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Diversity of the Polish isolates of Potato virus Y (PVY) from tomato

Zréznicowanie polskich izolatéw wirusa Y ziemniaka
(Potato virus Y, PVY) z pomidora

Beata Hasidw-Jaroszewska®, Julia Minicka®, Joanna Stachecka?, Natasza Borodynkol,
Dorota Piekna-Paterczyk®, Henryk Pospieszny1

Summary

In 2012 and 2013 the presence of Potato virus Y on tomato in greenhouses and fields was analyzed. A total number of 176 samples
displaying different type of symptoms: deformation, discoloration, necrosis of leaves and growth retardation were collected. The
presence of viral infection using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and transmission electron microscopy (TEM) was
confirmed in 147 samples. Biological and genetic diversity of the virus isolates was also analyzed. The analyses revealed that the
particular strains cause different symptoms on the tested plants such as Solanum lycopersicum cv. Moneymaker, S. melongena and
Datura inoxia. In contrast to previous years, in which only isolates belonging to PVY“Wi-P strains were observed, four different strains
were identified: PVYNWi-P, PVYNN242, PVY'™ and PVY®. The isolates belonging to PVY'Wi-P strain remained dominant in the
population.
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Streszczenie

W latach 2012 i 2013 przeprowadzono monitoring wystepowania wirusa Y ziemniaka na pomidorze. Pozyskano 176 préb
z pomidora szklarniowego i gruntowego, charakteryzujgcych sie réznymi objawami chorobowymi w postaci deformacji blaszek,
przebarwien, nekroz lisci oraz kartowacenia pedéw. W 147 prébach potwierdzono obecno$¢ wirusa za pomocag testu
immunoenzymatycznego oraz transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Analizowano zrdéznicowanie biologiczne i genetyczne
pozyskanych izolatéw. Wykazano, iz poszczegdlne szczepy moga powodowacé odmienne objawy chorobowe na roslinach testowych:
Solanum lycopersicum cv. Moneymaker, S. melongena oraz Datura inoxia. W przeciwienstwie do lat ubiegtych, w ktérych obser-
wowano jedynie izolaty nalezace do szczepu PVY"Wi-P, w badanym materiale zidentyfikowano cztery rézne szczepy PVY: PVY"Wi-P,

PVY"N242, PvY"™ i PVYP. Izolaty nalezace do szczepu PVY"Wi-P pozostaty dominujgce w populacji.

Stowa kluczowe: PVY; Solanum lycopersicum; RT-PCR; identyfikacja; zrdéznicowanie
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Wstep / Introduction w plonach. Wéréd badanych izolatbw na pamnych
pomidorach odnotowano obegdo jednego szczepu
Wirus Y ziemniaka Rotato virus Y, PVY) naley do  PVY“Wi-P.

rodzaju Potyvirus, w rodzinie Potyviridae (Hall i wsp. W roku 2012 ponownie zaobserwowano nasilenie wys-
1998) i jest jednym z najgfoiejszych patogendw tepowania PVY na rdinach pomidora (Borodynko
wirusowych poraajacych radliny ziemniaka. Szacuje i i Hasiow-Jaroszewska 2012). Jednak w przedistigie do

ze ponad 40% bulw wczesnego ziemniaka w Polscezemo lat ubiegtych wirusa stwierdzono zar6éwno w uprawach
by¢ porazonych przez tego wirusa (Pospieszny i wsppomidora szklarniowego, jak i gruntowego.

2009). Wirus porza roéwniez inne raliny z rodziny Sola- Celem pracy byta charakterystyka biologiczna i gene
naceae, jak: pomidor, tyicczy papryk (Aramburu i wsp. tyczna polskich izolatbw wirusa pozyskanych Zliro
2006; Loebenstein i Lecoq 2012). PVY jest przennogzo pomidora.

przez mszyce w sposOb nietrwaly, na klujce owada.

Pocatkowo przenoszony byt gltéwnie przez mszyce

ziemniaczane Nlyzus persicae, Aphis nasturtii i A. fran-  Materialy i metody / Materials and methods

gulae) (Harrington i wsp. 1986; Piron 1986), ale zmiany
w strukturze populacji mszyeerujgcych na ziemniaku
oraz okresie iclierowania spowodowalye obecnie PVY
przenoszony jest rownie przez 20 innych gatunkow
mszyc, dla ktérych ziemniak nie jest gtownygwicielem
(Kostiw i Robak 2008). Wirus przenoskdiakze mecha-
nicznie.

Monitoring wyst epowania wirusa w uprawie pomidora
i test biologiczny

W latach 2012 i 2013 przeprowadzono monitoring
wystepowania wirusa w uprawie pomidora szklarniowego
i gruntowego. Proby pobierano w migsach letnich
PVY powoduje zréanicowane objawy chorobowe na (I|p|ec/5|erp|e‘,1) w wolewod;twach: W|§Ikopolsk|m,

kujawsko-pomorskim, lubuskim, mazowieckim oraz

poraanych rdlinach, zaléene od szczepu wirusa, wa- S . .
runkéw srodowiska czy gatunku gospodarza (TribodetdOIncsquk'm' Zebranogcznie 176 prob (86 w roku 2012

. . . ) ;o _ oraz 90 w roku 2013) z ébn pomidora z widocznymi
| WSP- 2.0(.)5)' Na mer_nmaku e wywolywat objawy — od objawami chorobowymi w postaci deformacji blaszek,
mozaiki i przebarwig poprzez nekrotyczne plamy na

lisciach i bulwach, a po kartowacenie &in i opadanie przebarv_vma, nekroz I§C|’oraz. karlowaceniem q:iow;
lici, co znacaco wplywa na pogorszenie jada plonéw W:s_zysthe pozyskane proby paswano na 14_ga§unk0w
(Beczner i wsp. 1984). Podobnie w przypadku ponaidorros“r? te§towych w c_elu potwierdzenia obeéoiowirusa,
objawy powodowane przez tego wirusa OBy okreslenla’zakresu rsimn_ gospodarzy oraz p(_)wodoyvanych
zr6znicowane: od tagodnej mozaiki, poprzez preeavie symptomow. Zakres &tin testowych stanowityCapsicum

i wydiuzanie pdow oraz blaszek deiowych, deformacie, annuum, Chenopodium quinoa, Datura inoxia, Nicotiana

zahamowanie wzrostu czy nieréwnomierne wybarwiani enthamiana, N. ochentalls, N. tabacum cv. Samsup,
Sie OWOCOW . tabacum cv. White Burley,N. tabacum cv. Xanthi,

Material genetyczny wirusa stanowi pojedynczaphy%‘“sﬂor'dana’ Solanum lycopersicum cv. Beta Lux,

sensowna i RNA o dtugdci okoto 9700 nukleotyddw. g.g’fgxgk?%'r? g(\)/ e(r;sriacﬁ?ﬁSC\llyCI&%err]:Crl:]makcevr' x:gnmy
Na kacu 5 zwigzane jest biatko VPg, pelge rok z > 1yCop ) Y

- . longena. Rasliny inokulowano mechanicznie zawiesin
w translacji oraz podczas syntezy RNA, natomiast na. 9 y 3

koncu 3’ znajduje s ogon poliA. Genom wirusa zawiera wirusa w soku pochodeym z zebranych préb pomidora
jedry ramke odczytu (ORF — open reading frame), a IorO_roztartym w 0,05 M buforze fosforanowym (pH 8,0%t@- _
duktem translacji jest poliproteina, z ktorej w vilm sunku 1:1 (W/V) i utrzymywano w warunkach szklarnio

ciecia trzema wirusowymi proteazami (P1-Pro, HC—ProWyCh' Przez kolejne 3 tygodnie obserwowano objawy

oraz Nla-Pro) powstaje dziesibiatlek (P1-Pro, HC-Pro, chorobowe, sugergge wysapienie infekcji wirusowe;.

P3, 6K1, ClI, 6K2, Vpg, Nla-Pro, NIb RdRp, CP). Pdima

w wyniku zmiany ramki odczytu w cistronie P3 povista Identyfikacja serologiczna wirusa

dodatkowe, jedenaste biatko P3N-PIPO (Cuevas i wsp.

2012). Castki wirusa § nitkowate o dlugéci okoto Obecnd¢ wirusa we wszystkich #étinach testowych

730 nm isrednicy 11 nm (Dougherty i Carrington 1988). potwierdzono za pomac testu serologicznego ELISA

Dotychczas opisano wygtowanie trzech gtéwnych (enzyme-linked immunosorbent assay) (Clark i Adams

szczepow wirusa (PVY, PVY" i PVY®) (Glais i wsp. 1977), z zastosowaniem komercyjnych przeciwciabi k

2002) oraz licznych rekombinantéw. Spid rekom- niugatu przeciwko PVY (Bioreba). Do kdej studzienki

binantéw najliczniejsz grupz W Polsce stanowiizolaty nanoszono 100 pl gamma-globuliny rozcieonej w bu-

nalezace do szczepéw PVMVI (Chrzanowska 1991) forze weglanowym i inkubowano przez 4 godziny w tem-

z dwoma podgrupami: PV¥Vi-P oraz PVY'N242, a tak- peraturze 37°C. Po inkubacji przeciwciata usuwanplyt-

ze izolaty naleace do szczepu PVY™. ke plukano trzykrotnie przez 3 minuty buforem PBS
Do 2000 roku PVY w Polsce wygtowat sporadycznie zawierajcym 0,05% Tween-20 (PBS-T), w @hjsci

na ralinach pomidora. Pierwsze masowe wystwanie 200 pl na kady studzienk. Fragmenty kci pochodace

wirusa obserwowano w latach 2002 i 2008 na pomidtora z roslin testowych rozcierano w buforze ekstrakcyjnym

szklarniowych w Wielkopolsce (Pospieszny 2003; Posw mozdzierzu i tak przygotowany sokdmny nanoszono

pieszny i wsp. 2009). Obserwowano wowczas wyea w objetosci 100 pl do kadej studzienki. Dla kalej probki

objawy chorobowe przyczynigje s¢ do znacacych strat  wykonano dwa powtdérzenia. Jako kongrohegatywia
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nanoszono sok bnny przygotowany ze zdrowychdiin.  Tabela 1. Identyfikacja szczepow PVY za pomoceakii
Piytke inkubowano przez noc w temperaturze 4°C. Po RT-PCR (Rigotti i Gugerli 2007) _
inkubacji plytle ptukano trzykrotnie w buforze PBS-T i do Table 1. Id_entlf_lcatlon of P_VY strains using RT-PCe&action
kazdej studzienki dodawano 100 ul gamma-globuliny (Rigotti and Gugerli 2007)

sprzgnictej z alkaliczia fosfataz rozcieiczonej w buforze Wielkos¢ produktow RT-PCR [kpz]
ekstrakcyjnym. Po czterech godzinach inkubacji mpe- SSZCZ_epy Size of the RT-PCR products [kbp]
raturze 37°C plytk ptukano i wywotywano reakejbarwry trains PVY c3/f | PVY 3+/—| CP2+/—

stosujc wywotywacz fosfatazy zawiergy p-nitrofenylo- N
fosforan (Sigma-Aldrich) w objosci 1 mg/ml. Pomiaru PVY 0,44 111 _
absorbancji dokonano za pomoczytnika ELX800 (Bio- PvYN™
Tek Instruments INC). niezrekombinowany 0,44 1,11 -

PVYN™ nonrecombinant

PVYN™ zrekombinowany

Analiza w transmisyjnym mikroskopie elektronowym PVYN™ recombinant 044 - -
: ] : vY© 0,66 - 0,53
Wszystkie pozyskane préby pomidora ze szklarn
i gruntu, jak réwnie rosliny testowe wykazujce objawy PVY Wi(PVY"Wi-P) - - 0,53
chorobowe, byly sprawdzane podatdém obecnfci PVYNWI(PVY N242) 0.44 ~ 0.53

nitkowatych castek wirusowych o diugai okoto 730 nm
w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM, pyy© 0,66 — -
Hitachi 7700. Fragmenty blaszekdiowych o wielkdci
okolo 2 x 2 cm rozcierano na szkietku podstawowym
w kilku kroplach wody destylowanej. Uzyskany sok

rodlinny nanoszono na siatki miedziane (POWSCiencesQ/\/ynikiidyskusja/ResuIts and discussion
pokryte warsty formwaru i inkubowano 30 sekund.

Warstwe soku odgczano za pomogc bibuly, nanoszono Spairéd 176 zebranych prob, w 147 (69 w roku 2012
krople barwnika, odpowiednio 2% kwasu fosforowolfra- ;.. 78 W roku 2013) potwierdzono obeghowirusa.

mowego (PTA) o pH 7,2 lub 2% octanu uranylu (UA)pogopne nasilenie wygtowania PVY na pomidorze
0 pH 7,2 (Sigma) i ponownie inkubowano. Obserwacig,jarniowym obserwowano w latach 2002 oraz 2008
prowadzpnp w transmisyjnym mikroskopie elektronowym(POSpieszny 2003; Pospieszny i wsp. 2009). Wydajees
Przy napeciu przyspieszapym 80 kV. na takie zmiany w poraniu rdglin przez wirusa —
naprzemienne nasilanie i ograniczanie jego gpmivania,
mog mie¢ wptyw zmienne warunki klimatyczne. Ciepta,
diluga wiosna oraz ciepte lata &orzystne dla rozwoju
mszyc, ktére w sprzyjagych warunkach magefektyw-

) ; _ " niej przenosi wirusa, co skutkuje jego nasilonym
wych wszystkich wspnie zweryfikowanych ®in za \ysepowaniem. Po przeniesieniu pozyskanych izolatéw
pomog kitu RNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen) zgodnie 3 qjiny testowe obserwowano objawy chorobowe

z dotczomy proceduy. Dla kadej prby wykonano trzy - opacauterystyczne dia PVY. W przypadku 3liro testo-
odrebne reakcje RT-PCR (reverse transcription polymeraswych (. inoxia, S lycopersicum cv. Moneymaker oraz
chain reaction) z trzema parami starteréw (Rigo®u- g melongena) symptomy chorobowe #éity sic zalenie
gerli 2007). Reakcje przeprowadzano przyail zestawl oy szczeny wirusa. Wszystkie testowane odmianyniyto
DreamTag PCR Master Mix (Thermo Scientific) w @bj wykazywaly systemiczne objawy chorobowe, specyficzn
tosci 50 u!. Do kadej reakcji uyto 1 pl odpow?edniego dla infekcji PVY (tab. 2). W poatkowym etapie pora-
RNA 0 stzeniu 100 ng/ul, 200 nM startera 5" i 3', 25 Wl ;onia wirusem obserwowane byly przeienia wzdiu
2x DreamTag PCR Master Mix oraz 1 pl RevertAidneny gy, przechodze kolejno w silne deformacije blaszki
Reverse Transcriptase (200 U/UL) i .22 ul wody. IMg}p lisciowej. Odnotowywano roéwnie zamieranie starszych
przeprowadzono odwrogntranskrypo przez 20 minut o5 00vch [kci, a take zahamowanie wzrostu i karfo-

w temperaturze 42°C, a ngstie wstpra denaturag  \y4cenie relin. Wyrazne objawy chorobowe rejestrowano

— 3 minuty w temperaturze 95°C. Amplifikagprowadzo- 1\ nie; w przypadku réiin D. inoxia, S. melongena oraz
no w 30 cyklach obejmuggych: denaturagj 45 sekund \ q7vsikich odmian pomidora (tab. 2). Naslimach

w temperaturze 94°C, przyizanie starterow: 45 sekund p joyia obserwowane objawy chorobowe w postaci
w temperaturze 57°C i wydtanie nici: 60 sekund ;epanig i deformacii blaszek dciowych wystpowaly
w temperaturze 72°C. Reak@akaiczono w temperaturze jedynie w przypadku pozenia przez izolaty natece do
72°C przez 5 minut. Obecfib otrzymanych produkiow . ach szczepéw wirusa: PYWI-P, PVY'N242 oraz
amplifikacji obserwowano na 1%elu agarozowym py,NTN \y przypadku porzenia rélin D. inoxia przez

w $wietle UV. Na podstawie rozdziatu elektroforetycgoe izolaty naleace do szczepu P\infekcja byta bezobja-
produktow uzyskanych w  wyniku reakcji RT-PCR a5 Odwrota sytuace obserwowano dla &n ober-
uzyskar)e izo_laty’ klasyfikqwano do poszcze_gélnycl'%yny_ Jedynie w wyniku poe@nia przez izolaty natece
szczepow. Wielkét produktow RT-PCR powstgych — 4, “s;c7epu PV widoczne byly objawy chorobowe

w reakcji dla kadego ze szczepéw zamieszczono w tabeli iy postaci deformacji blaszeksdiowych oraz zahamo-

Identyfikacja szczepow PVY technilg RT-PCR

Catkowite RNA izolowano z fragmentéwédi szczyto-
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Tabela 2. Objawy na fbnach testowych powodowane przezné szczepy PVY
Table 2. Symptoms on tested plants caused byeiiffestrains of PVY

Rodliny — Plants Szczepy — Strains

PVY"Wi-P PVYNN242 PVYNTN PVY©
Nicotiana benthamiana d d d d
N. occidentalis d, z, zm d, z, zm d, z, zm d, z, zm
N. tabacumcv. Samsun pn, d, zm, z pn,d, zm, z pn, d, zm, z pn, d, zm, z
N. tabacum cv. Xanthi pn, d, zm, z pn,d, zm, z pn, d, zm, z pn, d, zm, z
N. tabacum cv. White Burley pn, d, zm, z pn,d, zm, z pn, d, zm, z pn, d, zm, z
Physalis floridana - - - -
Datura inoxia d, p d, p d, p (s)
Chenopodium quinoa - - - -
Solanum lycopersicum cv. Beta Lux d d d d
S lycopersicumcv. Grace d d d d
S. lycopersicum cv. Moneymaker d d d, n d
S. lycopersicum cv. Malinowy Qzarowski d d d d
Capsicum annuum (s) (s) (s) (s)
S. melongena (s) (s) (s) z, d

d — deformacje, z — zahamowanie wzrostu, skartomiaa&slin, zm — zamieranie 4ci, pn — przejénienia nerwéw(s) — infekcja utajona, n — nekrozy,

p — przebarwienia blaszelk;” — brak infekcji

d — deformation, z — stunting of the plants, zmants death, pn — veins clearing, s — symptomlgfetion, n — necrosis, p — discoloration of thef le
blades, ,—" — no infection

wania wzrostu. W wyniku infekcji wirusem wszystkich Dodatkowo, w niektérych probach obserwowano obg&gno
testowanych odmian pomidora pojawiahe sleformacje infekcji mieszanych.
blaszki Iéciowej, zwijanie brzegéw blaszkistiowej oraz Dotychczas na pomidorze w Polsce obserwowane byty
zahamowanie wzrostu (tab. 2). Ponadto, nédlimach jedynie izolaty wirusa naigce do szczepu PVYViI-P
pomidora odmiany Moneymaker, po okoto 2 tygodniachPospieszny i wsp. 2009). W latach 2012-2013 stwier
od inokulacji obserwowano nekrotyczne plamy nadzono wystpowanie rénych szczepéw wirusa (PV'Wi-
blaszkach kciowych, powodowane przez izolaty zaklasy-P, PVY'N242, PVY'™ i PVY©), std struktura populacii
fikowane péniej do szczepu PVY". Izolaty naleéace do  wirusa pochodzego z pomidora bardziej przypomina t
tego szczepu uwane § za gtébwne czynniki wywoltace — wystpujagca na ziemniaku. Jak wynika z przepro-
PTNRD (Tuber Necrotic Ringspot Disease) na ziemmiakwadzonych analiz zdecydowanwiekszas¢ zidentyfi-
(Chikh Ali i wsp. 2007). kowanych izolatéw w Polsce na pomidorze stapote

Obecnd¢ wirusa w rdlinach testowych potwierdzono nalezace do szczepu PVYWiI-P, podobnie jak ma to
za pomog testu immunoenzymatycznego ELISA z komer-miejsce w rélinach ziemniaka (Golnik i wsp. 2007),
cyjng surowi@ specyficzg dla PVY, a take wykorzys- natomiast najmniej jest izolatow nadeych do szczepu
tujac transmisyjny mikroskop elektronowy. Przeprowa-PVY°.
dzony test ELISA pozwolit na potwierdzenie obeg@mno
wirusa w materiale biologicznym pochadgm z ralin
testowych, zarébwno w gbnach z wyranymi objawami
chorobowymi, jak i w rélinach, u ktérych nie obser-
wowano objawow takich, jakC. annuum, S. melongena
oraz D. inoxia (tab. 2). Réliny testowe, na ktérych
wystgpity objawy chorobowe typowe dla PVY sprawdzano |
pod lgtem obecnéci czstek nitkowatych o dlugaei
730 nm, typowych dla wiruséw z rodzaRotyvirus. We
wszystkich przypadkach w sokuslionym potwierdzono
obecnd¢ infekcji wirusowej (rys. 1A, B).

Na podstawie wielké&i produktéw uzyskanych
w wyniku RT-PCR (rys. 2) Wszystkle izolaty przypgulz === -
kowano do konkretnych szczepow (tab. 1). Wykazaro, Rys 1A B. Nltkowate czgstkl wirusa [strza’rkl] w soku pocho-
spairod 147 wstpnie zweryfikowanych izolatéw 76 na- _ dzacym z poraonych rdlin .
lezy do szczepu PVWWI-P. 30 do szczepu PVAKI242. Fig. 1A, B. .FfllaT%ntcl)ustwrus particles [arrows]sap from the
27 do szczepu PVYN, natomiast 14 do szczepu PYY imected plants
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wczesniejsze rozpogcxie wiosennej migracji przez ich
-nieziemniaczane” gatunki (Kostiw i Robak 2008; Pos
pieszny i wsp. 2009). Z uwagi na wzrost znaczersaym
nieziemniaczanych wydaje ¢size zagraenie wirusem
upraw pomidora ¢dzie wzrastato.

Whnioski / Conclusions

1. W latach 2012 i 2013 zaobserwowano liczne wesyst
powanie wirusa Y ziemniaka nashmach pomidora
szklarniowego i gruntowego w idych regionach
Polski.

. Znaczcej zmianie ulegla struktura populacji tego
wirusa na pomidorze. Stwierdzono obeg@nhozterech

Rys. 2. Rozdziat elektroforetyczne produktow reakRgj-PCR 2
Fig. 2. Electrophoretic separation of RT-PCR products
1, 9 — marker HypperLader IV (Bioline); 2 — kontalegatywna; 3, 4 —

PVY®; 5, 6 — PVYIN242; 7 — PV¥'™; 8 — PVYWi-P; 4, 6, 7 — startery réznych szczepow wirusa: PVMWWVI-P, PVY'N242,
PVY c3/f; 3, 6, 8 — starter 2+/1— . PVYN™ oraz PVY’, w stosunku odpowiednio 52, 20,
1, 9 — HypperLadder IV (Bioline); 2 — negative o3, 4 — PVY 18 i 10%, co odpowiada strukturze populacji wirusa

5, 6 — PVY'N242; 7 — PVY™; 8 — PVY'Wi-P; 4, 6, 7 — PVY c3/f S ' iak
primers; 3, 6, 8 — CP2+/1- primer wystpujacej na ziemniaku.

Z tego wzgtdu mazna wnioskowd, ze zrodiem ) . i
infekcji jest ziemniak, ktérego bulwyasw okoto 40% Projekt zostat sfinansowany z&odkéw Narodowego

porazone przez PVY. Ponadto, na zdecydowany wzrodeentrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji mume
poraenia ralin pomidora przez tego wirusa e mig DEC-2012/07/N/NZ9/01751.
wplyw zmiana w strukturze populacji mszyc, a zak
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