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WYKORZYSTANIE METODY RT-PCR
W HODOWLI ODPORNOSCIOWE]
PORZECZKI CZARNE] (Ribes nigrum L.) NA REWERSJE
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Instytut Sadownictwa 1 Kwiaciarstwa w Skierniewicach

Wstep

Rewersja, wywolywana przez wirus Blackcurrant reversion virus — BRV
[LEMMETY, LEHTO 1999], jest najgroZniejsza chorobg wirusowa porzeczki czarnej
(Ribes nigrum 1.) [KNIGHT 1985; ADAMS, THRESH 1987], wystgpujaca we wszystkich
krajach, w ktérych gatunek ten jest uprawiany na skale towarows. Dwic formy
(typy) chorobowe: rewersja typu E (European) oraz rcwerqja typu R (Russian)
r07n14 si¢ stopniem znieksztalcenia kwiatostanéw, a czg$ciowo takze mlcnqywnos—
cig innych objawéw chorobowych. Rewersja typu R jest uwazana za groinicjsza
od rewersji typu E, jednak oba typy choroby sa w wysokim stopniu szkodliwe
[PLUTA, ZURAWICZ 1999; 2001).

W hodowli twdrcze] porzeczki czarnej najwazniejszym kicrunkicm jest
hodowla odpornosciowa na rewersjg porzeczki oraz jej wektora i najgroZnicjszego
szkodnika — wielkopgkowca porzeczkowego (Cecidophopsis ribis WEST.) [TIIRESH
1964; TRAJKOVSKI, ANDERSON 1992]. W programach hodowlanych wykorzystuje sig
znanc i dostgpne Zrédta gendéw odpornosci na BRV - dziki gatunck Ribes
dikuscha oraz, odmiany wywodzace sig od niego, jak: ’Golubka’, 'Novost’, ’Awgus-
towskaja’, ’Primorskyj Czempion’, 'Rus’, 'Minaj Szmyriew’ i inne [RAVKIN 1987
OgoLcova 1991]. Efektem prac hodowlanych bylo otrzymanie w szkockim Insty-
tucie (SCRI) nowej odmiany porzeczki czarnej odpornej na rewersj¢ 'Ben Gairrt’,
pochodzacej ze skrzyzowania odmian 'Ben Alder’ i ‘Gotubka’ [BRENNAN i in.
1998].

W Zaktadzie Hodowli Rostin Sadowniczych Instytutu Sadownictwa i Kwia-
clarstwa (ISK) w Skierniewicach prowadzone sa takze szerokie badania we wspét-
pracy 7 innymi spec]ahstaml nad uzyskaniem materialéw hodowlanych odpornych
na wieltkopakowca i rewersj¢ [PLUTA i in. 2000].

W tej pracy przedstawiono zastosowanie metody 1C-RT-PCR do wykrywa-
nia wirusa BRV 1 identyfikacji jego szczepéw dla potrzeb hodowli odpornoscio-
wej. Metodg stosowano przy ocenie odpornoéci na rewersje ro§lin wybranych ge-
notypéw, rosnaeych w kolekeji odmian oraz do identyfikacji wirusa BRV w préb-
kach roslin. Ocene odpornosci prowadzono poprzez zakazanic badanych roslin,
obserwacj¢ ewentualnych objawéw chorobowych (przede wszystkim w okresic
kwitnienia) i testowanie metodg RT-PCR na obecnosé wirusa.
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Materiat i metody

Przedmiotem badan byly krzewy porzeczki czarnej rosnace w polowej ko-
Ickgji odmian, tunclu foliowym, w karkasie i mateczniku. Wiosna 2001 i 2002
roku przcbadano testem RT-PCR na obecno$é wirusa 54 roSliny. Material wyjs-
ciowy (14 genotypéw, 18 przetestowanych roélin) stanowily odmiany zagraniczne,
sprowadzonc z Ukrainy, Rosji i Bialorusi. Krzewy tych odmian rosng w pojemni-
kach w karkasie oraz tunelu i s3 one wykorzystywane w programie hodowlanym
(krzyzowaniach) w ramach hodowli odpornosciowej na rewersj¢. Material w ko-
lekgach polowych, poddany silnej presji infekeyjnej, stanowily rodliny prawie 100
genotypdw, 7z ktorych 34 przebadano testem RT-PCR. Metode tg zastosowano
takze do sprawdzenia materiaty elitarnego dwéch nowych odmian hodowli ISK —
"I'ben’ i "Tisel’ (testowano po jednej roslinie matecznej).

Wiosng w okresic kwitnienia krzewéw porzeczki czarnej wykonywano ob-
scrwacje pod katem wystgpowania charakterystycznych objawéw rewersji obu
typoéw (11 R) na pakach i kwiatach. W pdZniejszym terminie (poczatek — potowa
VI) obserwowano objawy rewersji na liSciach.

Do testéw na obecno$¢ wirusa rewersji (BRV) pobierano prébki lisci lub
lisci 1 kwiatostandéw. Testy prowadzono metodg IC-RT-PCR (ang. immunocaptu-
rc — reverse transcription — polymerase chain reaction). Probéwki oplaszczano
przeciwcialami wyizolowanymi z surowicy anty-BRV otrzymanej od dr K. Lehto
(University of 'lTurku, Finlandia). Probéwki po inkubacji ekstraktu z materialu
ro§linnego (noc w +4°C) ptukano 4-krotnie buforem PBS-T, nast¢pnie krétko
buforem 'Iris-Cl w stezeniu 0,01 mol:dm- o pH 8,0. Po odwirowaniu i odciggnie-
ciu supernatantu pompka wodng do probéwek pipetowano bezposrednio miesza-
ning reakeyjng. Reakce prowadzono z wykorzystaniem zestawu ,,SuperScripttm
One-Step RI-PCR with Platinum® 7ag” (Invitrogen, USA) zgodnie z zalecenia-
mi producenta. Wykorzystywano startery BRAVS, BRAV6 [LEMMETTY i in. 1998]
oraz. BRVUnI'l, BRVUnRI1, zaprojektowanc w Pracowni Wirusologii ISK.
Analize clektroforetyczng produktéw PCR prowadzono w Zelu agarozowym.

W metodzie IC-RT-PCR-RFLP stosowano enzymy restrykeyjne Alul, Rsal i
Hinfl, wybrane na podstawie wynikéw analizy odczytanych sekwencji cDNA 30
izolatéw (daue nicpublikowane). Analize komputerows prowadzono przy uzyciu
pakictu programéw DNASTAR v. 5.0 (LaserGene, USA). Hydrolize enzymatycz-
ng produktéow IC-RT-PCR prowadzono przez noc w 37°C. Do rozdziatu uzyska-
nych fragmentéw DNA stosowano elektroforeze w 6% zelu poliakrylamidowym.

Whyniki i dyskusja

W latach 2001 i 2002 przebadano ponad 60 prébek materiatu roslinnego
porzeczki czamej testem IC-RT-PCR na obecno$¢ wirusa rewersji (BRV). Przy-
ktadowe wyniki przedstawiono w tab. 1 1na rys. 1.

W pierwszej grupic testowanych roslin (material wyjsciowy) analizowano 18
probek pobranych z krzewéw 14 odmian, ostatnio uzyskanych z zagranicy (wyniki
dla [3 probek przedstawiono w tabeli). W przypadku dwéch odmian (CKluso-
uowskaja’ i *Alta’) stwierdzono porazenic wirusem niektérych roslin. Zastosowa-
nic mictody IC-RI-PCR umozliwito wezesne wykrycie porazenia i wyeliminowa-
nic chorych roslin. W pozostalych genotypach rewersji nie wykryto. Odmiany,
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takic jak: *Golubka’, Minaj Szmyriew’, ‘Binar’, "Werisaz’ 1 ‘Sofijewskaja’, s3 po-
tencjalnymi Zrédlami genéw odpornosei na rewersjg. Wykorzystywane sy onc w
krzyzowaniach realizowanych w ramach programu hodowli odpornosciowej po-
rzeczki czarnej.

Tabela 1; Table 1
Wyniki testow IC-RT-PCR na obecno$¢ wirusa rewcersji (BRV)
w materialach hodowlanych 1 nowych odmianach porzeczki czarne)

Results of IC-RT-PCR tests for the presence of reversion virus (BRV)
in breeding materials and new cultivars of black currant

Nr: No. Etykieta (kod) Odmiana lub klon Kraj pochodzenia Wynik
’ Label (code) Cultivar or clone Country of origin Result
0 1 2 3 4

Material wyjSciowy; Starting material
1. 01256 Klusonowskaja Rosja; Russia +
2. 01258 Minaj Szmirjew Biatoru§; Belorussia -
3. 01259 Alta Ukraina; Ukrainc -
4. 01260 Binar Rosja; Russia -
5. 01261 Wielikoliennaja Rosja; Russia -
6. 01262 Alta Ukraina; Ukraine -
7. 01263 Ulubiennaja Kopania Ukraina; Ukrainc -
8. 01264 Wernisaz. Ukraina; Ukraine -
9. 01265 Sofijewskaja Ukraina; Ukrainc -
10. 01267 Gotubka Rosja; Russia -
11. Ukraina 7A 1/3 Alta Ukraina; Ukraine -
12. Ukraina 7A 2/3 Alta Ukraina; Ukraine +
13. Ukraina 8A 1/3 Wernisaz Ukraina; Ukraine -
Material w kolckejach polowych; Material in field collections
14. BRV2001-001 Amos Black Anglia; England +
15. BRV2001-002 Barchatnaja Rosja; Russia +
16. BRV2001-003 Ben Lomond Szkocja; Scotland +
17. BRV2001-004 Bija Rosja; Russia +
18. BRV2001-010 Noir de Burgunge Francja; France +
19. BRV2001-011 Ojebyn Szwecja; Sweden +
20. BRV2001-023 Bona Polska; Poland +
21. BRV2001-024 Krasa Lwowa Ukraina; Ukraine -~
22. BRV2001-025 Uraloczka Rosja; Russia -
23. BRV2001-026 Szachalewskaja Ukraina; Ukrainc -
24. BRV2001-027 Ukrainka Ukraina; Ukrainc -
25. BRV2001-028 Katjusza Biatoru§; Belorussia -
26. BRV2001-029 Klusonowskaja Rosja; Russia +
27. BRV2001-030 Birulewskaja Ukraina; Ukraine -
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0 i 2 3

28. BRV2001-031 Dubiginai Litwa; Lithuania +
29. BRV2001-034 Wira Rosja; Russia -
30). BRV2001-035 Dolia Rosja; Russia -
31. BRV2001-037 Nadina Ukraina; Ukrainc -
32. BRV2001-038 Ametist Ukraina; Ukraine -
33. BRV2001-039 Lebid Ukraina; Ukraine -
34, BRV2001-040 Klon nr 7-201-146 Ukraina; Ukrainc -
3s. BRV2001-041 Klon nr 5-284-37 Ukraina; Ukraine -

~ Materiat clitarny nowych odmian; Elite material of new cultivars
36. BRV2001-151 Tiben Polska; Poland -
37. BRV2001-156 Tisel Polska; Poland -
+ — wynik pozytywny; stwicrdzono obecno§é wirusa (BRV) w materiale ro§linnym; positive re-

sult, BRV was detected in plant sample
- — wynik ncgatywny, nie stwierdzono obecnosci wirusa (BRV) w materiale roslinnym; ncgative
result, BRV was deteeted in plant sample

2021 22 232425262728 2021 22 232425262728

Rys. 1. Rozdzial clektroforetyczny produktéw IC-RT-PCR uzyskanych przy testowaniu
probek lisei porzeczkl czarnej (numery prébek jak wtabeli 1). Test prowadzo-
no v wykorzystanicm starteréw BRAVS-BRAVG (lewa strona) 1 BRVUnF1-
BRVUnNR1 (prawa strona). Strzatkami wskazano potozenic specyficznych pro-
duktéw PCR

Fig. 1. Lilcctrophoretic pattern of IC-RT-PCR products obtained during testing of
samples of black currant leaves (sample numbers correspond to Table 1). Test
was conducted using two primer sets: BRAVS-BRAV6 (left) and BRVUnF1-
BRVUnRT1 (right). Arrows indicate positions of specific PCR products

Wsrod 22 genotypow z kolekeji polowych przedstawionych w tab. 1, poraze-
niu rewersjy ulegly rosliny 9 odmian. W krzewach pozostatych 13 odmian/klonéw
nic stwicrdzono obeenoci BRV. Byly to gldwnie stare odmiany i klony pocho-
dzace 7 kilku krajow curopejskich. Krzewy tych genotypéw rosty w polu od 5 do
8 lat w warunkach silnej presji infckeyjnej. Brak porazenia wskazywat na ich wy-
soky odpornosé¢ polowa. Niektére z nich mogg byé wykorzystane w hodowli od-
pornosciowe;.

Trzecia grupe testowanych rostin stanowit materiat clitarny nowych odmian
porzeczki czarncj wyhodowanych w ISK. W zadnej z badanych 10 rodlin nie wy-
kryto obeenosei BRV. W tabeli przedstawiono wyniki testu dla dwoch prébek.

Wyniki testow IC-RTI-PCR byly w wysokim stopniu zgodne z wczeSnicjszy-
mi obscrwacjami symptoméw rewersji na ro$linach. W nicktérych przypadkach
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wykrywano wirusa takze w krzewach niewykazujacych wyraZznych objawdéw choro-
bowych. Metoda IC-RT-PCR jest stosowana przy ocenie nowych klonéw hodow-
lanych. Umozliwi to szybsze uzyskiwanic wynikéw, szezegolnie przy ocenic odpor-
noéci materialéw hodowlanych peprzez sztuczne zakazanice (szezepicnice).

Opracowana metoda IC-RT-PCR-RFLI umozliwiala identyfikacj¢ wybra-
nych izolatéw BRV. W hodowli odpornosciowej metoda ta moze by¢ wykorzysty-
wana do badania zréZnicowania wrazliwo§ci nowych odmian i klonéw porzeczki
czarnej na rézne szczepy wirusa rewersjl.
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Stowa Kkluczowe:  porzeczka czarna, Ribes nigrum L., rewersja, BRV, hodowla
odpornoSciowa
Streszczenie

Rewersja porzeczki czarnej, wywolywana przez wirus BRV (ang. Blackcur-
rant reversion virus), jest najgrozniejsza choroba wirusowy porzeczki czarncj.
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Znanc s dwa typy rewersji: E (European) 1 R (Russian). Oba typy sg w wysokim
stopniu szkodliwe. Dlatego w hodowli odporno$ciowej konieczne jest badanie
odpornodci na rewersje typu E 1 R. W tej pracy przedstawiono zastosowanie me-
tody 1C-RT-PCR do wykrywania wirusa BRV 1 identyfikacji jego izolatéw dla
potrzeb hodowli odporno$ciowej. Metodg stosowano do testowania hodowlanych
materiatow wy_|suowych 1 materiatu elitarnego nowych odmian oraz przy ocenie
odpornosci na rewersj¢ wybranych genotypéw. W latach 2001-2002 przebadano
ponad 60 prébek pobranych z 54 roslin. Obecnos$¢ wirusa sprawdzano stosujgc
dwa ré7ne zestawy starteréw w reakcji RI-PCR. Zastosowanie testu 1C-RT-PCR
umozliwito wezesne wykrycie choroby i wyeliminowanie porazonych roslin. Opra-
cowano takze metodg 1C-RT-PCR-RFLP umozliwiajacg identyfikacje kilku wy-
branych izolatéw na podstawie wzoru prazkéw cDNA, uzyskiwanych po trawieniu
produkiu RT-PCR trzema enzymami restrykcyjnymi. Metoda ta begdzie stosowa-
ua przy badaniu zréznicowania odpornosci odmian 1 klondéw porzeczki czarnej na
rewersje typu L1 R

THIL: USE OF RT1-PCR METHOD IN THE BLACKCURRANT
(Ribes nigrum 1..) BREEDING FOR RESISTANCE TO REVERSION

Stanistaw Pluta, Tadeusz Malinowski, Anita Kuras, Edward Zurawicz
Research Institute of Pomology and Floriculture, Skierniewice

Key words:  blackcurrant, Ribes nigrum L., reversion, BRY, resistance breeding
Summary

Reversion caused by Blackcurrant reversion virus (BRV) is the most serious
virus discasc of blackcurrant (Ribes nigrum L.). Two forms (types) of disease: E
(Luropean) and R (Russian) are known. Both types are highly harmful. There-
fore, the resistance to both types should be checked at breeding for resistance.
Application of IC-RT-PCR method for detection of BRV and identification of
its isolates were presented in this paper. The method was applied for testing pa-
rental forms and elite plant material of new cultivars as well as for evaluation of
sclected genotypes’ resistance to reversion. More than 60 samples collected from
54 plants were tested in 2001 and 2002. The virus detection was conducted using
two diflerent prinier sets in [C-RI-PCR reaction. Application of IC-RT-PCR
tests enabled carly detection of virus infection and rejection of diseased plants.
IC-RT-PCR-RFLP mecthod was designed for identification of selected isolates
bascd on using three restriction enzymes for digestion of RI-PCR product. This
method could be used for investigation of resistance of blackcurrant cultivars and
clones to 1{ and R types of reversion.
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