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I. WSTEP

Wirus czarnej pierscieniowej plamistosci pomidora (Zomato black ring virus,
TBRYV) jest jednym z przedstawicieli rodzaju Nepovirus, ktdéry wraz z rodzajami Co-
movirus i Fabavirus nalezy do rodziny Secoviridae, podrodziny Comoviridae. Wirusy
z tej rodziny charakteryzuje podobna organizacja genomu, taki sam ksztalt czasteczek
oraz wspolne wektory, jakimi sa nicienie (Harrisom i Murant 1977; Brunt i wsp. 1996;
Wellink i wsp. 2000). Genom nepowiruséw ztozony jest z dwodch jednoniciowych cza-
steczek RNA o polaryzacji dodatniej (RNA1 i RNA2). Genomowe RNA nepowiruséw
sa ,,upakowane” do osobnych kapsydow, przy czym towarzyszace nepowirusom dodat-
kowe czasteczki RNA satelitarnego sa przewaznie upakowane razem z RNA2 (Fritsch
i wsp. 1993; Brunt i wsp. 1996).

Wiriony nepowirusow sa sferyczne i maja okoto 28 nm $rednicy. Podczas wirowa-
nia w gradiencie ggstosci sacharozy, nepowirusy sedymentuja w postaci trzech stref
opalizujacych w $wietle przechodzacym: goérna — o najnizszej masie czasteczkowej
zawiera gtownie puste kapsydy; $rednia — zawiera czasteczki RNA2; najnizsza — obej-
muje wiriony zawierajace RNA1 lub dwie czasteczki RNA2.

Nepowirusy przenoszone sa za posrednictwem nicieni nalezacych do rodzaju Xiphi-
nema 1 Longidorus (Harrison 1 Murant 1977; Brown i wsp. 1996; Brunt i wsp. 1996).
Poszczegodlne gatunki nicieni przenosza konkretny gatunek lub serotyp wirusa. Mecha-
nizm odpowiedzialny za przenoszenie wirusa jest bardzo specyficzny i opiera si¢ praw-
dopodobnie na interakcji pomigdzy receptorem nicienia a biatlkiem ptaszcza wirusa
(Brown i wsp. 1996).Wirus moze przebywaé¢ w nicieniu az do kolejnej wylinki, jednak
nie ma mozliwosci replikowa¢ w organizmie wektora.

TBRYV moze by¢ przenoszony takze za posrednictwem nasion, w trakcie szczepienia
drzewek oraz poprzez mechaniczng inokulacje (Brunt i wsp. 1996).

W warunkach naturalnych wirusy z rodzaju Nepovirus porazaja przede wszystkim
drzewa i krzewy owocowe oraz mate byliny, jak np. truskawka. Czgstymi gospodarzami
dla tego rodzaju sa takze rosliny z rodziny Solanaceae (Brunt i wsp. 1996).
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Wirus poraza szeroki zakres roslin gospodarzy, poczatkowo powodujac wyrazne ob-
jawy chorobowe, ktore pdzniej zanikaja w wyniku pozornego ozdrowienia, co jest cha-
rakterystyczne dla nepowirusow; jest to tzw. pozorne ozdrowienie. Jednak wzrost
i wydajnos¢ plonu takich pozornie ozdrowiatych roslin sa zawsze obnizone w poréwna-
niu z roslinami zdrowymi (Wingard 1928; Giersch 1986).

TBRYV po raz pierwszy zostat opisany w Anglii na uprawie pomidora (Smith 1946).
Na roélinie tej, w Wielkiej Brytanii, wirus wystgpowat sporadycznie, a pdzniej jego
pojedyncze izolaty stwierdzono migdzy innymi takze w Indiach (Sastry 1966) i w Pol-
sce (Twardowicz-Jakusz 1969; Pospieszny i Borodynko 1999). Zdecydowanie czgsciej
wykrywano obecnos¢ TBRV na innych gatunkach roslin. Z roslin warzywnych stwier-
dzono go na: selerze (Hollings 1965), fasoli (Follmann i Bercks 1959), pomidorze
(Twardowicz-Jakusz 1969), cebuli i porze (Calvert i Harrisom 1963), satacie (Smith
i Short 1959) i ogdrku (Gehring i Bercks 1958; Pospieszny i Borodynko 1999; Po-
spieszny i wsp. 2003), ziemniaku (KShler 1950, 1952; Chrzanowska i Sniegowski 1965;
Kaiser i wsp. 1978), marchwi (Twardowicz-Jakusz i wsp. 1976) oraz chrzanie (Shukla
i Schmelzer 1972; Twardowicz-Jakusz i wsp. 1977); z ozdobnych na: narcyzie (Broad-
bent i wsp. 1962) i floksie (Ryden 1965; Kaminska i Was 1978). Poza tym TBRV zna-
leziono na: koniczynie (Gibbs i wsp. 1966), truskawce (Lister 1960a, b), winorosli
(Bercks i Stellmach 1966), brzoskwini i migdale (Mischke i Bercks 1963/64 i 1965)
oraz forsycji (Kaminska 1983; Kaminska i Sobito 1983), robinii akacjowej (Schmelzer
1962/63; Schelzmer i Milinko 1963; Pospieszny i Borodynko 1999) i ligustrze pospoli-
tym (Btaszczak i Pospieszny 1987).

Do roku 1999 izolaty TBRV nalezaty do dwoch serotypoéw (TBRV-ED i TBRV-S).
W roku 2000 serotyp TBRV-S zostal podniesiony do rangi nowego gatunku i nazwany
wirusem pier§cieniowej plamisto$ci buraka (Beet ringspot virus, BRSV) (Wellink i wsp.
2000).

Celem pracy byta identyfikacja i wstepna charakterystyka wirusa czarnej pierscie-
niowej plamisto$ci pomidora wystgpujacego w Polsce.

II. MATERIAL I METODY

W Zaktadzie Wirusologii i Bakteriologii Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego
Instytutu Badawczego (IOR — PIB) w Poznaniu, w ostatnich kilkunastu latach pozyska-
no szereg zroznicowanych pomigdzy soba izolatoéw wirusa TBRV (ED i S), pochodza-
cych zarébwno z ro$lin uprawnych, jak i dziko rosnacych. Wszystkie izolaty testowano
na zestawie roslin wskaznikowych w celu ustalenia roéznic pomigdzy poszczegdlnymi
izolatami w teScie biologicznym. Izolaty do dalszych badan utrzymywane byty na ko-
mosie ryzowej 1 oczyszczane. Mlode czgsci roslin homogenizowano w buforze cytry-
nianowym, przesaczano i dodawano 0,5 objetosci chloroformu. Uzyskany homogenat
klarowano, zbierano supernatant i inkubowano dodajac w kolejnosci: Triton X-100,
NaCl i PEG6000. Nastgpnie roztwor wirowano stosujac naprzemiennie nisko i wysoko-
obrotowe wirowania oraz gradient ggstosci sacharozy (10-40%). 1los¢ wirusa w oczysz-
czonym preparacie oznaczano na spektrofotometrze.
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Mikroskopia elektronowa

Wszystkie testowane izolaty byly przegladane w mikroskopie elektronowym. Prepa-
raty wykonywano zarowno z wirusow oczyszczonych, jak i z roslin testowych.

Test podwdjnej dyfuzji w zelu agarowym

Technika serologiczna pozwalajaca na szybka identyfikacj¢ wirusa oraz stwierdze-
nie roéznic serologicznych pomigdzy badanymi izolatami jest test podwojnej dyfuzji
w zelu, polegajacy na dyfundowaniu przeciwcial i antygenu, a nastgpnie zaj$ciu reakcji
serologicznej, w miejscu ich spotkania (Slogteren 1955).

W badaniach stosowano 0,9% zel agarowy przygotowany w buforze Tris-HCIL.

Po identyfikacji wirusa w tescie immunoenzymatycznym (ELISA), w celu porow-
nania poszczegolnych jego izolatow wykonywano test podwdjnej dyfuzji w zelu agaro-
wym, w ktorym do centralnie potozonej studzienki nanoszono surowicg zawierajaca
przeciwciata reagujace z danym gatunkiem wirusa (TBRV), a dookota tej studzienki
nanoszono rézne izolaty tego samego wirusa. Tak przygotowane ptytki przechowywano
przez noc w temperaturze pokojowe;.

ELISA

Test ELISA wykonywano wedtug procedury przedstawionej przez Clarka i Adamsa
(1977). Proby roslin zebrane w terenie oraz rosliny wskaznikowe testowano wykorzy-
stujac test DAS-ELISA z zastosowaniem zestawu wlasnych przeciwcial i konjugatu
przeciwko TBRV.

DBIA (Dot blot immunoassay)

Rownolegle z testem ELISA, przeprowadzano test serologiczny DBIA pozwalajacy
na identyfikacj¢ TBRV. DBIA wykonywano zgodnie z metodyka przedstawiong przez
Borodynko i wsp. (2003).

Izolacja RNA z preparatéw oczyszczonych

Oczyszczone izolaty wirusowe trawiono proteinaza K. Po trawieniu dodawano po
500 pl mieszaniny fenol/chloroform/alkohol izoamylowy (w stosunku 24:24:1) i trzy-
krotnie ekstrahowano RNA, wytrzasajac probg przez 3 min i nast¢pnie wirowano. Fazg
wodna zbierano i usuwano resztki fenolu poprzez dwukrotng ekstrakcje mieszaning
chloroform/alkohol izoamylowy, wytrzasajac proby 1 min i wirujac. RNA wytracano
przez 30 min w temp. —70°C w obecnosci 96% etanolu i octanu sodu i osadzano przez
20-minutowe wirowanie. Etanol usuwano, a osad suszono i rozpuszczano w okoto 30 pl
sterylnej wody. 2 ul RNA rozpuszczano w 4 pl formazolu i rozdzielano na 1% zelu.

Izolacja kwasow nukleinowych z roslin

Catkowity RNA z roslin wykazujacych objawy chorobowe izolowano metoda fe-
nol/chloroform (Chomczynski i Sacchi 1987).
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RT-PCR

Syntezg cDNA TBRV prowadzono z uzyciem startera 3ter: 5’ (T)20CTGCTTT
TTGCAGAAAACATTTTATCATATACAA 3’ oraz odwrotnej transkryptazy (Fermen-
tas). Nastgpnie uzyskane cDNA amplifikowano ze starterami: 3ter: i IMP4: 5° TGCA-
AAAATATGACCCAGCA 3’ (Jonczyk 2004). Amplifikacjg prowadzono w 30 cyk-
lach: 1 min w 94°C, 1 min w 50°C i 2 min w 72°C. Reakcj¢ zakonczono cyklem dziesig-
ciominutowym w 72°C. Produkty reakcji rozdzielano w 1% zelu agarozowym, oczysz-
czano i ligowano do wektora TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen). Plazmidowy DNA
sekwencjonowano w Zaktadzie Wirusologii i Bakteriologii IOR — PIB z wykorzysta-
niem starteréw M13 F i R.

ITI. WYNIKI I DYSKUSJA

W mikroskopie elektronowym, zardbwno w preparatach wykonanych bezposrednio
z zainfekowanych roslin, jak i z oczyszczonych preparatow wirusowych, obserwowano
liczne wirusowe czasteczki sferyczne wielkosci okoto 28 nm, charakterystyczne dla
TBRYV (rys. 1), a opisane wczesniej przez innych badaczy (Harrisom i Murant 1977;
Brunt i wsp. 1996; Wellink i wsp. 2000).

Rys. 1. Czastki wirusa w mikroskopie elektronowym
Fig. 1. Virus particles in electron microscopy

W tescie podwojnej dyfuzji w zelu agarowym wszystkie izolaty TBRV i BRSV re-
agowaly pozytywnie z surowica zawierajaca przeciwciala skierowane przeciwko TBRV
(surowica wyprodukowana wczesniej w Zaktadzie Wirusologii i Bakteriologii), przy
czym pomigdzy poszczegdlnymi izolatami obserwowano wyrazne, czasami bardzo duze
ostrogi, $wiadczace o bardzo duzym zréznicowaniu serologicznym pomigdzy izolatami
TBRV i BRSV. Zidentyfikowanie i poroéwnanie samych izolatow TBRV, pozwolito
stwierdzi€, ze czg$¢ z nich na tym poziomie badan wydaje si¢ by¢ serologicznie iden-
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tyczna; sa jednak takze takie izolaty, ktore roznia si¢ od pozostatych, na co wskazuja
tworzace si¢ nieduze ostrogi w miejscu przecigcia si¢ tukow precypitacyjnych.

Stosujac test ELISA identyfikowano nowe izolaty TBRV oraz potwierdzano obec-
no$¢ wirusa w roslinach testowych, na ktorych nie stwierdzano objawdéw chorobowych.
Stosujac surowice wlasne wyodrgbniono 15 izolatbw BRSV oraz 7 TBRV, pochodza-
cych z robinii akacjowej. Ponadto, zidentyfikowano izolaty TBRV pochodzace z roslin
gospodarczo waznych, takich jak: pomidor, ogorek, cukinia, dynia. W teScie ELISA
surowica skierowana przeciwko TBRV pozwalala na wykrycie izolatow TBRYV i nie
wykrywala izolatéw BRSV.

Wyniki uzyskane w te$cie ELISA potwierdzone zostaly w tescie DBIA. Jednak ze
wzgledu na pokrewienstwo serologiczne pomigdzy TBRV i BRSV, surowica TBRV
w stabym stopniu wykrywata rowniez izolaty BRSV (rys. 2). Ponadto, wskazuje to na
fakt, ze DBIA jest testem bardziej czutym niz ELISA, a dzigki temu mozliwe jest wy-
krywanie wirusa nawet w bardzo niskich koncentracjach w roslinach.

1 2 3 4 5 6 7
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Rys. 2. Wynik wykrywanie TBRV testem DBIA

Fig. 2. Results of detection of TBRV by DBIA
K — kontrola negatywna — negative control, 1-7 — izolaty TBRV — isolates of
TBRYV, 8-12 — izolaty BRSV — isolates of BRSV

Po rozdziale RNA w Zelu agarozowym, dla wszystkich izolatow TBRV obserwowa-
no dwa prazki genomowego RNA, o wczesniej opisanych wielkosciach wielkosciach
okoto: RNAT1 — 7500nt i RNA2 — 4500nt (Fritsch i wsp. 1993; Brunt i wsp. 1996).

W przypadku kilku izolatow TBRV oprocz genomowego RNA obserwowano row-
niez obecnos¢ dodatkowych krotkich czastek RNA (rys. 3). Defektywne RNA (D-RNA)
oraz defektywne interferujace (DI-RNA) sa to czasteczki RNA wywodzace sig¢ z geno-
mu wirusa pomocniczego, zwykle wptywajace na jego akumulacj¢ w roslinie oraz wy-
wotywane symptomy chorobowe (Graves i wsp. 1996; Qiu i Scholthof 2001). Defek-
tywne RNA powstaja na skutek pojedynczej lub serii delecji w genomie wirusa macie-
rzystego 1 zwykle zawieraja regiony regulatorowe replikacji (czgsto rowniez translacji)
oraz fragment kodujacy cze$¢ bialka/biatek wirusowych (Graves i wsp. 1996; Qiu
i Scholthof 2001).
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Rys. 3. Obraz elektroforetyczny RNA wirusa TBRV

Fig. 3. Electrophoresis RNA pattern of different isolates of TBRV
1 — Marker, 2 — TBRV-bez, 3 — TBRV-Db6, 4 — BRSV-DH4, 5 — BRSV-Kal, 6 — BRSV-
KW6, 7 — TBRV-L10, 8 — TBRV-MJ12, 9 — TBRV-NI, 10 — TBRV-og, 11 — BRSV-
Ostrl, 12 — TBRV-pom, 13 — BRSV-Wierzb8, 14 — BRSV-W29, 15 — BRSV-W40,
16 — TBRV-ziem

Powstaly one w wyniku pasazowan danego izolatu w jednym gospodarzu (np.
w komosie ryzowej). Wynik ten moze sugerowac roznice genetyczne pomigdzy bada-
nymi izolatami TBRV.

W reakcji RT-PCR, dla wszystkich badanych izolatow TBRV uzyskano produkty
o oczekiwanej wielkosci, okoto 1200 pz (rys. 4). Sekwencjonowanie i wstgpne analizy
wykazaly znaczne réznice na poziomie genetycznym, pomigdzy badanymi izolatami.

M 1 2 3 4 5

1200 pz

Rys. 4. Elektroforeza produktow RT-PCR

Fig. 4. Electrophoretic separation of RT-PCR products
M — marker HyperLadder 1V (Bioline), 1-4 — izolaty TBRV — tested samples, 5 — kon-
trola negatywna — negative control
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Identyfikacja co roku nowych izolatbw TBRV zaréwno z ro$lin uzytkowych, jak
i dziko rosnacych uzasadnia celowo$¢ badan nad tym wirusem, rowniez ze wzgledu na
fakt, iz jest to obiekt kwarantannowy. Wylaczenie BRSV z gatunku TBRV wymaga
rowniez wprowadzenia stosownego uzupetnienia do spisu patogendow begdacych pod
szczegblng kontrola i wymagajacych statego monitoringu.

Dalszych badan wymagaja rowniez réznice stwierdzone pomigdzy izolatami TBRV
pochodzacymi z ro§lin dziko rosnacych, a tymi z roslin uzytkowych, ktére pozwola
ocenié, czy izolaty z robinii akacjowej i bzu czarnego braty udziat w tworzeniu popula-
cji patogenow na roslinach uzytkowych.

IV. WNIOSKI

1. W Polsce, od kilku lat, na roslinach dyniowatych obserwuje si¢ coraz czgstsze wy-
stgpowanie wirusa TBRV, bedacego obiektem kwarantannowym.

2. Stosujac test ELISA z zastosowaniem surowic wlasnych zidentyfikowano i rozréoz-
niono izolaty dwoch spokrewnionych gatunkéw wiruséw: TBRV i BRSV, pocho-
dzacych z r6znych gospodarzy.

3. W niektorych polskich izolatach TBRV stwierdzono obecno$¢ defektywnych RNA,
wyidukowanych podczas wielokrotnego pasazowania w jednym gospodarzu.

4. W reakcji RT-PCR, dla wszystkich badanych izolatow TBRV uzyskano produkty
o oczekiwanej wielkosci, okoto 1200 pz.

5. Sekwencjonowanie wykazalo znaczne rdéznice na poziomie genetycznym, pomigdzy
badanymi izolatami.

Praca naukowa finansowana ze $rodkow na nauke w latach 2010-2013 jako projekt
badawczy N 310 305339.
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NATASZA BORODYNKO, BEATA HASIOW-JAROSZEWSKA,
NATALIA RYMELSKA, HENRYK POSPIESZNY

OCCURRENCE OF TOMATO BLACK RING VIRUS IN POLAND

SUMMARY

Tomato black ring virus (TBRV) is a serious pathogen of many plants worldwide. TBRV has
single stranded RNA genomes divided into two genomic RNAs. In Institute of Plant Protection —
National Research Institute we collected different isolates of TBRV from zucchini, cucumber,
tomato, potato, Robinia pseudoaccacia L. and Sambucus nigra.

Using ELISA test and Dot blot immunoassay we were able to distinguish two serologically
related viruses (TBRV and Beet ringspot virus).

Results from serological tests were confirmed by RT-PCR. The expected product about
1200 bp was amplified for all isolates tested.

Key words: Tomato black ring virus, ELISA, DBIA, RT-PCR
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