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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 wirusoéw, fitoplazm i wiroidow
porazajacych rosliny ogrodnicze.

W 2013 r. do kolekcji wiaczono: 17 roélin z rodzaju Rubus porazonych wirusami: mozaiki maliny (RMD),
chlorozy nerwow lisci maliny (RVCV), plamistosci lisci maliny (RLBV), fitoplazma choroby X lub ‘Candidatus
Phytoplasma rubi’; 16 roslin truskawki porazonych wirusem ce¢tkowanej plamistosci lisci truskawki (SMoV) lub
‘Candidatus Phytoplasma asteris’; 13 ro$lin agrestu i porzeczki czerwonej porazonych wirusem otasmienia
nerwow agrestu (GVBYV); jedna ro§ling porzeczki czerwonej porazong wirusem mozaiki ogérka (CMV); trzy
ro§liny porzeczki czarnej porazonej wirusem rewersji porzeczki czarnej (BRV); dwie rosliny borowki wysokiej
porazonych patogenem wywolujacym mozaike borowki i osiem podkladek gruszy zaokulizowanych oczkami
z drzew porazonych ‘Candidatus Phytoplasma pyri’.

Fragmenty RNAL i RNA3 wirusa plamistosci liSci maliny (RLBV) amplifikowano w reakcji RT-PCR.
Wirusa wykryto w 15 krzewach maliny i jednej roslinie jezyny. Do dalszych badan z wykorzystaniem analizy
sekwencji wybrano osiem izolatow RLBV (w tym jeden z jezyny). Produkty RT-PCR, po ich oczyszczeniu
z zelu zsekwencjonowano. Analiza porownawcza sekwencji nukleotydow fragmentow RNA1 i RNA3
i wydedukowane na ich podstawie sekwencje aminokwaséw wykazaly zrdznicowanie zaréwno pomigdzy
badanymi izolatami, jak i szczepami referencyjnymi z bazy GenBank. Wykazano réwniez polimorfizm dtugosci
fragmentow restrykcyjnych (RFLP) in silico uzyskanych sekwencji nukleotydow izolatow RLBV. Enzymy
restrykcyjne dobrano na podstawie analizy komputerowej otrzymanych fragmentéw sekwencji RNA1 i RNA3
wirusa. Enzymami réznicujacymi izolaty RLBV w obrgbie sekwencji RNA1 byty Alul, Mael, Hpal i Hinfl, zas
do analizy RNA3 wybrano restryktazy Alul, Bsml, Mael i Msel.

Na roslinach Hippeastrum, bazylii, peperomii i chryzantemy obserwowano objawy wskazujace na
porazenie przez wirusa bragzowej plamistosci pomidora (TSWYV). Obecno$¢ wirusa w testowanych ro$linach
potwierdzono przy pomocy DAS-ELISA z uzyciem przeciwcial na TSWV. Izolaty H1, H2, B i ChW wirusa
mialy zblizone wtasciwosci biologiczne, gdyz wywotywane przez nie objawy chorobowe na Chenopodium
quinoa, Cucumis sativus 'Kronos', Nicotiana rustica, N. clevelandii, N. glutinosa, N. tabacum 'Samsun', Petunia
hybrida cv. Pink Beauty i Tropaeolum majus byly podobne, a r6znity si¢ jedynie w zalezno$ci od gatunku roslin
uzytej go badan. Izolatu P nie udalo si¢ przenie$¢ na rosliny testowe. Porownano wiasciwosci serologiczne
izolatow TSWV w reakcji DAS-ELISA oraz TAS-ELISA z uzyciem zestawow przeciwcial firmy Loewe
Biochemica, DSMZ oraz przygotowanego w Pracowni Wirusologii. Nie stwierdzono istotnych r6znic
w wysokosci odczytow absorbcji uzyskanych w testach ELISA, co dowodzi, ze wlasciwosci serologiczne
badanych izolatow byly podobne. Odczytano fragmenty segmentdéw M i S genomowego RNA badanych
izolatow TSWYV, zawierajace kompletne sekwencje genu biatka nukleokapsydu (N), bialka transportowego
(NSm) oraz biatka niestrukturalnego pelniacego funkcje supresora wyciszania genéw (NSs). Pordwnanie
badanych sekwencji wykazalo wysokie podobienstwo (powyzej 99%) wszystkich analizowanych genoéw
izolatow B, ChW 1 H2. Podobienstwo sekwencji odczytanych dla izolatu H1 byto nizsze i zawierato si¢
w przedziale 94-97%. Przeprowadzono analize filogenetyczng badanych sekwencji genow NSs i N oraz
analogicznych sekwencji 25 izolatéw TSWYV z bazy GenBank. Cztery badane izolaty TSWV grupowaty si¢ na
wspolnej gatezi drzewa filogenetycznego, co §wiadczylo o ich bliskim pokrewienstwie z opisanymi wczesniej
izolatami wirusa z salaty (nr KC261967) oraz dalii (AY744478). Analiza genu NSm wykazala wysokie
podobienstwo badanych izolatow z izolatami wirusa wykrytymi w pomidorze lub papryce. Izolaty B, ChW i H2
zgrupowane zostaty w tej samej klastrze, podczas gdy izolat HI znajdowat si¢ na odregbnej gatezi drzewa
filogenetycznego. Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja, iz ewolucja genu NSm badanych izolatow TSWV
przebiegata niezaleznie od ewolucji genéw N i NSs. Ponadto wykazano, ze izolat H1 znacznie réznit si¢ pod
wzgledem wtasciwosci molekularnych od pozostalych analizowanych izolatow wirusa.

Zatozono 13 kultur pedowych in vitro z: Rubus sp. porazonych RBDV, RLBV, RVCV, ’Candidatus’
Phytoplasma asteris’, fitoplazma choroby X lub ’Candidatus Phytoplasma rubi’; poziomki porazonej SMoV
i wirusem marszczycy truskawki (SCV) oraz boréwki wysokiej porazonej ‘Candidatus Phytoplasma asteris’.

W badaniach na obecno$¢ kilku latentnych wirusé6w jabloni w kulturach pedowych jabtoni zalozonych
w 2012 r., zastosowano metod¢ multiplex RT-PCR. W jednej reakcji uzyto jednoczesnie trzech par starterow
umozliwiajagcych wykrywanie wirusow: jamkowatoSci pnia jabtoni (ASPV), chlorotycznej plamistosci lisci
jabtoni (ACLSV) i Zlobkowatosci pnia jabloni (ASGV). Na podstawie wielkosci uzyskanych produktéw PCR,
mozna bylo je przypisa¢ odpowiednim fragmentom genomu poszczegolnych wirusow.

Przy uzyciu zestawu pGEM-T Vector System | do wektora bakteryjnego p-GEM-T wklonowano
fragmenty: genu kodujacego poliproteing pigciu izolatow GVBYV z agrestu oraz porzeczki czerwonej, regionu nie



kodujacego pigciu izolatéw SMoV z truskawki, regionu kodujacego RNA zalezng polimeraze¢ RNA izolatu SCV
z truskawki oraz RNA1 czterech izolatow RLBV.

Kolekcje¢ poszerzono o kolejnych 30 izolatéw wiruséw i patogenéw wirusopodobnych utrzymywanych
w 60 roslinach sadowniczych, 13 kultur pgdowych ro$lin jagodowych porazonych wirusami i fitoplazmami oraz
15 kloné6w cDNA fragmentow genomu GVBV, SMoV i SCV. Scharakteryzowano wlasciwosci biologiczne,
serologiczne i molekularne pigciu izolatow TSWV.



