pobrano z 31 plantacji produkcyjnych i kolekcji odmian IUNG-
PIB, o tacznym areale 53 ha.

Dyskusja

Rozne patogeny moga by¢ wykrywalne w zakazonych roslinach chmielu w r6znych
stadiach rozwojowych ro$liny. HpLV jest wirusem trudnym do diagnostyki.
Mozliwo$¢ jego wykrycia jest zalezna od stadium rozwojowego zakazonej rosliny. W
roku 2018 w trakcie realizacji zadania 107 w ramach badan na rzecz postgpu
biologicznego w produkcji roslinnej wykrycie HpLV w badanych probkach byto
mozliwe tylko w 2 i 3 terminie zbioru probek. Podobna sytuacja miata miejsce w
obecnych badaniach. Podobng zalezno$¢ obserwowali rowniez Ziegler i in., 2014 oraz
Tsai i in., 2012, ktorzy stwierdzili, ze HpLV najtatwiej wykry¢ pobierajac probki w
postaci dojrzatych lisci z dolnej jej czesci, w drugiej potowie okresu wegetacyjnego.
W przypadku detekcji ArMV, probki lisci najlepiej pobiera¢ w okresie wiosennym, bo
tylko wtedy mozliwe jest stwierdzenie porazenia tym wirusem (Wetzel i in., 2002). Na
temat optymalnego czasu dla pobierania pozostatych badanych patogenow brak jest
danych literaturowych dlatego przyjeto strategie pobierania probek do badan w 3
terminach sezonu wegetacyjnego. W tym celu kazda rosling, z ktorej pobierano
probke do badan oznaczano etykieta, aby mozliwe bylo pobranie 2 dodatkowych
probek w pozniejszym terminie.

Whioski
e 7 uwagi na nierownomierne rozmieszczenie badanych patogenéw w tkankach
gospodarza oraz ze wzgledu na ograniczenia mozliwosci detekcji tych
patogenow uzaleznione od terminu gromadzenia probek, nalezy pobieraé
probki w kilku terminach z kilku miejsc na roslinie (ped glowny i boczne,
rozne pietra rosliny)

Mierniki dla tematu badawczego 1:

Lp. miernik? warto$¢ warto$¢
miernika podana miernika
w opisie zadania | zrealizowana

1.1 | Liczba probek pobranych z plantacji 900 904
produkcyjnych i kolekcji odmian

2 Podaé miernik — np. ilo$¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
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3.2 Temat badawczy 2
Cel tematu badawczego 2

Celem tematu badawczego bylo opracowanie narzgdzi diagnostycznych pozwalajacych
na jednoczesne wykrywanie trzech wiroidow (CBCVd, HpSVd, AFCVd) oraz narzegdzi
do jednoczesnego wykrywania dwoch wiruséw chmielu (HpLV i AtMV).

Cel tematu badawczego 2 zostat osiggniety.

Materialy i metody
Zgromadzone w IUNG-PIB kontrole pozytywne badanych patogendéw postuzyly do
opracowania metody wykrywania poszczeg6élnych patogenow.

Multiplex PCR w kierunku wykrywania wiroidow chmielu (HSVd, CBCVd, AFCVd)

Odwrotna transkrypcja

W celu uzyskania cDNA, RNA wiroidow poddano reakcji odwrotnej transkrypcji. Reakcje
prowadzono w nast¢pujacy sposob. Do 6 ul wody sterylnej pozbawionej RN-az dodawano
4 ul mieszaniny specyficznych starterow w odwrdconej orientacji, ktorych st¢zenie
koncowe wynosito 1 uM (HSVd, CBCVd, AFCVd) i 0,5 uM 18S rRNA (Tab.2), 2 ul
RNA (0,5 pg/ul) oraz 1 pl mieszaniny dNTP 10 mM (Invitrogen, USA). Catos¢
mieszaniny inkubowano w temperaturze 65°C przez 5 minut, a nast¢pnie schtadzano na
lodzie przez 1 minutg. Do schtodzonej mieszaniny dodawano 4 ul buforu 5x First-Strand
(Invitrogen), 1 ul 0,IM DTT (Invitrogen), 1 ul RNasin (40 u/ul) — inhibitora RN-az
(ThermoFisher Scientific) oraz 1 ul odwrotnej transkryptazy M-MLV Superscript 111 (200
w/ul) (Invitrogen). Koncowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 ul. Reakcje
odwrotnej transkrypcji prowadzono w temperaturze 50°C przez 60 min, po czym
ogrzewano do 70°C przez 15 minut, w celu zatrzymania reakcji i denaturacji odwrotnej
transkryptazy.

Tab. 2 Startery reakcji PCR uzyte do jednoczesnego wykrywania wiroidow chmielu:

Patogen Starter Sekwencja (5°-3%) Produkt (pz) Literatura

HSVd HSV-78P AACCCGGGGCAACTCTTCTC 303 Sano i in. 2001
HSV-83 M AACCCGGGGCTCCTTTCTCA

AFCVd AGV-h106M  TTGTCGACGAAGGGTCCTCA 382 Sano i in. 2008
AGV-h101P TTGTCGACGACGAGTCACCA

CBCwvd Cvd-1V-F1 GGGGAAATCTCTTCAGAC 284 Bernad i Duran-
Cvd-1V-R1 GGGGATCCCTCTTCAGGT Vila, 2006

18SrRNA  18S-F CGCATCATTCAAATTTCTGC 844 Gambino i
18S-R TTCAGCCTTGCGACCATACT Gribaudo, 2006

Amplifikacja DNA

Amplifikacje DNA prowadzono przy uzyciu 2 pul cDNA uzyskanego w odwrotnej
transkrypcji, 25 pl Platinum Green Hot Start PCR 2x Master Mix (Invitrogen), po 0,5 uM
(HSvd, CBCVd, AFCVd) i 0,1 uM (18S rRNA) specyficznych starteréw reakcji PCR
(Tab. 2). Mieszanine reakcyjna uzupelniano wodg wolng od nukleaz do objetosci koncowe;j
50 ul. Reakcje PCR prowadzono w nastepujacych warunkach: denaturacja wstepna 94°C
przez 2 minuty, nastepnie 35 cykli: denaturacja 94°C przez 30 sekund, przylaczanie
starterow 56°C przez 30 sekund, elongacja 72°C przez 30 sekund i koncowa elongacja
72°C przez 10 minut.



Multiplex PCR w kierunku wykrywania wirusOw chmielu (HpLV, AtMV)

Odwrotna transkrypcja

Synteze¢ cDNA prowadzono w nastgpujacy sposob. Do 7 ul wody sterylnej pozbawionej
RN-az dodawano 3 ul mieszaniny specyficznych starterow w odwrdconej orientacji o
stezeniu koncowym 2uM (ArMV) i 0,8 uM (HpLV, 18S rRNA) (Tab.3), 2 ul RNA (1
pg/ul) oraz 1 pl mieszaniny dNTP 10 mM (Invitrogen, USA). Cato$¢ mieszaniny
inkubowano w temperaturze 65°C przez 5 minut, a nast¢pnie schtadzano na lodzie przez 1
minut¢. Do schtodzonej mieszaniny dodawano 4 pl buforu 5x First-Strand (Invitrogen), 1
ul 0,IM DTT (Invitrogen), 1 pl RNasin (40 u/ul) — inhibitora RN-az (ThermoFisher
Scientific) oraz 1 pul odwrotnej transkryptazy M-MLV Superscript III (200 u/ul)
(Invitrogen). Koncowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 pl. Reakcje odwrotne;j
transkrypcji prowadzono w temperaturze 50°C przez 60 min, po czym ogrzewano do 70°C
przez 15 minut, w celu zatrzymania reakcji i denaturacji odwrotnej transkryptazy.

Tab. 3 Startery reakcji PCR uzyte do wykrywania wiruséw chmielu:

Patogen  Starter Sekwencja (5°-3) Produkt Literatura
(nt)

ArMV ArMV-F ACCAGTGCCTACAAGAGTGTGTCC 213 Kominek 1 in.
ArMV-R TTGATTCCAGTTGTTAGTGACCCC 2003

HpLV HpLV 5’Mlu =~ CGCACGCGTGGATAAACAAACATACAA 1116 Ziegler i in.
HpLV 3’-1100 GCTTAGCAATTGCGGATTGCAC 2014

18S 18S-F CGCATCATTCAAATTTCTGC 844 Gambino i

rRNA 18S-R TTCAGCCTTGCGACCATACT Gribaudo, 2006

Amplifikacja DNA

Amplifikacjg DNA prowadzono przy uzyciu 2 ul cDNA uzyskanego w odwrotnej
transkrypcji, 25 pl Platinum Green Hot Start PCR 2x Master Mix (Invitrogen), po 0,2 uM
(HpLV), 0,3 uM (18s rRNA), 0,6 uM (ArMV) specyficznych starteréw reakcji PCR (Tab.
3). Mieszaning reakcyjng uzupetniano woda wolng od nukleaz do objetosci koncowej 50
ul. PCR prowadzono w nastgpujacych warunkach: denaturacja wstgpna 94°C przez 2
minuty, nastepnie 35 cykli: denaturacja 94°C przez 30 sekund, przylaczanie starterow
60°C przez 30 sekund, elongacja 72°C przez 1 minute¢ i koncowa elongacja 72°C przez 10
minut.

Amplikony uzyskane w reakcji PCR analizowano na 2% Zelu agarozowym wybarwionym
bromkiem etydyny 1 wizualizowano w swietle UV.

Wyniki

W wyniku prowadzonych badan opracowano i zoptymalizowano warunki reakcji multiplex
PCR dla jednoczesnego wykrywania wiroidow (HSVd, CBCVd, AFCVd) z kontrolg
wewnetrzng RNA roslinnego oraz jednoczesnego wykrywania wirusow (HpLV, ArMV) z
kontrolg wewnegtrzna.

W efekcie uzyskano amplikony wszystkich badanych patogenow. Na fot. 1 i fot. 2
przedstawiono odpowiednio zdjecie zeli agarozowych z jednoczesnie widocznymi
amplikonami wszystkich oznaczanych wiroidow wraz z kontrolg wewnetrzng oraz samych
wiroidéw lub wirusow.



M1 2 3 4 KNKN

Fot. 1. Wizualizacja produktow multiplex RT-PCR wiroidow chmielu
(HSVd, CBCVd, AFCVd) z kontrolg wewn¢trzng roslinnego rRNA. M —
marker dlugosci DNA, 1 — multiplex HSVd+AFCVd+CBCVd+18S rRNA,
2 -HSVd, 3- AFCVD, 4 — CBCVd, KN - kontrola negatywna.

M 1 2 3 KNKN

Fot. 2. Wizualizacja produktéw multiplex RT-PCR wiruséw chmielu
(HpLV, ArMV) z kontrolg wewngtrzng roslinnego rRNA. M — marker
dtugosci DNA, 1 — multiplex HpLV+ArMV+18S rRNA, 2 — HpLV, 3 —
ArMV, KN - kontrola negatywna.
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Dyskusja

Do detekcji wszystkich wiroidow: HSVd, CBCVd, AFCVd wykorzystano startery, ktore
amplifikowaty pelne genomy patogendéw (Sano i in., 2001, Bernad i Duran-Vila, 2006,
Sano i in., 2008). W efekcie uzyskano amplikony o dtugosciach odpowiednio: 303 pz, 284
pz i 382 pz. Z uwagi na mate rozmiary genomoéw wiroidow amplifikacja ich w cato$ci nie
sprawiala trudno$ci. Rowniez Matousek i in. (2003) oraz Luigi i Faggioli (2013), w celu
wykrycia infekcji winoro$li przez wiroidy amplifikowali pelng dlugos¢ genomu wiroidow.
Mozliwe jest rowniez wykrywanie HSVd bezposrednio po izolacji RNA z lisci bez etapu
RT-PCR poprzez poddanie surowego ekstraktu elektroforezie na zelu poliakrylamidowym
z wybarwianiem za pomocg srebra (Sano i in., 2004). Chociaz znane sg metody multiplex
PCR jednoczesnego wykrywania zakazen roslin roznymi patogenami: jabtek (DiSerio 1 in.,
2002), cytrusow (Wang i in., 2009), pomidorow (Matsushita i in., 2010), czy winoro$li
(Gambino i1 Gribaudo, 2006) lub chmielu (Lu i in., 2012), to nie byto dotychczas
opracowanej metody jednoczesnego oznaczania zestawu wiroidéw: HSVd, AFCVd i
CBCVd. W ramach realizacji tego tematu badawczego opracowano metode multiplex PCR
dla tego zestawu wiroidow. Dodatkowo w prowadzonych badaniach dodano mozliwos¢
zastosowania kontroli wewngtrznej monitorujacej przebieg odwrotnej transkrypcji i
multiplex PCR. Jako kontrol¢ wewnetrzng wykorzystano pochodzacy od rosliny chmielu
gen metabolizmu podstawowego kodujacy 18S rRNA. Znaczenie kontroli wewnetrznej jest
istotne szczegdlnie w przypadku uzyskiwania wynikow falszywie negatywnych w
przypadku degradacji RNA Iub obecno$ci inhibitorow odwrotnej transkryptazy lub
polimerazy DNA. Druga cze$¢ realizacji tematu badawczego bylo opracowanie muliplex
PCR dla jednoczesnego wykrywania HpLV i ArMV. Do detekcji HpLV wykorzystano
startery HpLV 5’Mlu i HpLV 3°-1100, ktére amplifikowaty 5°-koniec genomu tego wirusa
(1116 pz). Projektowanie tych starterow oparto o gen kodujacy metylotransferaze, ktory
jest silnie konserwowany ewolucyjnie (Schuman, 2002). Hataya (2000), do wykrywania
HpLV stosowat zdegenerowane startery reakcji, jednakze poza HpLV wykrywaty one
takze wirusa M ziemniaka (PVM) oraz wirusa oparzeliny borowki wysokiej (BIScV). W
celu wykrycia ArMV amplifikowano wysoce konserwatywny region kodujacy biatko
plaszcza (CP) przy uzyciu starterow ArMV-F i ArMV-R. W efekcie uzyskiwano
amplikony o dtugosci 213 pz, ale do detekcji ArMV, moga by¢ stosowane rowniez inne
fragmenty tego genu (Ipach i in., 1992, Grieco i in., 2000). Sun i in. (2014), do detekcji
ArMV zaproponowali wykorzystanie multiplex Real-Time PCR z zastosowaniem sond
typu TagMan zlokalizowanych w rejonie genu MP — movement protein.

Whioski
e Zastosowanie zoptymalizowanych protokotéw zamieszczonych w sprawozdaniu umozliwia
jednoczesng detekcje wszystkich badanych wiroidow lub wirusow z jednoczesng kontrolg
przebiegu procesu odwrotnej transkrypcji i multiplex PCR

Mierniki dla tematu badawczego 2:

Lp. miernik® warto$¢ warto$é
miernika podana miernika
w opisie zadania | zrealizowana

2.1 | Liczba protokotow metody wykrywania dwoch 2 protokoty 2 protokoty
wirusow (HpLV 1 ArMV) oraz trzech wiroidow
(CBCVd, HSVd, AFCVd)

8 Podaé miernik — np. ilo$¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
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3.3 Temat badawczy 3
Cel tematu badawczego 3

Celem tematu badawczego byta ocena wystepowania wirusow (HpLV i ArMV) oraz
wiroidow (CBCVd, HpSVd, AFCVd) na plantacjach chmielu w Polsce.

Cel tematu badawczego 3 zostal osiggniety.

Materialy i metody

Probki polowe zgromadzone w temacie badawczym nr 1 do momentu analiz
molekularnych przechowywano w -86°C, a nast¢pnie schtadzano w cieklym azocie i
rozdrabniano w homogenizatorze Tissue Lyser (Qiagen, Niemcy) przy czestotliwosci
wytrzasania 30 Hz przez 3 minuty. Zhomogenizowany material poddawano izolacji
catkowitego RNA z wykorzystaniem zestawow do izolacji RNA — RNeasy PowerPlant Kit
(Qiagen), zgodnie z procedurg zalecang przez producenta. Z uwagi na znaczne ilosci
zwigzkow fenolowych zawartych w liSciach chmielu, zredukowano objetos¢ buforu
lizujacego MBL/B-ME z 600 pl do 550 pl 1 dodawano 50 pl Phenolic Separation Solution,
aby zapobiec tworzeniu si¢ kompleksow kwasow nukleinowych z utlenionymi zwigzkami
fenolowymi, co powodowatoby zmniejszenie iloéci izolowanego RNA.

Wyizolowane RNA doczyszczano z pozostatosci DNA za pomocg zestawu DNase Max
(Qiagen), zgodnie z procedurg zalecang przez producenta. Nastgpnie oczyszczone RNA
bylo uzywane do uzyskania cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji zgodnie z
procedurami opracowanymi w temacie badawczym nr 2. Uzyskane cDNA byto
wykorzystywane do amplifikacji DNA, w celu wykrycia badanych patogenow w polowych
probkach chmielu. Warunki prowadzenia reakcji PCR byty zgodne z opracowanymi w
temacie badawczym nr 2.

Wyniki

Na podstawie przeprowadzonych badan w 2019 r. stwierdzono wystgpowanie na terenie
Polski przypadkoéw porazenia roslin chmielu jedynie przez utajony wirus chmielu (Hop
latent virus, HpLV). Wystepowanie wirusa HpLV stwierdzono w lubelskim i dolno$laskim
rejonie uprawy chmielu w Polsce (Tab. 4). Na terenie lubelskiego rejonu uprawy chmielu
wystepowanie HpLV stwierdzono na plantacjach produkcyjnych gdzie uprawiana byta
odmiana Marynka, a w rejonie dolnoslgskim na 2 plantacjach, na ktorych byly uprawiane
odmiany Hallertau Tradition i Magnum. HpLV wykryto w probkach gromadzonych w
drugim i trzecim terminie zbioru.

Ogétem w 2019 r. HpLV wykryto w 3 probkach pochodzacych z 3 plantacji
produkcyjnych.

Tab. 4. Wystepowanie wirusow i wiroidow w chmielu w Polsce.

Patogen
Rejon uprawy HpLV HSVd
Odmiana WNP* 1. probek Odmiana WNP* 1. prébek

Lubelski Marynka 1 1 0 0
Wielkopolski Marynka 0 0 Magnum 0 0
Dolnoslaski Hallertau Tradition 1 1 0 0

Magnum 1 1
Kol. IUNG-PIB 0 0 0 0

Razem 3 3 0 0

“ WNP - liczba plantacji na jakiej stwierdzono wystepowania patogena,



W roku 2019 r. w zadnej z badanych probek nie stwierdzono obecnosci wirusa mozaiki
gesiowki (Arabis mosaic virus, ArMV), wiroida kartowatosci chmielu (HSVd), wiroida
wyboistosci jablek (Apple fruit crinkle viroid, AFCVd) oraz wiroida pekania kory
cytrusowych (Citrus bark cracking viroid, CBCVd).

Dyskusja

Monitoring wystgpowania choréb wirusowych u roslin jest bardzo istotnym dziataniem
majacym wspieraé wczesne wykrywanie zagrozen 1 zapobieganie poOzniejszemu
rozprzestrzenianiu si¢ chorob. Uzyskane wyniki wskazuja, ze najwigkszym zagrozeniem
upraw chmielu w Polsce jest HpLV. Pomimo nie stwierdzenia w 2019 r. obecnosci HSVd,
CBCVd, AFCVd i ArMV nie mozna wykluczy¢, ze ten problem nie istnieje szczegdlnie,
ze zakazenia tymi patogenami sg znane w Europie (Pethybridge, 2008, Radisek, 2012).
Wirus utajony chmielu (HpLV) nalezy do rodzaju Carlavirus. Wirus ten pierwszy raz w
historii zostat opisany juz w latach sze$édziesigtych XX wieku (Schmidt, 1966). Obecnie
znane s3 przypadki jego wystgpowania we Francji (Eppler, 1989), Nowej Zelandii (Hay i
in., 1992), Australii (Pethybridge, 2000), Chinach (Yu i Liu, 1987), Poludniowej Afryce
(Von Weschmar i in., 1989) i Japonii (Kanno i in., 1993). Zakazenie chmielu tym wirusem
jest niebezpieczne poniewaz nie wywotuje zadnych widocznych objawdéw przez co moze
rozprzestrzenia¢ si¢ na plantacji w sposob niekontrolowany. (Ziegler, i in. 2014). Jedynie
na odmianie Hersbrucker Spit stwierdzono sporadycznie wystepujace plamki na li§ciach
(Eppler, 1989). Wirus przenoszony jest przez mszyce w sposob nierwaty. Glownym
wektorem jest mszyca §liwowo-chmielowa (Phorodon humuli) (Adams i Barbara, 1982).
Inne wektory, to mszyca brzoskwiniowo-ziemniaczana (Myzus persicae) i mszyca
ziemniaczana (Macrosiphum euphorbiae) (Crowle i in., 2006). HpLV nie ma innych poza
chmielem naturalnych gospodarzy.

Poniewaz nieznane sg genetyczne zrodla odpornosci na badane patogeny, dlatego wazne
jest utrzymywanie wysokiej zdrowotnosci plantacji poprzez stosowanie wysokiej jakosci
materiatu sadzonkowego i przestrzeganie zalecen fitosanitarnych, co begdzie chronito
plantacje przed zakazeniem, a potem rozprzestrzenianiem si¢ infekcji.

Whioski

e Wystepowanie HpLV na plantacjach produkcyjnych stwierdzono w lubelskim i
dolnos$laskim rejonie uprawy chmielu w Polsce

e Na plantacjach chmielu w Polsce w roku 2019 nie stwierdzono wyst¢powania
ArMV, HSVd, AFCVd i CBCVd

e 7 uwagi na pojawiajace si¢ w ostatnich latach doniesienia dotyczace pojawiania si¢
nowych nieobecnych dotad w Europie patogenow jak HSVd, czy CBCVd nalezy
prowadzi¢ staly monitoring zdrowotnosci roslin chmielu na plantacjach
produkcyjnych.

e W przypadku stwierdzenia obecnosci zakazonych roslin na plantacji nalezy rosliny
zainfekowane i te z najblizszego sasiedztwa usuwac z plantacji

e Do zaktadania nowych plantacji lub wymiany nasadzen na istniejgcych plantacjach
nalezy stosowa¢ odwirusowany materiat sadzonkowy wysokiej jakosci

Mierniki dla tematu badawczego 3:

Lp. miernik® warto$é warto$¢é
miernika podana miernika
w opisie zadania | zrealizowana

3.1 | Liczba przeprowadzonych testéw wykrywania 1800 testow 1808 testow
badanych patogenow

4 Poda¢ miernik — np. ilo$¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
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3.4 Temat badawczy 4
Cel tematu badawczego 4

Celem tematu badawczego bylo uzyskanie bibliotek do sekwencjonowania NGS
czasteczek RNA z probek chmielu.

Cel tematu badawczego 4 zostal osiggniety.

Materialy i metody

Do przygotowania bibliotek przygotowano rozcienczenia RNA o stezeniu 0,5 pg/10ul i
dodawano po 5 pl rRNA Binding Buffer oraz 5 ul rRNA Removal Mix — Plant.
Mieszaning poddawano denaturacji RNA w 65°C przez 5 minut, a nastepnie
kontynuowano inkubacje w temperaturze pokojowej przez 1 minute. Nastepnie do 35 pl
rRNA Removal Beads przenoszono 20 ul zdenaturowanego RNA i inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 1 minutg, po czym probki umieszczano w statywie
magnetycznym na 1 minut¢. Supernatant po deplecji rRNA przenoszono do nowych
proboéwek, dodawano po 99 ul RNA CleanXP beads i inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 15 minut. Po okresie inkubacji probki umieszczano w statywie
magnetycznym na 5 minut. Kiedy wszystkie kulki osiadly na $ciance probowki caty
supernatant odrzucano, a kulki przemywano 200 pul 70% etanolu, inkubowano przez 30
sekund, po czym caty supernatant odrzucano, a kulki suszono w temperaturze pokojowej
przez 15 minut, po czym probki wyjmowano ze statywu magnetycznego. Do wysuszonych
kulek dodawano 11 ul Elution Buffer i inkubowano przez 2 minuty w temperaturze
pokojowej. Nastepnie probki ponownie umieszczano w statywie magnetycznym na 5
minut, po czym 8,5 pl supernatantu przenoszono do nowych probowek, dodawano do nich
8,5 ul Elute, Prime, Fragment High Mix i inkubowano przez 8§ minut w 94°C, po czym
schtadzano do 4°C. Do schtodzonych probek dodawano po 8 pl mieszaniny First Strand
Synthesis Mix D z odwrotng transkryptaza SuperScript II (w stosunku 9:1) i inkubowano
przez 10 minut w 25°C, nastepnie 15 minut w 42°C, przez 15 minut w 70°C i schtadzano
do 4°C.

W kolejnym kroku dodawano 5 pl 50-krotnie rozcienczonego End Repair Control oraz
20 pl Second Strand Marking Master Mix i inkubowano 60 minut w 16°C. Po inkubacji do
probek dodawano 90 pl AMPure XP beads 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez
15 minut, po czym probki umieszczano w statywie magnetycznym na 5 minut. 135 pl
supernatantu odrzucano, przemywano 200 ul 80% etanolu, inkubowano przez 30 sekund,
supernatant odrzucano, a ptukanie powtarzano. Po ptukaniu supernatant odrzucano, a
probki suszono przez 15 minut 1 po tym czasie usuwano ze statywu magnetycznego. Do
probek dodawanol7,5 pl Resuspension Buffer, mieszaning inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 2 minuty 1 umieszczano w statywie magnetycznym na 5 minut. 15 pl
supernatantu — dwuniciowego cDNA, przenoszono do nowych probowek. W celu
adenylacji 3’- koncoéw, do préobek dodawano po 2,5 ul 100-krotnie rozcienczonego A-
Tailing Control i 12,5 pl A-Tailing Mix i inkubowano w 37°C przez 30 minut, 5 minut w
70°C 1 schtadzano do 4°C. Do prébek dodawano po 2,5 ul 100-krotnie rozcienczonego
Ligation Control, 2,5 ul Ligation Mix, i 2,5 ul RNA adapter Mix, inkubowano w 30°C
przez 10 minut, a nastenie dodawano po 5 pl Stop Ligation Buffer, w celu inaktywacji
procesu przylaczania adapterow do sekwencjonowania. W celu oczyszczenia produktow
ligacji adapterow do probek dodawano po 42 pul AMPure XP Beads, inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 15 minut, umieszczano w statywie magnetycznym na 5
minut, odrzucano 79,5 pl supernatantu, kulki przemywano 2-krotnie 200 ul 80% etanolu
przez 30 sekund, a nastgpnie suszono przez 15 minut. Po wyschnieciu kulek probki
wyjmowano ze statywu magnetycznego, dodawano do nich po 52,5 pul Resuspension
Buffer, inkubowano przez 2 minuty, po czym ponownie umieszczano w Statywie
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magnetycznym na 5 minut. Przenoszono po 50 ul supernatantu do nowych probowek i
ponownie dodawano do nich po 50 ul AMPure XP Beads, inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 15 minut, nast¢pnie umieszczano w statywie magnetycznym na 5 minut,
odrzucano 95 ul supernatantu, kulki przemywano 2-krotnie 200 pl 80% etanolu przez 30
sekund, a nastepnie suszono przez 15 minut. Po wyschnieciu kulek probki wyjmowano ze
statywu magnetycznego, dodawano do nich po 22,5 ul Resuspension Buffer, inkubowano
przez 2 minuty, po czym ponownie umieszczano w statywie magnetycznym na 5 minut i
przenoszono 20 pl supernatantu do nowych probowek.

W celu zwigkszenia liczby kopii czasteczek DNA, ktore posiadajg przytaczone adaptery do
sekwencjonowania, do probek dodawano po 5 ul PCR Primer Cocktail, 25 ul PCR Master
Mix i prowadzono ograniczona reakcj¢ PCR: denaturacja wstepna 98°C przez 30 sekund,
15 cykli — denaturacja 98°C przez 10 sekund, przylaczanie starteréw 60°C przez 30
sekund, elongacja 72°C przez 30 sekund, koncowa elongacja 72°C przez 5 minut. Po
amplifikacji biblioteki oczyszczano poprzez dodanie po 50 ul AMPure XP Beads i
inkubacje w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Po inkubacji probki umieszczano na
kolejne 5 minut w statywie magnetycznym, nastepnie odrzucano 95 pl supernatantu, kulki
przemywano 2-krotnie 200 pul 80% etanolu przez 30 sekund, a nastepnie suszono przez 15
minut. Po wyschnieciu kulek probki wyjmowano ze statywu magnetycznego, dodawano do
nich po 32,5 pul Resuspension Buffer, inkubowano przez 2 minuty, po czym ponownie
umieszczano w statywie magnetycznym na 5 minut i przenoszono 30 ul supernatantu do
nowych probowek.

Wyniki
W wyniku prowadzonych badan otrzymano 5 bibliotek do sekwencjonowania. W celu

okreslenia poprawnosci przebiegu wszystkich etapow ich przygotowania przeprowadzono
walidacje bibliotek poprzez wykonanie elektroforezy kapilarnej (Fot. 3)
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Fot. 3. Rozktad wielkosci biblioteki do NGS.
Dyskusja

Metody sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS) oparte na masowym, réwnoleglym
sekwencjonowaniu roznorodnych czasteczek RNA/DNA otwieraja nowe mozliwos$ci
wykrywania patogenow roslinnych. Najwigkszg zaletg tych metod jest brak konieczno$ci
zaktadania a priori jaki wirus bedzie wykrywany w czasie analiz. Sekwencjonowanie

12



catkowitego RNA z rosliny zakazonej pozwala na identyfikacje RNA wszystkich
patogendéw w toku analizy bioinformatycznej, przy czym zbior wiruséw i wiroidow
zidentyfikowanych w zakazonych roslinach okresla si¢ terminem wiromu (ang. virome;
Barba, i1 in., 2014). Alternatywna metoda badania infekcji wirusowych jest badanie
wyciszania RNA — mechanizmu obronnego roslin przed zakazeniem, indukowanego
podczas infekcji wirusami. Ten mechanizm moze by¢ wykorzystany do detekcji nowych
wirusow. dsRNA wystepujace w komorkach rosliny podczas replikacji genomu wirusa jest
przetwarzane przez biatka Dicer-like do siRNA (male interferujgce RNA), ktorych
zadaniem jest znakowanie wirusowych czasteczek RNA do degradacji (Valli et al. 2011).
Oznaczanie sSRNA (small RNA), w skiad ktorego wchodzi rowniez siRNA moze wiec
zosta¢ wykorzystane do oznaczania infekcji wirusowych.

W RNA wyizolowanym z rosliny dominujg sekwencje gospodarza. Opracowano rozne
metody eliminacji poszczegolnych frakeji roslinnego RNA z probek (Boonham, i in., 2014,
Massart, i in., 2014). W badaniach realizowanych w ramach zadania wykorzystano

technologi¢ deplecji — Ribo-Zero firmy Illumina, ktéora w znacznym stopniu eliminuje
rRNA chmielu.

Whnioski

e Zastosowanie zoptymalizowanego protokolu umozliwia uzyskanie bibiotek do
sekwencjonowania NGS

Mierniki dla tematu badawczego 4:

Lp. miernik® warto$¢ wartos¢
miernika podana miernika
w opisie zadania | zrealizowana

3.1 | Liczba przygotowanych bibliotek 5 bibliotek 5 bibliotek
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4. Planowana prezentacja wynikoéw badan

Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych

Ip.

Monografia/czasopismo

Rodzaj publikacji

Liczba publikacji

1

Polish Journal of Agronomy

Praca oryginalna 1

Wyniki badan prezentowane w publikacji ,,Incidence of viruses and viroids in Polish hop garden”
uzyskano do konca listopada 2019 r. Publikacja zostata przygotowana i wystana do wydawnictwa w
grudniu 2019 r. Obecnie manuskrypt znajduje si¢ w recenzji.

5. Adres, pod ktoérym wyniki badan sg dostgpne na stronie internetowej wnioskodawcy:

http://chmiel.iung.pulawy.pl/wyniki.html

6. Miernik zadania - stopien realizacji

Warto$¢ miernika Wartos¢ Stopien
Lp. miernik podana w opisie miernika realizacji
zadania zrealizowana miernika
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
1.1 | Liczba prébek pobranych z 900 904 100%
plantacji produkcyjnych i
kolekcji odmian

temat badawczy 2
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http://chmiel.iung.pulawy.pl/wyniki.html

2.1 | Liczba protokotow  metody 2 protokoty 2 protokoty 100%
wykrywania dwoch  wiruséw
(HpLV i ArMV) oraz trzech
wiroidow  (CBCVd, HSVd,
AFCVd)
temat badawczy 3
3.1 | Liczba przeprowadzonych 1800 testow 1808 testow 100%
testow wykrywania badanych
patogenow
temat badawczy 4
4.1 | Liczba przygotowanych 5 bibliotek 5 bibliotek 100%
bibliotek
Srednia 100%
% realizacji 100%
zadania
Sporzadzono:
Piecze¢ jednostki Osoba reprezentujaca jednostke Kierownik zadania
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