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Latem 2011 r. pobierano oczka z porazonych drzew czeresni, wisni i $liwy, ktore okulizowano na podktadkach: czeresni
ptasiej F12/1 (dla czere$ni), antypki (dla wisni i czerechy) i atyczy (dla $liwy). Do kolekcji drzew pestkowych utrzymywanej
w szKklarni i karkasach wprowadzono 30 nowych izolatow wiruséw i fitoplazm w tym: 9 izolatbw PNRSV*, 4 izolaty PDV,
4 izolaty LChV-1, 3 izolaty CGRMYV, 3 izolaty ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’, 1 izolat ‘Candidatus Phytoplasma pyri’,
1 izolat CNRMV, 1 izolat CLRYV, 1 izolat ACLSV, 1 izolat CVA, 1 izolat LChV-2, 1 izolat PPV ze §liwy. Lacznie do kolekcji
utrzymywanej w szklarni i karkasach wtaczono 50 nowych drzewek pestkowych w tym: 26 czeresni, 12 wisni, 9 $liw 1 3 czerechy.
Kazdy izolat wirusow 1 fitoplazm jest utrzymywany w 2-3 roslinach odpowiedniego gatunku Prunus. Niektore z drzew
pestkowych porazone sa przez kilka réznych wirusow.

Testy na obecnos¢ wirusow PNRSV, PDV, ACLSV i PPV w badanych drzewach pestkowych wykonano metoda ELISA
z zastosowaniem przeciwciatl specyficznych dla kazdego z wymienionych wirusow. Obecnos¢ CLRV, CNRMV, LChV 1 i 2,
CGRMV, CVA oraz fitoplazm wykrywano metoda RT-PCR (w przypadku wirusé6w) oraz dwuetapowe]j reakcji PCR
(w przypadku fitoplazm) z zastosowaniem starterow specyficznych dla wybranych sekwencji poszczegdlnych patogenéw. Wyniki
testow ELISA, RT-PCR i PCR byty podstawa do okreslenia statusu zdrowotnego badanych ro$lin przed wiaczeniem roslin do
kolekcji, a takze do monitorowania obecnosci wykrytych patogenow po wprowadzeniu chorych roélin do kolekcji. W celu
identyfikacji fitoplazm przeprowadzono analiz¢ polimorfizmu dhugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) z uzyciem enzymow
Alul, Mse,l, Rsal i Sspl. Uzyskane wzory po trawieniu enzymami fragmentu 16Sr DNA fitoplazm poréwnano z wzorami dla
fragmentu genu kilku fitoplazm z grupy fitoplazmy proliferacji jabtoni, 16SrX (kontrola pozytywna). Zastosowana metoda
umozliwita identyfikacje fitoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ nalezacej do grupy X (grupa fitoplazmy proliferacji
jabloni) w drzewach §liwy japonskiej oraz wisni, a takze ‘Candidatus Phytoplasma pyri” w czere$ni.

Metoda PCR-RFLP byta rowniez wykorzystana do badania ozdobnych mieszancow rodzaju Brassica wykazujacych
zahamowanie wzrostu oraz deformacje lisci i kwiatow. Na podstawie wynikow analizy RFLP z wykorzystaniem enzyméw Hhal,
Msel i Rsal, w ro$linach mieszancow Brassica zidentyfikowano fitoplazme z grupy zottaczki astra (AY, ‘Candidatus Phytoplasma
asteris’). Analiza porownawcza sekwencji nukleotydow genu 16S rRNA wykazala wysokie podobienstwo (98,5%) migdzy
badanymi izolatami AY z sekwencjami analogicznego fragmentu izolatow referencyjnych tej fitoplazmy.

W 2011 r. zalozono 16 kultur pedowych wisni, czere$ni, brzoskwini i Sliwy japonskiej porazonych kilkoma wirusami w tym:
PNRSV, PDV, CVA, LChV-1, CGRMV, ACLSV oraz fitoplazmami: ‘Candidatus Phytoplasma mali’, ‘Ca. P. pyri’ i ‘Ca. P.prunorum’.

Kultury pgdowe roslin porazonych wirusami i fitoplazmami sg utrzymywane w warunkach in vitro na pozywce Murashiga
i Skooga (MS), modyfikowanej w zaleznosci od potrzeb i stadium kultury. Kultury sg przeszczepiane co 4-5 tygodni na $wiezg
pozywke zawierajaca 0,7-2,0 mg/l BAP. Obecno$¢ patogendéw w kulturach in vitro jest weryfikowana na podstawie wynikéw
testow ELISA (PDV, PNRSV, PPV, ACLSV), RT-PCR (CGRMV, LChV-1, CVA) i PCR (‘Ca. P. prunorum’, ‘Ca. P. mali’
i‘Ca. P. pyri’). W probach pobranych ze wszystkich utrzymywanych kultur pedowych wykryto wymienione wirusy i fitoplazmy.

W 2011 r. do biblioteki cDNA wigczono klony szesciu izolatow PNRSV, dwoch izolatdow PPV, pigciu izolatow CLRV,

trzech fragmentow genomu dwoch izolatéw fitoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’, ‘Ca. P. prunorum’ oraz dwdch
fragmentéw genomu izolatu ‘Candidatus Phytoplasma asteris’. RNA wirusow nekrotycznej plamistosci pierScieniowej wisni
(PNRSYV), wirusa ospowatosci §liwy (PPV), wirusa liciozwoju czere$ni (CLRV) izolowano z porazonych roslin metoda adsorpcji
na zelu krzemionkowym (SC). Amplifikacj¢ fragmentow genomu wirusow przeprowadzono z uzyciem zestawu Transcriptor One-
step RT-PCR kit (Roche) i starterow specyficznych dla poszczegdlnych wirusow. DNA fitoplazm ‘Ca. P. prunorum’ i ‘Ca. P.
asteris’ wyizolowano z badanych drzew przy pomocy komercyjnego zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Niemcy).
Fragmenty genu 16S rRNA fitoplazm amplifikowano w dwuetapowej reakcji PCR z zastosowaniem komercyjnego zestawu
FastStart Tag DNA Polymerase DNTP pack (Roche) i starterow uniwersalnych P1/P7 (I etap) oraz R16F2n/R16R2, P1/U3
i I6R758/P7 (I etap). Zamplifikowane i oczyszczone fragmenty genoméw wiruséw i fitoplazm wklonowano do wektora
bakteryjnego p-GEM-T przy uzyciu zestawu pGEM-T Vector System I. Specyficzno$¢ wklonowanych fragmentow DNA
(fitoplazm) lub cDNA (wirusow) potwierdzono metodg PCR (dla fitoplazm) lub RT-PCR (dla wiruséw). Sklonowane fragmenty
genomu wymienionych wiruséw i fitoplazm utrzymywane sa w -70 °C.
*PNRSV — wirus nekrotycznej plamistosci pierScieniowej wisni, PDV — wirus kartowatosci $liwy = wirus zottaczki wisni, LChV 1 i 2 — wirus
drobnienia czeresni 1 12, CGRMV — wirus zielonej pierScieniowej pstroéci wisni, ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ — fitoplazma europejskiej
Zoltaczki drzew pestkowych, ‘Candidatus Phytoplasma pyri® — fitoplazma zamierania gruszy, ‘Candidatus Phytoplasma mali® — fitoplazma
proliferacji jabloni, CNRMV — wirus rdzawej nekrotycznej plamistosci czeresni, CLRV — wirus lisciozwoju czeresni, ACLSV — wirus
chlorotycznej plamistos$ci jabtoni, CVA —wirus A czeresni, PPV — wirus ospowatosci sliwy.



