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Streszczenie

Wirus Y ziemniaka (Potato virus Y, PVY) jest typowym przedstawicielem rodzaju Potywirus, nalezgce-
go do rodziny Potyviridae. Wirus przenoszony jest gtdwnie przez mszyce w sposéb nietrwaty i niekrg-
Zeniowy, cho¢ moze rozprzestrzenia¢ sie wraz z sokiem przez uszkodzenia mechaniczne, przez
szczepienie, jak rowniez z wodg. PVY jest obecnie najwazniejszym wirusem infekujgcym ziemniaki.
Stanowi powazny problem réwniez w uprawach pomidora, papryki i tytoniu. Od kilku dekad populacja
wirusa ulega dynamicznym zmianom. Pojawiajg sie nowe, rekombinowane szczepy, ktore wywofujg
tagodne, trudne do wykrycia objawy na roSlinach lub wystepujg bezobjawowo. Czesto indukujg nekro-
zy na bulwach, przyczyniajgc sie do pogorszenia jakosci plonu, a nawet jego dyskwalifikacji. Dlatego z
praktycznego punktu widzenia istotne jest wykrywanie wirusa w bardzo niskich koncentracjach i iden-
tyfikowanie szczepow powodujgcych nekrozy bulw. Tradycyjnie do tego celu stosuje sie test biolo-
giczny na roslinach ziemniaka o znanym podfozu genetycznym oraz na tytoniu (Nicotiana tabacum),
uzupetniony o test immunologiczny ELISA réznicujgcy serotypy O i N wirusa. Metody molekularne
oparte na RT-PCR umozliwiajg bardziej specyficzng identyfikacje szczepdéw genetycznych. Jednocze-
sne wykrycie wirusa i rozréznienie jego serotypdw umozliwia test oparty na izotermicznej amplifikacji
kwasow nukleinowych technikg RT-LAMP.

Stowa kluczowe: ELISA, RT-LAMP, RT-PCR, wirus Y ziemniaka, ziemniak

Abstract

Potato virus Y (PVY) is a type member of the genus Potyvirus, belonging to the Potyviridae family.
The virus is transmitted mainly by aphids in a nonpersistent and noncirculative mode, although it can
spread with plant sap through mechanical damage, by grafting and with water. PVY is currently the
most crucial virus that infects potatoes. The virus also causes a severe threat in tomato, pepper, and
tobacco crops. The virus population has changed dynamically during the last four decades. New, re-
combinant strains appeared that cause mild, severe to detect symptoms on plants or are asymptoma-
tic. At the same time, they often induce tuber necrosis, contributing to crop disqualification. Therefore,
from a practical point of view, it is essential not only to detect the virus but also to identify strains that
cause tuber necrosis. Traditionally, necrotic and nonnecrotic strains are differentiated on indicator
plants in combination with an immunoassay detecting virus O and N serotypes. Molecular methods
based on RT-PCR allow more specific identification of genetic strains. Additionally, simultaneous de-
tection of the virus i differentiation of its serotypes is enabled by a test RT-LAMP - a combination of
reverse transcription of RNA to cDNA with isothermal nucleic acid amplification.

Keywords: ELISA, potato, potato virus Y, RT-LAMP, RT-PCR

irus Y ziemniaka (PVY) jest typo-
wym przedstawicielem rodzaju Po-
tywirus nalezgcego do rodziny Po-
tyviridae (Fauquet i in. 2005; Kerlan, Moury
2008). Jest uwazany za pigty z dziesieciu
najgrozniejszych wiruséw roslinnych na
Swiecie (Scholthof i in. 2011) i za najwaz-

niejszy wirus infekujgcy uprawy ziemniakow
(Valkonen 2007; Gray i in. 2010; Guzowska i
in. 2013, Karasev, Gray 2012). Pod wzgle-
dem Swiatowej konsumpcji ziemniak jest
trzecig najwazniejszg rosling uprawng na
Swiecie po ryzu i pszenicy (Devaux i in.
2014). Ma tez najwyzszg ze wszystkich ro-
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slin wartos¢ energetyczng w stosunku do
powierzchni uprawy oraz wysokg wartosc
odzywczg. Z tych powodow jest uznawany
przez Organizacje Narodéw Zjednoczonych
ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO) za rosline
strategiczng w zapewnieniu bezpieczenstwa
zywnosciowego ludzkosci (Devaux i in.
2014). Dlatego znaczenie PVY — najwazniej-
szego obecnie wirusowego patogenu tej
rosliny — jest szczegdlnie duze.

Infekcja wirusem moze wywota¢ od 30 do
nawet 80% strat w plonie bulw (Kerlan 2006,
Valkonen 2007, Kostiw 2013). PVY jest row-
niez waznym patogenem infekujgcym pomi-
dor, papryke, tyton i baktazan (Kerlan 2006;
Kerlan, Moury 2008; Karasev, Gray 2012;
Quenouille i in. 2013). Naturalnym rezerwu-
arem wirusa sg liczne chwasty z ponad trzy-
dziestu rodzin roslin okrytonasiennych,
gtébwnie z rodziny psiankowatych (Kerlan
2006; Kerlan, Moury 2008; Kaliciak, Syller
2009).

Wirus jest przenoszony zaréwno mecha-
nicznie, jak i przez mszyce (Syller 2001;
Radcliffe, Ragsdale 2002; Kerlan 2006). W
ostatnim przypadku mechanizm przenosze-
nia polega na specyficznym przytwierdzaniu
czgstek wirusa do nabtonka aparatu ktujgco-
-ssgcego mszycy i ich uwalnianiu podczas
kolejnego zerowania mszycy. Taki sposob
przenoszenia jest nazywany niekrgzenio-
wym, poniewaz wiriony nie krgzg w ciele
owada. Dzieki temu mszyca moze w krotkim
czasie rozprzestrzeni¢ czagstki wirusa na
duzg liczbe roslin. Czas, w jakim to moze
zrobi¢, jest jednak stosunkowo krotki i wyno-
si dla PVY ok. dwéch godzin (Kostiw 1987).
Dlatego sposob przenoszenia PVY przez
mszyce okreslany jest rowniez jako nietrwa-
ty. Interesujacy i obszerny przeglad wiedzy o
przenoszeniu wirusObw mozna znalez¢ w
pracy przegladowej Syllera (2001).

Gtownym wektorem PVY jest mszyca
brzoskwiniowa (Myzus persicae), ale wirus
moze byC¢ rowniez przenoszony przez inne
mszyce ziemniaczane, m.in. Aphis nasturtii,
Macrosiphum euphorbiae, A. frangulae, A.
solani (Kostiw 1979; Harrington i in. 1986;

Sigvald 1984; Radcliffe, Ragsdale 2002) i
migrujgce mszyce nieziemiaczane, m.in.
Hayhurstia atriplicis, Hyperomyzus lactucae,
Rhopalosiphum padi (Kostiw, Robak 2000,
2002; Verbeek i in. 2010; Mello i in. 2011;
Wrébel 2016; Fox i in. 2016; Mondal i in.
2016).

W ostatnich latach wykazano, ze za
wczesne infekcje PVY odpowiadajg mszyce
nieziemniaczane, ktérych pierwsze loty mo-
gg wystgpi¢ nawet w pierwszej potowie maja
(Kostiw, Robak 2008; Wrébel 2016). W takim
terminie rosliny ziemniaka sg jeszcze po-
zbawione zwigzanej z wiekiem odpornosci
polowej, co sprzyja szerzeniu sie wirusa mi-
mo matej efektywnosci transmisji przez
mszyce nieziemiaczane (Verbeek i in. 2010).

Wirion PVY ma forme gietkiej nici o dtu-
gosci ok. 800 nm i $rednicy 11-14 nm. Jest
zbudowany z ok. 2000 czgsteczek biatka
ptaszcza otaczajgcych jedng ni¢ genomowe-
go RNA wirusa (gRNA). Do obu koncow wi-
rionu przylaczone sg biatka wirusowe: po-
mocnicze (HC-Pro) i inkluzyjne (Cl). Genom
PVY zbudowany jest z kwasu rybonukleino-
wego (RNA) ztozonego z ok. 9700 (nt) rybo-
nukleotydéw. Do 5’-konca gRNA jest kowa-
lencyjnie przytaczone wirusowe biatko VPg.
Na 3’-konicu gRNA znajduje sie tahcuch po-
liadeninowy (Poli-A). Genomowe RNA kodu-
je biatko prekursorowe, ktére dojrzewa do
dziesieciu biatek potomnych. Gtéwng role w
tym procesie petni proteaza wirusowa NI-
-Pro, ktéra po autokatalitycznym wyodreb-
nieniu z biatka prekursorowego trawi je na
wiekszosC biatek potomnych z wyjgtkiem
biatka P1 i biatka HC-Pro, ktére réwniez sg
zdolne do autokatalitycznej proteolizy (Danci
i in. 2009). W trakcie replikacji genomu PVY
wirusowa polimeraza u ok. 2% potomnych
gRNA wstawia dodatkowy nukleotyd — ade-
nine w obrebie genu kodujgcego biatko P3.
Wstawienie powoduje zmiane ramki odczytu
w trakcie syntezy biatka P3, co prowadzi do
powstania biatka P3N-PIPO (Chung i in.
2008, Olspert i in. 2016). Budowe wirusa
przedstawiono na rysunku 1.



18 Ziemniak Polski 2019 nr 3

i 500 1?00 2?00 3000 4000

5?00 6000 7?00 H?OO 9000

9704 nt
]

Vpg P}NEPIPO 6K1 6K2
O= P11 | HC-Pro [ p3 [] CI [1 nia [ NIb [ CP mmm(A)n
5'UTR 3'UTR

Rys. 1. Organizacja genomu PVY. Skala nad schematem reprezentuje dtugo$c nici RNA wirusa
w tysigcach nukleotydow (nt). Region niekodujgcy biatka — UTR. Prostokaty z nazwg biatka
wirusowego oznaczajg poszczegdlne fragmenty genomu kodujgce sekwencje tych biatek

Polimerazy wirusowe w trakcie replikaciji
wirusa popetniajg czesto btedy, dzieki czemu
genomy wiruséw powstate w trakcie replika-
cji wyjéciowego genomu znacznie roznig sie
od niego oraz miedzy sobg. Jest to general-
na cecha wiruséw, odpowiadajgca za ich
szybkg ewolucje i adaptacje do zmian $ro-
dowiska. Dlatego populacje genoméw dane-
go wirusa nazywa sie quasi-gatunkiem. Po-
jecie to oznacza cafg pule zmiennych geno-
mowych RNA tworzgcych gatunek wirusa.
PVY jest typowym quasi-gatunkiem. Charak-
teryzuje sie szybkim tempem ewolucji, wyni-
kajacym z wysokiej czestotliwosci mutacji
punktowych oraz rekombinacji pomiedzy
genomami réznych szczepow (Glais i in.
2002; Nie, Singh 2003a; Lorenzen i in.
2006a; Lorenzen i in. 2006b; Schubert i in.
2007; Ogawa i in. 2008; Hu i in. 2009a; Ka-
rasev i in. 2011; Cuevas i in. 2012; Visser i
in. 2012). Pojawianie sie nowych, rekombi-
nowanych szczepdw wirusa, ktére mogg
wywotywac tagodne, trudne do wykrycia ob-
jawy na roslinach lub wystepujg bezobjawo-
wo, jest jednym z wyzwan w ochronie przed
PVY. Nowe rekombinanty czesto indukujg
nekrozy bulw, przyczyniajgc sie do pogor-
szenia jakosci plonu lub jego dyskwalifikaciji.
Réwniez w Polsce infekcje wirusem Y ziem-
niaka sg gtéwng przyczyng dyskwalifikacji
plantacji nasiennych (Kostiw 2013; Wrobel,
Wasik 2013).

Rosliny ziemniaka réznig sie rodzajem
reakcji na infekcje wirusami, w tym na PVY.
Odmiany podatne reagujg wyraznymi i zroz-
nicowanymi objawami chorobowymi. Odmia-
ny tolerancyjne zachowujg zdrowy wyglad
catej rosliny, jednak moga reagowac obnizo-
nym plonem. Najbardziej pozgdanym rodza-
jem interakcji odmian ziemniaka z wirusem
jest odpornosc¢, ktérej poziom rowniez jest
cechg odmianowg. Poziom odpornosci danej
odmiany ziemniaka mozna zbadac¢ doswiad-
czalnie i wyrazi¢ ilosciowo w skali 9-stopnio-

wej, gdzie 1 oznacza catkowitg podatnos¢, a
9 — skrajng odpornos¢ na dany wirus.

Odpornos¢ determinowang przez wiele
gendw nosi miano odpornosci horyzontalne;j
(polowej). Warunkujg jg m.in. grubos¢ scian
komérkowych, odpornos¢ mechaniczna,
szybkosc¢ ekspresji biatek zwigzanych z pa-
togeneza. Ten typ odpornosci jest zwigzany
z wiekiem roslin, starsze rosliny majg wyzszy
poziom odpornosci polowej niz miode. Zale-
zy ona rowniez od warunkéw sSrodowisko-
wych i nie jest specyficzna, odpowiada ra-
czej za 0golng odpornos¢ na rézne patogeny
a nie na konkretny czynnik chorobotworczy
(Zimnoch-Guzowska i in. 2013). W skali 9-
-stopniowej warunkuje poziom odpornosci od
4do7.

Dla hodowcow ziemniakéw bardziej inte-
resujgca jest odpornos¢ warunkowana przez
pojedyncze geny, ktére w procesie hodowla-
nym mozna wprowadzaé¢ do nowych odmian.
Taki rodzaj odporno$ci okresla sie mianem
wertykalnej. W jej ramach wyrdznia sie od-
pornos¢ ekstremalng (ang. extreme resi-
stance, ER), warunkowang u ziemniaka
przez geny R, oraz odpornosé typu reakciji
nadwrazliwosci (ang. hypersensitive resi-
stance, HR), determinowang przez geny N.
U odmian noszgcych geny R dochodzi do
blokowania replikacji wirusa, co powoduje,
ze sg one krahcowo odporne na dany wirus
(poziom odpornosci 9 w skali 9-stopniowe;j).
Wprowadzane do ziemniaka jadalnego geny
R na PVY pochodzg od dzikich gatunkéw
ziemniaka: gen Rya.qy 0d Solanum tuberosum
subsp. andigena Hawkes, gen Rys, od S.
sto-loniferum Schlechtd i gen Ry od S.
chacoense Bitt (Zimnoch-Guzowska i in.
2013, Valkonen 2015).

W odpornosci typu HR wirus moze sie re-
plikowa¢ w zainfekowanych komérkach, lecz
produkty gendédw N powodujg, ze nie jest
zdolny do przemieszczania sie miedzy ko-
moérkami i w catej roslinie. Zainfekowane
komorki obumierajg, co objawia sie charak-
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terystycznymi  punktowymi nekrozami na
lisciach w miejscu infekcji wirusem. Odmiany
ziemniaka z genami N w 9-stopniowej skali
majg poziom odpornosci w zakresie 7-8.
Geny typu N sg powszechne u dzikich ga-
tunkéw ziemniaka, jak réwniez u odmian
ziemniaka jadalnego. Cechg niekorzystng
odpornosci HR jest to, ze moze byC przeta-
mywana w wyzszej temperaturze. Jest ona
réwniez specyficzna dla poszczegolnych
szczepow wirusa (Zimnoch-Guzowska i in.
2013, Valkonen 2015).

Z uwagi na ostatnig ceche odpornosci HR
biologiczna klasyfikacja PVY jest oparta na
zdolnosci szczepow do indukowania reakdcji
nadwrazliwosci w odmianach ziemniaka z
genami odpornosci Ny, Nc i Nz oraz do wy-
wotywania nekrozy nerwéw lub mozaiki lisci
na tytoniu (tab. 1). W ten sposdb mozna zde-
finiowa¢ trzy szczepy nierekombinowane:
PVY®, PVY", PVY® i dwa rekombinowane:
PVYE, PVY? (Golnik i in. 2007; Singh i in.

2007; Karasev, Gray 2013; Valkonen 2015).
PVY® i PVY® indukujg reakcje nadwrazliwo-
Sci w odmianach ziemniaka z genami Nc lub
Ny i mozaike lisci tytoniu. Pierwszy z tych
szczepOw grupuje gtownie izolaty wirusa
infekujgce gtdwnie papryke, pomidory i tyton.
PVY" indukuje ostre systemiczne nekrozy
nerwow na tytoniu i infekuje systemicznie
odmiany z genami Nc, Ny i Nz bez induko-
wania reakcji nadwrazliwo$ci (Singh i in.
2007; Gray i in. 2010; Karasev, Gray 2013).
PVY# wywotuje reakcje nadwrazliwosci w
odmianach ziemniaka z genem Nz, infekuje
systemicznie odmiany z genami Nc i Ny oraz
nie indukuje nekrozy nerwéw na tytoniu (Jo-
nes 1990; Singh i in. 2007; Karasev, Gray
2013). PVYE podobnie jak PVYN infekuje
systemicznie odmiany z genami Nc, Ny i Nz,
lecz w przeciwienstwie do PVYN nie wywotu-
je nekrozy nerwéw na tytoniu (Kerlan i in.
1999; Singh i in. 2007; Karasev, Gray 2013).

Tabela 1

Klasyfikacja szczepow PVY na roslinach réznicujacych

odmian ziemniaka o znanym podiozu genetycznym i roslinach tytoniu.

VN — nekrozy nerwéw, M — mozaika

PVYC PVYO PVYN

King Edward HR S

Petland Crown

Desiree 5 il
Petland Ivory

Maris Bard i Al
Tyton

White Burley, M M
Samsun, Xanti

Zrédto: Singh i inni 2008

Ta klasyfikacja, oparta na testach biolo-
gicznych, jest czesciowo odzwierciedlona
przez wtasciwosci serologiczne biatka ptasz-
cza, ktére mozna rozrozni¢ dla szczepdw
PVY®, PVY® i PVYN za pomoca przeciwciat
monoklonalnych (Gugerli, Fries 1983; Ellis i
in. 1996; Cerovska 1998; Ounouna i in.
2002; Nicolaeva i in. 2012; Tian i in. 2014).

PVYZ PVYE
5 S S Nc:ny:nz
5 5 S nc:Ny:nz
S HR S Nc:Ny:Nz

VN M M

Réwniez molekularne réznice miedzy szcze-
pami PVY, ktérych genomy nie powstaty w
wyniku rekombinacji, czesciowo odzwiercie-
dlajg klasyfikacje na podstawie testéw biolo-
gicznych. Jednak genomy tych szczepow
charakteryzujg sie wysokim poziomem we-
wnatrzszczepowego zréznicowania (Glais i
in. 2002; Nie, Singh 2003ab; Lorenzen i in.
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2006a; Schubert i in. 2007; Ogawa i in.
2008; Hu i in. 2009; Cuevas i in. 2012; Vis-
ser i in. 2012). Przyktadem mogg tu by¢ réz-
nice pomiedzy niektérymi izolatami PVYN z
Ameryki Pétnocnej a europejskimi izolatami
tego szczepu. Rdznice w sekwencji geno-
mow sg w tym przypadku tak duze, ze wy-
dzielono amerykanskie izolaty jako osobny
szczep PVY™N (Nie, Singh 2003ab; Kara-
sev, Gray 2013). Réwniez klasyczny szczep
PVY® obejmuje kilka wyraznie réznych linii
genetycznych (Karasev i in. 2011, Ogawa i
in. 2012) wigcznie z podgrupg PVY®®, ktérej
biatko ptaszcza jest rozpoznawane przez
specyficzne dla PVY" monoklonalne prze-
ciwciato IF5 (Karasev i in. 2010, Nicolaeva i
in. 2012). W 2016 r. w Australii opisano nie-
znany dotad nierekombinacyjny szczep
PVY®. Jest on filogenetycznie podobny do
PVY®, lecz infekuje rosliny ziemniaka z ge-
nem Ny, nie wywotujgc reakcji nadwrazliwo-
&ci, i indukuje takg reakcje w odmianach z
nowym hipotetycznym genem Nd (Kehoe,
Jones 2016).

We wczesnych latach 80. XX w. stwier-
dzono, ze niektére izolaty zaliczane wow-
czas do PVY" wywotujg nekrotyczng pier-
scieniowg chorobe bulw (ang. potato tuber
necrotic ringspot disease, PTNRD), ktoérej
objawem sg ptytkie pierscieniowe nekrozy.
Izolaty o takich wtasciwosciach zaczeto kla-
syfikowaé jako szczep PVYN™ (Beczner i in.
1984, Le Romancer i in. 1994, Glais i in.
2002). Réwniez w latach 80. ubiegtego wie-
ku zaobserwowano, ze niektére izolaty ne-

krotyczne byly w stanie infekowa¢ odmiany
uwazane za odporne na PVY. Izolaty te, w
przeciwienstwie do typowego PVY", induko-
waly tagodne objawy lub wystepowaty bez-
objawowo (Chrzanowska 1991). Te grupe
izolatéw PVY sklasyfikowano jako PVYMW,
od nazwy odmiany Wilga, w ktorej ten
szczep zostat po raz pierwszy wykryty
(Chrzanowska 1991). Badania serologiczne
ujawnity, ze szczep ten pomimo wywotywa-
nia nekroz nerwéw na tytoniu posiada sero-
typ typowy dla PVY®. Réwniez sekwencja
nukleotydowa genu kodujgcego biatko
ptaszcza w tym szczepie byta typowa dla
PVY® (Chachulska i in. 1997). Sekwencjo-
nowanie czesci i catych genoméw PVYN™ j
PVYNY' wykazato, ze oba szczepy powstaty
na skutek rekombinacji genoméw PVY® i
PVYN (Glais i in. 2002; Nie, Singh 2003a;
Lorenzen i in. 2006a; Lorenzen i in. 2006b;
Schubert i in. 2007; Ogawa i in. 2008; Hu i
in. 2009a; Karasev i in. 2011; Singh i in.
2007; Gray i in. 2010; Crosslin 2012; Kara-
sev, Gray 2013; Quenouille i in. 2013). Do
rekombinacji dochodzi najczesciej w czte-
rech regionach genomu PVY (rys. 2). Poto-
zenie tych miejsc rekombinacji (ang.: recom-
binant junctions, Rjs) w genomie wirusa jest
stosunkowo konserwatywne, a wymiana
fragmentow RNA w ich obrebie prowadzi do
powstania dziewieciu najczesciej wystepuja-
cych w przyrodzie rekombinantow PVY:
PVY®, PVY®, PVYN, PVYE PVY? PVYNO
PVYMY PVYNAN T PVY-NE11 (Hu i in. 2009;
Karasev, Gray 2013).
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S5'UTR ! 6K1 6K2 ] 3'UTR
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] 1
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NTN Q= [] [1 I (A)n
| !
] 1
] 1
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N-wi (] [ i I N _F=(A)n
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| 1
i
1
PVY-N Q=f [ I | { [ F=(A)n
! i i !
R1 R2 R3 R4

Rys. 2. Schemat przedstawiajgcy rodzicielskie szczepy PVYN (szary) oraz PVYO (biaty)
oraz rekombinowane szczepy potomne NTN i N-Wi.
Miejsca rekombinacji od R1 do R4 wskazano przerywang linig
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Dalsze badania wykazaty, ze izolaty PVY
tradycyjnie klasyfikowane jako PVY™"' two-
rzg dwie grupy, w ktérych segmenty genomu
typu “O” pochodzg od dwdch réznych gene-
tycznie linii PVY®. Sg one obecnie klasyfiko-
wane jako PVY™M" zrekombinowany w po-
zycjach RJ1 i RJ2, oraz PVYN®, zrekombi-
nowany tylko w pozycji RJ2 (Karasev i in.
2011).

W obrebie szczepu PVY"™ réwniez wy-
rézniono dwie grupy: PVYN™(A) zrekombi-
nowany we wszystkich czterech pozycjach
(RJ 1-4) oraz PVYN™(B) z trzema miejscami
rekombinacji od RJ 2 do RJ4 (Ogawa i in.
2008). Szczepy PVY® i PVYN nie sg jedyny-
mi mozliwymi przodkami szczepdw rekombi-
nowanych. Przyktadem moze by¢ szczep
PVY-NE11 pochodzacy z rekombinacji po-
miedzy szczepem PVYM™N i nieznanym izo-
latem PVY (Lorenzen i in. 2008). Ponadto
szczepy pochodzgce z rekombinacji takze
mogg ze sobg rekombinowaé, czego efek-
tem sg takie szczepy jak PVYF pochodzacy
od PVYN™ i NE11 (Galvino-Costa i in.
2012a) lub syryjski szczep PVYN™W beda-
cy efektem rekombinacji PVYN™ z pvyMW
(Chikh Ali i in. 2010a).

Analiza molekularna genomu PVY? ujaw-
nita, ze ma on typowg strukture rekombinan-
ta PVYN™. Zaréwno izolaty szczepu PVY?,
jak i PVYN™ wywotujg HR na odmianach z
genem Nz. Jedyng réznicg miedzy nimi sg
objawy na tytoniu. PVY# powoduje mozaike i
przejasnienie nerwéw, natomiast PVYN™ —
nekrozy nerwéw. W zwigzku z tym, ze izolaty
PVY# i PVYN™ s3 biologicznie zblizone lub
identyczne, uznano, ze powinny byC¢ nazy-
wane PVY%NTN (Kerlan i in. 2011). W efek-
cie wspétczesna klasyfikacja PVY podejmuje
prébe potagczenia tradycyjnej klasyfikaciji
opartej na symptomach wywotywanych
przez PVY na odmianach ziemniaka z rézni-
cujgcymi genami odpornosci oraz na tytoniu
z danymi na temat organizacji molekularnej
genomow PVY (Karasev, Gray 2013). Spra-
wa jest jednak skomplikowana, poniewaz
oba systemy nie zawsze dobrze do siebie
pasujg. Przyktadem tego mogg byc¢ izolaty
PVY molekularnie typowane jako PVY°, a
biologicznie jako PVYZ Kolejnym przykta-
dem jest nowo odkryty nierekombinacyjny
szczep PVYP, ktéry na poziomie molekular-
nym identyfikowany jest jako PVY®, lecz nie

wywoluje reakcji HR w roslinach ziemniaka z
genem Nc. W celu uporzagdkowania skompli-
kowanego nazewnictwa filogenetycznego
PVY zaproponowano stosowanie tacinskich
liczb (Kehoe, Jones 2011, 2016).

W ciggu ostatnich trzech dekad wzrasta
udziat szczepow rekombinowanych w swia-
towe] populacji wirusa Y ziemniaka (Hu i in.
2009; Chikh Ali i in. 2010a, 2016ab; Galvino-
-Costa i in. 2012b; Schubert i in. 2015). Jest
to szczegdlnie widoczne w przypadku
PVYN™ i PvYNW ktore niemal catkowicie
zastgpity stare szczepy nierekombinacyjne w
Europie (Yin i in. 2012, Zimnoch-Guzowska i
in. 2013, Lindner i in. 2015). Réwniez w
Ameryce Pdinocnej, gdzie PVY® do niedaw-
na dominowat (Gray i in. 2010), w ciggu za-
ledwie kilku lat zostat on niedawno prawie
catkowicie zastgpiony przez szczepy PVYNW
i PVYN™ (Benedict i in. 2015, Funke i in.
2017). Tak dramatyczna szybko$¢ zmian w
strukturze genetycznej populacji PVY moze
wynika¢ z selektywnej podatnosci odmian
ziemniaka na rekombinowane szczepy PVY
(Linder i in. 2015, Funke i in. 2017).

Jednakze reakcja danej odmiany ziem-
niaka na dany szczep wirusa moze by¢ réw-
niez determinowana przez inne czynniki niz
tylko sama interakcja genotypdw wirusa i
rosliny, poniewaz nowe szczepy mogg wy-
wotac¢ zaréwno ostre, jak i fagodne objawy, a
takze wystgpi¢ bezobjawowo na tym samym
genotypie ziemniaka (Lindner i in. 2015).
Szczegdlnie infekcje bezobjawowe popular-
nych odmian ziemniaka stanowig wyzwanie
w zwalczaniu PVY (Nie i in. 2012; Karasev,
Gray 2013; Lindner i in. 2015; Benedict i in.
2015). Ponadto nie tylko PVYN™, lecz row-
niez inne szczepy, witgcznie z nierekombi-
nowanymi (PVY®, PVYN, PVYNN4) i rekombi-
nowanymi (PVYE, PVY"N™W O PVyY.NE11),
mogg indukowacé ptytkie nekrozy — nekro-
tyczng pierscieniowg chorobe bulw
(PTNRD), wewnetrzne nekrozy, jak réwniez
deformacje catych bulw u podatnych odmian
ziemniaka, co znaczgco zwieksza znaczenie
ekonomiczne tych szczepéw (Karasev, Gray
2013; Benedict i in. 2015).

W badaniach zmian w strukturze populacji
wirusa Y w Polsce rowniez stwierdzono
zmiane frekwencji wystepowania szczepow.
W latach 80. XX w. szczep PVY® stanowit
90% populacji, ale w ciggu kolejnych szesciu
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lat nastgpity duze zmiany: stwierdzono, ze
szczepem dominujgcym stat sie PVYN™ wy-
krywany w 90% przypadkéw. Szczep
PVYN™ wykryto po raz pierwszy w Polsce w
1994 r., a jego wystepowanie systematycz-
nie rosto w kolejnych latach (Zimnoch-Gu-
zowska i in. 2013). Obecnie najwiekszy
udziat w populacji majg dwa szczepy:
PVYN™ i PvYNY (Yiniin. 2012).

Dlatego, aby uzupetni¢ wizualng ocene
objawéw infekcji PVY na roslinach roznicuja-
cych odmian ziemniaka i tytoniu, wykrywanie
i r6znicowanie szczepow PVY musi obejmo-
waé enzymatyczny test immunologiczny
ELISA z przeciwciatami monoklonalnymi,
ktére specyficznie rozpoznajg biatka ptasz-
cza PVY®, PVY? i PVYN (Ounouna i in. 2002;

Test immunologiczny

ELISA:

* przeciwciata PVY

* przeciwciata PVYN
* przeciwciata PVY9/C

(Singh i in. 2008)

0000

N-0327 N-0348

0-0343 0-0345

Test biologiczny

tyton odm. Samsun
odmiany ziemniaka
* King Edward,

* Desiree,

* Pentland Ivory

Singh i in. 2007; Karasev, Gray 2013; Nico-
laevaiin. 2012; Tian i in. 2014) lub test mul-
tipleks (m)RT-PCR réznicujgcy szczepy
(Weilguny, Singh 1998; Singh i in. 2002;
Boonham i in. 2002; Nie, Singh 2003b) —
rysunek 3. Opracowane techniki (m)RT-PCR
dobrze rdznicujg szczepy wirusa. Opierajgc
sie na konserwatywnych pozycjach regionow
RJ, mozna projektowac startery, dzieki kté-
rym identyfikacja szczepdw genetycznych
jest stosunkowo prosta (Lorenzen i in.
2006b; Rigotti, Gugerli 2007; Schubert i in.
2007). Najbardziej precyzyjny test (m)RT-
-PCR wykorzystuje pie¢ mozliwych pozycji
regionow RJ1-RJ4 (wigcznie z dwoma moz-
liwymi regionami dla RJ3 i RJ3a) (Chikh i in.
2010b, 2013).

Test molekularny

Multiplex RT-PCR:
Chikh i in.2010

1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 11 12 13

NTN-0403

NTN-0410

&

N-Wi Zdrowy

Rys. 3. Metody stosowane do réznicowania i identyfikacji szczepéw PVY

Ostatnio zespdt z Pracowni Diagnostyki
Molekularnej i Biochemii (PDMiB) w oddziale
IHAR-PIB w Boninie wykazat, ze metoda
izolacji RNA moze znaczgco wptyng¢ na
czuto$¢ wykrywania PVY testem RT-PCR i
ze izolacja RNA na krzemionce upraszcza
procedure wykrywania oraz umozliwia uzy-
skanie wysokiej czutosci przy jednoczesnie
obnizonych kosztach detekcji (Zacharzew-
ska i in. 2014). W ciggu ostatniego dziesie-
ciolecia opracowano szereg wariantow izo-
termicznego testu RT-LAMP (RT-LAMP,
Notomi i in. 2015) do wykrywania PVY (Nie
2005, Hasiéw-Jaroszewska i in. 2015) oraz
innych wirusow roslin (Hasiéw-Jaroszewska,
Borodynko 2013; Budziszewska i in. 2016).
Test RT-LAMP jest mniej wrazliwy na inhibi-

tory amplifikacji niz RT-PCR (Kaneko i in.
2007), ma wiekszg czutosé, jest tatwiejszy
do wykonania i zachodzi szybciej niz RT-
-PCR (Przewodowska i in. 2015).

Zespo6t PDMIB opracowat fluorescencyjny
wariant testu RT-LAMP oparty na starterach
Y5, umozliwiajgcy wykrycie wirusa w oK.
50 min z izolacjig RNA wigcznie. Czutos¢
testu byta dziesieciokrotnie wyzsza od RT-
PCR i tysigckrotnie wyzsza od testu ELISA i
testow paskowych (Przewodowska i in.
2015). Efektem kontynuacji badan byto
opracowanie starterow Y4, ktére w porow-
naniu z testem opracowanym na starterach
Y5 pozwolity zwiekszy¢ czuto$¢ RT-LAMP
czasu rzeczywistego o rzad wielkosci (z 0,1
do 0,01 pg catkowitego RNA w reakgc;ji). Za-
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projektowane startery umozliwity réwniez
réznicowanie izolatbw PVY pod wzgledem
genotypéw biatka ptaszcza o serotypie N lub
0.

Skutecznos¢ opracowanych starteréw w
wykrywaniu i roznicowaniu PVY weryfikowa-
no na wielu europejskich izolatach PVY, jak
rowniez — dzieki nawigzaniu wspétpracy z dr
Aurelig Rakotondrafarg (Wisconsin Universi-
ty, Plant Pathology Department, Madison,
USA) — na izolatach PVY z Ameryki Potnoc-
nej. Badane izolaty reprezentowaty rézne
szczepy genetyczne PVY. Kompletna proce-
dura wykrywania PVY obejmowata szybkag
(20 min) izolacje RNA z tkanek ziemniaka za
pomocg nanoczastek magnetycznych oraz
test RT-LAMP, pozwalajgcy wykryé PVY
zaleznie od jego koncentracji w probie w
ciggu 8-20 min. Wykazano, ze test RT-LAMP
w badaniach laboratoryjnych ma takg samag
czuto$¢ jak RT-PCR w czasie rzeczywistym.
W badaniach polowych za pomocg RT-PCR
w czasie rzeczywistym wykryto znacznie
mniej bulw porazonych PVY niz za pomocg
RT-LAMP. Jednoczesnie skuteczno$¢ RT-
-LAMP byfta w tym doswiadczeniu poréwny-
walna ze skutecznoscig oceny roslin z préb
oczkowych (Treder i in. 2018).
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