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WYKRYWANIE | CHARAKTERYSTYKA IZOLATOW WIRUSA ZOLTACZKI NERWOW LISCI MALINY
(RUBUS YELLOW NET VIRUS, RYNV)

\

Wirus zottaczki nerwow lisci maliny (rubus yellow net virus,

RYNV) nalezy do rodzaju Badnavirus, rodziny Caulimoviridae
(Jones I In., 2002). Wystepowanie RYNV odnotowano w kilku
krajach Europy oraz w USA, Kanadzie | Chile. U wiekszosci
odmian maliny wirus ten nie wywotuje objawdéw chorobowych,
u innych powoduje chlorotyczne przebarwienia wzdtuz nerwow
lisci, zahamowanie wzrostu oraz deformacje lisci I owocow
(Stace-Smith | Jones, 1987). Wraz z wirusami nekrozy jezyny |
pstrosci lisci maliny jest sprawcg mozaiki maliny, ktora jest
jedng z najbardzie] wyniszczajgcych chorob. Wektorem RYNV
w Europie jest mszyca malinianka (Amphorophora idaei).
Dotychczas w bazie danych GenBank opublikowane sg petne
sekwencje genomu pieciu szczepow RYNV.

Celem badan byta charakterystyka molekularna szesciu

izolatow RYNV  pochodzgcych z  plantacji maliny
\zlokalizowanych w trzech réznych rejonach Polski. Y
~
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MATERIALY | METODY

Proby lisci do badan na obecnos¢ RYNV pozyskiwano

podczas lustracji plantacji maliny oraz testow wykonywanych
na zlecenie podmiotow zewnetrznych. Z lisci maliny izolowano
kwasy nukleinowe metodg adsorpcji na zelu krzemionkowym
(Boom i in., 1990), a nastepnie fragmenty RNA amplifikowano
w reakcji RT-PCR 2z piecioma parami samodzielnie
zaprojektowanych starterow. Uzyskane produkty
sekwencjonowano, a otrzymane sekwencje kodujgce m.in.
biatko ptaszcza, odwrotng transkryptaze, RNaze H o dtugosci
ok. 3,14 kpz skladano, analizowano (Lasergene 7.1,
DNASTAR) i porownywano z sekwencjami dostepnymi w bazie

GenBank. Analize filogenetyczng przeprowadzono metodg

najwieksze] wiarygodnosci (MEGA 5.2., Tamura i in., 2011).
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PODSUMOWANIE

« Stosujgc metody biologii molekularnej, po raz pierwszy w

Polsce wykryto wirusa zottaczki nerwow maliny.

« Na podstawie analizy sekwencji fragmentu genomu
stwierdzono zroznicowanie genetyczne badanych izolatow
RYNV pochodzgcych z réznych rejonow geograficznych.
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Na niektorych krzewach maliny rosngcych na czterech plantacjach w woj. lubelskim, jedne] w wo;.
dolnoslgskim oraz w kolekcji odmian maliny | jezyny w Skierniewicach (woj. t6dzkie) obserwowano
zotkniecie blaszki lisciowej wzdtuz nerwow oraz deformacje lisci | owocow (Rys. 1).

RYS. 1. Zo6taczka nerwow lisci i zdeformowane owoce maliny porazonej RYNV

W reakcji RT-PCRT wykryto RYNV w probach z szesciu roslin (po jedne] z kazdej plantacji) odmian:
Glen Ample (Glen), Malling Promise (MProm), Polka (PolSwid, PolDu, PolGra) oraz Festival (Fest).

Podobienstwo sekwencji nukleotydow badanego fragmentu genomu tych izolatow wynosito 92,8-
99,4%, a najwiecej roznic stwierdzono w sekwencji izolatu Fest. Wykazano 78,0-97,9% podobienstwo
sekwencji badanych izolatow oraz pieciu szczepow z maliny w tym: scharakteryzowanego w USA
szczepu RYNV-BS z Europy (NC026238), LG z Wielkiej Brytanii (OK666525), Canadian2 z Kanady
(KF241951), RYNVCu z Chile (MN254240) oraz szczepu RYNV-BIH z Bosni | Hercegowiny wykrytego w
jezynie (MZ358192).

Na podstawie zroznicowania sekwencji badanych izolatow oraz szczepow RYNV pochodzacych z
roznych regionow geograficznych wyrézniono dwie grupy. Szczepy z Europy, w tym te wykryte w Polsce,
tworzyty dwie podgrupy w grupie |, zas szczepy z Chile | Kanady - grupe Il.

Wykazano bliskie pokrewieAstwo genetyczne izolatéw Glen, PolSwid, MProm, PolDu i PolGra, ktdre
lokowaty sie na te] samej gatezi drzewa filogenetycznego w grupie | B. Z kolel, izolat Fest wraz ze
szczepami RYNV-BIH, LG | RYNV-BS tworzyt podgrupe A w tej grupie. Istnieje prawdopodobienstwo, ze
izolat Fest, wykryty w jednym z krzewow maliny rosngcych w kolekcji odmian Rubus sp., zostat
przeniesiony z porazonym materiatem roslinnym sprowadzonym z zagranicy.

Grupe Il tworzyty szczepy Canadian2 oraz RYNVCu, ktorych podobienstwo sekwencji nukleotydow do
sekwencji pozostatych trzech referencyjnych szczepdéw wirusa wynosito 77,7-79,1%, zas do sekwencji
izolatow wykrytych w Polsce - 78,0-79,9%.
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RYS. 2. Drzewo filogenetyczne przedstawiajgce podobienstwo sekwencji nukleotydow fragmentu genomu (~3,14 kpz)
izolatow wirusa zottaczki nerwow lisci maliny wykrytych w Polsce (pogrubione) oraz analogicznych sekwencji RYNV
opublikowanych w bazie GenBank. Dendrogram skonstruowano metodg najwiekszej wiarygodnosci (MEGA 5.2)
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