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Allexiviruses — pathogens of garlic plants

Allexiwirusy — patogeny czosnku pospolitego

Maria Bereda*, Elzbieta Paduch-Cichal

Summary

Garlic (Allium sativum L.) is one of the most important culinary herbs in Poland. Viral diseases are among the most serious threats
to garlic cultivation. As garlic is vegetatively propagated, virus infections are transmitted from one crop cycle to another through
infected cloves. The most commons viruses infecting garlic plants are members of three families: Potyviridae (genus Potyvirus),
Betaflexiviridae (genus Carlavirus) and Alphaflexiviridae (genus Allexivirus). These viruses have similar morphological properties and
often similar biology, thus it is very difficult to distinguish them. Eight virus species belong to the genus Allexivirus: Garlic mite-borne
filamentous virus (GarMbFV), Garlic virus A (GarV-A), Garlic virus B (GarV-B), Garlic virus C (GarV-C), Garlic virus D (GarV-D), Garlic virus
E (GarV-E), Garlic virus X (GarV-X) and Shallot virus X (ShVX). Infections of allexiviruses can cause severe losses in garlic production
fields such as — decrease in bulbs’ weight (14-32%) and reduction of their diameter (6—11%). Phylogenetic analysis based on
nucleotide, as well as amino acid sequences of different genome fragments, has revealed genetic diversity within populations of
allexiviruses. Furthermore, the diagnostic methods used for detection of viruses that belong to the genus Allexivirus occurring in garlic
plants are described.
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Streszczenie

Czosnek pospolity (Allium sativum L.) jest jedng z najwazniejszych roslin przyprawowych uprawianych w Polsce. Ze wzgledu na to,
ze jest to roslina rozmnazana jedynie w sposéb wegetatywny, wirusy przenoszone s3 z jednego cyklu uprawy na kolejny wraz
z zainfekowanymi cebulami. Czosnek jest porazany przede wszystkim przez wirusy nalezgce do trzech rodzin: Potyviridae (rodzaj
Potyvirus), Betaflexiviridae (rodzaj Carlavirus) i Alphaflexiviridae (rodzaj Allexivirus). S3 to wirusy o zblizonej morfologii oraz
wiasciwosciach biologicznych, dlatego istnieja trudnosci w rozdzieleniu kompleksu tych wiruséw. Do rodzaju Allexivirus nalezy osiem
gatunkow wirusow: przenoszony przez szpeciele nitkowaty wirus czosnku (Garlic mite-borne filamentous virus, GarMbFV), wirus A
czosnku (Garlic virus A, GarV-A), wirus B czosnku (Garlic virus B, GarV-B), wirus C czosnku (Garlic virus C, GarV-C), wirus D czosnku
(Garlic virus D, GarV-D), wirus E czosnku (Garlic virus E, GarV-E), wirus X czosnku (Garlic virus X, GarV-X) i wirus X szalotki (Shallot virus
X, ShVX). Obecnosé allexiwirusow w roslinach czosnku jest przyczyng spadku plonu — redukcja ciezaru cebul (14—32%) oraz ich Srednicy
(6-11%). Na podstawie wynikdw przeprowadzonych analiz filogenetycznych, opartych na budowie sekwencji nukleotydéw i amino-
kwaséw réznych fragmentow genomu poszczegdlnych gatunkdw ustalono, ze allexiwirusy sg zréznicowane genetycznie. Ponadto
przedstawiono metody diagnostyczne wykorzystywane do wykrywania i identyfikacji allexiwirusow w roslinach czosnku pospolitego.

Stowa kluczowe: czosnek; allexiwirusy; genom; zréznicowanie genetyczne; diagnostyka
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Wstep / Introduction

Czosnek pospolity (4llium sativum L.) nalezy do ro-
dziny czosnkowatych (Alliaceae), rzedu amarylkowcow
(Amaryllidales). Pochodzi z okolicy gor Tien-szan poto-
zonych w Azji centralnej. Jest jedng z najstarszych, zna-
nych od okoto 7 tysiecy lat roslin uprawnych, a ze wzgledu
na swoje wlasciwosci nie tylko ceniong i bardzo popularna
przyprawa, ale rowniez uznang ro$ling wykorzystywang w
celach leczniczych.

Uprawy czosnku pospolitego zlokalizowane sa w roz-
nych rejonach $wiata, gtéwnie na terenie Chin, Indii i Ko-
rei Poludniowej oraz w krajach basenu Morza Srodziem-
nego (Hiszpania, Francja, Egipt, Turcja), w Ameryce
Potudniowej (Argentyna, Brazylia), Ameryce Poéinocnej
(Meksyk, USA) i Rosji (FAO 2011). W Polsce czosnek
pospolity jest uprawiany przede wszystkim na terenie wo-
jewodztw: malopolskiego (gminy Radziemice i Stomniki),
mazowieckiego (gmina Latowicz), lubuskiego (gmina
Chelm) i wielkopolskiego (gminy Dobrzyca i Goleszow).

Obserwowany w ostatnich latach wzrost zainteresowa-
nia czosnkiem pospolitym wynika z jego waloréw smako-
wych 1 wlasciwosci prozdrowotnych, co wigze si¢ z ko-
niecznoscia pozyskiwania wysokiej jakosci surowca
zarowno dla przemystu farmaceutycznego, jak i spozyw-
czego. Tymczasem uzyskanie zdrowych, pelnowartoscio-
wych cebul nie jest fatwe glownie ze wzgledu na
powszechne wystepowanie chordob wywolywanych przez
czynniki infekcyjne, w okresie wegetacji sg to grzyby:
Fusarium oxysporum, F. avenaceum, Pyrenochaeta terres-
tris, P. verrucosum var. cyclopium, Sclerotium cepivorum,
Botrytis sp., a podczas przechowywania bakterie z rodzaju:
Bacillus, Erwinia i Pseudomonas.

Szczegdlne zagrozenie dla czosnku pospolitego sta-
nowig wirusy. Wickszos¢ uprawianych odmian czosnku
pospolitego nie wytwarza nasion, dlatego roslina rozmna-
zana jest jedynie wegetatywnie przez zabki i cebulki
powietrzne (Etoh 1985; Simon i Jenderek 2003). Pow-
szechnie uwaza sig¢, ze gatunki roslin rozmnazane wege-
tatywnie sa szczegdlnie zagrozone przez choroby
wirusowe. Przyczyng tego jest nicuchronnos¢ przeniesienia
wirusa. Z chorej rosliny matecznej zawsze uzyskuje si¢
zawirusowane organy stuzace do rozmnazania. Drugim
czynnikiem jest zjawisko wirusowej degeneracji roslin
(Kryczynski 2010). Dodatkowo w trakcie uprawy i prze-
chowywania cebul czosnku pospolitego wirusy moga by¢
przenoszone przez wektory: owady (mszyce) lub pajeczaki
(szpeciele) (King i wsp. 2012). W roslinach czosnku
pospolitego wykryto rdézne gatunki wirusow z rodzajow:
Potyvirus, Carlavirus, Cucumovirus, Tobravirus, Toba-
movirus, Cytorhabdovirus, Nepovirus, Tospovirus oraz
Macluravirus.

Jednym z wazniejszych zagrozen w uprawie czosnku
pospolitego sa gatunki wiruséw nalezace do rodzaju
Allexivirus ze wzgledu na sposob ich rozprzestrzeniania
wraz z materialem rozmnozeniowym oraz przenoszenie
w okresie wegetacji.

Poznanie biologii i epidemiologii allexiwirusow ma
bardzo istotnie znaczenie dla praktyki, zwlaszcza dla shuzb
Panstwowej Inspekcji Ochrony Roslin i Nasiennictwa
(PIORIN) oraz polskich producentow i w przysziosci

pozwoli na podjecie dzialan zmierzajacych do poprawy
perspektywy uprawy czosnku pospolitego w Polsce.

Niniejszy artykut jest przegladem piSmiennictwa doty-
czacego wirusow zaliczonych do rodzaju Allexivirus.
Intencja autoro6w niniejszej pracy bylo zaprezentowanie
zamieszczonych w literaturze przedmiotu zagadnien zwig-
zanych z wystepowaniem, szkodliwo$cia, etiologia, epide-
miologig, zrdéznicowaniem genetycznym allexiwiruséw
oraz mozliwo$ciami wykrywania i identyfikacji tej grupy
patogendéw w roslinach czosnku pospolitego.

Ogodlna charakterystyka wiruséw z rodzaju
Allexivirus | Characterization of viruses
of the genus Allexivirus

Gatunki nalezace do rodzaju Allexivirus s3 nowa, malo
poznang grupa wirusOw porazajacych rosliny nalezace do
rodzaju Allium. Pierwsze doniesienia dotyczace przeno-
szonych przez szpeciele wirusow porazajacych rosliny
cebuli zwyczajnej pochodza z 1971 roku z terendéw
obecnej Rosji (Razvjazkina 1971). W 1991 roku Van Dijk
opisal dwa gatunki wirusOw na terenie Holandii, ktorych
wektorem byt szpeciel (Aceria tulipae) i nadal im nazwy:
przenoszony przez szpeciele utajony wirus cebuli (Onion
mite-borne latent virus, OMbLV) oraz przenoszony przez
szpeciele utajony wirus szalotki (Shallot mite-borne latent
virus, SMbLV). Na podstawie cech morfologicznych
i cytopatologicznych autor zaklasyfikowal wyizolowane
wirusy do rodzaju Rymovirus (rodzina Potyviridae). Poz-
niejsze badania oparte na wilasciwosciach serologicznych
wykazaly, ze uzyskane izolaty sg serologicznie podobne do
wirusa X szalotki (Shallot virus X, ShVX) (Van Dijk i Van
der Vlugt 1994). Od tego momentu, kolejnym wykrywa-
nym w roslinach czosnku pospolitego przenoszonym przez
szpeciele wirusom nadawano nazwy: wirus A czosnku
(Garlic virus A, GarV-A), wirus B czosnku (Garlic virus
B, GarV-B), wirus C czosnku (Garlic virus C, GarV-C)
oraz wirus D czosnku (Garlic virus D, GarV-D) (Sumi
i wsp. 1993) i na podstawie podobienstwa sekwencji
nukleotydow przyporzadkowano do jednego rodzaju —
Allexivirus (Hillman i Lawrence 1995).

Obecnie do rodzaju Allexivirus naleza nastgpujace ga-
tunki wirusow (IX Raport ICTV) (King i wsp. 2012):
nitkowaty wirus czosnku przenoszony przez szpeciele
(Garlic mite-borne filamentous virus, GarMbFV), wirus A
czosnku (Garlic virus A, GarV-A), wirus B czosnku
(Garlic virus B, GarV-B), wirus C czosnku (Garlic virus
C, GarV-C), wirus D czosnku (Garlic virus D, GarV-D),
wirus E czosnku (Garlic virus E, GarV-E), wirus X
czosnku (Garlic virus X, GarV-X) i wirus X szalotki
(Shallot virus X, ShVX).

Czastki wirusow z rodzaju Allexivirus sa nitkowate,
mocno powyginane o $rednicy okoto 12 nm i dtugosci oko-
o 800 nm (King i wsp. 2012).

Dotychczas sgdzono, ze gatunki nalezace do rodzaju
Allexivirus porazaja w naturze jedynie ro$liny z rodzaju
Allium (Van Dijk 1991; Van Dijk i Van der Vlugt 1994).
Tymczasem Fidan i wsp. (2015) wykryli GarV-D
w 41 probach urgini morskiej (Urginea maritime L., rodzi-
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na Hyacinthaceae) pochodzacej z krajow basenu Morza
Srodziemnego.

Allexiwirusy sa rozprzestrzeniane z materialem roz-
mnozeniowym, a w okresie wegetacji i podczas przecho-
wywania cebul ich wektorem jest szpeciel Aceria tulipae
(Van Dijk 1991).

Gatunki nalezace do rodzaju Allexivirus notowano
w ro§linach czosnku pospolitego na terenie Argentyny
(Conci i wsp. 1992; Cafrune i wsp. 2006), Australii (Wylie
i wsp. 2012b), Brazylii (Melo-Filho i wsp. 2004; Mituti
1 wsp. 2015), Chin (Chen i wsp. 2001), Czech (Klukackova
i wsp. 2007), Etiopii (Jemal 1 wsp. 2015), Grecji (Dovas
i wsp. 2001), Hiszpanii (Tabanelli i wsp. 2004), Indii
(Singh i wsp. 2014), Iranu (Shahraecen i wsp. 2008),
Japonii (Sumi i wsp. 1993; Yamashita i wsp. 1996; Sumi
i wsp. 1999), Korei (Park i wsp. 2005; Lee i wsp. 2007),
Nowej Zelandii (Ward 1 wsp. 2009), Stowenii (Mavric
i Ravnikar 2005), Sudanu (Mohammed i wsp. 2013), Rosji
(Kanyuka i wsp. 1992), Stanow Zjednoczonych (Gieck
i wsp. 2009), Polski (Chodorska i wsp. 2014) oraz Wioch
(Dovas i Volvas 2003). Na rysunku 1. zaprezentowano
schemat rozmieszczenia allexiwirusow na $wiecie.

Szkodliwo$¢ gatunkow wiruséw nalezacych do rodzaju
Allexivirus wiaze si¢ z pogorszeniem jakosci uzyskiwane-
go plonu. Badania przeprowadzone na polach uprawnych
w Argentynie wykazaly, ze porazenie przez GarV-A roslin
czosnku pospolitego odmiany Blanco i Morado skutko-
walo obnizeniem ci¢zaru cebul (14-32%) oraz redukcja
srednicy cebul (6—-11%) w stosunku do plonu uzyskanego
z ro§lin zdrowych. W przypadku zakazenia materialu
roslinnego przez GarV-C notowano spadek ci¢zaru cebul
wynoszacy 15% oraz zmniejszenie ich $rednicy o 5%
(Cafrune i wsp. 2006). Podobne wyniki badan uzyskali
Perotto i wsp. (2010), ktorzy sprawdzali wptyw porazenia
GarV-A i GarV-C na cigzar cebul czosnku pospolitego
odmiany Blanco. Wykazali oni rowniez, ze w przypadku
dodatkowego porazenia materiatu roslinnego przez wirus
karfowatos$ci cebuli (Onion yellow dwarf virus, OYDV)
i/lub wirus zo6ltej pasiastosci pora (Leek yellow stripe virus,
LYSV) spadek cigzaru cebul wynosit od 25 do 43%.

Rys. 1. Rozmieszczenie wystgpowania allexiwirusOw na §wiecie
Fig. 1. Distribution of allexiviruses occurrence in the world

Bardzo rzadko rosliny czosnku pospolitego sg porazane
przez jeden gatunek wirusa nalezacy do rodzaju Allexi-
virus. Zazwyczaj sa to infekcje mieszane na co wskazujg
dane prezentowane przez Bos (1983), Fujisawa (1989),
Walkey 1 Antill (1989), Walkey (1990), Conci i wsp.
(1992, 2010), Van Dijk (1993), Takaichi i wsp. (1998),
Majumder i wsp. (2008, 2014) oraz Kumar i wsp. (2010).

W Brazylii dominujagcymi gatunkami byly GarV-D
i GarV-A (Oliveira i wsp. 2014; Mituti i wsp. 2015),
natomiast GarV-X notowano w 16,55% badanych prob.
W Grecji, Dovas i wsp. (2001) wykrywali GarV-D w 67%
testowanych prob, zas GarV-C w 62% prob. Wedlug Jemal
i wsp. (2015) w czosnku pochodzacym z Etiopii GarV-B
wystepuje w 17,7% testowanych prob, a GarV-C w 4,8%.
W Polsce, Bereda (2015) wykazala, ze najwigcej badanych
roélin bylo porazonych przez GarV-X (72,91% prob),
GarV-B (71,18% prob) i GarV-D (60,76% prob), podczas
gdy GarV-A, GarV-C i GarV-E wykrywano $rednio
w 18,86% prob. Ponadto autorka wskazata, ze cebule
czosnku pospolitego importowane z Chin, Egiptu, Hisz-
panii i Meksyku znajdujace si¢ w obrocie handlowym na
terenic Polski byly porazane przez GarV-A, GarV-B,
GarV-C, GarV-D, GarV-E lub GarV-X. Najwicksza liczbe
zakazonych prob odnotowywano w materiale pocho-
dzacym z Egiptu (70%) oraz Meksyku (68%), podczas gdy
srednio w 37% badanych prob cebul pochodzacych z Chin
i Hiszpanii wykrywano powyzsze patogeny. Najczgscicj
w testowanych roslinach notowano wirus D czosnku (93%
prob), zas wirus C czosnku byl obecny w zaledwie 3%
badanych prob. Podobnie Parrano i wsp. (2012) wykrywali
wirus X czosnku w materiale z Chin, a Wylie i wsp. (2014)
wykrywali GarV-A, GarV-B, GarV-C, GarV-D, GarV-E
i GarV-X w materiale importowanym z Hiszpanii i Meksy-
ku. Zjawisko to potwierdzaja Melo-Filho i wsp. (2004)
oraz Oliveira 1 wsp. (2014), ktorzy podkreslali duza role
importu czosnku z Europy, Azji i Argentyny w pojawianiu
si¢ zupelie nowych, dotychczas nieznanych gatunkow
wirusow w réznych odleglych rejonach $wiata, w tym
przypadku na obszarze Brazylii.
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Wydaje sie, ze obecno$¢ poszczegdlnych gatunkoéw
allexiwirusow w badanym materiale jest do$¢ przypad-
kowa. Nie obserwuje si¢ dominacji jednego okreslonego
gatunku wirusa, na co wskazywali takze w swoich bada-
niach Dovas i wsp. (2001) oraz Fayad-André i wsp.
(2011). Najprawdopodobnie;j jest to zwigzane z przenosze-
niem wirusoOw przez A. tulipae glownie podczas przecho-
wywania cebul, co bylo juz wczesniej sugerowane przez
Mann i Minges (1958). Przypadkowo$¢ dominacji w upra-
wach czosnku pospolitego okre§lonych  gatunkoéw
allexiwirusOw moze by¢ zwigzana z efektywnoscia prze-
noszenia przez wektor, co dotychczas nie zostalo poparte
badaniami naukowymi, podobnie jak mechanizm nabywa-
nia allexiwiruséw przez A. tulipae. Zatem dokladne wyjas-
nienie mechanizmu przenoszenia allexiwirusow przez
szpeciela oraz korelacji miedzy tymi patogenami i ich
wektorem jest w obecnej chwili niemozliwe. Badania
potwierdzaja jedynie, ze w ciele wektora s3 obecne
allexiwirusy (Van Dijk 1991), a takze, ze po kolonizacji
przez A. tulipae zdrowych ro$lin czosnku pospolitego
obserwowane sg zotte smugi na zdeformowanych lisciach
(Kang i wsp. 2007).

Wystepowanie mieszanych infekcji w roslinach czosn-
ku pospolitego jest przyczyng duzych trudno$ci w roz-
dzieleniu kompleksu wirusow i1 dokfadnej identyfikacji
gatunkow. Zbyt waski zakres roslin zywicielskich (rodzaj
Allium) oraz roslin wskaznikowych (Chenopodium murale)
i wspolne ich przenoszenie przez szpeciela (4. tulipae)
powoduje komplikacje w ustaleniu charakterystyki biolo-
gicznych wlasciwosci.

Budowa genomu allexiwirusow / Construction
of allexiviruses genome

Genom wiruso6w nalezacych do rodzaju Allexivirus sta-
nowi liniowa, pojedyncza ni¢, plus RNA [single stranded
RNA, ssRNA (+)]. Wielkos¢ genomu w zalezno$ci od
gatunku wirusa waha si¢ od 8000 do 9000 nukleotydow
(nt) (Chen i Chen 2002; Adams i wsp. 2004). Na koncu
3'- znajduje si¢ tancuch poli(A) zbudowany z kilkudzie-
sigciu nukleotydéw adeninowych. Organizacja genomu
jest jednakowa dla wszystkich gatunkéw nalezacych do
rodzaju Allexivirus.

W genomie allexiwirusOw mozna wyrozni¢ szes¢ ot-
wartych ramek odczytu (open reading frame, ORF)
(Adams i wsp. 2004) (rys. 2).

ORF | ORFIl ORFIV ORFV
5 Lt Hel Pol [N\ [ 2 Jer -
le A3
NB
ORF Il ORF VI

Rys. 2. Budowa genomu allexiwirusow
Fig. 2. Construction of allexiviruses genome

Pierwsza ramka odczytu, ORF I koduje biatko enzyma-
tyczne — replikaze RNA (RNA replicase) o masie czastecz-
kowej (m. cz.) 174-176 kDa, posiadajaca domeny poli-
merazy RNA zaleznej od RNA (RNA-dependent RNA
polymerase, RdRp) (S-G-X;-T-X;3-N-T-X;537-G-D-D),

helikazy (G-X-X-G-X-G-K-S) oraz tzw. zamek leucynowy
(leucine zipper) (L-Xs-L-X4¢-L-X¢-L) (Chen i Chen 2002).
Struktura tego biatka jest najbardziej zblizona do struktury
replikazy RNA wystgpujacej u przedstawicieli rodzaju
Potexvirus (Kanyuka i wsp. 1992).

OREF 1I koduje bialko (m. cz. 26-27 kDa) analogiczne
do bialka TGBI1 (triple gene block, TGB1) kodowanego
przez ORF 1 obecnego u przedstawicieli rodzaju Carla-
i Potexvirus. Wystgpowanie tej wysoce konserwatywnej
domeny wigzacej, tozsamej z domeng wystepujaca w ORF
I, sugeruje ze moze ono petié¢ funkcje NTP-zaleznej DNA
helikazy (NTP-dependent DNA helicase). Ponadto, biatko
to jest bogate w leucyne (12%) (Zimmern 1987; Forster
iwsp. 1988; Zavriev i wsp. 1991).

ORF III koduje biatko (m. cz. 11-12 kDa) homolo-
giczne do biatka TGB2 (triple gene block, TGB2) carla-
i potexwirusow. W przypadku wirusa mozaiki koniczyny
(White clover mosaic virus, WCIMV) nalezacego do ro-
dzaju Potexvirus produkt tej ramki odczytu uczestniczy
W przenoszeniu wiriond6w migdzy komdrkami gospodarza
(Beck i wsp. 1991).

Biatko o masie czgsteczkowej 40 kDa, kodowane przez
ORF IV stanowi cech¢ genomu odrdzniajacg gatunki
nalezace do rodzaju Allexivirus od gatunkoéw nalezacych
do rodzaju Carla- i Potexvirus. Biatko o nieznanej funkcji
jest bardzo bogate w dwa aminokwasy, tj. seryn¢ (11%)
i treoning (11%) (Chen i Chen 2002).

ORF V koduje biatko ptaszcza wiruséw (coat protein,
CP) (m. cz. 28 kDa) (Chen i Chen 2002).

ORF VI koduje biatko wiazace kwasy nukleinowe
(nucleic acid-binding protein, NABP) (m. cz. 11-15 kDa),
ktore w swojej budowie posiada charakterystyczng dla ga-
tunkow nalezacych do rodzaju Carlavirus, domene zawie-
rajaca struktury palcow cynkowych (zinc finger motif)
wigzacych kwasy nukleinowe regulujace replikacje wirusa
(Foster 1992).

Pomigdzy ORF III i ORF 1V stwierdzono wystepowa-
nie dodatkowej otwartej ramki odczytu, nazwanej ORF
II-IV, pomimo braku obecnosci kodonu start (AUG). ORF
III-IV koduje biatko zawierajace konserwatywna domeng
(C-V-I-X-I-T-G-E-S-X,-G-C) obecng w biatku TGB3
(triple gene block, TGB3) u przedstawicieli carla- 1 potex-
wiruséw. Przypuszczalnie, translacja ORF III-IV moze by¢
inicjowana przez inny kodon (AUU, CUG, UUG), co jest
powszechnie wystgpujacym zjawiskiem u wiruséw
roslinnych, np. u wirusa pasiastej mozaiki jeczmienia (Bar-
ley stripe mosaic virus, BSMV, rodzina Virgaviridae, ro-
dzaj Hordeivirus) 1 wirusa fagodnej zo6ttaczki brzegow lisci
truskawki (Strawberry mild yellow edge virus, SMYEV,
rodzina Alphaflexiviridae, rodzaj Potexvirus) (Petty i Jack-
son 1990; Jelkmann i wsp. 1992).

Zréznicowanie genetyczne populacji
allexiwirusow / Genetic diversity
of allexiviruses populations

Dzigki zastosowaniu techniki RT-PCR mozliwe bylo
przeprowadzenie molekularnej charakterystyki wiruséw
z rodzaju Allexivirus, ktora objeta populacje wirusow
pochodzacych z roéznych rejondw $wiata. Zestawienie
danych dotyczacych podobienistwa izolatow poszczegdl-
nych allexiwiruséw przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Zakres podobienstwa miedzy izolatami poszczegdlnych gatunkdéw z rodzaju Allexivirus
Table 1. The range of the similarity between the isolates of each species of the genus Allexivirus

Identycznosé
analizowanych
Wirus Slfilémfi:ggsl Analizowany fragment genomu/analizowana sekwencja Dane literaturowe
Virus Analyzed genome fragment/analyzed sequence References
of analyzed
sequences
(%]
GarMbFV 72-91% | biatko ptaszcza (ORFV)/nt — coat protein (ORFV)/nt Park i wsp. (2005), Oliveira i wsp. (2014)
96,6% biatko plaszcza (ORFV)/aa — coat protein (ORFV)/aa Melo-Filho i wsp. (2004)
GarV-A 94-96% replikaza (ORFI)/aa — replicase (ORFI)/aa Lee i wsp. (2007)
81-98% TGBI (ORFII)/aa Gawande i wsp. (2015)
75-100% | biatko plaszcza (ORFV)/nt — coat protein (ORFV)/nt Koo i wsp. (2002), Oliveira i wsp. (2014)
94-99% biatko plaszcza (ORFV)/aa — coat protein (ORFV)/aa Wylie i wsp. (2012)
99% biatko wigzace kwasy nukleinowe (ORFVI)/nt — nucleic acid | Koo i wsp. (2002)
binding protein (ORFVI)/nt
91,7% biatko plaszcza i bialko wiazace kwasy nukleinowe (ORFV, | Mohammed i wsp. (2013)
ORFVI)/nt — coat protein and nucleic acid binding protein
(ORFV, ORFVI)/nt
83,7% ORFI, ORFII, ORFIIL, ORFIV, ORFV i ORFVI/nt — ORFL, |Wyliei wsp. (2012)
ORFII, ORFIII, ORFIV, ORFV and ORFVI/nt
GarV-B 88-99% biatko plaszcza (ORFV)/aa — coat protein (ORFV)/aa Wylie i wsp. (2012)
83-100% | biatko plaszcza (ORFV)/nt— coat protein (ORFV)/nt Oliveira 1 wsp. (2014), Bereda (2015)
95,4% biatko plaszcza i biatko wigzace kwasy nukleinowe (ORFV, | Mohammed i wsp. (2013)
ORFVI)/nt — coat protein and nucleic acid binding protein
(ORFV, ORFVI)/nt
90-100% | biatko wiazace kwasy nukleinowe (ORFVI)/nt — nucleic acid | Bereda (2015)
binding protein (ORFVI)/nt
88,8% ORFI, ORFII, ORFIIL, ORFIV, ORFV i ORFVI/nt — ORFL, |Wyliei wsp. (2012)
ORFII, ORFIII, ORFIV, ORFV and ORFVI/nt
GarV-C 86-92% replikaza (ORFI)/aa — replicase (ORFI)/aa Lee i wsp. (2007)
69-98% biatko ptaszcza (ORFV)/nt — coat protein (ORFV)/nt Oliveira i wsp. (2014)
94-99% biatko plaszcza (ORFV)/aa — coat protein (ORFV)/aa Melo-Filho i wsp. (2004), Wylie i wsp. (2012)
84,1% biatko plaszcza i bialko wiazace kwasy nukleinowe (ORFV, | Mohammed i wsp. (2013)
ORFVI)/nt — coat protein and nucleic acid binding protein
(ORFV, ORFVI)/nt
70% ORFI, ORFII, ORFIIL, ORFIV, ORFV i ORFVI/nt — ORFL, |Wyliei wsp. (2012)
ORFII, ORFIII, ORFIV, ORFV and ORFVI/nt
GarV-D 85-100% | biatko ptaszcza (ORFV)/nt — coat protein (ORFV)/nt Koo i wsp. (2002), Lanzoni i wsp. (2006),
Oliveira 1 wsp. (2014), Bereda (2015)
89-100% | biatko ptaszcza (ORFV)/aa — coat protein (ORFV)/aa Melo-Filho i wsp. (2004), Wylie i wsp. (2012)
87-100% | biatko wigzace kwasy nukleinowe (ORFVI)/nt — nucleic acid | Koo i wsp. (2002), Bereda (2015)
binding protein (ORFVI)/nt
87,6% ORFIL, ORFIIL, ORFIIL, ORFIV, ORFV i ORFVI/nt — ORFI, |Wyliei wsp. (2012)
ORFII, ORFIII, ORFIV, ORFV and ORFVI/nt
GarV-E 95% replikaza (ORFI)/aa — replicase (ORFI)/aa Lee i wsp. (2007)
GarV-X 85-93% replikaza (ORFI)/aa — replicase (ORFI)/aa Lee i wsp. (2007)
80-100% | biatko ptaszcza (ORFV)/nt — coat protein (ORFV)/nt Bereda (2015)
90,3% biatko plaszcza i biatko wiazace kwasy nukleinowe (ORFV, | Mohammed i wsp. (2013)
ORFVI)/nt — coat protein and nucleic acid binding protein
(ORFV, ORFVI)/nt
87-100% | biatko wiazace kwasy nukleinowe (ORFVI)/nt — nucleic acid | Bereda (2015)
binding protein (ORFVI)/nt
90,2% peten genom/nt — whole genom/nt Chen i wsp. (2001)

Wykonane przez Chen i wsp. (2001) analizy filogene-
tyczne pelnej sekwencji genomu chinskiego izolatu GarV-
-X-YH wykazaly, ze byla ona najbardziej podobna do
petnej sekwencji genomu koreanskiego izolatu GarV-X
(90,2%), a réznita si¢ o okolo 200 nt. Zmiana ta na wyso-
kosci ORF 1V zostala uznana na podstawie porownania
sekwencji nukleotydow genomu powyzszych izolatow

wirusa z pelnymi sekwencjami genomu izolatow GarV-X
dostepnymi w banku genéw za delecje wystepujaca w se-
kwencji nukleotydéw genomu izolatu koreanskiego.
Wyraznie wyzszy procent identycznos$ci otrzymywano
po analizie filogenetycznej prowadzonej w oparciu o se-
kwencje nukleotydowe i aminokwasowe roéznych frag-
mentéw genomu poszczegdlnych gatunkow allexiwirusow.
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Wedtug Lee i wsp. (2007) poziom identycznosci se-
kwencji aminokwasow ORF I migdzy koreanskimi izola-
tami GarV-A, GarV-C, GarV-E i GarV-X a izolatami
japonskimi i chinskimi wirus6w zdeponowanymi w banku
genow wabhat si¢ od 85 do 96%.

Gawande 1 wsp. (2015) uzyskali dla indyjskich izo-
latéw wirusa A czosnku od 80 do 88% identycznosci na
poziomie nt oraz od 81 do 98% identycznosSci na poziomie
aa genu kodujacego TGB1 w stosunku do homologiczne;j
sekwencji izolatow wirusa z Australii.

Analizy filogenetyczne przeprowadzone przez Wylie
i wsp. (2012a) oparte na sekwencjach nukleotydow genu
kodujacego: TGB1, TGB2 i biatko o masie czasteczkowe]
40 kDa australijskich izolatow GarV-A, GarV-B, GarV-C
i GarV-D oraz izolatow pochodzacych z Azji, Ameryki
Potudniowej i Europy dawaly identyczno$¢, odpowiednio
76,8-90,0, 79,51 93,8%.

Wisrdd prac dotyczacych zréznicowania genetycznego
populacji allexiwirusow przewazaja te dotyczace pokre-
wienistwa sekwencji nt i aa genu kodujacego CP i NABP
izolatow pochodzacych z Azji (Korea, Chiny, Japonia)
oraz izolatéw z Europy (Wlochy, Polska), Australii, Afryki
(Sudan) i Ameryki Poludniowej (Brazylia).

Jak podaje Lanzoni i wsp. (2006) poziom identycznosci
sekwencji nukleotydow genu kodujacego CP migdzy
wloskimi izolatami GarV-D a koreanskim i japonskim
izolatem wirusa wynidst odpowiednio 97,2-99,6 i 95,4%.
Wyraznie wyzszy poziom identycznosci obserwowali
Wylie 1 wsp. (2014) dla sekwencji aa w tym obszarze
miedzy australijskimi a koreanskimi, japonskimi, meksy-
kanskimi oraz argentynskimi izolatami GarV-A, GarV-B,
GarV-C i GarV-D, ktory byl w zakresie, odpowiednio
94-99, 88-99, 94-99 i 89—100%.

Brazylijskie izolaty GarV-A, GarV-B, GarV-C i GarV-
-D wykazywaty najwyzszy stopien identycznosci (89—90%)
sekwencji nukleotydow genu kodujacego CP w stosunku
do australijskiego izolatu GarV-A oraz 95-98% identycz-
no$ci w stosunku do izolatu z Korei, Japonii i Australi. Dla
izolatow GarV-B poziom identyczno$ci w omawianym
obszarze wynosit 83-90% w stosunku do izolatu z Korei
i 90% w stosunku do izolatu z Australii. Brazylijskie
izolaty GarV-C tworzyly grupe o wysokiej identycznosci
(97-98%) z izolatem z Japonii oraz Australii. W przypad-
ku izolatoéw GarV-D sekwencja nukleotydow genu kodu-
jacego CP wykazala 97% identycznos$ci do homologicznej
sekwencji australijskiego izolatu oraz 95% identycznosci
do sekwencji izolatu pochodzacego z Korei (Oliveira
i wsp. 2014).

Wyniki analiz filogenetycznych przeprowadzonych
przez Melo-Filho i wsp. (2004) wskazywatly, ze sekwencja
aminokwasow CP brazylijskiego izolatu GarV-C byla
w 95% identyczna z japonskim izolatem GarV-C. Procent
identycznosci sekwencji aminokwasow CP brazylijskiego
izolatu GarMbFV w stosunku do argentynskiego izolatu
oszacowano na 96,6%. Natomiast poziom podobienstwa
sekwencji aa w tym obszarze miedzy brazylijskim izolatem
GarV-D a sekwencjami aa japonskiego izolatu wynosit
96,8%.

Dla koreanskiego izolatu GarV-A(K) i japonskiego
izolatu GarV-A identyczno$¢ sekwencji nukleotydow genu
kodujacego CP i NABP wynosita, odpowiednio 100 i 99%.

W przypadku koreanskiego izolatu GarV-D(K) sekwencja
nt genu kodujacego CP byla identyczna w 98%, a se-
kwencja nt genu kodujacego NABP w 87% w stosunku do
homologicznych sekwencji nt japonskiego izolatu GarV-D
(Koo i wsp. 2002).

Mohammed i1 wsp. (2013) przeprowadzili analize filo-
genetyczng sekwencji nukleotydéw i aminokwaséw genu
kodujacego CP i genu kodujacego NABP mie¢dzy sudan-
skimi a koreanskimi, chinskimi i australijskimi izolatami
GarV-A, GarV-B, GarV-C i GarV-X. Identyczno$¢ se-
kwencji nt genu kodujacego CP i NABP wyniosta 91,7%
dla GarV-A, 95,4% dla GarV-B, 84,1% dla GarV-C
i 90,3% dla GarV-X. Analiza sekwencji aminokwaséw
genu kodujacego CP i NABP izolatow GarV-A, GarV-B,
GarV-C i GarV-X wskazywata na procent identycznosci
wahajacy si¢ od 85 do 98,1%.

W Polsce, Bereda (2015) jako pierwsza wykonata ana-
lizy: zmienno$ci genetycznej, wystegpowania miejsc re-
kombinacji oraz presji selekcyjnej wzdhuz genow ko-
dujacych CP i NABP krajowej populacji izolatow GarV-B,
GarV-D i GarV-X.

Identyczno$¢ kompletnych sekwencji nukleotydow
genu kodujacego CP i NABP polskich izolatow GarV-B
w stosunku do zagranicznych izolatow dostgpnych w ban-
ku gendéw wyniosta, odpowiednio 87-100% i 90-100%,
a sekwencje aa tych genoéw byly identyczne w zakresie
93-100% (CP) oraz 91-100% (NABP). Polskie izolaty
wirusa znalazly si¢ w jednej grupie wraz z izolatami z Azji
(Japonia, Korea), Ameryki Poludniowej (Argentyna, Bra-
zylia) oraz Australii. Analiza presji selekcyjnej wzdiuz
genow kodujacych CP i NABP izolatéw GarV-B z uzy-
ciem modeli REL, FEL i SLAC nie wskazala kodonow
bedacych pod dziataniem pozytywnej presji dla zadnego
z dwoch badanych genoéw, co $wiadczylo, ze oba geny
znajduja si¢ pod dzialaniem oczyszczajacej presji selek-
cyjnej, warunkujacej niezmienno$¢ tancucha sekwencji
aminokwasow. Stopien identycznosci 85-100% dla se-
kwencji nt oraz 91-100% dla sekwencji aa otrzymano, gdy
analizowano sekwencje nt i aa CP polskich izolatow
w zestawieniu ze wszystkimi dostepnymi w banku genow
izolatami GarV-D. W przypadku genu kodujacego NABP
wirusa poroéwnanie wykazywalo identyczno$¢ 89-100% na
poziomie nt oraz 88-100% na poziomie aa. Przepro-
wadzone analizy filogenetyczne oparte na sekwencjach
aminokwasow CP izolatow GarV-D wykazaty ich podziat
na dwie grupy filogenetyczne. W jednej grupie znajdowaty
si¢ izolaty z Polski razem z izolatami z Korei, Argentyny,
Japonii i jednym izolatem z Brazylii, natomiast druga
tworzyly izolaty z Brazylii i Australii. Drzewa skonstru-
owane na podstawie sekwencji aminokwasow NABP
izolatow GarV-D rowniez wykazaly podzial badanych
izolatow na dwie grupy: grupa I — izolaty polskie, kore-
anskie, japonskie i argentynskie o wysokim pokre-
wienstwie filogenetycznym, natomiast w grupie II znalazt
si¢ tylko jeden izolat z Australii. Analiza wystgpowania
miejsc rekombinacji oraz analiza presji selekcyjnej wzdhuz
gendéw kodujacych CP i NABP polskich izolatow GarV-D
wykazata obecno$¢ punktow rekombinacji w obrgbie
nukleotydéw 501-504 w sekwencji genu kodujacego CP.
W przypadku sekwencji nukleotydow genu kodujacego
NABP obecnos¢ rekombinacji zostala stwierdzona tylko



308 Allexiviruses — pathogens of garlic plants / Allexiwirusy — patogeny czosnku pospolitego

przez jeden algorytm — SBP. Przeprowadzona analiza
presji selekcyjnej wytypowata, wzdluz genu kodujacego
CP, dwa kodony bedace pod dziataniem pozytywnej presji
selekcyjnej. Jednakze przewaga kodondéw bedacych pod
wplywem negatywnej presji selekcyjnej swiadczy o stabil-
nos$ci genetycznej populacji GarV-D. Analiza pres;ji selek-
cyjnej wykonana wzdhiz genu kodujacego NABP rowniez
wskazata, ze w sekwencji nukleotydéw kodujacych biatko
wigzace kwasy nukleinowe izolatow GarV-D wystepuja
kodony, w ktorych wigkszo$¢ substytucji nukleotydowych
nie wplywa na zmiane sekwencji aminokwaséow w tym
biatku. Wytypowano tylko jeden kodon (kodon 41) bedacy
pod dziataniem pozytywnej presji selekcyjnej. Interesu-
jacym jest, ze kodon 41 stanowi cze$¢ konserwatywnej
domeny wigzacej kwasy nukleinowe o budowie palcow
cynkowych (zinc finger motif). Wystepowanie tego
motywu jest charakterystyczne dla przedstawicieli rodzaju
Allexivirus oraz Carlavirus (Foster 1992). Domena
wigzaca kwasy nukleinowe o budowie palcow cynkowych
jest strukturg niezwykle stabilng genetycznie. Wyste-
powanie pozytywnej selekcji moze $wiadczy¢ o adaptacji
populacji wirusa do zmieniajacych si¢ warunkow. Dalsze
prace obejmujace poznanie funkcji kodonu 41 moglyby
by¢ bardzo przydatne w okres§leniu nowych funkcji biatka
wigzacego kwasy nukleinowe. Zhou i wsp. (2006)
wykazali, ze biatko wigzace kwasy nukleinowe wirusa A
winoro$li (Grapevine virus A, GVA) odpowiada za ha-
mowanie procesu wyciszania RNA. W przypadku GarV-X
ustalono niskie zréznicowanie populacji polskich izolatow
(97-100% dla sekwencji nt CP oraz 98-100% dla
sekwencji aa CP; 93-100% dla sekwencji nt NABP
oraz 91-100% dla sekwencji aa NABP). Poréwnanie se-
kwencji nt i aa CP (80-100% dla sekwencji nt 1 89—-100%
dla sekwencji aa) i NABP (87-100% dla sekwencji nt i aa)
miedzy polskimi izolatami wirusa a izolatami zdepono-
wanymi w banku gendéw wykazalo duzo wyzsze zroz-
nicowanie ws$réd badanych izolatow. Przeprowadzona
analiza drzew filogenetycznych opartych na sekwencjach
nt 1 aa biatka plaszcza byla zbiezna z analizg zmiennosci
genetycznej, poniewaz wykazata, ze polska populacja
izolatow GarV-X stanowi odrgbna grupe od reszty izo-
latow wirusa zdeponowanych w banku genéw. Oddzielna
grupe tworzyty takze izolaty pochodzace z Indii, natomiast
izolaty pochodzace z Wiloch, Chin, USA, Australii,
Brazylii, Meksyku i Hiszpanii utworzyly grupe wysoce
podobng. Bardzo podobnie skonstruowane drzewo uzyska-
no w oparciu o sekwencje aminokwaséw CP. Badania
oparte na sekwencji nukleotydow genu kodujacego NABP
i na sekwencji aminokwasow NABP wykazaty odrebnosé¢
polskiej populacji izolatow od innych izolatow GarV-X
dostepnych w banku genow, jednakze zrdéznicowanie
miedzy sekwencjami nt i aa izolatow GarV-X bylo zbyt
niskie i nie pozwolifo na powstanie wystarczajacej odleg-
osci miedzy poszczegdInymi topologiami drzew dla utwo-
rzenia oddzielnych grup. Wyniki analizy presji selekcyjne;j
przeprowadzonej wzdtuz genu kodujacego biatko plaszcza
i genu kodujacego biatko wigzace kwasy nukleinowe
izolatow GarV-X wykazaly, ze presja selekcyjna dziatajaca
na te geny ma role oczyszczajaca, poniewaz jedynie
wzdhiz genu kodujacego NABP odnotowano negatywna
presje selekcyjna dziatajacg na jeden z kodonow.

W przypadku GarMbFV poziom identycznosci
sekwencji nukleotydow genu kodujacego CP izolatu
GarMbFV analizowanej sekwencji mi¢gdzy japonskim i ko-
reanskim izolatem GarMbFV wyniost 86% (Park i wsp.
2005). Melo-Filho 1 wsp. (2004) okreslili poziom podo-
biefistwa migdzy sekwencja aminokwasow CP izolatu
argentynskiego GarMbFV a sekwencjami aminokwasow
CP brazylijskich izolatow na 96,6%.

Wyniki prezentowane przez Chen i wsp. (2001), Koo
i wsp. (2002), Melo-Filho i wsp. (2004), Lanzoni i wsp.
(2006), Lee i wsp. (2007), Wylie i wsp. (2012a),
Mohammed i wsp. (2013), Oliveira i wsp. (2014), Wylie
i wsp. (2014), Bereda (2015) oraz Gawande i wsp. (2015)
dotyczace zmiennosci genetycznej w obrebie populacji
roznych gatunkow allexiwirusow $wiadcza o braku kore-
lacji miedzy pochodzeniem geograficznym izolatéw a ich
profilem genetycznym. Zdaniem Koo i wsp. (2002), Melo-
-Filho 1 wsp. (2004) oraz Wylie i wsp. (2014) to wege-
tatywny sposob rozmnazania czosnku pospolitego i jedno-
czesna wymiana materialu roslinnego przede wszystkim
z krajow azjatyckich do Europy moze przyczynia¢ si¢ do
duzej zmienno$ci obserwowanej w populacji poszcze-
golnych gatunkéw allexiwirusow pochodzacych z tego
samego kraju, badz nawet tego samego pola uprawnego.
Przypuszczalnie moze to tlumaczyé wysoka zmienno$é
wykazang wsrdd populacji réznych gatunkéw tych wirusow.

Wedhug Chen i wsp. (2001) przyczyn duzej zmienno$ci
genetycznej populacji wirusoéw nalezy szukaé¢ w wyste-
powaniu infekcji mieszanych, co sprzyja interakcji mi¢dzy
réoznymi genotypami izolatow tego samego gatunku wirusa
lub izolatéw gatunkéw blisko spokrewnionych, np. gatun-
koéw nalezacych do rodzaju Allexivirus. Jednakze anali-
zowane przez Berede (2015) populacje polskich izolatéw
GarV-X wydajg si¢ by¢ stabilne, co moze bylo skutkiem
analizy jedynie 14 izolatdow wirusa. Z drugiej strony
wysoka stabilno$¢ genetyczna jest domeng gatunkoéw wiru-
soOw posiadajacych wektor i podyktowana jest koniecz-
no$cig utrzymania niezmiennej budowy struktur w bial-
kach, ktore uczestnicza w nabywaniu czastek wirusa przez
wektor (Garcia-Arenal i wsp. 2001). Zmiany w sekwen-
cjach aminokwasow tych biatek moglyby doprowadzi¢ do
znacznych strat w efektywno$ci przenoszenia wirusa, co
zostalo udowodnione nawet w przypadku wirusow
przenoszonych nietrwale przez mszyce (Power 2000;
Matousek i wsp. 2009). W kazdej populacji wiruséw ob-
serwuje si¢ wystepowanie wariantow genetycznych,
jednak rzadko stajg si¢ one dominujace w stosunku do
znanej populacji. Wynika to z faktu, iz kazda zmiana
w genomie warunkujaca zwigkszong patogeniczno$é po-
woduje powstanie mutacji przyczyniajacych si¢ do pogor-
szenia zdolnosci adaptacyjnych w polu i/lub u nowych
gospodarzy (Garcia-Arenal i McDonald 2003).

Diagnostyka roslin porazonych przez allexiwirusy
Diagnostic the plants infected with viruses
belong to Allexivirus genus

Diagnostyka poszczegdlnych gatunkéw  wirusow
nalezacych do rodzaju Allexivirus jest niezwykle trudna ze
wzgledu na obecno$¢ w roslinach infekcji mieszanych
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sktadajacych si¢ z réznych gatunkéw wirusow. Biotesty,
w przypadku tej grupy patogendw, nie majg zastosowania
ze wzgledu na miedzy innymi zbyt waski zakres roslin
wskaznikowych (Bos 1983). Wyniki wstgpnych prac pro-
wadzonych przez autoréw niniejszego artykutu wykazaty,
ze po wykonaniu mechanicznej inokulacji sokiem pocho-
dzacym z roslin porazonych przez allexiwirusy na komosie
ryzowej (Chenopodium quinoa L.) obserwowano objawy
lokalne, a na komosie murowej (Chenopodium murale L.)
objawy systemiczne. Proba wyizolowania wirusow z tych
roslin wskazywata, ze sprawcami obserwowanych zmian
mogly by¢ takze carla- i potywirusy wystgpujace w ros-
linach Zzrédlowych.

Mato skuteczne w przypadku allexiwiruséw jest row-
niez ich wykrywanie i identyfikacja z uzyciem technik
elektronomikroskopowych. Diekmann (1997) stwierdzit,
ze badania z uzyciem mikroskopu elektronowego pozwa-
laja na wyrdznienie czastek allexiwirusow sposrod wirio-
now gatunkow nalezacych do rodzaju Carla- i Potyvirus,
jednakze niemozliwym jest odréznienie poszczegdlnych
gatunkow tych patogenow. Podobnie Koo i wsp. (2002),
Cafrune 1 wsp. (2006), Lee i wsp. (2007) oraz Bereda
(2015) wykorzystywali mikroskop elektronowy jedynie
jako narzedzie do potwierdzenia obecnosci w badanych
roslinach allexiwirusow bez szczegdlowej identyfikacji
gatunkow.

Testy serologiczne powszechnie stosowane w wiruso-
logii ro$lin, zwlaszcza test ELISA, bywaja rowniez trudne,
ze wzgledu na klopoty z otrzymaniem specyficznych dla
danego gatunku surowic (Helguera i wsp. 1997; Lu i wsp.
2008). Obecnie rynek komercyjny oferuje zestawy do
wykrywania jedynie trzech spo$rod o$miu gatunkow
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