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Detection and characterization of Chrysanthemum virus B (CVB)
isolates in Poland

Wykrywanie i charakterystyka izolatdw wirusa B chryzantemy
(Chrysanthemum virus B, CVB) w Polsce

Aleksandra Zarzynska-Nowak, Beata Hasiow-Jaroszewska, Natasza Borodynko, Henryk Pospieszny

Summary

In 2013 and 2014 in the Plant Disease Clinic of Institute of Plant Protection — National Research Institute in Poznan,
chrysanthemum plants showing symptoms of stunted growth, mosaic and malformation of leaves and abnormal pigmentation of
flowers were tested. All plants were analyzed using biological, electron microscopy and molecular biology methods. The plants were
examined for the presence of the following pathogens: Chrysanthemum virus B (CVB), Tomato aspermy virus (TAV), Chrysanthemum
stunt viroid (CSVd) and Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd). The presence of CVB was confirmed in the samples collected
from 15 plants. The isolates were genetically identical and shared high level of similarity with isolates from India and Japan.
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Streszczenie

W latach 2013-2014 w Klinice Chordb Roslin Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu
testowano rosliny chryzantemy wykazujgce objawy: zahamowania wzrostu, mozaiki i deformacji blaszek lisciowych oraz nie-
prawidtowe] pigmentacji kwiatdw. Przeprowadzono testy biologiczne, obserwacje mikroskopowe oraz badania z zastosowaniem
technik biologii molekularnej. Rosliny testowano na obecnos¢ patogendw takich, jak: wirus B chryzantemy (Chrysanthemum virus B,
CVB), wirus aspermii pomidora (Tomato aspermy virus, TAV), wiroid kartowatosci chryzantemy (Chrysanthemum stunt viroid, CSVd)
oraz wiroid chlorotycznej plamistosci chryzantemy (Chrysanthemum chlorotic mottle viroid, CChMVd). W 15 prébach wykryto jedynie
wirusa B chryzantemy. Sekwencje nukleotydéw genu biatka ptaszcza badanych izolatéw CVB byly identyczne. Analiza filogenetyczna
wykazata podobienistwo genetyczne polskich izolatéw CVB do izolatow z Indii i Japonii.

Stowa kluczowe: Chrysanthemum virus B; mikroskopia elektronowa; RT-PCR; analiza filogenetyczna
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Wstep / Introduction Test biologiczny

W celu ustalenia zakresustim gospodarzy oraz obja-
wow na nich wywotywanych, dtie chryzantemy z wi-
docznymi zmianami roztarto w buforze fosforanowym
0 pH 7,0. Otrzymanym sokiem inokulowano rasface
rosliny wskaznikowe: komos ryzowsg (Chenopodium
quinoa), petun¢ ogrodowy (Petunia hybrida), szpinak
nowozelandzki Tetragonia expansa), ogdrka siewnego
(Cucumis sativus) oraz tytonie Nicotiana glutinosa,

N. tabacum odmiana Xanthi, Samsun i White Burley).
Vgioéliny utrzymywano w statej temperaturze 23°C w wa-
runkach 16-godzinnego flwietlania.

Nalezagcy do rodzajuCarlavirus (rodzina Betaflexi-
viridae), wirus B chryzantemyChrysanthemum virus B,
CVB) jest jednym z najgrmiejszych patogendw tej
rosliny (Singh i wsp. 2007; Verma i wsp. 2007). Ze
wzgledu na jego powszechne wggbwanie mae
stanowé powane zagraenie dla uprawy chryzantemy.
Infekcja wirusem mge powodowé zahamowanie wzrostu
rodlin, deformacg i przebarwienie kwiatow (Ohkawa
i wsp. 2007) lub mze przebiegabezobjawowo. CVB jest
przenoszony w sposéb nietrwaly przez wiele gatunkd
mszyc, m.in.:Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae,
Aulacorthum solani, Coloradoa rufomaculata i Macro-
siphoniella sanborni. Patogen mee by roéwniez prze-
noszony mechanicznie (Kryciski 2009).

Czastki wirusa maj ksztatt nitkowaty, diug& okoto Calkowity RNA wyizolowano ze 100 mgsti porao-
680 nm iérednie okoto 12 nm (Verma i wsp. 2003). nych rglin stosujpc zestaw RNea$yPlant Mini Kit
Genom CVB zbudowany jest z pojedynczej nici RNA(Qiagen), zgodnie z zaleceniami producenta. Reakcj
(ribonucleic acid) (okoto 8800 nt) o pozytywnejamtacji odwrotnej transkrypcji i #acuchowej polimerazyrzepro-

i podobnie, jak u innych przedstawicieli rodzdjarlavi-  wadzono za pomaczestawu Transcriptor One-Step RT-
rus, zawiera sz& ramek odczytu (Open Reading Frames -PCR (Roche), zgodnie z zaleceniami producentak&idej
ORFs). Pierwsza z nich, ORF1, koduje biatko dxer rosliny przeprowadzono osobmeakcg z wyciem starterow
udziat w replikacji wirusa, kolejne ORF2, 3 i 4 kgg literaturowych: CVB F/R, TAV F/R, CSvd F/R
kompleks biatkowy odpowiedzialny za przemieszczanid CChMVd F/R, zaprojektowanych na podstawie sekyienc
sic wirusa z komorki do komoérki (Triple Gene Block, CVB, wirusa aspermii pomidoral¢mato aspermy virus,
TGB), ORF5 koduje biatko ptaszcza, natomiast osatn TAV), wiroida kartowatdci chryzantemy Chrysanthemum
ramka odczytu koduje biatko mage zdoIné¢ do wiazania ~ Stunt viroid, CSVd) oraz wiroida chlorotycznej plami&to
sic z kwasami nukleinowymi. Jego funkcja nie jest dothryzantemy Chrysanthemum chlorotic mottle viroid,
koaca poznana, lecz przypuszczalnie bierze ono udzigChMVd) (Song i wsp. 2012). Reakcpdwrotnej trans-
W procesie przenoszenia wirusa przez mszyedz fest  K'YPCii prowadzono w temperaturze 50°C przez 30, min
zaangaowane w transkrypejgenéw gospodarza, wycisza- & Nastpnie, po wsipnej denaturacji w 94°C przez 7 min,

nie genow lub w proces replikacji wirusowego RNAprzeprowadzono reakcjPCR w naspujacych cyklach
(Adams i wsp. 2012) termicznych: 94°C przez 10 s; 52°C (dla CSVd) @G

W latach 2013-2014 w Klinice Choréb #fa Instytu- (dia CkVB TAV id?F:hMVd)6§£zc:ez 30 5;7 68-°Ctprzez 1mi
tu Ochrony Rélin — Paistwowego Instytutu Badawczego oraz kmcowe wyctenie w przez  minut.
w Poznaniu testowano 20 &fm chryzantemy pocho- Otrzymane produkty RT-PCR rozdzielano elektro-

dzcveh 7 uora szklarniowei kazgvch obia foretycznie na 1%elu agarozowym z dodatkiem barwnika
Acy prawy 1, WyKkaagy 18WY " Midori Green DNA Stain (Nippon Genetics Europe

zahamowania wzrostu, mozaiki i deformacji blaszelbmbH) Produkty oczvszczanozelu za pomoe Nucleo-
lisciowych oraz nieréwnomiernego wybarwienia kwiatéw.Spin ®.Gel and )I/DCR %Zlean-up (MacheF)ry-N?gel) zgedni

W, _celu zidentyfikowania przyczyny po_wstalyc_:h £Mian; - aleceniami producenta i ligowano do wektora pGEM

rosliny pr;etestowano technlk_aml biologicznymi, mikros Easy (Promega). Nagtnie przeprowadzano transformac

kopowymi oraz molekularnymi. metod, szoku termicznego do komorek kompetentnych
Escherichia coli TOP10 (Invitrogen). Plazmidowe DNA
(deoxyrybonucleic acid) izolowano zzyciem zestawu

RT-PCR (rever setranscription-polymerase chain
reaction)

Materialy i metody / Materials and methods NucleoSpin ® Plasmid (NoLid) (Machery-Nagel). Obec-
nos¢ insertow weryfikowano poprzez trawienie enzymem
Mikroskopia elektronowa restrykcyjnym EcoRI (Thermo Scientific). DNA sekwen

cjonowano z @yciem uniwersalnych starterow M13F/R

Pierwszym etapem bafldylo wykonanie dla kalej w firmie Genomed S.A

z 20 rdlin preparatow mikroskopowych. Na pokryte
formwarem miedziane siateczki naniesiono so¥imny
uzyskany z roztartych w wodzie pacaych lgci. Po 1 mi-
nutowej inkubaciji preparaty wybarwiano kwasem fosfo Uzyskane sekwencje nukleotydow analizowano przy
wolframowym o pH 7,2 i przegiano w transmisyjnym Uzyciu programu BioEdit (Hall 1999), a naghie za-
mikroskopie elektronowym Hitachi HT7700, przy naps ~ Mieszczono je w Banku Gendw. Drzewo filogenetyczne
przyspieszajcym wynoszacym 80 kV. skonstruowano metgdnajwigkszej wiarygodnéci w pro-
gramie MEGA 5.2 (Tamura i wsp. 2011) z wykorzys-
taniem otrzymanych sekwencji oraz sekwencji zdepono
wanych w Banku Gendw.

Analiza filogenetyczna
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Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Mikroskopia elektronowa

Obserwacja w transmisyjnym mikroskopie elektro-
nowym wykazata obecsé w 15 preparatach nitkowatych
czastek o diugéci okoto 680 nm isrednicy okoto 12 nm
typowych dla wiruséw z rodzajQarlavius (rys. 1).

Rys. 1. Nitkowate c@tki wirusa widoczne w transmisyjnym
mikroskopie elektronowym

Fig. 1. Filamentous virus particles observed iansmission
electron microscopy

Test biologiczny

Na raslinach petunii, szpinaku oraz tytoniu, po trzech
tygodniach od inokulacji obserwowano objawy choro
bowe. Na lciachP. hybrida orazT. expansa wysipowaty
lokalne, zolte, chlorotyczne plamy. W przypadku dwoch
odmian tytoniu réwniz odnotowano obeci6 lokalnych
plam, przy czym na\. glutinosa byty one chlorotyczne,
zas na N. tabacum odmiany Xanthi — nekrotyczne. Na
pozostatych gatunkach dlm testowych nie obserwowano
zadnych zmian. Dla kalej z rdlin przeprowadzono
obserwacje mikroskopowe, ktore potwierdzity obexno
nitkowatych castek wirusa w prébach wykonanych <o
lin wykazujcych objawy chorobowe oraz ich brak w pre-
paratach z rdin bez objawéw porzenia.

RT-PCR

W 15 badanych prébach otrzymano produkt o oczek
wanej wielkdci 620 par zasad, potwierdzey poraenie
roslin przez CVB (rys. 2). Proby te pochodzity zslin,

w ktérych soku obserwowano w transmisyjnym mikros:
kopie elektronowym obecké czstek wirusa. W bada-
nych prébach fici z 20 rdlin chryzantemy nie wykryto
TAV oraz wiroidow.

Rys. 2. Rozdziat elektroforetyczny dla jednej prabyyzantemy

badanej testem RT-PCR na obe&no czterech
patogenoéw. 1 — marker HyperLadder IV(Bioline), 2 —
kontrola negatywna, 3 — CVB, 4 — TAV, 5 — SCVd,
6 — CChmMvd

Electrophoretic separation of RT-PCR prochiatained
for one plant sample examined for the presencewof f
pathogens. 1 — DNA ladder HyperLadder IV(Bioline),
2 — negative control, 3 — CVB, 4 — TAV, 5 — SCVd,
6 — CChmMvd

Fig. 2.

Analiza filogenetyczna

Uzyskane sekwencje z 15 préb byly identyczne. Jedna
z sekwencji zostata zdeponowana w Banku Genow pod
numerem akcesyjnym: KJ489421. Analiza drzewa filo-
genetycznego skonstruowanego na podstawie sekwencji
nukleotydéw polskiego izolatu CVB oraz 32 sekwencji
innych izolatéw pozyskanych z Banku Gendéw wykazata,
iz polski izolat grupuje si z izolatami z Indii (nr
akcesyjne: AJ585514.1, AJ812569.1 i AJ871367.1y ora
z izolatem z Japonii (nr akcesyjny: AB245142.1%(13).

Wirus B chryzantemy jest szeroko rozpowszechniony
na $wiecie i wykazuje wysoki stopie zréznicowania
genetycznego. Analiza sekwencji genu kadego biatko
ptaszcza 29 izolatéw CVB zebranych w Indiach wykaza
74-98% podobigstwa (Singh i wsp. 2007). W Polsce
wirus byt wykrywany gtéwnie za pomedestéw serolo-
gicznych, std niewiele wiadomo na temat zrécowania

jego populacji. Dogpne dane z 2000 roku szagprocent

porazenia chryzantem przez CVB od 8 do 41 (Balukiewicz
i Kryczynski 2001). Stwierdzona w badaniach homologia
sekwencji izolatow przetestowanych w 2013 i 201Kuro
moze wskazywé& na wspolnezrédio zakaenia. Intere-
sujgcy jest fakt, ze polskie izolaty wykazaly wysoki
stopien pokrewigistwa genetycznego z izolatami z Indii
i Japonii. Ze wzgldu na szkodliwé& wirusa oraz poten-
cjalne straty, jakie m@ on wywolywd& w uprawie,
zdrowotn@g¢ materiatu rélinnego powinna podlega
kontroli. Zaplanowano opracowanie techniki izotelmea
amplifikacji DNA umazliwiajacej wykrywanie szerokiego
spektrum izolatbw w warunkach szklarniowych bez
potrzeby stosowania drogiej aparatury.
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Rys. 3. Drzewo filogenetyczne uzyskane na podstaskwenciji nukleotydéw polskiego izolatu CVB oraalatéw zdeponowanych
w Banku Genéw. Polski izolat oznaczono krapk

Fig. 3. Phylogenetic tree constructed based onotitained nucleotide sequences of CVB Polish iscdeteé other CVB isolates
deposited in the GenBank database. Polish isolataiked by dot

Whioski / Conclusions 2. Sparéd 20 rélin chryzantemy testowanych w Klinice
Chorob Rélin, 15 poraonych byto wirusem B chry-
1. W soku rdlinnym uzyskanym z pogmnych rdlin zantemy.
chryzantemy, stwierdzono obegho nitkowatych 3. Analiza filogenetyczna wykazata podoiséwo pols-
czastek wirusa o dlugei 680 nm isrednicy okoto kich izolatéw CVB do izolatéw z Indii i Japonii.

12 nm.



Progress in Plant Protection 54 (4) 2014 475

Literatura / References

Adams M.J., Candresse T., Hammond J., Kreuze J.&iteM G.P., Namba S., Pearson M.N., Ryu K.H., 8adti P., Yoshikawa N.
2012. FamilyBetaflexiviride, GenusCarlavirus. p. 1143-1147. In: ,Virus Taxonomy, Classificatiand Nomenclature of Viruses”
(A.M.Q. King, M.J. Adams, E.B. Carstens, E.J. Lefkizweds). Academic Press, London, 1327 pp.

Balukiewicz A., Kryczyski S. 2001. Viruses in chrysanthemum mother spbakts in Poland. Phytopathol. Pol. 22: 107-115.

Hall T.A. 1999. BioEdit: a user-friendly biologicakquence alignment editor and analysis programWiomdows 95/98/NT. Nucl.
Acids. Symp. Ser. 41: 95-98.

Kryczynski S. 2009. Najwaniejsze wirusy i wiroidy chryzantem ze szczegolnyweglednieniem tego problemu w Polsce. Post. Nauk
Rol. 2: 71-88.

Ohkawa A., Yamada M., Sayama H., Sugiyama N., OKaiddNatsuaki T. 2007. Complete nucleotide sequefidapanese isolate of
Chrysanthemum virus B (genus Carlavirus). Arch. Virol. 152: 2253-2258.

Singh L., Hallan V., Jabeen N., Singh A.K., Ram Rartih D.P., Zaidi A.A. 2007. Coat protein gene dsiy amongChrysanthemum
virus B isolates from India. Arch. Virol. 152: 405-413.

Song A, You Y., Chen F., Li P., Jiang J., Cher2@1l2. A multiplex RT-PCR for rapid and simultaneousedgon of viruses and
viroids in chrysanthemum. Let. Appl. Microbiol. 5&+13.

Tamura K., Peterson D., Peterson N., Stecher G.M\eKumar S. 2011. MEGAS5: Molecular EvolutionaBenetics Analysis using
Maximum Likelihood, Evolutionary Distance, and Maxim Parsimony Methods. Mol. Biol. Evol. 28: 2731-273

Verma N., Mehra A., Singh L., Hallan V., Singh A,Kabeen N., Singh M.K., Ram R., Zaidi A.A. 2007 &8aing for viruses infecting
chrysanthemum cultivars in India. Sci. Hortic. 1260-265.

Verma N., Sharma A., Ram R., Hallan V., Zaidi A.®03. Detection, identification and incidenceGfrysanthemum B carlavirus in
chrysanthemum in India. Crop Prot. 22: 425-429.



