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I. WSTEP

W ostatnim dziesigcioleciu wirus mozaiki pepino (PepMV) stat si¢ jednym z naj-
grozniejszych patogendow pomidora szklarniowego, praktycznie na wszystkich obsza-
rach uprawy tej rosliny. Jest on typowym reprezentantem wirusow z rodzaju Potexvirus,
zarowno jesli chodzi o organizacje genomu, jak i morfologi¢ czastek wirusa. Dotych-
czas opisane izolaty PepMV wykazuja duze zroznicowanie genetyczne, co jest podsta-
wa pogrupowania ich do 4 genotypow (szczepow): peruwianskiego (LP), europejskiego
(EU), amerykanskiego 1 (US1) i chilijskiego 2 (CH2). Odrgbna pozycj¢ zajmuje izolat
US2, poczatkowo zakwalifikowany jako jeden ze szczepow, a obecnie jako rekombi-
nant pomigdzy izolatami Chl i Ch2 (Hasiéw-Jaroszewska i wsp. 2010). Przez wiele lat
w Europie dominowat genotyp EU, jednak obecnie pojawiaja si¢ izolaty z innych
szczepow, gtownie CH2, czgsto w mieszanej infekcji z EU, a takze ich rekombinanty
(Pagan 1 wsp. 2006; Hanssen i wsp. 2008). Z kolei w Stanach Zjednoczonych ciagle
jeszcze przewazaja izolaty nalezace do genotypu EU (Ling i wsp. 2008). Ze wzgledu na
swoja duza szkodliwos$¢ i tatwo$¢ rozprzestrzeniania si¢ wirus zostal umieszczony na
liscie Europejskiej i Srodziemnomorskiej Organizacji Ochrony Roslin (EPPO — Europe-
an and Mediterranean Plant Protection Organization) (Spence i wsp. 2006) i tym samym
objety specjalnymi dziataniami fitosanitarnymi.

W Polsce, w Zakladzie Wirusologii i Bakteriologii Instytutu Ochrony Roslin — Pan-
stwowego Instytutu Badawczego (IOR — PIB) zgromadzono kolekcjg izolatow PepMV
z pomidora szklarniowego, nalezacych do dwodch genotypoéw: EU i CH2 (Pospieszny
i wsp. 2003; Pospieszny i Borodynko 2006; Pospieszny i wsp. 2008; Hasiow-Jaro-
szewska i wsp. 2009). Intensywne badania nad PepMV wykazatly, ze zdecydowanie
najliczniej wystepuja izolaty szczepu CH2, a EU sporadycznie. W$rdd izolatow naleza-
cych do obu genotypéw mozna wyrdézni¢ takie, ktére pomimo 99% podobienstwa se-
kwencji genomowej, wywotuja odmienne objawy na roslinach pomidora, a nawet pora-
zaja rozny zakres roslin gospodarzy, tworzac tym samym rozne patotypy w obrgbie
genotypu. Do roku 2010 szczep CH2 byt reprezentowany przez dwa patotypy: tagodny
i nekrotyczny (Pospieszny i wsp. 2008; Hasiow-Jaroszewska i wsp. 2009). W koncu
roku 2010 i w roku 2011 w IOR — PIB wyodrebniono nowy, zéttaczkowy patotyp Pe-
pMV (PepMV-ZI), ktorego identyfikacjg zaprezentowano w niniejszej pracy.



Nowy patotyp PepMV 1645

II. MATERIAL I METODY

W 1II potowie roku 2010, w Wielkopolsce, na pomidorze szklarniowym obserwowa-
no wystgpowanie objawdw chorobowych w postaci licznych, niekiedy silnie zo6ttych,
wigkszych lub mniejszych plam zaré6wno na mtodych, jak i na starszych lisciach.
Z mlodych lisci pomidora z objawami zo6ltaczki wykonano reizolacjg¢ wirusa przez me-
chaniczne pocieranie sokiem li§ci Nicotiana benthamiana i N. occidentalis posypanych
karborundem. Rosliny te stanowily Zzrédto wirusa do badan nad zakresem porazanych
ro§lin przez PepMV-Zl. Sok z ro$lin pomidora i takze z N. benthamiana po wybarwie-
niu octanem uracylu przegladano w mikroskopie elektronowym.

Izolacj¢ catkowitego RNA przeprowadzono z zainfekowanych roslin standardowa
metoda fenol/chloroform. Do reakcji RT-PCR uzyto startery z literatury (Pagan i wsp.
2006) amplifikujace gen kodujacy bialko ptaszcza (coat protein—CP) i jedno z biatek
odpowiedzialne za transport wirusa w roslinie (triple gene block 3—-TGB3). Reakcjg
odwrotnej transkrypcji przeprowadzono z uzyciem odwrotnej transkryptazy Superscript
IT (Invitrogen) i startera oligodT,,. Reakcje PCR prowadzono przez 30 cykli (denatura-
cja 94°C, 40 sekund, przytaczanie starteréw 47°C, 30 sekund, i elongacja 72°C, 1 minu-
ta). Reakcjg konczono cyklem 10 minut w 72°C. Uzyskane produkty reakcji oczyszcza-
no z zelu i przeprowadzono ligacj¢ do wektora pGEM-Teasy (Promega). Tak uzyska-
nymi konstruktami transformowano komorki bakteryjne szczepu Dh5a. Nastepnie izo-
lowano plazmidowe DNA i sekwencjonowano. Uzyskane sekwencje porownano z se-
kwencjami innych izolatéw PepMYV i skonstruowano drzewa filogenetyczne z wykorzy-
staniem programu MEGAS.

ITI. WYNIKI I DYSKUSJA

Zakres porazanych roslin przez izolat zéttaczkowy PepMV nieznacznie rozni si¢ od
tych porazanych przez pozostate patotypy genotypu CH2. PepMV-ZI nie poraza niekto-
rych gatunkéw tytoniu, a na innych powoduje infekcje utajone. Rosling zdecydowanie
roznicujaca patotypy jest pomidor (tab. 1). PepMV-ZI powodowat objawy typu zoéttacz-
kowego na 10 odmianach pomidora. W warunkach eksperymentalnych objawy zottacz-
ki wystgpowaly praktycznie juz w 2 tygodnie po inokulacji i w ré6znym nasileniu, przez
caly sezon wegetacyjny. Nasilenie wystgpowania zo6ttaczki na pomidorze zalezato od
odmiany i temperatury. W okresie letnim nasilenie objawow zottaczki bylo stabsze.
PepMV-ZI powodowat bardzo silne i charakterystyczne objawy na owocach w postaci
nekroz, znieksztalcen, przebarwien i pgknigé (rys. 1). Owoce takie nie maja zadnej
warto$ci handlowej. Niektore izolaty wirusa mozaiki pepino, moga poraza¢ niektore
odmiany pomidora. PepMV-Zl, z 3 zakazanych mechanicznie odmian ziemniaka na
2 znich (Elanda i Lord), wywotat objawy zoéttaczki, przy czym w wigkszym nasileniu
na odmianie Elanda. Powtarzalne i stabilne objawy zoltaczki na pomidorze a takze
niektorych odmianach ziemniaka nalezy uzna¢ za charakterystyczne i réznicujace dla
patotypu PepMV-Zl. W soku z roslin porazonych PepMV-Zl, w mikroskopie elektro-
nowym, obserwowano czasteczki wirusowe dtugosci okoto 500 nm, charakterystyczne
dla wiruséw z rodzaju Potexvirus.
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Rys. 1. Owoce pomidora zainfekowane PepMV-Z1
Fig. 1. Tomato fruits infected with PepMV-Z1

Tabela 1. Zakres porazanych roslin i objawy indukowane przez patotypy CH2 wirusa mozaiki
pepino
Table 1. Host range and symptoms caused by the Polish pathotypes of CH2 of Pepino mosaic virus

Rosliny Genotyp CH2 — Genotype CH2

Plants PepMV-Z1 PepMV-PK PepMV-Pa
Nicotiana tabacum Xanthi - s -
N. tabacum Samsun - (s) -
N. tabacum White Burley (s) S -
N. benthamiana Lch, Sm Lch, Sm Lch, Sm
N. glutinosa (s) (Lch), Sm -
N. affinis (s) s s
N. debneyi (s) (Lch), Sm s
Datura inoxia Lch, Sm (Lch-n), Sm Ln, s, (Sns)
Physalis floridana - - -
Solanum lycopersicum Z1 (Z1) s, (Sm) N,(N), s, (Sm)

Lch — lokalne chlorotyczne plamy — local chlorotic lesions; Ln — lokalne nekrotyczne plamy — local necrotic
lesions; Lch-n — lokalne chlorotyczno-nekrotyczne plamy — local chlorotic-necrotic lesions; Sm — systemiczna
mozaika — systemic mosaic; ZI — zo6itaczka — yellowing; Sns — systemiczne nekrotyczne plamy — systemic
necrotic lesions; s — infekcja systemiczna utajona — latent infection; ( ) — infekcja wirusowa nie wystgpuje
zawsze — occasionally observed infection; — brak objawow, brak wirusa — no symptoms, no virus

Analiza filogenetyczna wykazata 99% podobienstwa sekwencji migdzy PepMV-ZI1
ainnymi izolatami nalezacymi do genotypu CH2 zaréwno w przypadku genu CP
(rys. 2), jak i TGB3 (rys. 3). Odnotowano obecnos¢ pojedynczych substytucji nukleoty-
dowych prowadzacych w konsekwencji do zmiany sekwencji kodowanego biatka
w przypadku obu genow. Wystgpowanie nowego patotypu PepMV reprezentujacego
genotyp CH2 potwierdza duza zmiennos$¢ wirusa i tatwos$¢ tworzenia nowych warian-
tow genetycznych.
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Rys. 2. Drzewa filogenetyczne utworzone na postawie sekwencji nukleotydowej i aminokwaso-

wej genu biatka ptaszcza: nt — nukleotydy, aa — aminokwasy

Fig. 2. Phylogenetic trees created using nucleotide and amino acid sequences of coat protein

gene: nt — nucleotide, aa — amino acids
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Rys. 3. Drzewa filogenetyczne utworzone na postawie sekwencji nukleotydowej i aminokwaso-

wej genu TGB3: nt — nukleotydy, aa — aminokwasy

Fig. 3. Phylogenetic trees created using nucleotide and amino acid sequences of TGB3 gene: nt —

1.

2.

nucleotide, aa — amino acids

IV. WNIOSKI

W latach 2010-2011 zidentyfikowano nowy patotyp PepMV, ktory zakwalifikowa-
no do genotypu CH2.

Izolat powoduje silne objawy zotknigcia blaszki liSciowej oraz charakterystyczne
objawy na owocach w postaci nekroz, znieksztalcen, przebarwien i pgknigé, co po-
woduje, ze traca one warto$¢ handlowa.
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3. Badania nad nowym izolatem potwierdzaja, ze pojedyncze substytucje nukleotydowe
w genomie PepMV moga wplywaé na rodzaj objawow wywotywanych na ro$linach.
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HENRYK POSPIESZNY, BEATA HASIOW-JAROSZEWSKA, NATASZA BORODYNKO
NEW PATHOTYPE OF CH2 STRAIN OF PEPINO MOSAIC VIRUS

SUMMARY

In Poland, several isolates of Pepino mosaic virus (PepMV) belonging to EU and CH2 geno-
types have been found since 2003. Majority of them belong to CH2 strain and are represented by
two extremely different pathotypes: mild and necrotic. Mild CH2 isolates did not induce any
remarkable symptoms on tomato leaves. In 2010 and 2011, the PepMV isolates inducing severe
yellowing symptoms on tomato plants were collected. Analysis revealed that new pathotype
designated as PepMV-ZI belongs to CH2 genotype. PepMV-ZI shared 99% sequence identity in
coat protein and triple gene block 3 with previously identified mild and necrotic isolates of CH2
genotype. However, single nucleotide substitutions were identified suggesting that minor nucleo-
tide differences may affect the symptoms and virus virulence.

Key words: PepMV-Zl, yellowing, CH2 genotype
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