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Sprawozdanie z prac wykonanych w 2008 roku



1. Cel pracy

a) Ocena reakcji wybranych odmian pszenicy ozimej i pszenzyta ozimego na porazenie
przez wirus odglebowej mozaiki zb6z (SBCMV)

b) Adaptacja techniki real-time PCR (qPCR) do badan odpornosci pszenic na SBCMV

¢) Poréwnanie izolatéw SBCMV pochodzacych z r6znych lokalizacji.

2. Material i metody
2.1. Materiat

Jako zrédto inokulum do badan reakcji odmian stosowano podtoze infekcyjne zawierajace
mieszaning izolatow SBCMYV w obecnosci wektora glebowego Polymyxa graminis.

Odmiany zyta ozimego, podatne na porazenie przez SBCMV (Amilo, Dankowskie Ztote)
wykorzystywano do namnazania izolatow do dalszych badan.

Odmiany i rody hodowlane pszenicy ozimej zostaly wytypowane przez Hodowcow, na
podstawie uprzednio uzyskanych wynikéw badan. Do tej listy dodano rowniez 4 odmiany
pszenzyta ozimego. Wytypowano nastgpujace odmiany pszenicy ozimej: Bogatka, Batuta,
CHD 1378/02, Figura, Legenda, Muszelka, Ostroga, Smuga, Tonacja oraz pszenzyta
ozimego: Grenado, Moderato, Pisarro i Woltario. Dodatkowo przyjeto do badan odmiang
pszenicy Brilliant, ze wzgledu na wczes$niej potwierdzong jej podatno$¢ na porazenie przez
SBCMYV, jako odmiang poréwnawcza.

Do badan zréznicowania SBCMV wybrano nastgpujace izolaty: SBCMV-Cer, SBCMV-
Choryfi, SBCMV-Chude, SBCMV-St, SBCMV-Zab.

2.2. Metody

A. Test TAS-ELISA
Korzystano z zestawu (immunoglobuliny, przeciwciata monoklonalne i koniugat) produkcji

firmy Loewe (Niemcy)

B. Izolacja RNA SBCMV

RNA izolowano przy uzyciu zestawu RNeasy Plant Mini Kit produkcji firmy Qiagen
(Niemcy).

Druga metoda — rekomendowana dla qPCR wg Changa (1993).



C.RT-PCR

Reakcje PCR wykonywano w termocyklerze T Personal Biometra. Do przeprowadzenia

reakcji RT-PCR wykorzystywano zestaw produkcji firmy Qiagen, Qiagen®OneStepRT-PCR

Kit.

Do przeprowadzenia reakcji RT-PCR uzywano nast¢pujacych par starteréw:

a) przydatnych w diagnostyce SBCMV

wg Vaianopoulos i in. (2005):

- uniwersalnych: FURO1-F/FURO1-R, FURO c1F/FURO c1R, FURO ¢2F/FURO c2R

- specyficznych: SBWMY c1F/SBWMY cl1R i SBCMYV c1F/SBCMY clR.

b) generujacych dlugie produkty, przeznaczone do klonowania, sekwencjonowania i
porownywania sekwencji izolatow

wg Koenig i Huth’a (Arch. Virol. (2000) 145: 689-697):

- uniwersalnych sb40/sb20, amplifikujacych fragment RNA 2 SBCMV i SBWMV
(oczekiwany produkt: 625 pz)

- specyficznych dla SBCMYV, sb11/gsb55, amplifikujacych fragment RNA 1 (oczekiwany
produkt 420 pz)

c) Pa/Pb oraz P2/P3, wg Kastirr i in. (Proceedings of the 5 Symposium IWGPVFV, Zurich
2002, 119-122); oczekiwane produkty 400 I 1200 pz

d) SBCMV-F/SBCMV-R, generujace produkt o wielkosci 980 pz, wg Fomichevej i in.
(Proceedings of the 7 Symposium IWGPVFV, Quedlinburg 2008)

e) SBWMV-EF/SBWMV-UNR i SBWMV-UNF/SBWMV-UNR, generujace produkty o
wielko$ci, odpowiednio, 643 i 338 (wg Clovera i in. (Plant Pathol. (2001, 50: 761-767)
przeznaczone do qRT-PCR.

Profile termiczne reakcji PCR dostosowywano do rodzaju starteréw, a w razie potrzeby

wyznaczano optimum reakcji przy uzyciu termocyklera gradientowego T-Professional

(Biometra).

Syntezg starteréw zlecano Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydow w

Instytucie Biochemii i Biofizyki (Warszawa).

Obecnos¢ produktéw reakcji PCR wykrywano metoda elektroforezy na 1% zelu agarozowym
w buforze TBE. Rozdzialy elektroforetyczne wykonywano w aparacie model Mini (Sigma).

Produkty PCR barwiono bromkiem etydyny i obserwowano w S$wietle UV. Wielkos¢



produktéw oceniano przez poréwnanie z markerem DNA: O’Gene Ruler 100 bp Marker
(Fermentas).
D. Badanie reakcji wybranych odmian pszenicy ozimej i pszenzyta ozimego na
porazenie przez SBCMV

Doswiadczenie przeprowadzono w warunkach szklarniowych w  korytkach
zawierajacych infekcyjne podtoze, zawierajace mieszaning izolatow SBCMV (A). Siewki
ros$lin pikowano do podloza i pozostawiano na okres 8 —9 tygodni, po czym sprawdzano

liczbe porazonych roslin testem TAS-ELISA.

3. Woiyniki i ich oméwienie

3.1. Podsumowanie doswiadczenia polowego Choryn 2007/2008

Poréwnanie wynikéw oceny porazen 12 odmian pszenicy ozimej przez SBCMV oraz
sredniego plonu uzyskanego z 5 powtérzen w doswiadczeniu polowym przedstawiono w
Tabeli 1. Dane z Tabeli 1 sa do$¢ zaskakujace. Najwyzszy plon (91,8 dt/ha) uzyskano dla
odmiany Muszelka, pomimo jej stosunkowo duzej podatno$ci na porazenie przez SBCMV
(18% roslin porazonych). Podobnie w przypadku odm. Naridana, dla ktérej plon wynidst 85,6
dt/ha, stwierdzono 16% roslin porazonych. Z drugiej strony, odm. Smuga, w obrgbie ktérej w
ogéle nie stwierdzono obecnosci wirusa, uzyskata plon 79,0 dt/ha, a odm. Alkazar (2%
porazen) zaledwie 69,6 dt/ha. Mozna zatem wysnu¢ wniosek, ze izolat SBCMV-Choryn jest
izolatem tagodnym i nie stanowi istotnego czynnika ksztattowania plonu. W poprzednich
doswiadczeniach rowniez otrzymywano wyniki wskazujace na tagodny charakter tego izolatu.
Ponadto trzeba takze uwzgledni¢ pewna przypadkowos$¢ wykrywania wirusa z powodu matej

charakterystyczno$ci objawow.

3.2. Reakcja wybranych odmian pszenicy ozimej i pszenzyta ozimego na porazenie przez
SBCMV

W Tabeli 2 przedstawiono wyniki badan podatnosci odmian pszenicy i pszenzyta na
porazenie przez SBCMYV z infekcyjnego podloza zawierajacego mieszaning izolatéw wirusa.
Z kazdej odmiany przebadano po 32 rosliny. W tym doswiadczeniu odmianami o najnizszej
podatnosci na SBCMV okazaty si¢ CHD 1378/02 oraz Figura, calkowicie wolne od wirusa.
0% porazen dla rodu CHD 1378/02 jest wynikiem bardzo zachgcajacym, ale nalezy go



ostroznie interpretowac, gdyz wymaga potwierdzenia w warunkach polowych. Podobny
wynik uzyskano dla odm. Figura, dla ktérej jednak w warunkach polowych wykazano
niewielka podatno$¢ na odglebowa mozaike zb6z. Réwnie obiecujaca jest odm. Ostroga,
ktéra w dwoch doswiadczeniach, polowym i szklarniowym, charakteryzowata si¢ niska
podatno$cia na porazenie przez SBCMV. Ta zaleta wymaga jednak potwierdzenia w
kolejnych do$wiadczeniach.

Najlepsze wyniki na podstawie 5 doswiadczen, polowych 1 szklarniowych,
przeprowadzonych w réznych warunkach, uzyskano dla odmian: Bogatka, Legenda i
Tonacja.

Najwyzszy procent porazen wykryto w roslinach odm. Smuga (37,5%); jest to tym
bardziej nieoczekiwane, ze w doswiadczeniu polowym, Choryn 2007/2008, ktoérego
podsumowanie zamieszczono w p. 3.1., w roslinach odm. Smuga w ogéle nie wykryto
porazen przez SBCMV.

Co si¢ tyczy oceny porazen pszenzyta, to wyniki nie potwierdzity tezy, ze jest to
rodzaj bardziej podatny na SBCMV niz pszenica; najwyzszy udzial roslin porazonych, w
przypadku odm. Pisarro, wynidst zaledwie 18,6%, a wigc byl o potowe nizszy od najsilniej
porazonej odmiany pszenicy.

Wyniki tego do$wiadczenia stanowia wazna weryfikacj¢ poprzednich danych
dotyczacych oceny podatnosci odmian pszenicy na SBCMV. Potwierdzity znaczenie izolatu
wirusa wobec ktérego odmiana jest testowana. Rowniez poréwnujac wyniki wczesniejszych
doswiadczen polowych przeprowadzonych w Choryni i w Strzelcach odnotowano wyrazne
rozbieznosci. Rozbieznosci wynikéw obrazuja ztozono$¢ czynnikéw biologicznych,
klimatycznych i $rodowiskowych wptywajacych na ostateczny efekt rozwoju wirozy i jej

skutki ekonomiczne.

3.3. Wykrywanie SBCMYV w lisciach i korzeniach roslin pszenicy i pszenzyta wybranych

odmian

Sprawdzano obecno$¢ wirusa w liSciach i w korzeniach dwéch odmian pszenicy (CHD
1378/02 i Figura) oraz dwéch odmian pszenzyta (Grenado i Moderato), wykazujacych mata
podatno$¢ na porazenie przez SBCMV. Przebadano po 16 roslin z kazdej odmiany. Wyniki
przedstawiono w Tabeli 3.

W przypadku obu odmian pszenicy potwierdzono znaczny poziom odpornosci na
porazenie przez SBCMV, gdyz odnotowano brak wirusa zaréwno w liSciach jak i w

korzeniach wszystkich badanych roslin.



Natomiast wyniki dotyczace pszenzyta nie sg tak jednoznaczne. Wirus wykryto w 5
ros$linach odm. Grenado, przy czym w 3 przypadkach zar6wno w liSciach jak i w korzeniach,
w 1 przypadku tylko w lisciach i w 1 ro$linie tylko w korzeniach. Mniej porazef (2 rosliny)
stwierdzono dla odm. Moderato, w 1 roslinie tylko w lisciach i w 1 tylko w korzeniach. Jest to
o tyle interesujace, ze wedlug danych literaturowych w przypadku odmian odpornych
najczgsciej nastgpuje ,zatrzymanie” wirusa na poziomie Kkorzeni poprzez dzialanie
mechanizmu blokujacego jego transport do lisci. W odniesieniu do badanych odmian
pszenzyta nie stwierdzono takiego zjawiska. Mozna natomiast zauwazy¢, ze dla petnej oceny
odpornosci odmian i materialéw hodowlanych nalezy wykonywa¢ diagnostyke zar6wno w

lisciach jak i w korzeniach.

3.4. Por6wnanie skuteczno$ci metod izolacji RNA SBCMV

Sprawdzanie skuteczno$ci metody izolacji RNA SBCMYV opisanej przez Changa podj¢to
jako pierwszy etap adaptacji techniki Real-time PCR, umozliwiajacej ilo$ciowy pomiar
stgzenia wirusa w tkankach ro$linnych, co z kolei stwarza podstawy precyzyjnej oceny
podatno$ci roslin na porazenie przez wirus.

Metoda ekstrakcji wg Changa wykazata wyraznie nizsza efektywnos¢ w poréwnaniu z
rutynowo stosowana procedura wg Qiagena i dlatego nie nadaje si¢ do stosowania do

wykrywania SBCMV za pomoca techniki Real-time PCR.

3.5. Badanie zréznicowania polskich izolatow SBCMYV na poziomie molekularnym

W celu poréwnania sekwencji izolatow SBCMYV pochodzacych z réznych lokalizacji
sprawdzono przydatnos¢ 7 par staterow, opisanych w p. 2.2. Metody, generujacych produkty
RT-PCR odpowiedniej dlugosci. Przydatnos¢ starteréw oceniano na podstawie reakcji z
ekstraktami RNA SBCMV kontroli pozytywnej oraz z préb ro$lin, w ktérych stwierdzono
wysoka koncentracje wirusa (wg testu TAS-ELISA).

Startery SBWMV-EF/SBWMV-UNF oraz SBWMV-UNF/SBWMV-UNR, jak
réowniez P2/P3, nie generowaty produktéw reakcji PCR a wigc okazaly si¢ nieprzydatne dla
zamierzonych badan. Startery sbl1/gsb55 oraz Pa/Pb cechowata niestabilno$¢ dziatania,
przypuszczalnie zwigzana z labilnoscia wirusowego RNA na odcinkach przytaczania
starteréw.  Zawodno$¢ generowania produktéw PCR przy uzyciu tych par starteréw

spowodowata rezygnacjg z ich dalszego stosowania.



Najbardziej przydatna okazata si¢ para starteréw SBCMV-F/SBCMV-R. Generowany
produkt o dtugosci 980 pz uzyskano dla dwéch izolatéw: SBCMV-Choryn i SBCMV-Chude.
Nie uzyskano jednak pozytywnego efektu klonowania produktéow. Podjgto zatem préobe
sekwencjonowania amplifikowanego fragment DNA wyeluowanego bezposrednio z Zelu po
elektroforezie konczacej procedure PCR. Efekt sekwencjonowania byt jednak nie
zadowalajacy.

Obecnie kontynuowane sa prace nad uzyskaniem produktéw PCR z izolatéw
SBCMV-Cer, SBCMV-St i SBCMV-Zab oraz optymalizacja procesu klonowania tych

produktow.

Tabela 1.
Poréwnanie oceny porazen 12 odmian pszenicy ozimej przez SBCMYV oraz plonu w

doswiadczeniu polowym, Choryn 2007/2008

Odmiana pszenicy Plon (dt/ha) % wykrytych porazen przez SBCMV
Muszelka 91,8 18
Ostroga 86,4 6
Naridana 85,6 16
Finezja 82,9 6
Legenda 82,8 2
Bogatka 80,3 14
Smuga 79,0 0
Figura 76,9 10
Brilliant 75,0 36
Tonacja 73,8 4
Boomer 72,9 16
Alkazar 69,6 2




Tabela 2.

Podatnos¢ odmian pszenicy ozimej i pszenzyta ozimego na porazenie przez SBCMV w
doswiadczeniu szklarniowym (badano po 32 ro$liny z kazdej odmiany)

Odmiana Liczba ro$lin % porazen
porazonych
Pszenica
Batuta 7 21,8
Bogatka 4 12,5
Brilliant 1 3,1
CHD 1378/02 0 0
Figura 0 0
Legenda 3 9,3
Muszelka 3 9,3
Ostroga 1 3,1
Smuga 12 37,5
Tonacja 1 3,1
Pszenzyto
Grenado 2 6,2
Moderato 1 3,1
Pisarro 6 18,6
Woltario 4 12,4

Tabela 3.

Wykrywanie SBCMV w li$ciach i korzeniach roélin pszenicy i pszenzyta odmian
wykazujacych mata podatno$¢ na porazenie przez ten wirus
(z kazdej odmiany przebadano po 16 roslin)

Odmiana Liczba ro$lin, w ktérych wykryto SBCMV
W liSciach W korzeniach W liSciachi w
korzeniach
PSZENICA
CHD 1378/02 0 0 0
Figura 0 0 0
PSZENZYTO
Grenado 1 1 3

Moderato 1 1 0




4. Podsumowanie i wnioski

Celem pracy byto wylonienie odmian i materialéw wyjsciowych do hodowli pszenicy
o szczegblnie niskiej podatnosci na porazenie przez wirus odglebowej mozaiki zbdz,
SBCMV. Ze wzgledu na zlozono$¢ genetycznego uwarunkowania tego zjawiska a takze
rolg¢ izolatu wirusa oraz czynnikow klimatycznych, realizacja tego celu wymaga
wielokrotnego testowania wybranych materiatéw przy uwzglednieniu zréznicowanych
warunkow doswiadczalnych. Na podstawie uzyskanych danych mozna juz wskazac
odmiany rokujace duze nadzieje jako mato podatne na SBCMV. Sa to przede wszystkim 3
odmiany sprawdzone w 5 dos$wiadczeniach (polowych i szklarniowych): Bogatka,
Legenda i Tonacja. Ponadto obiecujace wstgpne wyniki, wymagajace jednak

potwierdzenia, odnotowano dla odmian Figura i Ostroga oraz dla rodu CHD 1378/02.

W dalszej czgéci pracy planuje si¢ rozszerzenie puli ocenianych materiatéw jak
réwniez uruchomienie nowoczesnej metody oceny jakim jest zastosowanie techniki Real-
time PCR. Jak wynika jednak z danych uzyskanych w 2008 roku, w przypadku polskich
izolatbw SBCMV jest to zadanie wymagajace opracowania wlasnych starteréw,

charakteryzujacych si¢ duza niezawodnoscia.



