Instytut Uprawy Nawgenia i Gleboznawstwa
Panstwowy Instytut Badawczy

MARCIN PRZYBY S

Charakterystyka i wystepowanie wirusa Y ziemniaka (PVY)
w gtownych rejonach uprawy tytoniu w Polsce

Praca doktorska wykonana
w Zaktadzie Hodowli i Biotechnologii Rén
pod kierunkiem

prof. dr hab. Teresy Doroszewskiej

Putawy 2011



Sktadam serdeczne pogkowania:
Pani prof. dr hab. Teresie Doroszewskiej

za bezcenppomoc i wszystkie uwagi

dotyczce przygotowania tej pracy

Pracownikom Zaktadu Hodowli i Biotechnologii $Ro

za okazan pomoc ieyczliwgé

Prace t¢ dedykug mojejzonie Hani, synkowi Jasiowi i coreczce Antosi



Spis tresci

1. WSEP i CEIDAA. ...t e e e e e e e e e e e e e e e ennneeeaeeees 7
A e 4= To Lo I 11 (=T = L (1 ] Y2 9
2.1. Organizacja genomu wirusa Y ziemniaka (PV.Y.).ccuuueeeioiiiiee e 10
2.2. Wystpowanie i klasyfikacja biologiCzna............cccceeeeiieiiiiiiieeeecr e, 16
2.3. Mechanizmy ewolucji WiruSOWEQO RINA ... eeeeerriniiiaaaeee e eeeeeeeeeeeeeiereennneeeees 31
2.4.7r6dta odpornéci tytoniu na PVY i zdoIng ich przetamywania przez nowe izolaty.... 32
3. Materialy I METOAY.....ccoiiiiieieiie et e e e e e e e e eees 36
G0t O |V = 1= = L )T 0SSR 36
3.2. DAWIAACZENIA POIOWE ......cceieiiieiitie et e e e e et e e e e e e et e eenneeeeeeennnnns 37
GG T 0] = 1T (1 1T PP PPURPR 38
3.4. Badania bIOIOQICZNE ........coooiiiiiieeeeeeee e 39
G Nt I [ o (U | F= o - PSPPSR 39
3.4.2. Obserwacje objawOw chorobOWYCH........ccuvvieiiiiiiiiiiieee e 39
TN =T To F= T a1 F= TR o] (o[04 o 1= U 39
3.6. Charakterystyka molekularna izolatdw PVY. ... e e e 40
3.6.1. 1Z0IACIA RNA ..ot e e e e e e e e e e e e e a e 40
3.6.2. Odwrotna transkrypcja (RT-PCR) ...t eeeeeeeeeee 41
3.6.3. AMpIifikacja DNA (PCR) .....uuuuiuiuiiimreeeeeeiiitinsassa s s e e e eaeeasaeesesssssrnnnnnsessnnnn 41
3.6.4. Elektroforeza produktéw reakcji PCR i elUDJdA wirusa ...........ccoeevvvvvvvnnnnnne. 42
3.6.5. Trawienie produktow amplifikacji DNA enzymarastrykcyjnymi (RFLP) ....... 42
3.6.6. Elektroforeza produktéw trawienia DNA . .vvveeiieeiiiiiiieeeeeeeee e 43
3.7. ANAliza flOgENELYCZNA ........uviviiiiicmmmmm e e ee e et ettt s s e e e e e e e e e aaeaaeeeeeeeeeeeeeenesennnnns 43
3.7.1. ANaliza WZOrOW RFLP ........coooiiiii e e e e e e 43
3.7.2. Sekwencjonowanie geNOMU WITUSA .....cecceeeesrsrerseeereeeererrrremmmmmmmnmnnnnnnnnnnns 44
3.7.3. Detekcja zdaragekombinaCyjnycCh ...t e 45
YV o1 PSP a7
4.1. Wystpowanie wirusa Y ziemniaka (PVY) ....oooooiiieeee et 47
4.1.1. Tempo pojawianiagsobjawow wywotywanych przez PVY .......cccoovvccceeeennnns 48
4.1.2. Infekcja odmian podatnych wzrgych rejonach Kraju .........ceevvveeiiiiiiiieeneeene.. 51
4.1.3. Reakcja odmian odpornyCh Na PVY .....eececiiiiiiii e 55
4.1.4. Wplyw temperatury powietrza na pagaie tytoniu przez PVY .......ccccceevvveeeee 58.
4.2. Charakterystyka serologiczZna iZOlatOW PV Y .....evvvuuiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeesieeeeneeeennns 60
4.4. ANaliza MOIEKUIAINA ..o 66
4.4.1. Otrzymywanie i amplifikacja CDNA WIlUSB.ccue..uuuieeeiieeeeeeeieeeeeeeiiiiiiiinneeaas 66
4.4.2. Trawienie DNA i uzyskiwanie wzoréw restryKeych ...............ccooeeiiiiiiiivnnnne. 66
4.4.3. Zmienn& genomu iZOIatOW PVY ......cccoiiiiiiiiiiii it e e e e e e aaa e 66
4.4.4. Trawienie enzymem HiNG ... 69
4.4.5. Trawienie enzymem HiNf L............o oo e 71
4.4.6. Trawienie enzymem SAU L........ooiiicemmmmmoiee s 73
4.4.7. Uzyskanie i analiza petnej sekwencji nukldotvej wybranych izolatow PVY.. 75
4.4.7.1. Zmienng sekwencji aminokwasowej biatka VPG ..., 76

4.4.7.2. Zmienng& sekwencji aminokwasowej biatka P1 ..........coeeeeeenniiiiinnenn 17
4.4.7.3. Zmienng sekwencji aminokwasowej biatka HC-Pro......ccceee...e.... 78
4.4.7.4. Zmienng& sekwencji aminokwasowej biatka P3 ......... .o eeeeeeeieiiennnnn... 80

4.4.7.5. Zmienng sekwencji aminokwasowej biatka 6K1...........cccoeeevvieiineinnnnne. 82
4.4.7.6. Zmienng& sekwencji aminokwasowej biatka Cl ...........ccceevvviiiiiicinnnnnn. 83
4.4.7.7. Zmienng sekwencji aminokwasowej biatka 6K2...........cccceeevviiiiiiiinnnne. 85

4.4.7.8. Zmienng& sekwencji aminokwasowej biatka Nla-Pro............................. 86



4.4.7.9. Zmienng sekwencji aminokwasowej biatka NIb ..., 87
4.4.7.10. Zmienng@ sekwencji aminokwasowej biatka CP .........commeeeeeeiinnn.... 90
4.4.8. Potaenie filogenetyczne zsekwencjonowanych izolatow Rattle petnych

sekwencji genomowych PVY umieszczonych w GenBanku......................... 91
4.4.9. Zdarzenia rekombinacyjne w genomie PVY........coooiiiiiiiiiiiiiiiiinneeeeee e 98
T B Y £S] SH ] - 102
5.1. Wystpowanie wirusa Y ziemniaka w Polsce IS8ecCie ..............eeiiiiiiiiieieeiiiieeeeen. 102
5.2. Serologiczne z#dicowanie izolatdw wirusa Y ziemniaka........cccemmevvveeiiiiiiiiieeeeeennn. 105
5.3. Molekularne zrinicowanie badanych izolatow wirusa (RFLP) ...cuwwweeeeveeeeernnnee.... 107
5.4. ZdoInd¢ izolatow wirusa do przetamywania odpofaictytoniu ...............evvvvveniinnennnn. 110
5.5. Zr@nicowanie sekwencji i klasyfikacja filogenetyczna.............ccccccvvvviiiiiiieniennnnnnn. 31
IO T = =1 (o] 0] o] ] F= T = 118
6. POASUMOWANIE I WIHOSKI ....vveiiiieie et ee e e e e eeeeeeeeennneas 122
A 1 =] = 10| = PSP PPPPPPPPP 124

8. ZABCZNIKI ... et aaaaa 151



Wykaz skrotow
BYMV

cDNA
Cl

CP
DAS-ELISA

DNA
dNTPs
dsRNA
DTT
EDTA
elF4E

kb

LMV
MRNA
Nla

NIb

NJ

nt

NTR
PCR
PDR
PSbMV
PTNRD

PVY
PVY®
pvyN

PVYNW

wirus mozaikizottej fasoli;BeanY ellow M osaicVirus
komplementarny DNA; complementary DNA
biatko tworzce ciata inkluzyjne w cytoplazmie; cylindrical insion
protein
biatko ptaszcza; coat protein
test immunoenzymatycznyDouble Antibody Sandwich - Enzyme
LinkedI mmunaorbentAssay
kwas deoksyrybonukleinowy; deoxyribonucleicdaci
deoksytrojfosfonukleotydy; deoxyribonucleetidphosphate
dwuniciowy RNA; double stranded RNA
ditiotreitol; dithiotreitol
kwas etylenodiaminotetraoctowy; ethylenediagnietraacetic acid
eukariotyczny czynnik inicjacji translacji; ularyotic translation
initiation factor 4E
tyshc par zasad; kilobase
wirus mozaiki satatyl ettuceM osaicVirus
informacyjny RNA; messenger RNA
biatko Nla tworzce inkluzje agdrowe; nuclear inclusion a protein
biatko NIb tworzce inkluzje adrowe; nuclear inclusion b protein
metoda przyczania gsiadow;Neighbordoining
nukleotydy; nucleotides
region niepodlegagy translacji;Non-TranslatecdRegion
reakcja f#&cuchowa polimerazyPolymeraseChainReaction
odporné¢ pochodzca od patogend&athogenberivedResistance
wirus mozaiki i kiciozwoju grochuPeaSeedborneM osaicVirus
piekcieniowa nekrotyczna choroba bulw ziemniak@gtato Tuber
NecroticRingspotDisease
wirus Y ziemniakaPotatoVirus Y
szczep C wirusa Y ziemniaka; PVY C strain
szczep nekrotyczny (N) wirusa Y ziemniaka; PVYno#ic strain
grupa izolatbw nekrotycznych wirusa Y ziemniaka waujacych
nekrozy na bulwach; PVY necrotic tuber necrosis

grupa izolatow nekrotycznych wirusa Y ziemniakeewykrywanych



przez przeciwciata monoklonalne anti-PVYgroup of PVY necrotic

isolates non detectable by MAbs anti-PV/Y

PVY© szczep zwykly (O) wirusa Y ziemniaka; PVY ordinatyain

PVX wirus X ziemniakaPotatoVirus X

RDP program do wykrywania rekombinacjiRecombination Detection
Program

RFLP polimorfizm dtugéci fragmentéw restrykcyjnychRestriction Fragment
L engthPolymorphism

RNA kwas rybonukleinowy; ribonucleic acid

rpm liczba obrotéw na mingitrotation per minute

RT-PCR reakcja odwrotnej transkrypcji; reverse saaiption

sSSRNA jednoniciowy RNA,; single stranded RNA

TEV wirus etkowatej plamistéci tytoniu; TobaccoEtch Virus

TMV wirus mozaiki tytoniu;T obaccoM osaicVirus

TSWV wirus bazowej plamistéci pomidora;T omatoSpottedWilt Virus

TVMV wirus cetkowatasci nerwéw tytoniu;T obaccoVein Mottling Virus

UPGMA metoda niewsnych srednich podczer; Unweighted Pair Group
Method withArithmetic Mean

VAM odmiana tytoniu Virgin A Mutantyirgin A Mutant cultivar

VPg biatko podczone z 5 kacem genomu wirusa; viral genome-linked
protein

YMV wirus mozaiki jamaY amM osaicVirus

Wykaz jednoliterowych kodéw aminokwasow

A Alanina M metionina

C Cysteina N asparagina

D kwas asparaginowy P prolina

E kwas glutaminowy Q glutamina

F Fenyloalanina R arginina

G Glicyna S Seryna

H Histydyna T treonina

I Izoleucyna Vv Walina

K Lizyna wW tryptofan
Leucyna Y tyrozyna



Wstep i cel badan

1. Wstep i cel badai

Wirus Y ziemniakaPotato virus Y(PVY) naley do rodzajuPotyvirus rodziny
Potyviridae— najwkkszej i ekonomicznie najviaiejszej grupy wiruséw &innych, do ktorej
zaliczanych jest 128 zatwierdzonych oraz 89msie zaliczonych gatunkow (Fauquet i in.,
2005). PVY infekuje najwaniejsze rolniczo gatunki z rodzir§olanaceae- ziemniaki, tyta,
pomidory i papryk (De Bokx i Huttinga, 1981). Nekrotyczne szczepy YPWywotuja
brunatra nekroz nerwoOw lgci tytoniu, co utrudnia transport wody i soli miakrych oraz
ogranicza zdoln& asymilacji i wymiany gazowej (Wen i in., 1999).\MRmduje to obnienie
plonu, spadek jakmoi surowca oraz niekorzystnie wpltywa na gk@izenie zawarkei
azotandéw w Kciach tytoniu (Verrier i in., 2001). \Wodowisku naturalnym przenoszony jest
w sposob nietrwaty — na ktujce wielu gatunkdédw mszwc trakcie zerowania na rdinie
(Sigvald, 1984). Taki sposob transmisji wirusa spaaze chemiczne zwalczanie jest dalece
nieskuteczne w zapobieganiu choroby.

Prowadzone od wielu lat gdzynarodowe badania wykazaly obegnhtego patogena
w wickszaici krajow swiata (Chrzanowska, 1994; Doroszewska, 2004; Mcbna
Kristjansson, 1993; Ohshima K i in., 2000). Jedeakicksza¢ bada dotyczy izolatow PVY
pochodacych z ziemniaka, mniej natomiast jest danych datach tytoniowych. Wyniki
bada prowadzonych w Polsce potwierdzitse wicksza¢ izolatow PVY infekuje zaréwno
rosliny tytoniu jak i ziemniaka (Chrzanowska i Doroszmka, 1997). Stanowi to olbrzymi
problem, poniewaplantacje ziemniakaagtownymzrédtem infekcji upraw tytoniu. Straty w
plonach l§ci tytoniu u odmian podatnychy $ardzo duae, co wynika ze ztej jakoi surowca
pochodzacego z zainfekowanych §in i tym samym dyskwalifikuje jego przydatfo Z tego
powodu w Polsce nitiwa jest uprawa wycznie odmian odpornych.

Zrodtem odporngci najczsciej wykorzystywanym w hodowli twérczej wielu odmia
tytoniu jest genva pochodzcy od odmiany Virgin A Mutant (Koelle, 1961). Truelirdo
jednoznacznego okdlenia jest zrodio odpornéci polskich odmian z uwagi na stabo
udokumentowane ich pochodzenie w przesztidnnym zrodiem gendw odporoi na PVY
Sa dzikie gatunki rodzajuNicotiana (Doroszewska i Depta, 2011). Wiele z nich
wykorzystywano w hodowli odpordoiowej (Doroszewska, 2010; Lewis, 2007; Berbe
Gtazewska, 1988; Berlde 1988). Czsto jednak przeniesienie petnej odpéma dzikiego
gatunku nastcza wiele trudnéci zwiazanych z krzyowaniem oddalonym i utrzymaniem
wysokiej jakaci surowca. Wykorzystanie metody transformacji ggcenej do uzyskania

odporndci na PVY nie prowadzi do tak dych zmian w konfiguracji genotypu jak ma to
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miejsce podczas krzgwania mé¢dzygatunkowego (Doroszewska, 2004; Czubacka i
Doroszewska, 2010), co wydatnie skraca proces hipd@énakze odmiany uzyskanes t
metody wymagay akceptacji.

Istniejace i wykorzystywane obecnigdodta odpornéci byty stosunkowo efektywne
wobec powszechnie wygtujacych szczepow PVY. Jednakw ostatnich latach w Polsce, jak
tez w wielu krajachéwiata obserwuje siporaanie tych odmian. Na rozwdj nasilenia choroby
maja wptyw korzystne dla patogena warunki klimatyczmazopojawiagce s¢ nowe izolaty
wirusa, zdolne do przetamywania dgstych zrédet odpornéci (Doroszewska, 2008).
Rozpoznanie i szczegOlowa charakterystyka tych atbol, a zwlaszcza okilenie
mechanizmu odpowiedzialnego za nabytdolng¢ do infekcji, jest bardzo waym
zagadnieniem poznawczym, alez tprzydatnym w praktyce. Przeciwdziatanie chorobie
powodowanej przez PVY odbywagspoprzez hodowl odporndciowa, ktéra mae by
skuteczna jedynie dla zdefiniowanych szczepowlaibov tego wirusa.

Gtéwnym celem badabyta ocena wygpowania PVY w gtdwnych rejonach uprawy
tytoniu Polsce oraz wszechstronna charakterystgkanzadzonych izolatow wirusa.

Wyodrebniono te cele szczegotowe:

e ocere stanu porzenia odmian o zedicowanym charakterze i stopniu odpaitiow
réznych rejonach kraju,

» charakterysty& biologiczry obejmupca obserwacje charakteru wywotywanych
objawdw, stopnia pognia raélin, okreslenie zdolnéci do przetamywania odpor#ci
odmian tytoniu przez izolaty wirusa,

= diagnostyk serologicza z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych w celu
okreslenia przynalenosci poszczegollnych izolatbw do odpowiednich serotypd
pozwalajca na porownanie izolatow zebranych z tytoniu z itat@ pochodzcymi z
ziemniaka.

e analiz molekularm obejmujca okrelenie  zr&nicowania genetycznego
zgromadzonych izolatow na podstawie pelnych sekjvgenomowych wirusa oraz
wzoréw restrykcyjnych uzyskanych metoBCR-RFLP, analig filogenetyczia oraz
okreslenie podiga molekularnego odpowiedzialnego za zdéindo przetamywania
odporngci.
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2. Przeglhd literatury

Wirus Y ziemniaka (PVY) infekuje gatunki z rodziBplanaceaezaréwno uprawne —
ziemniaki, pomidory, tytd i papryk: (Nie i in., 2003) jak i niektore dzikie gatunkiradzaju
Solanum(Morel i in., 2000) i z rodzajWNicotiana (Doroszewska i Depta, 2011; Cardin i
Moury, 2008). Ponadto na Wyspach Kanaryjskich stivieno zainfekowan przez PVY
lawendt (Lavandula canariens)s mlecz zwyczajny $onchus oleracels slaz (Malva
parviflora), koper wioski Foeniculum vulgarg powoj (Convolvulus althaeoidgs nagietek
polny (Calendula arvens)s(Espino de Paz i in., 1997). Gospodarzami dla RWog by
takze: iglica pospolita Erodium cicutariun), bodziszek drobnyGeranium pusillury) satata
komasowa l(actuca serriolg, jasnota purpurowalL&mium purpureum (Kaliciak i Syller,
2009). Jak wskazagjautorzy (Kaliciak i Syller, 2009) infekcja tych tgakéw ma charakter
bezobjawowy.

W $rodowisku naturalnym PVY przenoszony jest przezaaob0 gatunkdéw mszyc
(Kanavaki i in., 2006). Sposéb przenoszenia winlsaslany jest jako nietrwaty (na kiujce
owada), co sprawiae infekcja naspuje szybko, zanim zacznie dziakaodek owadobojczy
(De Bokx i Huttinga, 1981; DiFonzo, 1995), dlategd zwalczanie mszyc nie ogranicza w
sposOb dostateczny rozwoju choroby (Doroszewsk@8X0Czas potrzebny na pobranie i
przeniesienie patogena jest bardzo krotki i trwakibkli sekund do kilku minut, natomiast
sama mszyca jest w stanie zad@akolejne réliny jeszcze przez okres kilku godzin (Fereres i
Collar, 2001; Pirone i Perry, 2002). Chacisamo pozyskanie wirusa przez mszycezéno
trwat¢ bardzo krotko, bo ju 5 sekund, to disze zerowanie od 10 sekund do minuty na
zainfekowanej rélinie, znacznie zwiksza efektywn&t transmisji patogena (Kanavaki i in.,
2006). Natomiast bardzo diugterowanie na zainfekowanejstmie — od 5 do 10 minut nie
powoduje dalszej transmisji wirusaada znacznie 4 ogranicza (Bradley, 1954; Singh i in.,
1984). Rane gatunki mszyc wykazujrézna wydajnag¢ w transmisji wirusa (Fereres i in.,
1993; Harrington i in., 1986; Katis i Gibson, 198%rez i in., 1995; Sigvald, 1984; van
Hoof, 1980), ale uznaje i ze najbardziej wydajnym gatunkiem jeMyzus persicae
(Kanavaki i in., 2006). Wprowadzenie barier w postannych upraw (stonecznika,
kukurydzy, wyki, sorgo) me znaczco wptywa na zmniejszenie nasilenia infekcji wirusem
plantacji tytoniu, papryki, czy ziemniakow, aczkadw stopié infekcji zaley tez od
warunkow pogodowych (Fereres, 2000). PVY w waruhkagtucznych mae by takze
przenoszony mechanicznie z sokiem zakej raliny. Opryskiwanie ekstraktem z korzeni

dziwaczka peruwigskego WMirabilis jalapa) zawierajcym biatko inaktywujce rybosomy
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(ang. ribosome inactivating protein — RIP) nienealv 100% zabezpieczato tyiprzed PVY
(Vivanco i in., 1999). Niestety zabezpieczenie tgtobskuteczne tylko w przypadku
mechanicznego przenoszenia wirusa, natomiast lgathgen przenoszony byt przez mszyce,
takie zabiegi nie zabezpieczaltyslio (Vivanco i in., 1999). Do ograniczenia rozwoju
patogena w zainfekowanym tytoniu Nie (2006) zast@dkwas salicylowy. Opryskiwat nim
sadzonki tytoniu, co w efekcie prowadzito do fpi@nia powstawania nekroz todyg o 1-2
dni. P&niejsze analizy wykazalye akumulacja PVY w tkankach tytoniu byta glgalizana
we wczesnych stadiach infekcji wirusem, co byto pdewane jego ob#nong replikach (Nie,
2006). We wczesnych stadiach po zainfekowaniling przez PVY, skiad hormonéw w
roslinie ulega zmianie. Jupo 1 dniu zwgksza st kilkukrotnie stzenie kwasu jasmonowego
(JA) i jego prekursora kwasu 12-oksyfytodienowe@PDA), nie odnotowano natomiast
istotnych ra@nic w stzeniach kwasu salicylowego (SA), kwasu idolilooctgae(lAA) i
kwasu abscysynowego (ABA) (Ko¥a2009).

2.1. Organizacja genomu wirusa Y ziemniaka (PVY)

Wirus Y ziemniaka (PVY) ma budawnitkowat o dlugagci 680-900nm krednicy 12-
15nm. Wirion ma postahelikalnie sk¢conej otoczki biatkowej, skladgiej sk z ok. 2000
kopii biatka ptaszcza (28-34kDa) stangaeego 95% masy catego wirionu (Ward i in. 1994).
Wewmtrz znajduje si genom (rys.1), ztmny z pojedynczej sensownej nici RNA o dtégo
ok. 9700 rybonukleotydow (Powell i in. 1986), koglty poliproteire zbudowan z 3063
aminokwaséw (Robaglia i in., 1989). Zdaem 5’ kowalencyjnie zwiane jest biatko VPg,
zas koniec 3 jest poliadenylowany (Robaglia i in.,889. Genom wirusa zawiera jegn
otwary ramke odczytu, ktéra koduje poliproteiroraz dwa regiony nie kodige: 5’NTR i
3'NTR (Shukla i in., 1994). Wirus w pierwszej katefci po wnikniciu do komorki
gospodarza wytwarza poliproteirktora jest nagpnie trawiona przez trzy proteazy wirusa,
co w efekcie prowadzi do powstania aktywnych biaielusowych (Carrington i Dougherty,
1987; Carrington i in., 1989; Carrington i Free@9Q; Verchot i in., 1991). W kolejsoi od
N-konca poliproteiny s to: proteaza P1, biatko HC-Pro, biatko P3, biait,, biatko ClI,
biatko 6K;, mate biatko inkluzji gdrowych Nla, paniej przeksztalcane w biatko VPg i
proteaz Pro, due biatko inkluzji pdrowych Nlb oraz biatko ptaszcza CP (Shukla i 1991;
Riechmanniin., 1992; Ward i in., 1994).
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Rys.1. Mapa genomu wirusa Y ziemniaka (PVY) (Giams, 1998)

Funkcje poszczegodlnych biatek przedstagvs nastpujaco:

Biatko P1, to proteaza serynowa, ktora katalizujeaodénie s jej samej od poliproteiny w
miejscu Tyr-Ser naatzeniu z biatkiem HC-Pro (Verchot i Carrington, 599C-kacowa
czes¢ biatka zawiera w petni funkcjonaliproteaz z triach katalityczra charakterystyczndla
tego typu proteaz (His-214, Asp-223, Ser-256), padaydy N-koniec nie jest nieginy do
aktywndaici proteolitycznej biatka P1 (Verchot i in., 1992¢echuje go wysoka zmiengio
(Verchot i Carrington, 1995). Biatko P1 w warunkaoh vitro posiada zdoln@ do
przylaczania s zaréwno do jednoniciowego RNA (Brantley i Hunt, 989, jak réwnie do
dwuniciowego RNA oraz jednoniciowego DNA, alezjwnie wykazuje zdolnai do
przylaczania do dwuniciowego DNA (Soumounou i Lalibed894). Biatko P1 jest rowrnie
czynnikiem stymulujcym replikacg genomu wirusa (Verchot i Carrington, 1995) oraarie
udziat w przemieszczaniuesiwirusa z komorki do komorki (Atabekov i TalianskiQ90;
Brantley i Hunt, 1993, Dougherty i Semler, 1993) cWoplazmie tworzy agregaty z biatkiem
Cl (Arbatova i in., 1998).

HC-Pro (ang. helper component-protedsdo wielofunkcyjne biatko (Maia i in., 1996)
akumulowane w zainfekowanych komorkach jako beawisive inkluzje (Baunoch i in.,
1990). C-kacowa czs¢ biatka wykazuje aktywnid proteazy cysteinowej (Oh i Carrington,
1989), przez co autokatalizuje adtenie s od poliproteiny (Carrington, 1989; Carrington i
Herndon, 1992). Mutacje w domenie odpowiedzialrmepktywnd¢ proteolitycza powoduj
zahamowanie replikacji wirusa w protoplastach dlimach (Klein i in., 1994; Kasschau i
Carrington 1995). Drugfunkcija tego biatka jest udziat w przgzaniu wirionow do khujki na
aparacie goowym mszyc podczas icterowania na zainfekowanychshmach, stanowi wic
swoisty czynnik wspomagajy rozprzestrzenianie ¢siwirusa @ng. aphids transmission
helpe) (Atreya i in., 1992; Wang i in., 1996; Blancn.j 1997), pewien rodzaj mostu

pomiedzy biatkiem ptaszcza wirusa (CP), a domniemanyceptrem na aparacietgpwym
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mszyc (Pirone i Blanc, 1996). Aktywna domena czkanwspomagagego ang. HC =
helper componehtznajduje st w N-koncowej i centralnej agci biatka HC-Pro (Atreya i in.,
1992; Atreya i Pirone, 1993). Pojedyncza mutacjgewomie wirusa — tranzycja z A na G w
pozycji 1184 powoduje zmiarw sekwencji aminokwasowej biatka HC-Pro w pozya3i z
Lys na Glu, co w efekcie prowadzi do okgmia transmisji wirusa przez mszyce (Legavre i
in., 1996). W Hiszpanii przeprowadzono badania matiacjami w genie kodagym HC-Pro
izolatbw pochodzcych z papryki, gdzie stwierdzono dwie inne mutaojecledzapce
funkcje czynnika wspomaggego rozprzestrzenianiegsivirusa (HC). Pierwsza z nich, to
tranzycja z G na A w pozycji 266, powodcy zmiag w sekwencji aminokwasowej biatka
HC-Pro w pozycji 89 z Arg na GIn i druga mutacj&zna A w pozycji 456, zmienigga
sekwengg aminokwasow biatka w pozycji 152 z Met na lle (Llave i in.,99).

Biatko HC-Pro jest réwnie niezlegdne w procesie replikacji genomu oraz w
ujawnianiu s¢ objawow chorobowych (Atreya i Pirone, 1993; Maia.i 1996; Atreya i in.,
1992). Biatko HC-Pro wykazuje zdolfio do niespecyficznego przygzania s swym
bogatym w cysteig N-koncem do jednoniciowego RNA, co b sugerowd ze biatko to
moze oddziatywa z genomowym RNA wirusa podczas replikacji (Makernardi, 1996).
Biatko HC-Pro bierze rownieudziat w przemieszczaniugswirusa z komoérki do komorki
(Rojas i in., 1997) oraz w przechodzeniu wirusandozy i rozprzestrzenianiu siinfekciji
(Cronin i in., 1995; Saenz i in., 2002). Odpowigd&ze za synergi w dziataniu podczas
koinfekcji innym wirusem (Pruss i in., 1997).

HC-Pro wchodzi take w interaka} z r&znymi biatkami gospodarza (Guo i in., 2003),
rowniez biatkami typu kalmoduliny wymaganej w procesie yania genow
(Anandalakshmi i in., 2000), przeciwdziajajtym samym supresji wyciszania genow (Llave i
in., 2000).

W zainfekowanych przez PVY dlinach, biatko HC-Pro zostalo wykryte w
chloroplastach (Gunasinghe i Berger, 1991), w kdidrgdbywa si proces fotosyntezy i wiele
innych fundamentalnych przemian metabolicznych (apMgller, 2007). Biatko HC-Pro
oddziatywuje z natywnym biatkiem wygtujacym w chloroplastach — MinD, co w efekcie
prowadzi do spadku liczebfm chloroplastow i zmiany ich rozmiaréw w zainfekane)
przez PVY komdérce (Jin Y i in., 2007; Pompe-Novak.j 2001, Coletti i in., 2000, Dinkins i
in., 2001).

Biatko P3 jest stabo poznane, ale zawiera najprawdopodobloigjerr transmembranoyvi

moze bra& udziat w zakotwiczaniu kompleksu replikacyjnegoo@®guez-Cerezo i Shaw,
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1991; Klein i in., 1994; Martin i in. 1995), ktétworzony jest przez biatka Cl, VPg, Nla, Nlb
zwiazane z RNA (Merits i in., 1998; Merits i in., 1999)

Biatko CI (ang.cylindrical inclusioh ulega nagromadzeniu w cytoplazmie zainfekowanych
komorek w formie ciat inkluzyjnych o wielkoi od 200 do 1000 nm (Edwardson i in., 1984).
W efekcie powoduje dezorganizagjomorek parenchymatycznych, znieksztatcenie koknore
epidermalnych, indukuje nieprawidtowm w budowie chloroplastow i mitochondriow, a
takze inicjuje tworzenie zwojow na btonie komoérkowejtworzenie nietypowych ciat
lipidowych (Shand i in., 2009). W komérkach pareymoatycznych tytoniu w zammosci od
przynalgnosci izolatu wirusa (PVYW lub PVY'™) tworza sie odpowiednio ciatka

inkluzyjne o strukturze ,pinwell” (rys. 2) lub ,solis” (rys. 3)

Rys. 2. Ciata inkluzyjne w komodrkach Rys. 3. Ciata inkluzyjne w komodrkach

parenchymatycznych tytoniu po zakaiu parenchymatycznych tytoniu po zakaiu
wirusem Y ziemniaka z grupy PV'W wirusem Y ziemniaka z grupy PVYM
(Doroszewska i in., 1999) (Doroszewska i in., 1999)

Biatko CI jest helikaz RNA (Lain i in., 1990; Lain i in., 1991). Za aktye¢ helikazy RNA
odpowiada C-koniec biatka (Robaglia i in. 1989;dRimann i in., 1992).

Biatko Nla (ang. nuclear inclusion )a zbudowane jest z dwéch domen: VPg na Nekp
ktéra jest autokatalitycznie oddzielana od reszigtkh Nla (Dougherty i Parks, 1991;
Shahabuddin i in., 1998; Murphy i in., 1990) orammeny proteolitycznej (Nla-proteazy) na
C-koncu, ktora wykazuje aktywrndé proteazy cysteinowej (Rawlings i Barrett, 1994;
Rawlings i Barrett, 1996). Centrum aktywne Nla-pe#ty zbudowane z His, Asp i Cys
zlokalizowane jest na jej C-kou (Dougherty i in., 1989; Garcia i in., 1989). Dema
zlokalizowana na N-kicu Nla-proteazy, bierze udzial w procesie replikdBawlings i
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Barrett, 1994). Nla-proteaza wspolnie z biatkienb NWorzy agregaty w formie inkluzji
jadrowych (Carrington i Dougherty, 1988), chacimoze tez wyskpowa w cytoplazmie
(Rouis i in., 2001).

Biatko VPg taczy sk z kaacem 5’ genomu wirusa chraigi go tym samym przed trawieniem
przez egzonukleazy oraz gjuza starter w procesie replikacji (Siaw i in. 1p8B®statni
aminokwas biatka VPg stanowi tyrozyna, ktorazeiniem fosfodiestrowym patzona jest z
genomowym RNA wirusa. Jakakolwiek zmiana tego amwasu na inny, skutkuje
zahamowaniem replikacji i unierdovia zakaanie rglin (Murphy i in., 1991; Murphy i in.,
1996, Schaad i in., 1996).

Biatko 6K1 jest jednym z dwdch najmniejszych peptyddéw o mé&kiPa (Hong X.Y. iin.,
2007). Funkcje tego biatka nie sloktadnie znane, ale przypuszcza, sie mae peiné

krytyczm role w replikacji wirusa lub rozprzestrzenianiw $infekcji z komorki do komaorki
(Johansen i in., 2001).

Biatko 6K2 bierze udziat w rozprzestrzenianiug sinfekcji poprzez naczynia oraz w
wywotywaniu objawow chorobowych na zainfekowanyoklinach (Spetz i Valkonen, 2004,
Tomimura i in., 2004). Ponadto jest nieodzowne acpsie replikacji genomu wirusa (Spetz i
Valkonen, 2004). Peini ono kolkotwicy przytwierdzajcej kompleks replikacyjny do
retikulum endoplazmatycznego (Merits i in. 2002s®Repo-Hartwig i Carrington, 1994; Li i
in., 1997; Schaad i in., 1997).

Biatko NIb (ang. nuclear inclusion )b jest polimeraz RNA, zaleena od RNA (Robaglia i
in., 1989; Koonin, 1991). Biatko Nlb wspoélnie z Ndaoteaz tworza agregaty w formie
inkluzji jadrowych (Carrington i Dougherty, 1988). Ponadto Nibsiada zdoln& do
translokacji adrowych (Li i in., 1997). Polimeraza NIb poprzezdadhtywanie z biatkiem
Nla, bierze udziat w inicjacji powstawania komplek®plikacyjnego (Hong i in., 1995; Li i
in., 1997).

Bialko ptaszcza (ang. coat protein = CR spetnia wiele funkcji. Jego gtéwrrola jest
optaszczenie genomowego RNA wirusowego. Jedynigralea czs¢ biatka jest niezédna
do utworzenia z wielu estek biatka — ptaszcza wirusa oraz bierze udziahfekowaniu

rosliny w czasie sztucznej inokulacji (Shukla i in98B; Shukla i in., 1991; Dolja i in., 1994;
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Dolja i in., 1995). Biatko ptaszcza petni rownigvazng role w przenoszeniu wirusa przez
wektory. Za zdoln& do przenoszenia wirusa przez mszyce odpowiedzjebtynotyw DAG
(Asp-Ala-Gly) w N-kaicowej czsci biatka (Harrison i Robinson, 1988; Roudet-Tavaert.,
2002; Flasinski i Cassisdy, 1998). Ten motyw jegprawdopodobniej odpowiedzialny za
pofaczenie z biatkiem HC-Pro w ktujce mszyc (Blanc i, ih997). Kolejne funkcje biatka, to
udziat zaréwno w rozprzestrzenianig sfekcji z komérki do komorki, jak rownieprzez
naczynia (Atreya i in., 1995; Dolja i in., 1994; l[2oi in., 1995). Przypuszczagsiowniez, ze
biatko CP mae bra udziat w regulacji replikacji wirusowego RNA (Mgha i in., 1996).
Poza sekwencjami stanaeymi geny kodujce biatka wirusa, w genomie znajdsjic
réwniez dwa regiony niekoduage:
5'NTR (ang. non translated regiQnmapcy dtugadé¢ ok. 185 nukleotyddéw jest bogaty w
adenir (Riechmann i in., 1992). Region ten odgrywazmaarole w cyklu zyciowym wirusa,
a w szczegolnai w procesie replikacji i translacji (Mazier i jrl994). W wirionie z 5’NTR

sprzzone jest kowalencyjnie biatko VPg (Doroszewska,400

3'NTR (ang. non translated regignmapcy diuga¢ ok. 330 nukleotydow bierze udziat w
inicjacji syntezy negatywnej nici RNA oraz w powstniu objawdéw chorobowych po
zakaeniu patogenem (Rodriguez-Cerezo i in., 1991; varMiugt i in., 1992; Fakhfakh i in.,
1995). Na kacu 3’ regionu 3'NTR znajduje sie ogon poli(A) chrgey nic RNA przed

trawieniem przez egzonukleazy (Riechmann i in. 21 $®baglia i in., 1989).

Poréwnanie sekwencji aminokwasowej poliproteimgch potywiruséw wskazujege
biatko P1, P3 oraz N-Kmowa czs¢ biatka ptaszcza (CP)asnajbardziej zmiennymi
regionami veréd poliprotein potywirusowych (Shuklaiin., 1991)

Analiza sekwencji nukleotydowej izolatow PVY-Fr (Baglia i in., 1989) i PVY-H
(Thole i in., 1993) wykazataze stopié podobiéstwa genomoéw jest #y w zalenaosci od
regionu. Ogélny stopie podobidistwa wynidst 88,5%, podczas gdy regiony 5’NTR oPdz
odpowiednio 70,3% oraz 72,6%. Porowgnupodobiéstwo sekwencji dla genu kodgggo
biatko ptaszcza oraz sekwencji regiondw kadygh biatka niestrukturalne, wyncge
odpowiednio 90,6% i 80,6 %-98,3%, okazuje, sie najbardziej zmienny jest koniec 5’

genomu wirusa.
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2.2. Wysgpowanie i klasyfikacja biologiczna

Pierwsze objawy nekrozy nerwdéw na tytoniu wywotangusem Y ziemniaka
obserwowano w Europie juv latach 40 ubiegtego wieku (Norberga i Silbersihilo44).
Kolejne doniesienia pochoglz lat 50 z Niemiec i Szwajcarii (Berger, 1958; Bpd958). W
Polsce choroba zostata wykryta po raz pierwszy 861@ku przez prof. Jana Berbecia, a ju
dwa lata paniej wywotata epifitoz (Berbe&, 1960). W roku 1971 r. zostat wyizolowany i
opisany przez Gajosa szczep ,nekrotyczny zjadliwBReYN?, infekujacy wickszaié odmian
tytoniu (Gajos, 1971). Chociaszczep PVY znany byt ju od 1940 roku (Smith i Dennis,
1940), a jego wygpowanie na ziemniakach opisywano w Europie, Pomaej Afryce,
Nowej Zelandii i Peru (Singh, 1992; Ellis i in., 98, to izolaty naleace do grupy PVY¥™
wykryto wiele lat péniej (Beczner i in., 1984). Obecnie wystija one powszechnie w
wigkszasci krajow europejskich (Serra i Weidemann, 1997masesoli i in., 1998), Libanie i
Izraelu (Weidemann i Maiss, 1996), Syrii (Chikhni,i2008), Iraku (Al-Ani i in., 2011),
Potudniowej Ameryce (Salazar i in., 2000), Japf@inshima i in., 2000; Ogawa i in., 2008),
Wietnamie (Ha C i in., 2008), czy USA (McDonald in§h, 1993; Baldauf i in., 2006;
Ottoman i in., 2009; Whitworth i in., 2009). Izofahaleace do PVY'™ s szczegdlnie
grozne w uprawie ziemniaka, ponieswvaprocz obnienia plonu, powodudj nekrozy na
bulwach ziemniaka, przez co zainfekowane bulwynh®przydatne do sprzedai spazycia
(Crosslin i in., 2006). Na podstawie wieloletnichdan prowadzonych w IUNG-PIB we
wspotpracy z IHAR, Oddziat w Miochowie stwierdzorie, zdecydowana wksza¢ izolatow
pochodacych z ziemniaka jest zdolna péaé tyton, jak tez izolaty tytoniowe zdolneasdo
infekcji ziemniaka. W 1994 r. w Polsce zidentyfikemo na tytoniu i ziemniaku izolaty z
grupy PVYY™ wywotujace nekrozy na bulwach ziemniaka (Chrzanowska, 1984y to
pierwsze doniesienia o zdokw izolatow tytoniowych do wywotywania nekrozy bulw
ziemniaka (Chrzanowska i Doroszewska, 1997).

Obecnie PVY obejmuje swym zagiem wszystkie kontynenty powodgjduze straty
w plonowaniu wielu rélin uprawnych naswiecie. Wyptkiem jest Australia, gdzie PVY
dotychczas nie spowodowat znacych strat (Singh i in., 2008). Wieloletnie badania
realizowane w ramach gdzynarodowej organizacji CORESTA (Cooperation Gerfor
Scientific Research Relative to Tobacco) w progea®ub-Group Collaborative Study on
PVY, koordynowane przez prof. dr hab. T. Doroszewslgkazup, ze najwkksze poraenie
tytoniu przez PVY mialo miejsce w Szwajcarii, Niexech, na Wgrzech, w Polsce,
Macedonii, RPA i Zimbabwe (Doroszewska, 2008). Zagiwna silne objawy nekrotyczne

wywotywane przez PVY na tytoniu, surowiec pozyskamycslin zainfekowanych nie ma
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zadnej wartéci przemystowej, tote uprawa odmian podatnych nie jest w Polscezliwa.
Efektem pracy hodowcoéw byto uzyskanie odmian zaajieych okrdlone czynniki
odporndci. Gtdbwnym czynnikiem odporsdoi jest genva obecny w odmianie VAM,
uzyskanej na drodze kierunkowej mutacji (Koellep1)® Odporné¢ ta warunkowana jest
delech genu odpowiedzialnego za podaifioa PVY (Noguchi i in., 1999). Odporfiooparta
na podobnym mechanizmie znajduje; sv wigkszaci uprawianych obecnie odmian.
Niestety, odpowiedzize strony patogena gggo nowe formy, bardziej wirulentne, zdolne do
przetamywania istniggych zrodet odpornéci. Takie izolaty wys{puja coraz czsciej w
uprawach tytoniu w Polsce i diecie (Doroszewska, 2004; Doroszewska, 2008)

W pocatkach wirusologii rélinnej do rozréniania jednostek chorobowych i
wprowadzania nazewnictwa wiruséw, wykorzystywandy bwyraznie widoczne objawy
wywotywane na odmianach uprawnych ziemniak@wlénum tuberosurh.) (Singh i in.,
2008). W owczesnym czasieasreczki wirusa wywotujce objawy nie byly znane, dlatego
nie mogly by uzyte w tworzonej nazwie wirusa. Proby standaryzoaanorob wirusowych
polegaty na wzrécie ,czystych kultur choroby” w tdhych odmianach ziemniaka i obserwacji
wywotywanych przez nie objawow.

W 1931 r. Smith, opierag sk na sposobie przenoszenia choroby oraz objawéw
wywotywanych przez wirusa na tytoniu, rozdzielihazwat te dwa komponenty wirusowe
jako odpowiednio Y i X (Smith, 1931). Sktadnik XtOky powodowat na tytoniu podwdjne
koncentryczne kigi z plamy w srodku, nazywany byt ringspot. Sktadnik Y — przermsg
przez mszyce, na tytoniu wywotywdtiemnienia wzdha nerwéw léci. W ten sposob
sktadniki te daly podstayvnazwy dla wirusa X ziemniaka (PVX) oraz dla wirusa
ziemniaka (PVY). Od nazwy tych wiruséw pochodzi wazdwoch rodzajow w obecnej
taksonomii wirusowPotexvirusi Potyvirus(Fauquet i in., 2005).

Nomenklatug¢ wykorzystupca pojedyncz litere alfabetu wykorzystano rowniedo
nazwania innych wiruséw ziemniaczanych i tak: wiraezaiki faldowanej nazwano PVA
(Murphy i Mackay, 1932), wirus dciowy ziemniaka — PVD (Bawden, 1934), wirus
wierzchotka gdu — PVB i PVC (Bawden, 1936). W latackeduziesatych XX wieku, wirus
mozaiki medzynerwowej nazwano PVM (Bagnall i in., 1956), ausi wczéniej nazwany
jako wirus E ziemniaka (PVE) (Dykstra, 1939) orarus K ziemniaka (PVK) (Kdhler, 1942)
nazwano wspolnie wirusem M ziemniaka (PVM). Dodat&owirus wczéniej zaliczany do
PVM zostal nazwany wirusem S ziemniaka (PVS) odMigka Slogteren — uczonego, ktory

jako pierwszy odkryt tego wirusa (Rozendaal i Brus®55). Niektore z wczesnych nazw
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wirusow dzisiaj ju nie funkcjonuj. Dla przykiadu PVB i PVC, ktore obecnie stangawi
szczepy w olabie odpowiednio: PVX i PVY (Singh i in., 2008).

W pocatkach bada nad PVY zaobserwowanae objawy wywotywane przez
patogena na ziemniakachznia Si¢ intensywnd@cia zaleznie od odmiany (Bawden i Kassanis,
1946; Cockerham, 1943). W frdiejszym okresie wprowadzono do nomenklatury dditgre
alfabetu pisam w indeksie gérnym dla rozrdienia szczepdéw w ollpie wirusa. Do
rozr&niania poszczegollnych szczepow, wykorzystywano redélizolatu lub jej brak do
wywotywania nekroz wierzchotka ¢du u r&nych odmian ziemniakébw oraz nekroz
systemicznych na tytoniu. Wczesne badania nad odfmg na niektore wirusy w
uprawianych ziemniakach wykazalye cechy te $ dziedziczone jednogenowo i maj
dominupcy charakter (Cadman, 1942; Cockerham, 1943; Huft®45; Jones, 1990). W ten
sposob mycie r&nych odmian ziemniaka pozwolito na roznéanie wiruséw na podstawie
wysokoczutej reakcji odpordoiowej (ang. Hypersensitive resistance response —,HR)
ujawniapcej sk poprzez lokalny rozwéj zmian nekrotycznych na zakgch liciach, ktore
przeksztatcaty gibadz nie, w nekrozy systemiczne (Singh i in., 2008)a Ptzyktadu wirus
PVA zostal wyodgbniony poniewa nekrozy wierzchotka q@u korespondowaty z
wystepowaniem genNa, PVB z genemNb, PVC (obecnie PVY) z genemNc, a PVY
(obecnie PVY) z genermNy. Kiedy opisane powsej geny HR zostaty odkryte i nazwane, nie
uswiadamiano sobie jeszczee PVC (obecnie PVY) i PVY (obecnie PVY), to 2 réne
szczepy jednego gatunku wirusa — wirusa Y ziemn{&k&) (Singh i in., 2008).

W 1961 roku zostat opisany po raz pierwszy nowyspd?VY, ktory nie byt zdolny
do wywotywania odpowiedzi warunkowanej przez geni W ziemniaku, ale powodowat
nekrozy na tytoniu. Zostat on nazwany szczepematgéznym PVY' (De Bokx, 1961).
Wiele lat péniej, w 1990 roku opisano nowy szczep — PV¥téry nie byt zdolny do
wywolywania nekroz na tytoniu i jednodzge nie naleat do PVY- ani do PVY (Jones,
1990).

Wirus Y ziemniaka jest patogenem rownienych niz ziemniaki rélin uprawnych:
papryki Capsicumspp.), pomidoragolanum lycopersicur.) i tytoniu (Nicotiana tabacum
L.). Niektore izolaty infekujce papryk poraaja rowniez ziemniaki (Gébré-Selassie i in.,
1985; Romero i in., 2001). Zaproponowano nawet metmdr@niania typowych izolatéw
paprykowych poprzez zakanie tytoniu odmiany XanthiNjcotiana tabacumcv. Xanthi)
(Romero i in., 2001). Biologiczne xdice pomégdzy izolatami paprykowymi i
ziemniaczanymi dajsic zauway¢ na podstawie raic w sekwencji nukleotydowej genomu

izolatow wirusa. Ponadto €® znacznie rénia sic sekwencje genu kodigego biatko
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ptaszcza (CP), dlatego odrdanie tych izolatow jest nitiwe rowniez poprzez testy
serologiczne z wykorzystaniem odpowiednich prze@tvmonoklonalnych (Soto i in., 1994)
oraz restrykgj i analiz filogenetyczia sekwencji genomu izolatéw wirusa (Romero i in.,
2001).

Wiele izolatéw pochodych z papryki jest bardzo podobnych do szczepu PVY
pochodzacego od ziemniaka (Fanigliulo i in., 2005; Romerm.; 2001). Daa zmienné&¢
cech biologicznych izolatow pochagzch z papryki w odniesieniu do sekwencji genu
kodujacego biatko ptaszcza wskazujee istnieje tutaj jeden szczep genetyczny. lzolaty
nalezace do szczepu PVY pochodzce z ziemniakéw wykazaj za jednolite cechy
biologiczne, ale w oparciu o analizekwencji genu biatka ptaszcza udalpwsyrézni¢ w ich
obrebie 2 szczepy genetyczne PYA PVY©? (Blanco-Urgoiti i in., 1998a).

Izolaty infekupce papryk w warunkach polowych byty oryginalnie zaliczane do
trzech gtébwnych grup (patotypow), w oparciu o zaéndo przetamywania recesywnych
genéw odpornéci pvr2' i pvr? (Singh i in., 2008). Izolaty zdolne do przetamyieatych
genow i zdolne infekowaraosliny nie posiadajce tych gendw zaliczane byty do patotypu O.
Izolaty, ktére przetamywalpvr2' zaliczano do patotypu (0,1), natomiast izolatyefamujpce
odpornd¢ warunkowan przez obydwa geny do patotypu (0,1,2) (Gébré-Sedasn., 1985).
Jednake pvr2t i pvrZ byly p&niej okrelone jako allele tego samego genu, ponadto
dodatkowo odkryto trzeci allepvr2® (Singh i in., 2008). Allele gengpvr2, ktére nie
odpowiadajg za odporné& na PVY nazwanopvr2® (Moury i in., 2004). Odporng
warunkowana recesywnymi allelami gepur2 nie jest zwiazana z reakgj rosliny po
zainfekowaniu przez PVY, w odidieniu od odpornéei u ziemniakow, ktéra ma charakter
dominujcych genéwNy i Nc — specyficznych dla odpowiednio: P?Y PVY®. Oczywicie
istnieja w papryce rownizinne geny o charakterze domigeym ydz recesywnym (Arnedo-
Arnés i in., 2006; Kyle i Palloix, 1997), ale wgj wymienione nazewnictwo patotypow wzi
jest wywane. Na papryce PVY me wywolywa& miejscowe nekrotyczne zmiany,
systemicza nekroz nerwOw oraz nekr@z wierzchotkdw. Interakcje porgilzy czterema
allelami genupvr2 (pvr2', pvr2', pvr2, pvr?’) 4 zalezne od 23-aminokwasowego regionu
wirusowego biatka VPg, pstzonego z genomem wirusa (Ayme i in., 2007). Allgenu
pvr2 sa wariantami sekwencji kodagych eukariotyczny czynnik 4E inicjacji translacji
(elF4E). Mutacje w VPg i elF4AE wptywapa interakcje pomdzy tymi biatkami, w wyniku
czego upéledzony zostaje cykl infekcyjny wirusa i nie jest v stanie namna Sie w
zainfekowanych tkankach (Ayme i in., 2007; Ruffehi, 2005). Poniewazidentyfikowano

zaleznosci pomigdzy genami wirusa i kliny gospodarza uznana, powinno sta sie mazliwe
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uzycie sekwencji VPg do ustalenia przynadesci izolatbw wirusa do odpowiednich
patotypdéw (Singh i in., 2008). | rzecz\éwie wiedza dotycza zmiennéci sekwencji biatka
VPg, wirulencji izolatéw wirusa infekagych papryk niosaca rézne allele genupvr2,
pozwolita na rozrénienie w sumie 8 patotypdw zamiast rozpoznanyclzgikowo 3 (Ayme i
in., 2007).

Ziemniaki i papryka jakaywiciele @ selektywne w stosunku dozmych szczepow
wirusa, natomiast pomidor i tyio moga by¢ infekowane przez wksza¢ izolatow
pochodacych z ziemniakow i papryki (Aramburu i in., 2008tobbs i in., 1994). Dlatego
bardzo trudno o kryteria, za pomo&torych mana bytoby przyporadkowa szczepy
pochodzace z pomidora, do ktore§aze szczepu ziemniaczanego lub paprykowego. Dla
przyktadu przeciwciata monoklonalne skierowane grzko szczepom O, N i C nie
zapewniag odpowiedniego grupowania izolatbw pomidorowych wdniesieniu do
charakterystyki biologicznej (Aramburu i in., 2008naliza sekwencji izolatéw pozyskanych
z pomidoréw wykazataze mana je przyporadkowa do 3 grup: N, NTN oraz innych
izolatéw nie pochodgych z ziemniaka (Aramburu i in., 2006).

Tyton infekowany jest przez wszystkie szczepy PVY (Cldsia i in., 1997a). W
1974 roku zidentyfikowano w Polsce na odmianie ziitka Nysa — izolat PVINy nalezacy
do szczepu PVY (Chrzanowska, 1991). Z wakiem nekrotycznego szczepu PVY
pozostate wywoty objawy mozaikowe (Romero i in., 2001). Przedstaigmn szczepu
PVY® jest polski izolat PVYLW wyizolowany w 1970 roku z odmiany ziemniaka —
Lipinskie Wczesne (Chrzanowska, 1991).

W USA bazujc na charakterze nekrotycznych objawow jakie i30R¥Y wywotuja
na tytoniu podzielono je na 3 szczepy (Gooding linfdl973). Izolaty naleace do szczepu
M>®NR zwanego réwnie MsNr lub MN wywotup nekrozy na rélinach tytoniu, ktére
posiadaj dominujcy allel genu odporrigi na nicienieRk Izolaty szczepu MR (MM)
powoduj objawy mozaiki, a izolaty natece do szczepu " (NN) wywotuja nekrozy
niezalenie od genuRk (Gooding i Tolin, 1973). Zwazek mgdzy odpornécia na nicienie
zalezna od genuRk i objawami nekrotycznymi wywolywanymi przez szcadpN® jest tak
silny, ze inokulacja Kci tytoniu tym szczepem jest wykorzystywana w dSkig linii
hodowlanych odpornych na nicienie (Yiiin., 1998).

Prawdopodobnym jeste w genotypach tytoniu posiadeych genrRkza powstawanie
nekroz odpowiedzialna jest replikaza NIb, chagek wskazu autorzy (Fellers i in., 2002)
wymaga to potwierdzenia przez analinutacji w infekcyjnych klonach PVY. Istnieje mato

informacji na temat: w jaki sposéb izolaty PVY nalee do szczepdw zdefiniowanych na
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podstawie reakcji na geRk mogtyby odpowiada genomNy, Nc lub Nz w ziemniakach.
Analiza filogenetyczna sekwencji kodagj biatko ptaszcza (CP) wskazujee izolaty
nalezace do szczepow RINT oraz NNNR s3 najbardziej zblione do szczepu PVY(Boonham i
in., 2002; Lorenzen i in., 2006a).

We Francji opisano trzy szczepy nekrotyczne PVY:pILy Typ2, Typ3 oraz
zaproponowano nayklasyfikacg opart na zdolnéci przetamywania odpordoi tytoniu
warunkowanej dz przez pojedynczy recesywny gea, badz przez czsciowo dominugcy
gen VR (Blancard i in., 1994; Blancard i in., 1995). T{yp— zblizony do szczepu MM,
wywotuje gtdwnie objawy typu mozaikowatego, Typ 2ekrotyczny dla tytoniu, szczegolnie
dla odmiany NCTG52, co odidia ten szczep od szczepu amefyghdego NN; Typ 3 —
wywotuje nekrozy u genotypow zawiegaych gervai VR (Blancard i in., 1994).

Wywotanie na tytoniu lokalnych i systemicznych rmkrnerwow l§ci i czasami
nekroz todyg w odrnieniu od objawow mozaiki pozwala na roazm@nie izolatow
ziemniaczanych na dwa szczepy lub patotypy. Grup@vézolatow oparte na analizie
filogenetycznej sekwencji genu kodoggo biatko ptaszcza jest skorelowane z nekrotyozny
i mozaikowymi objawami fenotypowymi wywotywanymizaz te izolaty (Chikh i in., 2007a;
Li i in., 2006; Van der Vlugt i in., 1993). Analizeekwencji wykazataze region kodujcy
biatko HC-Pro zawiera wae determinanty odpowiedzialne za powstawanie zekia
tytoniu (Tribodet i in., 2005), ale nie musane by jedynymi determinantami tego zjawiska
(Schubert i in., 2007).

W latach czterdziestych i ghidziesatych XX wieku pojawity st w potudniowe]
Afryce i Europie izolaty PVY zdolne do wywotywaniaekroz nerwow Kci tytoniu i
tagodnych plam na wkszaci ziemniakow i bylty one okétane jako ,necroses das nervuras”
(Orlando i Silberschmidt, 1945), wirus nekrozy néwv(Bawden i Kassanis, 1946), szczep
brazowienia nerwéw tytoniu (Arenz i Hunnius, 1959)czzp ,Rippenbraune” ¥ (Nienhaus,
1960), szczep nekrotycznyRY(Horvath, 1967; Koéhler, 1960). Keller i Minster gfier i
Miinster, 1961) wprowadzili oznaczenié' ¥la okrdlenia szczepu wywotagego nekrog
nerwéw na tytoniu, choctaw tym samym czasie Nienhaus (1960) oznaczefiazywat dla
okreslenia szczepu normalnego. Jedndore szczep PVY odkryty w USA w dwéch
prébkach ziemniakow pochogtzych z Boliwii, zostat nazwany PVY-TVN — wywohgym
nekrozy nerwOw na tytoniu (ang. tobacco veinal osisr strain of PVY) (Kahn i Monroe,
1963). Szczep PVY wywotuje nekrozy na tytoniu, ale nie powoduje isbwstawania na
odmianach ziemniakéw nigsych geny Nc lub Ny. Wydaje s¢, ze zdolnd¢ do

przetamywania tych dwéch gendw jest qgoaiona ze zdolrieia do wywotywania nekroz na
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tytoniu. Jednake wchz jest zbyt mato informacji aby stwierdzize wszystkie izolaty, ktore
na tytoniu wywotug nekrozy, § jednoczénie zawsze zdolne do przetamywania v¥ore
wspomnianych gendw wysokoczutej reakcji odpéomwej (HR) w ziemniakach (Singh i
in., 2008).

Nowa grup: izolatéw naléaca do szczepu PVY wykryto w latach osiemdziegi/ch
ubiegtego wieku. lzolaty z tej grupy wywotywaty dalobe nekrotycznej pigcieniowej
plamistgci bulw ziemniaka (ang. potato tuber ringspot ngcrdisease PTNRD) (Beczner i
in., 1984; Kerlan i Le Romancer, 1992; Kus, 1998)laty te na pocgku nazwane PVY"
(Kerlan i Le Romancer, 1992), ostatecznie zostéheione jako PVY'™ (Le Romancer i
in., 1994). Inna grupa izolatéw naieych do szczepu PVY zostata po raz pierwszy
zaobserwowana w Polsce na ziemniaku odmiany Wilgazivana PVY¥"' (Chrzanowska,
1991), obecnie zaliczana do grupy PWY (w Ameryce Pétnocnej — PVYP). Profesor
Chrzanowska wykorzystag przeciwciata firmy Bioreba, stwierdzitae szczep PVY jest
niejednorodny (Chrzanowska, 1994). Pomimiyaia przeciwciat skierowanych przeciwko
szczepowi PVY, czsé izolatéw wirusa byta niewykrywalna.

Glais i in. badajc fragment 5’NTR-P1 wykonali anatizfilogenetyczma i na jej
podstawie wykrdili dendrogram, w ktorym izolaty PVY zostaty podine na 3 klastry
(Glais i in., 1999). Na pierwszy sktadatyg szolaty tylko PVY", drugi stanowity zaréwno
PVY"W jak i PVYN™N, z& trzeci izolaty PVY. Na podstawie wzoréw restrykcyjnych
otrzymanych po trawieniu genu P3 wyloniono 2 grupierwsza grupe z izolatami tylko
PVY" i drug z izolatami nalgacymi do PVY'™, PVYMW oraz PVY. Na podstawie
wzoréw restrykcyjnych otrzymanych po niezalgch trawieniach genu Nla oraz CP
wyodrebniono dwie grupy izolatéw. Pierwsstanowity PVY' i PVYN™ za drugy PVYNW
oraz PVY’. Analiza filogenetyczna izolatow PV, wykazataze geny znajduge st w 5'™-
potowie genomu, grupowane sazem z odpowiednimi genami izolatéow PVY, podczas
gdy geny znajduge st w 3’-potowie genomu wykazajpodobigéstwo do gendw izolatéw
nalezacych do szczepu PV Na tej podstawie stwierdzonze izolaty PVY'W powstaty w
drodze rekombinacji porailzy szczepami PVYi PVY® (Glais i in., 1999). §t6d izolatow
PVY"™ i PVYMW wykazanoze w 5'-potowie genomu, miejsce rekombinacji zlokaivane
jest albo ponddzy genem P3, a HC-Pro alboeahzy HC-Pro i rejonem 5’NTR-P1. Ponadto,
tylko u PVYN™ stwierdzono drugie miejsce rekombinaciji, ktérekalizowane bytlo w 3'-
potowie genomu wirusa albo pogdizy genem P3 i Cl, albo gdzy Cl i Nla (Glais i in.,
1999). Paniej zauwaono, ze miejsce rekombinacji w rejonie 3’-kca genu HC-Pro

polskiego izolatu PVY-Wi nalezacego do grupy PVYW, jest identyczne z miejscami
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rekombinacji wysfpujacymi w grupie izolatow PVY¥™ — wegierskim PVY'™-H oraz
stowaiskim PVY'™-Slo (Barker i in., 2009).

Najbardziej charakterystycancechy izolatéw z grupy PV¥™ jest zdolné¢ do
wywotywania choroby nekrotycznej péereniowej plamistéci bulw ziemniaka (PTNRD),
jednak ta cecha jest wysoce zmienna. Dla przykimkaeniu izolatami PVY™ nie zawsze
towarzyszy pojawianie sinekrotycznych pidgcieniowych plamistéci na bulwach pomimo
50-70% zainfekowanych §bn w warunkach polowych np. na odmianach Mona Lisa
Rosalie (Beczner i in., 1984). Podobnie brazylgsadmiany Agata, Achat, Atlantic, Asterix,
Baraka, Manjke i Vivaldi oraz niemieckie Nicola, nda, Belldonna i Nadine mag
wykazywa objawy nekrotyczne na bulwach (Singh i in., 2008wet spérdd 11 izolatéw
okreslonych za pomag technik molekularnych jako PVYM, ktérymi zakaano wysoce
podatra odmiare ziemniaka Nadine, tylko jeden wywotat objawy chwoyonekrotycznej
pierscieniowej plamistéci bulw ziemniaka (PTNRD) w warunkach szklarniowyetu i in.,
2005). Z drugiej strony niektére izolaty szczepuYPYktére zostaly pozyskane z bulw nie
wykazupcych zadnych objawow PTNRD w warunkach polowych, wykotage w
badaniach prowadzonych w warunkach szklarniowychvetywaty chorole nekrotycznej
pierscieniowej plamistéci bulw ziemniaka (Browning i in., 2004). Coagkj, rownie izolaty
z grupy PVY'W dotad uznawane za niezdolne do wywotywania PTNRD, anogwolywad
zmiany nekrotyczne na bulwach wysoce #ivgych odmian ziemniaka np. Yukon Gold
(Baldauf i in., 2006; Piche i in., 2004; Schubertni, 2007). Podobnie izolaty PVY
pochodace z Nowej Zelandii i wykazage typowa nie zrekombinowan struktue
molekularn szczepu PVY, s3 w stanie powodowazmiany nekrotyczne na bulwach wysoce
wrazliwej odmiany Nadine (Schubert i in., 2007).

W USA w 1996 roku na 300 przebadanych prébek tyllwe sklasyfikowano jako
PVYMW — pozostate nataty do szczepu PVY (McDonald i Singh, 1996). W roku 2000
PVYMW stanowity 64%, a w 2001 roku 90% ogétu przebadanizolatéw (Singh i in.,
2003).

Wraz z odkryciem izolatéw PVYN w réznych krajach europejskich (Beczner i in.,
1984; Kerlan i Le Romancer, 1992), Azji (Oshimani, i2000) oraz w Ameryce Potnocnej
(McDonald i Kristjanson, 1993; Singh, 1992) pojawi¢ pomyst wprowadzenia nowego
nazewnictwa opartego na charakterystyce serologjgzamolekularnej. W tworzeniu obecnej
nomenklatury uwzgkniane § cechy biologiczne, serologiczne i molekularne.
Charakterystyka molekularna pozwolita oifré niektére izolaty PVY™ jako hedace
rekombinantami szczepéw PWYi PVY", w obrbie genu CP (Boonham i in., 1999;
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Boonham i in., 2002; Glais i in., 1998; Revers ., it996), HC-Pro, Nla i Nlb (Glais i in.,
2002), ale inne pochodeze z Ameryki Pétnocnej, Danii, Nowej Zelandii, Niem, Polski,
czy Japonii wywotujce chorok nekrotycznej pigcieniowej plamistéci bulw ziemniaka
(PTNRD) nie posiadaty zrekombinowanego genu CP (Bam i in., 2002; Oshima i in.,
2000; Schubert i in., 2007). Pétnocno-amengtae izolaty PVY'™ nie wykrywane przez
zestaw starteréw opracowanych dla europejskichaigal PVY'™ nazwane zostaly jako
North American PVY™ (Weilguny i Singh, 1998) lub NA-PVY™ (Nie i Singh, 2002b).
Izolaty PVY"W mog posiada jedno miejsce rekombinacji (Nie i Singh, 2002bg Niin.,
2003) lub dwa miejsca rekombinacji (Glais i in.,02). Rzadziej wyspuja izolaty
posiadajce trzy lub cztery miejsca rekombinacji (Singh i, iB008; Schubert i in., 2007;
Lorenzen i in., 2008). W Hiszpanii zidentyfikowaizolat w odmianie Maris Bard ziemniaka,
wykazujcy podobi@stwo wzoréw restrykcyjnych do szczepu PXMale wykrywalny przez
przeciwciata monoklonalne skierowane przeciw szomepPVY® i jednoczénie nie
wywotujacy nekroz na nerwach tytoniu oraz przetagnyjodpornéé warunkowan genami
HR (Ny, Nc, N Izolaty te nazwano PV (Kerlan i in., 1999) i sklasyfikowano jako
wariant szczepu PVY Jednake odkd genNz nie rozpoznaje tych izolatéw wycofang gi
uzycia litery ,Z” w zapisie i zaproponowano nawazw PVYF (Singh i in., 2008).
Reasumujc, zarbwno rénice w rodzaju wywotywanych objawow (mozaiki, nekyo
nerwéw tytoniu) jak i reakcja ziemniaka migego geny HR wphgly na wyznaczenie
szczepéw PVY: PVY, PVY®, PVY", PVY# (De Bokx i Huttinga, 1981; Jones, 1990; Singh i
in., 2008). Pojawienie siizolatéw w obebie szczepu PVY zdolnych do wywotywania
zmian nekrotycznych na bulwach ziemniaka wymus#stasowanie metod serologicznych i
molekularnych do wydzielenia dwéch grup: PMWY i PVYN™. W efekcie badania
prowadzone technikami molekularnymi ujawnity wzeggta liczbe zrekombinowanych
izolatéw, w ktorych genomach znajdugic fragmenty pochodge od ranych szczepow.
Jedynie szczep P\FYzostat zaproponowany wagznie bazujc na testach serologicznych z
wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych. Jedmakwykrywanie poszczegoélnych
szczepow PVY przy pomocy tej techniki nie jest @mda precyzyjne. Epitopy, wygiujace
na biatku ptaszcza wirusa poszczegéinych szczedr?, PVY®, PVY", PVY?, PVYF),
rozpoznawalne przez przeciwciala monoklonalne wistaty jak daid do kaca poznane.
Chocia ostatnio udato si okreli¢c determinang odpowiedziala za wykrywanie przez
przeciwciato anti-PVY, izolatéw naleacych do PVY. Chikh i in. (2007a) wykazalize
mutacja w pozycji 8652 genomu z A na G skutkuje ammiaminokwasu wchodzego w

skiad biatka ptaszcza z Glu29 na Gly29. Obé&éne pozycji 29 biatka ptaszcza — glicyny,
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pomimo tego,ze pozostate pozycje aminokwasowe byly identyczneiez zmutowanym
biatkiem ptaszcza szczepu PVYpowodowato reakcje nie tylko z przeciwciatamiid®vY ",
ale réwnie z przeciwciatami anti-PV¥.

Od p&nych lat siedemdziegiych rozwijano metody wykrywania i rozndiania
szczepow PVY opartych na interakcji przeciwciatdygen. Wykorzystywano w tym celu
zar6wno technik DAS-ELISA, ale réwni¢ TAS-ELISA (ang. triple antibody sandwich
enzyme linked immmunosorbent assay) (Gugerli i;d®83; Oshima i in., 1990; Sanz i in.,
1990; Singh i in., 1993; Ellis in., 1996; BoonhanBaker 1998; Ounouna i in., 2002).
Pojawienie sj nowych wariantéw wirusa — PMY" (Le Romancer i in., 1994; Kerlan i in.,
1999) i PVY'W (Chrzanowska, 1991) ograniczylo wykorzystanie tgwsych metod
serologicznych. W 2008 roku w Czechach opracowaretodd produkcji przeciwciat
poliklonalnych skierowanych przeciwko zrekombinowamu bialtku ptaszcza szczepu
PVYMW (Folwarczna i in., 2008). Przeciwciata te rozpmaaly szczepy PVY, PVYY,
PVY"W i PVYN™. Moga one by wykorzystane zaréwno w technice Western Blottiak ij
ELISA, z tym,ze w przypadku tej ostatniej tylko do jednej z odmELISA - IPTA (ang.
indirect plate trapped antigen). Jest to spowodewanakiem zdolni tych przeciwciat do
optaszczania mikroptytek (Folwarczna i in., 2008) ostatnim czasie zaproponowano metod
MIA (ang. multiplex microsphere immunoassay) do ngckzesnego roz#iania kilku
réznych wiruséw (PVY, PVX, PLRV). Technika oparta byla technologii xMAP firmy
Luminex. Zalej tej technologii jest mdiwos¢ jednoczesnego wykrywania kilku antygenodw,
w odr&nieniu od techniki DAS-ELISA, gdzie identyfikuje ¢sitylko jeden antygen
(Bergervoet i in., 2008). Do jednoczesnego reai@nia kilku wiruséw: wirusa mozaiki
ogorka (CMV), wirusa mozaiki pomidora (ToMV) i PVXxaproponowano rowriemetod
opart o technik cytometrii przeptywowej, ze znakowaniem przeciwdikoerytryna (PE) i
fluorescein (FITC) (lanelli i in., 1997). Ponadto do jednoazego oznaczania PLRV, PVA,
PVX i PVY moaze by takze wyta technika real-time PCR z zastosowaniem sondvi&ag
(Agindotan i in., 2007). W 1994 roku Watts i Singtaproponowali izoelektryczne
ogniskowanie (CA-IEF), jako metedio rozréniania szczepéw PVWi PVY®. W tym celu
oczyszczone wiriony puszczano #eu denaturwcym, z gradientem pH od 3,5 do 10. Biatko
ptaszcza szczepu PVYma charakter kwéay, dlatego punkt izoelektryczny ustalono na
pl=6,1, podczas gdy bardziej zasadowe biatko CResc PVY posiadato 3 rine punkty
izoelektryczne pl=6,8; 7,2 i 7,4 (Watts i Singh949 Poniewa punkty izolelektryczne dla
poszczegolnych szczepowznity sie znacznie, mana uznd, ze metoda ta m@ by

przydatna do ich rozediania.
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Wykorzystanie zjawiska ciej zmienndci w obrebie genu P1 pozwolito wykorzysta
technile RT-PCR do rozriniania poszczegélnych szczepéw PVY (Tordo i in.95)9
Metody oparte na zmiendd w sekwencji genu P1, umiwity odréznienie europejskiego
szczepu PVYN™ od pétnocno-amerykskiego PVYWN™ (Singh i in., 1998; Weilguny i
Singh, 1998). Zastosowanie starterow S6 i S7 w ipleksowym RT-PCR pozwolito na
rozr&nienie szczepéw odpowiednio PUY i PVY® (Nie i Singh, 2002b). W przypadku
szczepu PVY™ generowany byt produkt o diugm 443bp, podczas gdy dla szczepu PVY
powstawat produkt 281bp (Singh i in., 2003). Cocogj, okazato s, ze w badanych
prébkach zdarzajsic jednoczesne zakenia przez dwa szczepy — zaré6wno PVjék i
PVY"™ (Singh i in., 2003). Singh i wspétpracownicy zgpwnowali reakej duplex RT-PCR
do jednoczesnego wykrywania wirusa Y ziemniaka (PVYirusa lgciozwoju ziemniaka
(PLRV) (Singh i in., 2000). Niezateie od siebie Lorenzen i Nie zaproponowali do
rozr&niania izolatéw naliecych do rénych szczepéw i grup — PVY PVYN™, PvYMw i
PVY®, wykorzystanie jednej reakcji multiplex PCR (Lozen i in., 2006b; Nie i Singh,
2003a). Dzgki niej mazna bylo rozrania¢ izolaty nawet w mieszanych infekcjach. Rownie
Rigotti i Gugerli zastosowali multipleksowameakcg PCR. Dz¢ki odpowiednio dobranym
starterom byli w stanie oksk¢ poza PVY'™, PVYMW i PVY® réwniez PVY® (Rigotti i
Gugerli, 2007). Ciekaw metod wykorzystat take Xianzhou Nie. Zaproponowana przez
niego zaptlona izotermiczna amplifikacja DNA (RT-LAMP) oparb r&nice w sekwencji
genu CP pozwalata rozmi¢ izolaty PVY naleace do rénych grup taksonomicznych (Nie,
2005). W 2008 roku zaproponowano wykorzystanie négtreverse transcription real-time
PCR do detekcji i rozediania izolatbw PVY (Kogovsek i in., 2008). Kolejmaetoda
zaproponowana do oznaczania szczepow PVY polegatehybrydyzacji specyficznych
oligonukleotydoéw do transkrypcyjnego RNA otrzymaoega matrycy DNA z uprzedniej
amplifikacji fragmentu genomu wirusa i apoeniu migracji owej hybrydy wzelu
agarozowym w procesie elektroforezy (Rosner i Manle2001; Rosner i Maslenin, 2003).
Po opublikowaniu molekularnych determinantéw odgalzialnych za powstawanie nekroz
nerwow lIsci tytoniu (Tribodet i in., 2005), w niezaleie prowadzonych od siebie badaniach
Jacquot i Balme-Sinibaldi wykorzystali techaikTagMarf opart, na polimorfizmie
pojedynczego nukleotydu (SNP) w genie HC-Pro da&iorania izolatow naleycych do
szczepéw PVY od PVY° (Jacquot i in., 2005; Balme-Sinibaldi i in., 200Baproponowana
technika byta czufa, tatwa do zastosowania i szylpkmiewa eliminowata czasochtonny
etap elektroforezy (Jacquot i in., 2005). O kroKepgoszedt w 2007 roku Rolland,
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wykorzystupc technik SNaPshot. Dzki jej zastosowaniu niiwe stato s¢ rozr&nianie ju
nie tylko PVY" od PVY?, ale rownie PVYN™ i PVYMW (Rolland i in., 2008).

Wykrywanie izolatéw PV¥™ oparte o reakcje RT-PCR z wykorzystaniem starteréw
zaproponowanych przez europejskich naukowcéwstozprowadzi do wykrywania izolatow
tylko europejskich, podczas gdy potnocno-ametfigkge nie § wykrywane (Nie i Singh,
2002a). Dla okrgdenia podiga molekularnego tego zjawiska ustalono sekwgemejonu
5'NTR oraz genu P1 — 11 izolatéw zaréwno P\fk i PVYN™ z obszaru Europy i Ameryki
Poinocnej. Poréwnanie sekwencji oraz wykonanie iayafilogenetycznej pozwolito
stwierdzt, ze izolaty z tych dwoch obszaréw geograficznych tymwoje odebne grupy
(Nie i Singh, 2002a). W efekcie opracowano zesttaserow reakcji PCR do wykrywania
poétnocno-amerykigskich izolatbw PVY. W Indiach przeprowadzono badawiparte na
sekwencjonowaniu genomow izolatdow PVY pozyskanychbszaru Indii i Chin. Na ich
podstawie stwierdzono,ze izolaty wystpujace w tych krajach wykazaj wicksze
podobigistwo sekwencji w stosunku do izolatdbw europejskiemizeli do poétnocno-
amerykaskich (Mukherjee i in., 2004).

W Hiszpanii po przeprowadzeniu b&da8 izolatbw PVY pochodgych z Europy
zachodniej, ktére scharakteryzowano biologiczneplegicznie i z zastosowaniem technik
molekularnych, stwierdzonoze zastosowanie tylko jednej techniki nie pozwala na
rozr&nienie badanych izolatoéw, lecz konieczne stage zsistosowanie kilku jednoczee
(Blanco-Urgoiti i in., 1998b).

W 1997 r. przy wykorzystaniu odwrotnej transkrypta@MV-RT pochodacej z
wirusa mieloblastozy ptakéw udatog sbtrzyma& cDNA petnej diugéci na matrycy RNA
wirusowego (Chachulska i in., 1997b). Pozwolito nastpnie na badanie polimorfizmu
catlego genomu wirusa metpRFLP. Glais przebadat na poziomie molekularnynzbatow
PVY nalezacych do PVY, PVYN, PVvY"™ i PvYMW. W badaniach tych wykonano
trawienia RFLP gendéw kdego z izolatbw oraz zsekwencjonowano pierwsze 2700
nukleotydéw dwéch izolatbw PV (Glais i in., 2002). Mozaikowa struktura genomu
zostata stwierdzona zaréwno w przypadku izolatowYPW jak i PVYN™, ktére w
zaleznosci od genu wykazywaly sekwercplbo tak jak PVYP, albo jak PVY'. Idac od
konca 5’ w obebie kaica 3" genu HC-Pro, nagiuje przedczenie z sekwencji typowej dla
PVYN na sekwencje typaydla PVY°. Wsrdd izolatéw PVY'™ obserwowany byt powrét od
konca 5' genu Nla do sekwencji typowej dla PNVY ponowne przekzenie do sekwencji
typowej dla PVY’ w koncu 3’ genu CP (rys. 4) (Glais i in., 2002).
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Rys.4. Mapa genomu czterech zmgch grup PVY (PVY, PVY"™  pPvY"W i PVYO).
PvYN -1 ; podobne do PVY-EZZZ2 ; pvY° - Il ; podobne do PVY - EESEE;
niezdefiniowane (Glais i in., 2002)

Zaobserwowano réwnieizolaty PVY'W, ktére przeiczaly swoj sekwengj z typowej dla
PVY® na PVY' w obrbie genu P1, co pozwalasidd grupy PVY'W dodatkowo wyréni¢ 2
podgrupy.

Podobne badania nad zrekombinowanymi formami wiras®VY''™™ i PVYN©
(PVYNW) przeprowadzit w USA Lorenzen i wspétpracownigyykorzystujc jako materiat
badawczy izolaty poétnocno-ameryiskie (Lorenzen i in., 2006). Stopiehomologii
badanych izolatow w stosunku do izolatow europefskbscylowat w okolicach 99%, co
oznaczatoby,ze zrekombinowane formy europejskie i amengi@e miaty wspdlnych
przodkéw (Lorenzen i in., 2006), jednak Schubert i(2007) w swoich badaniach dowodzi,
ze poétnocno-amerykekie izolaty PVY'™ (NA-PVYN™) znacznie rénia sie od
europejskich izolatéw PVY™ i stwierdza,ze o ile europejskie grupy PV i PvY"™
powstaly przez rekombinacjpomicdzy szczepami PV i PVY®, o tyle NA-PVY'™
musialy powsta przez rekombinagj pomicdzy szczepem PVY, a nieznanym szczepem
PVY lub innym potywirusem. Doniesienia Schubertajzdsic potwierdza wyniki bada
przeprowadzonych w Kanadzie przez Nie i Singh. Rad®mone badania oparte byly na
sekwenciji rejonu 5°NTR i genu P1. Izolaty najee do szczepu PVYi grupy PVY'™, w
wyniku analizy filogenetycznej utworzyly dwie @thne grupy: europejaki poétnocno-
amerykaska (Nie i Singh, 2002). Stopfehomologii w obebie grupy wynosit ponad 98%,
podczas gdy mdzy grupami oscylowat okoto 90% (Nie i Singh, 2002)

W 2008 roku Lorenzen opisuje nowy izolat oznaczaymnbolem NE-11, ktéry
stanowi pérednie ogniwo pomitzy szczepem PV a NA-PVY™ (Lorenzen i in., 2008).
Pierwsze 2000 nukleotydéw tego izolatu posiada seky podobm do szczepu PVY,
kolejnych 696 nukleotydéw jest podobne do NA-PVN natomiast pozostata €&
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genomu stanowi element zaczegni z dywergentnego, obecnie jeszcze nie
scharakteryzowanego genotypu, stangefio ogniwo pérednie pomidzy PVY' i NA-
PVYMN™ (Lorenzen i in., 2008). Jednaknie wszystkie izolaty natece do grupy PVY™
powstaty w drodze rekombinacji. Jw 2003 roku Nie i Singh opisali izolat Tu 660, Kkto
poddano analizie filogenetycznej. Potwierdzita ameaizolat ten wywodzi size szczepu NA-
PVY" i powstat na drodze mutacji, a nie rekombinacjigreowych (Nie i Singh, 2003b),
potwierdzay to réwniez badania przeprowadzone w Japoniick8za¢ tamtejszych izolatow
PVY"™ nie powstata w drodze rekombinacji ( Ogawa i 2008). Kilka lat temu w Syrii
opisano ciekawy izolat PVY, wginie zaklasyfikowano go do PV'W, ale po wykonaniu
testéw biologicznych, serologicznych i molekularinyeykazywat on wiéciwosci posrednie
pomicdzy PVY'W, a PVY™, std nazwano go PVY'® (Chikh i in., 2007b). W 2010 r.
rowniez w Syrii opisano izolaty, ktére za pomptestow serologicznych oldleno, jako
szczep PVY (Chikh i in., 2010). Jednak izolaty te, wyte do zakaania tytoniu,
wywotywaty nekrozy nerwéw, co sugerowatotig jest to typ PVYW. Po przeprowadzeniu
dodatkowych testéw biologicznych, okazale,ste czs¢ z nich wywotuje nekrozy na
bulwach ziemniakéw, co jest charakterystyczne drx ¥™™. 7 tego te¢ powodu wydzielono
nowa grupz W obrbie szczepu PVYi nazwanog PVYNT™NNW,

Celem okrélenia determinantow odpowiedzialnych za wywotywamiekroz na
tytoniu przebadano 3 izolaty PVY, fenotypowo 2 zmnaleaty do szczepu nekrotycznego
PVY" (PVYN-Wi oraz PVY-Ny), a jeden — PV¥LW do szczepu zwyklego. Aby
scharakteryzowa te izolaty zsekwencjonowano gen CP, a otrzyman&wesacje
poréwnywano z sekwencjami deghymi w bazach danych (Chachulska i in., 1997a)lalz
PVY" Wi wykazywat 99% homologi sekwencji w stosunku do izolatu PIMW i znacaco
réznit sic od nekrotycznego szczepu PWNy. Przeprowadzona analiza filogenetyczna
pozwolita na zaklasyfikowanie izolatu PVNy do | grupy obejmujcej tylko szczepy
nekrotyczne, do Il — niejednorodnej grupy wszedblaz PVY'Wi oraz PVY °-LW
(Chachulska i in., 1997a). Przeprowadzona anali@ggvpnawcza dogpnych sekwencji
izolatow wywotupcych i nie wywotugcych nekroz, pozwolita na postawienie hipotezs,
determinanty nekroz nerwoOw tytoniu zlokalizowamensrejonie kaca 3' genomu wirusa i
mog obejmowa& gen CP oraz 3'NTR (Chachulska i in., 1997a).z8réowanie sekwencji
genu CP jest szczegdlniezguw N-kacu biatka CP. Bazag na heterogenicz8o N-konca
biatka CP, badane izolaty rima byto podzieti na 2 grupy. Do pierwszej nabdy izolaty
gdzie pierwszym aminokwasem biatka CP byla glicy@g, natomiast do drugiej grupy

nalezaty izolaty, u ktorych pierwszym aminokwasem bytanma (A). Wewstrzna
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sekwencja genu CP pierwszej grupy izolatow wykazgwdara homologe w odr&nieniu od
drugiej grupy izolatow.

Analiza filogenetyczna oparta na sekwencji aminadéva wchodzcych w skiad
biatka CP pozwolita na wyodbnienie 3 grup izolatow. Podobny uktad — 3 grup@sicto po
analizie filogenetycznej opartej na sekwencji nalgedowej regionu 5’NTR i P1 (Tordo i in.,
1995). Grug | badanych izolatéw stanowity izolaty nalee do PVY, z& Il grupe — izolaty
zaliczane do PVY. Przeprowadzona analiza sekwencji regionu 3'NTRazgta,ze izolat
PVY"Ny wykazywat dua homologi z | grup izolatéw ustanowiom przy analizie biatka
ptaszcza (CP). lIzolaty PV¥Vi i PVY®-LW wykazywaly bardzo diy homologe
dochodaca do 100% z izolatami z grupy Il. Byto to zaskocasmj szczegdlnie w odniesieniu
do izolatu PVY'Wi, ktéry zakwalifikowano jako nekrotyczny. | grufizolatéw byta zdolna
wywotywat nekrozy nerwow fici tytoniu oraz powodowanekrozy bulw ziemniaka. 1zolaty
nalezace do Il grupy zaréwno zwykie jak i nekrotyczne hidy w stanie wywoté nekroz na
bulwach ziemniaka. Izolaty nadgce do Il grupy pochodzity z éhych rejondwswiata i
pozyskane byly z tych gatunkéw z rodzingolanaceae podobnie jak izolaty z Il grupy
nie powodowaty nekroz na bulwach ziemniakaista analiza sekwencji aminokwasowej
biatka CP wykazatlaze izolaty naleace do | grupy posiadaty charakterystyczny motyw
GSTKKDAKQ w pozycjach 9-17 i PNLNKEKE w pozycjach-31. Te charakterystyczne
sekwencje nie zostaly odnaleziongrdéd izolatow z pozostatych grup. Uznause,te 2 rejony
mog stanowé epitopy charakterystyczne dla izolatow nekrotya@myPoniewa sekwencja
aminokwasowa biatka CP u izolatbw PO9YW oraz PVY'Wi byta zbiena w 99%,
stwierdzono,ze biatko to, nie odpowiada za wywotywanie nekroztytaniu (Chachulska i
in., 1997a).

Podobne badania prowadzono we Francji, gdzie aikgiino caty genom wirusa w
dwoch fragmentach i wykorzystywano meto®CR-RFLP. Stwierdzonoze sekwencje
odpowiedzialne za powstawanie nekroz na tytonikkalpowane s raczej w czsci 5’
genomu wirusa, podczas gdy w drugiej potowie genomnajdup sSie sekwencje
odpowiedzialne za powstawanie nekroz na bulwaanmigka (Glais i in., 1998). W dalszych
badaniach doprecyzowange biatkiem odpowiedzialnym za powstawanie nekromvoes
lisci tytoniu jest HC-Pro, a doktadniej obeébhadwoch aminokwaséw w C-koowej jego
czesci: Koo Oraz kg ktérym odpowiadaj odpowiednio zmiany w sekwencji nukleotydowej
genomu — A/G w pozycji 2213 oraz A/IC w pozycji 22Atibodet i in., 2005; Rolland i in.,
2009). W 2009 roku wykazanee substytucja aminokwasu,dg na Gos w centralnej czsci

biatka HC-Pro réwnig wptywa na upéledzenie zdolngi wywotywania nekroz nerwowsci
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tytoniu (Hu i in., 2009). Ok&dono rownie, ze substytucje w obbie jedenastu
aminokwaséw w centralnej i biatka VPg odpowiadajza przetamywanie odporfm
warunkowanej genemvr2 w papryce (Ayme i in., 2007). Za powstawanie nekra bulwach
ziemniaka odpowiadajnatomiast biatka Nla i NIb (Glais i in., 2002).

Podsumowujc, obecna klasyfikacja PVY wytaia 5 szczepéw: PV, PVY®, PVYC,
PVYZiPVYE(Singhiin., 2008).

PVY© (ang. ordinary, okreilany tez szczepem zwyktym, powoduje nie nekrotyczne objawy
mozaikowe na tytoniu oraz skmanie i opadanie dci, a niekiedy nekrozy na ziemniaku
(Chrzanowska, 1994).

PVY® na tytoniu wywotuje podobne objawy do tych powodowch przez PVY, podczas
gdy na ziemniaku posiadaym genNc powoduje powstawanie chropowatych smug (De
Bokx iin., 1981; Tordo i in., 1995).

PVY" zostat podzielony na 2 grupy: PYW okreslany réwnie: jako PVY'° — wywolujacy
nekrozy na lkciach tytoniu oraz PVY'™N — powodujcy powstawanie nekroz nasdiach
tytoniu oraz dodatkowo wywotagy chorole nekrotycznej pigcieniowej plamistéci bulw
ziemniaka (ang. potato tuber ringspot necrotic aisePTNRD) (Le Romancer & Kerlan,
1991). Warto dodj ze w ostatnim czasie zidentyfikowana ieolat wirusa z grupy PVYW
zdolny wywotywa nekrozy na bulwach ziemniaka (Piche i in., 2004).

PVY? nie wywotuje nekroz na tytoniu i zai siec od szczepéw PVY, PVY® i PVYS, co
zostalo potwierdzone na podstawie nekrotycznychkgieana r&nicujacych odmianach
ziemniakow.

PVYF pojawit sk w Hiszpanii. Wykazuje podohistwo wzoréw restrykcyjnych do szczepu
PVY", ale wykrywany jest przez przeciwciata skierowameeciwko PVY i jednoczénie

nie wywotuje nekroz na tytoniu. Na ziemniakach sgrzten przetamuje odporito

warunkowan przez genWy, Nci Nz (Singh i in., 2008).

2.3. Mechanizmy ewolucji wirusowego RNA

Wysoka zmiennd¢ wirusy RNA zawdziczap w duwze] mierze wysokiemu
wspotczynnikowi b¢édu polimerazy RNA zalaej od RNA. Prowadzi to do powstawania
mutacji punktowych — substytucji i matych inserdjib delecji (Ramirez i in., 1994).
Polimerazy RNA maj sktonnag¢ do popetniania kbHow z uwagi na niskwierncs¢ replikacji
oraz wskutek braku aktywlia naprawczej (Ramirez i in., 1994). a8t sklonnd¢ do

popetniania hidu w stosunku do polimeraz DNA jestekiza 16 razy (Gillespie, 1993).
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Kolejnym zjawiskiem wptywajcym na ra@norodnd¢ wirusow RNA jest
rekombinacja RNA-RNA (Lai, 1992). Rekombinacje mogeliminowa& mutacje
nagromadzone podczas replikacji RNA (Lai 1992).zbic naturalnie pojawiacych se¢
rekombinantow szacujec¢sna ok. 8-17 % badanej populacji (Revers i in.,Gt9%anda i in.,
1997). Rekombinacje wygiuja zaréwno pomidzy r&znymi izolatami wirusa, jak rownie
pomigdzy wirusem, a materiatem genetycznym gospodartzal Rigdzy innymi obecn&
ludzkiego 28S rRNA w genomie wirusa grypy (Khatchrki in.,1991).

2.4.7Zr6dta odpornosci tytoniu na PVY i zdolnoéé ich przetamywania przez nowe izolaty

Pojawienie si nekrotycznych dla tytoniu form PVY spowodowato pmik prac
ukierunkowanych na poszukiwanieddet odpornéci. W niemieckim Forchheim w wyniku
naswietlania promieniami Réentgena podatnej odmiamgiviia A, uzyskano rdiny odporne
na PVY, ktére nazwano Tl 1406 (ang. tobacco intotidn) (Koelle, 1961) lub ,Virgin A
Mutant (VAM)” (Gupton i Burk, 1973) lub ,Virgin Mwnt” (Sievert, 1972). Dalsze badania
dowiodty, ze czynnikiem warunkggym owy odporng¢ jest pojedynczy recesywny gea
zlokalizowany na chromosomie E (Gupton i Burk, 1972Zastosowanie izolatbw PVY o
réznym stopniu zjadliwéci pozwolito na okrélenie jego trzech form allelicznycha’, val,
va’. Gen ten zostat wprowadzony damgch odmian tytoniu za pomgdradycyjnej hodowli
— TN86 (Athow i in., 1987) lub poprzez regeneggupdwojonych haploidow w warunkaa
vitro — NC744, NC745 (Burk in., 1979; Chaplin i in., 098Genva odpowiada, za odporis®
nie tylko na wirusa Y ziemniaka (PVY), ale rowhi@a inne potywirusy: TVMV (ang.
Tobacco vein mottling TEV (ang.Tobacco etch virggNicolas i in., 1997).

Odpowiedza na pojawienie ginekrotycznego szczepu PVY w Polsce w latach 1956 -
1960 byto podjcie bada nad pozyskaniem form odpornych. W efekcie pracoladanych
poprzez krzgowanie z ranymi odmianami, rowniew typie orientalnym, uzyskano odmiany
odporne. Jednak zrédio odpornéci tych odmian nie jest catkowicie zdefiniowane.
Odporndg¢ polskich odmian warunkowana jest pojedynczym nagegm genem, CO nme
swiadczy¢ iz mechanizm odporsoi moze rownie: poleg& na delecji genu warunkagego
podatné¢ na PVY, podobnie jak u odmiany VAM (Doroszewsk@02). Podobnie francuska
odmiana PBD6 wykorzystana w badaniach autora smégjrozprawy ma swoj rodowod
pochodzacy od odmiany paragwajskiej (Verrier, 2001b), a negchanizm odporioi jest
warunkowany delegjlocus odpowiedzialnego za podat@ma PVY. Znaneasrowniez linie
hodowlane (NC 602) posiadag odporné na PVY dz¢ki czesciowo dominujcemu genowi

VR Odporné¢ warunkowana tym genem jest jednak efektywna tylekomato zjadliwych
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nienekrotycznych izolatow PVY (Witherspoon i in9all). Innymzrédtem gendéw odporroi
na PVY @ dzikie gatunki rodzajNicotiana Wykazano,ze 4 gatunki:N. raimondii, N.
knightiana, N. glaucai N. africana sa catkowicie odporne na PVY, gagatunki N.
benavidesiiN. wigandioides N. noctiflorawykazywaty wysoki poziom odporidoi na wiele
izolatéw tego patogena (Doroszewska i Depta, 20Migktore gatunki wykorzystano do
tworzenia nowych odmian tytoniu. W ten sposéb patastinia hodowlana BPA z cegh
odporngci pochodzca od N. africana (Doroszewska, 2010). Prace nad przeniesieniem
odporndci na PVY prowadzono réwniez wykorzystaniem gatunkuN. benavidesiido
tytoniu uprawnego (Berldei Glazewska, 1988) oradN. raimondii do tytoniu odmiany
Zamojska 4 (Berhe 1988). Trudnéci z wykorzystaniem dzikich gatunkow wynikag
szeregu problemoéw zwianych ze skutecznym przeniesieniem czynnikOw adgor i
jednoczesnym zachowaniem wysokiej jsdiotytoniu. Dlatego najcegciej stosowane w
hodowli s zrodla odpornéci istniegce w odmianach uprawnych. Niestety problem
przetamywania tych odporéc pojawia s¢ coraz cgsciej. Prowadzonych jest wiele bada
nad wyjd@nieniem tego zjawiska.

Jw w 1997 roku Nicolas stwierdzike do przetamywania odporéw tytoniu przez
TVMV, konieczne i jednoczZmie wystarczajce & mutacje: Cyspos Se€koog LYSi932 Se€loss
w genie kodujcym biatko VPg (Nicolas i in., 1997). Dwa latazpiej podobne badania nad
PVY podgto w Japonii. Badania prowadzono przyyciu 18 japaskich izolatow wirusa. W
wyniku wielokrotnych pasg izolatow wirusa na odmianie VAM wytoniono 2 spanicznie
powstate mutanty PVY-36B i PVY+@Q zdolne do przetamywania odpo&sowarunkowanej
genemva (Masuta i in., 1999). W celu olglenia tej mutacji zsekwencjonowano caty genom
tych mutantéw i porbwnano z sekwencjami oryginamyezolatow: PVY-36 i PVY-Q.
Odnaleziono dwie mutacje, sugeitg, ze mog mie¢ one bezp&redni wplyw na
przetamywanie odporsoi odmiany VAM. Byly to mutacja w pozycji 1948 i 33
poliproteiny, odpowiednio w rejonie biatka Nla-VP§IA-Pro. Aby wykluczy ewentualny
zbieg okolicznéci, sekwencje rejonu biatka Nla porownano z sekyant dwdch innych
izolatow (PVY-YNA i PVY-Y7) przetamujcych odporné VAM. Wszystkie izolaty zdolne
przetamywa odpornd¢ w pozycji 1948 posiadaty kwas glutaminowys zae przetamujce
lizyng lub arginirg. Mutacja w pozycji 2235 nie miata zazku ze zdolnécia przetamywania
odporngci (Masuta i in., 1999).
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Rys. 5. Porownanie sekwencji aminokwasowe] biatRg\Gmiu izolatow wirusa Y ziemniaka. Cztery izolaty
(PVY-36B, PVY-Qus, PVY-Y7, PVY-YNA) przetamui odpornd¢ tytoniu odmiany VAM. Strzakk

oznaczono aminokwas odpowiedzialny za zd@lrdp przetamywania odporéc (Masuta i in., 1999)

W tym samym roku podjo badania nad wyfaieniem mechanizmu odpor§w
odmiany VAM przy uwyciu markerow RAPD. Do badauzyto linii izogenicznych,
rozniacych st jedynie odporngia na PVY. Wytypowano 10 markeréw wykazcych
asocjact z cecl podatnéci na PVY. Nie stwierdzono ich wygiowania w przypadku &bn
odpornych. Na tej podstawie stwierdzonae odporné¢ warunkowana przezva
spowodowana jest delacfluzego fragmentu genomu (powsj 1Mb) niogcego dominujcy
allel Va, warunkujcy podatnéc¢ na PVY (Noguchi i in., 1999).

Kilka lat p&zniej w USA przeprowadzono ciekawe badania dafyezprzetamywania
odporndci przez izolaty PVY. Do badawykorzystano odmiany VAM i NC745 — obie
niosace gen odporri@i va. Mimo to, odmiana VAM nigdy nie ulegata paemiu, natomiast
na odmianie NC 745 niekiedy pojawiatye sbbjawy systemiczne. Badania wykazakg
odmiana VAM niesie nie jeden, lecz 2 recesywne gedgorndci na PVY — dotychczas

znanyva, ktory odpowiedzialny jest za przemieszczanigvgirusa z komorki do komorki
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oraz drugi — nowo poznany recesywny gaP, ktory odpowiada za nagromadzenie Si
wirusa w zainfekowanej komaérce (Acosta-Leal i XipAQ08).

Zauwaono te, ze potywirusowe biatko VPg oddziatywuie vivo z eukariotycznym
czynnikiem inicjacji translacji — elF4E (Wittmanini., 1997). Obecnie znanych jest jkilka
genow odporngci kodupcych izoformy tego czynnika (elF4E) (Acosta-Leadiong, 2008).
Dodatkowo stwierdzonage izolaty wirusa zdolne przetamywadporndé¢ zawierag mutacg,
albo w obebie genu VPg (Kang i in., 2005), albo w rejonie pidlegagcym translacji u
wirusow nie kodujcych biatka VPg (Nieto i in., 2006; Yoshii i in.,0@4). Co wgcej,
zaktécenie w oddziatywaniu VPg-elF4E, aeoby¢ polaczone z fenotypem odpornym (Ruffel
i in.,, 2006; Yeam i in., 2007). W ten sposéb korgpdmhe izoformy czynnika elF4E
prawdopodobnie wymaganey $rzez wirusy do ich translacji, replikacji orazansportu
miedzykomoérkowego (Robaglia i Caranta, 2006).Chogiodukt genuva nie zostat do
konca poznany, to przypuszczag,sike gen ten mee kodowa wadliwy czynnik elF4E
(Acosta-Leal i Xiong, 2008).
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3. Materiaty i metody

3.1. Materiat roslinny

Do bada uzyto 10 odmian tytoniu: 5 odmian podatnych na P\&Yadmian uznanych

za odporne. Zastosowano ten sam zestaw odmiany kidykorzystywany jest w

migdzynarodowych badaniach nad wysiwaniem i charakterystgkPVY koordynowanym

przez T. Doroszewakw ramach programu Virus Diseases Collaborativel\gtGORESTA.

Odmiany podatne:

NC 95 — odmiana w typie papierosowym jasnym, suszogniowo, powstata ze
skrzyzowania linii (C-139 x Bel.4-30) x (C-139 x HicksPosiada gen Rk
zapewniggcy odporné¢é na nicieniaMeloidogyne incognitaOdporngé¢ na nicienie
skorelowana jest z wysakpodatnécia na szczep MN wirusa Y ziemniaka (rozdz.
2.2)).

K326 — odmiana w typie papierosowym jasnym, suszogaiowo, powstata ze
skrzyzowania odmiany McNair 225 x (McNair 30 x NC 95). @idna ta jest znana z
wysokiej jak@ci surowca i jest jednz czsciej uprawianych odmian riaviecie.

Habana 92 — odmiana tytoniu ciemnego, suszonegaepranie pochodzego z
Kuby.

Burley 21 — odmiana w typie papierosowym jasnym |&yrsuszona powietrznie.
Podatna na wksza¢ izolatow PVY, ale wykazuje odporéiona niektore potnocno-
amerykaskie izolaty wirusa. Badania nad ta odmiaiowiodty, ze odporné¢ na
PVY warunkowana jest tu przez dwa domigwg geny, podczas gdy u odpornej
odmiany VAM warunkowana jest pojedynczym recesywnygenem (Arcia-
Montezuma, 1979). Odmiana odporna na TMV.

Kentucky 17 — odmiana w typie papierosowym jasnyuamlé/, suszona powietrznie,
podatna na PVY. Po infekcji wykazuje bardzo szybikoe objawy chorobowe.

Odmiany odporne

Virgin A Mutant (VAM) — odmiana niemiecka typu Virga, uzyskana przez
naswietlanie promieniami Réentgena nasion tytoniu aiVirgin A (Koelle, 1961).
Odmiana VAM wykazuje odporsé na TVMV, TEV i PVY. Odporné na patogeny
zawdzecza duej delecji w locus Va (Noguchi i in., 1999). OdmaaiVAM jest
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jednoczénie wysoce podatna na aozniaka rzekomego powodowanego przez
Peronospora tabacina

Wislica — polska odmiana typu papierosowego jasnaggz,asia ogniowo, wykazaga
wysoka odpornd¢ na PVY. Pochodzenigrédta odpornéci nie jest doktadnie
okreslone. Mazna przypuszcza ze odpornéé tej odmiany podobnie jak wkszaci
polskich odmian wywodzi si od odmian orientalnych, edacych w przeszkri
materiatem wyjciowym w hodowli odporngciowej. Jednake odporné¢ ta
warunkowana pojedynczym recesywnym gen@miadczy o podobnym mechanizmie
do opisanego u odmiany VAM, polegeaym na delecji genu warunkigego
podatndc¢ i moze by wynikiem mutacji i selekciji.

Virginia SCR (VD) — odmiana typu papierosowego @gm suszona ognhiowogdaca
gtdbwna odmiary uprawiam w Niemczech i Francji w latach osiemdziggch XX
wieku. Uzyskana w wyniku masowe] selekcji z odmiaryl (Carsten i Seehofer,
1960). Wykazuje odporgé na wikszac¢ izolatbw PVY. Odporn& ta warunkowana
jest podobnie jak u VAM allelem recesywnym, powgtatw wyniku delecji
fragmentu locus Va, z tyre tutaj delecji ulegt inny fragment genu Va (Nogudh.,
1999). Mae to ttumaczy zjawisko czstszego porania odmiany Virginia SCR ai
VAM.

PBD 6 — odmiana typu papierosowego ciemnego, saspowietrznie. Uzyskana w
wyniku krzyzowania odmiany Paraguay P48 x Bel 61-10. Przypasurzze
odpornd¢ na PVY mogta pochodziod odmiany Paraguay P48, ktéra byta szeroko
uprawiara odmiany tytoniu ciemnego we Francji w latach siedemdatgsh XX
wieku, lmdz powstata w wyniku mutacji i kierunkowej selekcji.

TN 86 — odmiana typu papierosowego jasnego Budagzona powietrznie, z cech
odporndci na PVY przeniesianz odmiany VAM. Podobnie jak VAM jest wysoce
odporna na TVMV, TEV i PVY.

3.2. Déwiadczenia polowe

Doswiadczenia prowadzone byly w 4 lokalizacjach zngjdych sé w gtdwnych

rejonach uprawy tytoniu w Polsce: lubelsko-podkekpa (RZD IUNG-PIB ,Kepa’ —
Putawy) — GPS 51.402128, 21.956152 (+51° 24' 7.6@1° 57' 22.15")$wictokrzysko-
matopolskim (Skroniow k.gilrzejowa) — GPS 50.629328, 20.272214 (+50° 37'845:80°
16' 19.97"), kujawsko-pomorskim (Stare Marzy k. @dza) — GPS 53.474526, 18.659749
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(+53° 28' 28.29", +18° 39' 35.10"), mazurskim (Caimiki k. Augustowa) — GPS 53.656150,
23.111186 (+53° 39' 22.14", +23° 6' 40.27") (rys. 6

Produkcg rozsady prowadzono w paletach wielokomorowych.z8aw rozsady na
polu dawiadczalnym wykonywano w | potowie maja, a ewemigl brakugce raliny
uzupetniano w okresie 2 tygodni od wysadzeniasvidadczenia prowadzone byty metpd
blokéw kompletnie zrandomizowanych w 4 powtdrzehjapo 32 réliny na poletku, co
og6tem dawato po 128 ¢lin kazdej z odmian. Obserwacje na polachswliadczalnych
wykonywano w Putawach 4-krotnie, w pozostatych l@ejach 2-krotnie. Uzyskane wyniki
opracowano statystycznie, przy zastosowaniu anai@syanciji szacujc istotng¢ roznic na

poziomiea = 0,05 (test Tukeya).

ﬂwg‘}- 4 o ;
. Swigtokrzysko ' -5 \

“-matopolski

Rys. 6. Lokalizacja daviadcze polowych w giéwnych rejonach uprawy tytoniu w Ras

3.3. Izolaty wirusa
Prébki lisci tytoniu pobierano z poszczegodlnychlio tytoniu wykazuacych objawy
infekcji wirusem Y ziemniaka — zarowno zélia odmian podatnych jak i odpornych.

Wprowadzono nagpujace nazwy kodowe: izolat oznaczony jako 3.K326/A/&,—
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oznaczenie kolejnego numeru probki pobranej w désigjlizacji w danym roku, K326 —
nazwa odmiany, z ktorej zostat pobrany izolat warus, G, J, P — lokalizacja éwiadczenia
polowego (odpowiednio: Augustow, Gruddk, rdrzejéw, Putawy), 07 — rok pobrania
prébki (w tym przypadku 2007). Ogotem zgromadzo®® 1zolaty wirusa pochodee z
czterech lokalizacji w Polsce. Ponadto do analizekadarnych dodatkowo wykorzystano 6
izolatbw chorwackich i 13 izolatow niemieckich, pgskanych odpowiednio z firmy
Chorwacki Tyta (Hrvatski Duhani) i z Centrum Techniki Rolniczéjahdwirtschaftlichen
Technologiezentrums) w Augustenberg. lzolaty zagee pozyskano w ramach
migedzynarodowych badgaCORESTA koordynowanych przez prof. T. DoroszeyvdRetny
wykaz badanych izolatbw wraz z ich charakterystykiologiczry i serologiczin
zamieszczono w zgdzniku (Zahcznik 1).

3.4. Badania biologiczne
3.4.1. Inokulacja

Zdolnas¢ przetamywania odpordoi odmian przez poszczegoélne izolaty, dlkaro za
pomoa testow biologicznych. Pobrane z pol sdwadczalnych prébki byty ucierane w
mozdzierzu, a otrzymany sok byt wykorzystywany do ialakji. Inokulacg prowadzano na
dobrze rosacych raglinach w fazie 5-6 kci. W badaniach uwzgtiniono: 2 réliny odmiany
Samsun H (szczegdlnie podatna na PVY, ale odpanginusa mozaiki tytoniowej — TMV),
2 rasliny odmiany Wilica i 2 raliny odmiany VAM (odmiany stanowce gtdwnezrodia
odporndci na PVY).

3.4.2. Obserwacje objawéw chorobowych

Sztucznie zakane rgliny byly przetrzymywane w szklarni zabezpieczopered
dziataniem owaddéw, w kontrolowanych warunkach terapgy (25C w dzier i 20°C w
nocy). Po 14 i 21 dniach od inokulacji dokonywariis@rwacji objawéw wirusa. Riiny z
widocznymi objawami nekrozy nerwow uznawane byhzamfekowane wirusem, natomiast
z raslin nie wykazujcych objawdéw nekrotycznych pobierano probkicili celem

serologicznego oké&enia poziomu wirusa w tkankachsho.

3.5. Badania serologiczne
Aby okresli¢ przynalenos¢ poszczegolnych izolatow wirusa do odpowiednichpgru
szczepOw prowadzono badania serologiczne.¢t®@bpimi probki rélin pobrane z pdl

doswiadczalnych w rénych rejonach Polski oraz probki zskia inokulowanych w szklarni.
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Prébki ucierano w malzierzu, naspnie otrzymany sok byt wykorzystywany do wykonania
testow DAS-ELISA z zastosowaniem przeciwciat moooklnych. Do wykrywania
wszystkich szczepdw wirusa Y ziemniaka wykorzystgnpeciwciala MoAbs anti Y, 1gG
112911 szwajcarskiej firmy Bioreba. Do wykrywaniaczepoéw nekrotycznych PVY
wykorzystano przeciwciala MoAbs anti™y IgG 112 712, réwnie firmy Bioreba. Jako
koniugatu ayto tych samych przeciwciat pmizonych z fosfatazalkaliczra. Jako substratu
uzyto pNPP (p-Nitro Phenyl Phosphate). Pomiar absmjbarzy diuggci fali 405nm byt
dokonywany na czytniku mikroptytek Tecan Sunrise® 30 i 45 minutach od naniesienia
substratu. Kontrel negatywm stanowity rd@liny niezakaane, pozytywa — raliny z
widocznymi objawami. Otrzymane wyniki absorbancjpstaly poddane stosownym
obliczeniom zgodnie z metadzaproponowad przez producenta przeciwciat. W pierwszej
kolejnasci surowe dane byly szeregowane od najmniejszej ndpvicksze] wartdci
absorbancji. Nasgpnie, na podstawie tego szeregu wanitowykreslany byt histogram
rozktadu wartéci. W dalszej kolejnéxi na podstawie histogramu wyznaczano tzw. ,skok”
wartcsci absorbancji ponad ttlo. Naphie ze wszystkich war§oi mniejszych od ,skoku”
wyliczanosredni arytmetycza. Dla tych wartéci wyznaczano odchylenie standardowe (s),
po czym na podstawie wzoru (p2ej) wyznaczano warkd, od ktorej wartéci absorbancji
uznawano za pozytywne.

wartasé pozytywna> srednia + 3s +10%

W calej niniejszej pracy zastosowano jednolityteys kolorystyczny, oznaczania
przynalenasci izolatéw do odpowiednich serotypéw. Izolaty P\WY oznaczoneaskolorem
zielonym, za izolaty PVY"™ kolorem pomanaczowym.

3.6. Charakterystyka molekularna izolatow PVY

Celem bada molekularnych byto okigenie stopnia homologii genoméw badanych
izolatbw wirusa, oraz po zsekwencjonowaniu genomaeybranych izolatéw, ok&enie
determinantéw odpowiedzialnych za zddi®lodo przetamywania odporéa odmian

uznanych za odporne.

3.6.1. Izolacja RNA
100 mg lsci tytoniu umieszczano w mdzierzu wypetnionym cieklym azotem i
ucierano do konsystencji gtadkiego proszku. Izeld@NA prowadzono z wykorzystaniem

zestawu RNeasy Plant mini Kit firmy Qiagen. W tyrelwc utarte Kcie przenoszono do
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wczesniej schtodzonych probdéwek typu eppendorf. Dodawats® ul buforu RLT i
poddawano worteksowaniu. Ngshie dla lepszej homogenizacji inkubowano WG@rzez 3
minuty. W dalszej kolejnixi lizat przenoszono na koluramQlAshredder Spin Column.
Zawartgé wirowano w temperaturze 20, przy 15.000 obr./min. przez 2 minuty. Po
wirowaniu supernatant przenoszono do nowej probdw&dawano do niej 0,5 aipsci 96%
etanolu i mieszano przez rozpipetowanie. Tak prioygars mieszaniQ nanoszono na
kolumre RNeasy Spin Column i wirowano w temperaturz&2@rzy 11.000 obr./min. przez
15 sekund. Supernatant odrzucano, a na kajumanoszono 700l buforu RW1 i ponownie
wirowano w tych samych warunkach. Supernatant a@dnzo, a na kolumgnnanoszono 50
buforu RPE i wirowano w temperaturze °@0 przy 11.000 obr./min. przez 2 minuty.
Supernatant odrzucano. Bezpmnio na membrankolumny nanoszono 30 ml sterylnej
wody pozbawionej RN-az i wirowano przy 11.000 ohin. przez 1 ming po czym dla
zwickszenia szenia RNA w probce supernatant zawracano na kafuinrponownie
wirowano w tych samych warunkach. Ngmstie przy zastosowaniu fotometru przy diégjo
fali 260 nm (BioPhotometer Eppendorf), olteano zawart&¢ RNA w supernatancie.

3.6.2. Odwrotna transkrypcja (RT-PCR)

Wyizolowany wirusowy RNA o petnej diugoi poddawany byt reakcji odwrotnej
transkrypcji (RT-PCR). W tym celu dqug RNA dodawano dl oligonukleotyddéw (dT)s w
stezeniu 500ug/ml, 1 ul 210mM dNTP (Roche Diagnostics) i uzupetniano dgetm§ci 12 pl
sterylm, pozbawion RN-az wod. Mieszanig ogrzewano do 6& przez 5 minut, po czym
szybko chtodzono w lodzie. Naphie dodawano 4l buforu 5x First Strand Buffer, gl
0,1M DTT (Invitrogen Corp.) oraz Ll (40 ufu) inhibitora rybonukleaz (Fermentas) i
inkubowano przez 2 minuty w 22. Nastpnie dodawano Iul (200 units) odwrotne;
transkryptazy Superscript ™ Il Reverse Transcrpf@svitrogen Corp.). Reakgcjodwrotnej
transkrypcji prowadzono w 4€ przez 50 minut. Nagtnie mieszanig ogrzewano w 7T
przez 15 minut celem inaktywacji enzymu. Odweotranskrypat prowadzono przy ayciu

termocyklera Biometra TPersonal.

3.6.3. Amplifikacja DNA (PCR)

Do reakcji PCR zastosowano polimer&xpand Long Template PCR System (Roche
Diagnostics) oraz ayto specyficznych starterow dobranych w ten spaadpprodukt reakcji
amplifikacji obejmowat cat dhugas¢ genomu wirusa: PVY-1S
5'GTCTCCTGATTGAAGTTTACAG 3’ i PVY-2S 5'GAAATTAAAACAACTCAATAC
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AAC 3. 1 ul 10-krotnie rozciaczonego cDNA peinej diugoi otrzymanego w reakcji
odwrotnej transkrypcji tywano jako matrycy, naginie dodawano 1,7% 10mM dNTP
(Roche Diagnostics), 0,4M kazdego ze starterow, bl buforu 3 i 0,75ul polimerazy.
Reakcg prowadzono w kacowej obgtosci 50 ul. Amplifikacje rozpoczynano od wginej
denaturacji w 9%C przez 2 minuty, naginie prowadzono 10 cykli: denaturacja®@4przez
10 sekund, annealing %5 przez 30 sekund, elongacja®68przez 8 minut. Nagbnie
prowadzono 22 cykle: denaturacja’@4przez 10 sekund, annealing°65przez 30 sekund,
elongacja 6&C przez 8 minut wydliana o 15 sekund w kdym nas¢pnym cyklu i kaicowa
elongacja w 6% trwapca 5 minut. Amplifikacg DNA przeprowadzono przy zyciu

termocyklera Biometra TPersonal.

3.6.4. Elektroforeza produktow reakcji PCR i elucjaDNA wirusa

Elektroforez produktow PCR prowadzono na 0,8%lu agarozowym w obecka
bromku etydyny w buforze TBE (90mM Tris-boran, 2n@DTA, pH 8,3) przy 5V/cm. Jako
standardu wielkeci uzywano markera 1kb GeneRuler firmy Fermentas. Wizaeja
prazkow DNA nastpowata wswietle UV przy dtugéci fali 312nm. Do dokumentacjel
agarozowych stosowano system Infinty firmy Vilberurmat. Do 10l prébki DNA po PCR,
dodawano gl 6x stzonego barwnika do elektroforezy (0,25% cyjanolksyle0,25% bikitu
bromofenolu, 30% glicerolu). Powstate podczas difkpkiji DNA niespecyficzne produkty
byly rozdzielane podczas elektroforezy i tylko frantzelu z pazkiem zawierajcym wirusa
Y ziemniaka byt wycinany, wany, a naspnie DNA bylo z niego eluowane przyyciu
zestawu GenElute™ Gel Extraction Kit (Sigma-AldjichV tym celu do wygitego
fragmentu zelu dodawano 3 o#fjosci roztworu rozpuszczagego zel i inkubowano w
temperaturze 6C przez 10 minut, krétko worteksigj co 2 minuty. W midzyczasie
kondycjonowano kolumgn poprzez naniesienie naanb0Qul roztworu Column Preparation
Solution i 1-minutowe wirowanie przy 12.000 obrmbo rozpuszczonegelu dodawano 1
objetos¢ izopropanolu i worteksowano, a ngstie nanoszono na skondycjonowdolumre
i wirowano przy 12.000 obr./min. przez 1 miguSupernatant odrzucano, a na kolgmn
nanoszono 7Q0 roztworu ptucacego i wirowano w tych samych warunkach. Supernatan

odrzucano, a na kolumamanoszono 30 roztworu do elucji DNA.

3.6.5. Trawienie produktow amplifikacji DNA enzymami restrykcyjnymi (RFLP)
Wyeluowany DNA wirusowy poddawano trawieniu 3 enzym restrykcyjnymi:
Hinf I, Hin6 | oraz Sdu | (Fermentas). Endonukleagyte do trawienia DNA dobrano tak,
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aby rozpoznawane przez nie miejsca restrykcyjne publikowanej sekwencji genomu
PVYN-Fr (NC_001616) wyspowaly w znacznej ilici. W sktad mieszaniny do restrykgji
wchodzito 30ul wyeluowanego DNA poddawanego trawieniu, 30 jedslos (units)
endonukleazy i 4ul 10x stzonego buforu odpowiedniego dla poszczegodinych yiesiz.
Trawienie prowadzono w 3C przez 16 godzin.

3.6.6. Elektroforeza produktéw trawienia DNA

Powstate produkty trawienia (RFLP) byly rozdzielgmmdczas elektroforezy na 2%
zelu agarozowym w obecka bromku etydyny w buforze TBE (90mM Tris-borammIgl
EDTA, pH 8,3) przy 5V/cm. Wizualizacja gtkdw DNA nasgpowata wswietle UV przy
diugasci fali 312nm. Do dokumentacjieli agarozowych stosowano system Infinty firmy
Vilber Lourmat. Do 1@l mieszaniny DNA po trawieniu dodawanqul26x skzonego
barwnika do elektroforezy (0,25% cyjanolksylenu,233% bkktu bromofenolu, 30%
glicerolu). Jako standardu wieb@ uzywano markera 100b GeneRuler firmy Fermentas.
Wizualizacja pgzkéw DNA nasgpowata wswietle UV przy diugéci fali 312nm.

3.7. Analiza filogenetyczna
3.7.1. Analiza wzoréw RFLP

Zele po elektroforezie produktow RFLP byly fotognafme i archiwizowane. Analiza
filogenetyczna byla oparta na analizie ob&chdub braku odpowiednich fragmentéw

restrykcyjnych. Przyklad interpretaciji wzoréw rg&tryjnych przedstawiono na rysunku 7.

9 13 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 11 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 1 0 0 0 1 0 0
1 0 0 1 11 0 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 11 1 1 1
1 1 0 1 1 0 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 11 1 1 1
1 1 1 1 11 1 0 0

Rys. 7. Przygotowanie pliku wsadowego do prograB$RDIST na podstawie wzoréw restrykcyjnych
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Przygotowane odpowiednie pliki wsadowe, importowalw programu RESTDIST
pakietu PHYLIP ver.3.63 (Felsenstein, 2004), w Ydrobliczano odlegkei genetyczne

pomidzy izolatami (rys. 8).

0.000000 0.004889 0.007897 0.000000(DOOD 0.002485 0.004889 0.002485 0.002485
0.004889 0.000000 0.002485 0.004889 4389 0.007897 0.000000 0.007897 0.007897
0.007897 0.002485 0.000000 0.007897 ™BAD 0.005361 0.002485 0.011422 0.011422
0.000000 0.004889 0.007897 0.000000(DOO 0.002485 0.004889 0.002485 0.002485
0.000000 0.004889 0.007897 0.000000CDOOD 0.002485 0.004889 0.002485 0.002485
0.002485 0.007897 0.005361 0.002485 2488 0.000000 0.007897 0.005361 0.0053¢1
0.004889 0.000000 0.002485 0.004889 4889 0.007897 0.000000 0.007897 0.00789%
0.002485 0.007897 0.011422 0.002485 2388 0.005361 0.007897 0.000000 0.000000
0.002485 0.007897 0.011422 0.002485 2388 0.005361 0.007897 0.000000 0.000000

O©oO~NOUIDWNPE

Rys. 8. Macierz dystans6w genetycznycladny izolatami

Uzyskan w programie RESTDIST macierz odleggogenetycznych, importowano do
programu NEIGHBOR, w ktérym konstruowano filogereziye drzewo pokrewhstw przy
zastosowaniu algorytmu UPGMA oraz Neighbour-Join{ngs. 9). Wizualizacja drzew
filogenetycznych zostata wykonana za pomgmogramu DRAWGRAM. Na podstawie
topologii drzew filogenetycznych oceniano zddkhaizytych restryktaz do tmicowania

badanych izolatéw wirusa.

1

L T A S (& T 0V R 6 0 B ) B

(((((1:0.00000,4:0.00000):0.00000,
5:0.00000):0.00124,
6:0.00124):0.00036,(8:0.00000,9:0.00000):0.0016():0
.00197, i
((2:0.00000,7:0.00000):0.00124,3:0.00124):0.0023B);

Rys.9. Przykiad filogenetycznego drzewa pokréste w formie liczbowej (z lewej) i graficznej (zgwej)

3.7.2. Sekwencjonowanie genomu wirusa
Matryca w postaci cDNA petnej diugo zostata wykonana w IUNG-PIB, natomiast
wiasciwe sekwencjonowanie zostato wykonane w firmie @eed. Otrzymane sekwencje

zostaty wyrdwnane za pompprogramu ClustalX (Thompson i in., 1997) (rys.10).
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Rys. 10. Wyréwnane sekwencje wirusa

Nastpnie wyodebnione zostaly sekwencje kodog poszczegolne biatka i na ich
podstawie w programie MEGA 4.1 (Tamura i in., 20B@mar i in., 2008) wydedukowano
sekwengi aminokwasow poszczegolnych biatek (rys. 11). Na podstawigmidw sekwenciji

aminokwasowe]j biatek izolatow zdolnych i niezdolhycdo przetamywania odporém

tytoniu okrg&lone zostaty determinanty odpowiedzialne za tecgso

I} M4.1 (Beta): View Sequence Data
Data Display Highlight  Skatistics

FREEEEIES

E@| gil9BZ773|ref ING 0016181 Potato winis.

Nz 1 Porate virus ¥ o
Us 2 Potato i
[}4 3 Potato vir

i
i
[]5. 4 Porato virus ¥ ca
[¥]6. & Potata virus ¥ co
UT & Potato vin
i
i

o 3
10, 8 Potare virus ¥ complete ganome
1. 10 Fotato vi e
12 11 Potata vi e
[]13. 1 Potata vi 3 |
ET/ 14, 13 Potatn virus ¥ complete genome I

[W]15. 14 Potata virus ¥ complets genome n B [ m g
D |18 16 Fotato vius ¥ complete genome &
2

14'267 Highlighted: Nane Data

|

=
i
g

-

==I.=I“II“III-

]
t

E|
_||_
=

L\
m
EEEEEIRE SR SRR

=I

Rys. 11. Sekwencje aminokwasowe wydedukowane zagpprogramu MEGA 4.1, na podstawie sekwencji

nukleotydowych izolatéw wirusa

3.7.3. Detekcja zdarzé rekombinacyjnych

Do wykrywania zdarze rekombinacyjnych w genomie wirusa Y ziemniaka
zastosowano pakiet RDP ver. 3.34. W tym celu jakki pvsadowe uyto wyrOwnane
sekwencje 15 izolatbw PVY. Przeprowadzono 5 niezgleh analiz detekcji zdarde

rekombinacyjnych, ktére nagmie przedstawiono w formie graficznej. W tym celu
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wykorzystano programy: RDP (Martin i in., 2005a)S&n (Gibbs i in., 2000), wchogtze w
sktad pakietu RDPDIla wszystkich badanych izolatbw PVY spgdzono mapy genomu
uwzgkdniajace miejsca rekombinacji i sekwencje rodzicielskie.



4. Wyniki

4.1. Wysgpowanie wirusa Y ziemniaka (PVY)

W wyniku prowadzonych obserwacji objawoéw chorobolwye czterech lokalizacjach
stwierdzono die zr&nicowanie porzenia raélin w zaleznosci od odmian, lokalizacji i
poszczegolnych lat prowadzonych bad#ierwsze objawy PVY widoczne byly jako
przej@&nienia nerwow (rys. 12 a), przechade nastpnie w nekrozy (rys. 12 b). Nekrozom
nerwow towarzyszyty réwniechlorotyczne (12 c) i nekrotyczne plamy na bladzg@owej
prowadace czsto do zasychaniasti i niekiedy todyg (12 d). Pozanie PVY obserwowano

najczsciej na odmianach podatnych, rzadziej na odmianaolawanych za odporne. Dlatego

tez te dwie grupy odmiangola omawiane oddzielne w dalszej prezentacji wynikow.

47



Rys. 12. Objawy PVY w warunkach polowych na odm@maodatnych a) przejaienia nerwéw, b) nekrozy
nerwow, c) chlorotyczne plamy na blaszaeibwej, d) zasychanieski

4.1.1. Tempo pojawiania $i objawow wywotywanych przez PVY

Na podstawie trzyletnich baflgprowadzonych w warunkach polowych uzyskano
wyniki pozwalajce na opracowanie dynamiki pojawianiag Shbjawow chorobowych
powodowanych przez PVY. W tym aspekcie uwdgiono tylko odmiany podatne, co
pozwolito na oce@ rozpowszechnianiagwirusa w warunkach naturalnej infekcji polowej.
W roku 2006 pierwsze objawy pojawityessiedem tygodni od wysadzeniaslin na pole.
Nastpnie przez kolejne 2 tygodnie rozwdéj objawdéw rpetvat bardzo powoli nie
przekraczajc 10% zainfekowanych §bn, z wyjatkiem odmiany Burley 21, ktérej w 9
tygodniu zainfekowanych byto ok. 17%sha (rys.13). W 15 tygodniu ok. 30% ¢in
czterech odmian podatnych wykazywato objawy PVY¥kdyosliny odmiany Habana 92 byty
porazone w 18% . W 20 tygodniu od wysadzenidlironie obserwowano wzrostu liczby

zainfekowanych rdin w stosunku do stopnia infekcji w 15 tygodniu.
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Rys 13. Tempo pojawianiagsbbjawow PVY na odmianach podatnych w Putawach ku 2006

W roku 2007 pierwsze objawy PVY pojawityesjuz w 5 tygodniu od wysadzenia
roslin na pole o 2 tygodnie wcgeiej niz w roku 2006. Niski poziom infekcji utrzymywalesi
do 7 tygodnia. Nagpnie obserwowano gwaittowny przyrost liczby zainfekaych rglin do
11 tygodnia — w szczegOlémi odmian Burley 21 i Kentucky 17 — 60% (rys. 1¥)niej
zainfekowanych rdin obserwowano u odmiany K 326 i NC 95. Najmniajréekowanych
roslin, podobnie jak w poprzednim roku wykazywata odna Habana 92. Wagu kolejnych
tygodni odnotowano jedynie niewielki wzrost liczpgrazonych rélin odmiany Burley 21,
K 326 i NC 95

W kolejnym roku prowadzenia batipierwsze zainfekowane dilmy obserwowano
juz w 4 tygodniu, a od 8 tygodnia obserwowano szylki®po pojawiania si objawow
powodowanych przez PVY (rys.15). W 10 i 11 tygodohserwowano gwattowny wzrost
infekcji na odmianie K326 i NC95. Od 11 tygodnianfeo pojawiania si nowych infekcji
bylo juz znacznie wolniejsze. Poziomshm porazonych w tym roku byt bardzo wysoki,
zwtaszcza u odmiany Kentucky 17 i przekroczyt 90§6ta badanych &in. W ponad 80%
zainfekowane byty odmiany Burley 21, K326 i NC odobnie jak w latach ubiegtych
najwolniej i najstabiej potana przez PVY byta odmiana Habana 92.



Wyniki

100
g 80 - Burley21
g Habana92
o K326
< 60
s Kentucky17
S NC95
S 40 -
‘0
e
X
S 0l ,/

0 N T T T T T T T T T T T T 1

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
liczba tygodni od wysadzenia

Rys 14. Tempo pojawianiagsbbjawdéw PVY na odmianach podatnych w Putawach ku 12007

Poréwnujc wrazliwos¢ badanych odmian na infekcPVY, we wszystkich latach
prowadzenia bada najszybciej ulegata paraniu odmiana Kentuckyl7, ktora bytazte
porazona w najwyszym stopniu. Najwolniej infekcji ulegala odmianaabddna 92.
Poréwnujc tempo pojawiania siobjawow PVY na odmianach podatnychzna zauwayc¢,
ze najwolniej choroba rozwijatagsiw 2006 roku i do 15 tygodnia od wysadzeniélinona
pole poraonych byto mniej i 30% rdalin, podczas gdy w roku 2007 4uv 11 tygodniu
poziom poraenia przekraczat 40%. Rok 2008 charakteryzowgabardzo szybkim tempem
infekciji tytoniu, szczegolnie pordzy 8, a 11 tygodniem od wysadzenidlirona pole i w 11

tygodniu wynosit okoto 70%, natomiast w 14 tygodpanad 80% (rys. 16).



Wyniki

100
c ﬁ;
g 80
c
g == Burley21
g 60 // e Habana92
[}
€ e K 326
N e K entucky17
c
5 40+ NC95
o
X
20 -
0

8 9 10 11 12 13 14

liczba tygodni od wysadzenia

Rys. 15. Tempo pojawianiagsbbjawéw PVY na odmianach podatnych w Putawachku 2008
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Rys. 16. Tempo pojawianiagsbbjawdéw PVY na odmianach podatnych w Putawachtacka2006-2008

4.1.2. Infekcja odmian podatnych w r@nych rejonach kraju
Srednie wartéci zainfekowanych rdin odmian podatnych byly z#hicowane

zarowno w zalenosci od lokalizacji déwiadczenia, jak réwnieroku prowadzenia bada
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(tab. 1). W roku 2006 najsilniej infekowane byhglimoy w Jedrzejowie i w Augustowie, nie
przekraczac jednak 50%. W kolejnym roku najkisz liczbe zainfekowanych rdin,
odpowiednio 62% i 45%, obserwowano gdizejowie | Putawach. Zdecydowanie najksza
liczbe zainfekowanych rdin obserwowano w roku 2008. We wszystkich lokatjaah
porazenie przekroczyto 80%, gav Grudzadzu i Edrzejowie stanowit 297%. Najmniej

zainfekowanych rdin odnotowano w 2006 r. w Grudzizu oraz w 2007 roku w Augustowie.

Tabela 1. Procentowy udziatstm odmian podatnych zainfekowanych PVY w latacld@2008 w zalenoici

od lokalizacji déwiadczenia

Procentowy udziat zainfekowanychslio

Lata
Lokalizacja
2006 2007 2008
Putawy 27 453 83,6
Jedrzejow 49,8 62 97,r
Grudzidz 1F 23,1 96,8
Augustow 35,1 15,3 88,5

objaénienie: wartdci w wierszach oznaczonezrymi literami r&nia si¢ istotnie przyu<0,05

Analizujac infekcje odmian podatnych tytoniu w zatesci od lokalizacji stwierdzono
statystycznie istotne wgze poraenie w &drzejowie w stosunku do pozostatych lokalizacji.
Srednia z trzech lat prowadzonych badaynosita tam 69,8%, podczas gdy w pozostatych
lokalizacjach zawierata siw granicach 35,7-52,4% (rys. 17). Najmniej zaiofsknych

roslin odnotowano w Grudzdzu i Augustowie.

100 ~

80 ~

60 -

% roslin zainfekowanych
®

Putawy Jedrzejow Grudzigdz Augustow
Rys. 17. Objawy PVY na éinach odmian podatnych w zalesci od lokalizacji déwiadczenia
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W grupie odmian podatnych niezatée od roku najstabiej potane byty réliny
odmiany Habana 92, najsilniej £&Kentucky 17 (tab. 2). W latach 2006-2007 nie
wystepowaly statystycznie istotne mdice w nasileniu infekcji rdin, ale juz w roku 2008
bylo ono istotnie wysze w stosunku do lat ubiegtych i dla 4 odmian knaezato 90%.
Jedynie odmiana Habana 92 panaa byta nieco stabiej, w 78,5%.

Tabela 2. Nasilenie infekcji $6n odmian podatnych wirusem Y ziemniaka w zalgci od odmiany w latach

2006-2008
% poraonych ralin
Odmiana Hata
2006 2007 2008
Burley 21 35,2 45,6 92,7
Habana 92 2171 25,8 78,5
K 326 26,6 37,2 94,4
Kentucky 17 337 48,7 95,7
NC 95 20,4 31,2 92,7

objaénienie: wartdci w wierszach oznaczonezrymi literami r&nia si¢ istotnie przyu<0,05

Nie wykazano istotnych statystyczniezmic w liczbie zainfekowanych gbn
poszczegdlnych odmian podatnych w Augustowie, Guadzm i Putawach. Jedynie
lokalizacja ddrzejéw charakteryzowataesistotnie wy:szymi infekcjami odmian (rys. 18).

W grupie odmian podatnych najmniej povaa byla Habana 92 (40,3%),
NC 95 (46,2%) i K 326 (50,8%) i poziom ich infekbyt istotnie nkszy wzgédem poziomu
infekcji u odmiany Burley 21 (53,1%) i Kentucky 157,1%) (rys. 19).

Biorac po uwag rok prowadzenia dwiadcze stwierdzonoze z roku na rok poziom
infekcji odmian podatnych wzrastat od 27% w rokW@0przez 37,7% w 2007 do 90,7% w
roku 2008 (rys. 20). W kolejnych latachznica poraenia byta istotnie wksza ni w roku

poprzednim.
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Rys. 18. Nasilenie infekcji #in odmian podatnych wirusem Y ziemniaka w zal@ci od odmiany

w 4 lokalizacjach
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Rys. 19. Nasilenie infekcji in odmian podatnych wirusem Y ziemniaka w zalaci od odmiany
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Rys. 20. Nasilenie infekcji &in odmian podatnych wirusem Y ziemniaka w zalaci od roku prowadzenia

doswiadczeé

4.1.3. Reakcja odmian odpornych na PVY

W warunkach naturalnej infekcji polowej odmiany ame za odporne na wirusa
wykazywaty niskie porzenie. W roku 2006 nie obserwowano zainfekowanydiinrov
zadnej z lokalizacji. W 2007 roku odnotowano pojecien przypadki zainfekowaniastm w
Augustowie | Grudzidzu. W Putawach zainfekowanych byto niespetna Orb8fn, za w
Jedrzejowie 1%. W roku 2008 najwedej zainfekowanych &hin obserwowano wetlrzejowie
— prawie 2%, w Augustowie i Grudzu pontej 1%, a w Putawach infekcji nie ulegtadna

roslina (tab. 3).

Tabela 3. Procentowy udziatstim odmian odpornych zainfekowanych PVY w lataclD@®008 w zalenosci

od lokalizacji déwiadczenia

% poraonych rglin

Lata
Lokalizacja
2006 2007 2008
Putawy G 0,44 0°
Jedrzejow ¢ 1* 1,9
Grudzhdz (0 0,1 0,62
Augustow 6 017" 0,94*

objasnienie: wartdci w wierszach oznaczonearymi literami r&nia si¢ istotnie przyu<0,05
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Srednia liczba zainfekowanych &m odmian odpornych za okres trzech lat
prowadzenia badanie wykazywata statystycznie istotnychzmé i wynosita od 0,15% do
0,52% (rys. 21). Podobnie jak w przypadku odmiardgboych tak i tu najwice]

zainfekowanych rdin obserwowano wetirzejowie.
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Rys. 21. Objawy PVY na étinach odmian odpornych w zaleosci od lokalizacji déwiadczenia

Wszystkie odmiany z grupy odmian odpornych wykazywaiska infekcjc PVY.
Najczsciej poraam odmiamy byta Virginia SCR (VD). W jej przypadku z roku mak
zainfekowanych byto coraz wgej raslin od 0,4% w 2006 roku do 2,5% w roku 2008 (taph. 4
Rzadziej infekowana byta odmiana d6a do 0,5%. Odmiany TN 86 i PBD 6 zostaty
zainfekowane jedynie w roku 2007, a ich udziatmieekroczyt 0,2% ogétu étin badanych
w tej grupie. Jedynie odmiana VAM nie ulegta infgke warunkach polowych przez caty

okres prowadzenia badla

Tabela 4. Nasilenie infekcji én odmian odpornych przez PVY w zafesci od odmiany w latach 2006-2008

% poraonych ralin

. Lata
Odmiana
2006 2007 2008
VAM 0? (0h (0h
TN 86 03 0,2 o?
PBD 6 6) 0,2 o?
Virginia SCR (VD) 0,4 0,7 2,8
Wislica i 0,4 0,5

objaénienie: wartdci w wierszach oznaczonezrymi literami r&nia si¢ istotnie przyu<0,05
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W odniesieniu do odmian odpornych, odmiany PBD,8b i VAM nie wykazywaty
istotnych statystycznie #aic w liczbie zainfekowanych gtn niezaleznie od lokalizacji.
Warto jednak zauwg¢, iz odmiana Walica byta statystycznie istotnie gxiej infekowana w
Jedrzejowie nk w Grudziadzu oraz,ze odmiana Virginia SCR byta istotnie ¢sziej

infekowana w ddrzejowie nk w Putawach i Grudadzu (rys.22).

7 _ ]
© i .
@ L —=— Augustéw
< i - .
4 5 | | —< Grudziadz
5 i —o— Jedrzejow
S L
) - 1 —+— Pulawy
s 3
3 L _
X
“q_) -
= L
= -
N L
£ 1
= - _
o L
T L
N
N L
S — e —_

PBD 6
TN 86
VAM
Wislica

Virginia SCR

Rys. 22. Nasilenie infekcji &in odmian odpornych wirusem Y ziemniaka w Zzaleci od odmiany

w 4 lokalizacjach

Poréwnujc poraenie odmian odpornych stwierdzonge cztery odmiany: VAM,
Wislica, PBD 6 i TN 86 nie wykazywaty statystycznigisych r@nic w infekcji przez PVY
i udziat rglin porazonych nie przekraczat 0,28%. Jedynie odmiana Viag8CR infekowana
byta istotnie czsciej, osagajc blisko 1% (rys. 23).

W roku 2006 w grupie &in odmian odpornych nie odnotowanadnego przypadku
PVY. Liczba zainfekowanych gbn tych odmian w roku 2007 wynosita 0,3%,$2& roku

2008 byto dwukrotnie wisze i osigneta 0,6% (rys. 24).
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Rys. 23. Nasilenie infekcji in odmian odpornych wirusem Y ziemniaka w zalesci od odmiany
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Rys. 24. Nasilenie infekcji &in odmian odpornych wirusem Y ziemniaka w zalesci od roku prowadzenia

doswiadczé

4.1.4. Wplyw temperatury powietrza na poraenie tytoniu przez PVY
W celu okrélenia wptywu warunkéw pogodowych na infe&eytoniu przez wirusa Y

ziemniaka poszukiwano zaleosci pomidzy temperatur powietrza a udziatem $bn
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porazonych. W opracowaniu uwzglniono tylko grug odmian podatnych. Zateos¢ ta

przedstawiono na rys. 25.
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Rys. 25. Zalenos¢ infekcji PVY podatnych odmian tytoniu od tempergtpowietrza

W tym opracowaniu wykorzystano wyniki z derego okresu bafa(1996-2010)
zgromadzone przez prof. T. Doroszewskdane niepublikowane), bowiem badania
prowadzone przez autora obejmowaty tylko okres 2B0@8. Dane uwzgtnione w tym
zestawieniu pochodzz tej samej lokalizacji w Putawach oraz dotydej samej grupy
odmian podatnych. Warunki pogodowe (temperatura igtora) pochodz ze Stacji
Meteorologicznej w Putawach.

Do wyznaczenia korelacji zastosowano wspotczynnitelacji rang Spearmana.
Zatozono, ze liczba zainfekowanych gtin nie zaley wprost od maksymalnej temperatury w
danym roku, lecz od czasu utrzymywania siysokiej temperatury przez disey okres,
dlatego wyliczono iléci dekad z utrzymuapa sie temperatwy (t) w danym roku, w
nastpujacych przedziatach: t<-7°C; -7°C<6°C; -5°C<k-3°C; 15°CGit<17,5°C;
17,5°C<k20°C; t>20°C. Obliczenia wspoiczynnika korelacjieggmana dokonano przy
poziomie istotnéci a=0,05. Jedynie w przypadku przedzialu temperat@20t€ uzyskano
statystycznie istotny wynik R=-0,561487, co oznaceadtug@d¢ okresu z utrzymuga Sie

sredni temperatuy powyzej 20°C jest skorelowany z wygiowaniem rélin zainfekowanych
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wirusem. W latach 2003, 2006 i 2010 wysokie temjpeyaw okresie wegetacji ograniczaty
nasilenie PVY, ktore nie przekraczato 30%. Odmiesytuacg obserwowano w 1996, 2004 i
2009 roku, kiedy chtodne lata spowodowatyzeélinasilenie PVY. Pomimo wcadejszych
przypuszcze, ze mrane zimy mog wptywat na populag mszyc — wektora PVY, a tym
samym na riszy liczbe zainfekowanych rdin tytoniu, to wswietle uzyskanych wynikéw
stwierdzonoze nie miato to istothnego wptywu na nasilenie chgrob

Na rys. 26 przedstawiono wykres rozrzutu danychsei@yvych dla przedziatu
temperatur t>20°C, przy przedziale u§ooP=95%.

t>20C = 5,4329-0,0775*x+0,0004*x"2; P=0,95.

llo$¢ dekad z t>20C

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Infekcja odmian podatnych (%)

Rys. 26. Wykres rozrzutu #oi dekad z t>20°C, wzgtlem zainfekowanych gbn tytoniu. Przerywaa linia

oznaczono przedziat uféc P=95%. Cigla linia czerwom oznaczono lini trendu dla danych.

Niebieskie punkty przedstawigjprocentowy udziat zainfekowanychélim odmian podatnych w
zaleznosci od ilosci dekad z utrzymugca sic temperatur powietrza powyej 20°C.

4.2. Charakterystyka serologiczna izolatéw PVY
Poza badaniami dotygzymi wystpowania PVY oraz okékenia zdolnéci poraania
odmian podatnych i odpornych w warunkach naturaimiejkcji polowej, prowadzono prace

majace na celu szeralkcharakterystyk zgromadzonych izolatow (zat.1)



Waznym elementem charakterystyki byto oemie przynalenosci poszczegdinych
izolatéw wirusa do grupy PVYW lub PVY'™ w obrbie szczepu nekrotycznego PVY
Izolaty grupowano na podstawie testow immunoenzyozatych (DAS-ELISA).

Jak wykazaty badania, wszystkie izolaty zebraneutawach w 2006 roku nataty do
PVYMW. Jednake w kolejnych latach udziat izolatéw PVW zmniejszat s, natomiast
wzrastat udziat izolatéw PVY™. W 2008 roku udziat izolatéw z grupy PV wynosit juz
ponad 35% (rys.27).
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Rys. 27. Procentowy udziat izolatéw PW¥ i PVYN™ w Putawach w latach 2006-2008

W Xdrzejowie jiz w roku 2006 izolaty z grupy PVYN stanowity blisko 20% ogétu
badanych. Rok pdiiej obserwowano nieznaczny spadek ich udziatu.o¥ 2008 nagpit

drastyczny wzrost ich udziatuggajacy ponad 73% (rys. 28).
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Rys. 28. Procentowy udziat izolatéw PV i PVYN™ w Xdrzejowie w latach 2006-2008



W Grudzidzu najwikszy odnotowany udziat izolatéw PV, wyniést 53,9% w
roku 2007. W pozostatych latach byt zngoz nizszy i wyniost 19,1% w 2006 roku i ponad
13% 2 lata pgniej (rys. 29).
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Rys. 29. Procentowy udziat izolatéw PW¥ i PVYN™ w Grudzidzu w latach 2006-2008

W Augustowie podobnie jak w Putawach w 2006 rokérds badanych izolatéw
stwierdzono tylko izolaty z grupy PVYV. Jednak rok pfiej juz prawie jedn trzech
izolatéw stanowity te z grupy PVY"N. W kolejnym roku obserwowany byt ponowny spadek
udziatu PVY"™ i wynosit on zaledwie 4% (rys. 30).

YN™ we wszystkich badanych w tym

Biorac pod uwag wyskpowanie PVY'W i PV
okresie lokalizacjach dajeg¢szauway¢ wyrazny trend zwekszania si udziatu izolatow z
grupy PVYY™. W 2006 roku stanowity one 8,4%, w roku rastym 28%, zaw 2008 roku

osiagnety poziom blisko 33% (rys. 31).
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Rys. 30. Procentowy udziat izolatéw PW i PVYN™ w Augustowie w latach 2006-2008
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Rys. 31. Procentowy udziat izolatéw PUW i PV ogotem w Polsce w latach 2006-2008
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4.3. ZdoIncé¢ izolatow PVY do przetamywania odporndci

Poza okréeniem przynalenosci badanych izolatbw PVY do poszczegdlnych
serotypow prowadzono badania w warunkach szklaygbwnad oces zdolngci do
przetamywania odporgoi odmian VAM i Wilica.

Izolaty zgromadzone w 2006 roku wykazywatyzdwr&nicowanie pod wzgdem
zdoIncgici do poraania badanych odmian tytonilZaden z izolatdbw pozyskanych z
Augustowa nie przetamat odpokoo odmian VAM i Wilica (rys. 32), podczas gdy 30%
izolatobw pochodzcych z &drzejowa wykazywato tak zdolng¢. I1zolaty z Grudzidza i
Putaw, przetamuage odpornéc typu,va’ stanowity odpowiednio 20% i blisko10% badanych.
Tylko jeden izolat pozyskany w 2007 roku byt zdokhy infekowania odmian testowych w
warunkach szklarniowych. Najmniejsze zn@cowanie w zdolnéci do infekowania odmian
testowych wykazywaly izolaty wirusa zgromadzone @02 roku. Izolaty pochodze z
Jedrzejowa, Grudazidza i Augustowa pofaty odmiany odporne tytoniu w okoto 15%,

natomiast putawskie izolaty nie wykazywaty takictolnasci.
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Rys. 32. Udziat izolatéw PVY przetanugyych odpornéc typu ,va’ w zaleznosci od miejsca pochodzenia

Porownujc izolaty ze wszystkich lokalizacji wykazana najwy:szy udziat izolatow
przetamugcych odporné odmian VAM i Wilica stanowity izolaty pozyskane w 2008 r.
(ponad 15%), nieco mézy udziat wynosgcy ok. 8% stwierdzono $wod izolatow zebranych

w roku 2006 i najmniejszy (parej 5%) w roku 2007 (rys.33).
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Rys. 33. Udzial izolatow PVY przetanaglych odpornéc typu ,va’

Okre&slono réwnie stosunek izolatdw zdolnych i niezdolnych do preglvania

odporndci typu ,va’, w grupie PVY'W i PVYN™ w obrbie szczepu nekrotycznego PVY.

Sparéd wszystkich zgromadzonych izolatéw wirusa, PVY stanowily 74,5%. Wykazano,

ze w obebie kadej z tych grup istnigj izolaty zaréwno niezdolne jak i zdolne do

przelamywania odporsoi typu ,va’, przy czym w grupie PVMV ten stosunek wynosit
19:1, podczas gdy &od izolatéw PVY™ — 4:1 (rys. 34).
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Rys. 34. Procentowy udziat izolatéw zdolnych i mielnych do przetamywania odpoiwd w poszczeg6inych

grupach serologicznych
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4.4. Analiza molekularna
4.4.1. Otrzymywanie i amplifikacja cDNA wirusa

Z zainfekowanych rdin izolowano catkowite RNA. W reakcji odwrotneptiskrypcji
uzyskiwano komplementarny DNA (cDNA) wirusa, ktépyoddawano amplifikacji z
wykorzystaniem odpowiednich starterow. W efekciezyghywano petnej diugei kopie
DNA genomu wirusa Y ziemniaka. Obedaoproduktow PCR monitorowano welu

agarozowym (rys. 35).
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Rys. 35. Produkty amplifikacji pelnej diugd cDNA wirusa Y ziemniaka. M — standard wietko

GeneRuler™ 1kb (Fermentasgjezki 1-8 — amplikony otrzymane z zdych izolatéw PVY

4.4.2. Trawienie DNA i uzyskiwanie wzoréw restrykcjnych

Uzyskane po amplifikacji cDNA wirusa amplikony, qaawano trawieniu tmymi
enzymami restrykcyjnymi. Zastosowano trzy enzymstrygkcyjne Hin6 I, Hinf | i Sdu |
rozpoznajce sekwencje odpowiednio czterogquo i szécionukleotydowe. Zmienrsdé w
obrebie badanych izolatow wirusa obserwowano na podstamian wzorow restrykcyjnych
uzyskanych po trawieniu nukleazami. Mutacja nawednggo nukleotydu w miejscu
rozpoznawanym przez enzym, miata wptyw na powstarbeutrat miejsca aicia DNA. W
programie RESTDIST tworzono macierz odléggiogenetycznych, na podstawie ktorej
konstruowano drzewa filogenetyczne z zastosowaresdch algorytmow — UPGMA oraz
Neighbor-Joining. W sumie z 60 izolatow PVY uzys&d86 profili RFLP.

4.4.3. Zmiennd¢ genomu izolatéw PVY
Ocery zmienndci genomu okgto 60 izolatow PVY. Zamplifikowane DNA genomu
wirusa poddawane byly 3 niezatym trawieniom przez enzymy restrykcyjne: Sdu h @l i

Hinf I. Otrzymane fragmenty restrykcyjne rozdziedamzelach agarozowych (rys. 36-38).
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Trawienie przy @yciu enzymu Hin6l powodowato powstawanie wzorumdgiyjnego
skladajcego st z 14 do 16 przkdédw. U wigkszaci izolatbw Obserwowany byt
charakterystyczny wzér trzechapkdédw w obebie diugdci fragmentéw poneidzy 1,1 kb, a
1,3 kb, chociarzadko spotykany byt tu rowriesktad dwoch pzkdw jak wsciezce numer 3
(rys. 36). Ranicujacy byt réwniez zakres od 300-500 bp, gdzie rowniev sciezce 3
obserwowany byt inny uktad ptkow. Ponadto w zakresie 100-200 bp obserwowano
zmienne wzory restrykcyjne skiadeg st z 2 lub 3 pgzkow (rys. 36).

Ujawnione podczas trawienia nuklaadinfl wzory restrykcyjne zawieraty od 16 do
21 prazkéw. Duza zmienndé tych wzorow obserwowano od 1,2 kb do 1,3 kb i 800do 1
kb oraz w okolicach 400 bp i 150 bp (rys. 37).

Trawienie enzymem Sdul generowato 12zgbw, ale w zalenosci od izolatu ich
ukitad byt r&ny. Obserwowano 2 wzory restrykcyjnezm@ce se micdzy soly obecndcia lub
brakiem p#zkéw o dtugdci 950 bp oraz 740 bp. Warto zauwé, ze obecné¢ prazka 950 bp
byla zwhzana z nieobecroia prazka 740 bp i odwrotnie (rys. 38).

11 e

Rys. 36. Wzory restrykcyjne po trawieniu petnejgtitici DNA genomu wirusa Y ziemniaka enzymem Hin6 I.
M — standard wielkéci 100bp DNA Ladder (Fermentas), 1-9 — izolaty PVY
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Rys. 37. Wzory restrykcyjne po trawieniu petnejgtiici DNA genomu wirusa Y ziemniaka enzymem Hinf .
M — standard wielkgci 100bp DNA Ladder (Fermentas), 1-9 — izolaty PVY

Rys. 38. Wzory restrykcyjne po trawieniu petnejgtiici DNA genomu wirusa Y ziemniaka enzymem Sdu |.
M — standard wielkéci 100bp DNA Ladder (Fermentas), 1-9 — izolaty PVY
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4.4.4. Trawienie enzymem Hin6 |

Uzyskane wzory restrykcyjne po zastosowaniu ddianélogenetycznej algorytmu
UPGMA umaliwity podziat badanych izolatéw na 2 klastry. Wepivszym klastrze liccym
24 obiekty znalazly siniemake same izolaty z grupy PV — 23. Wyjtek stanowit izolat
17/A/08. W drugim klastrze obejmugym 29 obiektéw, 27 to izolaty z grupy PUW. Tutaj
wystapity 2 izolaty o odmiennych wigiwosciach serologicznych w stosunku do pozostatych
izolatéw tego klastra — 25/A/08 i 7/3/07 (rys..39)
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—L

27/A/08
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Rys. 39. Drzewo pokrewistw izolatéw wirusa Y ziemniaka, skonstruowane ndgpawie analizy fragmentow
restrykcyjnych powstatych po trawieniu nukleakin6é | po zastosowaniu algorytmu UPGMA.

Kolorami oznaczono przynaieosé do grup serologicznych: PV -1 i PvY"w -
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Zastosowanie algorytmu Neighbor-joining (N-J) w ey sposob wplygo na
odmienne grupowanie poszczegolnych izolatow. W pmzypadku nie mima wyr&ni¢ 2
gtéwnych klastréw obejmagych odpowiednio izolaty z grupy PVW i PVYN™,
Zachowane jest jednak ogolne grupowanie do odpowgbdserotypoéw. W gérnej egci
drzewa wida wyraznie przewag izolatéw z grupy PVY¥™, za& w dolnej jego caci
przewag izolatéw PVY'W (rys. 40). Obserwowane w poprzednim drzewie &logtycznym
izolaty o odmiennych wigiwosciach serologicznych w stosunku do pozostatychatbov w
danym klastrze réwnietutaj powodowaty zaburzenia w zgodopbuktadu dendrogramu z
wiasciwosciami serologicznymi, z tymgze tutaj grupa ta zostala pakszona o izolat
26/A/08.
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8/4/07
10/U/0B
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Rys. 40. Drzewo pokrewistw izolatéw wirusa Y ziemniaka, skonstruowane ndgpawie analizy fragmentow
restrykcyjnych powstatych po trawieniu nuklea#in6 | po zastosowaniu algorytmu Neighbor-Joining.

Kolorami oznaczono przynaleosé¢ do grup serologicznych: PVWN - i PvY"w -
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4.4.5. Trawienie enzymem Hinf |

Uzyskane po trawieniu enzymem Hinf | drzewa filoggczne zarowno po
zastosowaniu algorytmu UPGMA jak i Neighbor-Joiniagnie pozwalaty na przejrzysty
podziat izolatéw na PV¥W i PVYN™. Wprawdzie wida grupowanie tych izolatéw w

wigksze bloki, ale nieastworzone 2 wyrane klastry (rys. 41,42).
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Rys. 41. Drzewo pokrewistw izolatow wirusa Y ziemniaka, skonstruowane pdgpawie analizy fragmentéw
restrykcyjnych powstatych po trawieniu nukleaHinf | po zastosowaniu algorytmu UPGMA.

Kolorami oznaczono przynaleosé¢ do grup serologicznych: PV -1 i PvY"w -
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Rys. 42. Drzewo pokrewistw izolatéw wirusa Y ziemniaka, skonstruowane ndgpawie analizy fragmentow
restrykcyjnych powstatych po trawieniu nukled#inf | po zastosowaniu algorytmu Neighbor-Joining.

Kolorami oznaczono przynaleosé¢ do grup serologicznych: PVWN — i PvY"w -l
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4.4.6. Trawienie enzymem Sdu |

Zastosowanie enzymu Sdu | #yeie algorytmu UPGMA do generowania drzewa
filogenetycznego dato najlepsze rezultaty w odeigsi do grupowania izolatbw PVY na
poszczegélne serotypy. Otrzymano 2 gtéwne klastty B i PVYN™. Obserwowano tylko
jeden izolat — 7/J/07 wykazigy odmienne wigciwosci serologiczne w stosunku do

pozostatych izolatéw w klastrze PYW (rys. 43).

2/CRo/07
3/CRo/0o7
2/CRO/08
4/CRO/0B
7/CRO/08
1/N/o7
2/N/o7
4/N/o8
5/N/08
6/N/08
36/N/o7
3/P/07
12/P /0B
7/J/08B
2/4/07
4/A/07
25/A/08
27/G/08
12/N/o7
9/CRO/08
9/N/o7
e 97/0./ 08
9/N/o8
—L e
1/P/o7
2/P/o7
6/P/o7
7/P/07
7/P/0B
4/4/07
7/4/07
8/4/07
21/9/08
11/6/07
29/G/08
17/A/08
22/A/07
27/A/08
26/G/08
4/P/o7
5/P/a7
20/P/o8
2/4/07
2/A/oB
21/G/07
9/4/07
28/G/08

Rys. 43. Drzewo pokrewistw izolatéw wirusa Y ziemniaka, skonstruowane ndgpawie analizy fragmentow
restrykcyjnych powstatych po trawieniu nukle&&du | po zastosowaniu algorytmu UPGMA. Kolorami
oznaczono przynateosé¢ do grup serologicznych: PVYN — i PvY w —



Wyniki

Na podstawie wzoréw restrykcyjnych otrzymanych zastosowaniu endonukleazy
Sdu | i algorytmu Neighbor-joining do generowaniaedva filogenetycznego badane izolaty
podzielono na 2 gtéwne klastry oraz 1 izolat o agimiym wzorze restrykcyjnym — 2/Cro/07.
Pierwszy klaster zawierat wagznie izolaty z grupy PVY™N. Drugi klaster w przewzjacej
wiekszdici obejmujcy izolaty PVY'W, zawierat réwnig dwa izolaty nalgace do PVY'™ —
9/N/07 i 7/3/07. Warto zauvwmg, ze obserwowano identyczne wzory restrykcyjne u ibola
pochodacych z r@énych rejondéw Polskidwiata (rys. 44).

2/CRO/08
4/CRO/08
7/CRO/08
1/N/o7
2/N/o7
4/N/oB
5/N/oB
6/N/o8
38/N/o7
3/P/o7
12/P/o8
7/4/08
2/A/o7

4/A/07
25/A/08
27/4/08
9/CRO/08

10/N/o7

9/N/oB
e 28//G /0B
7/P/o7

4/4/07
2170708
17/A/08
1/P/o7

21/6/a7
2/P/o7

6/P/o7

7/P/08

7/4/07

11/G/07

22/A/07

4/P/o7
5/P/07
20/P/08
2/J/07
- 2/A/08
9/4/07

26/G/08
8/J/07
29/G/08
27/A/08

emd 2 /CR0/07

Rys. 44. Drzewo pokrewistw izolatow wirusa Y ziemniaka, skonstruowane pdgpawie analizy fragmentéw
restrykcyjnych powstatych po trawieniu nuklea&du | po zastosowaniu algorytmu Neighbor-Joining.
Kolorami oznaczono przynaieosé do grup serologicznych: PV -1 i PvY"w -
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4.4.7. Uzyskanie i analiza petnej sekwencji nuklepdowej wybranych izolatow PVY

W celu identyfikacji determinantow warunkaych grupowanie izolatéw do PV'W
i PVYN™ oraz identyfikacji determinantéw odpowiedzialnyzh przetamywanie odporfi
odmiany VAM i Wilica przeprowadzono sekwencjonowanie cDNAtpastu izolatow PVY
(tab. 5). Wyboru izolatbw do sekwencjonowania dakum na podstawie charakterystyki
serologicznej i zdoln@i poszczegodlnych izolatow do przetamywania odpéendytoniu.
Izolack RNA oraz odwrota transkrypag RNA wykonano w IUNG-PIB, za wiasciwe
sekwencjonowanie wykonano w firmie Genomed Sp. @ Qtrzymane peine sekwencje
wyrownano w programie ClustalX (Thompson i in.,, IR9wraz z sekwengj izolatu
referencyjnego zamieszczonego w GenBanku (numesgkty NC_001616). Dalsze analizy
peinych wyréwnanych sekwencji genomu wirusa anal@m odcinkami kodgpymi
poszczegolne biatka wirusowe. W tym celu w progeaMEGA 4.1. na podstawie sekwencji

nukleotydowych wydedukowano sekwencje aminokwasmadek poszczegolnych izolatéw.

Tabela 5. Wykaz izolatow PVY poddanych sekwencjosaiw

Nazwa sekwencji Izolat* Numer akcesyjny** Serotyp erdtyp
PVY 1 1/Cro/08 JF927749 PVYN PVY'™
PVY 2 7.K326/N/07 JF927750 PWY PVY'W
PVY 3 7.BPAzg/P/08 JF927751 PVY PVY'W
PVY 4 7.VSCR/J/08 JF927752 PV PVY'™
PVY 5 9.Hb92/J/07 JF927753 PYY PVY "W
PVY 6 10.VSCR/N/07 JF927754 PWY PVYYW
PVY 7 11.K326/G/07 JF927755 P\WY PVY "W
PVY 8 12.HYB21/N/07 JF927756 PWY PVYNT™N
PVY 9 4.Ky17/P/08 JF927757 PWY PVYY™N
PVY 10 21.K326/G/07 JF927758 PVY PVY "W
PVY 11 23.TN86/G/07 JF927759 PV PVYNT™N
PVY 12 26.VSCR/G/08 JF927760 POY PVY "W
PVY 13 27.Wilica/J/08 JF927761 PVYN PVYNT™N
PVY 14 28.VSCR/A/08 JF927762 PVY PVY "W
PVY 15 29.VRG2/A/08 JF927763 PV PVYNT™N

* wyjasnienie nazwy poszczegolnych izolatdw zamieszczomoadziale 3.3.

** numer akcesyjny nadany przez GenBank
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4.4.7.1. Zmiennd¢ sekwencji aminokwasowej biatka VPg

Poréwnanie sekwencji aminokwasowych biatka VPg.(#® pozwolito na okrdenie
8 miejsc (pozycje 61, 102, 112, 115, 149, 153, IBR), ktdére decydajo przynaleénosci
izolatow do odpowiednich serotypéw. W pozycji 6stmpita substytucja z izoleucyny (1) u
PVY"W na walire (V) u PVYN™N. W pozycji 102 z kwasu glutaminowego (E) na kwas
asparaginowy (D), w pozycji 112 z kwasu asparageg(D) na kwas glutaminowy (E), w
pozycji 115 z metioniny (M) na leucyr{L), w pozycji 149 z waliny (V) na izoleucyr(l), w
pozycji 153 z treoniny (T) na seryfS), w pozycji 173 z waliny (V) na izoleuayrl), a w
pozycji 182 z alaniny (A) na lizgn (K). Kazdy aminokwas, ktory ulegat substytuciji
zastpowany byt aminokwasem o zidinych wigciwosciach chemicznych tzn. o zbtinej
hydrofobowdci wg skali Kyte i Doolittle (Kyte i Dollitle, 198p Zaobserwowano rownie?
miejsca — 83 i 133, w ktérych wszystkie badaneaot@nity si¢ od izolatu referencyjnego.
Jednake tutaj nowe aminokwasy wykazywaty inny charaktberoiczny w stosunku do
aminokwasu wyspujacego w izolacie referencyjnym.

Ponadto zidentyfikowano mutacje w pozycji 101 zysgr(S) na glicyr (G) oraz w
pozycji 105 z lizyny (K) na treonin (T), badz kwas glutaminowy (E), ktore
najprawdopodobniej odpowiadaga zdolné¢ do przetamywania odporéc odmian VAM i
Wislica.

0i[9627728 GKNKSKRI QALKFRHARDKRAGFEI DNNDDTI EEFFGSAYRKKGKGKGTTVGMGKSSRRF [60]

PVY L [60]
PVY 2 [60]
PVY 3 [60]
PVY 4 [60]
PVY 5 [60]
PVY 6 [60]
PVY 7 [60]
PVY 8 [60]
PVY O [60]
PVY 10 o o [60]
PVY DL . o [60]
PVY 12 . [60]
PVY 13 . [60]
PVY D4 [60]
PVY A5 [60]
v v
0i[0627728'| NMYGFDPTEYSFI QFVDPLTGRQI EENVYADI RDI QERFSEVRKKMVENDDI EMQAL GS [120]
PVY 1 Voo AL D..T....D.E..L..... [120]
PVY2 N............B.... 4. B . ..B B  B. ... [120]
PVY3 N............B.... 4. B . ..B B  B. ... [120]
PVY 4 Voo AL GD. ... ... D.E..L..... [120]
PVYS A v. ... 4 .. . .. B8 B . ... [120]
PVY6 . AL m.... B 8 B .. .. [120]
PVY7 N............B.... 4. B . ..B B  B. ... [120]
PVY 8 Voo AL D....... D.E..L..... [120]
PVY 9 Voo AL D....... D.E..L..... [120]
PVY 10 . . AL D. . ... ... .. [120]
PVY 11 Voo AL D..E....D.E..L..... [120]
PVY 12 . AL cH. . H .. . BB B . . .. [120]
PVY 13 Voo AL D..T....D.E..L..... [120]
PVY 14 . AL m.... B 8 B .. .. [120]

PVY 15 Voo A. ..ok 2. . 5. .. .25 -y .... [120]
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0i[9627728 NTT| HAYFRKDWCDKALKI DLMPHNPLKVCDKTNGI AKFPERELELRQTGPAVEVDVKDI [180]

PVWY1 S R [ [ [180]
PVY2 . ............. .. ®.................'®...... [180]
PVY3 . ............. .. ®.................'®...... [180]
PVY4 S R [ [ [180]
PVY5 . ............. .. ®.................'®...... [180]
PVY6 . . ............. .. ®.................'®...... [180]
PVWY7 . ............. .. ®.................'®...... [180]
PVY8 S R [ [ [180]
PVYO S R [ [ [180]
PVY10 ..o . ............. .. ®.................'®...... [180]
PVY AL . S R [ [ [180]
PVY12 . . ............. .. ®.................'®...... [180]
PVY13 .. S R [ [ [180]
PVY14 . .............. ... ®..................'®...... [180]
PVWYI5 . S I S | [ [180]
0i[9627728 /P A QE V E HE [188]
PVY 1 DKL [188]
PVY2 . [188]
PVY3 ... [188]
PVY 4 DKL [188]
PVWY5 ... [188]
PVY6 ..o [188]
PWT7 . [188]
PVY 8 DKL [188]
PVY 9 DKL [188]
PVY10 . ... [188]
PVY 11 DKL [188]
PVY12 ... [188]
PVY 13 DKL [188]
PVY14 ... [188]
PVY 15 DKL [188]

Rys. 45. Sekwencja aminokwasowa biatka VPg. Koléraemaczono przynakmosé do grup serologicznych:
PVYN™N _ i PvYMW — | . Strzalk oznaczono pozycje 101 i 105, w ktérych mutacje qubujy

nabycie przez izolat zdoléa do przetamywania odporéci

4.4.7.2. Zmiennd¢ sekwencji aminokwasowej biatka P1

Analiza sekwencji aminokwasowe]j biatka P1 wykazbéadzo dua jej zmiennd¢
(rys. 46). W 33% pozycji wyspowaty inne aminokwasy hiw izolacie referencyjnym.
Mutacje rozmieszczone byly réwnomiernie w catymilhia zarbwno na N-kécu, jego
srodku jak i na C-kacu. Mutacje, ktore decydowaly o charakterze serokmym izolatow
wystepowaty wyhcznie w N-kaicu i czsci srodkowej biatka. W pozycjach 111, 116, 118,
120, 121, 124, 133, 134, 137-140, 160, 162 i 168ystkie sekwencje poza izolatem PVY 7
réznity sie od izolatu referencyjnego. Warto réwhniezwrock uwag na sekweng
nukleotydows i aminokwasow biatka P1 izolatu PVY14. Jest ona identyczna avesich
genu i biatka P1 izolatéw z grupy PVY'. Pozostale geny i biatka tego izolatu wykazuij
sekwencje zbime z sekwencjami charakterystycznymi dla izolatégvupy PVY'W.

0i|9627728 MATYMST I CFGSFECKLPYSPASCEHI VKEREVPASVDPFADLETQLSARLLKQKYATVR [60]

PVY 1 T Qs PFGLVAGK...STTT....S..M...... RR.EF. . 1. [60]
PUY 2 @ ..... .. S R P E..... [60]
PUY8 ., @ ..... .. S R P E..... [60]
PVY 4 T Qs PFGLVAGK...STTT....S..M...... RR.EF. . 1. [60]
PUYE . @ ..... .. S R P E..... [60]
PUY 6 . @ ..... .. S R P E..... [60]
PUY T @ ..... .. S R P E..... [60]
PVY 8 T Qs PFGLVAGK...STTT....S..M...... RR.EF. . 1. [60]
PVY 9 T Qo PFGLVAGK...STTT....S..M...... RR.EF. . 1. [60]
PVY 10 . . @ ..... .. S R P E..... [60]
PVY 11 T Qs PFGLVAGKQ. .STTT....S..M...... RR.EF. . 1. [60]
PVY 12 . @ ..... .. SN R P E..... [60]
PVY 13 R N | PFGLVAGK...STTT. ... ML RR.EF. . 1. [60]

Q. . S .
PVY 14 ....Wm...@.. . W......... PFGL.AGK...STTT....S..M...... RR.EF. .1 .[60]
PVY 15 ... T...Q . ........ PFGLVAGK...STTT....S..M.F....RR.EF. .|l .[60]
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09627728 VLKNGTFTYRYKTDAQIMRIQKKLERKDREEYHFQMAAPSI|IVSKITIAGGDPPSKSEPQA [120]

PVY 1 TS....CM......V..A. CR.ERE....N.....S.V.........E....L.S.V[20
PVY 2 . P 0. L E. L .S.V[120]
PVY 3 . . . I8w..... B .0 . ..D. L E. L .S .V[120]
PVY 4 TS....CM......V..A. R.ERE. N S.V L E. L .S.V[120]
PVY 5 . P 0. L E. L .S.V[120]
PVY 6 . P 0. L E. L. L.V [120]
PVY 7 . . . I8w..... B .0 L. [120)
PVY 8 TS....CM......V..A. R.ERE....N.....S.V. L E. L .S .V [120
PVY 9 TS....CM......V..A. _R.ERE....N.....S.V. L E. L .S .V [120
PVY 10 . . . I8w..... B .0 L E. L .S .V [120
P11 TS....CM......V..A. R.ERE....N.....S.V. L E. L .S .V [120
PVY 12 .. B LT L E. L .S .V [120
P13 TS....CM. V. .A. _R.ERE....N.....S.V. L E. L .S .V [120
PVY14 TS....CM. V. .A. R.ERE....N.....S.V. L E. L .S .V [120
PW15 TS....CM. V. .A. R.ERE....N.....S.V. . E. L .S .V [120
0i[9627728 PRG | IHTTPRMRKVKTRP | | KLTEGQMNHL IKQIKQIMSEKRGSVHL I SKKTTHVQYKK | [180]
PVY 1 R..V CTA. . YHTP . ... ... ......V .T.G...Q. .S. . .H..EV[180]
PVY 2 R..V........TA. . YHTP. Y% .T.G...Q. .S. . .H..EV[180]
PVY 3 R..V........TA. . YHTP. Y% .T.G...Q. .S. . .H..EV[180
PVY 4 R..V .TA. .YHTP. Y% .T.G...Q. .S. . I1H..EV[180]
PVY 5 R..V .TA. .YHTPQ. Y% .T.G...Q. .S. . .H..EV[180]
PVY 6 R..V........TA. . YHTP. Y% .T.G...Q. .S. . .H..EV[180
PVY 7 N ...V ... .S. . .H..EV 180
PVY 8 R..V. CTA. .YHTP . .. ... .. .....V. .T.G...Q. .S. . .H..EV[180]
PVY 9 R..V. T ...YHTP. Y% .T.G...Q. .S. . .H..EV[180]
PVWY10 R..V. .TA. .YHTP. Y% .T.G...Q. .S. . .H..EV[180
PVWY11 R . .V. .TA. .YHTP. Y% .T.G...Q. .S. . .H..EV[180]
PVWY12 R..V. .TA. .YHTP. Y% .T.G...Q. .S. . .H..EV[180]
PVY13 R..V. .TA. .YHTP. Y% .T.G...Q. .S. . .H..EV[180
PVY14 RS .V. .TA. .YHTP. Y% .T.G...Q. .S. . .H..EV 180
PW15 R . .V. .TA. .YHTP. v .T.G...Q. .S. . .H..EV[180]
0i[9627728 LGAYSAAVRTAHMMGLRRRVDFRCDMWTVGLLQRLARTDKWSNQVRTINIRRGDSGV | LN [240]
PVY 1 _.SHR.V.C....R...K.......K...VR..H.......T....ATDL.K. .S [240]
PVY 2 . .SHR.V.C. R. . .K. K. ..VR..H. N CATDL . K. .S [240]
PVY 3 . .SHR.V.C. R...Q. K. ..VR..H. N CATDL . K. .S [240]
PVY 4 . .SHR.V.C. R. . .K. K. ..VR..H. ST CATDL . K. .S [240]
PVY 5 . .SHR.V.C. R. . .K. K. ..VR..H. N CATDL . K. .S [240]
PVY 6 . .SHR.V.C. R. . .K. K. ..VR..H. ST CATDL . K. .S [240]
PVY 7 . .SHR.V.C. R. . .K. K. ..VR..H. N CATDL . K. .S [240]
PVY 8 . .SHR.V.C. R. . .K. K. VR. .H. ST CATDL . K. .S [240]
PVY 9 . .SHR.V.C. R. . .K. K. ..VR..H. ST CATDL . K. .S [240]
PVY 10 . .SHR.V.C. R. . .K. K. ..VR..H. N CATDL . K. .S [240]
PVY 11 . .SHR.V.C. R. . .K. K. ..VR..H. ST CATDL . K. .S [240]
PVY 12 . .SHR.V.C. R. . .K. K. ..VR..H. N CATDL . K. .S [240]
PVY 13 . .SHR.V.C. R. . .K. K. ..VR..H. ST CATDL . K. .S [240]
PVY 14 . .SHR.V.C. R. . .K. K. ..VR..H. N CATDL . K. .S [240]
PVY 15 . .SHR.V.C. CR. . .K. K. ..VR..H. ST CATDL . K. .S [240]
0i[9627728 TKSLKGHFGRSSGGLFIVRGSHEGKLYDARSRVTQ [275]

PVY 1 NTN.........E. I K. .. [278)

PVY 2 NTN...N. LE. . I LK. [275]

PVY 3 NTN...S. CE .| I LK. [275]

PVY 4 NTN. .. .. . E. 0. K. [275]

PVY 5 NTN...N. . E. 0. LK. [275]

PVY 6 NTN...N. . E. I LK. [275]

PVY 7 NTN...N. . E. I LK. [275]

PVY 8 NTN. .. .. . E. I LK. [275]

PVY 9 NTN...N. . E. I LK. [275]

PVY10 NTN...N. . E. I LK. [275]

PVY11  NTN. .. .. . E. I LK. [275]

PVY12 NTN...N. . E. I LK. [275]

PVY13 NTN. . ... . E. 0. I LK. [275]

PVY14 NTN...N. . E. I LK. [275]

PVW15 NTN...N. . E. I K. [275]

Rys. 46. Sekwencja aminokwasowa biatka P1. Kolorammiaczono przynateos¢ do grup serologicznych:
PVYN™N T i PvYNw —

4.4.7.3. Zmiennd&¢ sekwencji aminokwasowej biatka HC-Pro

Sekwencja aminokwasowa biatka HC-Pro nie wykazdenic w odniesieniu do
dwéch badanych serotypow: PO i PVYN™ (rys. 47). Szczegélnie do mutacji w
stosunku do sekwencji izolatu referencyjnego wyse w N-kacu biatka, jednak brak



pozycji, ktéra ranicowataby badane izolaty na serogrupy. Podobréewkazanozadnej
zaleznosci w odniesieniu do zdolioi do przetamywania odporsa.

0i[9627728 S| LNSMI QF SNADNFWKGLDGNWARMRYPSDHTCVAGLPVEDCGRVAALMAHSI LPCYKI [60]

GVMD. .V...S.ES...... S, Q. T LT [60]
GVMD. .V...S.ES.......... Q N - LT [60]
GVMD. .V...S.ES.......... Q N - LT [60]
GVMD. .V...S.ES.......... Q N - LT [60]
GVMD. . V.. .S.E........... Q 77 [ LT [60]
GVMD. .V...S.ES.......... Q 77 [ VT [60]
GVMD. .V...S.ES.......... Q 77 [ VT [60]
GVMD. . V.. .S..S. ... ...... Q 77 [ LT [60]
GVMD. .V...S.ES.......... Q N - LT [60]
GVMD. .V...S.ES.......... Q N - LT [60]
GVMD. .V...S.ES.......... Q N - LT [60]
GVMD. .V...S.ES.......... Q N - LT [60]
GVMD. .V...S.ES.......... Q N - LT [60]
GVMD. .V...S.ES.......... Q N - LT [60]
GVMD. .V...S.ES.......... Q N 1 R LT [60]

.......... N. . A e~ T = I k24 |
.......... N. . A...L.I.....S............. V.. K. ..Tl..........S. [120]
.......... N. . A...L.I.....S............. V.. K. ..Tl..........S. [120]
.......... N. . A...L.I.....S............. V.. K. ..Tl..........S. [120]
.......... N. . A...L.I.....S............. V.. K. ..Tl..........S. [120]
.......... N. . A...L.I.....S............. V.. K. ..Tl..........S. [120]
.......... N. .A. .. L. I.....8.............V..K. ST oo ... S [120]
.......... N. . A...L.I.....S............. V.. K. ..Tl..........S. [120]
Lo SL N. .A. . . LI.IL.L... S. ... L s V.o oK. TEH oo S . [120]
.......... N. . A...L.I.....S............. V.. K. ..Tl..........S. [120]
.......... N. . A...L.I.....S............. V.. K. ..Tl..........S. [120]
.......... N. . A...L.I.....S. ............ V.. K. ..Tl..........S. [120]
.......... N. . A...L.I.....S............. V.. K. ..Tl..........S. [120]
.......... N. . A...L.I.....S. ............ V.. K. ..Tl..........S. [120]
.......... N..A. .. L.I N .S, ... ... ... VLKL ST oo 0oL .S [120]

0i[9627728 ELFNEI FKSI GEKQQAPFKNLNVLNNFFLKGKENTAHEWQVAQLSLLELARFQKNRTDNI [180]

... . 4 . BN .. S. ... [, R. o [180]
... . 4 . BN .. S. ... [, R. o [180]
IN. . .M. . W D...S...... [, R. o [180]
... . 4 . BN .. S. ... [, R. o [180]
... . 4 . BN .. S. ... [, R. o [180]
... . 4 . BN .. S. ... [, R. o [180]
... . 4 . BN .. S. ... [, R. o [180]
... . 4 . BN .. S. ... [, R. o [180]
... . 4 . BN .. S. ... [, R. o [180]
... . 4 . BN .. S. ... [, R. o [180]
... . 4 . BN .. S. ... [, R. o [180]
N . . M. . AN .. S. ... [, R. o [180]
... . 4 . BN .. S. ... [, R. o [180]
... . 4 . BN .. S. ... [, R. o [180]
N A B . S. ... |, R. o [180]
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Rys. 47. Sekwencja aminokwasowa biatka HC-Pro. Koo oznaczono przynaleos¢ do grup serologicznych:
PVYN™N i PVYNW —

4.4.7.4. Zmiennd¢ sekwencji aminokwasowej biatka P3

Sekwencja aminokwasowa P3 wykazuje tylko pegozycg — drugiego aminokwasu
réznicujaca badane izolaty na serotyp PW i PVYN™ (rys. 48). Izolaty z pierwszej grupy
w te] pozycji posiadajwaling (V), z& izolaty z drugiej grupy izoleucyn(l). Duza mutacja
miata miejsce w pozycjach 189 do 203, gdziegpalst duza zmiana sekwencji w stosunku do



izolatu referencyjnego. Ponadto stwierdzono kilkatanji punktowych w pozycjach: 6, 115,
156, 160, 179, 211, 212, 231, 233 i 246. Sekwe@elanca jest mocno zakonserwowana i
nie wykazujezadnych mutacji.
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PUY 2 [300]
PVY B [300]
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PUY 7 [300]
PVY B . [300]
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PVY 12 . [300]
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PVY 14 [300]
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PVY L s [360]
PVY 2 s [360]
PVY B s [360]
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Rys. 48. Sekwencja aminokwasowa biatka P3. Kolorammiaczono przynateos¢ do grup serologicznych:
PVYN™N T i PvYNw —

4.4.7.5. Zmiennd&¢ sekwencji aminokwasowej biatka 6K1

Biatko 6K1 to jedno z dwoch najmniejszych biatekwga. Zbudowane jest zaledwie z
52 aminokwaséw. Sekwencje wszystkich badanych t@aleoyty identyczne z wygkiem
izolatu PVY 6, gdzie w pozycji 45 nagita mutacja z leucyny (L) na metiorir{M). W
stosunku do sekwencji izolatu referencyjnego walbgdh izolatach mutacje stwierdzono w
pozycjach: 5 i 47. Nagpita tu zamiana odpowiednio: waliny (V) na glieydG) oraz
tyrozyny (Y) na histydya (H) (rys. 49).
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PVY 1 P (e E H. .. ..
PVY 2 P (e E H. .. ..
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PVY 7 e (e E H. .. ..
PVY 8 e (e E H. .. ..
PVY 9 e (e E H. .. ..
PVY 10 e (e E H. .. ..
PVY 11 e (e E H. .. ..
PVY 12 e (e E H. .. ..
PVY 13 P (e E H. .. ..
PVY 14 P (e E H. .. ..
PVY 15 P (e E H. .. ..

Rys. 49. Sekwencja aminokwasowa biatka 6K1. Koldraemaczono przynak@os¢ do grup serologicznych:
PVYN™N T i PvYNw —
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4.4.7.6. Zmiennd&¢ sekwencji aminokwasowej biatka CI

Biatko CI jest najwgkszym biatkiem kodowanym przez genom wirusa Y zieka
Zbudowane jest z 634 aminokwasow. Jego sekwensjabjardzo silnie konserwowana.
Mutacje g bardzo nieliczne (rys. 50). Aminokwas w pozyd decyduje o przynat@osci
do jednego z dwéch serotypéw: PV lub PVY'™. Izoleucyna (1) wysipuje w
pierwszym z nich, a treonina (T) w drugim. Mutaeyystpujaca u wszystkich badanych
izolatbw w stosunku do izolatu referencyjnego stdzeno jeszcze w pozycji 381, gdzie u
izolatobw badanych wygpbowata izoleucyna (I), Zau izolatu referencyjnego walina (V).
Dodatkowo stwierdzono dwie mutacje punktowe w pgatt 169 i 226 w sekwencji izolatu
PVY 10.
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Rys. 50. Sekwencja aminokwasowa biatka Cl. Koloramnaczono przynateos¢ do grup serologicznych:
PVYN™N i Pvyhw -

4.4.7.7. Zmiennd&¢ sekwencji aminokwasowej biatka 6K2

Zbudowane z 52 aminokwaséw — biatko 6K2, to jedriwbch najmniejszych biatek
wirusa, obok biatka 6K1. Stwierdzono dwie mutacje wszystkich badanych izolatach w
stosunku do izolatau referencyjnego w pozycjack z4zoleucyny (1) na treongn(T) i 16 — z
asparaginy (N) na lizyn(K) (rys. 51).
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gi|9627728 AATSLAKDLKLKGI WNKSLVAKDLI I AGAVAI GGI GLI YSWFTQSVETVSHQ
PVvw1 T K.
Pvy2 T K.
PVY3 T K.
PVY 4 =/ T K.
FVACET T K.
PVYG6 T K.oo
PVY7 T K. e
PVYg8 T K. e
PVY 9 Y/ - T K.
PVyY1o0 T K.
PVvy11i T K.
Pvy12 T K.
PVY1s T K.
Pvy14 T K.
PVY 15 Y/ T . K.

Rys. 51. Sekwencja aminokwasowa biatka 6K2. Kolérammaczono przynaimos¢ do grup serologicznych:
PVYN™N i PVYtW -

4.4.7.8. Zmiennd&¢ sekwencji aminokwasowej biatka Nla-Pro

Biatko Nla-Pro zbudowane jest z 244 aminokwasOw. Orebie sekwencji
aminokwasowej wyspuje wiele pozycji, rénicujacych izolaty na grup PVY W i PVYN™
(rys. 52). Bardzo interesige & pozycje 109, 159 i 204, w ktorych izolat refergngy
zakwalifikowany jako PVYW wykazuje sekwengjzbiezng z izolatami z grupy PVY™.
Badane izolaty natace do PVY'W posiadaj tu odpowiednio: walia (V), treoniry (T),
izoleucyre (1), za izolaty PVY'™ i izolat referencyjny: izoleucyn(l), alanire (A), waline
(V). Bardzo interesafe s réwniez pozycje 147 i 148, gdzie w izolatach PN wystkepuje
odpowiednio kwas asparaginowy (D) i asparagina (@8, w izolatach nalzcych do
PVYN™ nasgpita zmiana kolejn&i tych aminokwaséw na asparaginN) i kwas
asparaginowy (D). Warte uwagi sowniez pozycje 173 i 174. W izolacie referencyjnym w
pozycji 173 wystpuje alanina (A), w izolatach nateych do PVY'W — lizyna (K), za w
izolatach z grupy PVY™ — walina (V), z tymze tutaj dodatkowo zmieniony jest réwaie

aminokwas 174 z histydyny (H) na glutamii@).
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Rys. 52. Sekwencja aminokwasowa biatka Nla-Prookashi oznaczono przynaleos¢ do grup serologicznych:

PVYN™N i Pvyhw -

4.4.7.9. Zmiennd&¢ sekwencji aminokwasowej biatka NIb

Biatko NIb referencyjnego izolatu zbudowane jesb21l aminokwaséw, natomiast

badane izolaty utracity fragment RNA, w efekcie gzesekwencja aminokwasowa skrocita

sie 0 2 aminokwasy w pozycji 51 i 52 (rys.53). Sekwje badanych izolatéw mia sic w



nieznacznym stopniu. Wysgiuje 28 pozycji umdiwiajacych sklasyfikowanie izolatow
wirusa w zalenosci od przynalénaici do odpowiednich serogrup (PVYW i PVYN™),
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4.4.7.10. Zmiennéé¢ sekwencji aminokwasowej biatka CP

Najwigksza ilg¢ mutacji w sekwencji aminokwasowej badanych izalat stosunku
do izolatu referencyjnego miata miejsce w Nxkowej czsci biatka CP. Wykazano obedto
11 pozycji ré@nicujacych badane izolaty patogena na 2 grupy: PWyi PVYN™ (rys. 54).
Stwierdzono,ze aminokwas w pozycji 16 nie wplywa na rozpoznawadniatka CP przez
przeciwciata anti-PVY-N, poniewaizolat referencyjny nafacy do PVY'W w tej pozycii
posiadat lizyq (K), identycznie jak badane izolaty najee do PVY'™. Wytypowano
rowniez dwie pozycje — 12 i 28, ktore najprawdopodobniehadz w sktad epitopu wirusa.
Mutacje u izolatow PVY 8 i PVY 9 polegae na zamianie lizyny (K) na argirinR)
spowodowaty utrat przez uywane w badaniach serologicznych przeciwciata BRt-N
zdolnaci do rozpoznawania izolatéw z tej grupy. Sugetajeze aminokwasy znajdage se

w tych dwoéch pozycjach wchoglav sklad epitopu wirusa.

0i|9627728 ANDTI DAGGSNKKDAKPEQGS!I QPNPNKGKDKDVNAGTSGTHTVPRI KAI TSKMRMPT SK [60]

PVY 1 G. . ... ... 7. - Q. . ... ... L..E.E....N. ... ....... R. .. ...... K. . [60]
PVY2 .. S....R....... s. "N . H. .. ....... ... ...B8. K. . [60]
PVY3 .. S. .. .R....... s. " 5. . .. . ....... . K. .. .. 8 B. [60]
PVY 4 G. . ... ... 7. - Q. . ... ... L. .E.E. ... NV. i K. . [60]
PVWY5 .. S....R....... s. "N . H. .. ....... ... ...B8. K. . [60]
PVWY6 ..o S. .. .R....... s. "N . H. .. ....... ... ...B8. K. . [60]
PVWYT7 . S....R....... s. " 5. . .. . ....... . K. .. .. 8 B. [60]
PVY 8 G. . ... ... TR. . ..Q........ L. .E.E. ... NV. i K. . [60]
PVY 9 G. . ... ... 7. - Q. . ... ... L.RE.E. . .. V. . i i K. . K.. [60]
PVY10 . .. ... S....R....... s. "N . H. .. ....... ... ...B8. K. . [60]
PVWYI11  G. . ... .... 7. - Q. . ... ... L. .E.E. ... NV. i K. . [60]
PVY12 .. .. L..... S....R....... s. " 5. . .. . ....... . K. .. .. 8 B. [60]
PVWY13 G. . ... .... 7. - Q. . ... ... L. .E.E. ... NV. i K. . [60]
PVY14 ... S. .. .R....... s. " 5. . .. . ....... . K. .. .. 8 B. [60]
PVWI15  G. . ... .... 7. - Q. . ... ... L..E.E....N. ... ....... R. .. ...... K. . [60]

0i[9627728 GATVLNLEHLLEYAPQQI DI SNTRATQSQFDTWYEAVRMAYDI GETEMPTVMNGL MVWCI [120]

PVY L QL . o o o [120]
PVY 2 [120]
PVY B o [120]
PVY 4 QL . o oo [120]
PVY 5 [120]
PVY B o o [120]
PUY 7 [120]
PVY 8 . QL . o v o [120]
PVY O QL . o v o [120]
PVY 10 o o o [120]
PVY 11 . o QL . o oo [120]
PVY 12 . o [120]
PVY 13 . . QL . o o o [120]
PVY D4 . [120]
PVY A5 . . QL . o oo [120]
0i[9627728 ENGTSPNVNGVWVMMDGNEQVEYPLKPI VENAKPTLRQI MAHFSDVAEAYI EMRNKKE PY [180]
PVWY1 . | Do [180]
PVY2 Do [180]
PVY3 .. Do [180]
PVY4 Do [180]
PVY5 Do [180]
PVY B o [180]
PUY 7 [180]
PVY8 ... | Do [180]
PVY9 . | Do [180]
PVY 10 . .o Do [180]
PVY11 ... | Do [180]
PVY 12 . o [180]
PVY13 ... ... | Do [180]
PVY D4 . [180]
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0i[9627728 MPRYGL | RNLRDMGLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHI QMKAAALKSAQPRLFGLDGGI! S [240]

PVWY1 ... VR GS. . S, [240]
PVWY2 Vo [240]
PVY B L [240]
PVY4 VR GS. . S, [240]
PVWY5 ... VR Vo [240]
PVY6 .o Vo [240]
PUY T [240]
PVY8 ... VR GS. S, [240]
PVY9 ... VA GIS|. . . . . e [240]
PVWYI10 . ... Vo [240]
PVY11 ... VR GS. . S, [240]
PVY 12 . o [240]
PVY13 .. ... VA GS. . S, [240]
PVY D4 . . [240]
PVWY15 .. .. VA GIS|. . . . . e [240]
0i[9627728 TQEENTERHTTEDVSPSMHTLL GVKNM [267]
PVY L [267]
PVY2 [267]
PVY3 [267]
PVY 4 [267]
PVYS [267]
PVY 6 [267]
PVY7 [267]
PVY 8 . [267]
PVYO [267]
PVY 10 . . [267]
PVY AL . . [267]
PVY 12 . [267]
PVY 13 . . [267]
PVY 14 . [267]
PVY A5 . . [267]

Rys. 54. Sekwencja aminokwasowa biatka CP. Kolorammaczono przynateos¢ do grup serologicznych:
PVYN™N T i PvYNw —

4.4.8. Potaenie filogenetyczne zsekwencjonowanych izolatow PVYa tle petnych
sekwencji genomowych PVY umieszczonych w GenBanku

Badane izolaty porownano z 81 pelnymi sekwencjamiklgotydowymi
zdeponowanymi w GenBanku (tab. 6). 17 izolatéw retedo szczepu PVY 13 do grupy
PVYMW, a 24 do PVY™. Trzy izolaty zaklasyfikowane zostaty do zapropsanego przez
syryjskich i japaskich badaczy nowego szczepu PUYNW (Chikh i in., 2010). 10 izolatéw
nalezato do szczepu O, gado szczepu C - trzyPonadto do poréwnaniazyto 1 izolat
paprykowy naleacy do szczepu NNP, dwa izolaty tytoniowe jeden reagnMN naleéacy do
szczepu MN i drugi Gr99 nalgcy do szczepu PVY™ oraz 9 izolatdw o nieokéonej
przynalenosci, co do szczepu. Pozyskane petne sekwencje wiusamniaka wyréwnano
w programie MEGA 4.1. przy pomocy algorytmu Clugtat sekwencjami nukleotydowymi
badanych 15 izolatow, po czym skonstruowano drzZ@agenetyczne metedUPGMA oraz
Neighbor-Joining (rys. 55 i 56). Zastosowano tegirpwndci bootstrap dla 1000 powtonze
tworzenia dendrogramow.

Niezalenie od uytego do analizy 96 sekwencji genomowych PVY algouy,
zarOwno po zastosowaniu algorytmu UPGMA jak i NéighJoining wyr@niono 5 klastrow.
Do pierwszego klastra — PV'W zakwalifikowano wszystkie badane przez autordaiyo

nalezace do PVY'W. Jednorodny charakter tego klastra zaburza izbl&t uznany na
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podstawie charakteru biologicznego za natg do szczepu PVY oraz izolat SASA 207
okreslony jako PVY'. Do drugiego klastra zaliczono izolaty nalee do szczepu PV ale
réwniez izolat Wilga uznany za nalgcy do grupy PVYW. Przy czym naliey nadmient, ze
sekwencja tego izolatu zostata pozyskana z izokdtry przez okres 30 lat byt pasavany
w warunkach laboratoryjnychiNa uwag zastuguje rownie grupa 5 izolatéw: N-Egypt,
0i492885, izolat referencyjny gi 9627728, ¢i61450i441193, ktore zaklasyfikowano do
szczepu nekrotycznego, ale po analizie filogenetycna dendrogramie twayavydzielory
podgrug, w obgbie klastra PVY, bardziej spokrewnianz izolatami z klastra PVY, niz z
izolatami z klastra PVYN™, czy PVY™. Najbardziej liczny klaster to PVWN. W jego
sklad weszly wszystkie badane izolaty, ktore na efmejszych etapach baila
serologicznych zostaty uznane za PVY. Ponadto znalaz} sie tu réwni@iemiecki izolat
Wilga 156. Czwarty klaster PVW™ buduj izolaty naleace do szczepu PVYoraz 3
izolaty japaiskie i jeden niemiecki wykazage cechy biologiczne charakterystyczne dla
PVYN™, Ponadto w sklad tego klastra wchodzi révnie izolat wykazujcy cechy
biologiczne PVY — SASA-61. Ostatni najmniej liczny, bo sklagigj sie tylko z 3 izolatéw
klaster, to PVY. Do analizy filogenetycznej wtzono réwnie izolaty PVY pozyskane z
pomidorow lub papryki jak np. Chile 3 (Moury B., B, ktory jest najbardziej ewolucyjnie
odlegtym izolatem w stosunku do pozostatych. Jegpien homologii do izolatu PVY 2
wynosi zaledwie 83,7%.

W obrbie poszczegolnych klastrow, poréwnywano sthpgiedobigéstwa badanych
izolatbw z sekwencjami zdeponowanymi w GenBankuos&ua badanych izolatow,
najbardziej zblony do izolatu Wilga byt PVY 7. Podolfistwo sekwencji wynosito 94,7%.
Niemiecki izolat Wilga 5 wykazywat 99,2% homologii PVY 5 — a izolat Wilga 261-4 —
98,9% podobigstwa z badanym PVY 7. Nieco bardziej odlegte filogigcznie od badanych
izolatéw byly niemieckie Wilga 156 i Wilga 156varaz polski LW. Najbardziej zbiona
sekweng} do dwoch pierwszych izolatdw posiadat PVY 6 odpedmio — 94,7% i 97,8%
podobigéstwa, natomiast najwkszy stopi@ homologii w stosunku do izolatu LW syy6d
badanych izolatéw wykazywat PVY 5 — 98,6%.

W obrbie klastra PVY™ najbardziej zblionym pod wzgidem podobigstwa
sekwencji nukleotydowej do izolatbw umieszczonychGenBanku byt PVY 15, ktory
wykazywat 99,8% podobfsstwa w stosunku do izolatu v942490. Nieco mniejsze
podobigéstwa wykazywat izolat PVY 4 w stosunku do gil166345 wegierskiego izolatu
Hungarian i wynosity one odpowiednio 99,7% i 99,6%parod badanych izolatow

najwickszy stopi@ homologii w stosunku do niemieckiego izolatu Satigawniat PVY 15 i
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wynosit on 99,6%. Najwksze podobigstwo do polskich izolatow Gr99 (pozyskany w 1999
roku z tytoniu w Grudadzu) i Nysa wykazywat PVY 4 — odpowiednio 97,2%8%. W
stosunku do izolatdbw syryjskich badane izolaty wgkealy identyczné¢ sekwencji w
zakresie od 96,8% do 97,3%. Biorpod uwag izolaty chiskie stopi@ homologii w
stosunku do badanych izolatow zawiera¢ 81 granicach od 97,6% do 98,1%. Stdpie
homologii badanych izolatéw w odniesieniu do izéVatpoinocno-amerykeskich wynosit od
99,4% do 99,8%. Znacznie mniejszy st@pieomologii obserwowano w stosunku do
japaaskich izolatéw i wynosit on 91,2%. Izolaty jafekie wywotupce nekrozy na bulwach
ziemniaka (Ogawa i in., 2008) z uwagi naelypokrewi@stwo sekwencji nukleotydowej ich
genomu z izolatami natecymi do szczepu PVY, podczas konstruowania drzewa

filogenetycznego zaklasyfikowano do klastra P{MYN, a nie PVY'™.,

Tabela. 6. Wykaz izolatbw wirusa Y ziemniaka zdepemanych w GenBanku, ktérych sekwencje
nukleotydowe wykorzystano do poréwnania z badarigolatami
L.p. | lzolat Szczep Nr akcesyjny Gl (wersja genomu)Kraj pochodzenia

1 | N-Egypt AF522296 21913301 Egipt

2 | SASA 207 AJ584851 53749595 Wielka Brytania
3| SCRI-N AJ585197 53913354 Wielka Brytania
4| PVY-12 AB185833 157679488 Syria

5] - AB270705 154090789 Syria

6 | 34/01 AJ890342 90968459 Polska

7 | New Zeland AM268435 125629024 Nowa Zelandia
8 | N-Jg AY166867 27371969 Kanada

9 | Mont PvYN AY884983 58613914 USA

10 | Sequence 1 CS434575 116634418 Francja

11| PVYn D00441 441193 Francja

12| NE-11 DQ157180 75766731 USA

13| SD1 EU182576 158347632 Chiny

14 | Nysa FJ666337 224384487 Polska

15| Guiding-3 HM590405 310788939 Chiny

16| - X12456 61450 Francja

17 | PVY'605 X97895 1430929 Szwajcaria

18 | Wilga 156 AJB889867 90968455 Niemcy

19 | Wilga 156 var AJB889868 90968457 Niemcy

20 | Wilga 5 PVYNW | AJ890350 90968475 Niemcy

21| 261-4 AM113988 125628801 Niemcy

22 | Mb-112 AY745491 53850821 Kanada
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23| L56 AY745492 53850823 Kanada

24| Alt AY884985 58613918 USA

25| ID-1 DQ157178 75766727 USA

26 | OR-1 DQ157179 75766729 USA

27| - EF026076 116665526 USA

28 | Wilga (30-lat) EF558545 148250127 Polska

29 | Frkv15 HM991454 307094821 Francja

30| ref NC 001616 9627728 Francja

31| NTND6 AB331515 169117980 Japonia

32| NTNOK105 AB331516 169117982 Japonia

33| NTNHO90 AB331517 169117984 Japonia

34 | NTNNN99 AB331518 169117986 Japonia

35| NTNON92 AB331519 169117988 Japonia

36 | NIB-NTN AJ585342 54021378 Stowenia

37| - AJ889866 90968453 Polska

38| Gr99 AJ890343 90968461 Polska

39 | Ditta AJ890344 90968463 Polska

40 | Linda AJ890345 90969465 Niemcy

41 | Nicola AJ890346 90968467 Niemcy

42 | Satina Py NTN AJ890347 90968469 Niemcy

43| Tu 660 AY166866 27371967 Kanada

45| 423-3 AY884982 58613912 USA

46 | v942490 EF016294 116734561 Wielka Brytania
47 | - EF026075 116664524 USA

48 | N4 FJ204164 225906061 USA

49| L 26 FJ204165 225906063 USA

50| HR1 FJ204166 225906065 USA

51 | HN2 GQ200836 242276192 Chiny

52 | HC-2 HM590406 310788941 Chiny

53| E 30 HM991453 307094819 Polska

54 | Hungarian M95491 294438 agty

55| RRA-1 AY884984 58613916 USA

56 | SYR-II-2-8 PN AB461451 264160690 Syria

57 | SYR-1I-Bel W AB461452 264160825 Syria

58 | SYR-II-DrH AB461453 264160830 Syria

59 | SASA 110 AJ585195 53913350 Wielka Brytania
60 | SCRI-O AJ585196 53913352 Wielka Brytania
61 | SASA61 © AJ585198 53913356 Wielka Brytania
62| LW AJ890349 90968473 Polska
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63| PVY’139 CS434577 116634419 Francja
64| - EF026074 116664522 USA

65| FL HM367075 308097846 Kanada
66 | RB HM367076 308097848 Kanada
67 | WA-13 HM590407 310788943 Chiny

68 | - U09509 1906387 Kanada
69 | SON41 AJ439544 58036811 Francja
70 | Adgen C AJB890348 90968471 Francja
71| PRI-509 EU563512 189187421 Holandia
72| Nnp NNP AF237963 564625531 Wiochy
73| MN MN AF463399 19716315 USA

74| LYE 84.2 b.d.* AJ439545 21464609 Hiszpania
75| PN10A b.d. DQ008213 63004171 USA

76 | NC57 b.d. DQ309028 85376485 USA

77 | Foggia b.d. EU482153 186892492 Wiochy
78| Chile3 b.d. FJ214726 209395183 Chile

79| ID 269 b.d. FJ643477 257122583 USA

80 | ME 56 b.d. FJ643478 257122585 USA

81| ME 173 b.d. FJ643479 257122587 USA

82| - b.d. A08776 492885 Francja

* brak danych
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Rys. 55. Drzewo filogenetyczne skonstruowane przykomzystaniu algorytmu UPGMA na podstawie

poréwnania catkowitych sekwencji nukleotydowychl@oéw PVY zdeponowanych w GenBanku
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algorytmu N-J na podstawie poréwnania

catkowitych sekwencji nukleotydowych izolatéw PVdeponowanych w GenBanku
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4.4.9. Zdarzenia rekombinacyjne w genomie PVY

W celu wykrycia zdarzerekombinacyjnych, badane izolaty poréwnano z ghwstmi,
petnymi sekwencjami genomowymi wirusa zamieszczanynGenbanku. Do analizzyto
programu RDP v.3.34 i wykorzystano algorytmy RDRa(ivh D. i Rybicki E., 2000) i SiScan
(Gibbs i in., 2000). Wynikiem kKaowym analiz 8 schematyczne mapy genomowe,
przedstawiajce w graficzny sposob miejsca rekombinacji oraz amskce izolaty
rodzicielskie, z ktorych pochodzi zrekombinowarggiment. (rys. 57).

Przetasowania w sekwencjach genomowych obserwowa®® izolatow. Liczba
miejsc rekombinacji ¥rod tych izolatow wahata sie od dwoch np. Foggiandaet 9 miejsc
w przypadku izolatu Gr 99. Jedynie w przypadku @damw naleacych do szczepu PVY
Adgen i Chile 3 nie stwierdzono zjawiska rekombjnaBiorac pod uwag przynalenosé
poszczegolnych izolatbw do odpowiednich klastrowlagznych na rys. 55 i 56, to izolaty z
klastra PVY zawsze posiadaty 2 miejsca rekombinacji. Izolakjastra PVY'W najcz:sciej
posiadalty 3 lub 4 miejsca rekombinacji, jedynie Zblaty: PN10A i Wilga 156var
wykazywaty odpowiednio 6 i 7 takich miejsc. IzolaN-Egypt, gi492885, izolat referencyjny
gi 9627728, gi61450 i @i441193, ktorych po analifilbgenetycznej nie udalo ei
przyporadkowa: do zadnego z klastrow, posiadaty zawsze po 6 miejscméknacji. Wsrod
izolatéw zaliczonych do klastra PVYW'™ najczsciej obserwowano 4 miejsca rekombinacii
genomu wirusa, bozav 9 przypadkach, po 2 miejsca rekombinacji u Jaittov i tylko jeden
izolat — SCRI-N wykazywat 6 miejsc rekombinacji.olatami charakteryzagymi sk
najczstszymi rekombinacjami byty te z klastra PVY, w szczegélngi izolat Gr 99, ktéry
posiadat a 9 miejsc rekombinacji. Genomy czterech izolatowys&l E30, Syr-lI-DH i
0i90968463 posiadaty po 7 miejsc rekombinacji, i@rasinnych izolatéw po 6 takich miejsc.
Najwicksz grupe izolatow — 17, stanowity te, w ktérych genomachistdzono po 5 miejsc
rekombinacji. W ohgbie klastra PVY™, tylko 2 izolaty posiadaly po 2 miejsca
rekombinacji. Pozostate izolaty, odlegte filogemetyie i nie tworzce zadnego Kklastra,
wykazywaty najczsciej 2 miejsca rekombinacji, z watkiem wyzej wspomnianych Adgen i
Chile3, ktore nie ulegty rekombinacji oraz izolaC5hl7, u ktorego stwierdzona & takich
pozyciji.

Wiréd pietnastu badanych izolatéw PVY 1 do PVY 15, wszyst#dedwno PVY'W i
PVYN™ posiadaty zrekombinowany fragment genomu pocimdpd izolatu New Zeland.
Réznica midzy nimi polegata jednak na tymie wéréd izolatdw PVY'™ fragment ten
obejmowat caty 5’ koniec genomu aekzapc w to geny kodujce biatko P1, HC-Pro i

niewielki fragment P3, podczas gdy u izolatbw PWY fragment ten byt mniejszy i
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obejmowat okoto potowy genu kodigego biatko P1 i cate HC-Pro. Wijkiem jest tu izolat
PVY 14, ktéry pomimo przynakmosci do grupy PVY'W posiadat fragment pochagzy od
New Zeland, taki jak u izolatéow PVY". Sekwencja aminokwasowa biatka P1 jest tu
identyczna jak u pozostalych badanych izolatéw BVY Poniewa izolat ten powodowat
bardzo silne nekrozy na tytoniu przypuszcza s mogty one wynik&witasnie z charakteru
biatka P1. Analiza programem RDPsngd badanych izolatéw PVYV wykazata réwnie
zrekombinowany fragment w pobli konca 5 genomu, pochodey od izolatu SASA 110
(szczep O). Ponadto wszystkie izolaty PVY posiadaty fragment genomu pochecz od
szwajcarskiego izolatu N 605. Fragment ten obejrhaviemal caly gen kodagy biatko
VPg, Nla-Pro, NIb i prawie caly gen biatka ptaszcZa ttumaczy, dlaczego te izolaty w
testach serologicznych byty wykrywane przez prze@ta monoklonalne anty-N, podczas
gdy izolaty z grupy PVYW — nie posiadafe zrekombinowanego fragmentu pochmazjo
od N 605 — nie byty wykrywane.
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Rys. 57. Wizualizacja zmian w sekwencji nukleotyépwenomow badanych i zdeponowanych w GenBanku
izolatow PVY
Objasnienia: Nazwa izolatu znajdujeesinad gornym lewym rogiem prosigh schematycznie
przedstawiajcego genom kalego z izolatéw. Sekwencje nabyte w drodze rekoawjiroznaczono
mniejszymi prostodtami o odmiennej barwie umieszczonych pod gtéwnyosilatem. Po prawej
stronie tych prostaitéw podano nazwy izolatéw, z ktérych te sekwengehpda. Jako ,unknown”

okreslono sekwencje, ktérych nie odnalezionéréd wszystkich aytych w analizie
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5. Dyskusja

5.1. Wyskpowanie wirusa Y ziemniaka w Polsce i n&wiecie

Biorac pod uwag wszystkie uwzgidnione w badaniach odmiany podatne tytoniu,
infekcje wirusem wysipity we wszystkich lokalizacjach w Polsce. Niezale od roku
prowadzenia daviadczé polowych najwysze infekcje obserwowano wedizejowie. W
latach 2006-2008 w Putawachydizejowie i Grudzidzu z roku na rok procentowy udziat
zainfekowanych rdin z tej grupy wzrastat, oggjajac nawet 97,1 %. Jedynie w Augustowie w
2007 r. dat &1 zauway¢ spadek liczby infekcji w stosunku do roku poprzedo — do
poziomu 15,3 %.Rozpatrujc poszczeg6lne odmiany podatne wnglezauwayé, ze
najbardziej infekowane byty Kentucky 17 i Burley.24/ 2008 rokusrednio na wszystkich
polach déwiadczalnych, zainfekowanych byto odpowiednio 9% 7raz 92,2 % rdin tych
odmian. Na podstawie raportéw publikowanych prz€RESTA dotycacych zagraen ze
strony PVY naswiecie, w Niemczech, Chorwacji i we Francji w 1ata2006-2008 podobnie
jak w Polsce najbardziej infekowane byly odmianylBy 21 i Kentucky 17 (Doroszewska,
2010; CD ROM Version RI31). Odmiana K 326 najbardziej infekowana byta azw8§jcarii,
Kolumbii i Republice Potudniowej Afryki. W badangjzez autora grupie odmian odpornych
procentowy udziat zainfekowanychsho byt znacznie niszy niz w grupie odmian podatnych
i nie przekraczat w Polsce 2 %. W trzech lokaliaabj &drzejowie, Grudzdzu i
Augustowie w latach 2006-2008 wzrastat procentowyziat zainfekowanych #tin,
osiagajac maksymalnie 1,9 % w 2008 roku wddzejowie. Na polu daiadczalnym w
Putawach infekcja odmian odpornych waysta jedynie w roku 2007. Najezciej infekowarn
odmiary byta Virginia SCR (VD). Najwikszy procentowy udziat &bn tej odmiany
zainfekowanych przez PVY wygtit w 2008 roku w ddrzejowie i wynosit 5 %. Odmian
ktéra w okresie prowadzenia badav zadnej z lokalizacji nie ulegta infekcji byta VAM akt
braku jej zainfekowania nie oznacza catkowite] adpéci tej odmiany, bowiem istnigj
izolaty zdolne przetamywa jej odporné¢ w warunkach szklarniowych. Porownagj
osiagnicte przez autora wyniki, do danych publikowanychegr ORESTA, warto zauvgé,
ze odmiana Virginia SCR jest naggziej infekowan odmiara odporm na swiecie. O ile
jednak w Polsce, najeksze poraenie wynosito 5 %, to juw Niemczech oggato blisko
70%, a w Zimbabwe nawet 80% w 2007 r. Jedndtdeeodmiana VAM, ktéra w Polsce w
latach 2006-2008 nie ulegta infekcji w Niemczech2@08 r. poraana byta w 18 %, a w
Kolumbii nawet ponad 40%. Sfdd krajowswiata biogcych udziat w badaniach nad PVY

w ramach Sub-Group Collaborative Study on Potatws/iY, najweksze srednie infekcje
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PVY za okres od 2003 do 2008 r. wysdwaty w Niemczech (75 %) i w Szwajcarii (68 %),
za& trzecim w kolejnéci krajem byta Polska (53 %), (Doroszewska, 201D;RIOM Version
N° 31)

Duze zr&nicowanie infekcji w zalenosci od roku i lokalizacji ména ttumaczy
zmiennymi warunkami pogodowymi. ki wieloletnim ddwiadczeniom prowadzonym
przez Doroszewsk(2008)nad PVY w Putawach, nitwe stato s¢ przeprowadzenie analizy
wptywu warunkéw pogodowych na paemie tytoniu w poszczegolnych latach. Wykazano,
ze dlugotrwate utrzymywanie ¢i wysokich temperatur, powsg] 20°C powodowato
statystycznie istotnie mniejsze nasilenie tego igksv Przykladem magby¢ lata 2003, 2006
i 2010 (rys. 25), kiedy przy wysokie] temperaturze okresie wegetacji obserwowano
stosunkowo niskie pozanie rglin. Wysokie poraenie wirusem w latach 1996, 2004 i 2009
skorelowane byto z pgza temperatuy w okresie letnim. Podobna sytuacja miata miejsce
w Niemczech i Szwajcarii. W latach, kiedy w Polsegstcpowato mate nasilenie infekcji
tytoniu przez wirusa Y ziemniaka, podobnie niskiéekcje obserwowano w Niemczech i
Szwajcarii, a w§c w krajach o zblionym do polskiego klimacie. Rowriew latach o
wysokim nasileniu choroby w Polsce podobnie wysakasilenie choroby wygbowato w
tych krajach (Doroszewska, 2010; CD ROM Versioch3d). Warto réwnig dod#, ze we
Francji problem wyspowania PVY na tytoniu najwkszy jest w potnocnej eici kraju o
umiarkowanym klimacie. Na potudniu kraju infekcj® ¥ nie stwarzaj duzych problemoéw
(Verrier J.L., 2001a). WcZaiej przypuszczanoze bardzo niskie temperatury w okresie
zimowym mog wpltywa na zmniejszone paranie rdélin w sezonie wegetacyjnym,
wynikajace z gorszej przgwalnasci mszyc - wektora PVY. Jednak po przeprowadzonych
analizach stwierdzonag bardzo niskie temperatury w okresie zimowym nialyristotnego
wptywu na infekcje w okresie wegetacyjnym. kdoto wynik& ze sposobu przenoszenia
wirusa w sposob nietrwaty na ktujce owada. Nawetuvelka liczba mszyc jest w stanie, w
krotkim czasie, zainfekowaduza liczbe roslin. Wynika to z faktu,ze czas potrzebny na
zakaenie rdliny jest bardzo krotki — nawet kilka sekund (Feei Collar, 2001; Pirone i
Perry, 2002). Poniewawirus Y ziemniaka jest patogenem zaréwno tytoakiijziemniaka, a
zatem dua powierzchnia upraw ziemniaka w danym rejonie pkofl tytoniu mae wptywa
na nasilenie choroby na tytoniu. Plantacje ziemaistanowg zrodto infekcji upraw tytoniu
zarO6wno jako miejsceerowania i namnania s¢ mszyc, ldacych wektorami wirusa, i jako
miejsce rozwoju samego patogena. Z powodu liczpggulacji mszyc w gtdbwnych rejonach
uprawy ziemniaka w Europie, plantacje sadzenialakallzuje s¢ w rejonach o niskiej presji

infekcyjnej. Przyktadem mi@ by rejon Tyrndva-Liminka w centralnej gxi Finlandii



(64°46'N), zatwierdzony przez UpiEuropejsk, jako jeden z piciu rejonow produkcji
wysokiej klasy sadzeniakéw. Jedueknawet na tym obszarze wa@il kilku ostatnich lat
infekcje tym wirusem drastycznie wzrosty. Prawdopmah przyczyr tego zjawiska byt
wzrost populacji mszyc w nagistwie ocieplania klimatu lub/i pojawieniee sizczepéw PVY,
ktére tatwiej st rozprzestrzeniaj (Kirchner i in., 2009). Prawdopodobnie, podobny
mechanizm powodowat wgze infekcje w Putawach i¢drzejowie w potudniowe] —
cieplejszej cgsci Polski. Wprawdzie badania populacji mszyc niéylgyrzedmiotem bada
autora, jednak niewykluczonge wielkas¢ i sktad gatunkowy populacji w pétnocnej Polsce,
w Grudziadzu i Augustowie byt riny. Efektem tego mogt léynizszy procentowy udziat
porazonych rdlin. Basky (Basky, 2002) bad@ na Wegrzech dynami& pojawiania si
mszyc i zainfekowanie ziemniakOw zauwh ze przesunicie czasowe poatku okresu
lotdbw mszyc, na potowczerwca skutkuje niskim poziomem infekcji bulwrnigiaka. Basky
stwierdza rownig, ze sklad gatunkowy mszyc wypujacych, w r@nych lokalizacjach
wpltywa na régny poziom zakzenia patogenem. Boukhris-Bouhachem i in. (20113lalha
wplyw sktadu gatunkowego mszyc na infekdiiemniakéw izolatem z grupy PV
Najbardziej wydajnym gatunkiem mszyc Wyzus persicaektorego skuteczr$é transmisji
wynosita od 86% dla form uskrzydlonych, do 95% tbam bezskrzydtych. Gatunkami,
ktérych skuteczni przekroczyta 60% byly #e Aphis spiraecolaBrachycaudus helichrysi
oraz Aphis gossypiiNa stopié infekcji tytoniu ma te zapewne bliskieasiedztwo plantacji
ziemniakow. Najwiksze infekcje odmian podatnych tytoniu wysiwalty w &drzejowie
(69,8 %) i Putawach (52,4 %) w wojewddztwach odpamimio $wigtokrzyskim i lubelskim.
W tych wojewddztwach byta jednocrée najwiksza powierzchnia upraw ziemniaka
sparod czterech wojewddztw, w ktorych prowadzonoswvdadczenia polowe (Rocznik
statystyczny rolnictwa, 2007; 2008; 2009). W poatysth lokalizacjach procentowy udziat
zainfekowanych rdin tytoniu byt nizszy, co byto zbigne z mniejsz powierzchn uprawy
ziemniaka w tych rejonach.

Na nasilenie infekcji mogto mde wptyw stosowanie zmianowania na polach
doswiadczalnych. Tylko w Augustowie stosowano ptodoamz udziatem rdin zbazowych.
W pozostatych rejonach plantacje tytoniu zlokaliame byty w tych samych miejscach przez
caly okres prowadzenia fleiadczédr polowych. W Putawach icdrzejowie dodatkowo
plantacja déwiadczalna zlokalizowana byla w beZpednim gsiedztwie plantacji
produkcyjnych, co mogto w znagzy sposéb wplys na dua liczbe zainfekowanych rdin.

Podobne efekty braku zmianowania obserwowat Gaf@@87). Na polach, na ktérych po raz
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pierwszy produkowano sadzeniaki infekcja wirusemnesgfta 10%. W drugim roku

prowadzenia uprawy na tym samym polu bez zmianaavasinfekowanie wynosito u60%.

5.2. Serologiczne zrénicowanie izolatéw wirusa Y ziemniaka

Zroznicowanie serologiczne badanych izolatébw badano podstawie reakcji z
przeciwciatami monoklonalnymi anti-PVY oraz anti-PV. Poniewa pobierane prébki dti
tytoniu posiadaly widoczne nekrozy nerwow, wiadoindo, ze wszystkie badane izolaty
nalezaly do szczepu PV, Zastosowanie tych przeciwciat pozwolito, na ramiénie 2 grup
w obrbie tego szczepu: PVYW i PVYN™. Wykorzystano tu pewenzaleznosé, mianowicie
izolaty naleace do grupy PVYW posiadaj genom, powstaly przez rekombinagienoméw
szczepow PVY i PVY®. Poniewa izolaty PVY'W posiadaj gen biatka ptaszcza (CP)
podobny do szczepu PV dlatego biatko plaszcza przez nie kodowane jegtrywane
tylko przez przeciwciata anti-PVY (Chrzanowska, 499

Procentowy udziat izolatow nadgcych do poszczegolnych grup zadeod lokalizacji
doswiadczenia oraz roku prowadzenia bad&V Putawach i Augustowie w 2006 roku
wystepowaly jedynie izolaty z grupy PVYV, podczas gdy wedirzejowie i Grudzidzu poza
izolatami typu PVY'W pojawialy s¢ izolaty nalgace do PVY'™. Udziat PVY'™ w
Jedrzejowie wyniést 15,4%, a w Grudzizu 19,1%. W kolejnych latach izolaty typu PV
wystepowaly juz we wszystkich lokalizacjach. W 2007 r. najszy ich udziat obserwowano
w Grudzadzu — 53,9%, najuszy w Putawach — 10%. W kolejnym roku wddzejowie
obserwowany byt drastyczny wzrost udziatu izolawwrupy PVY'™ do poziomu 73,1%.
Biorac pod uwag ogoétem zrénicowanie serologiczne izolatdw zebranych Polscezna
zaobserwowastale powikszajcy sk udziat izolatéw z grupy PVY™ od 8,4% w 2006 r. do
32,7% w roku 2008. Na podstawie danych pochogzh z programu CORESTA moa
zauway¢, ze w Europie zachodniej, gtdwnie w Niemczech, Szesdja¢ Francji, dominuj
izolaty z grupy PVY'™. Sredni udziat PVY'™ w latach 2003-2005 w Niemczech wynosit
94%, podczas gdy w tym samym okresie w Polsce jedysP. (Doroszewska, 2005).

Wystepowanie izolatéw z grupy PVYN obserwuje s nie tylko w Europie. W
Japonii obecn& izolatu z grupy PV¥™ stwierdzono jia w 1992 r. i byt to pierwszy opisany
przypadek pojawienia siizolatu z grupy PVY¥™ w Azji. Wystapit on w prefekturze
Nagasaki na 2 odmianach ziemniakow: Nishiyutaka ejifda. Wéwczas obserwowano
nieznane dad objawy nekroz na bulwach (Ohshima i in., 2000} Nocatku lat
dziewie¢dziesatych w USA i Kanadzie prowadzono badania nad gp@vaniem wirusa Y

ziemniaka na sadzeniakach ziemniaka (Ellis i i997). Zgromadzono 3000 prébek z 39



Dyskusja

réznych odmian z siedmiu prowincji Kanady kpiu standw w USA. W 632 z nich wykryto
obecnéé PVY. Wsréd nich nie stwierdzono wygiowania szczepu PVY 7,2 % izolatéw
stanowit szczep PVY, z& pozostate nal@ty do szczepu PV Dzicki uzyciu siedmiu
réznych przeciwciat monoklonalnych, udatc sivyrézni¢ wsrod tego szczepuzadziewigé
serotypéw nazwanych PVy1-9. Podobne badania przeprowadzonsni® na plantacjach
ziemniakow w stanie Oregon i Washington w po6tnozaohodniej cgsci USA. Infekcja
szczepem PVY w Oregonie byta zrhicowane w zalimosci od odmiany i wynosito od 0 %
na odmianie Alturas, Cal Red i Yukon Gold do nai@d % na odmianie Nooksack. Mniej
infekcji wirusem PVY wys{powato w stanie Washington od 0 % na odmianie Aitado
71,9 % na odmianie Russet Norkotah 3 (Crosslin 2006). Liczba zainfekowanychstim w
okresie prowadzenia batlazmieniata s i w roku 2003 byta wisza nz w 2001. Po
pojawieniu s na plantacjach sadzeniakéwsddicznych infekcji szczepem PVYw roku
2000, agencje certyfikage podgty szybkie dziatania w celu ograniczenia tych zagfio
poprzez testowanie na duskak przeciwciatami anti PVY. To pozwolito na zahamowanie
dalszego wzrostu infekcji w kolejnych latach. Zad@ia szczepem PVY° w roku 2001
wystepowato stosunkowo rzadko, ale w roku 2002 znacwreosto i utrzymywato si na
zblizonym poziomie w roku 2003. Ostatnie badania pozwapszypuszczé ze szczep
PVYNC staje si dominujpca forma wirusa w USA. Co wtej ogdlny obraz udziatu
poszczegdlnych form wirusa m zaktoca fakt, ze w USA agencje certyfikuge, do
rozpoznawania poszczegolnych jego form wykorzydiylko testy serologiczne, podczas gdy
PVYN® mazna rozpozna przez zastosowanie zaréwno testéw ELISA jak i néch
molekularnych (Crosslin i in., 2005, Piche i in002). Mazliwa jest wkc sytuacjaze formy
PVYNC 5 kwalifikowane jako PVY (Singh i in., 2003). W tym samym czasie, prowadzon
podobne badania réwriea wschodnim wybrzel — w pétnocno-wschodniej ei USA w
stanach New York i Maine (Baldauf i in., 2005). $ygol 394 zgromadzonych izolatéw P9Y
stanowity 98 %. 8 izolatéw nie naiato do PVY’, poniewa powodowaly nekrozy nerwéw
na tytoniu lub reagowaly z przeciwciatem 1F5 (@Y"). Ostatecznie dwa z nich okteno
jako PVYY©, kolejne dwa jako PVY™, jeden jako PVY, a trzy izolaty jako PVY-O5.
Izolaty PVY' i PVYN™ wykryte w tych badaniach byly pierwszymi przypadia
wystepowania tych form wirusa w pétnocno-wschodniegscz USA. Izolaty PVY’-O5
pomimo, ze nalea do szczepu PVY i posiadaj caly genom jak typowe PV to s
jednoczénie wykrywane przez przeciwciata 1F5 rozpoanajszczep PVY. Jak wykazaty
badania, jest to spowodowane muigmjinktows typu pojedynczej substytucji aminokwasu w
obrebie biatka ptaszcza (Karasev i in., 2009). W Kamadve latach 1998-2002 okoto potew



Dyskusja iy

badanych izolatéw wirusa stanowita forma PR Dalsze badania wykazalye zostaty one
przeniesione przez zak@ne sadzeniaki pochogtz ze standéw: Minnesota, Montana, North
Dakota w USA i innych plantacji w prowincji Manitabw Kanadzie (Singh i in., 2003).
Pierwszy przypadek wygtienia szczepu PVYw Kanadzie wykryto na tytoniu w prowincji
Oregon w 1989r (McDonald i Kristjansson, 1993)z dok p&niej ta forma pojawita gina
plantacjach ziemniaka w Kanadzie (Ellis i in., 199%zczep PVY™ po raz pierwszy w
Kanadzie wykryto na plantacji tytoniu w 2007 r. (X2008). W Tunezji w latach 2003-2005
w czterech gtéwnych rejonach uprawy ziemniakow adzeniaki, prowadzono badania nad
PVY (Boukhris-Bouhachem i in., 2010). 90 % badanyoblatow pozyskanych w latach
2004-2005 stanowit szczep PVYRok péniej izolaty z grupy PV¥™ stanowity blisko 80%
wszystkich badanych, a 11% stanowity izolaty PVYSzczep PVY, ktéry jeszcze
dwadzidcia lat temu dominowat teraz stanowi zaledwie 7z&atow.

Na podstawie badaprowadzonych w rinych krajachswiata na ziemniaku i tytoniu
mozna stwierdzt, ze udziat izolatéw nalecych do szczepu PVVstale wzrasta. Domina;
gtéwnie formy zrekombinowane PVW(PVYN©) oraz PVY™. Zwickszajicy sk udziat
izolatéw z grupy PVY¥™, jest o tyle niebezpiecznye te formy wirusaso wiele bardziej
zjadliwe dla tytoniu. Réiny przez nie infekowane magwykle silniejsze objawy. Rownie
rozwoj objawéw jest szybszy miu PVY'W. Ponadto izolaty z grupy PVY" s bardzo
niebezpieczne dla upraw ziemniakéw, ponigwaprécz objawéw wywotywanych na
cze$ciach nadziemnych gbn powodup nekrozy na bulwach (PTNRRng. Potato Tuber
Necrotic Ringspot DiseageW ostatnim czasie w Syrii wykryto izolaty, ktéema pomoeg
testow serologicznych olkileno, jako szczep PW (Chikh i in., 2010). Jednak, po
zakaeniu nimi tytoniu, powodowaty nekrozy nerwow, cogstowatoby,ze s to izolaty
nalezace do grupy PVYW. Po dalszych testach, okazate,sie czs¢ z nich wywoluje
nekrozy na bulwach ziemniakéw, co jest charaktgogste dla formy PVY™. Z tego te

powodu wydzielono nowgrup; w obrbie szczepu PVYi nazwanog PVYN™NNW,

5.3. Molekularne zranicowanie badanych izolatow wirusgRFLP)

Wykorzystanie metod molekularnych do badaniazmigbwania izolatow PVY
dostarczyto nowych elementdw rozszegeggh charakterystyk wirusa. Badaniami
polimorfizmu diugdci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) @by 60 izolatow wirusa, w tym
40 krajowych, 14 niemieckich i 6 chorwackich. Nadpawie wzoréw restrykcyjnych
skonstruowano drzewa pokrewstw przy wykorzystaniu dwoch zaych algorytmow:

UPGMA oraz Neighbor-Joining. Drzewa skonstruowane rpodstawie wzoréw
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restrykcyjnych po trawieniu enzymami Hin6 | i Sdypdzwolity na grupowanie badanych
izolatbw na grupy PVYW i PVYN™ chocia zdarzaly si pojedyncze przypadki,
zakwalifikowania badanych izolatéw z grupy PNW do grupy PVY'™ i odwrotnie.
Przypuszcza 8] ze mae to by wynikiem nieprawidiowej klasyfikacji serologicznej
spowodowanej mutagpunktows w obrebie regionu odpowiedzialnego za kodowanie epitopu
w bialku ptaszcza (CP), rozpoznawalnego przez odgumie przeciwciata. \Aréd wielu
badanych izolatow, pomimo pochodzenia zng@&h czsci kraju i/lub Europy stwierdzono
identyczne wzory restrykcyjne. Daje to podstado stwierdzenia,ze zidentyfikowane
genotypy § szeroko rozpowszechnione i jednagie wystpuja w wielu krajach Europy.
Zastosowane w badaniach enzymy restrykcyjne nievplity jednak na odrgnienie za
pomoa RFLP izolatbw zdolnych od niezdolnych do przetaragia odporngci
warunkowanej genema odmiany VAM i WElica. Te same wzory restrykcyjne uzyskiwano
dla izolatéw przetamuagych i nieprzetamuagych odpornéci tych odmian. Metogd RFLP
szeroko stosuje sido rozpoznawania i klasyfikacji genotypéw wirusoBlanco-Urgoiti
(1996) zastosowaktmetod do klasyfikacji szczepow wirusa Y ziemniaka. Nadgtawie
wzoréw restrykcyjnych uzyskanych po trawieniggidma restryktazami (Dde |, Eco RV,
Hinf I, Rsa |, Taq I) fragmentu DNA o diugd 879 nukleotyddw, obejmagego gen biatka
ptaszcza (CP) i region 3'NTR, skonstruowano drzg@wkrewieistw. Badane izolaty zostaty
przyporadkowane do trzech klastréw odpowiednio PYYVY" i PVYNY. Dwa pierwsze
pokrywaly st z klasyfikacy dokonam metodami serologicznymi. Trzeagrup: PVYN (ang.
non-potaty stanowity izolaty nie ziemniaczane, pochgoiz z tytoniu i papryki.
Rozwinieciem tych badé byta analiza izolatéw natecych do szczepu PVFY Na podstawie
otrzymanych wzoréw restrykcyjnych stworzono drzewpokrewigistw. Pomimo
dotychczasowego przekonani@ szczep PVY jest jednorodny, tutaj udatoesidowodné,
ze W jego obgbie istnief, 2 szczepy genetyczne P#Yi PVY©? (Blanco-Urgoiti i in., 1998).
Aby to potwierdzt, cytowani wyej autorzy zsekwencjonowali 4 z badanych izolatow.
Stwierdzono,ze obecné& waliny, jako pierwszego aminokwasu w biatku ptaszgest
odpowiedzialna za wyedienie szczepu genetycznego P¥YPodobne badania prowadzili
Glais i inni (1998), rownie wykorzystupc technik RFLP, poszukiwali regionéw
odpowiedzialnych za nekrotyczny charakter wirusani®va zastosowanie petnej diugo
cDNA uniemaliwialoby wskazanie tych regiondw, badacze wykotalls cDNA
amplifikowany w dwdéch fragmentach: o dhégo4063 i 5670 nukleotydéw. Do badazyto
10 izolatéw naleacych do czterech grup: PVY PVYN™ PVYMW i PVY©, rézniacych sé

zdolndcia do wywotywania nekroz na tytoniu i bulwach zienkdw. Zamplifikowane
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fragmenty DNA poddawane byty trawieniu przez siedamaymow restrykcyjnych. W efekcie
otrzymano wzory restrykcyjne RFLP. Dla pierwszydd6d nukleotydow analiza wzorow
restrykcyjnych wykazata obecfto 3 klastrow, ktore umdiwity odroznienie od siebie
izolatow PVY' (klaster A), izolatéw PVY¥™ i PVYNW (klaster B) i izolatéw PVY (klaster
C). Analiza restrykcyjna drugiej exi genomu o diugi 5670 nukleotydow wykazata
istnienie 2 klastrow: izolaty PVYi PVYN™ (klaster D) i izolatéw nalecych do PVY i
PVY"W (klaster E). Na podstawie znanych $diavosci biologicznych badanych izolatow i
uzyskanego grupowania na podstawie wzorow restigikcih RFLP wywnioskowanoze
determinanty wywotywania nekroz na tytoniu zck&izym prawdopodobfstwem mieszcg
sic w 5 potowie genomu, podczas gdy determinanty ozkna bulwach ziemniakow
zlokalizowane graczej w 3’ potowie genomu wirusa.

Dzicki zastosowaniu metody RFLP udate sbwniez ustalt, ze izolaty PVY'W i
PVYN™ s pojedynczymi lub wielokrotnymi rekombinantami pdaigmi ze szczepéw
PVY® i PVYN. W badaniach wykorzystano 14 izolatéw, ktérych yeskie geny z osobna
amplifikowano i poddawano trawieniu (RFLP). Wskazare genomy izolatow natecych
do PVY'W i PVYN™ posiadaj struktug mozaiki tzn., ze zawieraj sekwencje
charakterystyczne zaréwno dla PVYak i PVY® (rys. 4) (Glais i in., 2002)Dodatkowo
dzigki przeprowadzonym badaniom potwierdzongg biatko HC-Pro bierze udziat w
powstawaniu nekroz na tytoniu, a biatka Nla, N®H nekroz na bulwach ziemniakéw.

W niniejszej pracy podfo rowniez proke oceny dystansu genetycznego dgiebo
poszczegolne izolaty, ktory oceniono na podstawiega@ci ,galkczi” dendrogramow.

Podobnie jak w przypadku rozmdiania izolatéw na grupy PVYV i PVYN™

, hajbardziej
uzyteczne okazaly sidrzewa filogenetyczne UPGMA, skonstruowane na taods wzorow
restrykcyjnych pochodzych z trawienia enzymem Hin6 | (rys 39) i Sduyis(r43). Latwo
zauway¢ diugie gtéwne ,galzie” drzew rozdzielajce badane izolaty na klaster PVAY i
PVYN™ coswiadczy o duym dystansie genetycznym dzieym te dwie grupy izolatéw. W
obrebie poszczegdlnych klastrow diugo,gatezi” jest niewielka, coswiadczy o bliskim
pokrewiestwie izolatow wirusa. Warto zauwg jednak,ze pomimo niewielkiego dystansu
genetycznego dzigtego poszczegolne izolaty w @bie jednego klastra, istnigpojedyncze
izolaty, ktorych ,gatzie” sa nieco dhisze np. izolat 9/N/O7, czy 27/J/08, co sugerage,
dystans genetyczny dziel te izolaty od pozostatych jestekszy. Ma to odzwierciedlenie w
charakterze wywotywanych objawdw na tytoniu. 1z&&tJ/08 charakteryzowalesivybitnie
wysoka zjadliwoscia. Wywotywat on bardzo silne nekrozy pojawdeg s¢ juz po kilku

dniach od zakeaenia raliny. Przetamywat on rownie odpornd¢ odmian Wilica i VAM.
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Czulds¢ zastosowanej metody RFLP byta jednak niewystagcaaglla odranienia za jej
pomoa izolatéw przetamujcych i nieprzetamuagych odpornéci odmian VAM i Wilica.
Dlatego te, zdecydowano gina zsekwencjonowanie catych genomow kilkunasturarych

izolatéw celem poszukiwania determinantéw odpowiedeh za 4§ zdolngc¢.

5.4. Zdolngs¢ izolatow wirusa do przetamywania odporndci tytoniu

Proces infekcji wirusowej sktadagst kilku etapdéw: mechaniczne wnikie wirusa
do komorki przezsciarg komorkowy i btone komodrkows, dekapsydacja, replikacja RNA,
translacja. Namnmny wirus znajduje si w cytoplazmie. Jego rozprzestrzenianie¢ g0
kolejnych komoérek mze odbywé sic tylko poprzez plasmodesmy. W przypadku braku ze
strony gospodarza reakcji typu nadaiaosci, zakaone komorki, w ktérych wirus przeszedt
petny cykl infekcyjny, nie ulegajsmierci, ale staj sic rezerwuarem nam@ionego wirusa,
ktory atakuje kolejne komorki i tkanki. Pojawdeg s¢ po pewnym czasie od zatemnia
objawy & sumy zmian fizjologicznych i strukturalnych powodowahy@rzez patogena
(Maule i in., 2002). Ponadto lokalne na pg&n objawy w miejscu zaka&nia, po pewnym
czasie przeobraja Sic W poraenie systemiczne, powodowane przez rozprzestrzensin
wirusa przez naczynia przewage (ang. long-distance transport) (Scholthof, 20G@nomy
roslinne zawieraj duza liczbe genéw odpowiedzialnych za rozpoznanie i uniesakoeiie
potencjalnych patogenéw. Co awej, czsto § one zgrupowane w Kklastry, a czasami
zawieraj geny odpornéci na patogeny taksonomicznie ze sahbespokrewnione (Crute i
Pink, 1996).

Odpornd¢ moga zapewnid naturalnie wysfpujace u niektorych odmian allele
recesywne (Wernsman, 1992). Inny rodzaj odp@inaapewnia gen Nafr przeniesiony z
dzikiego gatunkuN. africana do tytoniu uprawnego (Lewis, 2007; Doroszewskal®@0
Odporng¢ maze by rowniez warunkowana obectoa transgenu (Czubacka 2010).
Jednake znalezienie i wykorzystanie famlanychzrodet odpornéci zabezpieczagych przed
wszystkimi  wys¢pujacymi  wariantami wirusa, z jednoczesnwysoky jakoscia form
uprawnych, jest niezwykle trudne.

W naszych badaniach do okenia zdolnéci przetamywania odporsoi tytoniu
przez PVY uyto odpornych odmian VAM i Wlica. W odmianie VAM, odporni na PVY i
kilka innych potywiruséw: TEV (angTobacco Etch Virgs TVMV (ang. Tobacco Vein
Mottling Virug zapewnia recesywny gera. Odmiana ta powstata w wyniku dvaetlania
promieniami X i selekgj genotypow odpornych na PVY (Koelle, 1961). Ten zagd
odporndci wykorzystywany jest w wkszaci odmian amerykaskich i pochodacych z
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Europy Zachodniej. Odporsé odmiany Wilica, podobnie jak innych polskich odmian jest
trudna do zdefiniowania, z uwagi na niedostatecadekumentowanie jej pochodzenia.
Jednym z mgiwych zrédet mogty by odmiany orientalne lub poétorientalne. Jedreakakt,
ze odporné¢ odmiany Wilica warunkowana jest pojedynczym recesywnym geneare
swiadczy¢ o zblzonym mechanizmie, opartym o dekegienu warunkujcego podatn& na
PVY, jaki wystpuje u odmiany VAM (Doroszewska, 2004).

W celu odszukania molekularnych determinantow odedwalnych za
przetamywanie odporsoi odmian VAM i WEilica analizowano sekwenrcgminokwasow
wszystkich biatek kodowanych przez poszczegélney geinusa. W catym genomie wirusa
znaleziono dwa miejsca, w ktérych mutacje powodgvpazetamywanie odporsoi tytoniu.
Obydwa miejsca zlokalizowane byly w g@bre genu kodujcego biatko VPg. Substytucji
ulegata seryna (S) na glicyfG) w pozycji 101 lub lizyna (K) na treorin(T), albo kwas
glutaminowy (E), w pozycji 105. ¥Wod badanych izolatow nie stwierdzono veysénia obu
mutacji jednoczénie. Ponadto, mutacje w pozycji 101, jak i w poryd)5, obserwowano
zaréwno wrod izolatéw PVY'W jak i PVYN™,

Uzyskane wyniki 8 zbiezne z obserwacjami badaczy jag&ich, ktorzy donosilize
mutacja w pozycji 105 biatka VPg, polegzg na substytucji lizyny (K) na kwas glutaminowy
(E), prowadzi do nabycia przez badane izolaty zafgindo przetamywania odporsa
odmiany VAM (Masuta i in., 1998). Jednak badania prowadzone przez Masut
wspotpracownikow dotyczyty izolatow uzyskanych wrarkach laboratoryjnych. Autorzy ci
wykorzystali polowe izolaty, nieprzetamage odpornéci VAM, z ktorych przez wielokrotne
pasaowanie na odmianie VAM wyselekcjonowali mutacje ipdapce zdolné¢ do
przetamywania odporsoi tej odmiany. W badaniach prowadzonych przebprauhiniejszej
rozprawy wykorzystano izolaty polowe.

Obserwowana w badaniach wlasnych mutacja w poz@ji, ktéra umgiwiata
przetamywanie odporsoi odmian VAM i Wilica, wystpowata réwnie wsrdd izolatéw
uzywanych w badaniach prowadzonych nad wptywem wieltmlego pasawania izolatu
SON41 na przetamywanie odpogsbgenuva® (Lacroix i in., 2011). Co wicej, mutacja w
pozycji 119 biatka VPg polegaja na substytucji kwasu asparaginowego (D) na mgi¢e)
lub kwasu asparaginowego(D) na al@n{A), rowniez powoduje przetamywanie odposod
warunkowanej genema (Lacroix i in., 2011). Podobne wyniki uzyskano adaniach nad
przetamywaniem genoywvr warunkuacych odpornéé papryki na PVY. Wskazano 6 pozycji
w centralnej cgsci VPg jako potencjalne mutacje prowade do przetamywania odportd
(Ayme iin, 2007).
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Nad zagadnieniem przetamywania odpadonoodmiany VAM, warunkowanej
recesywnym generva, pracowat réwnig Nicolas i in. (1997), ktérzy do baslavykorzystali
wirusa TVMV. Uzyli oni dwdch izolatow wirusa: TVMV-S, ktory przetaywat odpornéé
warunkowan genemva oraz TVMV-WT, nieprzetamugego odpornéci. W sekwencjach
aminokwasowych badanych biatek VPg stwierdzono ojeta széciu pozycjach, przy czym
cztery z nich byly niezfine do przetamania odpowo tytoniu (Nicolas i in., 1997).
Chocia sekwencje aminokwasowe biatek VPg, pochggieh z TVMV i PVY, znacznie si
réznia, to uzyskane metadChou-Fasmana modele struktury drugdmwvej tych biatek s
bardzo do siebie podobne, szczegdlnie w pabl-kaica. Co w¢cej, obserwowane mutacje
zlokalizowane byty w strukturalnie podobnych mi@sle. Przypuszczasize te mutacje
moga powodowa zmiany w konformacji biatka VPg, ktére wplywajna zdolnéé
zmutowanych biatek do oddziatywania z innymasteczkami, biarcymi udziat w procesie
infekcyjnym (Masuta i in., 1998).

Prawdopodobnym jestze mechanizm przetamywania odpaicio warunkowanej
recesywnym genenva, maze by zblizony do przetamywania odporie papryki
warunkowanej genermpvr2. Produkt gengvr2, to eukariotyczny czynnik inicjacji translacji
elF4E, zbudowany z 228 aminokwaséw. Jego dwa receswllelepvr?® i pvr2' zapewniaj
odpornd¢ odpowiednio: na szczep PVY-0 i jednoézie na PVY-0i 1. Te dwa allele m0ia
sic od allelu dominujcego warunkujcego podatn@ na PVY dwiema mutacjami
punktowymi. Pierwsza z nich jest identyczna dladway alleli warunkujcych odpornéc, za
druga jest charakterystyczna dlaz#tago z alleli wysfpujacych u ralin odpornych.
Dowiedziono,ze oddziatywanie biatka VPg z biatkiem elF4E jestziizdne do zakzenia
rosliny. Wspomniane wjej mutacje w elF4E warunkige odporné¢ na PVY,
uniemaliwiaja interakcg biatka VPg wirusa z elF4E gospodarza, co powodigedolngé
wirusa do zakzenia rd@liny (Ruffel i in., 2002). Natywne biatko elF4E pada miejsce do
ktérego przydiczane $ mRNA i biatko elF4G, bdace sktadow kompleksu inicjacji translacji
— elF4F. Czynnik elF4G przydza helikaz elF4A i ziaony z wielu podjednostek czynnik
elF3, to z kolei prowadzi do przgzenia podjednostki 40S rybosomu i w efekcie ineju
proces translacji (Gingras i in., 1999). Przypuszse, ze wirusowe biatko VPg me
spetnid& podobn role jak struktura czapki na 5 Kou mRNA komorkowego i hy
przytaczane do czynnika elF4E zamiast niej,¢llziczemu wstrzymana zostaje translacja
MRNA gospodarza, w bardzo krétkim czasie po zamfelniu komorki (Grzela i in., 2006).
Odporng¢ roslin na potywirusy polega wt na braku maiwosci interakcji biatka VPg z
elF4E, lzdacego wynikiem mutacji w okbie genu kodujcego czynnik elF4E. Przypuszcza
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sig, ze mechanizm odporgo tytoniu warunkowany recesywnym genem jest podobny do
tego warunkowanego genegmir u papryki. Szczegolniee mutacje w pozycjach 101 i 105, w
sekwencji aminokwasowej biatka VPg opisane poejywystpowaly réwnie u izolatow
wirusa pochodgych z papryki zdolnych do przetamywania odpéonowarunkowanej
genempvr2 (Moury 2010).

Choci&z w uzyskanych przez autora wynikach tylko w die biatka VPg
odnaleziono determinanty molekularne odpowiedziak#e zdolné¢ do przetamywania
odporndci warunkowanej przez gera, to znane gdoniesienia literaturowe, 0 mutacjach w
innych genach potywiruséw, ktére powoglyrzetamywanie odporsoi. Wirus mozaiki i
lisciozwoju grochu (PSbMV) (and?ea seed-borne mosaic viju$VY na papryce i wirus
mozaiki sataty LMV (angLettuce mosaic virys przetamu odpowiednie geny odporsa:
sbm pvr4 i mol. Determinanty genetyczne odpowiedzialne za twigja zlokalizowane &
odpowiednio w olgbie genéw: P3/6K1, NIb i CI/6K2 tych potywirusowofiansen i in.,
2001; Abdul-Razzak i in., 2009; Janzac i in., 2010)

5.5. Zrdéznicowanie sekwencji i klasyfikacja filogenetyczna

Okreslenie zr@nicowania gendw i pelnych sekwencji genomu wirusgbnanych
izolatow pozwolito na ich poréwnanie z sekwencjaamieszczonymi w GenBanku. $véd
badanych izolatéw znalazly ¢sizarébwno przetamage jak i nieprzetamage odpornéci
odmian VAM i Widlica oraz nalgace do PVY'W jak tez do PVY'™. Badane izolaty
pochodzity z Niemiec, Chorwacji oraz z 4 lokalizagjPolsce.

Na podstawie bada zbieznosci klasyfikacji opartej na serotypie izolatow z ich
genotypem ustalonym na podstawie sekwencji ustalandwie pozycje aminokwasowe — 12
i 28 biatka ptaszcza magwchodz¢ w skiad epitopu rozpoznawanego przezwane
przeciwciata monoklonalne i braudziat w reakcji z nimi. Badane izolaty PVY 8 i ®P\9
pomimo posiadanego serotypu O (brak reakcji z prasatami anti-PVY'), genotypowo
nalezaly do PVY'™. Podczas wnikliwej analizy sekwencji aminokwasowigitka ptaszcza
ustalono,ze w pozycji 12 i 28 nagpita substytucja polegsa, w obu przypadkach, na
zamianie lizyny (K) na arginin(R).

Podobne badania prowadzono w Japonii na syryjskotacie wirusa — PVY-12. W
testach serologicznych reagowat on z dwoma przeaiarai monoklonalnymi skierowanymi
przeciwko szczepom PVA*i PVY", chocia biatko ptaszcza posiadat takie jak u szczepu
nekrotycznego. Analiza sekwencji genu CP, ujawniatacg w pozycji 29. Substytucja z

kwasu glutaminowego wystujacego wréd izolatéw naleacych do szczepu PVY na



glicyne charakterystyczp dla izolatéw ze szczepu P\/Yspowodowataze biatko ptaszcza
reagowato z przeciwciatami skierowanymi przeciwkezepowi O i C (Chikh i in., 2007).
Dalsze badania wykazatye glicyna w tej pozycji (&) jest silnie zakonserwowanassd
izolatéw naleacych do PVY, PVY® i PVY"W, podczas gdy kwas glutaminowy lub
glutamina (G lub Qo) jest silnie konserwowana u PVYi PVYN™. Takie silnie
zakonserwowane fgoraz kg i Q.9 0bserwowano rowniew badanych przez autora izolatach
odpowiednio u PV¥w i PvYN™,

Badania nad rozpoznawaniem przez przeciwciata nionakie 1F5 (anti-PVY,
szeroko stosowane w USA w programach certyfikaajizeniakow), epitopu nekrotycznego
na powierzchni biatka ptaszcza prowadzit Karasiv (2010). Zauwayli oni, ze obecnéé w
pozycji 98 glutaminy (Q), powoduje rozpoznawanietka przez ten rodzaj przeciwciata,
podczas gdy wyspowanie w tym miejscu argininy (R), skutkowato beak reakcji. Badania
dotyczyly izolatow poétnocno-amerykskich. W badaniach autora niniejszej rozprawy,
rowniez w pozycji 98 wystpuje taki sam rinicujacy aminokwas. lzolaty natece do
PVY"W posiadaly arginia (R), z& PVY"™ — glutamir (Q). Z uwagi na toze zaréwno
potnocno-amerykigskie jak i europejskie izolaty w adfrie poszczegdlnych szczepdéw
posiadaj ten sam aminokwas, mga przypuszczaze miejsce to jest silnie konserwowane.

Badania nad zmien&aia biatka CP prowadzono rowriena izolatach LYE 84 i LYE
84.2, pochodzych z pomidorow. Biatko to, posiadato motyw DAGpazycjach 6-8, ktory
jest niezledny do przenoszenia wirusa przez mszyce (Morel, i2800), jak rownig motyw
MVWCIENG, bardzo mocno konserwowany u wielu potysidw (Hall i in., 1998).
Wystepowanie obydwu motywOw zostato rowniepotwierdzone w biatkach ptaszcza
izolatow badanych przez autora rozprawy.

Podczas badania zmicowania genomu wirusa poszukiwano rownmolekularnych
determinantéw objawow nekrotycznych na tytoniu. hdska (1997) donositaze
determinanty nekroz nerwOw na tytoniwissytuowane poza sekwencjaminkowymi 3’ i 5’
genomu wirusa Y ziemniaka. Na tej podstawie we €jrgmoszukiwano determinantéw w
obrebie genéw P1, HC-Pro i P3. Do badaykorzystano izolaty PVY-605 (powodujcy
powstawanie nekroz na tytoniu) i PYM39 (nie powoduicy nekroz), oraz uzyskane
metodami molekularnymi zmodyfikowane sztuczne klomy hybrydowymi genomami
(Tribodet i in., 2005). Modyfikacje genomu polegalg zamianie fragmentu genomu P\Y
605, w obebie genéw P1, HC-Pro i P3, homologicznymi fragmetitgenomu PVY-139.
Poniewa utrata zdolnéci wywotywania nekroz wysgpita w przypadku wariantow z

wklonowanym genomem pogazy 2087, a 2591 nukleotydem (358 aminokwasem ¥kiia
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HC-Pro, a 60 aminokwasem w biatku P3), oznaczaloz# ten widnie region jest
odpowiedzialny za powstawanie nekroz. Wykazananio® w sekwencji aminokwasowe;j
tych biatek w 9 pozycjach, przy czym tylko dwie goe aminokwasowe w pobli C-kaica
biatka HC-Pro — 400 i 419, miaty wptyw na indukowanekroz na tytoniu. Miata tu miejsce
substytucja z argininy (R) na lizgr{K) w pozycji 400 i substytucja z kwasu asparagiego
(D) na kwas glutaminowy (E) lub glicgn(G) w pozycji 419 (Tribodet i in., 2005). W
badaniach wiasnych rowrieobserwowano w pozycjach 400 i 419 biatka HC-Pro,
odpowiednio lizyr i kwas glutaminowy. Wydaje sito zrozumiate, gdy wszystkie badane
izolaty wywotywaty nekrozy na tytoniu.

W dalszych badaniach (Rolland i in., 2009) starakowyjasni¢, czy do wywotania
nekroz niezbdna jest obecrio Ky I E419 jednoczénie. W tym celu wykorzystano izolat
PVYN-605 oraz jego pochodne PWY, PVY®P i PVY*REP hedace sztucznie uzyskanymi
mutantami. PV¥® miat zmodyfikowany tylko nukleotyd 2213 z A na & skutkowato w
sekwencji aminokwasowej zmigamv pozycji 400 z lizyny (K) na arginin(R) i zachowanym
w pozycji 419 — kwasem glutaminowym (E). P¥¥Ymiat zmodyfikowany tylko nukleotyd
2271 z A na C, co skutkowato w sekwencji aminokwagazmiary w pozycji 419 z kwasu
glutaminowego (E) na kwas asparaginowy (D) i zadmaww pozycji 400 — lizya (K).
Mutant PVY®EP w pozycjach aminokwasowych 400 i 419 posiadatrangi (R) i kwas
asparaginowy (D), identycznie jak izolat P%¥39. Izolaty PVYR i PVYEP nie
powodowaty powstawania nekroz na tytoniu, co ozat;ze do ich wywotania niezjoina
jest obecng& aminokwasow Koo i Es19 jednoczénie (Rolland i in., 2009). Ponadto brak
zdolndici wywolywania nekroz przez izolat PV¥¥P, ktéry poza aminokwasami w
pozycjach 400 i 419 posiadat sekwendolatu PVY'-605, sugerowatze s to jedyne
aminokwasy odpowiadaje za § wtasciwosc.

Ostatnie doniesienia sugegygdnak,ze czasami aminokwasyl i E419 moga by¢
niewystarczajce do indukcji nekroz. Ofow USA, z ziemniakdéw pozyskano izolat L26, ktory
we wspomnianych pozycjach posiadat zaréwno kzjak i kwas glutaminowy. Niestety
objawy, jakie wywotywat, bardziej przypominaly pjaaienia, nz nekrozy. W wyniku
przeprowadzonych baflaokazatlo si, ze za utrai zdolndgci wywolywania nekroz
odpowiedzialna jest mutacja 1627 nukleotydu z Agpao skutkuje substytucaminokwasu
w obrebie biatka HC-Pro w pozycji 205 z kwasu asparagiegav(D) na glicya (G) (Hu i in.,
2009). Dodatkowo na podstawie modelowania struktirygorzdowej biatka ustalonoze

wszystkie trzy aminokwasy eksponowarens zewrtrznej powierzchni biatka. Povgze
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wyniki sugerug, ze molekularne determinanty indukowania nekroz naniy s ztozone i
moa@ tu byt zaangaowane réwnie inne aminokwasy na C-kou biatka HC-Pro.

W badaniach nad ztdicowaniem genomu, Moury i in. (2002) badali wspgtmik
o, przedstawiajcy stosunek substytucji niesynonimicznych, do sidbsji synonimicznych,
ktory obrazuje prawdopodobmresg selekcyjm na poziomie biatka. Zeli ®>1, oznacza to,
7€ mutacja niesynonimiczna zapewnia przydabnzewag w stosunku do biatka bez tej
mutacji lub z mutagj synonimiczi (selekcja pozytywna). deli wartasci o sa bliskie zeru,
oznacza toze bialko jest szczegdlnie konserwowane ewolucyjmaepoziomie sekwencji
aminokwasowej. Kiedy wspotczynnikw=1, oznacza to neutralne znaczenie dla ewolucji.
Odnaleziono jednpozycg — 14, w sekwencji aminokwasowej biatka 6K2 wykaezgjo>1,
oraz 24 takie pozycje w aofisie biatka CP (Moury i in., 2002). Wyniki batl@rowadzonych
przez autora tej rozprawy, rownigokazuj w pozycji 14 biatka 6K2 mutagjwzgledem
uzytego izolatu referencyjnego, gdzie mgéa substytucja z izoleucyny (I) na treogi(r)
we wszystkich badanych izolatach. Ponadto subgtytacasparaginy (N) na lizgn(K)
zidentyfikowano w pozycji 16 tego biatka — rowhigve wszystkich badanych izolatach
wirusa. Swiadczy to o ewolucyjnej selekcji pozytywnej. W poadku innych potywirusow
takie mutacje odnajdywano rowniev biatku ptaszcza, szczegolnie na Niko, ktory jest
wyeksponowany na zewtz czstki wirusa. Niektére z tych pozycji aminokwasowych
wystepowaty w wirusach z rodzajBotyvirus PVY, BYMV (ang.Bean yellow mosaic virjis
YMV (ang. Yam mosaic virgs(Moury i in., 2002). W badaniach autora nagronesuik
mutacji rownie: obserwowano gtéwnie na N-kou biatka CP (rys.54).

W USA podejmowano préby rozmiania izolatobw potnocno-amerykskich od
europejskich na podstawie zric w sekwencji nukleotydowej genu P1, przyyciu
specyficznego startera reakcji PCR (S2). Startedtugacsci 19 nukleotydow posiadat w
pozycji 15 rénicujaca zasag komplementarp do odpowiedniego nukleotydu w @bie
genomu wirusa (Nie i Singh, 2002). Sekwencja startstata dobrana na podstawie 11
dostpnych woéwczas sekwencji genu P1. Izolaty poétnoamergkaiskie w tej pozycji
posiadaty adenin(A), podczas gdy europejskie guani®G). Odnoszc to do izolatéw wirusa
omawianych w niniejszej rozprawie, am@ przypuszcza ze wykorzystujc ten starter izolat
niemiecki (PVY 8) i polski (PVY 9), a wc izolaty europejskie bytyby kwalifikowane jako
potinocno-amerykigskie, poniewa w komplementarnej dla tego startera pozycji zaaWer
one adenia (A).

W niniejszej pracy przedstawiono propozycje kldsdii izolatow PVY na podstawie

82 petnych sekwencji genomowych pozyskanych z GekBa 15 badanych przez autora.
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Skonstruowane dwa drzewa filogenetyczne nigrgimi metodami UPGMA (rys. 55) i
Neighbor-Joining (rys. 56) prezentowaly zbine wyniki. Izolaty poddane analizie
filogenetycznej utworzyly klastry: PV, PVY®, PVYN™ i PvYNNTN ' o swiadczy o
istnieniu kilku genotypéw wswiatowe] populacji wirusa. Ponadto izolaty pochgm z
pomidora, papryki oraz stary izolat tytoniowy MNtworzyty odlegly ewolucyjnie od
pozostatych izolatéw klaster, w alie ktérego, udato siwyrézni¢c maty klaster PVY.
Izolaty PVY badane przez autora zostaty umiejscaeiodpowiednio do genotypu, w dwdch
klastrach: PVY'W i PVYN™. Warto tu jednak zauvige, ze izolaty PVY 9 i PVY 15, byly ze
soly blizej spokrewnione w stosunku do pozostatych badanyotatow i na drzewach
filogenetycznych zostaty wyo¢lnione, w matym podklastrze. Niemal wszystkie ba&dan
izolaty zostaty zaklasyfikowane do odpowiednichskiéw zgodnie z ich charakterystyk
serologiczn. Wyjatkiem s tutaj izolaty PVY 8 i PVY 9, ktére mimaze posiadaty serotyp
PVY®, znalazly si w klastrze PVY™. Powodem byta opisana wgj mutacja punktowa, w
obrebie biatka ptaszcza, zmienagp epitop rozpoznawany przez przeciwciala monokiena
anti-PVY-N.

W grupie izolatéw PVYW, wykazano bardzo wysokie podomééwo badanego
izolatu PVY 14 do pétnocno-ameryiigkich izolatéw PVY"© oraz izolatu PVY 7 do izolatu
Wilga 261-4 i PVY-LW, opisanego przez Schuberta i in. (2007). Pogisiivo sekwencii
izolatu PVY 14 do pdéinocno-ameryikskiego L56 opisanego przez Nie i in. (2004) wyroost
99,1 %. Stopit identycznéci sekwencji midzy PVY 7, a PVYLW i Wilga 261-4 wyni6st
odpowiednio 98 % i 99%, a poeuizy izolatami PVYLW i Wilga 261-4 — 97,9 %,.
Podobi@stwo izolatu PVY 7 do PVY-LW jest zastanawiage, poniewa PVY 7 naley do
grupy PVY'W, podczas gdy ten drugi uznany jest zazghe do szczepu PV (Chachulska
iin., 1997a). Jednak w badaniach Chachulskiej (1897a) i Tordo i in. (1995), na drzewie
filogenetycznym zbudowanym w oparciu o sekweraninokwasow biatka ptaszcza byt on
réwniez grupowany w jednym klastrze z izolatem PNWi. Sugeruje toze PVY°-LW moze
by¢ rekombinantem porailzy szczepem PV i PVYN, co zreszt potwierdzita analiza
rekombinacji przeprowadzona przez autora (rys. 57).

W grupie izolatow PV¥™, dwa z nich PVY 9 i PVY 15, wykazujwicksze
ewolucyjnie pokrewigstwo w stosunku do brytyjskiego v942490 i potnoamoerykaskich
423-3, HR-1, L26 i N4 (Hu i in., 2009), ndo pozostatych badanych przez autora polskich
izolatéw. Podobigstwo sekwencji izolatu PVY 15 do sekwencji izolatytyjskiego v942490
i pétnocno-amerykaskiego 423-4 wyniosto odpowiednio 99,8 % i 99,7 #édczas gdy do
polskiego PVY 4 — 99,6 %.
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Podobigéstwo badanych izolatéw, zaréwno z grupy PW jak i z PVY'™, do
wybranych izolatow potnocno-ameryiskich jest bardzo de. Szczegdllnie do tych
uwzgkdnionych w pracach Nie i Singh (2002), ktérzy badalozliwos¢ rozr&niania
europejskich i amerykeakich izolatow na podstawie ich sekwencji. 1zolptgez nich badane
utworzyly na drzewach filogenetycznych dwa klasfgden, zawieragy izolaty europejskie i
drugi w sktad ktérego wchodzity izolaty pochade z USA. Podobiestwo sekwencji w
obrgbie klastra wynosito 98%, podczas gdy pedaly klastrami zaledwie 90%. Zupetnie
odmienne wyniki uzyskali Lorenzen i in. (2006), tdp porownywali sekwencje izolatow
PVY pochodzacych z Europy, USA i Kanady. Péinocno-amemgdide izolaty PVY' i
PVY"™ mialy w 99 % identyczn sekwengi z izolatami europejskimi. Natomiast izolaty
PVYMCbyly w 99,5 % identyczne z izolatami europejskiriY?'W. Byto to potwierdzeniem
faktu, ze europejskie warianty szczepow pojawiky wi USA.

W badaniach podfo rowniez proby poréwnania badanych przez autora
zrekombinowanych form wirusa — izolatu PVY 14 natego do PVYW i PVY 15
nalezacego do PVY¥™, z formami niezrekombinowanymi — P\/Y39 (CS434577) i
PVYN605 (X97895; Schubert i in, 2007). Podotsivo sekwenciji izolatu PVY 14 do
niezrekombinowanego P\AL39 i PVY'605, wyniosto odpowiednio 92,7 % i 88,2 %5 za
PVY15 do PVY'605 i PVY°139 wyniosto 93,5% i 88,1 %. Poréwnano révnie
podobigstwo sekwencji badanych przez autora izolatéw wetmibrgrup PVY'W i PVYN™
oraz mgdzy nimi. Najbardziej zbtione sekwencje portdzy grupami wykazano dla izolatéw
PVY 4 i PVY 14, najwmksze ranice wykazano pomdzy sekwencjami PVY 7, a PVY 9 i
wynosity one odpowiednio 94 % i 92,2 %. W ¢lie tego samego klastra najbardziejniéy
sic miedzy sola sekwencje izolatow — &6d PVY'W: PVY 14 i PVY 6, a wréd PVY'™:
PVY 9 i PVY 11, z& ich podobiéstwo wynosito odpowiednio 97,3 % i 99,4 %. Pasge
dane sugeraj ze zmienné¢ sekwencji irod izolatéw naleacych do PVY'W jest wiksza,
niz izolatéw PVY'™. Warto w tym miejscu réwniewspomnié o matej grupie izolatéw
nekrotycznych m.in. egipskim N-Egypt i francuskir¥h w obrebie klastra PVY. Ulegly
one rekombinacji i posiadafiwie bardzo mate wstawki typu PVYw obrbie 3'-koaca genu
NIb oraz regionu 3'NTR. Pozostataeéz genomu jest typu PV, dlatego te zostaly one
zaliczone do klastra P\V&/(Ogawa i in., 2008).

5.6. Rekombinacje
Analiza przetasowania sekwencji genomowych dziésvieseciu siedmiu izolatow,

w tym pktnastu whlasnych, z wykorzystaniem pakietu RDP pdiavoautorowi na
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stwierdzenieze w obebie gatunku PVY, rekombinacja jest zjawiskiem bardzstym. Na
97 analizowanych sekwencji genomowych, 95 stanowakombinanty, a jedynie u dwoch
nie stwierdzono tego zjawiska: Adgen i Chile 3.

Wszystkie badane przez autora izolaty male do grupy PVY™ wykazywaly
identyczny wzor rekombinacyjny, tzn., we wszystkizblatach miejsca rekombinacji byty
identyczne. Sekwencja pierwszych 2417 nukleotydest zblzona do sekwencji izolatu New
Zeland (AM268435; Schubert i in., 2007) i wykazi$9,1 % podobigstwa sekwencji
nukleotydowej, od pozycji 2418, naptje przeiczenie do sekwencji typowej dla szczepu O,
nastpnie w pozycji 5820 nagpuje kolejne przakzenie do sekwencji typowej dla szczepu
PVY™N. Jako izolat rodzicielski wskazano tu izolat P\605, ktéry wykazuje podohistwo
sekwencji rowne 99,4 %. W pozycji 9173 wykryto Kok przehczenie do sekwencji typowej
dla PVY°, a w pozycji 9661 kolejne przgizenie do sekwencji podobnej do izolatu New
Zeland — 91,1%.

Wsréd badanych izolatow PVYV, obserwowano trzy niezalee wzory
rekombinacyjne. Pierwszy wygtujacy u izolatéw: PVY 2, PVY 3, PVY 5, PVY 6, PVY 10 i
PVY 12. Na kacu 5’ znajduje si sekwencja typowa dla szczepu PY/Yastpnie poméidzy
pozycjami 57, a 493 zidentyfikowano sekwengplizona do izolatu SASA-110 — 98,2%
podobigistwa sekwencii, ale wet reprezentuje ona sekweadjpows dla szczepu PVY. W
pozycji 494 naspuje przeiczenie sekwencji na typandla PVY", zblizong do izolatu New
Zeland. W pozycji 2386 zlokalizowano kolejne migilsekombinacji, w ktorym nagiuje
przehczenie z powrotem na sekwegtypows dla PVY. Nieco inny wzér rekombinacyjny
prezentuje izolat PVY 7. Pierwsze miejsce rekomgjiradentyfikowano w pozycji 57, gdzie
nastpuje wymiana sekwencji na zbting do tej z izolatu SASA-110, ale vagi bedaca typu
PVY®, ktéra kaiczy sk drugim miejscem rekombinacji w pozycji 671. Ngwstie od pozycii
687 nasfpuje zmiana charakteru sekwencji na PV¥blizona do izolatu New Zeland i
zgodry, z nia w 99,2 %. W pozycji 2386 nagiuje powr6t do sekwencji typowej dla PRY
Izolat PVY 14 wykazuje jeszcze inny wzor rekombiyjag. Od kaica 5 do pozycji 2321
posiada wstawk o sekwencji zbfionej do izolatu New Zeland, po czym nrgstwato
przehczenie na sekwencje typavdla PVYC. Przy kaicu 3’ zidentyfikowano jeszcze jedno
miejsce rekombinacji, gdzie w pozycji 9660 rasije przesczenie do sekwencji typowej dla
PVY". Wsréd analizowanych sekwencji gsto pojawialy si tzw. nieznane wstawki (ang.
unknown), dla ktérych nie odnaleziono podobnychwssicji rodzicielskich wréd uzytych
do analiz 97 petnych sekwencji genomowych lub wktadia ktérych program RDP nie byt

w stanie okréi¢ pozycji jej kaca. Z uwagi na bardzo du ilos¢ uzytych do obliczeé
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sekwencji, mena przypuszcza ze mae to by wynikiem tzw. szumu zdarze
rekombinacyjnych (Martin i Rybicki, 2000; Kim i in2009). Sekwencje badane przez autora,
posiadaly miejsca rekombinacji zne do ju wczeniej opisywanych izolatow syryjskich
(Chikh i in., 2010). Miejsca rekombinacji w pozycia2417 i 5820, w okbie genow P3 i
Nla (VPg) badanych izolatéow PV, s zblizone do miejsc rekombinacijisnod syryjskich
izolatébw z grupy Syr-1 i Syr-ll — tu pozycje odpadnio 2414 i 5833. Pozycja 9173 w
obrgbie genu CP, byta podobna do tych wpsfacych w europejskich izolatach badanych
przez Glais i wsp. (2002). Tam rownieastpowato przeiczenie z sekwencji typowej dla
PVY" na sekwengjPVY®. Z tym, ze w badanych przez autora izolatach Py w pozycji
9661 w obebie regionu nie ulegagego translacji 3'NTR, nagtowato kolejne przetzenie
na sekwengj typowa dla izolatéw nekrotycznych PVY podobnie jak w izolacie Egypt-N i
PVYn (Abdel i in., 2003, AF522296; Robaglia i i1989, D00441) Pozycja 493 w okbie
genu P1 u badanych izolatéw PV, byta zblizona do obserwowanej przez Glais i wsp.
(2002) pozycji 499-500 i pozycji 500 w péinocno-agk@nskim izolacie PN10A
sklasyfikowanym jako PVY° —(Lorenzen i in., 2008), w ktérych negowato przeiczenie z
sekwencji typowej dla PVY na PVY'. Typowymi miejscami rekombinacji&dd izolatéw z
grupy PVY'W jest 3’ koniec genu HC-Pro. U badanych izolatéki¢ miejsca rekombinacii
znajdowaly st w pozycji 2386 i 2321. W tym samym regionie stwisono rekombinacje u:
europejskich izolatéw PVNW, amerykaskich ID-1, OR-1, PN10A i syryjskich izolatach z
grupy Syr-l i Syr-1l oraz syryjskim izolacie PVY-1& pozycjach odpowiednio 2414-2418,
2396-2412 i 2414. Obserwowane niewielkie przesuai w lokalizacjach miejsc
restrykcyjnych meéna ttumaczy niska presp selekcyja na te miejsca w genomie wirusa
(Chikh i in., 2010). Wréd badanych przez autora izolatéw matych do PVY'W za
wyjatkiem izolatu PVY 14, wskazano pozych7 jako miejsce rekombinacji, ktére nigdy
wczesniej nie byto opisywane w literaturze.

Warto zauway¢, ze region obejmugy geny P3 (u PVY™ z wylkczeniem 10
pocztkowych nukleotydéw), 6K1, CI, 6K2 i VPg (u PV — 5"-koacows czesé genu) jest
u wszystkich badanych przez autora izolatéw typty P\podobnie jak u izolatéw pétnocno-
amerykaskich badanych przez Hu i wsp. (2009).

Rozmieszczenie miejsc rekombinacji najprawdopo@gbnie jest przypadkowe.
Przypuszcza gj ze zjawisko rekombinacji nme by wynikiem wewrtrznych cech cgstek
RNA wirusowego, takich jak obecfioregiondéw bogatych w sekwencje AU, w RNA dawcy i
biorcy jak w przypadku wirusa mozaiki stoktosy (By{ang.Brome mosaic virys(Nagy i

Bujarski, 1997). Zostato to zregzpotwierdzone dla miejsc rekombinacji w pahlipozyciji
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2395 i1 5840 u PVY (Hu i in., 2009a). Innym warunkieagcia zjawiska rekombinacji jest
koinfekcja raliny przez dwa rodzicielskie szczepy (Bousalem . @2000). Nie jest wc
zaskoczeniemze zjawisko rekombinacji u PVY nmie powodowa tworzenie nowych typow
izolatéw wirusa, takich jak PVMW i PVYN™, ktére przypuszczalnie wykazukorzysci w
stosunku do form rodzicielskich (Glais i in., 200Ppnadto na z&gie rekombinacji mae
mie¢ wptyw struktura drugorddowa RNA, szczegdlnie zdoleodo tworzenia struktur typu
»Spinki do wioséw”, ktéra mge by sygnatem do zatrzymania replikazy na matrycy i
bezpdrednio sprzyja rekombinacji RNA przez przytzenie zatrzymanej replikazy do
kompleksu nowo tworzonych nici podczas zjawiskassover(Nagy i Simon, 1997a). Poza
wspomnianymi  wyej czynnikami, ktére wplywaj na wysipienie zdarze
rekombinacyjnych, przypuszczalnie istmiegnne — dodd nierozpoznane, takie jak stma

gospodarza, czy ograniczenia w selekcji ekologic@te i in, 2009).
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6. Podsumowanie i wnioski

1. Tempo pojawiania siobjawow PVY w warunkach naturalnej presji infekusjj byto
zroznicowane i zalene od odmiany tytoniu oraz warunkéw pogodowych paoyech

w danym roku. Najrisze tempo obserwowano w 2006 roku, a nagag w 2008 r.

2. Poziom infekcji odmian podatnych byt zrdcowany; najwekszej infekcji ulegata
odmiana Kentucky 17, zanajstabiej infekowana byta odmiana Habana 92, we
wszystkich badanych latach. W badanym okresie sta&tmo teé wzrost udziatu
porazonych rglin od 27% w 2006 r. do 90,7% w 2008 r.

3. Regionem o najwkszym nasileniu infekcji odmian podatnych bytizejow. Sredni
udziat zainfekowanych &tin tytoniu w latach 2006-2008 wyniost tu 69,8% ytb
istotnie wyzszy od poziomu pof@nia w pozostatych regionach. Naguy sredni
stopier infekcji obserwowano w Grudgizu — 35,7%.

4. Infekcje PVY odmian odpornych w warunkach polowymyty niskie; sredni udziat
roslin porazonych w badanym okresie nie przekroczyt 0,6%. Napey udziat
chorych rglin stwierdzono u odmiany Virginia SCR (2,5%), nmaiast nie ulegta
infekcji odmiana VAM. Nie stwierdzono istotnejadicy w nasileniu infekcji odmian
odpornych pomidzy regionami. Pomimo niewielkiej liczby pacmnych ralin

widoczny jest staty wzrost infekcji w tej grupieraghn.

5. Warunki pogodowe miaty istotny wptyw na nasilenie¢Yw Polsce. Wykazanaqze
nizsza temperatura w okresie wegetacyjnym sprzyja ogem choroby, natomiast
diugo utrzymujca si srednia temperatura povsj 20°C jest skorelowana z niskim

poziomem infekcji tytoniu.

6. Procentowy udziat izolatéw PVY z grupy PUW i PVYN™ jest zrénicowany i
zaleny od regionu. Najwiszy udziat PVY'W obserwowano w Grudaizu i
Augustowie. Niezalie od regionu obserwowany jest natomiasigigi wzrost

udziatu izolatéw wirusa z grupy PVY".
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7. Udziat izolatbw PVY zdolnych do przetamywania odpsci tytoniu byt
zréznicowany w poszczegOlnych regionach. Napej izolatbw przetamagych
odporng¢ pochodzito z ddrzejowa. Stwierdzono e wyzszy udziat izolatow
przetamujcych odpornéé typu va wsréd grupy PVYN™ (21%) niz wsréd PVY'W
(5,6%).

8. Analiza wzorow restrykcyjnych oraz skonstruowanyeh ich podstawie drzew
filogenetycznych wykazataze najlepsze rezultaty w odniesieniu do grupowania

izolatow PVY na poszczegolne serotypy uzyskanogstasowaniu nukleazy Sdu I.

9. Na podstawie otrzymanej sekwencji aminokwasowejp&inych genoméw PVY
wskazano i scharakteryzowano pozycje w biatku VEL(i 105), w ktorych mutacje
prowadz do uzyskania przez wirusa zdodoodo przetamywania odporéa odmian
VAM i Wi lica.

10.W sekwencjach aminokwasowych wskazano pozycjmicajace badane izolaty na
PVY"W i PVYN™. Ponadto w olgbie sekwencji aminokwasowej biatka ptaszcza
(CP) wskazano pozycje 12 i 28 jako prawdopodobniboslzce w sktad epitopu

wirusa.

11.Na podstawie przeprowadzonej analizy wykazange wszystkie poddane

sekwencjonowaniu izolaty posiadarekombinowany genom.
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Zatqgczniki

8. Zalaczniki

8.1. Wykaz badanych izolatéw PVY

Zalacznik 1. Biologiczna i serologiczna charakterystigaatéw wirusa Y ziemniaka

Testy biologiczne Testy serologiczne
Izolaty VAM Wi lica Samsun H ELISA ELISA
I Il | 1] | Il 1 2

1.By21/A/06 ns ns ns ns vn vn + -
2.Ky17/A/06 ns ns ns ns vC vn + -
3.Hb92/A/06 ns ns ns ns VC VC + -
4.By21/A/06 ns ns ns ns vn vn + -
5.K326/A/06 ns ns ns ns ns ns + -
6.NC95/A/06 ns ns ns ns vn vn + -
7.PBD6/A/06 ns ns ns ns vn vn + -
9. K326/A/06 ns ns ns ns vn vn + -
10.Ky17/A/06 ns ns ns ns vn vn + -
11.Hb92/A/06 ns ns ns ns vn vn + -
13.K326/A/06 ns ns ns ns vn vn + -
15.By21/A/06 ns ns ns ns vn vn + -
17.Ky17/A/06 ns ns ns ns vn vn + -
1.K326.G/06 ns ns ns ns vn vn + -
2.By21/G/06 ns ns ns ns vn vn + -
3.NC95/G/06 ns ns Ve vC vn vn + +
7.K326/G/06 ns ns ns ns vC vn + -
8.By21/G/06 ns ns ns ns vC vn + -
9.NC95/G/06 ns ns ns ns vn vn + +
16.PBD6/G/06 Ve vn Ve vn vn vn + -
21.K326/G/06 ns ns ns ns vC vn + -
25.By21/G/06 ns ns ns ns vC vn + -
29.Wislica/G/06 ns ns ns ns vC vC + -
13.By21/J/06 ns ns ns ns vVC vn + -
15.NC95/J/06 ns ns ns ns vn vn + +
16.K326/J/06 ns ns vC vn vn vn + -
17.K326/J/06 ns ns ns ns VC vn + -
18.Ky17/3/06 ns ns vC vn vn vn + -
20.By21/3/06 ns ns ns ns vC vn + -
1.By21/P/06 ns ns ns cs vC vn + -
2.NC95/P/06 ns ns ns ns vn vn + -
3.K326/P/06 ns ns ns ns vVC vn + -
4.Ky17/P/06 ns ns ns ns vn vn + -
6.By21/P/06 ns ns ns ns vC vn + -
7.K326/P/06 ns ns ns ns vVC vn + -
8.NC95/P/06 ns ns ns ns VC vC + -
9.Hb92/P/06 ns ns ns ns VC vn + -
11.K326/P/06 ns ns ns ns VC vn + -
12.Ky17/P/06 ns ns ns ns vn vn + -
13.By21/P/06 ns ns ns ns vC vC + -
16.NC95/P/06 ns ns ns ns vn vn + -
22.Ky17/P/06 ns ns ns ns vn vn + -
1.NC95/A/07 ns ns ns ns ns ns + -
2.K326/A/07 ns ns ns ns ns vn + +
3.Ky17/A/07 ns ns ns ns ns ns + +
4.By21/A/07 ns ns ns ns ns vn + +
5.By21/A/07 ns ns ns ns ns ns + -
6.Ky17/A/07 ns ns ns ns ns ns + -
8.NC95/A/07 ns ns ns ns ns vn + -
9.K326/A/07 ns ns ns ns ns vn + -
10.Hb92/A/07 ns ns ns ns ns ns + -
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Testy biologiczne Testy serologiczne
Izolaty VAM Wi lica Samsun H ELISA ELISA
I Il | 1] | Il 1 2

11.K326/A/07 ns ns ns ns ns vn + -
12.NC95/A/07 ns ns ns ns ns ns + -
22.By21/A/07 ns ns ns ns vn vn + -
23.By21/A/07 ns ns ns ns vC vn + -
24 .Ky17/A/I07 ns ns ns ns vC vn + -
1.K326/G/07 ns ns ns ns ns ns + -
2.K326/G/07 ns ns ns ns ns ns + +
3.Ky17/G/07 ns ns ns ns vC vn + -
4.Ky17/G/07 ns ns ns ns vn vn + +
5.NC95/G/07 ns ns ns ns vC vn + -
6.By21/G/07 ns ns ns ns vn vn + +
7.By21/G/07 ns ns ns ns vC vn + -
8.Hb92/G/07 ns ns ns ns vC vn + -
9.By21/G/07 ns ns ns ns vC vn + -
10.Ky17/G/07 ns ns ns ns vC vn + -
11.K326/G/07 ns ns ns ns vn vn + -
12.Ky17/G/07 ns ns ns ns vn vn + +
13.NC95/G/07 ns ns ns ns VC vn + +
21.K326/G/07 ns ns ns ns vC vn + -
23.TN86/G/07 vn vn vn vn vn vn + +
24.K326/G/07 ns ns ns ns vC vn + -
1.Ky17/3/07 ns ns ns ns ns vn + -
2.Hb92/3/07 ns ns ns ns VC vn + -
3.By21/3/07 ns ns ns ns vC vn + -
4.Hb92/J/07 ns ns ns ns vn vn + -
5.K326/3/07 ns ns ns ns ns ns + +
6.NC95/3/07 ns ns ns ns vn vn + -
7.Ky17/3/07 ns ns ns ns vn vn + -
8.By21/J/07 ns ns ns ns vC vn + -
9.Hb92/3/07 ns ns ns ns VC vn + -
1.By21/P/07 ns ns ns ns vC vn + -
2.NC95/P/07 ns ns ns ns VC vn + -
3.K326/P/07 ns ns ns ns Ve vn + +
4.Ky17/P/07 ns ns ns ns vC vn + -
5.Hb92/P/07 ns ns ns ns ns vn + -
6.K326/P/07 ns ns ns ns ns vn + -
7.NC95/P/07 ns ns ns ns VC vn + -
8.Hb92/P/07 ns ns ns ns ns vn + -
10.Ky17/P/07 ns ns ns ns vn vn + -
1.Hb92/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
2.Hb92/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
3.By21/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
4.By21/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
5.NC95/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
6.VSCR/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
7.K326/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
8.Ky17/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
9.Ky17/A/08 nd nd nd nd nd nd + -
10.Hb92/A/08 nd nd nd nd nd nd + -
11.Hb92/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
12.by21/A/08 nd nd nd nd nd nd + -
13.K326/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
14.NC95/A/08 ns ns ns ns Ve vC + -
15.Ky17/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
16.Ky17/A/08 nd nd nd nd nd nd + -
17.K326/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
18.By21/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
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Testy biologiczne Testy serologiczne
Izolaty VAM Wi lica Samsun H ELISA ELISA
I Il | 1] | Il 1 2

19.By21/A/08 ns ns ns ns vn vn + +
20.NC95/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
21.Hb92/A/08 nd nd nd nd nd nd + -
22.By21/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
23.Ky17/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
24.K326/A/08 nd nd nd nd nd nd + -
25.Wislica/A/08 vn vn vn vn vn vn + +
26.VSCR/A/08 ns ns ns ns vn vn + -
27.VSCR/A/08 ns ns vn vn vn vn + -
28.VSCR/A/08 ns ns vn vn vn vn + -
29.VRG2/A/08 vn vn vn vn vn vn + +
1.Hb92/G/08 ns ns ns ns vn vn +
2.Hb92/G/08 nd nd nd nd nd nd + -
3.By21/G/08 nd nd nd nd nd nd + -
4.NC95/G/08 ns ns ns ns vn vn + +
6.Ky17/G/08 ns ns ns ns vn vn + +
7.Ky17/G/08 ns ns ns ns vn vn + -
8.Ky17/G/08 nd nd nd nd nd nd + -
9.Hb92/G/08 ns ns ns ns vn vn + -
11.By21/G/08 ns ns ns ns vC vC + -
13.NC95/G/08 ns ns ns ns vn vn + -
14.Ky17/G/08 nd nd nd nd nd nd + -
15.Ky17/G/08 nd nd nd nd nd nd + -
16.By21/G/08 nd nd nd nd nd nd + -
17.NC95/G/08 ns ns ns ns vn vn + -
18.Hb92/G/08 ns ns ns ns ns ns + -
19.By21/G/08 ns ns ns ns vn vn + -
20.Ky17/G/08 ns ns ns ns ns ns + -
21.Ky17/G/08 nd nd nd nd nd nd + -
22.K326/G/08 ns ns ns ns vn vn + +
23.NC95/G/08 ns ns ns ns vn vn + -
24.Hb92/G/08 ns ns ns ns VC VC + -
25.Hb92/G/08 ns ns ns ns vn vn + -
26.VSCR/G/08 vn vn vn vn vn vn + -
27.VSCR/G/08 vn vn vn vn vn vn + +
28.VSCR/G/08 ns ns vC vVC vn vn + -
29.VSCR/G/08 ns vn vn vn vn vn + -
1.Hb92/3/08 ns ns ns ns vn vn + -
2.Hb92/3/08 ns ns ns ns VC VC + -
3.By21/J/08 ns ns ns ns vn vn + +
4.By21/J/08 ns ns ns ns vn vn + -
5.NC95/J/08 nd nd nd nd nd nd + +
6.NC95/3/08 ns ns ns ns vn vn + +
7.VSCR/J/08 ns ns vn vn vn vn + +
8.K326/3/08 nd nd nd nd nd nd + +
9.Ky17/3/08 ns ns ns ns vn vn + +
10.Hb92/3/08 ns ns ns ns vn vn + -
11.Hb92/3/08 ns ns ns ns vn vn + +
12.K326/J/08 ns ns ns ns vn vn + +
13.NC95/J/08 ns ns ns ns vn vn + +
14.Ky17/3/08 ns ns ns ns vn vn + +
15.K326/J/08 ns ns ns ns vn vn + +
16.By21/J3/08 nd nd nd nd nd nd + +
17.By21/3/08 nd nd nd nd nd nd + +
18.NC95/3/08 nd nd nd nd nd nd + +
19.Hb92/3/08 nd nd nd nd nd nd + +
20.By21/3/08 nd nd nd nd nd nd + +
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Testy biologiczne Testy serologiczne
Izolaty VAM Wi lica Samsun H ELISA ELISA
| Il | 1] | Il 1 2

21.Ky17/3/08 ns ns ns ns vn vn + -
22.K326/J/08 nd ns nd nd nd nd + +
23.NC95/J/08 ns ns ns ns vn vn + +
24.Hb92/J/08 ns ns ns ns vn vn + -
25.Wislica/J/08 vn vn vn vn vn vn + +
26.VSCR/J/08 vn vn vn vn ns ns + +
27.Wislica/J/08 vn vn vn vn vn vn + +
1.By21/P/08 nd nd nd nd nd nd + -
2.NC95/P/08 nd nd nd nd nd nd + -
3.K326/P/08 ns ns ns ns vn vn + +
4.Ky17/P/08 ns ns ns ns vn vn + -
5.Hb92/P/08 ns ns ns ns vn vn + -
6.BPA/P/08 ns ns ns ns vn vn + -
7.BPAzg/P/08 ns ns ns ns vn vn + -
8.By21/P/08 ns ns ns ns vn vn + -
9.K326/P/08 ns ns ns ns ns ns + +
10.NC95/P/08 ns ns ns ns vn vn + +
11.Hb92/P/08 ns ns ns ns ns ns + -
12.Ky17/P/08 ns ns ns ns vn vn + +
13.BPAcms/P/08 ns ns ns ns vn vn + -
14.BPAcms/P/08 ns ns ns ns vn vn + +
15.BPAcms/P/08 ns ns ns ns ns ns + +
16.BPAcms/P/08 ns ns ns ns vn vn + +
17.BPAcms/P/08 nd nd nd nd nd nd + -
18.BPAcms/P/08 nd nd nd nd nd nd + -
19.BPAcms/P/08 nd nd nd nd nd nd + -
20.BPAcms/P/08 ns ns ns ns vn vn + -
2. By21/Cro/07 ns vC ns vC vn vn + +
3. K326/Cro/07 ns ns ns ns vn vn + +
1/Cro/o8 vn vn vn vn vn vn + +
2/Cro/08 vn vn vn vn vn vn + +
4/Cro/08 vn vn vn vn vn vn + +
7/Cro/08 ns VC ns vC vn vn + +
9/Cro/08 ns ns ns ns vn vn + +
1. VAM/N/O7 vC vn ns vn vn vn + +
2. TN86/N/07 vC vn vVC vn vn vn + +
7. K326/N/07 ns vC ns ns ns vn + +
9. NC95/N/07 ns ns ns ns vn vn + +
10. VSCR/N/07 ns vn ns vn vn vn + -
12. HYB21/N/07 ns vn ns vn vn vn + -
28. PBD6/N/07 ns vn ns vn vn vn + -
36. HYV17/N/07 vC vn vC vn vn vn + +
4. HYV23/N/08 vn vn vn vn vn vn + +
5. By21/N/08 cs cs cs vC vn vn + +
6. VSCR/N/08 vn vn vn vn vn vn + +
7. HYV10/N/08 cs cs ns ns vn vn + -
9. VSCR/N/08 ns vn cs VC vn vn + -

ns — brak objawdw, cs — chlorotyczne plamy, vc zej#nienia nerwéw, vn — nekrozy nerwoéw, nd — brak
danych (déwiadczenia w trakcie), ELISA 1 — MoAtmti Y, ELISA 2 - MoAbs anti¥, + wynik pozytywny, -
wynik negatywny, | — pierwszy termin obserwacji 4 dni po inokulacji, Il — drugi termin obserwacji21 dni

po inokulacji, A — Augustow, G — Grudgziz, P — Putawy, J -edrzejow, Cro — Chorwacja, N — Niemcy.



