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Wirusy roslinne
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Sprawcy wielu choréb roslin

Przenoszone mechanicznie oraz przez owady

nicienie, grzyby, pierwotniaki .

Py

Do infekcji wymagajg mechanicznego uszkodzenighgaisss
sciany komorkowej roslin

Genom wiekszosci zbudowany jest z RNA

Prosta budowa — genomowe RNA upakowane w
otoczce biatkowej

Dtugie, cienkie nitki lub forma wieloscianu
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Ziemniak

* Ponad 40 roznych wirusow infekuje rosliny ziemniaka.
* Mszyce sg wektorami wiekszosci wirusow ziemniaka.
* Niektére wirusy ziemniaka przenoszg nicienie, wciornastki i pierwotniaki.
* Odmiany ziemniaka to klony — rozmnazane wegetatywnie.

* Koncentracja wirusow wzrasta w kolejnych pokoleniach roslin.

* Po kilku latach (2-4) infekcja wirusowa powoduje degeneracje odmiany.

* Wiekszos¢ panstw reguluje produkcje zdrowych sadzeniakow.
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Wirus Y ziemniaka

* Przedstawiciel Potywirusow

* Przenoszony w sposob nietrwaty przez ponad 40 gatunkdw mszyc oraz
mechanicznie, z wodg i przez szczepienie

* Grozny patogen ziemniakéw, pomidorow i papryKi
* Infekuje rosliny ozdobne (dalia, petunia) oraz wiele chwastow

* Duza zmiennosc genetyczna

e Klasyczne szczepy: nekrotyczny (N) i zwyczajny (O)

e Szczepy rekombinacyjne: NTN, N-Wi, N:O

e Zroznicowane objawy chorobowe na lisciach i bulwach
 Straty plonu do 88%*

1. Chrzanowska M. 1985. Symptomatologia choréb wirusowych ziemniaka. [W:] Biologia ziemniaka. Pod red. W. Gabriela. PWN Warszawa: 279-296.



Budowa PVY
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Wiriony nitkowate, srednica 11-14 nm, dtugos¢ 700-800 nm
Genom zbudowany z RNA, ok 9700 nt
5’-koniec RNA wirusa jest kowalencyjnie zwigzany z biatkiem VPg

Do biatka obu konncow wiriondéw przytgczone sg biatka HC-Pro i Cl
3’-koniec wirusa jest poliadenylowany

Ptaszcz wirusa tworzy 2000 jednostek biatka ptaszcza (CP, 30kDa)
Genomowe RNA koduje biatko prekursorowe, ktore dojrzewa do 11 biatek
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C. Lacomme and E. Jacquot 2017General Characteristics of Potato virus Y (PVY) and Its Impact on Potato Production An Overview. In: Potato virus Y: biodiversity, pathogenicity, epidemiology and management. Springer International Publishing AG.



Mozaika — a

ostra mozaika—b

Mozaika i punktowe
przejasnienia lisci — ¢
Systemiczne nekrozy i nekrozy
nerwow widoczne na gérnej— d

i dolnej stronie liscia — e

Syndrom opadania lisci — f

Nekrotyczna pierscieniowa
choroba bulw (PTNRD) - gi h.

Karasev A. i Gray S. 2013. Annu. Rev.
Phytopathol. 51: 571-86.




ziemniaki

B — ziemniaki
zainfekowane
wirusami
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B

Objawy PVY — bardzo ostra (A), ostra (B) i tagodna mozaika (C)
na lisciach odmian Fontane (A) i Vineta (B i C)




3/ &
& Objawy PVY - li$ciozwis

s

J i nekrozy systemiczne na
& fodygach i lisciach
= odmian
Arielle (A i B), Satina (C)
¥ .1 Vineta (D i E).

3 Nekrozy punktowe na
liSciu odmiany Vineta (F)
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Rodzaje odpornosci na PVY

'WERTYKALNA |

'HORYZONTALNA

ﬁednogenowa odpornosc specyficzna dla wirusa: \

/Odpornos’c' wielogenowa, IO0|OW3\ Ekstremalna odporno$é - ER - geny R

e wolny rozwéj i mata
efektywnosc¢ zakazania

« wirus zakaza roéline w - specyficzna dla szczepéw wirusa
\__ Ograniczonym stopniu /| - nekrotyzacja tkanki wokét miejsca infekcji

Kczesto przetamywana w wyzszych temperatu rach/

Nadwrazliwos¢ — HR - geny N

Rowley, J.S., Gray, S.M. & Karasev, A.V. Am. J. Potato Res. (2015) 92: 38. doi:10.1007/s12230-014-9409-5



Biologiczne sczepy PVY -

PVYC PVY® PVYN  PVYZ PVYE

Odmiany

S — infekcja

Common Ordinary Necrotic
systemowa,
mozaika
ing E ‘ny:

King Edward HR S S S S Nc:ny:nz HR — reakcja

Petland Crown nadwrazliwos¢

Desiree S HR S S S nc:Ny:nz VR - r,]ekrozy
nerwow

Petland Ivory HR HR S R S Nc:Ny:Nz M — mozaika

Maris Bard

Singh, R., Valkonen, J., Gray,
S. et al. Arch Virol (2008) 153:

To ba CCO 1. doi:10.1007/s00705-007-
1059-1

White Burley, \Y M VN \Y VI

Samsun, Xanti

Karasev A. i Gray S. 2013. Annu. Rev. Phytopathol. 51: 571-86.
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[Zmiany w populacji szczepow PVY}

R [Piﬂﬁ

[PVYN N VY

REKOMBINACIA

Chrzanowska M. 1991 PVYN -Wi ' ' l PVYNTN

° objawy ostre
{- bardzo infekcyjny } * nekrozy na
* serotyp O bulwach
* serotyp N

- /
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[Struktura genomow starych szczepow i rekombinantéw}
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[Struktura genetyczna swiatowej populacji PVY J

K‘S szczepow nierekombinowanych: \
O, 05, Eu-N, NA-N, C

* 36 szczepow rekombinowanych, w tym 11 uwazanych za
powszechnie wystepujgce

* Rekombianty rowniez sg formami rodzicielskimi dla nowych
szczepow

m%ekombinowane szczepy z serotypem O i N wystepuja najczqécie/i/

Green et al. 2017, 2018



Schamat rekombinacji PVY
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Genomowy RNA PVY (okoto 9,7 kb) jest schematycznie pokazany u goéry, przy uzyciu skali w tysigcach nukleotyddw. Ponizej znajduje sie schematyczny diagram regionu kodujgcego polibiatko PVY.
Geny kodujgce poszczegdlne biatka sg pokazane jako pola z odpowiadajgcymi im nazwami. Szczepy nierekombinowane, oznaczone kolorami, sg zgrupowane pod schematycznym diagramem
genomu RNA i jego czesci kodujacej biatka. Pionowe linie wskazujg pie¢ najczestszych segmentéw rekombinowanego genomu PVY. Ponizej oddzielono grupe najczestszych szczepdw
rekombinowanych, a fragmenty pochodzgce od réznych rodzicéw oznaczono odpowiednim kolorem. Wszystkie rzadkie lub wczesniej nieznane rekombinanty PVY sg pokazane w dolnej czesci
rysunku, a segmenty pochodzace od réznych rodzicbw oznaczono kolorami. Szczepy zaznaczone na pomaraniczowo zostaty wczedniej btednie sklasyfikowane; ich poprawna struktura
rekombinacvina zostata okreélona dobiero ponrzez sekwencionowanie catvch eenomoéw (Greeniin. 2018).
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|dentyfikacja i roznicowanie szczepow PVY

Immunologiczna Biologiczna Molekularna

ELISA: Tobacco cv. Samsun * Multiplex RT-PCR:

° |gG>PVY Potato cvs.: £ 2 3 4 5 6 7 & ¢ 10 i1 12 13
¢ 1gG > PVYN * King Edward,

¢ 1gG > PVYO/C * Desiree,

* Pentland Ivorv
Y yM  yoc

N o+ o+ -

NTN + + -

NW -+ - 4 * RT-qPCR:
* RT-LAMP
O + -+ * NGS

0-0343 0-0345 N-Wi Healthy
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Szybka magnetyczna izolacia RNA

Source material Homogeniztion Sap collection RNA extraction
+ magnetic suspension collection of magnetic particles
part|cles

l Washing Drying RNA elution

= ! m) RT-LAMP,RT-PCR

\

Buffers:
Boom et al. (1990)

Treder K., Chotuj J., Zacharzewska B., Babujee L., Mielczarek M., Burzynski A., Rakotondrafara A.M. 2018. Arch. Virol., 163: 447-458.
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Y4-LAMP jest czulszy niz opublikowane wczes$niej testy RT-LAMP

(a)
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6x10%

Fluorescence
»H
X
-
o
l“

Time to positive values (min)
Y4-8 Y5-17 N-23

(c)
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»
X
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o
he

2x 104

Time (min)

Y4
Y5

Y4 nc
Y5 nc
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Y5 ntc
N ntc

(b)
40
RNA [pg]:
£ 001 01 10 10 100 [|* Y4
E 30- . = Y5
2
2 20-
o
]
Q 4
g 10
-
0 T T T T T
-3 -2 1 0 1 2 3
-Log10 (RNA conc)
(d)
5x10*
4x1044{ Ta=84.37°C & PVY
-
g 3x104 —
) ¥
2 o
8 2x104+ )
1x104- .

82

84 86 88 90
Temperature

Y4-LAMP ma czutos¢ poréwnywalng do RT-qPCR

Cycle number (Cq)

a)

60

50

40

1x10°

Sap dilution:
1x10° 1x10* 5x10* 1x10° 5x10% 2x10°

1 T T T

3 4 5 6
Log10 (dilution factor)

-o- TagMan Y4
TagMan
SybrGreen Y4

O
A
-~ RT-LAMP Y4

Treder K., Chotuj J., Zacharzewska B., Babujee L., Mielczarek M., Burzynski A., Rakotondrafara A.M. 2018. Arch. Virol., 163: 447-458.



II'IA 4 The Plant Breeding and Acclimatization Institute (IHAR) - National Research Institute

Y4 RT-LAMP réznicuje genotypy PVY typu Ni O

Genotype differentiation

Tmie (min)

13810 3

5%10 %1 Virus detection
o N O
c 84,4°C  84,9°C —PVYO
3 4 . = PVY N-Wi
n 4810 == PVY N-Wi
Q === PVY NTN
° — PVY NTN — "
= § = pVY 0
“6 3“104' == PVY N 240000_ Virus-free
o 3
> Virus-free plant = TrrT——
e 20000 9 e TP ETR TR ETERTT I | il
©
> 29810 4 = NTC e  — ——
()
© 0
©
c
(o)
(3]
(0]
)

82 83 84 85 86 87 88

Temperature [®*C]

Treder K., Chotuj J., Zacharzewska B., Babujee L., Mielczarek M., Burzynski A., Rakotondrafara A.M. 2018. Arch. Virol., 163: 447-458.
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4 N
Poziom odpornosci odmian wptywa na akumulacje PVY
w tkankach ziemniaka

\_ J
—_ -0 ) O
% 1.2 Tubers Sprouts Leaves
2 1.0- Quincy 3,5
= 0
£>, 2 0.8
£ g Krasa
= S 0.6
0 = Fresco 5
o 8
£ 204- Irys 5,5
©
3 Karatop 6
o 0.2
T Andromeda 6,5
0.0 Gwiazda 7
3 4 5 6 7 8 9 Zeus 7,5

Resistance level Finezja 9



The Plant Breeding and Acclimatization Institute (IHAR) - National Research Institute

4%x106-

3 dpi

YO N-Wi NTN

50 000

40 000

30 000

20 000

10 000

PVY (copy number)

YO

| Py

Adam DittaVineta

Odpornosc na PVY jest specyficzna szczepowo
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a [ o [
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[ A. PVY accumulation in tobacco J

{ B. PVY accumulation in potato 9 dpi }




Odpornosc¢ na PVY jest specyficzna szczepowo

Virus-free N-Wi NTN O

Arielle

Cekin
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_ PVY NTN isolate Nicola (A]J590346)

—

T e Porownanie filogenetyczne

- sekwencji nukleotydow
h catego genomu badanych
PR olte TSR (AIRRRRE0 izolatow PVY NTN Bonin (PVY

PVY NTN isolate Gr99 (A]890343)

Y NTN isolate Bonin infected cv. Vineta

P NTN-Bonin) sekwencjo-

— PVY NTN isolate Linda (A]590345) . oo .
nowanych po infekcji odmian
| PVY NTN isolate CH (MF405303) o . . .
ziemniaka: Adam, Ditta i
| PVYNTN isolate Ditta (AJ590344) . . .
Vineta z referencyjnymi

PVY NTN isolate Satina (A]590347)

e acere e ——— || izolatami PVY NTN. | — grupa
- > pierwsza, Il — grupa druga, Il

— grupa trzecia.

| PVY NTN isolate v942490 (EF016294)

PVY NTN isolate HR1 (F]J204166)

PVY NTN isolate N4 (FJ204164)

PVY NTN isolate L26 (FJ204165)

0.02
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HaR

Odmiana Chieftain — do 30% bulw porazonych PVYN-W
wykazata deformacje bulw

:{i'{“/ S
"'e
L

Ry

_ O AP0
'; *1"'"7 : - o h ; . 2 \s ! : -‘l - | ‘, i »
o “a"“ ' iesvota 4 ~,_to§§auclsmpca Sre. ’ Non-symptopat &\

Benedict, C.A., McMoran, D.W., Inglis, D.A. et al. Am. J. Potato Res. (2015) 92: 593. doi:10.1007/s12230-015-9472-6



Objawy PVY w postaci
podtuznych wgtebien na
bulwach odmian

Atol (A),

Bellarosa (B),

Vineta (C i D),

Manitou (E)




Nietypowe objawy na
bulwach

Pasja Pomorska (A-C),
Bellarosa (D),

Salto (E)

Bintje (F)



,. . | N k & -
Objawy nekroz na odmianach Jurek (A), Esmee (B-D) i Vineta (E). Objawy nekroz na
odmianie tytoniu Xanthi zainfekowanej sokiem z odmian Jurek (F), Esmee (l) i Vineta (J).
Objawy mozaiki na odmianie Xanthi zainfekowanej sokiem z odmian Jurek (G) i Esmee (H).




_ Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

3 . e . QL)
Multipleks RT-PCR réznicujacy szczepy PVY wg Chikh
Ali et al., 2010, 2013)

- Y -

\_

. NTN Z-NTN
bp o N-Wi N:O N NA-N |NTN-NW/| SYRIII E NE-11

(B) (A)
1307 — - — + + + + - - - -
1076 — — — — - — - + + - -
853 + +
633 — -
532 + - - — - - — - - — -
441 -— + + + + - - + + + -
398 — - - - - + - - - - -
276 — - - - - - - - + - -

Z6tte pola z plusem oznaczajg produkt PCR o podanej w skrajnej lewej kolumnie wielkosci w
parach zasad (bp). Biate z minusem — brak amplifikacji dla produktow o wskazanej wielkosci
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2000\ - Vineta \'./2000
1500\-/ \w/ 1500
1200 . 1200
1000 " wgo(%)
900 w * * * * * * * * * =853 %
k. * * B x X * ~ W 800
o W N W W W W W —ss3: ﬂ“'ﬂ'~~~~ i
{ 600 -
-
S00 == 8 ; , Y ) - 0
o e e T e S
S  eeap e e — 276 30 =398
200 o | X koook o kouok * *x  x 200 =276 *
i & * «=170 : e =190 *
100

100

Ll L R Sesosoeovee

M 1 2 3 45 6 7 8 9 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 M

Produkty multipleks RT-PCR specyficznego szczepowo rozdzielono na zelu agarozowym. Wzory uzyskane dla izolatow PVY z roslin
odmiany Esmee (panel lewy) i Vineta (panel prawy). Kolorowe gwiazdki oznaczajg specyficzne produkty PCR. Wzorce wielkosci

DNA znajdujg sie na liniach M.
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Whioski

* Nasilenie i rodzaj objawow wywotywanych przez szczepy PVY
wynikajg przede wszystkim z interakcji genotypu wirusa
(szczepu) z genotypem ziemniaka (odmiany).

e Odpornos¢ znaczgco wptywa na tempo akumulacji PVY w
roslinach.

* Odpornosc jest czynnikiem selekcyjnym dla PVY.
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Podziekowania
Marii Fedczak i Alicji Przewtoce za doskonatg pomoc techniczna.

K SusCrop — ERA-NET potatoMETAbiome - ,Hamessing the potato-microbiome interactions for

Cofund on Susta'ﬂab‘e Crop Production — development of sustainable breeding and production strategies”
FACCEJPI

Zad. nr 58. ,Opracowanie czutych metod wykrywania gtownych wirusoéw ziemniaka” finansowany przez
Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi w ramach programu Postep Biologiczny w Produkcji Roslinne;.

Gospostrateg1/385957/5/NCBR/2018 FITOEXPORT - Zwiekszenie

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 2> konkurencyjnosci  polskich towarow  roslinnych na  rynkach
Natna Cetefor Resar <7 miedzynarodowych poprzez poprawe ich jakosci i bezpieczenstwa
fitosanitarnego

\
N\ NATIONAL SCIENCE CENTRE (5 14 Grant No. 2016/21/BINZ9/03573. , Dynamika transportu i replikac

najwazniejszych szczepow wirusa Y w roslinach ziemniaka zakazonych pierwotnie |
wtornie
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Thank you for your attention.

The Plant Breeding and Acclimatization Institute (IHAR) - National Research Institute

Radzikow

05-870 Btonie, Poland

tel. 22 733 4500

NIP-PL: 5290007029
REGON: 000079480
e-mail: postbox@ihar.edu.pl
www.ihar.edu.pl

The Plant Breeding and Acclimatization Institute (IHAR) - National Research Institute

Krzysztof Treder

IHAR-PIB

Bonin 3

76-009 Bonin

tel. +48943423031 ext. 207
e-mail: k.treder@ihar.edu.pl
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