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Wstep

Wirus karlowatosci $liwy (Prune dwarf virus, PDV), jest sprawca choroby
kartowato$¢ $liwy. Nalezy on do rodziny Bromoviridae, rodzaju Ilarvirus [34]. PDV
infekuje rosliny rosnace w krajach Europy, w Izraelu na terenie Australii i Kanady, na
obszarach Potudniowej Afryki, Nowej Zelandii i USA. W warunkach naturalnych wi-
Tus ten poraza 122 gatunki roslin z rodzaju Prunus [11, 27]. PDV jest przenoszony
W trakcie wegetatywnego rozmnazania materiatu szkotkarskiego, z pytkiem na zapy-
lane drzewa i z nasionami [S, 11].

, W Polsce, wirus karfowatosci §liwy stwierdzono w okoto 70% drzew wisni i cze-
resni, 1 czgsciej jest wykrywany w drzewach czeresni [3, 19, 46]. Obecno$é PDV usta-
lono réwniez w drzewach brzoskwin, moreli [36] oraz $liw [47].

Wirus kartowatosci §liwy, mimo iz jest jednym z najwazniejszych wirusow w sa-

h drzew pestkowych, to zaréwno w $wiatowej, jak i polskiej literaturze niewiele

Mozna znalez¢ pozycji poswigconych temu patogenowi. Celem prezentowanej pracy

Jest Przedstawienie aktualnych danych dotyczacych szkodliwosci PDV, wlasciwosci
lologicznych i serologicznych wirusa oraz organizacji genomu.

dac

. Szkodliwo$¢ PDV

Szkol:llasiltlen?e choréb, kt()r-ych sprawcq:ie.st wirus kar%owat.os'ci sliwy i zwigzane z tym
atmos}t,‘eza ez3 od gatunku i odmiany rf)sllny, od_ SZCzepu wirusa, a te}k.Ze od Yvarunk()-w
ady drzé‘YGZ{lych. Za.obserwowano, ze szkodh.wosc wirusa wyraznie zw1¢ks_za. SIg,
| Cieniowev'vo Jest- pm:agon:c’ rc.ﬁwnoczesme przez inny wirus, wirus nekrotycznej piers-
, ) plamistosci wisni (Prunus necrotic ringspot virus, PNRSV).
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Spadek plonu owocow z drzew wisni odmiany Schattenmorelle porazonych PDV
szacowano na okoto 94-96%, plon z drzew czeres$ni byl nizszy o 30-90%, a z drzew
sliw 0 60—80%. Chore drzewa wisni byly od 9% do 15% nizsze, a ich p¢dy krétsze
o okolo 24-36% w poréwnaniu z wymiarami drzew zdrowych [17, 27].

Kajati [16] u drzew brzoskwin porazonych PDV notowat skrécenie dhugosci pe-
dow 1 ich srednicy, odpowiednio 0 40% i 35%. Na drzewach chorych obserwowano
okoto 18% mniej lisci, ktérych powierzchnia asymilacyjna byla zredukowana w 73%
w porownaniu do powierzchni lisci z drzew zdrowych. U brzoskwin porazonych za-
rowno PDV jak 1 PNRSV spadek plonu owocéw wynidst 37%. Ponadto u owocow
zbieranych z drzew porazonych wirusami notowano obniZenie suchej masy
0 1,47-2,7% oraz spadek zawartosci cukrow o 2,58% [42]. Obecno$¢ PDV nie jest
pozadana takze w szkotkach 1 matecznikach podktadek. Przeprowadzenie okulizacji
przy uzyciu porazonych oczek sprawia, ze liczba oczek nieprzyjetych wynosi od 5%
do 99% [26].

Reakcja roslin naturalnie porazonych PDV

W przebiegu chorob, ktérych sprawca jest wirus karfowatosci §liwy mozna wy-
rozni¢ dwie fazy: faz¢ szoku wystepujaca w 1 lub 2 roku po infekcji oraz faze chro-
niczna, kiedy wirus przechodzi w stan utajenia. Objawy w kazdej z tych faz wykazuja
duze zréznicowanie w zaleznosci od gatunku i odmiany ro$liny, szczepu wirusa oraz
temperatury otoczenia. Choroba kartowatos¢ §liwy jest wyrazniej widoczna w warun-
kach nizszych temperatur. W tabeli 1, podano nazwy choréb réznych gatunkéw roslin
z rodzaju Prunus porazonych przez rozne szczepy PDV [27]

Wiosna na liSciach czeresni i wisni porazonych szczepem cherry chlorotic
ringspot wystegpuja jasnozielone lub zéltozielone pierscienie oraz bardzo drobne pla-
my. Enacje sa widoczne jedynie na dolnej stronie lisci jednorocznych drzew czeresni.
Chlorotyczne pierscienie przechodzace w nekrozy obserwuje sie na li$ciach czeresni
porazonych szczepem cherry chlorotic necrotic ringspot. Tkanka stopniowo wykru-
sza si¢ W tych miejscach co powoduje dziurkowato$é lisci. Na li§ciach wisni gtownie
sa widoczne chlorotyczne pier$cienie, nekroza tkanki za$ wystepuje rzadko. W wyni-
ku porazenia czeresni i wisni szczepem cherry ring mosaic na liciach obserwuje si¢
jasnozielone lub brunatne wzory utworzone z pierécieni, polpierscieni i linii. Jasno-
zielone pierscienie i plamy rozwijaja si¢ jedynie na liSciach czereéni porazonych
szczepem cherry ring mottle. W przypadku porazenia czeresni lub wisni szczepem
cherry yello_w mottle na lisciach ukazuja si¢ z6ttozielone lub zétte pierscienie, lini¢
lub plamy. Zétte przebarwienia lisci oraz zélte pierscienie na lisciach czeresni pora-
zonych szczepem cherry yellow mosaic obserwowano okolo 4 tygodnie po kwitnienit
drzew. Zotknace liscie przedwczesnie opadaly. Chore drzewa zawiazuja duza liczb¢
pakow kwiatowych, natomiast brak jest pedow wegetatywnych. Efektem tego jest
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Tabela 1. Nazwy choréb réznych gatunkéw roslin z rodzaju Prunus porazonych przez rozne
szczepy PDV wedlug Nemeth [27]

Gatunek ro$liny zywicielskiej Nazwa szczepu Nazwa choroby

Prunus avium, P. cerasifera, P. ce- Cherry chlorotic ringspot Cherry chlorotic
rasus, P. domestica, P. mahaleb  of Prune dwarf virus ringspot
Prunus avium, P. cerasifera, P. ce- Cherry chlorotic necrotic Cherry chlorotic

rasus, P. domestica, P. mahaleb  ringspot of Prune dwarfvirus necrotic ringspot

Prunus avium, P. cerasus
Prunus avium

Prunus avium

Prunus serrulata cv. Amanogawa,
Prunus serrulata cv. Kwanzan,

P. avium var. plena, P. fontanesia-
na, P. incisa, P. lannesiana

Prunus domestica

Prunus armeniaca, P. avium,

Cherry ring mosaic
of Prune dwarf virus

Cherry ring mottle
of Prune dwarf virus

Cherry yellow mosaic
of Prune dwarf virus

Cherry yellow mottle
of Prune dwarf virus

type strain
of Prune dwarf virus

Apricot gummosis

Cherry ring mosaic
Cherry ring mottle
Cherry yellow mosaic

Cherry yellow mottle

Chlorotic-necrotic
ringspot

Apricot gum flow

P. cerasus of Prune dwarf virus

Sgalacanie pedow 1 ich nadmierny wzrost na dlugos¢. Chore drzewa przybierajq
PlaC?qcy pokroj”, a pedy na dlugich odcinkach sa pozbawione lisci 1 bocznych roz-
galezien. Paki kwiatowe na pedach chorych drzew sa stabe i bardziej wrazliwe na

mroz. Kwitnienie chorych drzew jest rozciagnigte w czasie, a dojrzewanie owocow
nierownomierne.

Derwa sliw porazone type strain of PDV sa silnie zahamowane we wzroscie.
Wa‘Skle, skdrzaste, kruche liscie s gesto osadzone na skroconych pedach. Czgsto na
Powierzchni blaszek lisciowych obserwuje si¢ chlorotyczne plamy i pierscienie.
I(_W}aty na chorych drzewach sa silnie zdeformowane i bardzo cz¢sto pozbawione pre-
cikow. Liscie moreli porazonych szczepem apricot gummosis wykazuja nekrotyczne
Ii):)ar:g Oraz flziun:kowatoéé. Por’ladto obserwuje si¢ z6lknigcie lisci, zamieranie galezi
mgwaame me.d(?Jrza.ﬁych OWOCOW. Qwoce, ktére pozostaja na drzewie sa silnie zdefor-
Serwu'nee’ amiazsz ich ulega nekrozie. ]?odatkgwo u drzew por:ai.onych wirusem ob-
S0 d( as'lQ(;lslq'ochzne plamy na .powmrzcl'lm kory. W tych miejscach kora staje si¢
" gumyl Odbarwiona. Uszkodzeniom tkanki okrywajacej zwykle towarzysza wycie-
we Szzzvé} brzoskwin porazlone -wiruse’m karlc.)wat-os'..c,i §'liwy sq si.lnie zahamowane
itWorzqr gle. Na Sk'l{te.k serCenla pqdf)w,. kwiaty 1 liScie sg na nich gesto ulozone
one wyeg i:fty. Na 11§91ach nie obserwuje si¢ zadnych chlorotycznych wzoréw, ale sa
Mierans 1e ciemniejsze niz na drzewagh zdrowych: Bardzo czg¢sto wystepuje za-

1e galezi. Na chorych drzewach widoczne sq nieliczne, silnie zdeformowane
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owoce, na powierzchni ktorych obecne sa spgkania. Drzewa brzoskwin sa najczescie;
porazone jednoczesnie PDV i PNRSV. Pierwszym objawem jest wowczas wyrazne
zahamowanie wzrostu. LiScie chorych drzew sa mniejsze, stabiej wybarwione, a cza-
sami silnie zdeformowane z objawami pstrosci. Obserwuje si¢ zamieranie pojedyn-
czych galezi, a po 2-3 latach od momentu infekcji moze doj$¢ do zamierania catych
drzew [27].

Wilasciwosci PDV

Wilasciwosci PDV w soku

Badajac wlasciwosci w soku réznych izolatow lub szczepéw wirusa kartlowatosci
sliwy ustalono, ze wartos¢ granicznego rozcienczenia wynosi 1/16—1/2570, wartos¢
punktow termicznej inaktywacji 45-51°C oraz trwato$¢ wirusa w soku z roslin ogorka
in vitro w temperaturze pokojowej 8-35 godzin [11, 28, 30]

Wiasciwosci biologiczne PDV

Reakcja zielnych roslin testowych po inokulacji PDV. W warunkach do$wiad-
czalnych w wyniku mechanicznej inokulacji, wirus kartowatosci §liwy infekuje rozne
gatunki roslin zielnych nalezacych do 15 rodzin botanicznych [10]. Do charakterysty-
ki wlasciwosci biologicznych réznych szczepéw wirusa Nemeth [27] poleca wyko-
rzysta¢ ro$liny Cucumis sativus, Cucurbita pepo, Momordica balsamina, Nicotiana
langsdorffi, Nicotiana tabacum i Tithonia speciosa. Na podstawie reakcji roslin Cy-
amopsis tetragonoloba i dyni olbrzymiej, Waterworth i Fulton [45], Cropley i in. [6]
oraz Kunze i in. [20] wykazywali réznice w patogeniczno$ci pomiedzy izolatami
PDV. Paduch-Cichal [28] wykazata r6znice w patogenicznosci pomigdzy trzema izo-
latami wirusa w stosunku do roslin Cucurbita maxima odmian Ambar, Buttercup
irodu WPR 890, C. pepo odmian Astra i Gagat, Gomphrena globosa, Nicotiana occi-
dentalis subsp. obliqua i Sesbania exaltata. Ponadto ustalila, ze Nicotiana occidenta-
lis 37b to kolejny, nowy gatunek przydatny do wykrywania réznic pomigdzy izolata-
mi wirusa. Kontynuujac prace nad charakteryzowaniem wilasciwosci biologicznych
izolatow PDV, Paduch-Cichal i Sala-Rejczak [30] badaly reakcje 13 gatunkéw ziel
nych ro$lin testowych nalezacych do siedmiu rodzin botanicznych po inokulacji trze-
ma izolatami PDV pochodzacymi z siewek Prunus avium. Uzyskane wyniki wskazy-
waly, ze rosliny ogérka odmiany Wisconsin, dyni zwyczajnej odmian Atena i Nimba, |
Nicotiana tabacum odmiany Samsun i Tithonia speciosa moga, stuzy¢ do réznicowad” |
nia badanych izolatéw wirusa. Natomiast podobiefistwa w patogenicznosci pomigdzy
niektérymi z badanych izolatéw obserwowano na roélinach ogorka odminy Polan,
dyni zwyczajnej odmiany Gagat i Phaseolus vulgaris. Waterworth i Fulton [45] obser- ’

|
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wowali podobna reakcje roslin Citrullus vulgaris, Helianthus annuus, Nicotiana ta-
bacum odmiany T.I. 787, Pisum sativum oraz Zinnia elegans po inokulacji przez od-
powiednio 92, 75, 75, 98 1 45% testowanych izolatow PDV.

Reakcja r6znych gatunkéw roslin z rodzaju Prunus po inokulacji PDV.
Wlasciwosci biologiczne szczepdw lub izolatéw PDV mozna okreslié¢ na podstawie
reakcji wybranych gatunkow roslin z rodzaju Prunus. Waterworth i Fulton [45] noto-
wali réznice pomigdzy patogenicznoscia 15 izolatéw PDV na drzewach wisni odmia-
ny Montmorency i1 Prunus pensylvannica. Infekcje bezobjawowe tych roslin, byly
wynikiem inokulacji kazdym z siedmiu izolatéw, a chlorotyczne pierscienie i nekro-
tyczne plamy na liéciach oraz dziurkowato$¢ lisci obserwowano po inokulacji pozo-
statymi o$mioma izolatami wirusa. Z danych zebranych Nemeth [27] wynika, ze
wsrdd réznych gatunkow roslin z rodzaju Prunus (P. armeniaca, P. domestica, P, per-
sicsa, P. serrulata odm. Shirofugen), ro$liny P. avium klon F12/1 lub odm. Bing oka-
zaly si¢ najbardziej przydatne do réznicowania szczepéw PDV pod wzgledem ich
wlasciwosci biologicznych. Paduch-Cichal [28] prowadzita badania dotyczace pato-
genicznoscei trzech izolatéw PDV pochodzacych z drzew czeresni w stosunku do ro-
Slin czeresni ptasiej, czereéni ptasiej klonu F12/1, atyczy 1 antypki. Okazalo sie, ze
WYS.ta(pi%y roznice w patogenicznosci badanych izolatéw w stosunku do testowanych
r9é11n. Niejednakowa patogenicznosé badanych izolatéw najwyrazniej uwidocznita
Si¢ W stosunku do roslin czeresni ptasiej, czeresni ptasiej klonu F12/1, a najstabiej
W stosunku do atyczy i antypki.

Wtasciwosci serologiczne PDV

Wirus kartowatosci sliwy jest jedynym przedstawicielem 4 serologicznej podgrupy
Wyodrebnionej wsréd gatunkéw wirusow wchodzacych skiad rodzaju Harvirus [34).
~ Dysponujac 77 klonami hybrydom produkujacych surowice monoklonalne prze-
Ciw PDY, Jordan i in. [15] scharakteryzowali 9 klonéw. Klony te wykorzystano do
frOdUlfCJl surowic monoklonalnych, dzigki ktérym mozna byto wykrywacé rézne izo-
daty eru.sa W drzewach brzoskwir oraz wisni na terenie Europy i USA. Boari i in. [4]
ySponujac klonami hybrydom PD-3, PD-6, PD-7, PD-8, PD-9, PD-10, PD-11,
‘1.2 Przeprowadzili charakterystyke serologiczna o$miu izolatéw PDV. Izolaty za-
b t)'jliylvfi'lkowano do trzech serogrup. Grupa oznaczona jako PDV-B objeta jedynie izo-
nyeh ZTU,S.a pochodzqce’z drzew mlgdalov.vca. Badanie dodatkowych 120 préb zbiera-
migdal(r)oanCh gatunkéw drzew z rodzaju Prunus, w tym 40 préb to proby z drzew
iZOlatamv'V;als pOM1equllo wystq’powame serologicznego zréznicowania pomigdzy
e 381°/ V. Wydmelqno 36 r6znych serogrup. Tym razem do grupy PDV-B zali-
o testowanych izolatéw otrzymanych z migdatowcéw.

S.Zl}élgiel i Paduch-Cichal [41] zastosowali techniki immunoelektronomikrosko-
CZeni;lch M + dekorac-:ja do badan poréwnawczych trzech izolatéw PDV. W doswiad-
Uzyto surowice wzorcowa od dr Fultona oraz surowicg wlasng S-313. Przy

pow
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uzyciu techniki ISEM + dekoracja nawet niewielkie ilo$ci serologicznie wylapywa-
nych wirionéw mogty by¢ identyfikowane dzigki wyraznej dekoracji przeciwciatami.
Uzyskane wyniki wskazywaly na istnienie bliskiego serologicznego pokrewienstwa
w obrebie badanych izolatow wirusa.

Budowa genomu PDV

Czastki wirusa karlowatosci s§liwy sa izometryczne o $rednicy 19-20 nm lub ba-
cilloksztaltne o dtugosci 20-38 nm. W sktad wirionéw nie wchodza lipidy [11].

Genom PDV stanowi pojedyncza ni¢ kwasu rybonukleinowego (+) ssRNA. Jest
to wirus o podzielonym genomie w postaci trzech réznych nici (+) ss RNA okre$la-
nych jako RNA1 (m.cz. 1,3 x 106), RNA2 (m.cz. 0,95 x 106), RNA3 (m.cz. 0,76 x 106)
[21, 12]. Okrywy bialkowe wszystkich trzech nici zbudowane sa z tego samego poli-
peptydu o masie czasteczkowej 24 X 10° [12].

PDV-RNA1 i PDV- RNA2 sa monocistronowe i koduja biatka niestrukturalne P1
i P2, ktore s zaangazowane w proces w syntezy wirusowego RNA. PDV-RNA3 jest bi-
cistronowy. W jego genomie stwierdzono dwie otwarte ramki odczytu (ang. open re-
ading frame, ORF), kodujace biatko wspomagajace transport wirusa (ang. movement
protein, MP) oraz bialko kapsydu (ang. coat protein, CP). Translacja MP zachodzi bez-
posrednio zRNA3, podczas gdy translacja CP zachodzi za posrednictwem subgenomo-
wego, monocistronowego mRNA (RNA4) [32]. Dotychczas zostata ustalona i opubli-
kowana pelna sekwencja nukleotydow RNA1-PDV [31] oraz RNA3-PDV [1, 28].

Okreslona przez Ramptisch 1 Eastwell [31] pelna sekwencja nukleotydow
RNA1 kanadyjskiego izolatu PDV pochodzacego z drzew Prunus avium odm. Sal-
mo wyniosia 3374 nukleotydow. RNA1-PDV zawierat jedna otwarta ramke odczytu
zawierajaca 3168 nukleotydow kodujaca biatko sktadajace sie z 1055 aminokwa-
sOw (m.cz. 11890).

Bachman i in. [1] ustalili pelng sekwencj¢ nukleotydow RNA3 izolatu amerykan-
skiego PDV-CH137. RNA3 PDV-137 liczy 2129 nukleotydéw i zawiera dwie otwarte
ramki odczytu, ktore sq rozdzielone przez obszar intergenowy sktadajacy sie z 72 nu-
kleotydow. Blisko konica 5’ RNA 3 znajduje si¢ ORF1 liczaca 882 nukleotydy. Koduje
ona biatko MP (m.cz. 32000) sktadajace si¢ z 293 aminokwaséw. ORF 2 jest zlokali-
zowana blisko konca 3° RNA3. Zawiera ona 657 nukleotydy i koduje biatko CP.

Analiza pelnej sekwencji nukleotydow RNA3 dwéch polskich (PDV-DI,
PDV-D2) i jednego niemieckiego izolatu (PDV-15/28) wirusa wykazata, ze liczba
nukleotydéw wyniosta 2129 i byta analogiczna do liczby nukleotydéw RNA3 izolatu
PDV-137 [28].

Bachman i in. [1] wykonali analizy poréwnawcze sekwencji aminokwasow
biatka transportowego oraz biatka kapsydu PDV, wirusa mozaiki lucerny (Alfalfa mo-
saic virus, AMV), PNRSV oraz wirusa smugowatosci tytoniu (Tobacco streak virus,
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TSV). Homologia sekwencji aminokwaséw MP pomigdzy izolatem PDV-CH137
aAMV, PNRSV oraz TSV, wynosita odpowiednio 69,5%, 42% 1 61%. Natomiast ho-
mologie sekwencji nukleotydéw fragmentu otwartej ramki odczytu CP RNA3
PDV-CH137 a AMYV oszacowano na 40%. Z badan Sanchez-Navarro i Pallas [37],
Hammonda i Crosslina [14] oraz Scotta i in. [39] wynika, ze homologia sekwencji
aminokwaséw MP i CP dla PNRSV i PDV wahata si¢, odpowiednio 22-70,8% oraz
40-67,3%. Przeprowadzona analiza homologii sekwencji aminokwaséw C-koncowe;j
domeny MP oraz sekwencji aminokwaséw N-koncowej domeny CP izolatow
PNRSV i izolatow PDV badanych przez Paduch-Cichal [28] wyniosta, odpowiednio
8,2% 1 3,5%.

Zroznicowanie genetyczne pomiedzy izolatami PDV

Wyniki badan zamieszczone w pracy Paduch-Cichal [28] wskazuja, ze homologia
sekwencji nukleotydéw RNA3 oraz sekwencja aminokwaséw MP i CP trzech izola-
tow PDV-D1, PDV-D2 i PDV-15/28 wyniosta, odpowiednio 96,9%, 93,8% i 98,6%.
Dalsze analizy sekwencji nukleotydéw odcinka stanowiacego 3’ koncowy fragment
RNA3 oraz sekwencja aminokwasow C-koncowej domeny biatka transportowego
Powyzszych izolatow wirusa wykazaly, ze roznily si¢ one wzajemnie w sekwencji nu-
k1§0t}'d6w W nie wigcej niz w 87 pozycjach, a w sekwencji aminokwaséw w nie wie-
ce) H}Z W 20 pozycjach. Ponadto stwierdzono réznice w zakresie roslin zywicielskich
pomigdzy badanymi izolatami PDV. Natomiast analizy sekwencji nukleotydow frag-
mentu otwartej ramki odczytu biatka kapsydu RNA3 oraz sekwencji aminokwaséw
b}{dk_a kapsydu izolatéw PDV-D1, PDV-D2 i PDV-15/28 wykazaly, ze izolaty wirusa
mzm*y_ §iq wzajemnie w sekwencji nukleotydéw w nie wigcej niz 30 pozycjach i w se-
- Venc)l aminokwaséw w nie wigcej niz 6 pozycjach. Dodatkowo badania wiasciwo-
5c b1_010gicznych pokazaly réznice i podobienstwa w patogeniczno$ci pomiedzy wy-
Mienionymi powyzej izolatami wirusa w stosunku do niektérych gatunkéw zielnych
roslin testowych oraz roslin z rodzaju Prunus.

t(')W\gl]:S)kova 1in. [44] ustalili sekwer.lcjt.: nuk'leotydéw genu biatka ptaszcza 11 izola-
@ V otrzymanych z drzew wisni (5 izolatow), brzoskwin (2 izolaty) i $liw
‘ZOIE_“Y) rosnacych w réznych rejonach Czech. Homologia sekwencji nukleotydéw
gAelIl;'blaika kaps)fflu dl.a wszystkich badanych izolatéw wirusa wyniosta ponad 88%.
2aly 1zzy sekwencji am,mo.kwa.séw C.- i N- koncowej domeny biatka kapsydu wyka-
i ,os Zolaty PDV roznily si¢ wzajemnie w sekwencji aminokwaséw w nie wigcej
biaika lE)OWle:dmo 13122 pozyc; ach. Badacze ci wyznaczyli masy czasteczkowe
24205 I:‘PISYClu badanych 11 izolatow. Masy czasteczkowe wahaly si¢ od 23928 do
5 +Fulton [11] oraz Halk 1Fulton [13] po elektroforezie bialek na 10% zelu polia-
amidowym ustalili, ze masa czasteczkowa bialka kapsydu wirusa karlowatosci

Sli : T
WY wWynosi 24000, Wedtug Digiaro i in. [7] masa czasteczkowa biatka kapsydu izo-
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latu PDV z drzewa migdalowca wyznaczona po elektroforezie biatek na 10% zelu po-
liakrylamidowym wyniosta 23000. Wyznaczona przez Paduch-Cichal [28] za pomoca
metody western blotting masa czasteczkowa trzech izolatdéw PDV wyniosta 19200.

Metody wykrywania PDV

Najstarsza metoda wykrywania i identyfikacji wirusa kartowatosci sliwy jest test
biologiczny polegajacy na zakazeniu wybranych gatunkéw roslin wskaznikowych
materiatem pochodzacym zrosliny badanej. W tescie najcz¢sciej sa wykorzystywane
nastepujace gatunki roslin: Cucumis sativus, Cucurbita maxima odmiany Buttercup,
Sesbania exaltata, Crotalaria spectabilis, Momordica balsamina, Tithonia speciosa
oraz Prunus serrulata odmiany Shirofugen [11].

Do wykrywania wirusa kartowatosci sliwy wykorzystuje si¢ testy serologiczne,
zwlaszcza test serologicznej immunosorbcji, test ELISA (Double Antybody San-
dwich — Enzyme Linked Immunosorbent Assay) z zastosowaniem przeciwcial poli-
klonalnych. Ze wzgledu na krétki czas oczekiwania na wyniki testu, mozliwo$¢ jed-
norazowego badania duzej liczby prob przy uzyciu reagentéw produkowanych przez
rozne firmy w postaci zestawow do wykrywania PDV, test ten stosowany jest w wielu
krajach przy badaniu zdrowotnosci materialu szké6ikarskiego [2, 8, 19, 23]. Od 1981
roku test ELIS A znalazl zastosowanie do wykrywania PDV w nasionach lub siewkach
Prunus armeniaca, P. besseyi, P. salicina, P. serotina i P. tomentosa w szkétkach zlo-
kalizowanych na terenie stanu Washington i1 Montana (USA) [25]. Rampitsch i in.
[32] badali mozliwos¢ uzycia przeciwciata monoklonalnego PDA 3C do wykrywania
PDV w kwiatach i liSciach Prunus avium oraz P. mahaleb przy uzyciu testu TAS-ELISA
(Triple Antybody Sandwich- Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Prawdopodo-
bienstwo ustalenia obecno$ci wirusa przy uzyciu MAb PDV 3C w drzewach czeresni
ptasiej i antypki wynositlo 99% pod warunkiem, ze 3/4 liSci bylo zainfekowanych.
Wedhug Spiegel i in. [40] czutos¢ testu TAS-ELISA przeprowadzonego przy uzyciu
MADb PDV 3C byla wyraznie wyzsza w poréwnaniu z czuloscia testu DAS-ELISA.

Do diagnostyki PDV zostaty takze wiaczone techniki oparte na wykrywaniu i ana-
lizie kwasu nukleinowego wirusa. Technik¢ molekularnej hybrydyzacji z sonda kom-
plementarnego RNA (cRNA) metoda ,,northern” wprowadzit Scott i in. [38] do ustala-
nia obecnosci PDV w drzewach brzoskwin. Ostatnio coraz czgéciej do wykrywania
11dentyfikacji wirusa stosuje si¢ technikg amplifikacji DNA in vitro za pomoca tancu-
chowej reakcji polimerazy (PCR-polymerase chain reaction) umozliwiajaca wykry-
wanie pojedynczej czasteczki wirusowego kwasu nukleinowego. Dzieki zastosowa-
niu wirusowej odwrotnej transkryptazy do przypisywania genomowych czastek RNA
do DNA (RT-reverse transcriptoin) tatwiejsza jest ich analiza. Raquel i in. [33] oraz
Spiegel i in. [40] wykorzystali technike IC-RT-PCR (immunocapture RT-PCR) do
wykrywania PDV w drzewach brzoskwin, czeresni, migdata i moreli rosnacych nate-
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renie sadow towarowych w Izraelu i Portugalii. Rowhani 1 in. [35] porownywal
czuto$é testu DAS-ELISA, oraz technik RT-PCR, IC-RT-PCR 1 DB (direct bin-
ding)-RT-PCR podczas wykrywania PDV w lisciach brzoskwin 1 ogdérka. Wirus byt
wykrywany w materiale roslinnym w koncentracji 20fg przy zastosowaniu technik
RT-PCR i IC-RT-PCR, 20pg techniki DB-RT-PCR oraz 200pg testu DAS-ELISA.
Youssefi in. [48] zastosowali technike RT-PCR-ELISA do badania obecnosci PDV
lisciach 1 w pytku pochodzacych z drzew brzoskwin, czeresni i sliw. Wyniki tych do-
Swiadczen wskazuja, ze czulos¢ tej technik byta 10100 razy wyzsza w poréwnaniu
z czutosciag RT-PCR-PAGE (polyacrylamid gel electrophoresis). Z badan Mekuria
1in. [24] wynika, ze uzycie w miejsce testu ELISA techniki nested-PCR lub multiple-
x-PCR wyraznie poprawilo wykrywalno$¢ wirusa karlowatosci $liwy w drzewach

migdalowcow na terenie Australii. PDV notowano w 96% testowanych drzew w la-
tach 2000-2001.

Mimo wysokiej czutosci technika RT-PCR nie powinna by¢ stosowana w maso-
wej diagnostyce PDV ze wzgledu na jej wysokie koszty. Technike te, o ile zajdzie taka
potrzeba, mozna uzyé do weryfikacji wynikéw innych testow, np. testu ELISA lub
cRNA. Z pewnoscia jest ona niezbgdna w badaniach epidemiologicznych oraz w pra-
cach dotyczacych zréznicowania w obrebie populacjii PDV na poziomie
molekularnym.

Obecnos¢ PDV w roznych organach roslin
w roznych okresach roku

—

. erus karfowatosci §liwy jest notowany w drzewach owocowych w stosunkowo
niskich koncentracjach, a ponadto jest on nieréwnomiernie rozmieszczony w roslinie.

Przeprowadzajac analize wynikéw testu serologicznego DAS-ELISA dotyczaca
Wykrywania PDV w pakach pekajacych, w kwiatach, w liSciach oraz tkance tyko + pe-
gy"iffm'la +migkisz korowy pochodzacych z drzew pestkowych, Fuchs i in. [9] udowo-
Dmll, ze I?rzydatnos’,é roznych organdw do wykrywania wirusa byla zréznicowana.

Obrym zrodtem PDV w okresach styczen—kwiecien oraz sierpien—grudzien byty
E)Va_-kl Splace. W prébach tyko + peryderma + migkisz korowy mozna byto stwierdzié
i guDS\\[V dO\}fo.lnym termini.e.prz.ez.olcres 12 miesigcy. Torrance i Dolby [43] wykrywa-
{Zaw W l.ls.mach czereén} 1 w.ls'm od czerwca do wrzesnia. Wedtug Malinowskiego
iy wadiklej [22_] obecnos¢ wirusa mc?Zr.la bylo ustali¢ w lisciach od marca do maja,
28 nfg ach épla‘cych W marcu.’Wymkl badan prowadzonych przez Paduch-Cichal
ey Wy‘krywajlmem PDV w r6znych organach drzew czeresni ptasiej klonu F12/1
Wynikétypkl wréznych okresgch roku przy uzyciu testu DAS-ELISA byly zblizone do

W opisanych powyzej przez innych autoréw. W okresach styczefi-marzec oraz

w ar Y :
Tzesien—grudzien wirus byl stwierdzany w pakach $pigcych badanych drzew.
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W kwietniu paki pekajace byty najlepszym zrédlem wirusa. W lisciach PDV byt wy-
krywany od maja do pazdziernika, a w prébach tyko + peryderma + migkisz korowy
od maja do grudnia. Autorka przeprowadzila analiz¢ wariancji przy uzyciu programu
ANOVA dla wartosci absorbancji uzyskanych w tescie DAS-ELISA dla préb zbie-
ranych w réznych miesiacach roku z ré6znych organdw testowanych drzew pestko-
wych porazonych kazdym z trzech izolatéw PDV. Odnotowata ona réznice w otrzy-
manych srednich warto$ciach absorbancji pomigdzy izolatami wirusa w trakcie
testowania materialu w réznych okresach roku. Kazdy z badanych izolatow wirusa
stanowit odrebna grupg¢. Prawdopodobnie bylo to zwiazane rézna koncentracja
antygenow w testowanym materiale roslinnym. Najwyzsza koncentracj¢ uzyskat izo-
lat PDV-D2 a najnizsza izolat PDV-15/28.

Torrance i Dolby [43] do wykrywania PDV przy uzyciu testu DAS-ELISA wy-
korzystali licie zbierane z drzew wisni i §liw, ktére byly przechowywane w tempera-
turze 20°C lub 3°C przez okres co najmniej 12 tygodni. Natomiast Paduch-Cichal
1 Skrzeczkowska [29] stwierdzaly obecnos¢ wirusa w pakach $piacych zbieranych
w kwietniu z drzew wisni odmiany Lutéwka porazonej wirusem, otrzymanych w tem-
peraturze —20°C do listopada.

Ochrona roslin przed PNRSV

Najwazniejszym przy ochronie drzew pestkowych przed wirusem kartowatosci
sliwy jest rozpoczgcie uprawy od zdrowego materiatu wyjsciowego. Generalng za-
sada jest produkcja zdrowych drzewek w szkétkach. Podktadki, zaré6wno wegetatyw-
ne jak i generatywne musza pochodzi¢ ze zdrowej, testowanej na obecno$é wirusa
plantacji matecznej. Plantacje mateczne winny by¢ poddawane okresowej kontroli
(lustracje, testowanie), a materiat porazony PDV nalezy natychmiast usuwaé. Druga
nie mniej wazna sprawg jest prawidtowa lokalizacja nowych sadéw, ktére powinny
by¢ zaktadane w odleglosci co najmniej 200 m od juz istniejacych. Nalezy pamigtac
takze o zachowaniu izolacji przestrzennej (800-1000 m) od drzew czeresni ptasiej
1 antypki, z ktorych pobiera si¢ nasiona do produkcji podktadek generatywnych, od
drzew zraznikowych, oraz od ozdobnych i dziko rosnacych gatunkéw z rodzaju Pru-
nus czy Rosa. [18]

Podsumowanie

Wi.rus kartowatosci $liwy (Prune dwarf virus, PDV), sprawca choroby karlowa-
tos¢ Sliwy, nalezy do rodziny Bromoviridae, rodzaju Ilarvirus. PDV wystepuje w roz-
nych rejonach swiata i poraza rézne gatunki roélin z rodzaju Prunus.
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PDV jest przenoszony w trakcie wegetatywnego rozmnazania materialu
szkotkarskiego, a takze z pylkiem na zapylane drzewa oraz z nasionami. Szczepy lub
izolaty wirusa réznia si¢ wlasciwos$ciami w soku, infekcyjnoscia, patogenicznoscia,
sekwencja nukleotydow RNA3 i sekwencja aminokwasoéw bialka kapsydu. Do wy-
krywania PDV stosowane sa testy serologiczne (DAS-ELISA), testy biologiczne,
oraz techniki oparte na wykrywaniu kwaséw nukleinowych wirusa (test cDNA,
technika RT-PCR).
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Summary
Paper reviewed the literature covering the current knowledge on the PDV. The

following subject were discussed:

geographical distribution and transmission,

main diseases,

host range and symptomatology,

stability in sap, biological and serological properties,
particle structure and biochemical properties,
methods of virus detection,

methods of virus control.



