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SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2020 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 Wi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek
dotacji przedmiotowych dla réznych podmiotéw wykonujgcych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. poz. 1170 z péZn. zm.))
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Planowany okres realizacji zadania: 2020 .

Planowane naktady w zt: 298 800

B. DANE WNIOSKODAWCY

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

Wiestaw 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¢ 1 nazwisko

stopien i tytul naukowy

miejsce zatrudnienia

Marcin Przybys

dr

IUNG-PIB

wykonawcy zadania

imi¢ i nazwisko

stopien i tytul 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 1 Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy
Zaktad Hodowli 1 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?)
1 Przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania NGS tak
czasteczek RNA z probek chmielu
2 Sekwencjonowanie czasteczek RNA z probek chmielu tak
3 Anaiza bioinformatyczna uzyskanych sekwencji tak

2. Harmonogram realizacji zadania

! Jedli dotyczy — prosze opisaé pod tabela, w jakim stopniu cel zostal osiagnigty i podaé przyczyny
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Termin rozpoczgcia —

, . . .. |Przewidywane
zakonczenia realizacji yw

koszty
tematu badawczego w S
Lp. Nazwa tematu badawczego . realizacji
miesigcach od
. ... |tematu
rozpoczecia realizacji badawczedo
zadania g
Przygotowanie bibliotek do
1 |sekwencjonowania NGS czasteczek RNA z -1V 136 000
probek chmielu
Sekwencjonowanie czasteczek RNA z probek
2 | chmielu HI-VII 108 000
3 | Anaiza bioinformatyczna uzyskanych sekwencji V- Xl 54 800
Razem 298 800
3. Opis tematow badawczych

3. 1. Temat badawczy 1

Cel tematu badawczego 1: Przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania NGS
czasteczek RNA z probek chmielu

Celem tematu badawczego jest uzyskanie bibliotek DNA przygotowanych z czasteczek
RNA pochodzacych z probek chmielu.

Cel tematu badawczego 1 zostal osiggniety.

Materialy i metody

Ze zgromadzonych probek chmielu pobieranych z polskich plantacji zlokalizowanych
we wszystkich rejonach uprawy chmielu w Polsce: lubelskim, dolno$laskim,
wielkopolskim, obejmujacych odmiany typu goryczkowego i aromatycznego, wybrano
5 probek, odwazano po 50 mg materiatu z kilku liSci 1 umieszczano go w probéwkach
typu Eppendorf wypelionych 6 kulkami ceramicznymi o $rednicy 2,8 mm. Tak
przygotowane probki zamrazano w -86°C na okres 12 godzin. Po schtodzeniu probki
rozdrabniano w homogenizatorze Tissue Lyser (Qiagen, Niemcy) przy czestotliwosci
wytrzasania 30 Hz przez 3 minuty. Zhomogenizowany material poddawano izolacji
calkowitego RNA z wykorzystaniem zestawow do izolacji RNA — RNeasy PowerPlant
Kit (Qiagen), zgodnie z procedurg zalecang przez producenta. Poniewaz liScie chmielu
zawierajg znaczne ilosci zwigzkow fenolowych, dlatego zredukowano objetos¢ buforu
lizujacego MBL/B-ME z 600 pl do 550 ul i dodano 50 pl Phenolic Separation Solution
aby zapobiec tworzeniu si¢ kompleksow kwasow nukleinowych z utlenionymi
zwigzkami fenolowymi, co powodowatoby zmniejszenie ilo$ci izolowanego RNA.

Wyizolowane RNA doczyszczano z pozostatosci DNA za pomocga zestawu DNase Max
(Qiagen), zgodnie z procedurg zalecang przez producenta. Nastgpnie na drodze
elektroforezy kapilarnej z wykorzystaniem Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies)
wyznaczano RIN (RNA integrity number). Do kolejnych etapow wykorzystywano
probki o RIN > 7.

Do przygotowania bibliotek przygotowano rozcienczenia RNA o st¢zeniu 0,5 pg/10ul.

Nastepnie w celu pozbycia si¢ z probek rybosomalnego RNA (rRNA) przeprowadzono

deplecje rRNA. W tym celu do roztworu RNA dodawano po 5 pul 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
3



minute. Nastepnie do 35 ul rRNA Removal Beads przenoszono 20 pl zdenaturowanego
RNA i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 minutg, po czym probki
umieszczano w statywie magnetycznym na 1 minute. Supernatant po deplecji rRNA
przenoszono do nowych probowek, dodawano po 99 ul kulek magnetycznych
RNACIean XP (Beckman Coulter) i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15
minut. Po okresie inkubacji probki umieszczano w statywie magnetycznym na 5 minut.
Kiedy wszystkie kulki osiadty na §ciance probowki caty supernatant odrzucano, a kulki
przemywano 200 ul 70% etanolu, inkubowano przez 30 sekund, po czym caly
supernatant odrzucano, a kulki suszono w temperaturze pokojowej przez 15 minut, po
czym probki wyjmowano ze statywu magnetycznego. Do wysuszonych kulek
dodawano 11 pl Elution Buffer i inkubowano przez 2 minuty w temperaturze
pokojowej. Nastepnie prowadzono fragmentacj¢ enzymatyczng czasteczek. W tym celu
probki ponownie umieszczano w statywie magnetycznym na 5 minut, po czym 8,5 ul
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 1Tl (w stosunku 9:1) i inkubowano przez 10 minut
w 25°C, nast¢pnie 15 minut w 46°C, przez 15 minut w 70°C i schtadzano do 4°C.

Nastepnie prowadzono synteze drugiej nici cDNA. Podczas syntezy drugiej nici cDNA
matryca RNA jest usuwana i syntetyzowana zast¢pujaca ja druga ni¢ DNA. W tym
celu, dodawano 5 pul 50-krotnie rozcienczonego End Repair Control oraz 20 pl Second
Strand Marking Master Mix i inkubowano 60 minut w 16°C. Po uzyskaniu
dwuniciowego cDNA (ds cDNA) byto ono poddawane oczyszczaniu przy uzyciu kulek
magnetycznych AMPure XP (Beckman Coulter), w celu oddzielenia ds cDNA od
pozostalych sktadnikow mieszaniny reakcyjnej, dlatego po inkubacji do probek
dodawano 90 ul AMPure XP beads i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15
minut, po czym probki umieszczano w statywie magnetycznym na 5 minut. 135 pl
supernatantu odrzucano, przemywano 200 pl 80% etanolu, inkubowano przez 30
sekund, supernatant odrzucano, a plukanie powtarzano. Po plukaniu supernatant
odrzucano, a probki suszono przez 15 minut i po tym czasie usuwano ze statywu
magnetycznego. Do préobek dodawanol7,5 pl Resuspension Buffer, mieszaning
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 minuty i umieszczano w statywie
magnetycznym na 5 minut. 15 pl supernatantu — dwuniciowego cDNA, przenoszono do
nowych probowek. W efekcie uzyskano ds ¢cDNA posiadajacy tepe konce. W celu
wytworzenia lepkich koncow ds cDNA poddawano 3’ adenylacji. Do probek dodawano
po 2,5 ul 100-krotnie rozcienczonego A-Tailing Control i 12,5 ul A-Tailing Mix i
inkubowano w 37°C przez 30 minut, 5 minut w 70°C i schtadzano do 4°C. Naste¢pnie
prowadzono ligacje adapterow Illumina, ktore zawieraly sekwencje nukleotydowe
znakujace poszczegdlne probki DNA oraz umozliwiajagce im na przylaczanie si¢ do
ptytki (flow cell) podczas procesu sekwencjonowania. Do probek dodawano po 2,5 pl
100-krotnie rozcienczonego Ligation Control, 2,5 pl Ligation Mix, 1 2,5 pl RNA adapter
Mix. Mieszaning inkubowano w 30°C przez 10 minut, a nastgnie dodawano 5 pl Stop
Ligation Buffer, w celu inaktywacji procesu przylagczania adapteréw do
sekwencjonowania. W celu oczyszczenia produktow ligacji adapteréw 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 pl 80% etanolu przez 30 sekund, a
nastgpnie suszono przez 15 minut. Po wyschnigciu kulek probki wyjmowano ze statywu
magnetycznego, dodawano do nich po 52,5 ul Resuspension Buffer, inkubowano przez
2 minuty, po czym ponownie umieszczano w statywie 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,
nastgpnie umieszczano w statywie magnetycznym na 5 minut, odrzucano 95 pl
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supernatantu, kulki przemywano 2-krotnie 200 pl 80% etanolu przez 30 sekund, a
nastgpnie suszono przez 15 minut. Po wyschnigciu 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 ul supernatantu do nowych probowek.

Aby reakcja sekwencjonowania przebiegata w sposob wydajny DNA z przylaczonymi
adapterami lllumina wzbogacano w ograniczonej reakcji PCR. Do probek dodawano po
5 ul PCR Primer Cocktail, 25 pul PCR Master Mix i prowadzono ograniczong reakcje
PCR: denaturacja wstepna 98°C przez 30 sekund, 15 cykli — denaturacja 98°C przez 10
sekund, przytgczanie starteroéw 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 inkubacj¢ w temperaturze pokojowej przez 15
minut. Po inkubacji probki umieszczano na kolejne 5 minut w statywie magnetycznym,
nastgpnie odrzucano 95 pl supernatantu, kulki przemywano 2-krotnie 200 pl 80%
etanolu przez 30 sekund, a nastgpnie suszono przez 15 minut. Po wyschnigciu kulek
probki wyjmowano ze statywu magnetycznego, dodawano do nich po 32,5 pl
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

Ogotem w roku 2020 przygotowano 5 bibliotek DNA. Wsroéd probek chmielu
wykorzystanych do syntezy bibliotek trzy stanowily probki, w ktorych w latach
poprzednich potwierdzono obecnos¢ jednego z badanych patogendw. Dwie pozostale
pochodzity z roslin, w ktorych nie stwierdzono obecnosci ArMV, HpLV, HSVd,
AFCVd i CBCVd.

W celu okreslenia poprawnosci przebiegu wszystkich etapéw ich przygotowania
biblioteki przed sekwencjonowaniem poddano ocenie jakosciowej 1 ilosciowej. Ocena
jakosciowa odbywata si¢ metoda elektroforezy kapilarnej prowadzonej na aparacie
Bioanalyzer 2100 (Perlan Technologies) przy uzyciu zestawu odczynnikéw Agilent
DNA 1000. Uzyskane elektroforegramy umozliwity oceng rozkladu wielkosci
fragmentow DNA w przygotowanych bibliotekach. (Ryc. 1)

Oceng ilosciowa uzyskanych bibliotek przeprowadzono poprzez pomiar stezenia DNA
w kazdej z bibliotek metoda fluorymetryczna na aparacie Quantus (Promega) oraz przy
uzyciu zestawu dsDNA Quantifluor (Promega) (Tab. 1).
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Ryc. 1. Elektroforeogram do oceny jakoscowej uzyskanej biblioteki do NGS.

Tab. 1. Stgzenia uzyskanych bibliotek z wykazem zastosowanych indexéw RNA.

Biblioteka | RNA Index | Stezenie DNA Srednia wielko$¢ | Stezenie DNA
[ng/pl] biblioteki [nM]
[nt]
1 2020 AR007 16 255 95
2_2020 ARO015 18 255 107
3 2020 AR012 12 255 71
4 2020 ARO018 18 255 107
5_2020 ARO006 11 250 67

Dyskusja

Metody sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) oparte na masowym,
réwnolegtym sekwencjonowaniu roznorodnych czasteczek RNA/DNA otwieraja nowe
mozliwosci wykrywania patogenow roslinnych. Najwiekszg zaletg tych metod jest brak
konieczno$ci zaktadania a priori jaki wirus bedzie wykrywany w czasie analiz.
Sekwencjonowanie calkowitego RNA z rosliny zakazonej pozwala na identyfikacje
RNA wszystkich patogenéw w toku analizy bioinformatycznej, przy czym zbidr
wirusOw 1 wiroidow zidentyfikowanych w zakazonych roslinach okresla si¢ terminem
wiromu (ang. virome; Barba, i 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 komodrkach rosliny
podczas replikacji genomu wirusa jest przetwarzane przez biatka Dicer-like do sSiRNA
(mate interferujagce RNA), ktorych zadaniem jest znakowanie wirusowych czasteczek
RNA do degradacji (Valli et al. 2011). Oznaczanie SRNA (small RNA), w sktad ktorego
wchodzi réwniez siRNA moze wigc zostaé wykorzystane do oznaczania infekcji
wirusowych.

W RNA wyizolowanym z rosliny dominujg sekwencje gospodarza. Opracowano rézne
metody eliminacji poszczegolnych frakcji roslinnego RNA z probek (Boonham, i in.,
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2014, Massart, 1 in., 2014). W badaniach realizowanych w ramach zadania
wykorzystano technologi¢ deplecji — Ribo-Zero firmy Illumina, ktéra w znacznym
stopniu eliminuje rRNA chmielu.

WhioskKi

e Zastosowanie zoptymalizowanego protokolu umozliwia uzyskanie bibiotek do
sekwencjonowania NGS

Mierniki dla tematu badawczego 1:

Lp. miernik? wartos¢ warto$¢
miernika miernika
podana w opisie | zrealizowana
zadania
1.1 | Liczba przygotowanych bibliotek 5 bibliotek 5 bibliotek

3.2 Temat badawczy 2
Cel tematu badawczego 2

Celem tematu badawczego byto sekwencjonowanie czasteczek RNA z probek chmielu,
a w efekcie uzyskanie sekwencji nukleotydowych, ktéore w temacie badawczym 3
postuza do przeprowadzenia analizy bioinformatycznej.

Cel tematu badawczego 2 zostal osiagniety.

Materialy i metody
Uzyskane w temacie badawczym nr 1 biblioteki po walidacji jakosciowej 1 1loSciowej
poddawano normalizacji stezeh. W pierwszym kroku okreslano stezenie
poszczegolnych bibliotek wyrazone w ,,nM”. Wykorzystano wzor:

. PR . stez.w n 1
stez. biblioteki w nM = — i g/fl — d
660m>< $redni rozmiar biblioteki

W przypadku uzyskanych bibliotek za $redni rozmiar biblioteki przyjeto 255 lub 250
nukleotydow (tab. 1).

Po transformacji stezen 5 bibliotek pochodzacych z 2019 roku i 5 bibliotek uzyskanych
w 2020 roku, rozcienczano je w 10 mM Tris-HCI pH 8,5 do koncowego st¢zenia 4 nM.

W celu denaturacji dwuniciowej struktury DNA i uzyskaniu pojedynczych nici do 5ul
biblioteki o stgzeniu 4 nM dodawano taka samg objetos¢ 0,2 N roztworu NaOH. Krétko
worteksowano 1 wirowano w temperaturze pokojowej przy 280 x g przez 1 minute 1
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Nastepnie dodawano 990 pl
schtodzonego buforu HT1 (Illumina), co powodowalo uzyskaniem bibliotek o stezeniu
20 pM. Zdenaturowane biblioteki rozcienczano nastepnie do stezenia 6 pM poprzez
dodanie do 180 pl biblioteki o stezeniu 20 pM 420 ul schtodzonego buforu HT1
(Illumina). Réwnolegle z denaturacja bibliotek DNA prowadzono denaturacje kontroli
wewnetrznej procesu sekwencjonowania — PhiX (Illumina). Poniewaz dla optymalnego
przebiegu sekwencjonowania zalecany jest 5% udziat PhiX w bibliotece dlatego do 570
ul zdenaturowanej biblioteki DNA dodawano 30 ul kontroli PhiX. Po doktadnym

2 Poda¢ miernik — np. ilo$¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
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wymieszaniu biblioteke¢ ogrzewano w 96°C przez 2 minuty i natychmiast schtadzano na
lodzie. Po 5 minutowym schtadzaniu biblioteki naktadano na sekwenator. Biblioteki
sekwencjonowano pojedynczo w oddzielnych run’ach.

Proces sekwencjonowania programowano w programie lllumina Experiment Manager.
Wykorzystywano pojedyncze indeksowanie probek. Parametry odczytu ustalano na 2 x

76 cykli + 6 cykli dla odczytu indeksow.

Wyniki

Total (million)

W wyniku przeprowadzonego sekwencjonowania 10 bibliotek uzyskano wyniki
sekwencjonowania w zakresie od 18 292 682 do 22 560 975 odczytéw na probke.

Jakos$¢ uzyskanych sekwencji o Q > 30 spetniato od 91% do 97,1% uzyskanych odczytow dla

kazdej probki (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Wykres jakosci uzyskanych odczytow sekwencji.

Whnioski
e Sekwencjonowanie poprzez synteze DNA z wykorzystaniem technologii NGS pozwala na
uzyskanie wysokiej jakosci sekwencji nukleotydowych niezbednych w procesie analizy

wiromu chmielu

Mierniki dla tematu badawczego 2:

Lp. miernik® warto$¢ warto$¢
miernika miernika
podana w opisie | zrealizowana
zadania
2.1 | Liczba zsekwencjonowanych bibliotek 10 bibliotek 10 bibliotek

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 poszczegolnych wirusow (HpLV
1 ArMV) oraz wiroidow (CBCVd, HpSVd, AFCVd) w wiromie roslin chmielu oraz
proba wykrycia wiruséw, ktore nie byly dotad wykrywane w chmielu.

Cel tematu badawczego 3 zostatl osiggniety.

Materialy i metody

Surowe dane w postaci plikow fastq byly wstepnie filtrowane w programie
Trimmomatic ver. 0.39 z nastgpujacymi parametrami ILLUMINA CLIP:TruSeq3-
SE:2:30:10, LEADING:3, TRAILING:3, SLIDINGWINDOW:4:15, MINLEN:36
(Tab. 2).

Tab. 2. Jako$¢ bibliotek RNASeq

Biblioteka Liczba surowych odczytow Liczba odczytow po odrzuceniu
odczytow o niskiej jakoSci

1 2019 21 476 459 20273 777(94,4%)
2 2019 18 292 682 17 762 194 (97,1%)
32019 20 690 835 18 828 660 (91%)

4 2019 18 996 756 17 420 025 (91,7%)
5 2019 21713 603 20 801 631 (95,8%)
1 2020 22 560 975 21 207 316 (94%)

2 2020 19 614 682 18 320 112(93,4%)
3 2020 21110782 20 435 237(96,8%)
4 2020 22 186 593 20 877 584 (94,1%)
5 2020 19 857 327 18 308 455 (92,2%)

Oczyszczone odczyty byly przeszukiwane pod katem wystepowania sekwencji
wirusowych i wiroidowych z wykorzystaniem programu VirusDetect ver. 1.7 (Tab.3.).
Sktadanie kontigow przez program VirusDetect taczy ze soba etap sktadania kontigow
de novo wykorzystujac do tego celu pakiet Velvet oraz mapowania do sekwencji
referencyjnych pochodzacych z GenBanku — pakiet bwa. Glebokos¢ sekwencjonowania
okreslano za pomocg pakietu SAMtools.

Wyniki

Liczba uzyskanych odczytow po sekwencjonowaniu wynosita od 18 292 682 do
22 560 975, za$ liczba odczytéw po zastosowaniu filtrowania i odrzuceniu odczytéw o

niskiej jakosci wynosita od 91% do 97,1% pierwotnej ilosci (Tab. 2).

Tab. 3. Wiromy chmielu

Biblioteka Genom referencyjny
HpLV ArMV HSVvd AFCVd CBCvd

Dhugos¢ pelnego 8612 7334 302 371 284
genomu wirusa

1 2019 Pokrycie (%) 95,4 - - - -
Liczba kontigéw 24 - - - -
Glegbokos¢ 9,8 - - - -
Homologia (%) 99,32 - - - -

2 2019 Pokrycie (%) 79,3 - - - -
Liczba kontigéw 30 - - - -
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Liczba kontigow

Glebokos¢

Homologia (%)

22020

Pokrycie (%)

Liczba kontigow

Glebokos¢

Homologia (%)

3 2020

Pokrycie (%)

Liczba kontigow

Glebokos¢

Homologia (%)

4_2020

Pokrycie (%)

Liczba kontigow

Glebokos¢

Homologia (%)

5_2020

Pokrycie (%)

Liczba kontigow

Glebokosé

Homologia (%)

=, — brak wykrytych sekwencji badanych patogenow, pokrycie — procent sekwencji referencyjnej z GenBanku,
ktora jest pokryta przez zlozone i wyr6wnane kontigi, liczba kontigobw — liczba kontigéw ztozonych w
odniesieniu do probki, ktore beda wyréwnywane do sekwencji referencyjne;j, gtebokos¢ — srednia ogélna liczba
opisujaca ile razy kazdy nukleotyd sekwencji referencyjnej jest pokryty przez sekwencje zidentyfikowane w
probce, homologia — $redni procent identycznych nukleotydow jak w sekwencji referencyjnej wszystkich
kontigéw dopasowanych do tej sekwencji.

Biblioteki 1 2019, 2 2019, 3 2019 oraz 1_2020, 2 2020, 3 2020 obejmowaty probki
chmielu, w ktorych w latach 2018-2019 potwierdzono obecnos¢ wirusa lub wiroida.
Biblioteki 4 2019, 5 2019 oraz 4 2020, 5 2020 obejmowatly probki, w ktorych nie
wykryto zadnego z badanych patogenéw metodag RT-PCR 1 wykazujacych nietypowe
objawy chorobowe.

Jedynie w bibliotekach z potwierdzong metoda RT-PCR obecnoscia badanych
patogenow, wykryto poprzez sekwencjonowanie NGS obecnos¢ sekwencji wirusowych
HpLV lub HSVd. Nie stwierdzono infekcji mieszanych. W zadnej z bibliotek nie
stwierdzono sekwencji pochodzacych od ArMV, AFCVd, CBCVd. Na podstawie
poréwnania stopnia homologii sekwencji HpLV w stosunku do sekwencji referencyjnej
oraz do siebie nawzajem stwierdzono, ze izolaty HpLV pochodzace z r6znych rejonow
kraju wykazuja duze podobienstwo do siebie oraz do sekwencji referencyjne;.

Dyskusja

W przeprowadzonych badaniach analizowano wirom RNA chmielu. Zidentyfikowano
jednego wirusa — HpLV oraz jeden wiroid — HSVd. Chociaz kilka badan opartych na
NGS wykazato identyfikacje znanych lub nowych wiruséw u wielu gatunkéw roslin
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(Barba i in., 2014; AIRwahnih i in., 2015; Roossinck, 2016) przeprowadzone badania
nie wykazaly wystepowania innych wirusow i wiroidow.

Pojawienie si¢ kilku systeméw NGS jest innowacjg w wielu obszarach badawczych, w
tym wirusologii (Barba i in., 2014; Roossinck, 2016). Ogoélnie rzecz biorac, pierwszym
krokiem identyfikacji wirusa jest obserwacja objawow chorobowych wywolywanych
przez wirusy (Burger i Maree, 2015). Jednak infekcja wirusowa roslin nie zawsze
powoduje objawy chorobowe. Objawy choroby moga zaleze¢ od wirusa, zywiciela 1
warunkéw Srodowiskowych.

Rosliny chmielu wykorzystane w tym badaniu nie zawsze wykazywaty objawy choroby
wirusowej, co wskazuje na znaczenie warunkow srodowiskowych, takich jak metoda
uprawy, klimat, stosowane pestycydy i nawozy.

Ostatnie badania sugerujg mozliwy wptyw wiromu na zdrowotnos$¢ i choroby ro$liny
gospodarza (Cadwell K., 2016). W prowadzonych badaniach nie stwierdzono koinfekcji
jednak inni autorzy donosza, ze koinfekcja kilku wirusow moze stworzy¢ konkurencje
w postaci wzajemnie Kkorzystnej wspotpracy (Pinky L. i Dobrovolny H.M., 2016;
Salvaudon L. i in. 2013). Co wigcej, przypuszcza si¢, ze przynajmniej blisko
spokrewnione wirusy moga by¢ korzystne dla replikacji, ruchu i patogenezy ze wzgledu
na ich wspolne cechy (Herranz M.C., 2013). Jednak nie jest dotychczas zbadany wptyw
koinfekcji catkowicie roznych wirusow i wiroidow na cykl zyciowy wirusa i zywiciela.
Co wiecej, dowiedziono, ze koinfekcja réznych wirusow u zywiciela nie zawsze
koreluje z objawami choroby (Jo i in., 2018).

Ztozona mieszanina wirusow w jednej roslinie moze by¢ przeszkoda w odrdznieniu
blisko spokrewnionych wirusow (Jo i in., 2018).

Kompletne lub prawie kompletne sekwencje genomu sag bardzo przydatne, jak opisano
wczesniej (Marais 1 in., 2016; Yo i in., 2017), do okre$lania blisko spokrewnionych
genomoOw. Zgromadzone kontigi zwigzane ze zidentyfikowanymi wirusami w
prowadzonych badaniach byly wystarczajace do pokrycia wigkszosci regionow
docelowego wirusa. Ponadto informacje o dostgpnych sekwencjach genomu
referencyjnego byty korzystne dla sktadania genomu wirusa

Whioski

e Patogeny pochodzace z roznych rejonéw polski roznity si¢ w nieznacznym stopniu
od siebie (Tab. 3).

e W probkach bezobjawowych lub o nietypowych objawach nie stwierdzono
obecnosci sekwencji wirusowych badz wiroidowych

Mierniki dla tematu badawczego 3:

Lp. miernik? warto$¢ warto$¢
miernika miernika
podana w opisie | zrealizowana
zadania
3.1 | Liczba zanalizowanych bibliotek 10 10
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Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych

Ip. konferencja Rodzaj publikacji Liczba prezentacji

1 International Scientific Conference Bioprotection poster 1
— Global Plant Health and product safety 09.2020

Z uwagi na trwajacg pandemi¢ koronawirusa SARS-CoV2 powodowang przez COVID-19
planowany udzial w migdzynarodowej konferencja nie odbyt sie.

5. Adres, pod ktorym wyniki badan sg dostepne 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 przygotowanych 5 5 100%
bibliotek
temat badawczy 2
2.1 |Liczba  zsekwencjonowanych 10 10 100%
bibliotek
temat badawczy 3
3.1 | Liczba zanalizowanych bibliotek 10 10 100%
temat badawczy 4
Srednia 100%
% realizacji 100%
zadania
Sporzadzono:
Piecze¢ jednostki Osoba reprezentujaca jednostke Kierownik zadania
15.12.2020 r. prof. dr hab. Wiestaw Aleksander Oleszek  dr Marcin Przyby$
data podpis i pieczgé podpis

13


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

