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Wstęp 

Jedna z najwczcsmCJ odkrytych chorób roślinnych - pstrość tulipana -
opisana przez Kluzjusza już w 1576 roku [VAN SLOGTEREN, DE BRUYN OUBTER 
1941 ], występuje praktycznie wszędzie tam, gdzie uprawiane są tulipany. Wywoły
wana jest przez wirus pstrości tulipana (Tulip hreaking virus, TBV) [V AN SL0G

TEREN I 971 ]. Obok wirusa nekrozy tytoniu i wirusa kędzierzawki tytoniu jest to 
najgroźniejszy i najpowszechniej występujący wirus w uprawie tulipanów [M0WAT 
1995]. Jego rosnącą wykrywalność, zwłaszcza w odmianach o kwiatach białych 
i żółtych, w ostatnich pięciu latach stwierdzono w Holandii [KNIPPELS 2005). Ozna
cza to, że wirus ten wciąż jest poważnym zagrożeniem upraw tulipana. TBV nale
ży do potywirusów - najliczniejszej i najważniejszej gospodarczo grupy wirusów 
roślinnych [SMITH i in. (red.) 1988]. Do wykrywania TBV opracowano w Holandii 
specyficzne przeciwciała poliklonalne, stosowane powszechnie do testów serolo
gicznych typu DAS-ELISA. Do wykrywania wirusów z grupy potywirusów opraco
wano w USA przeciwciała monoklonalne do testu pośredniego ELISA (indireet
ELISA) [JORDAN, HAMMOND 1986; JORDAN 1989). Za ich pomocą można wykrywać 
większość wirusów z tej grupy [DERKS 1992]. 

Celem badań było sprawdzenie skuteczności wykrywania TBV w tulipanach 
za pomocą testu serologicznego ELISA przy użyciu przeciwciał specyficznych lub 
uniwersalnych dla grupy potywirusów oraz rodzaju organu roślinnego. Badania 
prowadzono w ramach projektu, którego jednym z celów było rozmnożenie in 
vitro wolnych od wirusów, w tym TBV, polskich odmian tulipanów. By do mikro
rozmnażania wyselekcjonować rośliny zdrowe, konieczne było znalezienie wiary
godnego sposobu testowania roślin matecznych. Takie rośliny można testować 
wiosną, podczas uprawy w gruncie. Istnieje jednak możliwość porażenia wirusami 
wstępnie wytypowanych roślin w czasie dalszej uprawy, kończącej się w lipcu wy
kopaniem klonu cebul potomnych. W związku z tym testowanie powinno być 
przeprowadzone ponownie, po 6-7 miesiącach przechowywania cebul, czyli 
podczas izolacji eksplantatów służących do zapoczątkowania kultur in vitro. Do 

1 Badania finansowane hyly przez Ministerstwo Nauki i Informatyzacji, w ramach projektu 
PBZ K074/P04/2003. 
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zainicjowania takich kultur używa się fragmentów pędów kwiatowych, które izolu
je sit; w styczniu lub lutym z cebul chłodzonych, po ich 7-10-dniowym podpGdzc
niu (PoowYSZYŃSKA, MARASEK 2003]. Do testowania można wit:;c wykorzystać po
zostałe organy izolowanych pędów kwiatowych - liście odcic,tc od pl,dów kwiato
wych oraz wewnętrzne mięsiste łuski cebulowe. W związku z tym badano także 
skuteczność wykrywania wspomnianych wirusów w tkankach różnych organów. 

Materiał i metody 

W pierwszym doświadczeniu , do wykrywania TBV w tulipanach (Tulipa ges
neriana L.), wykorzystano dwa rodzaje przeciwciał - specyficzne de tego wirusa 
oraz monoklonalne, uniwersalne do wykrywania grupy potywirusów. Próby pobie
rano : 1) wiosną ze świeżych liści, z roślin niewykazujących objawów chorób wiru
sowych, rosnących w polu lub owadoszczclnym karkasie; 2) w styczniu i lutym 
z liści p t; dów kwiatowych izolowanych z cebul podpędzonych przez 7-10 dni 
w l0°C; 3) z pędów pochodzących z kultur in vitro. Doświadczenie przeprowadzo
no na kilkunastu genotypach tulipana (stare i nowe polskie odmiany i nowe 
klony hodowlane ). Liczby poszczególnych rodzajów prób podano w tabeli I . 

'fabcla 1; Table 1 

Wykrywanie wirusa pstrości tulipana (TBV) w liściach tulipanów uprawianych w gruncie, 
liściach z podpędzonych cebul oraz pędach z kultur in vilro przy zastosowaniu 

testu DAS-ELISA z przeciwciałami specyficznymi dla TBV oraz testu pośredniego ELISA 
z przeciwciałami uniwersalnymi dla potywirusów 

Detection of Tulip breaking vims (TBV) in leaves of tulips cultivated in the field , 
leaves from forced bulbs and shoots from in vitro culturc by means of DAS-ELISA 

with specific TBV antibodics and indirect ELISA with univcrsal antibodies 
against potyviruscs 

Liczba próbe k z wynikiem pozytywnym 
No. of samples given positivc results 

Rodzaj organu roś linn ego Liczba próbek 
przeciwcia ła specyficzne 

uniwersalne przeciwciała 
Type of plant organ No. of samples dla potywirusów; un ivcrsal 

dla TBV; specific TBV 
antibodics against 

anlibodics 
polyv1ruscs 

Liście z uprawy w gruncie 
Leaves of field cultiva tcd 114 74 2.'i 
plants 

Liście z podpt;dzonych pt;-
dów; Lcaves from forced 65 59 29 
sprouts 

Pt;dy z kultur in vitro 
71 24 16 

Shoots from in Fitro culturc 

W drugim doświadczeniu dla 20 próbek sprawdzono skuteczność wykrywa
nia potywirusów testem indirect-ELISA z użyciem przeciwciał na grupt; potywiru
sów w zależności od rodzaju orga nu roślinnego: w tkankach liści odciętych od 
łodyg z podpt;dzonych cebul oraz mic;sistych łusek wewnc;trznych tych samych 
cebul. 
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Testy serologiczne z zestawem IgG i koniugatcm do wykrywania TBV 
(z Applicd Plant Rcscarch - Flower Bulbs Sector, Lisse, Holandia) wykonywano 
technik,) DAS-ELISA (CLARK, ADAMS 1977], zgodnie z zaleceniami producenta 
przeciwciał . Testy serologiczne na grupę potywirusów wykonywano technik,) indi
rect-ELISA, stosując zestaw komercyjny z przeciwciałami monoklonalnymi 
[JORDAN, HAMMOND 1986; JORDAN 1989] firmy Agdia Inc. (USA), według procedury 
producenta, z kilkoma modyfikacjami [SOCHACKI, ORLIKOWSKA 2005]. W obu 
typach testu ELISA o obecności białka wirusa świadczyła zmiana zabarwienia 
substratu - fosforanu p-nitrofenylowego, rozkładanego przez alkaliczną fosfatazę. 
Testy pw.:prowadzano w 2-3 powtórzeniach. Wyniki testu odczytywano używając 
spektrofotometru Multiscan II (Labsystems) z filtrem 405 nm. Wynik uznawano 
za pozytywny, jeżeli wartość absorbancji (A405 ) co najmniej dwukrotnie przewyż
szała średni,1 wartości A 405 dla negatywnej kontroli [CLARK i in. 1938]. Wartości 
absorbancji większe o 50-99% od negatywnej kontroli oznaczano jako ±, a próby 
z takim wynikiem uznawano za „podejrzane" o zawirusowanie. 

Wyniki i dyskusja 

W 6Y1c badanych próbek liści roślin rosnących w gruncie wykryto TBV sto
sując przeciwciała specyficzne, podczas gdy w równolegle przeprowadzonych tes
tach indirect-ELISA z użyciem przeciwciał na grupę potywirusów wyniki pozytyw
ne otrzymano dla 22<}(, badanych próbek. W przypadku liści izolowanych z pod
pędzonych cebul matecznych, TBV wykryto w 90% badanych próbek używając 
przeciwciał specyficznych, podczas gdy tylko w 45% używając przeciwciał do 
grupy potywirusów. W próbach pędów pobranych z roślin rozmnażanych in vitro , 
wynik pozytywny dla TBV wykrywanego przeciwciałami specyficznymi uzyskano 
w 34% przypadków, a wykrywanego przeciwciałami dla grupy potywirusów 
w 22,SCfr1 przypadkach (tab. 1). Uzyskane wyniki wskazują na dużo większą 

skuteczność wykrywania TBV przy zastosowaniu testu DAS-ELISA z przeciwciała
mi specyficznymi, niż w przypadku zastosowania testu indirect-ELISA z przeciw
ciałami monoklonalnymi na grupc; potywirusów. Wynika to w głównej mierze 
z rodzaju przeciwciał i sposobu ich otrzymania, ale także ze stosowania dwóch 
różnych typów ELISA. Do wykrywania TBV przeciwciałami specyficznymi można 

stosować zarówno przeciwciała poli- jak i monoklonalne [M0WAT 1995]. Test DAS
ELISA jest polecany do przeciwciał poliklonalnych [VAN Sc11ADEW1JK, EGGJNK 
19841, a typ pośredni ELISA (PTA-ELISA) do przeciwciał monoklonalnych 
[HAMMOND, CIIASTANGER 1989]. Używane w naszym eksperymencie przeciwciała 
monoklonalne nic były jednak przeciwciałami specyficznymi, ale opracowanymi 
do wykrywania jak największej liczby różnych wirusów z grupy potywirusów. 
Warto dodać, że typ pośredni ELISA ma generalnie wic;ksze możliwości 

wykrywania różnych wirusów, ale jest mniej czuły. Wykazali to ZAGULA HAUFLER i 
RAMSDFLL [ 1989], którzy porównywali wykrywanie wirusa zielonej miotlastości 
wiśni (GRMV) testem bezpośrednim DAS-EUSA i testem pośrednim ELISA. 

W żadnej z badanych próbek roślinnych (niezależnie od rodzaju materiału 
roślinnego używanego do testów) nic otrzymano wyniku pozytywnego w teście 
indirect ELISA z przeciwciałami na grupę potywirusów, gdy równolegle przepro
wadzony test DAS-ELISA z użyciem przeciwciał specyficznych wykazywał wynik 
negatywny. Odwrotny rezultat świadczyłby o wykryciu innego niż TBV potywiru-
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sa. Wiadomo bowiem, że z wywoływaniem objawów pstrości kwiatów w tulipa
nach mog<\ być związane także wirusy: Tulip top-breaking virus (TTBV), Tulip 
hand-breaking virus, Rembrandt tulip breaking virus i Lily mot/le virus [DEKKER i in . 
1993]. 

Tabela 2; Table 2 

Wykrywanie potywirusów testem pośrednim ELISA przy zastosowaniu przeciwciał 
uniwersalnych dla grupy potywirusów w liściach i łuskach podpędzonych cebul tulipana 

Detection of potyviruses by indirect ELISA with universal antibodies against a gro up 
of potyviruses in leaves from sprouts and sca les of forced tu lip bulbs 

Liczba próbek z wynikiem pozytywnym 

Genotyp Liczba próbek No. of samplcs with positive rcsults 

Gcntype No. of samples liście z podp<;dzonych pt;dów; łuski cebu lowe 
lcaves from emergcd sprouts bulb scales 

A (stara odmiana) 
3 3 I" 

A (old cultivar) 

B (nowa odmiana) 
10 2 o 

B (new cultivar) 

C (nowa odmiana) 
4 o o C (new cultivar) 

D (klon hodowlany) 
3 3" o 

D (brecding clone) 

Razem; Total 20 8 1 

± Próbki o wartości absorbancji (A,oi) wi<;kszcj o 50-99% od negatywnej kontroli uznane za „podej
rzane" o zawirusowanie; The samples whose A,.~ values excceding the ncgative control by 50-99% rc
cordcd as „virus-suspected" 

Równoległe testy na obecność potywirusów przeprowadzono na liściach 

oraz mięsistych łuskach cebulowych pobranych z podpędzonych cebul matecz
nych. W tym przypadku wynik pozytywny uzyskano w 8 próbkach liści, a tylko 
w jednej próbce łusek (tab. 2). Taki wynik świadczyć może o wzroście namnaża
nia się cząstek wirusa w zawiązkach części nadziemnej rośliny, podejmujących 

intensywny wzrost podczas pędzenia, i spadku koncentracji wirusa w starzejącej 

się cebuli. Wirusy wykazują bowiem tendencj.; do systemicznego opanowania 
całej rośliny, choć na ogół nie są równomiernie rozmieszczone w całej roślinie 
[KRYCZYŃSKI 2001]. Łuski cebulowe są z reguły lepszym materiałem do wykrywa
nia infekcji wirusowych niż liście podczas wegetacji, pod warunkiem jednak, że 
cebule znajdują się w stanie spoczynku. Wskazują na to wyniki uzyskane dla lilii 
[DERKS, VINK-VAN DEN ABEELE 1980; VAN SCHADEWIJK 1986], narcyzów [SOCHACKI 

2001 l i tulipanów [ROMANOW i in. 1991 ]. W niniejszej pracy wykazano jednak, że 
w przypadku podpędzonych cebul wykorzystywanych do inicjowania kultur in 
vitro, potywirusy (w tym TBV) skuteczniej wykrywane są w liściach niż w łuskach. 

Wnioski 

1. Wykrywanie TBV w tulipanach jest skuteczniejsze przy użyciu przeciwciał 
specyficznych dla tego wirusa w teście DAS-ELISA niż przy użyciu przeciw
ciał monoklonalnych do wykrywania grupy potywirusów testem indirect 
ELISA. 
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2. Wykrywanie TBV w liściach pozostałych po izolacji eksplantatów inicjal
nych z podp<;dzonych cebul tulipanów jest bardziej wiarygodne niż w łus
kach mic;sistych tych samych cebul. 
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Streszczenie 

Do wykrywania TBV użyto dwóch rodza_jów przeciwciał - specyficznych do 
tego wirusa oraz monoklonalnych uniwersalnych do wykrywania grupy potywiru
sów. Doświadczenie przeprowadzono używając świeżych liści tulipana (Tulipa ges
neriana L.) pobieranych podczas wegetacji, liści P<tdów wybijających z podpc;dzo
nych cebul matecznych. używanych do inicjowania kultur in vitro oraz p~dów po
chodz,1cych z kultur in vitro. Porównywano też skuteczność wykrywania potywiru
sów testem indircct-ELISA z użyciem przeciwciał na grupę potywirusów w zależ
ności od rodzaju organu roślinnego (liście pędów kwiatowych izolowanych z pę
dzonych cebul oraz łuski wewnętrzne tych samych cebul). 

Uzyskane wyniki wskazują, że wykrywanie TBV w tulipanach jest bardziej 
skuteczne przy użyciu przeciwciał specyficznych dla tego wirusa w teście DAS
ELISA niż przy użyciu przeciwciał monoklonalnych uniwersalnych do wykrywania 
potywirusów testem indirect ELISA. W podpędzonych cebulach matecznych, 
służących do zainicjowanych kultur in vitro, potywirusy (w tym TBV) wykrywane 
są skuteczniej w liściach pędów kwiatowych niż w wewm;trznych łuskach. 

DETECTION OF Tulip breaking viru.s (TBV) IN TULIPS 
BY ELISA TECHNIQUE 

Dariusz Sochacki, Małgorzata Podwyszyńska 
Research Institute of Pomology and Floriculture, Skierniewice 

Key words: ELISA, potyviruses, TBV, Tulipa gesneriana L., Tulip breaking viru.s 
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Summary 

For dctcction of TBV, two kinds of antibodies - specific against this virus 
and monoclonal against a group of potyviruscs were used. Fresh lcaves of tulips 
(Tt.tlipa gesneriana L.) during vcgctation period, lcaves of sprouts from forced 
bulbs and shoots from in vitro culturc were used in the experiment. Additionally, 
the cfficacy of dctcction of potyviruses by inrlirect ELISA was tested depending 
on the kim! of plant organ (leaves from sprouts or scales of forced donor bulbs 
used for initiation of in vitro culturc). 

The rcsults showed, that the detection of TBV is more effective with spe
cifie TBV antibodies in DAS-ELISA as eompared with the application of mono
clonal antibodies against the group of potyviruses in the indirect ELISA. In for
ccd donor bulbs used for the initiation of in vitro culture, detection of potyviru
scs was morc rcliablc in lcaves of cmerged sprouts than in bulb scaks. 
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