Zadanie 1.17. Opracowanie technologii produkcji odwirusowanych sadzonek warzyw z zastosowaniem
kultur tkanek

Okres realizacji: 2008-2014

Kierownik zadania: prof. dr hab. Krystyna Gérecka

Wykonawcy: dr W. Kiszczak, mgr U. Kowalska, dr T. Malinowski

Celem doswiadczen bylo poszukiwanie optymalnego sktadu pozywki do ukorzeniania ro$lin chrzanu
i rabarbaru, badanie procesu adaptacji oraz oznaczanie wirusow w tych roslinach.

Zastosowano nastgpujace pozywki ukorzeniajace:

Pozywka 1: /2 MS, 20 g/l sacharozy, 1 mg/l NAA, 1 mg/l IBA

Pozywka 2: > MS, 20 g/l sacharozy, 3 mg/l NAA

Pozywka 3: MS, 20 g/l sacharozy, 3 mg/l NAA

Pozywka 4: MS, 30 g/l sacharozy, 3 mg/l NAA

Adaptacj¢ roslin chrzanu i rabarbaru otrzymanych in vitro prowadzono w dwoéch podiozach bedacych
mieszaning torfu i piasku w stosunku 1:3 i 3:1 z dodatkiem Azofoski 1,2 kg/ m™ i kredy 10 kg/ m™ i poddawano
adaptacji w foliowym tuneliku.

Podjeto tez proby intensyfikacji namnazania in vitro obu roslin stosujac jako eksplantaty wyjSciowe
otrzymane in vitro rozety i liScie oraz uzywajac pozywek z réznymi cytokininami.

Rosliny, ktore stanowity material wyjsciowy do zaktadania byly badane na obecno$¢ nizej wymienionych
wirusow:

1. Wirus mozaiki rzepy (Turnip mosaic virus, TuUMV)

2. Wirus mozaiki gesiowki (Arabis mosaic virus, ArMV)

3. Wirus mozaiki kalafiora (Cauliflower mosaic virus, CaMV)

4. Wirus pierscieniowe] plamistosci tytoniu (Tobacco ring spot virus, TRSV)

5. Wirus mozaiki ogorka (Cucumber mosaic virus, CMV)

Wszystkie rosliny byly badane testem ELISA z wykorzystaniem odczynnikéw zakupionych w firmie
Bioreba. W testach na obecno$§¢ CMV wykorzystano takze dodatkowo specyficzne odczynniki przygotowane
wczesniej w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa (obecnie Instytut Ogrodnictwa). Dla poréwnania zakupiono
takze zestaw ELISA zfirmy Loewe do wykrywania wirusa TuMV. Wybrane rosliny wykazujace
charakterystyczne symptomy wskazujagce na mozliwo$¢ porazenia TuMV byly dodatkowo badane metoda
SC-RT-PCR (silicacapture — reversed transcription — polymerase chain reaction) z wykorzystaniem kilku par
primerdéw o roznym zakresie specyficznosci. Kilka ro$lin, dla ktorych uzyskano jednoznacznie pozytywny wynik
testu, przeniesiono do szklarni, wykorzystano do zatozenia kultur in vitro i przebadano kilkukrotnie w ciagu
kilku miesiecy metodami ELISA i/lub SC-RT-PCR. Kultury sa aktualnie prowadzone w celu uzyskania
odpowiedniej ilosci materiatu roslinnego do optymalizacji procesu uwalniania roslin chrzanu od TuMV
i ewentualnie innych wirusow.

Wszystkie zastosowane w tym do$wiadczeniu pozywki ukorzeniajace pozwolily na uzyskanie wysokiego
procentu roslin ukorzenionych. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze najwigcej ukorzenionych
rozet otrzymano na pozywce z 30 g/l sacharozy i dodatkiem 3 mg/l NAA. Procent ukorzenionych roslin na tej
pozywce wynosit 83. Rosliny chrzanu i rabarbaru otrzymane in vitro w 100% adaptowaty si¢ do warunkow
zewngtrznych w obu zastosowanych podtozach. U rabarbaru na pozywce MS zawierajacej BA 1 IAA wywotano
indukcje pakow z wylozonej rozety. Po raz pierwszy w tym do$wiadczeniu udato si¢ pobudzi¢ liscie rabarbaru
do regeneracji na pozywce MS z dodatkiem TDZ i NAA. Liscie chrzanu, a nawet ich fragmenty wytworzyty na
pozywkach MS z TDZ i NAA liczne zgrupowania zawigzkéw pedoéw. Po podzieleniu otrzymanych skupisk
i przepasazowaniu na te same pozywki nastepowato ich dalsze namnazanie.

Wirusa mozaiki gesiowki (ArMV) wykryto w dwdch ro§linach chrzanu oznaczonych B6 (probka 13) i B7
(probka 14). Pozytywny wynik testu na obecno$¢ wirusa mozaiki kalafiora (CaMV) potwierdzono w dwoch
powtorzeniach dla roéliny chrzanu B8 (probka 15). Podejrzenie obecnosci wirusa mozaiki ogorka (CMV)
stwierdzono wstepnie dla szeregu roslin badanych w testach pierwszej serii, ale w drugiej serii uzyskano dla tych
samych roslin wynik negatywny. W zadnej z badanych ro$lin nie wykryto wirusa pierscieniowej plamistosci
tytoniu (TRSV). Poczatkowo nie wykryto takze wirusa mozaiki rzepy (TuMV). Metoda ELISA uzyskano tylko
w kilku przypadkach wynik pozytywny. Zastosowanie zestawu z firmy Loewe pozwolito na popraweg czutosci,
jednak nadal obserwowano (zbyt) wysoki procent wynikow falszywie negatywnych, szczegolnie przy badaniu
mtodych lisci bez symptomoéw chorobowych. Wykonano pilotazowe do$wiadczenie polegajace na poréwnaniu
wynikéw obserwacji symptomoéw chorobowych na lisciach chrzanu, testu ELISA oraz testu SC-RT-PCR dla
prob zawierajacych wirusa w réznych stezeniach (szereg rozcienczen) oraz dla probek pobranych w odstegpie
2 tygodni z tych samych ro$lin porazonych wirusem. W dos$wiadczeniu tym, metodg SC-RT-PCR wykryto
wirusa nawet w rozcienczonych 4096 razy ekstraktach z symptomatycznych roslin oraz w dwoch z trzech probek
pobranych z roélin, na ktorych nie rozwingly si¢ jeszcze symptomy chorobowe. W réwnolegle
przeprowadzonym tescie ELISA (odczynniki firmy Loewe), wynik pozytywny uzyskano tylko dla probek



0 najwyzszym stezeniu wirusa (ekstrakty z symptomatycznych roélin bez rozciefczania). Wskazuje to na
koniecznos¢ szczegdtowego okreslenia metodyki pobierania prob do testu ELISA oraz interpretacji wynikow.

Odczytano pelng sekwencje genu (a wlasciwie cistronu) biatka ptaszcza jednego z izolatéw TuMV. Analiza
odczytanej sekwencji wykazata jej bardzo duze podobienstwo do izolatu CARS1 znalezionego w Polsce
kilkanascie lat temu i nie przyniosta wskazéwek w kwestii wyjasnienia bardzo matej skuteczno$ci jednego
Z zestawOw przeciwciat.

Opracowane metody mikrorozmnazania oraz bgdaca jeszcze w trakcie optymalizacji metoda uwalniania od
wirusow chrzanu i rabarbaru b¢dg przydatne zaréwno producentom jak i hodowcom.



