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Wykrycie i identyfikacja wirusa nekrotycznego zotkniecia nerwow buraka
(Benyvirus necrobetae, BNYVV) w buraku éwiktowym w Polsce

Detection and identification of Benyvirus necrobetae (BNYVV)
in beetroot in Poland

Katarzyna Trzmiel* ®, Emily Pusch

Streszczenie

W 2024 roku wykonano badania diagnostyczne buraka ¢wiktowego, na ktérym wystepowaty przebarwienia i nekrozy lisci oraz deformacje
korzeni. Rosliny pochodzity z wojewddztwa tédzkiego. Testy DAS-ELISA wykazaty w badanym materiale obecnos¢ wirusa mozaiki buraka
(BtMV) oraz wirusa nekrotycznego zdtkniecia nerwdéw buraka (BNYVV). Ponadto, test TAS-ELISA potwierdzit porazenie roslin przez wirusa
zachodniej z6ttaczki buraka (BWYV). Do dalszych analiz molekularnych wytypowano dwie rosliny buraka ¢wiktowego. W reakcji RT-PCR
uzyto startery specyficzne dla BNYVV. Uzyskang sekwencje nukleotydéw (nt) badanego izolatu BNYVV-K poréwnano z analogicznymi
fragmentami sekwencji innych izolatéw wirusa zdeponowanych w Banku Gendéw za pomocga narzedzia MUSCLE w programie MEGAX.
Otrzymane wyniki wykazaty identycznos¢ sekwencji nt BNYVV-K na poziomie od 92,5 do 99,6%. Analogiczne poréwnania wygenerowanej
sekwencji aminokwasow fragmentu biatka ptaszcza ww. wirusa wykazaty identycznos¢ od 93,8 do 99,4%. Jest to pierwsze doniesienie
o naturalnej infekcji buraka ¢wiktowego przez BNYVV w Polsce.

Stowa kluczowe: BtMV, BNYVV, BWYV, burak ¢wiktowy, diagnostyka, rizomania

Abstract

In 2024, diagnostic tests were performed on beetroot plants showing symptoms of leaf discoloration, necrosis, and root deformation.
The plants came from the tddzkie voivodeship. The DAS-ELISA tests revealed the presence of potyvirus betaceum (BtMV) and benyvirus
necrobetae (BNYVV) in the tested plants. Moreover, the TAS-ELISA test confirmed infection with polerovirus BWYV (BWYV). Two beetroot
samples were selected for the next molecular analysis. BNYVV-specific primers were used in the RT-PCR reaction. The obtained nucleo-
tide (nt) sequence of the studied BNYVV-K isolate was compared to analogous sequence fragments from other virus isolates deposited in
the GenBank database using the MUSCLE tool in the MEGAX program. The obtained results showed identity of the BNYVV-K nt sequence
ranging from 92.5 to 99.6%. Analogous comparisons of the generated amino acid sequence of fragment of coat protein showed identity
ranging from 93.8 to 99.4%. This is the first report of natural BNYVV infection in beetroot in Poland.
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Wstep / Introduction

Burak cukrowy jest jedna z waznych roslin przemystowych
w Polsce, ktora uprawia si¢ gtownie dla uzyskania cukru bu-
raczanego. Jego produkcja stanowi jedng z najwazniejszych
galezi przemyshu rolno-spozywczego w kraju (Dubownik
i Rudnicki 2016). Polska zajmuje trzecie miejsce w Unii
Europejskiej pod wzglgdem powierzchni uprawy tej rosliny.
Chociaz areat uprawy ciagle spada to wydajno$¢ plonowa-
nia wzrasta (Kapusta 2023). W 2024 roku plantacje bura-
ka cukrowego zajmowaly powierzchni¢ 300 tys. hektarow,
a plony wyniosty ok. 18 mln ton (GUS 2024).

Burak ¢wiktowy jest jednym z najbardziej popularnych
warzyw uprawianych w naszym kraju (Niziot-Lukaszew-
ska i Gaweda 2014), a Polska jest ich najwigkszym produ-
centem w Unii Europejskiej (Filipiak 1 Maciejczak 2010).
W 2024 roku zbiory buraka ¢wiktowego wyniosty 240 tys.
ton w Polsce, a powierzchnia uprawy ksztattowata si¢ na
poziomie 7270,97 hektarow (Dobrosz 2024; GUS 2024).
Burak ¢wiktowy wykorzystywany jest kulinarnie oraz jako
sktadnik funkcjonalny do lekéw i suplementow diety (Ko-
bus-Cisowska i wsp. 2023).

Podobnie, jak w przypadku innych, waznych gospo-
darczo ro$lin, uprawa buraka cukrowego i ¢wiktowego jest
$cisle zwiazana z konieczno$ciag ich ochrony przed szkod-
nikami i chorobami, ktére moga znaczaco obnizy¢ jakosé¢
i ilo§¢ uzyskiwanych plonow. Jednym z potencjalnych za-
grozen sa choroby wirusowe. Gléwna wiroza buraka na
$wiecie jest zoltaczka buraka wywotywana przez kompleks
réznych gatunkow, ktore wystepuja w zréznicowanym na-
sileniu w réznych regionach na $wiecie (Dunning i Byford
1982; Hauser i wsp. 2000; Liu i wsp. 2001; Wintermantel
2005; Koztowska-Makulska i wsp. 2009; Hossain i wsp.
2021). Sa to: wirus zoltaczki buraka (Closterovirus flavi-
betae, BY'V, rodzina Closteroviridae, rodzaj Closterovirus)
(ICTV 2019, 2023a), wirus zachodniej zottaczki buraka
(Polerovirus BWYV, BWYYV, rodzina Solemoviridae, rodzaj
Polerovirus) (ICTV 2020, 2023b), wirus tagodnej zottaczki
buraka (Polerovirus BMYV, BMYV, rodzina Solemoviridae,
rodzaj Polerovirus) (ICTV 2020, 2023b), wirus chlorozy
buraka (Polerovirus BCHV, BChV, rodzina Solemoviridae,
rodzaj Polerovirus) (ICTV 2020, 2023b). Wraz z wymie-
nionymi gatunkami czgsto wystgpuje takze wirus mozaiki
buraka (Potyvirus betaceum BtMV, rodzina Potyviridae,
rodzaj Potyvirus) (Russell 1971; Nemchinov i wsp. 2004;
ICTV 2019, 2023¢). BYV, BMYV, BChV rozpowszechnio-
ne sg na terenie Europy, natomiast BtMV byt wykrywany
sporadycznie (Hossain i wsp. 2021). Wszystkie ww. gatunki
wirusOw sg naturalnie przenoszone przez mszyce¢ brzoskwi-
niowo-ziemniaczang (Myzus persicae), BYV przez mszyce
burakowa (Aphis fabae), a BMYV i BChV przez mszyce
ziemniaczang smugowa (Macrosiphum cuphorbiae) (Dun-
ning i Byford 1982; Wintermantel 2005; Koztowska-Makul-
ska i wsp. 2009). Objawem zottaczki buraka sa poczatkowe

przejasnienia nerwoéw lisci, a nastepnie postepujace zotk-
nigcie blaszek lisciowych, natomiast reakcja roslin na pora-
zenie BtMV prowadzi do deformacji i mozaiki liSci chorych
ro$lin. Szkodliwo$¢ chordb wirusowych prowadzi do strat
plonu buraka na poziomie 70% w przypadku zoéltaczki bu-
raka oraz 10% dla porazen wywotanych przez BtMV (Ben-
nett i McFarlane 1957; Dunning i Byford 1982; Rollwage
i wsp. 2023). Kolejng grupe patogendw wirusowych bura-
ka stanowig wirusy odglebowe: odglebowy wirus buraka
(Pomovirus solibetae, BSBV, rodzina Virgaviridae, rodzaj
Pomovirus) (Henry 1 wsp. 1986; ICTV 2019, 2023d), wirus
Q buraka (Pomovirus betae, BVQ, rodzina Virgaviridae, ro-
dzaj Pomovirus) (Koenig i wsp. 1998; ICTV 2019, 2023d)
oraz wirus nekrotycznego zotknigcia nerwow buraka (Beny-
virus necrobetae, BNY VYV, rodzina Benyviridae, rodzaj Be-
nyvirus) (Tamada i Baba 1973; ICTV 2019, 2023d) — spraw-
ca rizomanii. Wirusy te sa przenoszone przez pierwotniaka
glebowego Polymyxa betae, ktory w postaci uspionych cyst
potrafi przetrwa¢ w glebie nawet powyzej 15 lat i przez ten
czas wirusy, ktorych jest wektorem, zachowuja zdolnosé
do infekcji (Scholten i Lange 2000). Zakazenia wywotane
przez wirusy odglebowe powoduja reakcje roslin w postaci
przejasnien i przewezen blaszek lisciowych, zahamowania
wzrostu, a niekiedy takze nekrozy wiazek przewodzacych.
Ponadto, obserwuje si¢ takze deformacje korzeni, zahamo-
wanie ich wzrostu oraz nadmierne rozwijanie si¢ korze-
ni wlosnikowych, co prowadzi do powstania tzw. brody,
charakterystycznej cechy rizomanii (Liebe i Varrelmann
2022). Skutkiem nekrotyzacji wiazek przewodzacych jest
utrudnione pobieranie wody i sktadnikow pokarmowych,
co prowadzi do ograniczenia masy korzeni i strat plonu rze-
du 40% wywotanych przez BNYVV lub 26% przez BSBV.
Ponadto, kolejnym efektem infekcji wirusowej jest znaczne
pogorszenie wartosci przetworczej buraka, spowodowa-
ne spadkiem zawartosci cukru o 55% i 35%, odpowiednio
dla BNYVV i BSBV (Prillwitz i Schlésser 1993; EPPO
2024). Obecnos¢ ww. odglebowych wiruséw buraka zosta-
fa potwierdzona w ro6znych regionach Polski (Borodynko
i Pospieszny 2007). Pierwsze opisy tej choroby pochodzg
z lat pig¢dziesiatych z Wioch (Canova 1959). W Polsce wy-
kryto go w latach osiemdziesiatych (Osinska i wsp. 1989).
Glownym gospodarzem BNY VYV jest burak cukrowy, jed-
nakze moze on poraza¢ takze inne gatunki roslin, takie jak
szpinak oraz burak éwiklowy (Mou i wsp. 2012; Camelo-
-Garcia 1 wsp. 2019). Z uwagi na zdolnos¢ dlugotrwate-
go przezywania przetrwalnikow (cyst) infekcyjnych form
P betae w glebie, jedyna forma ochrony przed rizomanig
jest wysianie odpornych lub tolerancyjnych odmian buraka
(Camelo-Garcia i wsp. 2019).

Celem niniejszej pracy byla charakterystyka moleku-
larna oraz analiza filogenetyczna nowo wykrytego izolatu
BNYVV-K zidentyfikowanego w roslinach buraka ¢wikto-
wego.
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Materialy i metody / Materials and methods

Materiat do badan stanowito pig¢ prob buraka ¢wiktowe-
go odmiany Scarlet (pojedyncze rosliny), ktore przestano
do analiz, do Kliniki Choréb Roslin w Instytucie Ochrony
Roslin — Panstwowym Instytucie Badawczym. Rosliny po-
brano w lipcu 2024 roku z r6znych miejsc na plantacji zlo-
kalizowanej w gminie Witonia (okolice Kutna). Wykazywa-
ly one objawy przebarwien i nekrozy blaszek lisciowych,
zahamowany wzrost korzenia gléwnego oraz jednoczesny
rozrost korzeni bocznych, wskazujace na mozliwe infek-
cje wirusowe. Do przesiewowych serologicznych badan
diagnostycznych wykorzystano testy enzymo-immunolo-
giczne: (double antibody sandwich-enzyme-linked immu-
nosorbent assay, DAS-ELISA) z zastosowaniem specyficz-
nych komercyjnych zestawdw przeciwcial i koniugatow
(firmy Loewe, Niemcy), ktore umozliwiaja wykrywanie
BYV, BtMV i BNYVYV oraz (triple antibody sandwich-en-
zyme-linked immunosorbent assay, TAS-ELISA) (DSMZ,
Niemcy) do identyfikacji BWY'V. Pobrane oddzielne probki
lisci 1 korzeni roslin homogenizowano z buforem ekstrak-
cyjnym firmy Bioreba (Szwajcaria) w homogenizatorze
Homex 6 firmy Bioreba. Do analiz wykorzystano negatyw-
ne proby kontrolne, ktore stanowity zdrowe rosliny bura-
ka ¢wiktowego odmiany Bona (PNOS, Polska) wysiane
i utrzymywane w warunkach szklarniowych oraz komercyj-
ne kontrole pozytywne badanych gatunkow wirusow: BY'V,
BtMV, BNYVV (Loewe),a BWYV (DSMZ). Testy diagno-
styczne wykonano zgodnie z procedurami zalecanymi przez
producentéw. Odczyty wynikéw wykonano w czytniku mi-
kroptytek ELx800 (BioTek Instruments, USA), przy dlugo-
sci fali 405 nm.

W badaniach molekularnych wykorzystano dwie probki
ww. buraka ¢wiklowego odmiany Scarlet (oznaczone jako
B1 i B3), w ktorych uprzednio obecno$§¢ BNYVYV potwier-
dzono testem DAS-ELISA.

Do reakcji odwrotnej transkrypcji i tancuchowej reakcji
polimerazy (RT-PCR) wykorzystano catkowity RNA, ktoéry
wyizolowano przy uzyciu zestawu RNeasy Plant Mini Kit
firmy Qiagen (Niemcy), zgodnie z procedurg producen-
ta. Jakos¢ probek RNA oceniono spektrofotometrycznie
uzywajac NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific, USA), a nastgpnie przechowywano w —20°C.
W zoptymalizowanych, jednostopniowych reakcjach RT-
-PCR stosowano odczynniki firmy Thermo Scientific oraz
literaturowe startery BNYVV2-F i BNYVV2-R (Meunier
i wsp. 2003). Sktad mieszaniny reakcyjnej byt nastepu-
jacy: 0,2 ul RevertAid Reverse Transcriptase 200 U/ul;
5 ul Dream Taq Green PCR Master Mix (2x); po 0,2 ul star-
tero6w o stezeniu 10 pM kazdy oraz sterylna woda, ktora
uzupetniono do finalnej objetosci 10 pl. Kontrolna proba
odczynnikowa (negatywna) skladata si¢ z mieszaniny re-
akcyjnej RT-PCR bez dodatku RNA. Reakcje prowadzono
zgodnie z nastgpujacymi warunkami termicznymi: odwrot-

na transkrypcja w 42°C przez 20 min, wstepna denaturacja
i aktywacja polimerazy w 95°C przez 3 min, a nastgpnie
40 cykli (denaturacja w 95°C przez 30 s, przylaczania star-
terow w 50°C przez 30 s, elongacja w 72°C przez 30 s) oraz
koncowa elongacja w 72°C przez 5 min. Produkty RT-PCR
rozdzielano podczas elektroforezy w obecnosci markera
NOVA DNA Ladder 100 bp o wielko$ci 1000 pz (Novazym,
Polska), w 1% zelu agarozowym z dodatkiem 2 pl Midori
Green (NIPPON Genetics Europe GmbH, Niemcy), a nastgp-
nie wizualizowano w §wietle UV. Specyficznos¢ otrzyma-
nych produktow reakcji RT-PCR potwierdzono za pomoca
bezposredniego sekwencjonowania metodg Sangera. Uzy-
skane fragmenty genomu badanego wirusa eluowano z zelu
przy uzyciu zestawu Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System firmy Promega (USA), zgodnie z procedura zalecang
przez producenta, a nastepnie przesytano wraz z zestawem
wczesniej uzytych starterow BNYVV2-F i BNYVV2-R do
sekwencjonowania, do firmy zewnetrznej (Genomed S.A.).
Uzyskane sekwencje nukleotydow (nt) analizowano przy
zastosowaniu Standard Nucleotide BLAST (www.ncbi.nlm.
nih.gov/blastn) i edytowano przy uzyciu oprogramowania
BioEdit, wersja 7.2.5 (Hall 1999). Charakterystyk¢ mole-
kularng nowego polskiego izolatu BNYVV-K wykonano na
podstawie analizy sekwencji nukleotydoéw (nt) i wydeduko-
wanej sekwencji aminokwaséw (aa) uzyskanego fragmen-
tu genomu wirusa. Do analiz podobienstwa wykorzystano
rowniez sekwencje nt odpowiadajacych fragmentéw geno-
mu 23 innych izolatéw wirusa, dostepnych w Banku Genoéw
NCBI (tab. 1). Wéréd zebranych sekwencji 15 pochodzi
z Buropy (Polska, Belgia, Francja, Niemcy), a 8 z innych
czesci $wiata (Chiny, Iran, Stany Zjednoczone, Mongo-
lia, Brazylia, Japonia). Wszystkie wymienione powyzej
sekwencje zostalty poréwnane do siebie za pomocg MU-
SCLE w programie MEGAX (Kumar i wsp. 2018). Wizu-
alizacje uzyskanych warto$ci podobienstwa sekwencji nt
i wydedukowanych sekwencji aa wykonano w programie
Sequence Demarcation Tool Version 1.2 (SDTv1.2) (Mu-
hire i wsp. 2014). Kolejnym etapem badan byto wykonanie
analizy filogenetycznej. Drzewo filogenetyczne utworzono
w programie MEGA X z zastosowaniem metody najwigk-
szej wiarygodnosci (maximum likelihood — ML) i wybra-
nego modelu Kimura 2-parameter. Do oceny jej wiarygod-
nosci zastosowano uzycie 1000 losowych pseudoreplikacji
(bootstraps), a jako grupy zewnetrznej, uzyto sekwencji
wirusa odglebowej mozaiki buraka (Benyvirus solibetae,
BSBMV) (numer akcesyjny AF061869).

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Wyniki przeprowadzonych analiz wykazaty obecno$¢ wiru-
so6w w nadestanych ro$linach buraka ¢wiklowego. Wyniki
testow DAS 1 TAS-ELISA wykazaly, ze objawy wiednigcia,
przebarwien i zahamowania wzrostu (fot. 1) byly wywotane
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Tabela 1. Wykaz izolatow wirusa nekrotycznego zotknigcia nerwow buraka (Benyvirus necrobetae, BNYVV) uzytych do badan
Table 1. Description of beet necrotic yellows vein virus (Benyvirus necrobetae, BNYVV) isolates used in this study

Nazwa izolatow

Numer akcesyjny GenBank

Name of BNYVV Gospodarz Pochodzenie .geogre.lﬁ.czne Data zbloru‘ GenBank
. Host Geographical origin Date of collection .
isolates accession number
Chiny: Mongolia wewnetrzna
BNYVV-Hu3 Beta v.ulgarzs sybsp. region .autonomlczn}./, Hohhot 1992 KM434314
vulgaris var. altissima | China: inner Mongolia autono-
mous region, Hohhot
BNYVV Beta vulgaris subsp. Mongolia - $80856
vulgaris var. altissima
BNYVV Beta v.ulgarls sgbgp. Iran: Khorasan Rgzaw, 2005 FM210683
vulgaris var. altissima Torbat Heydarieh
Iran: Torbat Heydarieh,
BNYVV-IR-GR - Golgei Rokh - AM779752
BNYVV-USA2020 Beta v.ulgarzs 51‘.1b§p. Stany Zjednoczone 3 MT227165
vulgaris var. altissima USA
Tetragonia expansa Japonia B
BNYVV (Pallas) Kuntze Japan Da4dll
BNYVV-Kas3 Beta vylgarzs st}bsp. Kazachstan 3 AF197556
vulgaris var. altissima Kazakhstan
BNYVV-PR Beta v'ulgaris sgbsp. Polska 3 EF621517
vulgaris var. altissima Poland
BNYVV-RR Beta v.ulgarzs s1..1b§p. Polska 3 EF621515
vulgaris var. altissima Poland
BNYVV-WR Beta v.ulgaris 51.1b§p. Polska 3 EF621514
vulgaris var. altissima Poland
BNYVV-ZR Beta v.ulgarzs Sl..lbsp. Polska 3 EF621516
vulgaris var. altissima Poland
BNYVV-IR Beta v.ulgarzs 51.1b§p. Polska 3 EF621513
vulgaris var. altissima Poland
BNYVV Beta v.ulgarzs Sl'.lbsp. Belgla: St Germalr} 3 AJ634738
vulgaris var. altissima Belgium: St Germain
BNYVV Beta v.ulgarzs 51.1b§p. Belgla: Beauvechau} 3 AJ634732
vulgaris var. altissima Belgium: Beauvechain
BNYVV Beta v.ulgarzs S}lbsp. Belgla: Beclers B AJ634733
vulgaris var. altissima Belgium: Beclers
BNYVV-OW1 Beta vulgaris subsp. Niemey - EUS64118
vulgaris var. altissima Germany
BNYVV-Pithivier Beta v.ulgarzs 51‘1b§p‘ Francja: Yevre-la-jllle 2002 HM117903
vulgaris var. altissima France: Yevre-la-ville
BNYVV-F75 Beta vulgaris subsp. Francja - AF197547
vulgaris var. altissima France
BNYVV Beta v'ulgarzs sgbsp. Niemcy 2020 MZ836263
vulgaris var. altissima Germany
BNYVV Beta v.ulgarls sgbgp. Belgla: Ways 3 AJ634740
vulgaris var. altissima Belgium: Ways
Beta vulgaris subsp. Belgia: Kieldrecht
BNYVV vulgaris var. altissima Belgium: Kieldrecht AJ634735
BNYVV- Chenopodium quinoa Niemcy: Jessen
-DSMZPV-0990 Willd. Germany: Jessen - OP722626
BNYVV-Brazilian Beta vulgaris subsp. Brazylia 2012 MH106727
vulgaris var. conditiva Brazil
BNYVV-K Beta vulgaris subsp. Polska: Kutno 2004 PV075072

vulgaris var. conditiva

Poland: Kutno
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przez infekcje BEIMV, BWYV i BNYVYV (tab. 2). Uzyska-
ne dane potwierdzaja doniesienia innych badaczy (Rollwa-
ge 1 wsp. 2023), ktorzy wskazywali, ze kompleks wiruséw
zo0Maczki buraka przenoszonych przez mszyce, staje sig¢
ponownym zagrozeniem dla upraw buraka w réznych re-
gionach Unii Europejskiej. Poza tym, rezultaty biezacych
badan dowodza, ze BNYVV moze stanowi¢ potencjalne
zagrozenie. Wirus moze poraza¢ podatne odmiany swych
ro$lin gospodarzy, w tym takze ro$lin buraka ¢wiktowego.
Otrzymane wyniki badan molekularnych potwierdzi-
ty obecnos¢ BNYVV w buraku ¢wiktowym z okolic Kut-
na. Wyniki reakcji RT-PCR byly jednakowe dla badanych

dwoch prob, a wielkos¢ uzyskanych produktéw (545 pz)
byta charakterystyczna dla BNYVV (rys. 1). Analizy po-
rownawcze uzyskanych sekwencji nt wykazaty 100%
zgodno$ci dla analizowanych prob Bl i B3. Otrzymang
sekwencje kodujaca fragment genu CP polskiego izola-
tu BNYVV-K zdeponowano w Banku Genéw NCBI pod
numerem akcesyjnym PV075072. Poréwnanie sekwencji
nt polskiego izolatu do odpowiadajacych mu fragmentow
genomu innych dotychczas opisanych izolatow BNYVV
wykazato najwyzsza warto$¢ identycznosci (99,6%) do
izolatdw BNYVV-PV-0990 z Niemiec (zidentyfikowanego
w Chenopodium quinoa, OP722626) oraz dwoch belgij-

Fot. 1.

Dokumentacja fotograficzna objawow na plantacji buraka ¢wiktowego

A) widok uprawy odmiany Scarlet (wrazliwej) i Rhizu (odpornej), widoczne roznice w pokroju roslin (wigdnigcie roslin odmia-

ny Scarlet)

B) objawy pobranych préb buraka ¢wiklowego z objawami rizomanii: kartowato$¢ korzenia gtéwnego i rozrost korzeni bocz-

nych

C) przekroj poprzeczny buraka z objawami nekrotyzacji wigzek przewodzacych korzeni
D) widok na ogdlny pokréj burakow réznych odmian, istotne rdznice w wielkosci rosliny, korzeni i liSci
Photo 1. Photographic documentation of symptoms in a beetrot plantation
A) a view of Scarlet (susceptible) and Rhizu (resistant) cultivars, visible differences in plant appearance (wilting of Scarlet cul-

tivar plants)

B) beetroot with rhizomania symptoms: reduced size of main root and extensive proliferation of lateral roots
C) cross section of a beetroot with symptoms of vascular bundle necrosis in the root
D) a view of the general shape of different varieties beetroots, with significant differences in the size of the plants, roots and

leaves

Tabela 2. Wykrywanie porazen BtMV, BYV, BWYV i BNYVYV burakéw ¢wiktowych
Table 2. Detection of BtMV, BYV, BWYV and BNY VYV infections in beetroots

Liczba roslin porazonych/liczba roslin badanych

Gatu1.1ek Lokaliza}cja (Wf)j ewc’)d;two) Number of infected plants/number of tested samples
Species Location (voivodeship)
BtMV BYV BWYV BNYVV
Beta vulgaris subsp. Kutno (todzkie) 1/5 0/5 1/5 2/5
vulgaris var. conditiva
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skich izolatéw BNYVV (AJ634738 1 AJ634732), ktore wy-
kryto w ro$linach buraka cukrowego. Zas najnizsza warto$¢
identycznosci (92,5%) wykazano dla izolatow BNYVV-F75
(AF197547) z Francji (z buraka cukrowego), BNYVV-
-Kas3 (AF197556) z Kazachstanu (z buraka cukrowego)
oraz BNYVYV (D84411) z Japonii (wykrytego w Tetragonia
expansa). Analogiczne analizy dla sekwencji aa wykazaty
identycznos¢ na poziomie od 93,8 do 99,4%. Szczegotowe
wyniki ww. poréwnan zamieszczono na rysunkach 2 i 3.
Analiza filogenetyczna wykonana w oparciu o niepelng se-
kwencje kodujaca genu CP BNYVV wykazata obecnosé¢
dwodch gtéwnych grup (la, 1b i 2), ztozonych z izolatow
pochodzacych z roznych krajow Azji, Ameryki Potnocnej,
Ameryki Potudniowej i Europy (rys. 4). BNYVV-K, po-
dobnie jak dwa inne polskie izolaty: WR (EF621514) i RR
(EF621515) oraz dwa belgijskie, jeden niemiecki i jeden
Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny produktow RT-PCR ze star-  chinski, nalezy do grupy 1b. Pozostate dwa polskie izolaty:

terami BNYVV2-F i BNYVV2-R JR (EF621513) i PR (EF621517) wehodza w sklad grupy 1a,

M — marker NOVA DNA Ladder 100 bp (Novazym); B1, , .. . . . .
B3 — proby badane; K- — kontrola negatywna ktéra grupuje izolaty z Ameryki Potudniowej (Brazylia),

Fig. 1.  Electrophoresis of RT-PCR products with BNYVV2-F Ameryki Potnocnej (USA), Azji (Kazachstan, Iran, Japo-
and BNYVV2-R primers nia) oraz Europy (Francja, Niemcy, Belgia). Grupe 2 two-

M — NOVA DNA Ladder 100 bp (Novazym); B1, B3 — 17y jeden izolat z Mongolii (S80856). Nie zaobserwowano
tested samples; K- — negative control
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Rys. 2. Wizualizacja analizy identycznosci sekwencji badanych 23 izolatow BNY VYV na podstawie sekwencji nukleotydow kodujacej
fragment genu biatka ptaszcza, analize wykonano w programie SDT v. 1.2, badany izolat oznaczono czerwona kropka

Fig. 2.  Visualization of nucleotide sequence identity analysis of 23 studied BNYVV isolates based on the nucleotide sequence encoding
a fragment of the coat protein gene, the analysis was performed using the SDT v. 1.2 software, the tested isolate is marked with
ared dot
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Rys. 3. Wizualizacja analizy identycznosci sekwencji badanych 23 izolatéw BNYVV na podstawie sekwencji aminokwasow fragmentu
bialka plaszcza, analize wykonano w programie SDT v. 1.2, badany izolat oznaczono czerwona kropka

Fig. 3.  Visualization of sequence identity of 23 studied BNYVV isolates based on the amino acid sequence of a fragment of the coat
protein, the analysis was performed using SDT v. 1.2 software, the tested isolate is marked with a red dot
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Rys. 4. Drzewo filogenetyczne modelu maximum likelihood oparte na sekwencji nukleotydéw kodujacej fragment genu biatka ptaszcza
BNYVV o dlugosci 545 nt, jako grupy zewnetrznej uzyto sekwencji nukleotydow BSBMYV, badany izolat BNY VYV oznaczono
czerwong kropka

Fig. 4. Maximum likelihood tree performed based on nucleotide sequence (545 nt) encoding a fragment of BNYVV coat protein gene,
the nucleotide sequence of BSBMV was used as an outgroup, the studied isolate is marked with a red dot
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grupowania pod wzgledem rosliny gospodarza, z ktdrej po-
chodzily analizowane probki. Izolaty pobrane z roslin bura-
ka ¢wiktowego (PV075072 i MH106727) naleza do dwdch
roznych klastrow. Ich wzajemne pokrewienstwo jest nizsze
w poréwnaniu do innych izolatow, ktore pochodza z buraka
cukrowego. Wykonane analizy wskazuja, ze lokalizacja nie
ma takze wyraznego wptywu na grupowanie.

Uzyskane wyniki potwierdzaja porazenie BNYVV bu-
raka ¢wiktowego z okolic Kutna, u ktérego obserwowano
charakterystyczne objawy rizomanii. Wedlug dostepnej
wiedzy jest to pierwsze tego typu doniesienie z Polski. Po-
dobne przypadki odnotowano juz w Brazylii oraz w Afryce
Potudniowej (Roberts i wsp. 2016; Camelo-Garcia i wsp.
2019). Infekcje BNYVV spowodowaly obnizenie masy
porazonych roslin o 64,4% (Camelo-Garcia i wsp. 2019).
Warto zwroci¢ takze uwage na doniesienia Yilmaza i wsp.
(2016), ktorzy wykazali, ze ré6zne gatunki chwastow moga
sta¢ si¢ rezerwuarem BNYVV w $rodowisku. Poza ww. ga-
tunkiem, plantacje buraka ¢wiklowego sa narazone takze
na infekcje innych patogenéw wirusowych. Mroczkowska
i wsp. (2007) wykazali infekcje BMYV u buraka ¢wiktowe-
go w Polsce, a Gaafar i wsp. (2019) potwierdzili porazenia
tych roslin przez BSBV na terenie Niemiec. Przytoczone
przyktady dowodza, ze plantacje zaréwno buraka cukro-
wego, jak i ¢wiklowego wymagaja ciggtego monitoringu
i diagnostyki. Z uwagi na potwierdzone w przesztosci licz-
ne przypadki porazen buraka przez grupe wiruséw odglebo-
wych (Borodynko i Pospieszny 2007) oraz na fakt nieusu-
walnos$ci i trwatej obecnosci cyst P. betae z infekcyjnymi
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