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Summary

In 2000-2001 35 isolates of Potato virus Y (PVY) were characterized by serological
and biological methods. These isolates represented 5 distinct strains: PVY®, PVY?,
PVY®, PVY™ W, PVY"™, Among isolates belonging to PVY" W and PVY"™
isolates which are able to overcome the resistance in three tobacco cultivars (VAM,
Wislica, PBD6) were found. They were obtained from tobacco plants grown in
Poland or Hungary. Isolates obtained from potato plants were able to cause only
mild symptoms on cvs. Wiélica and PBD6.
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WSTEP

Wirus Y ziemniaka (Potato virus ¥, PVY) jest rozpowszechniony w uprawach
wielu odmian ziemniaka i tytoniu, zakaza réwniez pomidory i papryke. Znany jest
fakt duzej biordznorodnosci w obrebie szczepow tego wirusa. Bioréznorodnosé ta
moze by¢ przyczyna licznych komplikacji w produkcji i hodowli ziemniaka i tytoniu
(Chrzanowska 200l;Doroszewska iChrzanowska, 2001).
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W Polsce najbardziej rozpowszechniony jest szczep PVY™, ktérego przedstawicielem
jest izolat Wi opisany po raz pierwszy w 1991 r. (Chrzan o w sk a, 1991). Szczep
ten, uznany jako odrebny i oznaczony PVY™ W na konferencji Sekcji Wirusologicznej
EAPR w2001 r. (Kerlan iin., 2001), wywotuje na ogét stabe objawy chorobowe
na ziemniaku. Na roélinach tytoniu nekroza nerwdéw jest réwniez stabsza niz po
inokulacji roslin PVY™™, Od 1994 r. notowane jest w Polsce wystgpowanie szczepu
PVYN™ kiéry powoduje silne objawy chorobowe na ziemniaku i tytoniu oraz jest
zdolny do wywotywania nekrotycznych objawow na bulwach wielu odmian ziemniaka
(Chrzanowskai Doroszewska, 1997). Zaden z badanych dotychczas
szczepow PVY nie przetamat kranicowej odpomnosci ziemniaka warunkowanej genem
Ry, ani odpornosci dzikiego gatunku Nicotiana africana. W ostatnim czasie
stwierdzono natomiast, Ze niektore izolaty szczepu PVY ™ moga przetamac odpornos¢
odmian tytoniu VAM z genem recesywnym va, a takze odpornos¢ odm. Wislica
z genem odpornosci z tytoniu orientalnego lub PBD6 z odpornoscia pochodzaca od
odmiany peruwianskiej (Doroszewska iin., w druku).

Celem pracy byto pogrupowanie pod wzgledem wiasciwosci biologicznych
i serologicznych 35 izolatow wirusa Y nalezacych do 5 szczepéw tego wirusa: PVY®,
PVY®, PVY™, PVYN Wi PVY™™,

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia prowadzono w szklarni lub kabinach klimatyzowanych
w miochowskim Oddziale IHAR.
Szczepy/izolaty wirusa Y. Izolaty szczepu PVYC oraz szczepu PVY" z holenderskich
odmian Lichte Rode Star, Vroege Paarse, Bintje, Bona, Gineke sprowadzono do
kolekcji patogenow w Miochowie w 1970 roku. Przedstawicielem szczepu PVY® jest
izolat LW, ktéry zostat wyizolowany z odmiany ziemniaka Lipinskie Wczesne
w 1970 1., szczepu PVY™ - izolat Ny z odmiany Nysa pozyskany w 1974 r., szczepu
nazwanego PVYN W - izolat Wi z odm. Wilga wyizolowany w 1983 r., a szczepu
PVYN™ izolat 12/94 pochodzacy z polowej uprawy ziemniakéw w Miochowie
w 1994 r. Te cztery wymienione izolaty uzywane sa w syntezie materialdw
wyjsciowych i hodowli ziemniaka do selekcji odmian odpornych na PVY i do
charakteryzowania reakcji odmian na infekcje wirusem Y. W 1994 r. znaleziono
réwniez izolat PVY™™ w tytoniu, oznaczony t IIl. Pozostate izolaty zebrane zostaty
z roélin ziemniaka lub tytoniu (odmian Bursan, Havesi, Wala, Wislica, TN 90 i linii
L5, L6, 1348, L628, VS1 i VS3) w latach 1997-2001 w réznych czgdciach Polski lub
otrzymane z zagranicznych o$rodkow naukowych (tab. 1).

Szczepy wirusa Y utrzymywane byly w tytoniu w IUNG w Pulawach oraz
w kolekcji patogenéw ziemniaka w Oddziale Mlochéw wedtug réznych procedur
(Chrzanowska iin., 1996, 2001). [zolaty wirusa namnazane byly w roslinach
tytoniu Nicotiana tabacum odm. Samsun. Roélin odmian tytoniu odpornych na wirus
Y i N. africana uzywano do charakteryzowania niektorych wiasciwosci wirusa np.
zdolnosci do przetamywania odpornosci tytoniu na PVY (Doroszewska
iChrzanowska,2001).
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Tabela 1
Izolaty PVY charakteryzowane w latach 2000-2001

Table 1
PVY isolates characterized in 2000-2001
Szczep Oznaczenie izolatu Roslina Rok izolacji Kraj Autor
gospodarz pochodzenia
Strain Isolate Host plant Year Country Author
of isolation of origin
PVY® LRS, VP Ziemniak® 1970 NL 1
PVY’ LW Ziemniak 1970 PL 2
PVY™ Bi, Bo, Gi Ziemniak 1970 NL 1
PVY® Ny Ziemniak 1974 PL 2
PVYY" W | Wi Ziemniak 1983 PL 2
Bur, L5, L6, L348, TN 90, VS, Wal | Tytoni** 2001 PL 3
He, Sa, 5/01 Ziemniak 2001 PL 2
Fr 242, Fr KV15 Ziemniak 2000 F 4
PVY"™ | Lb Ziemniak 1991 F 4
Mu Ziemniak 1997 H 5
12/94 Ziemniak 1994 PL 2
t III, Ha, Wa, Gr00 Tyton 1994 PL 3
L628, VS3 Tyton 2001 PL 3
32/01, 40/01, 41/01, 42/01, Ziemniak 2001 PL 2
43/97 1997
Siewka 11#%%* S. berthaultii 2001 RUS 2
% ziemniak - potato
*¥ tyton - tobacco
Hdok siewka - seedling
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Test serologiczny. Do testu ELISA uzyto czterech rodzajow przeciwcial: poliklonalne
przeciwciata wyprodukowane w IHAR - Laboratorium w Gdansku (PoAbs Gdarisk),
monoklonalne przeciwciala wyprodukowane w firmie BIOREBA (Szwajcaria)
skierowane przeciwko réznym szczepom wirusa Y (MoAbs anti Y) i skierowane
przeciwko szczepom nekrotycznym tego wirusa (MoAbs anti Y) oraz przeciwciata
firmy SANOFI (Francja), ktére nie reaguja ze szczepem PVY®,
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Reakcja odmian ziemniaka. Zdrowe sadzeniaki odmian ziemniaka o zréznicowanym
stopniu odpornosdci i réznej reakcji na PVY otrzymano z odpowiednich hodowli.
Odmiana Ania jest kraicowo odporna na PVY (ER), odm. Rywal wykazuje odpornosé
na infekcje w warunkach polowych, a po inokulacji mechanicznej reaguje
nadwrazliwie (HR). Odmiany Jagoda, Vital i Igor sa podatne na zakaZenie, moga
ujawnia¢ nekrotyczne pierscieniowe uszkodzenia bulw (PTNRD - potato tuber necrotic
ringspot disease). Po 10 miodych roslin kazdej odmiany inokulowano mechanicznie
sokiem roslin tytoniu N. tabacum odm. Samsun zainfekowanych uprzednio
35 izolatami badanych szczepéw wirusa. Test serologiczny i obserwacje objawow
przeprowadzane byly po 4-6 tygodniach od inokulaciji.

Reakcja odmian tytoniu. Siewki tytoniu odmian VAM (Virginia A Mutant), PBD6,
Wislica i gatunku N. africana z kolekcji IUNG w Putawach wysadzono w doniczkach.
Po 6 roslin inokulowano mechanicznie. Rosliny byty w stadium czterech rozwinietych
lisci. Obserwowano objawy chorobowe. Rosliny, u ktorych wystepowaty objawy silnej
nekrozy nerwow liSci, deformacja i zotkniecie, a wirus byl wykrywany
w najmtodszych liSciach, uznawano za podatne. Rosliny, u ktérych wystepowaty
chlorotyczne drobne lokalne plamy, a wirus nie byt wykrywany, lub byt wykrywany
w niskiej koncentracji, uznawano jako czesciowo odporne. Rosliny bez objawow
chorobowych, u ktérych nie wykryto obecnosci wirusa, uznawano jako odporne.

WYNIKI

Reakcja serologiczna

Przy pomocy czterech réznych przeciwciat uzytych w tescie ELISA mozna
byto wyodrebni¢ trzy grupy izolatéw: PVY® (nie wykrywalny przy pomocy MoAbs
anti YN firmy BIOREBA i przeciwciat z firmy SANOFI), PVY® i PVY™ W (nie
wykrywalne przy pomocy MoAbs anti YN firmy BIOREBA) oraz PVY" i PVY"™
(wykrywalne przy pomocy wszystkich zastosowanych przeciwciat).
Reakcja odmian ziemniaka

Odmiana Ania kraricowo odpomna na PVY (ER) nie ulegta zakazeniu zadnym
z badanych szczepéw PVY. Odm. Rywal reagujaca nadwrazliwie na infekcje (HR) po
inokulacji roslin szczepami PVY®, PVY™, PVYN W i PVY™N wykazywata liczne
drobne nekrozy lokalne juz po kilku dniach od inokulacji. Liscie inokulowane
zasychaty. Czasami nekrozy wystepowaly na miodszych lisciach, na todygach
aincydentalnie wystepowata nekroza wierzchotka. Podatne na PVY odmiany
wykazywaly mozaike, nekrozy, deformacje lisci w réznym nasileniu, a choroba
nekrotyczna bulw wystepowata w przypadku odmian Jagoda, Igor i Vital
inokulowanych szczepem PVY" ™,
Reakcja odmian tytoniu
Zgodnie z reakcja N. tabacum odm. Samsun mozna bylo zaliczy¢ badane izolaty PVY
do szczep6éw tzw. nekrotycznych (PVY™, PVYN W i PVY™™), poniewaz wywolywaty
nekroze nerwéw lisci i nekroze na todygach. Szczepy PVY® i PVY® wywotywaty
tylko rozjasnienie nerwéw, ale na podstawie reakcji odm. Samsun nie mozna bylo
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tych dwoch szczepow rozroznié. Odpomy na PVY dziki gatunek N. africana nie
ulegt infekcji zadnym ze szczepow. Odm. VAM (Virginia A Mutant) podlegla infekcji
i wykazala bardzo silne objawy nekrozy nerwow i deformacji lisci po inokulacji
izolatami PVY™™ lub izolatem PVY™ W pozyskanymi z roélin tytoniu. Wszystkie
badane izolaty PVY" W lub PVY"™ wywotywaty objawy na odmianach Wislica
i PBD6, dotychczas odpornych na rdzne izolaty PVY z tym, ze cze$¢ szczepdw
wywotywata bardzo silne nekrozy nerwéw i deformaciji lisci a czes¢ tylko chlorotyczne
objawy lokalne i ustrojowe (tab.2).

DYSKUSJA

Szczep PVY™ W, najbardziej rozpowszechniony ostatnio w Polsce na
ziemniakach i tytoniu, nie reaguje z przeciwciatami MoAbs anti Y firmy BIOREBA.
Szczep ten posiada szereg whasciwosci typowych dla nekrotycznego szczepu PVY,
lecz pod wzgledem serologicznym jest podobny do szczepu zwykiego PVY®, ma
bowiem podobng sekwencj¢ aminokwasowa biatka ptaszcza (CP) (Chachulska
iin.,, 1997, 0O hshima iin. 2000).

Natomiast izolaty nekrotyczne zebrane przed 1974 r. w Polsce lub Holandii
i szczep PVY™™ wykrywane sa przy pomocy wszystkich czterech typow przeciwciat
uzytych w doswiadczeniach. '

W badaniu zdrowotnosci produkowanych sadzeniakow trzeba bra¢ pod
uwage fakt réznego powinowactwa serologicznego szczepow. Wiele laboratoriow
pracuje nad metodg odrozniania silnego szczepu PVY™™ od innych szczepow
nekrotycznych na drodze prostych testow serologicznych.

Na podstawie reakcji odm. Ania kraficowo odpomej (ER) na PVY i odm.
Rywal nadwrazliwej (HR) nie mozna bylo zréznicowa¢ szczepéw PVY poniewaz
odm. Ania nie ulegata infekcji a rosliny odm. Rywal reagowaly podobnie na wszystkie
szczepy. Na podstawie reakcji odm. Jagoda, Igor i Vital mozna bylo wyréznié¢ szczep
"PVYN™™ kitory wywotywat chorobe nekrotyczna bulw (PTNRD). Choroba
wystgpowala zawsze, przynajmniej na czesci zebranych bulw, jesli rosliny byly
zakazane w szklarni, a bulwy przechowywane w temperaturze pokojowej. Najbardziej
wrazliwa byta odm. Igor, nastepnie Vital a najmniej odm. Jagoda.

Szczepy PVY® i PVY" izolowane przed 1980 r. nie przetamywaty odpornosci
odmian tytoniu. Poza dzikim gatunkiem N. africana, ktory nie ulegt infekcji zadnym
z badanych szczepow, najbardziej odpomna okazala sie odmiana VAM. Odmiana ta
ulegata izolatom PVY™™ a takze izolatom PVY™ W zebranym z roslin tytoniu odmian
dotychczas odpornych na PVY. Odmiany Wislica i PBD6 podlegaty infekcji tymi
samymi izolatami co VAM, ale takze wieloma izolatami pochodzacymi wprost
z ziemniaka. lzolaty pozyskane z ziemniaka i gatunku S. berthaultii wywolywaty
objawy tylko na wyzej wymienionych odmianach Wislica lub PBD6 i byly to
najczesciej objawy chlorotyczne.



Biologiczna charakterystyka 35 izolatow PVY

Tabela 2.

Table 2
Biological characterization of 35 isolates of PVY
Wyszczegolnienie Szczepy PVY
PVY®© PVY® PVY" PVY™W pPvyYy"™
Test serologiczny
PoAbs Gdansk + + + + +
MoAbs Bio antiY + + + + +
MoAbs Bio antiY® - - + - +
SANOFI antiY®, Y™ - + = + +
Reakcja odmian ziemniaka
ANIA ER — [0} (o} (0] (o}
RYWAL HR —_ nl,n nl,n nl,n nl,n
JAGODA S nl,m m,n,def m,n,def m,n,def m,n,def, tn
IGOR S — m,n,def m,n,def m,n,def m,n,def, tn
VITAL s — m,n,def m,n,def m,n,def m,n,def, tn
Reakcja odmian tytoniu
Samsun vel vel vn vn vn
VAM e [e) 0 vn o vn (0}
Wislica = [e) 0 vn chl vn chl
PBD6 —_— 0 0 vn chl vn chl
N. africana 0 0 0 [¢] 0 0 0
Izolaty PVY w grupach
LRS LW Ny Wi Gr 00
VP Bo He t I
Bi Sa L628
Gi 5/01 VS-3
Fr242 Ha
FrKV15 Wa

BYSI08RZ "H ‘@YSMIZS0I0(] ", ‘©YSMOURZIY)) ‘A
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Objasnienia:

Explanations:

Wyszczegdlnienie - Specification

Szczepy PVY.- PVY strains

Test serologiczny - Serological test

Reakacja odmian ziemniaka - Reaction of potato cultivars

Reakcja odmian tytoniu - Reaction of tobacco cultivars

Izolaty PVY w grupach - PVY isolates in groups

Izolaty otrzymane z odpomych odmian lub linii tytoniu - PVY isolates obtained from resistant
cultivars and lines of tobacco

ER - kraficowa odporno$¢ na wirus Y - extreme resistance to PVY

HR - odpornos¢ oparta na nadwrazliwosci - hypersensitive resistance to PVY

O - rosliny zdrowe, wirusa nie wykryto - healthy plants, virus not detected

vel - rozjasnienie nerwow lisci - vein clearing

vn - nekroza nerwow lisci - vein necrosis

m - objawy mozaiki - mosaic

def - deformacja lisci - leal malformation

n - nekrozy systemiczne - systemic necrotic symptoms

nl - nekrozy lokalne - local necrotic symptoms

chl - chlorotyczne plamy lokalne, nastgpnie mozaika ustrojowa - chlorotic local spots then
mosaic symptoms '

tn - nekrotyczne piericienie na bulwach - tuber necrosis (PTNRD potato tuber ringspot disease)
+ reakcja pozytywna - positive reaction

- brak reakeji - no reaction

— nie badano - not tested

Wezeéniej obserwowano réznice migdzy PVYY W i PVY'™
w cytopatologicznej strukturze roslin zainfekowanych. W komérkach zainfekowanych
szczepem PVYM W wystepowaly inkluzje wiatraczkowate (ang. pinwheels),
o pojedynczych ramionach. Natomiast w przypadku PVY"™ obserwowano obok tych
inkluzji réwniez inkluzje typu rolek (ang. scrolls). Zaobserwowane réznice sugeruja
odmienny uktad nukleotydéw w tych odcinkach genomu, ktére koduja informacje
o ciatach inkluzyjnych (Garbaczewska iin.,, 1996).

Kryterium biologicznym jest zdolno$¢ izolatow PVY do zakazania
poszczegélnych gatunkoéw roslin, Na przyktad izolat PVY™ Gajosa okreslany jako
nekrotyczny zjadliwy dla tytoniu nie infekowat wielu odmian ziemniaka podatnych
na inne szczepy PVY (Chrzanowska iDoroszewska, 1997, badania
wiasne). R o s n e r i in. (2000) podaja, ze znaleziono szczep nekrotyczny, ktéry
infekuje pomidory i tyton, nie jest zdolny do zakazenia papryki i ziemniaka. Izolaty
PVY, ktére porazaty ziemniaki odm. Bintje nie zawsze byly infekcyjne w stosunku
do papryki i odwrotnie, izolaty z papryki nie zakazaly odmiany Bintje (Gebre
Selassie iin., 1985). Wykorzystujac rézne genotypy papryki Capsicum annuum
ci sami autorzy zaliczyli izolaty porazajace papryke do trzech grup: 0, 1, 1-2. Z badan
prowadzonych w Anglii wynika, ze niektdre szczepy PVY™™ wystepuja w roslinie
ozdobnej petunii i moga stanowi¢ zrodlo infekcji dla ziemniaka i pomidora
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(Boonham iin, 1999). Izolaty pozyskane z tytoniu i ziemniaka sa podobne.
Ziemniak uznawany jest jako zrodlo zakazenia tytoniu (M arte i Belleza, 1988).
Nowym spostrzezeniem jest to, ze odpornos¢ niektorych odmian tytoniu przetamywana
Jest w warunkach polowych i to zarowno przez szczepy PVY"™ (silnie nekrotyczne
dla tytoniu i ziemniaka) jak i przez szczep PVY" W (fagodny dla ziemniaka).
Do wyjasnienia w dalszych badaniach pozostaje fakt, ze izolaty zebrane z roslin tytoniu
odpornego dotychczas na PVY przetamuja odporno$é innych odmian odpornych,
ktérych odpornos¢ pochodzi z innych zrédet niz rosliny, z ktérej zebrano PVY. Do tej
pory zaden ze szczepdw pozyskanych wprost z ziemniaka nie przetamat odpornosci
VAM w warunkach laboratoryjnych. Jezeli przyja¢, ze irédlem zakazenia tytoniu
w warunkach naturalnych jest gtéwnie ziemniak, to zasadne jest pytanie, czy - aby
odporne odmiany tytoniu mogty ulec porazeniu - musza pojawic si¢ (na ziemniaku
lub tytoniu) odpowiednie rekombinanty lub wyselekcjonowaé si¢ odpowiednie
szczepy PVY.

Przy pomocy trzech kryteriow: testu serologicznego, reakcji odmian
ziemniaka i reakcji odmian tytoniu mozna bylo wyr6zni¢ 7 grup izolatow, ktére
nalezaty do 5 szczepow - trzech szczepow opisanych dawno i znanych jako PVY?,
PVY® i PVY" oraz dwoch odrebnych PVY™™ | PVYY W (w obrgbie tych dwéch
ostatnich szczepéw znalazly si¢ grupy izolatow ktére byty zdolne lub nie do
przetamywania odpornosci odpornych odmian tytoniu).

Molekularne badania genomu wirusa potwierdzaja roéznorodnos¢ szczepow
PVY(Chachulska iin, 1997, Ohshimai in., 2000), ktéra ma odbicie
w epidemiologii, produkcji i hodowli. Wynika z niej koniecznos$¢ zastosowania
odpowiednich metod identyfikacji, metod wykrywania, metod ochrony, izolacji upraw,
wreszcie hodowli odpomnosciowej, zwiaszcza tytoniu.
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Zroznicowanie izolatow wirusa Y ziemniaka w zaleznosci od Kkryterium oceny

Streszczenie

W latach 2000-2001 scharakteryzowano 35 izolatdéw PVY nalezacych do
5 szczepow wirusa Y (PVYS, PVY?, PVY®, PVYY W i PVYN™) pod wzgledem
wykrywalnosci serologicznej, zdolnosci do wywolywania reakcji odmian ziemniaka
i tytoniu o zréznicowanym stopniu odpomosci na infekcje. W obrebie szczepéw PVYN
W i PVY™™ wyrézniono izolaty, ktére byly zdolne do przetamania odpornoscei tytoniu
roznego pochodzenia (VAM, Wislica, PBD6). Przy tym potwierdzono, ze izolaty te
pochodzity z tytoniu, z odmian odpornych uprawianych w réznych czesciach Polski
oraz na Wegrzech. Izolaty pozyskane wprost z ziemniakéw nie przetamywaty
odpornosci VAM, a jedynie czesciowo odpornos¢ odmian Wislica i PBD6.
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