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Identyfikacja i charakterystyka molekularna wirusa
26ttej kartowatosci cebuli (OYDV) w uprawach Allium cepa w Polsce

Identification and molecular characterization of onion yellow dwarf
virus (OYDV) in Allium cepa crops in Poland

Agnieszka Taberska®”, Julia Minicka®*, Natasza Borodynko-Filas®, Beata Hasiow-Jaroszewska®

Streszczenie

Wirus z6ttej kartowatosci cebuli jest rozpowszechniony na catym Swiecie, istotnie ograniczajac plony upraw z rodzaju Allium. Celem
pracy byto wykrywanie i charakterystyka molekularna nowo zidentyfikowanych izolatéw OYDV infekujacych cebule w Polsce. Obecnos¢
wirusa w cebuli potwierdzono za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz techniki RT-PCR z uzyciem dwdch par starterow
diagnostycznych: OYDV-NibCPF1/R1 oraz OYDV-CPF2/R2. Specyficzno$¢ otrzymanych produktow potwierdzono za pomocg sekwencjo-
nowania metodg Sangera, a otrzymang sekwencje biatka ptaszcza wirusa wykorzystano do analizy filogenetycznej. Analize filogenetyczng
przeprowadzono na podstawie sekwencji CP nowego polskiego izolatu z cebuli oraz 37 innych sekwencji OYDV pobranych z Banku Gendw.
Analiza wykazata, ze polski izolat OYDV jest najbardziej podobny do izolatéw OYDV pochodzacych z cebuli z Argentyny i Niemiec, co moze
wskazywac na ich wspdlne pochodzenie. Ponadto zaobserwowano, ze polskie izolaty cebuli i czosnku sg bardzo zréznicowane i nalezg do
réznych grup filogenetycznych.

Stowa kluczowe: wirus zéttej kartowatosci cebuli (OYDV), Allium cepa L., RT-PCR, filogeneza

Abstract

Onion yellow dwarf virus is distributed worldwide significantly reducing yield of crops from the Allium genus. The aim of the study was
the detection and molecular characterization of newly identified OYDV isolates infecting onions in Poland. The virus was detected by
transmission electron microscopy and RT-PCR techniques using two pairs of diagnostic primers: OYDV-NibCPF1/R1 and OYDV-CPF2/R2.
The specificity of obtained RT-PCR products was confirmed by Sanger sequencing and received viral coat protein sequence was used for
phylogenetic analysis. The phylogenetic analysis was carried out using CP sequences of the new Polish onion isolate obtained in this study
and 37 other sequences of OYDV retrieved from GenBank. The analysis revealed that the Polish OYDV isolate is the most similar to the
QYDV isolates derived from onions from Argentina and Germany, which may indicate their common origin. Moreover, it was observed
that the Polish onion and garlic isolates are very diverse and belong to different phylogroups.
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Wstep / Introduction

Cebula (Allium cepa L.) nalezaca do rodzaju Allium, jest
jednym z warzyw produkowanych w Polsce na duza skale.
Wedlug danych Krajowego Osrodka Wsparcia Rolnictwa
zbiory cebuli w 2017 roku wyniosty 667 tysigcy ton. Pol-
ska nalezy zatem do najwigkszych unijnych producentow
tego warzywa. Liczne choroby powodowane przez wiru-
sy, bakterie i grzyby wptywaja na redukcje¢ plonu cebuli.
Wsréd wirusow porazajacych cebule najpowszechniejsze
naleza do rodzajow Allexivirus, Carlavirus, Tospovirus
i Potyvirus (van Dijk 1993b; McDonald i wsp. 2004; Bag
i wsp. 2012). Wirus zottej kartowatosci cebuli (onion yel-
low dwarf virus, OYDV) nalezacy do rodzaju Potyvirus,
rodziny Potyviridae jest obecnie jednym z czgSciej obser-
wowanych wirusow w uprawach roslin z rodzaju Allium
na catym $wiecie.

Wirus z6ttej kartowatosci cebuli po raz pierwszy zostal
wykryty w 1927 roku w Iowa, w Stanach Zjednoczonych
(Henderson 1935) i od tego czasu jego wystepowanie odno-
towano niemal na catym $wiecie (Bereda i Paduch-Cichal
2016). W Polsce po raz pierwszy zostal zidentyfikowany
w 1942 roku w uprawach cebuli (Ksigzek 1972), wykryto
go rowniez w uprawach czosnku pospolitego w 2014 roku
(Chodorska 1 wsp. 2014). Wirus posiada waski zakres ro-
$lin gospodarzy, ograniczony do uprawnych roslin z rodza-
ju Allium, takich jak cebula zwyczajna, czosnek pospolity,
czosnek askalonski, czy por oraz dzikich przedstawicieli
czosnkowatych (van Dijk 1993a; Saffar i wsp. 2013). Wirus
powoduje straty w uprawach cebuli zwyczajnej 1 czosnku
pospolitego wynoszace od 25 do 60% (Barg i wsp. 1994;
Lot i wsp. 1998; Dovas i wsp. 2001), jednocze$nie prowa-
dzac rowniez do zawigzywania mniejszej liczby nasion oraz
przedwczesnego zamierania roslin (Conci i wsp. 2003; El-
nagar i wsp. 2011; Kumar i wsp. 2011).

Onion yellow dwarf virus przenoszony jest wraz z ma-
teriatem rozmnozeniowym oraz w sposob nietrwaly przez
ponad 50 gatunkéw mszyc, w tym Myzus persicae, czyli
mszyc¢ brzoskwiniowo-ziemniaczang, ktora jest najbardziej
istotnym wektorem wirusa (Abd El-Wahab 2009). Rezerwu-
ar wirusa moga stanowi¢ dziko rosnace rosliny z rodzaju A/-
lium. Na porazonych roslinach powoduje on objawy w po-
staci zoltych lub jasnozielonych, chlorotycznych paskéw na
lisciach, skrecania i przedwczesnego usychania koncowek
lisci, zahamowania wzrostu i redukcji rozmiaru cebuli (Lot
iwsp. 1998; Kebedeiwsp. 2020). Czastki wirusa sa nitkowate
o dtugosci 700-800 nm i $rednicy 12 nm (Baghalian 1 wsp.
2010). Genom wirusa stanowi pojedyncza ni¢ RNA o dodat-
niej polarnosci (ss(+)RNA) 1 wielkosci okoto 10 kb. Genom
zawiera jedng ramke odczytu, a w wyniku translacji powsta-
je pojedyncza poliproteina, ulegajaca proteolizie, z ktorej
powstaje 10 biatek: P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI, 6K2, VPg,
Nla-Pro, NIb-RdRp, CP, oraz w wyniku zmiany ramki od-

czytu w cistronie P3 dodatkowe biatko P3-PIPO. Na koncu
5’ nici RNA znajduje si¢ biatko VPg, a na koncu 3’ zloka-
lizowany jest ogon poliA (Chung i wsp. 2008; Celli i wsp.
2013; Verma i wsp. 2015). Wirus jest bardzo zréznicowany
genetycznie. Na podstawie réznic w sekwencji genu kodu-
jacego biatko plaszcza wirusa (ang. coat protein, CP) obej-
mujacej 771 nt, wyrdzniono 3 grupy filogenetyczne OYDV
(Manglli i wsp. 2014). Poszczeg6lne grupy sa przewaznie
specyficzne wzgledem danego gospodarza, w konsekwencji
izolaty porazajace cebule, nie infekuja czosnku i odwrot-
nie. Wspomniana zalezno$¢ wiaze si¢ z réznicami na po-
ziomie molekularnym, obejmujacymi zarowno rozbiezno$é
sekwencji, jak 1 miejsc proteolitycznego cigcia (Celli 1 wsp.
2013; Manglli i wsp. 2014).

Obecnos¢ OYDV potwierdzono w polskich uprawach
cebuli i czosnku (Ksigzek 1972; Chodorska i wsp. 2014).
Jednakze, dotychczas nie pozyskano sekwencji CP polskie-
go izolatu wirusa wyizolowanego z cebuli.

Celem pracy byta identyfikacja OYDV w uprawach
cebuli w Polsce oraz analizy zréznicowania genetycznego
populacji wirusa.

Materiaty i metody / Materials and methods

Transmisyjna mikroskopia elektronowa / Transmission
electron microscope

W roku 2020 przeprowadzono monitoring upraw cebuli
i czosnku, podczas ktorego pozyskano 10 probek cebuli
zwyczajnej pochodzacych z wojewodztwa wielkopolskiego,
charakteryzujacych si¢ objawami w postaci zottych paséw
na blaszkach lisciowych oraz skrecania i wyginania lisci
(fot. 1). W celu potwierdzenia infekcji wirusowej i wstepnej
identyfikacji wirusa przygotowano preparaty mikroskopo-

Fot. 1.
Photo 1. Onion leaves infected by OYDV

Liscie cebuli zainfekowanej OYDV



216 Wykrycie OYDV w cebuli / Detection of OYDV in onion

we z zainfekowanych lisci cebuli. Roztarty w wodzie ma-
teriat ro§linny naniesiono na pokryte formwarem miedziane
siatki. Po trwajacej 1 minutg inkubacji preparaty barwiono
kwasem fosforowolframowym (PTA, pH 7,2), a nast¢pnie
obserwowano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym
(Hitachi HT7700, Tokyo, Japan) przy napigciu przyspiesza-
jacym wynoszacym 100 kV.

RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain
reaction)

Z porazonych lisci cebuli pobierano 100 mg tkanki i izo-
lowano z nich catkowite RNA metodg fenol/chloroform.
Jako$¢ oraz stgzenie wyizolowanego RNA sprawdzono
spektrofotometrycznie (NanoDrop 2000, Thermo Scien-
tific, Waltham, MA, USA). Wyizolowane RNA wykorzy-
stano do przeprowadzenia reakcji RT-PCR z zastosowa-
niem zestawu DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) oraz starter6w
diagnostycznych OYDV-NibCPF1 i OYDV-NibCPR1
(tab. 1). W celu ustalenia optymalnej temperatury przyla-
czania starterow przeprowadzono reakcje w termocyklerze
gradientowym T Professional (Biometra, Jena, Germa-
ny) z zaprogramowanym gradientem temperatur od 45 do
60°C. Profil termiczny reakcji RT-PCR obejmowal: od-
wrotng transkrypcje 42°C, 20 min; wstgpna denaturacje
95°C, 3 min; amplifikacje sktadajaca si¢ z trzech etapow
(denaturacja 95°C, 30 s; przytaczanie starterow w gradien-
cie 45-60°C, 30 s; wydtuzanie nici 72°C, 1 min), powto-
rzonych w 30 cyklach oraz wydtuzanie koncowe 72°C,
7 min. Reakcje prowadzono w koncowej objetosci 10 pl.
Mieszanina reakcyjna zawierata 5 ul DreamTaq Green PCR
Master Mix, 3,4 pl wody, 0,2 ul RevertAid Reverse Trans-
criptase (200 U/pl), 0,2 pl startera OYDV-NibCPF1, 0,2 pul
startera OYDV-NibCPR1 i 1 pl wyizolowanego RNA. Po-
wstate produkty amplifikacji rozdzielono elektroforetycznie
w 1% zelu agarozowym z barwnikiem Midori Green (NIP-
PON GENETICS EUROPE, Diiren, Germany) przy uzyciu
markera wielkosci DNA HyperLadder™ 100 bp (Bioline,
Londyn, Wielka Brytania).

Nastepnie przeprowadzono reakcje¢ RT-PCR w tempe-
raturze wybranej jako optymalna na podstawie wczesniej
przeprowadzonej reakcji, z zastosowaniem wyzej opisa-
nej procedury. Uzyskany produkt amplifikacji rozdzielono
w 1% zelu agarozowym z barwnikiem Midori Green (NIP-
PON GENETICS EUROPE, Diiren, Germany) przy uzyciu
markera wielkoSci DNA HyperLadder™ 100 bp (Bioli-
ne). Uzyskany produkt reakcji oczyszczano stosujac ze-
staw NucleoSpin®Gel and PCR Clean-up (Machery-Nagel,
Diiren, Germany), zgodnie z zaleceniami producenta, a na-
stepnie sekwencjonowano metodg Sangera (Genomed S.A.,
Warszawa, Polska).

W celu uzyskania sekwencji genu kodujgcego biatko
ptaszcza wirusa wykorzystano startery: OYDV-CPF2 i OY-
DV-CPR2 (tab. 1). Reakcje RT-PCR przeprowadzono przy
uzyciu zestawu DreamTaq Green PCR Master Mix (Ther-
mo Fisher Scientific) wedtug wczesniej opisanej procedu-
ry, w temperaturze przylaczania starterow 45°C. Uzyskany
produkt amplifikacji rozdzielono w 1% zelu agarozowym
z barwnikiem Midori Green (NIPPON GENETICS EURO-
PE, Diiren, Germany), przy uzyciu markera wielkosci DNA
HyperLadder™ 100 bp (Bioline), a nastepnie oczyszczano
z zelu przy uzyciu zestawu NucleoSpin®Gel and PCR Clean
-up (Machery-Nagel, Diiren, Germany) i sekwencjonowano
(Genomed S.A., Warszawa, Polska).

Analiza filogenetyczna / Phylogenetic analysis

Do przeprowadzenia analizy filogenetycznej wykorzystano
jedng wybrang sekwencje genu kodujacego biatko ptaszcza
OYDV uzyskang w tym doswiadczeniu oraz 39 innych
sekwencji izolatow OYDYV pochodzacych z réznych go-
spodarzy oraz réznych lokalizacji, ktore wczesniej zostaty
zdeponowane w Banku Genéw. Analize przeprowadzono
przy uzyciu programu BioEdit (Hall 1999) i MEGA X
(Kumar i wsp. 2018). Obecnos¢ rekombinantéw analizo-
wano z zastosowaniem programu RDP 4 i nastgpujgcych
metod: GENCONYV, BootScan, MaxChi, Chimaera, Si-
Scan, 3Seq i RDP (Martin i wsp. 2015). Wystepowanie
zjawiska rekombinacji uznawano za istotne statystycznie,

Tabela 1.Startery uzyte do wykrywania OYDV w reakcji RT-PCR (Manglli i wsp. 2014)
Table 1. Primers used for detection of OYDV in RT-PCR reaction (Manglli et al. 2014)

Dhugosé produktu Tempratura pr%quczama
. starterow .
Starter Sekwencja 5°-3 [pz] Primer attachment Referencje
Primer Sequence 5°-3° Product length Reference
[bp] temperature
[°C]

OYDV-NibCPF1 CATCCAGATCACGAGGGAAT 087 5
OYDV-NibCPR1 TGTGGCATTTCGGTATTCAA Manglli i wsp. 2014
OYDV-CP F2 YGTYGAYRCTGGMACHACYG 615 45 Manglli et al. 2014
OYDV-CP R2 RTTACCATCMARGCCAAACA
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jesli cztery lub wiecej metod miato wartos¢ p < 0,05.
Drzewo filogenetyczne skonstruowano metoda najwigk-
szej wiarygodnosci (ML) w programie MEGA X stosujac
model Tamura-Nei (TN-93+G+I) (Kumar i wsp. 2018).
Wartos$ci bootstrap zostaly obliczone przy uzyciu 1000 lo-
sowych pseudoreplikacji. Informacje dotyczace poszcze-
gblnych izolatow (numery akcesyjne, gospodarz oraz
miejsce pochodzenia) zostaly zamieszczone na drzewie
filogenetycznym.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Obserwacja preparatbw w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym wykazala obecnos¢ nitkowatych czastek
wirusowych o dlugosci okoto 700-800 nm oraz Srednicy
okoto 12 nm, charakterystycznych dla rodziny Potyviridae
(fot. 2).

Przeprowadzona reakcja RT-PCR w termocyklerze gra-
dientowym wykazata, ze przy uzyciu pary starterow OY-
DV-NibCPF/R, wirus zottej karlowatosci cebuli jest ampli-
fikowany w przedziale od 45 do 60°C (fot. 3A). Uzyskany
produkt amplifikacji wynosit odpowiednio 987 pz. Do prze-
prowadzenia wtasciwej reakcji RT-PCR wybrano tempera-
ture 52°C, poniewaz w tej temperaturze produkt powstawat
z najwiekszg wydajno$cia. Specyficzno$¢ otrzymanych pro-
duktow potwierdzono poprzez sekwencjonowanie metoda

Fot. 2.

Nitkowate czastki wirusa, obserwowane w transmisyj-
nym mikroskopie elektronowym

Photo 2. Filamentous virus particles, observed in transmission
electron microscope

Sangera (fot. 3B). Nastepnie w celu uzyskania sekwencji
genu kodujacego biatko ptaszcza zidentyfikowanych izola-
tow wirusa przeprowadzono reakcj¢ RT-PCR przy uzyciu
starterow OYDV-CPF/R. W wyniku przeprowadzenia reak-
cji uzyskano produkt amplifikacji o wielkosci odpowiednio
615 pz, ktory sekwencjonowano (fot. 3C).

W wyniku sekwencjonowania uzyskano 10 sekwencji
genu kodujacego biatko plaszcza OYDV, ktore wykazy-
waly 99,8-100% podobienstwa sekwencji nukleotydow.
Z tego wzgledu do przeprowadzenia analiz filogenetycz-
nych wybrano jedng reprezentatywna sekwencje, ktora
zamieszczono w Banku Genow pod numerem akcesyjnym
MW972075. Przeprowadzona analiza rekombinacji wyka-
zata obecno$¢ dwoch rekombinantéw sposrod wybranych
sekwencji zdeponowanych w Banku Genéw. Byly to izolaty:
G561 G89 pochodzace z Chin, zidentyfikowane w czosnku
i pozyskane w 2017 roku. Sekwencji tych nie wykorzystano
do dalszej analizy filogenetyczne;j.

Analiza filogenetyczna wykonana na podstawie sekwen-
cji genu kodujacego CP nowego, polskiego izolatu OYDV
z cebuli oraz 37 sekwencji innych izolatdéw pozyskanych
z Banku Genow wykazata duze zréznicowanie nukleoty-
dow i aminokwasdéw izolatow OYDYV pochodzacych z roz-
nych gospodarzy, wynoszace od 77,7% do 99,8% w przy-
padku nukleotydéw oraz od 81,7% do 100% w przypadku
aminokwasdw. Réwniez w obrebie analizowanych izolatow
pochodzacych z cebuli uprawianej w réznych lokalizacjach
obserwowane byto duze zréznicowanie genetyczne wyno-
szace od 79,2% do 99,4% w przypadku nukleotydow oraz
od 82,2% do 100% w przypadku aminokwasow. Wigksze
podobienstwo sekwencji aminokwaséw w stosunku do se-
kwencji nukleotydow wynika z obecnosci licznych substy-
tucji synonimicznych. Ponadto zaobserwowano, iz nowy
polski izolat grupuje si¢ z izolatami z cebuli z Argentyny
(JX433019) wykazujac 97% podobienstwa sekwencji nu-
kleotydéw i Niemiec (JX433020) wykazujac 96,4% podo-
bienstwa sekwencji nukleotydow, co moze wskazywaé na
ich wspdlne pochodzenie (fot. 4). Potencjalnym zrodlem
wirusa moze by¢ material rozmnozeniowy, ktory dzigki
globalizacji gospodarki, podlega obrotowi mi¢dzynarodo-
wemu. Zaobserwowano rowniez, ze polskie izolaty z czosn-
ku (Bereda i Paduch-Cichal 2016) oraz z cebuli uzyskane
w ramach niniejszej pracy, naleza do oddzielnych
grup filogenetycznych, co wskazuje na ich odmienne po-
chodzenie.

Obecnos¢ OYDV w uprawach cebuli w Polsce moze nie
tylko wptywac na jakosc i ilo$¢ plonow, ale rowniez stano-
wi¢ zagrozenie dla innych upraw ze wzgledu na mozliwos¢
jego dalekiego rozprzestrzeniania si¢ poprzez mszyce. Wie-
dza dotyczaca zréznicowania genetycznego wirusa bedzie
mie¢ wige kluczowe znaczenie w opracowywaniu nowych
skutecznych metod umozliwiajacych wykrywanie jak naj-
szerszego spektrum izolatow wirusa, rowniez bezposrednio
w warunkach polowych.
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Fot. 3.

Photo 3.

Fot. 4.

Photo 4.

1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M 1 2 M

Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji RT-PCR amplifikowanych ze starterami OYDV-NibCPF/R w gradiencie tempe-
ratur 45-60°C. M — marker wielko$ci (Nova 100 bp DNA Ladder), 1 — kontrola negatywna, 2—11 — produkt PCR z RNA wyizo-
lowanego z zainfekowanej cebuli (A); Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji RT-PCR ze starterami OYDV-NibCPF/R
w temperaturze 45°C. M — marker wielkosci (Nova 100 bp DNA Ladder), 1 — kontrola negatywna, 2 — produkt PCR z RNA
wyizolowanego z zainfekowanej cebuli (B); Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji RT-PCR ze starterami OYDV-CPF2/
R2 (C)

Electrophoretic separation of RT-PCR reaction products amplified with OYDV-NibCPF/R primers in a temperature gradi-
ent from 45-60°C. M — marker (Nova 100 bp DNA Ladder), 1 — negative control, 2-11 — PCR product from RNA isolated
from infected onion (A); Electrophoretic separation of RT-PCR reaction products amplified with OYDV-NibCPF/R primers in
a temperature 45°C. M — marker (Nova 100 bp DNA Ladder), 1 — negative control, 2 — RT-PCR product from RNA isolated from
infected onion (B); Electrophoretic separation of RT-PCR reaction products amplified with OYDV-CPF/R primers. M — marker
(Nova 100 bp DNA Ladder), 1 — negative control, 2 — PCR product from RNA isolated from infected onion (C)
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Drzewo filogenetyczne skonstruowane z uzyciem sekwencji genu kodujacego biatko plaszcza OYDV izolatu uzyskanego
W niniejszej pracy oraz innych izolatow zdeponowanych w Banku Genoéw. Polski izolat oznaczono kropka

A phylogenetic tree constructed using the gene sequence encoding the OYDYV coat protein of the isolate obtained in this work
and other isolates deposited in the Gene Bank. Polish isolate is marked by dot
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1. Przeprowadzone badania pozwolily na wykrycie wirusa ~ Badania realizowano w ramach tematu statutowego WIB03

OYDV w cebuli. ,ldentyfikacja nowych zagrozen w uprawach roslin rolni-

2. Polski izolat OYDV grupuje si¢ razem z izolatami z Ar- ~ czych oraz opracowanie nowoczesnych technik wykrywa-
gentyny, Niemiec oraz Wioch, réwniez pochodzacymi  nia roznych patogenow roslinnych jako efektywnych spo-
z cebuli. sobow ograniczania ich wystepowania”.

3. Polski izolat jest odmienny genetycznie od wczesniej
stwierdzonych w Polsce izolatéw wystepujacych w upra-
wach czosnku.
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