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W STEP

Wirus cetkowanej plamistosci lisci truskawki (Strawberry mottle virus, SMoV) jest
jednym z najczesciej wystepujacych wirusow truskawki w Europie. Rosliny truskawki
zwykle nie wykazuja objawéw SMoV, jednak wirus powoduje obnizenie plonu owocow o
ok. 30% (Mellor i Krczal, 1987). Do niedawna, do wykrywania SMoV stosowano
pracochtonne i czasochtonne testy biologiczne. Po odczytaniu sekwencji nukleotyddéw
genomu SMoV, alternatywq dla tych testéw staty sie metody oparte na detekcji kwaséw
nukleinowych patogena, a wérdd nich - RT-PCR (Thompson i in., 2002; 2003).

CELEM badan byta okreslenie zréznicowania izolatéw SMoV porazajacych truskawke.

MATERIALY I METODY

Kwasy nukleinowe izolowano metodq adsorpcji na zelu krzemionkowym (SC) z lisci
siedmiu roslin poziomki Fragaria vesca lub F. virginiana sztucznie zakazonych izolatami
SMoV. RT-PCR przeprowadzono z zastosowaniem wtasnych stateréw specyficznych dla
fragmentu RNA2 wirusa. Przeprowadzono analize dtugosci fragmentéw restrykcyjnych
(RFLP) po trawieniu uzyskanych produktow RT-PCR enzymami Bfal, Faul, Haelll,
HincL i TagLl. Fragmenty RNA2 siedmiu izolatéow SMoV zsekwencjonowano, a odczytane
sekwencje analizowano przy uzyciu programéw Lasergene 7.1 (DNASTAR). Analize
filogenetyczna badanych sekwencji nukleotydow RNA2 wirusa oraz czterech
analogicznych sekwencji SMoV zdeponowanych w GenBank, przeprowadzono metodq
najwiekszej wiarygodnosci wykorzystujac program MEGA 5.2. Jako grupy zewnetrzne;
uzyto sekwencji RNA2 Satsuma adwarf virus (nr dostepu GenBank: ABO09959).

W celu oceny reakcji na porazenie izolatami SMoV, rosliny Chenopodium quinoa, Ch.
amaranticolor, Nicotiana tabacum 'Samsun’, N. occidentalis 37B i N. benthamiana

inokulowano mechanicznie sokiem z lisci F. vescalub F. virginiana zakazonych wirusem.

WYNIKI I DYSKUSJA

Na podstawie wynikéw RT-PCR potwierdzono obecnos¢ SMoV w siedmiu roslinach
poziomki z objawami cetkowanej plamistosci lisci. Analiza RFLP wykazata polimorfizm
dtugosci fragmentow restrykcyjnych w obrebie fragmentu RNA2 badanych izolatow
wirusa. Uzyskano sze$é réznych profili po trawieniu produktéw RT-PCR enzymami Bfdl,
Faul, Haelll, Hincl i TagL. (Rys. 1, Tab. 1).

Podobienstwo sekwencji fragmentu RNA2 o dtugosci 1982 nukleotydow siedmiu polskich
izolatéw SMoV wynosito 93-98%, przy czym najwieksze réznice wystepowaty pomiedzy
izolatami CRR i Pegat. Analiza poréwnawcza odczytanych sekwencji nukleotyddéw

wykazata, ze byly one podobne w 89-93% do analogicznych sekwencji szczepéw wirusa
z Holandii (GenBank: AJ311876) i Kanady (KU200454, KU200459, KU177219).

Tabela 1. Zréznicowanie profili restrykcyjnych otrzymanych po trawieniu

fragmentéw RNA2 izolatéow wirusa cetkowanej plamistosci lisci truskawki (SMoV).

Enzym Bfal Faul HaeIll HincI Taqgl Profil
Izolat

CRR A A A A A I
Grandarosa A B B A B IT
Markat B B A A C ITT
Pink Rosa B B B B C IV
Karkas 1.4 B B B B B Vv
Pegat C C C A D VI
Granat B B B B C IV

Polskie izolaty SMoV grupowaly sie na oddzielnej gatezi drzewa filogenetycznego,

niz szczepy wirusa pochodzace z Holandii i Kanady (Rys. 2).

Rys. 2. Dendrogram przedstawiajacy podo- GO Granat \
bienstwo genetyczne fragmentéw RNA2 karkas 1.4
badanych izolatéw (w czerwonej ramce) i 69 ' Markat

10Q__| Grandarosa

100Pink Rosa

‘ CRR

_ Pegat )
— AJ311876
100{ KU200454

100[ KU200459
88~ KU177219
ABO09959

analogicznych sekwencji szczepéw SMoV
pochodzacych z bazy danych GenBank.

0.05

Objawy wywotywane przez badane izolaty SMoV na roslinach Chenopodium guinoa
byly zréznicowane. Wyrazne zmiany chorobowe obserwowano jedynie po inokulacji
tych roslin sokiem z lisci poziomek zakazonych izolatem Markat. W przypadku
innych izolatéw wirusa, na €. guinoa wystepowaty tylko niewielkie przebarwienia, albo
nie obserwowano zadnych objawdw (Rys. 3). Wyniki tych badan swiadczqg o zréznico-
waniu wiasciwosci biologicznych izolatéw SMoV.

Wykorzystujac technike RT-PCR, potwierdzono obecnos¢ siedmiu izolatéw SMoV w
inokulowanych €. guinoa. W roslinach pozostatych gatunkéw Chenopodium i Nicotiana
nie wykryto wirusa i nie obserwowano tez na nich objawéw chorobowych.
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Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw RNAZ2 izolatéw SMoV tfrawionych
enzymami restrykcyjnymi Bfdal, Faul, HincL, Tagl i HaeIII. M - marker wielkoSci,
1-CRR, 2 - Grandarosa, 3 - Markat, 4 - Pink Rosa, 5 - karkas 1.4, 6 - Pegat, 7 - Granat

Rys. 3. Zrdznicowane objawy chorobowe na lisciach roslin Chenopodium guinoa
inokulowanych mechanicznie izolatami SMoV Pegat (A) i Markat (B).
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