Zadanie 1.17: Opracowanie technologii produkciji odwirusowanych sadzonek warzyw z zastosowaniem kultur tkanek
Kierownik zadania: prof. dr hab. K. Gérecka

Do badan w ramach tematu wytypowano chrzan jako drugag roling, u ktorej prawie 100% sadzonek jest porazonych
wirusem mozaiki rzepy (TUMV- Turnip Mosaic Virus). Przebadano sposoby wyjatawiania pakow wyrastajacych na korzeniach
chrzanu i karpach rabarbaru, ktore s3 materialem wyjsciowym do zaktadania kultur tkanek. Probowano tez sposoby wstepnego
traktowania korzeni i karp przed pobieraniem pakéw. Po wyjeciu z chfodni dokfadnie optukano je pod biezaca woda, czg$¢ z nich
zanurzono w 0,5% roztworze chloraminy T na 30 minut, lub w 0,3% roztworze Miedzianu WG na 15 minut. Po 7 dniach pobrano
paczki i wysterylizowano je jednym z dwdch sposobow. Wysterylizowane paki byty zrodlem merystemow, ktore wypreparowano
w warunkach sterylnych po mikroskopem stereoskopowym.

Do regeneracji zastosowano 7 pozywek na bazie MS (Muraschige i Skoog 1962). Po ok. 2 tygodniach sprawdzono
sterylno$¢ zalozonego doswiadczenia, a po ok. 7 tygodniach wykonano pierwszy pasaz.

W przypadku sterylizacji chrzanu najbardziej skuteczne okazato si¢ 24-godzinne plukanie pakéw pod biezacg woda, a nastepnie
traktowanie ich 80% alkoholem przez 6 minut i 10% roztworem chloraminy T przez 10 minut. Kultury czyste stanowity 40%.

Sposréd zastosowanych pozywek, merystemy chrzanu najlepiej rozwijaty si¢ na pozywce MS 0,2 mg kinetyny i 1 mg [AA.
Na pozywce MS z 2 mg Tidiazuronu i 1 mg NAA uzyskano 35% rozwijajacych si¢ eksplantatow.

Z karpy rabarbaru przechowywanej w torfie, w chtodni, pobrano paki i wysterylizowano sposobem uznanym za najlepszy,
W poprzedniej fazie badan (24 godziny ptukania pod biezaca woda, 5 min 1% Tween 20, 30 sek. 70% alkohol, 1 min 0,1% HgCl,,
10 x ptukanie sterylng woda destylowang). Z pakoéw, w warunkach sterylnych, wypreparowywano merystemy i przetozono na siedem
pozywek, takich jak uzyto dla chrzanu. Najwigcej merystemoéw podjeto rozwdj na pozywkach z Tidiazuronem w stezeniach 2 mg/1
i 5 mg/l w potaczeniu z 1 mg NAA. Takze w pozywce MS z 2iP w stezeniu 20 mg/l i 0,01mg TAA 33,3% merystemow rozwingto si¢.
Pozywka z 2 mg/l Tidiazuronu i 1 mg NAA okazala si¢ najlepsza dla rabarbaru, ale i w przypadku chrzanu uzyskano na niej dobry
rezultat. Poréwnujac oba badane gatunki zaobserwowano wyzszg zdolnos¢ regeneracyjng u chrzanu.

Materiat Ro$linny uzyskany in vitro po pasazu chrzanu poddano testowi na obecno$¢ wirusow. Zastosowano test DAS-
ELISA, dzigki ktéremu wykryto obecnos¢ pieciu nastgpujacych wirusow: CLRC ch — wirus liSciozwoju wisni ze szczepu wisni,
CLRV e — wirus lisciozwoju wisni ze szczepu bzu czarnego, AMV-A — wirus mozaiki lucerny, CMV — wirus mozaiki ogorka
i TUMV — wirus mozaiki rzepy. Przygotowano kontrole negatywng i pozytywng. W wyniku przeprowadzonej procedury zaczeto
obserwowac reakcje barwna, zmierzono absorbancje przy dtugosci fali 405 nm.

Otrzymane wyniki pomiaru absorbancji prob nie wykazaty obecnosei zadnego z badanych wiruséw, zardbwno w materiale
wyjéciowym ( roslinie donorowe), jak i w materiale z kultur in vitro.



