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WYKRYWANIE WIRUSA PSTROSCI TULIPANA (TBV)
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Wstep

Jedna z najwezesnic) odkrytych chordb roélinnych - pstro$¢ tulipana -
opisana przez Kluzjusza juz w 1576 roku [VAN SLOGTEREN, DE BRUYN OUBTER
1941], wystgpuje praktycznie wszgdzie tam, gdzie uprawiane sa tulipany. Wywoly-
wana jest przez wirus pstrosci tulipana (Tulip breaking virus, TBV) [VAN SLOG-
TEREN 1971]. Obok wirusa nekrozy tytoniu i wirusa kedzierzawki tytoniu jest to
najgrozniejszy i najpowszechniej wystgpujacy wirus w uprawie tulipanéw [Mowar
1995]. Jego rosnaca wykrywalno$§é, zwlaszcza w odmianach o kwiatach bialych
1 z6ttych, w ostatnich pic,ciu latach stwierdzono w Holandii [KNIPPELS 2005]. Ozna-
cza to, Ze wirus ten wciaz jest powaznyrn Zagrozemem upraw tulipana. TBV nale-
zy do potywiruséw — najliczniejszej i najwaznicjszej gospodarczo grupy wiruséw
ro$linnych [SMiTH i in. (red.) 1988]. Do wykrywania TBV opracowano w Holandii
specyficzne przeciwciata poliklonalne, stosowane powszechnie do testow serolo-
gicznych typu DAS-ELISA. Do wykrywania wiruséw z grupy potywiruséw opraco-
wano w USA przeciwciala monoklonalne do testu posredniego ELISA (indirect-
ELISA) [JORDAN, HAMMOND 1986; JORDAN 1989]. Za ich pomoca mozna wykrywac
wickszo$¢ wiruséw z tej grupy [DERKs 1992)].

Celem badan bylo sprawdzenie skutecznosci wykrywania TBV w tulipanach
za pomocy testu serologicznego ELISA przy uzyciu przeciwcial specyficznych lub
uniwersalnych dla grupy potywiruséw oraz rodzaju organu ro$linnego. Badania
prowadzono w ramach projektu, ktérego jednym z celéw bylo rozmnozenie in
vitro wolnych od wiruséw, w tym TBYV, polskich odmian tulipanéw. By do mikro-
rozmnazania wyselekcjonowa¢ rosliny zdrowe, konieczne bylo znalezienie wiary-
godnego sposobu testowania ro§lin matecznych. Takie rodliny mozna testowaé
wiosng, podczas uprawy w gruncie. Istnieje jednak mozliwos§¢ porazenia wirusami
wstepnic wytypowanych roslin w czasie dalszej uprawy, koficzacej sig¢ w lipcu wy-
kopaniem klonu cebul potomnych. W zwigzku z tym testowanie powinno by¢
przeprowadzone ponownie, po 6-7 miesigcach przechowywania cebul, czyh
podczas 1zolacji cksplantatéw stuzacych do zapoczatkowania kultur in vitro. Do
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zainicjowania takich kultur uzywa si¢ fragmentéw pgddéw kwiatowych, ktére izolu-
je sig¢ w styczniu lub lutym z cebul chlodzonych, po ich 7-10-dniowym podpedze-
niu [PODWYSZYNSKA, MARASEK 2003]. Do testowania mozna wige wykorzystaé po-
zostate organy izolowanych p¢déw kwiatowych - liscie odcigte od pgdéw kwiato-
wych oraz wewngtrzne migsiste tuski cebulowe. W zwiazku z tym badano takze
skuteczno$¢ wykrywania wspomnianych wiruséw w tkankach réznych organéw.

Material i metody

W pierwszym do$wiadczeniu, do wykrywania TBV w tulipanach (Tulipa ges-
neriana L.), wykorzystano dwa rodzaje przeciwcial — specyficzne de tego wirusa
oraz monoklonalne, uniwersalne do wykrywania grupy potywiruséw. Préby pobie-
rano: 1) wiosna ze $wiezych liSci, z roélin niewykazujacych objawéw choréb wiru-
sowych, rosnacych w polu lub owadoszczelnym karkasie; 2) w styczniu 1 lutym
z liSci pedow kwiatowych izolowanych z cebul podpgdzonych przez 7-10 dm
w 10°C; 3) z pedéw pochodzacych z kultur in vitro. Do§wiadezenie przeprowadzo-
no na kilkunastu genotypach tulipana (stare i nowc polskic odmiany i nowc
klony hodowlane). Liczby poszczegSlnych rodzajow prob podano w tabeh 1.

Tabcela 1; Table 1

Wykrywanie wirusa pstrosci tulipana (TBV) w liSciach tulipanéw uprawianych w gruncie,
lisciach z podpedzonych cebul oraz pgdach z kultur in vitro przy zastosowaniu
testu DAS-ELISA z przeciwciatami specyficznymi dla TBV oraz testu posrcdniego ELISA
z przeciwciatami uniwersalnymi dla potywiruséw

Detection of Tulip breaking virus (TBV) in leaves of tulips cultivated in the ficld,
leaves from forced bulbs and shoots from in vitro culture by means of DAS-ELISA
with specific TBV antibodies and indirect ELISA with universal antibodies
against potyviruses

Liczba probek z wynikiem pozytywnym
No. of samples given positive results

Rodzaj organu roSlinnego | Liczba probek uniwersalne przeciwciala

Type of plant organ No. of samples P;écfl{‘gsf”: :Eﬁgq%%e dla potywiruséw; universal
an’tib%dies antibodics against

polyviruses

Liscie z uprawy w gruncie
Leaves of field cultivated 114 74 25
plants

Liscie z podpedzonych pe-
ddw; Leaves from forced 65 59 29
sprouts

Pedy z kultur in vitro

Shoots from in vitro culture n 24 16

W drugim doswiadczeniu dla 20 probek sprawdzono skuteczno$é wykrywa-
nia potywiruséw testem indirect-ELISA z uzyciem przeciwcial na grupe potywiru-
sow w zalezno$ci od rodzaju organu ro$linnego: w tkankach liSci odeigtych od
todyg z podpedzonych ccbul oraz migsistych tusck wewngtrznych tych samych
cebul.
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Testy scrologiczne z zestawem IgG 1 koniugatem do wykrywania TBV
(z Applicd Plant Rescarch — Flower Bulbs Sector, Lisse, Holandia) wykonywano
technika DAS-ELISA [CLARK, ADAMS 1977], zgodnie z zaleceniami producenta
przeciweial. Testy serologiczne na grupe potywiruséw wykonywano technika indi-
rect-ELISA, stosujac zestaw komercyjny z przeciwcialami monoklonalnymi
[JORDAN, HAMMOND 1986; JORDAN 1989] firmy Agdia Inc. (USA), wedtug procedury
producenta, z kilkoma modyfikacjami [SOCHACK!, ORLIKOWSKA 2005]. W obu
typach testu ELISA o obecnodci biatka wirusa §wiadczyla zmiana zabarwienia
substratu — fostoranu p-nitrofenylowego, rozkladanego przez alkaliczng fosfataze.
Testy przeprowadzano w 2-3 powtdrzeniach. Wyniki testu odczytywano uzywajac
spektrofotometru Multiscan II (Labsystems) z filtrem 405 nm. Wynik uznawano
za pozytywny, jezeli warto$¢ absorbancji (A,y) co najmniej dwukrotnie przewyz-
szala Srednig wartoS§ci A, dla negatywnej kontroli [CLARK i in. 1938]. Wartosci
absorbancji wicksze 0 50-99% od negatywnej kontroli oznaczano jako =+, a préoby
z takim wynikicm uznawano za ,,podejrzanc” o zawirusowanic.

Wyniki i dyskusja

W 65% badanych prébek lisci ro§lin rosngeych w gruncie wykryto TBV sto-
sujgc przeciwciata specyficzne, podcezas gdy w réwnolegle przeprowadzonych tes-
tach indirect-ELISA z uzyciem przeciwciat na grupe potywiruséw wyniki pozytyw-
ne otrzymano dla 22% badanych prébek. W przypadku liéci izolowanych z pod-
pedzonych cebul matecznych, TBV wykryto w 90% badanych prébek uzywajac
przeciwcial specyficznych, podczas gdy tylko w 45% uzywajac przeciwcial do
grupy potywirusOw. W prébach pedédw pobranych z roslin rozmnazanych in vitro,
wynik pozytywny dla TBV wykrywancgo przeciwciatami specyficznymi uzyskano
w 34% przypadkéw, a wykrywanego przeciwcialami dla grupy potywiruséw
w 22,5% przypadkach (tab. 1). Uzyskane wyniki wskazuja na duzo wigksza
skutecznosc wykrywania TBV przy zastosowaniu testu DAS-ELISA z przeciwciala-
mi speeyficznymi, niz w przypadku zastosowania testu indirect-ELISA z przeciw-
cialami monoklonalnymi na grup¢ potywiruséw. Wynika to w gléwnej micrze
z rodzaju przeciwceial 1 sposobu ich otrzymania, ale takze ze stosowania dwdch
réznych typow ELISA. Do wykrywania TBV przeciwciatami specyficznynii mozna
stosowa¢ zaréwno przeciwciata poli- jak 1 monoklonalne [MowaT 1995]. Test DAS-
ELISA jest polecany do przeciwcial poliklonalnych [VAN SCHADEWLK, EGGINK
1984], a typ posredni ELISA (PTA-ELISA) do przeciwcial monoklonalnych
[HAMMOND, CHASTANGER 1989]. Uzywane w naszym eksperymencic przeciwciata
monoklonalne nic byly jednak przeciwciatami specyficznymi, ale opracowanymi
do wykrywania jak najwigksze] liczby réznych wiruséw z grupy potywiruséw.
Warto dodaé, ze typ posredni ELISA ma generalnie wicksze mozliwosci
wykrywania réznych wirusow, ale jest mniej czuly. Wykazali to ZaGura HAUFLER i
RAMSDELL [1989], ktorzy pordwnywali wykrywanie wirusa zielonej miotlasto$ci
wisni (GRMV) testem bezposrednim DAS-ELISA i testem posSrcdnim ELISA.

W zadncj z badanych probek rodlinnych (niezaleznie od rodzaju materiatu
ros§linnego uzywanego do testOw) nie otrzymano wyniku pozytywnego w tescie
indirect ELISA z przeciwcialami na grupg potywiruséw, gdy réwnolegle przepro-
wadzony test DAS-ELISA z uzyciem przeciweial specyficznych wykazywal wynik
ncgatywny. Odwrotny rezultat §wiadczytby o wykryciu innego niz TBV potywiru-
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sa. Wiadomo bowiem, ze z wywolywaniem objawéw pstrosci kwiatéw w tulipa-
nach moga by¢ zwigzane takze wirusy: Tulip fop-breaking virus (TTBV), Tulip
band-breaking virus, Rembrandt tulip breaking virus i Lily mottle virus [DEKKER i in.
1993].

Tabela 2; Table 2

Wykrywanie potywiruséw testem posrednim ELISA przy zastosowaniu przeciwciat
uniwcersalnych dla grupy potywiruséw w lisciach i fuskach podpgdzonych cebul tulipana

Detection of potyviruses by indirect ELISA with universal antibodies against a group
of potyviruses in leaves from sprouts and scales of forced tulip bulbs

Liczba prébek z wynikiem pozytywnym

Genotyp Liczba probek No. of samples with positive results
Gentype No. of samples liscie z podpedzonych pedéw; | tuski ccbulowe
lcaves from emerged sprouts bulb scales
A (stara odmiana) 3 5 ) o

A (old cultivar)

B (nowa odmiana)

B (new cultivar) 10 2 0
C (nowa odmiana)

C (new cultivar) 4 0 0
D (klon hodowlany) 3 3 0
D (breeding clone) -

Razem; Total 20 8 1

+ Prébki o wartosci absorbancji (A,y) wickszej o 50-99% od negatywnej kontroli uznane za ,,podcj-
rzane” o zawirusowanie; The samples whose A, values exceeding the negative control by 50-99% re-
corded as ,virus-suspected”

Roéwnolegle testy na obecno$¢ potywiruséw przeprowadzono na li§ciach
oraz migsistych tuskach cebulowych pobranych z podpedzonych ccbul matecz-
nych. W tym przypadku wynik pozytywny uzyskano w 8 probkach lisci, a tylko
w jednej probce tusek (tab. 2). Taki wynik $wiadezyé moze o wzro$cic namnaza-
nia si¢ czastek wirusa w zawigzkach czgsci nadziemnej roéliny, podejmujgcych
intensywny wzrost podczas pgdzenia, 1 spadku koncentracji wirusa w starzejace;
si¢ ccbuli. Wirusy wykazuja bowiem tendencj¢ do systcmicznego opanowania
catej rosliny, cho¢ na ogét nie sg réwnomicrnie rozmieszczone w calej ro$linic
[KrRyczyNsk 2001]. Luski cebulowe sa z reguly lepszym materiatem do wykrywa-
nia infekcji wirusowych niz liScie podczas wegetacji, pod warunkicm jednak, ze
cebule znajdujg si¢ w stanie spoczynku. Wskazuja na to wyniki uzyskane dla lilii
[DERKS, VINK-VAN DEN ABEELE 1980; VAN SCHADEWUK 1986], narcyz6w [SOCHACKI
2001] 1 tulipanéw [ROMANOW i in. 1991]. W niniejszej pracy wykazano jednak, ze
w przypadku podpedzonych cebul wykorzystywanych do inicjowania kultur in
vitro, potywirusy (w tym TBV) skuteczniej wykrywane sa w liSciach niz w tuskach.

Whioski

1. Wykrywanie TBV w tulipanach jest skutecznicjsze przy uzyciu przeciwciat
specyficznych dla tego wirusa w tescie DAS-ELISA niz przy uzyciu przeciw-
cial monoklonalnych do wykrywania grupy potywiruséw testem indirect
ELISA.
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2. Wykrywanie TBV w lidciach pozostatych po izolacji eksplantatéw inicjal-
nych z podpg¢dzonych cebul tulipandéw jest bardziej wiarygodne niz w tus-
kach migsistych tych samych cebul.
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Streszczenie

Do wykrywania TBV uzyto dwéch rodzajow przeciwciat — specyficznych do
tego wirusa oraz monoklonalnych uniwersalnych do wykrywania grupy potywiru-
sow. Doswiadezenie przeprowadzono uzywajac $wiezych lisci tulipana (Tudipa ges-
neriana L.) pobieranych podczas wegctacji, liSci pedéw wybijajacych z podpedzo-
nych cebul matecznych, uzywanych do inicjowania kultur in vitro oraz p¢déw po-
chodzacych z kultur in vitro. Poréwnywano tez skuteczno$¢ wykrywania potywiru-
s6w testem indirect-ELISA z uzyciem przeciwcial na grupe potywirusdéw w zalez-
nosci od rodzaju organu ro§linnego (liscie pedéw kwiatowych izolowanych z pe-
dzonych cebul oraz tuski wewngtrzne tych samych cebul).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wykrywanic TBV w tulipanach jest bardziej
skuteczne przy uzyciu przeciwcial specyficznych dla tego wirusa w teScie DAS-
ELISA niz przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych uniwersalnych do wykrywania
potywiruséw testem indirect ELISA. W podpgdzonych cebulach matecznych,
stuzacych do zainicjowanych kultur in vitro, potywirusy (w tym TBV) wykrywanc
sg skutecznicj w lidciach pedéw kwiatowych niz w wewngtrznych tuskach.

DETECTION OF Tulip breaking virus (TBV) IN TULIPS
BY ELISA TECHNIQUE

Dariusz Sochacki, Malgorzata Podwyszyriska
Research Institute of Pomology and Floriculture, Skierniewice
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Summary

For detection of TBY, two kinds of antibodies — specific against this virus
and monoclonal against a group of potyviruses were used. Fresh leaves of tulips
(Tultpa gesneriana L.y during vegetation period, leaves of sprouts from forced
bulbs and shoots from in vitro culturc were used in the experiment. Additionally,
the cfficacy of detection of potyviruses by indirect ELISA was tested depending
on the kind of plant organ (leaves from sprouts or scales of forced donor bulbs
used for initiation of in vitro culture).

The results showed, that the detection of TBV is more effective with spe-
cific TBV antibodies in DAS-ELISA as comparcd with the application of mono-
clonal antibodics against the group of potyviruses in the indirect ELISA. In for-
ced donor bulbs used for the initiation of in vitro culture, detection of potyviru-
ses was morce reliable in leaves of emerged sprouts than in bulb scalgs.
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