Zadanie 7.5. Prowadzenie kolekcji wirusow i patogenow wirusopodobnych roslin sadowniczych
i 0zdobnych
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Celem zadania jest utrzymywanie dotychczas zgromadzonej kolekcji oraz sukcesywne jej
poszerzanie o nowe patogeny tak, by znalazly si¢ w niej rézne szczepy najwazniejszych wirusow,
fitoplazm i wiroidéw porazajacych rosliny ogrodnicze.

W 2012 r., wyniki testow ELISA i PCR byly podstawa do okreslenia statusu zdrowotnego
badanych ro$lin przed wiaczeniem roslin do kolekcji, a takze do monitorowania obecnosci wykrytych
patogenow w czasie utrzymywania chorych roslin w kolekcji. Z uzyciem analizy polimorfizmu
dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) i sekwencjonowania przeprowadzono rowniez
identyfikacje wybranych patogenéw oraz charakterystyke ich izolatow. W celu identyfikacji wirusa
krzaczastej kartowatosci maliny (RBDV) z prob lisci pobranych z roslin malin ‘Karmazyn’ i ‘Polka’
1 mieszanca maliny z jezyng wykonano testy DAS-ELISA z uzyciem surowicy poliklonalnej (Loewe
Biochemica, Niemcy). Testy potwierdzity obecnos¢ RBDV w badanych krzewach Rubus sp. Metode
te wykorzystano rowniez do wykrycia obecno$ci wirusa mozaiki jabtoni (ApMV) w siedmiu drzewach
jabtoni (trzy z nich wlaczono do kolekcji) oraz wirusa chlorotycznej plamistos$ci lisci jabtoni
(ACLSV) w jabloni odmiany ‘Szampion’ oraz dwoch drzewach grusz: ‘Bera Hardy’ i nieznanej
odmiany. W testach RT-PCR zamplifikowano fragment genu biatka transportowego wirusa
krzaczastej kartowatosci maliny (RBDV) o wielkosci 1072 pz. Stosujac metode RFLP in silico,
z uzyciem kilku enzymow restrykcyjnych (Kpnl, Mael, Nrul i Hhal), uzyskano odmienne profile
restrykcyjne dla trzech badanych izolatow RBDV. Otrzymane amplikony zsekwencjonowano,
a otrzymane sekwencje przeanalizowano przy pomocy programu Lasergene (DNASTAR, USA).
Analiza poréwnawcza sekwencji badanych izolatbw RBDV wykazata podobienstwo na poziomie
97,7% 1 ich bliskie pokrewienstwo z izolatem R15 z maliny (97,9-99,8%), (nr dostepu GenBank:
EU796088). Na podstawie wynikow analizy PCR/RFLP z wykorzystaniem dwoch par starterow
uniwersalnych (P1/P7 i R16F2n/R16R2) oraz enzyméw restrykcyjnych (Hpall, Rsal, Hhal i Bfal)
w trzech roélinach maliny zidentyfikowano ‘Candidatus Phytoplasma rubi’ - fitoplazme wywotujaca
chorobe kartowatos$ci maliny. Metod¢ PCR/RFLP zastosowano rowniez do analizy fragmentu genu
16S rRNA kilku izolatow fitoplazmy zamierania gruszy (‘Ca. P. pyri’) pochodzacych z drzew gruszy,
u ktérych obserwowano przedwczesne czerwienienie liSci i ostabienie wzrostu. Po trawieniu
enzymami Alul, Rsal, Msel, Hhal i Hpall produktu PCR amplifikowanego ze starterami
uniwersalnymi R16F2n/R16R2 nie wykazano zréznicowania miedzy badanymi izolatami
‘Ca. P. pyri’. Podobienstwo sekwencji podjednostki 16S rybosomowego RNA (16S rRNA) izolatow
tego patogena wynositlo 99,2-100%, za$§ mig¢dzy badanymi izolatami a sekwencjami izolatow
wzorcowych z bazy GenBank — 99,1-100%. Analizowano rowniez sekwencje genu pnp kodujacego
fosforylaze polinukleotydows izolatow fitoplazmy zamierania gruszy. Wykazano, Ze wzajemne
podobienstwo sekwencji tego fragmentu genomu badanych izolatéw, a takze ich podobienstwo w
stosunku do izolatow ‘Ca. P. pyri’ zdeponowanych w bazie GenBank wynosito 94,9-99,4%.

W przeprowadzonych badaniach okreslono zréznicowanie molekularne dwoch izolatow
fitoplazm nalezacych do gatunku ‘Candidatus Phytoplasma asteris’. Izolat ‘Simp’ wykryto w lilii
orientalnej ‘Simplon’ z objawami nekrozy i deformacji lisci oraz zamierania pakow kwiatowych.
Izolat ‘Acer’ pochodzit z klonu jesionolistnego na ktorym obserwowano zahamowanie wzrostu oraz
rozety licznych, skroconych pedow. W reakcji PCR zastosowano startery umozliwiajace amplifikacje:
genu podjednostki 16S rRNA (startery P1/P7, R16F2n/R16R2), genu biatka rybosomowego rp
(rpl/rp2, rp3/rp4, rpFl/rpR1, rp()F1A/rp()R1A) genu tuf kodujacego czynnik elongacji Tu
(fTufl/rTufl, fTufAY/rTufAY) oraz genu secY kodujacego biatko translokazy btony
(AYsecYF1/AYsecYRI1). Produkty PCR poddano analizie RFLP z uzyciem endonukleaz Alul, Hhal,
Hpall i Rsal. Analiza sekwencji amplikonow wykazata, ze najmniej zréznicowane byly sekwencje



genu 16S rRNA (podobienstwo 99,6%). Na podstawie analizy restrykcyjnej oraz filogenetycznej tego
regionu oba testowane izolaty zaklasyfikowano do podgrupy 16Srl-B. Podobienstwo sekwencji genow
rp, tuf i secY bylo nizsze i wynosito odpowiednio: 97, 97 oraz 94%. Wigksze zréznicowanie sekwencji
tych gendéw umozliwilo rozroéznienie badanych izolatow fitoplazm metoda RFLP. Dla amplikonow
uzyskanych ze starterami AYsecYF1/R1 enzymem roznicujacym byt Alul, dla produktu PCR ze
starterami rpl/rp2 - enzymy Alul i Hhal, natomiast dla produktéw otrzymanych w PCR ze starterami
fTUfAY/rTufAY - enzymy Alul, Hhal i Hpall.

Po uzyskaniu pozytywnych wynikow testow, do kolekcji utrzymywanej w szklarni wlaczono izolaty
nastepujacych patogenow:

- trzy izolaty wirusa krzaczastej kartowatos$ci maliny (Raspberry bushy dwarf virus, RBDV),
- trzy izolaty fitoplazmy kartowato$ci maliny (‘Candidatus Phytoplasma rubi’),
- trzy izolaty wirusa mozaiki jabtoni (Apple mosaic virus, ApMV),

— trzy izolaty wirusa chlorotycznej plamistosci lisci jabtoni (Apple chlorotic leaf spot virus,
ACLSV) z jabtoni (1) i gruszy (2),

- cztery izolaty fitoplazmy zamierania gruszy (‘Candidatus Phytoplasma pyri’),
- dwa izolaty fitoplazmy zottaczki astra (‘Candidatus Phytoplasma asteris’) z jabtoni,
- dwa izolaty fitoplazmy proliferacji jabtoni (‘Candidatus Phytoplasma mali’).

Wiosng z pakow wierzchotkowych chorych drzew jabtoni, gruszy i leszczyny zatozono 12 kultur
pedowych porazonych nastepujacymi wirusami i patogenami wirusopodobnymi:

Jabton: wirus chlorotycznej plamistosci lisci jabloni (ACLSV), wirus Zlobkowatosci pnia jabloni
(ASGYV), wirus mozaiki jabtoni (ApMYV), czynnik chorobotworczy powodujacy gumowatos¢ drewna
jabtoni, ‘Candidatus Phytoplasma mali’.

Grusza: wirus jamkowatosci pnia jabtoni (ASPV).

Leszczyna: ApMV.

Kultury pedowe ro$lin porazonych wirusami i fitoplazmami utrzymywane sa w warunkach in vitro na
pozywce Murashige i Skoog’a (MS) modyfikowane] w zalezno$ci od potrzeb i stadium kultury.
Obecnos¢ patogenéw w pedach roslin in vitro weryfikowano na podstawie wynikow testow RT-PCR
(ACLSV, ApMV ASPV, ASGV) i PCR (‘Ca. P. mali’). W probach pobranych ze wszystkich
utrzymywanych kultur pedowych wykryto wymienione wirusy i fitoplazmy.

Przy uzyciu zestawu pGEM-T Vector System | wklonowano do wektora bakteryjnego fragmenty
nastgpujacych genow:

— bialka transportowego pigciu izolatéw wirusa krzaczastej kartowato$ci maliny (RBDV),

- biatka transportowego pigciu izolatow wirusa mozaiki jabtoni (ApMV) z leszczyny i jabtoni,

— 16S rybosomowego RNA dwoch izolatow ‘Candidatus Phytoplasma pyri’ z gruszy,

- kodujgcego fosforylaze polinukleotydows trzech izolatow ‘Candidatus Phytoplasma pyri’ z
gruszy.

Specyficzno$¢ wklonowanych fragmentéw DNA potwierdzono metodg PCR. Sklonowane fragmenty
utrzymywane sg w -70 °C.



