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Izvlecek

Slovenske sorte semenskega Cesna in Salotke so mocno okuzene z virusi, kar
posledi¢no vodi k zmanjSanim koli¢inam pridelka. Na Institutu za hmeljarstvo in
pivovarstvo Slovenije (IHPS) smo se celotnega in vitro postopka vzgoje Salotke
(Allium cepa var. Aggregatum G. Don.) slovenske sorte Pohorka lotili na podlagi ze
znanih uspes$nih praks in vitro vzgoje ¢esna na Kmetijskem institutu Slovenije (KIS).
Salotke so bile testirane na prisotnost virusov s seroloskimi (ELISA) in v primeru
nejasnih rezultatov dodatno $e z molekularnimi metodami (RT-PCR). Rezultati
testiranj na prisotnost virusov so na veéini analiziranih vzorcev potrdili prisotnost
latentnega virusa Salotke — SLV (shallot latent virus). Semenski material je bil
predhodno okuzen z glivo Aspergillus niger Tiegh. Dodatek fungicida Luna®
Experience osnovnemu gojiscu se je izkazal za najucinkovitejSi postopek zatrtja
prisotne glive v in vitro razmerah. Avtohtono slovensko sorto Pohorka smo uspe$no
prenesli v in vitro razmere in jo ohranjamo na gojis¢éu Gamborg B5 z dodanimi
avksini in jasmonsko kislino ter na MS gojiS¢u za debeljenje cebulic. V nadaljevanju
bo delo osredotoceno na eliminacijo SLV iz semenskega materiala sorte Pohorka.
Klju¢ne besede: salotka, tkivne kulture, virusi, SLV

SHALLOT TRANSFER INTO TISSUE CULTURE WITH AN
EXAMINATION OF BULBS' HEALTH CONDITION OF VARIETY
POHORKA

Abstract
Slovenian varieties of garlic and shallot that are produced for seeds are heavily
infected with viruses which lead to a consequent reduction in yields. At the
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Slovenian Institute of Hop Research and Brewing (IHPS), the entire process of in
vitro cultivation of shallot (Allium cepa var. Aggregatum G. Don.) of the Slovenian
variety Pohorka was undertaken based on already known successful practices of in
vitro cultivation of garlic at the Agricultural Institute of Slovenia (KIS). The shallot
was serologically (ELISA) tested for the presence of viruses and, in case of unclear
results, additionally by molecular methods (RT-PCR) for more accurate detection.
The results of tests for the presence of viruses confirmed the presence of only shallot
latent virus - SLV in most of the analyzed samples. The material was previously also
infected with the fungus Aspergillus niger Tiegh. The addition of the fungicide
Luna® Experience into the base medium proved to be the most effective method to
inhibit the fungus in vitro. The autochthonous Slovenian variety Pohorka was
successfully transferred to in vitro conditions and is maintained on Gamborg B5
medium with added auxins and jasmonic acid and on MS medium for bulbs to swell.
Following, the research will be focused on the elimination of SLV from the seed
material of the variety Pohorka.

Keywords: shallot, tissue cultures, viruses, SLV

1 UuvoD

Salotka (Allium cepa var. aggregatum G. Don.) spada med ¢ebulnice, kamor sodijo
tudi Gebula, Sesen, por, zimski luk, drobnjak in druge (Cerne, 1992). Od &ebule se
lo¢i po nacinu rasti, saj oblikuje vec¢je Stevilo manjsih ¢ebulic in po okusu, ki je pri
Salotki milejsi (Swamy in Veere Gowda, 2006). Rastline iz rodu lukov (Allium), ki
ga uvr§¢amo v druzino lukovk (Alliaceae), so pogosto okuzene z virusi. Velik
problem pa virusne okuzbe predstavljajo predvsem pri ¢esnu in Salotki, saj njuno
razmnozevanje poteka izkljucno vegetativno, kar pa vodi v kopicenje virusov v
sadilnem materialu (Katis in sod., 2012). Virusi, ki okuZzujejo te rastline povzrocajo
izgube in slabSanje kakovosti pridelka (Cafrune in sod., 2006; Conci in sod., 2003;
Lunello in sod., 2007). Slovenska semenarska pridelava esna in Salotke se sooca z
izjemno okuzenostjo semenskega materiala slovenskih sort, kar ima za posledico
tudi zmanjSane koli¢ine pridelka. Najpogosteje zastopani virusi na ¢esnu in Salotki
so virus rumenenja in pritlikavosti ¢ebule (OYDV, rod Potyvirus), virus rumene
¢rtavosti pora (LYSV, rod Potyvirus), navadni latentni virus ¢esna (GarCLV, rod
Carlavirus), latentni virus $alotke (SLV, rod Carlavirus), virus ¢esna A (GarV-A,
rod Allexivirus), virus ¢esna B (GarV-B, rod Allexivirus), virus ¢esna C (GarV-C,
rod Allexivirus), virus X Salotke (ShVX rod Allexivirus) (Perotto in sod., 2010;
Vrsicek Marn in sod., 2017a; VrsSicek Marn in Mavri¢ Plesko, 2017). Zaradi
razSirjenosti in §kode, ki jo povzroCajo virusi, sta gospodarsko najpomembnejSa
virusa na ¢ebulnicah virusa iz rodu Potyvirus, to sta OYDV in LYSV (Katis in sod.,
2012). Pri ¢esnu se lahko v primeru okuzbe z LYSV pridelek zmanjsa za 54 % ter
tudi do 69 % pri okuzbi z OYDV (Perotto in sod., 2010). Viruse iz rodov Potyvirus
in Carlavirus prenasajo listne usi, kar lahko vodi v hitro $irjenje okuZbe. Latentni



Hmeljarski bilten / Hop Bulletin 29(2022) 137

virus Salotke (SLV) na rastlinah ob okuzbi ne povzroca vidnih simptomov. V kolikor
je na rastlini prisoten Se kateri od potivirusov pa v sinergiji lahko povzrocita znatne
izgube pridelka (Sako, 1989). V rod Carlavirus uvr§¢amo tudi GarCLV, ki pa se na
Salotki ne pojavlja pogosto. Brez o€itnih simptomov se na Salotki pojavljata Se ShVX
in s prSicami prenosljivi latentni virus Salotke (SMbLV). Uvr§¢amo ju med
aleksiviruse, katerih prenaSalke so prSice SiSkarice. V primeru hkratne okuzbe z
virusi iz ostalih rodov, prav tako prihaja do medsebojnih sinergisti¢nih uc¢inkov in
znatnih izgub pridelka (Katis in sod., 2012). Rastline brez virusov, pridobljene s
kombinacijo termoterapije in krioterapije, so pokazale izboljSanje vegetativne rasti
in pridelek ¢ebulic (Wang in sod., 2021).

Z namenom izboljSanja zdravstvenega stanja semenskega materiala slovenskih sort
¢ebulnic smo z EIP projektom ciljali na vzpostavitev vzdrzevalne selekcije ¢ebulnic
za pridelavo zdravega semenskega materiala slovenskih sort ¢esna in Salotke. V
tkivne kulture smo prenesli avtohtono sorto Pohorka ter testirali obstoje¢ sadilni
material na prisotnost razli¢nih virusov. S tako imenovano brezvirusno semensko
Salotko bi poskrbeli za povecanje pridelka pri pridelovalcih zelenjave. Socasno bi s
tem tudi pripomogli k ohranjanju avtohtone slovenske sorte Salotke, ki zaradi slabse
donosnosti v pridelavi izginja. Z raziskavami vezanimi na Salotko smo se
osredotocili na sorto Pohorka, ki je od leta 2019 edina vpisana v Sortni listi RS
(FURS, 2022) in za katero vzdrzevalec sorte navaja, da je prijetno aromatic¢na, z
odli¢no kulinari¢no lastnostjo in dobro skladi§¢no sposobnostjo.

2 MATERIAL IN METODE DELA
2.1 Rastlinski material in sterilizacija

Za vzpostavitev metode prenosa Salotke v tkivno kulturo smo uporabili komercialne
sorte, ki so prosto dostopne na trzi$¢u. Preliminarno smo v in vitro razmere najprej
prenesli semenski material treh razli¢nih sort Salotke (Golden gourmet (dva razli¢na
dobavitelja), Red sun in Pohorka). Sledila je usmerjena in vitro vzgoja edine
slovenske sorte Salotke — Pohorka za namen vzgoje brezvirusnega slovenskega
sadilnega materiala Rastlinski material te sorte je zagotovil Selekcijsko-poskusni

center Ptuj.

Predhodno smo odbrali najvitalnejse rastline sorte Pohorka, gojene v zemlji (na njivi
ali v rastlinjaku), jih oznacili (zagotovljen sistem sledljivosti) in prenesli v
laboratorij. Pred zaetkom vnosa rastlinskega materiala v tkivne kulture je bila
potrebna sterilizacija tkiva. Celotno gnezdo smo olupili in lo¢ili na posamezne
ebulice. Cebulicam smo porezali odmrle dele in porjaveli koreninski del. Z
detergentom in S¢etko smo jih dobro ocistili pod tekoCo vodo. Zgornji del smo s
skalpelom odrezali, ustrezno oznadili in zapakirali. Ta del smo uporabili za testiranje
na viruse, ki je potekalo na Kmetijskem institutu Slovenije (KIS). Med rezjo
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posameznih vzorcev smo skalpel razkuzili. Spodnji — bazalni del smo uporabili za
nadaljnje delo v tkivni kulturi.

Priprava in vitro kulture je potekala po modificiranem protokolu Vrsicek Marn in
sodelavcev (2017). Pripravili smo magnetno mesalo, nanj postavili casi s
pripravljenim razkuzilom. Za postopek razkuzevanja smo pripravili 70 % raztopino
etanola in 5 % raztopino dehidriranega natrijevega dikloroizocianurata (DICA),
slednji smo dodali dve kapljici mocila (Tween®). Bazalne plos¢e smo razkuzevali
20 sekund v etanolu. Sledil je prenos v ¢aso s 5 % raztopino DICA za 15 minut. Po
koncanem razkuzevanju smo jih prenesli v predhodno z UV lucko dezinfekciran
laminarij in jih trikrat sprali v sterilizirani destilirani vodi (SDW) (Hidayat, 2005).

2.2 Gojenje v in vitro razmerah

Posamezno bazalno plos¢o smo po spiranju s SDW polozili na sterilni filter papir. S
pomocjo skalpela in pincete smo odstranili odvecno, porjavelo ali od razkuzZevanja
pozgano tkivo. Vecje bazalne plos¢e smo razpolovili, manjSe (velikosti cca 3 mm)
pa pustili cele. Pravilno orientirane (spodaj del, iz katerega so izrascale koreninice)
smo prenesli na gojisce. 1 liter osnovnega gojisca je vseboval 8 g/l agarja, 30 g/
saharoze, 3,16 g/l Gamborg B5 medija, 10 ml/l raztopljene indol-3-propanojske
kisline (iPA) hormona (5 mg / 50 ml destilirane vode) in 50 uL/l jasmonske kisline,
pH=5.

Epruvete z bazalnimi deli Salotk smo ustrezno oznacili in v stojalih postavili v rastno
komoro. Dnevna temperatura v rastni komori je bila 22 °C, no¢na pa 20 °C. Dolzina
dneva je znaSala 16 ur. Po enem tednu smo preverili uspesnost sterilizacije. Vse
epruvete z vidnimi okuzbami smo redno odstranjevali.

Zaradi velikega izpada rastlin v in vitro pogojih v prvih serijah prenosa (okuzbe
rastlin z glivo Aspergillus niger Tiegh.) smo pri nadaljnjem delu osnovnemu gojiscu
po avtoklaviranju dodali 2 ml/I fungicida Luna® Experience (0,2 % koncentracija),
ki se je izkazal za u¢inkovitega pri zatiranju okuzbe.

Prvi zeleni poganjki so zaceli izra$cati priblizno po dveh tednih. Ko so bili dovolj
veliki in imeli formirano ¢ebulico, smo jih lo€ili in prestavili v posamezne epruvete
z gojis¢em za debeljenje Cebulic, ki je vsebovalo 80 g/l saharoze, 8 g/l agarja in 4,43
g/l medija Murashige in Skoog (MS), pH umerjen na 5,9-6,0.

2.3 Doloc¢anje virusnih okuzb
Vse rastline so bile ob vnosu v in vitro razmere testirane na prisotnost OYDV,

LYSV, GarCLV, SLV, GarV-A, GarV-B, GarV-C in ShVX s seroloSko metodo
ELISA (Perotto in sod., 2010; Vrsi¢ek Marn in sod., 2017a; VrSi¢ek Marn in Mavri¢
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Plesko, 2017). Analize so bile opravljene s protitelesi proizvajalca DSMZ po
njihovem protokolu. V primeru nejasnih rezultatov seroloskih analiz smo opravili Se
testiranje z RT-PCR. Skupno RNA smo izolirali iz 10 mg tkiva s kitom MagMAX™-
96 Total RNA Isolation Kit (Thermo) po navodilih proizvajalca, 1,5pl izolirane RNA
pa smo uporabili v RT-PCR reakciji s kitom Qiagen One step RT-PCR kit (Qiagen)
po navodilih proizvajalca. Za testiranje OYDV smo wuporabili zacetna
oligonukleotida CRCCARTTGGATAAYGC/ YTCCGTGTCCTCWTCCG
prilagojena v okviru te naloge, za SLV pa CTTTTGGTTCACTTTAGG/
GCACGCAATAGTCTACGG (Mituti in sod., 2011).

24 Termoterapija

Za postopek termoterapije smo uporabili najvitalnejSe rastline, odgnane iz bazalnih
plos¢. Ko so imele rastline vsaj 4-5 cm dolg vitalni glavni poganjek in dobro razvit
koreninski sistem, je sledila termoterapija. Rastline so bile najprej en teden
izpostavljene temperaturi 30 °C in nato Se 5 tednov 37 °C (Walkey in sod., 1987). 8
od 12 rastlin je termoterapijo uspesno prezivelo. Dolzina dneva v rastni komori je
zna$ala 16 ur, s 65 % zra¢no vlago.

25 Izolacija meristemov

Predhodno smo si pripravili gojis€e za meristeme. 1 liter gojisca za izolacijo
meristemov je vseboval 3,2 g/l Salt and Hildebrandt Basal Salt Mixture, 30 g/l
saharoze, 7,5 g/l agarja, 5 ml/l hormonske raztopine 1- naftalen ocetne kisline (NAA)
in 20 ml/l hormonske raztopine 6-y,y-dimetilalilamin purin (2iP), pH vrednost
gojisca 5,9 — 6,0. Postopek smo izvedli pod sterilnimi pogoji. Prezivele Salotke smo
v laminariju prestavili iz epruvete in pod stereolupo s pomocjo konicastih igel
pridobili meristem ter ga v sterilnih pogojih prestavili na navedeno gojisce.

3 REZULTATI Z RAZPRAVO

Skupno je bilo do sedaj v tkivne kulture preneseno tkivo 102 Salotk (spodnji del
posamezne ¢ebulice), ki so bile vse testiranje tudi na prisotnost virusov (zgornji del
posamezne ¢ebulice). Med 102 ¢ebulicami, je bila s serolosko metodo okuzba s SLV
potrjena pri 92 ¢ebulicah, 10 ¢ebulic (9,8 %) je bilo brez prisotnosti analiziranih
virusov. Smékalova in sod. (2017) poroc¢ajo o 93,4% okuzenosti Salotke s SLV
naklju¢no testiranih zelenih listov Salotk z ELISA testi. Preostali del Cebulic iz
gnezda teh desetih zdravih ¢ebulic smo prihranili, jih posadili v loncke in gojili v
rastlinjaku (Slika 1). Sklepali smo, da je okuzenost znotraj gnezda enaka. Ko S0
rastline odgnale in bile dovolj razvite za vzorCenje, smo zeleno maso vzorcili in
testirali na prisotnost virusov z ELISA testi. V devetih vzorcih smo s seroloskimi
testi ugotovili prisotnost SLV, pri treh ¢ebulicah iz istega gnezda pa smo potrdili tudi
prisotnost OYDV (preglednica 1). Pri nekaj vzorcih smo na osnovi seroloskih testov
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sumili na okuzb s SLV oziroma OYDV. Za gotovo potrditev virusov je sledilo Se
RT-PCR testiranje teh istih vzorcev. Okuzbo enega vzorca s SLV smo potrdili,
medtem ko okuzbe z OYDV nismo potrdili.

Preglednica 1: Rezultati ELISA testiranj na prisotnost virusov pri 10 cebulicah
Salotke po sajenju v rastlinjaku (razvita zelena listna masa).

C\’égf{i‘: OYDV LYSV GarCLV SLV GarV-A GarV-B GarV-C ShvX
4711 neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg.
47/2 neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg.
79/1 neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg.
7912 neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg.
90 neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg.
94 neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg.
96/1 poz. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg.
96/2 poz. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg.
96/3 poz. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg.
99 neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg.

Slika 1: Levo odgnani izsecki Salotke sorte Pohorka v tkivni Kulturi in desno
presajene cebulice v substrat.
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Sklepamo lahko, da je bila koncentracija virusov (predvsem SLV) pod mejo
detekcije za ELISA test na prvem testiranju, ko se je testiralo zgornji del posamezne
cebulice. Kasneje je sledilo ELISA in RT-PCR testiranje listov, odgnanih iz ¢ebulic
iz istega gnezda. Lahko, da je bil SLV prisoten tudi v predhodnih vzorcih, ki so
izhajali iz iste serije glavic, a je bila njegova koncentracije pod mejo zaznave, z
razvojem in rastjo rastlinic pa se je virus namnozil. Na$i rezultati se skladajo s
hipotezo, da koncentracija SLV z rastjo $alotke narasca. O vi§jih koncentracijah SLV
v starejSih listih so porocali Pauzi in sod. (2018), medtem ko je bila v Salotki za seme
oz. Mlajsih rastlinah koncentracija SLV nizja. Koncentracija je bistveno narastla ze
po 14 dneh od sajenja Salotke (Pauzi in sod., 2018).

Za razliko od predhodnega ELISA testiranja smo tokrat pri posameznih vzorcih
poleg SLV zaznali tudi prisotnost OYDV, ki ga prej nismo zaznali. Po ponovnem
testiranju razvitih zelenih delov, tokrat z RT-PCR smo okuzbo z OYDV potrdili le
pri vzorcih z oznako 96/1, 96/2 in 96/3, tudi v kasnejsi fazi rasti. Vsi trije posajeni
vzorci 0z. Cebulice so izhajale iz istega gnezda. Podobno kot pri SLV je mozno, da
je bil OYDV prisoten tudi v zacetnih vzorcih (ko smo testirali zgornji del ¢ebulic),
saj so izhajale iz istega gnezda, a je bila njegova koncentracije pod mejo zaznave, z
razvojem in rastjo rastlinic pa se je virus namnozil. Mozno pa je tudi, da je bil virus
med Cebulicami v gnezdu neenakomerno razporejen. Vrsicek Marn in sod. (2017b)
so porocali, da je na podlagi njihovih raziskav za zgodnejSo detekcijo OYDV,
GarCLV in LYSV v tkivni kulturi primernej$a uporaba molekularnih metod, saj so
obcutljivejSe od seroloskih. Prisotnost OYDV na Salotki lahko privede do vecjih
izgub pridelka (Katis in sod., 2012). Okuzba s SLV ne predstavlja nevarnosti za sam
pridelek, tudi simptomi pri okuzbi niso izrazeni. Problem predstavlja so¢asna okuzba
z virusi iz rodu Potyvirus, saj se v tem primeru zaradi sinergistinega delovanja
simptomi moc¢neje izrazijo in lahko povzrocijo veliko $kodo na pridelku (Sako,
1989). Salotka, okuZena z obema virusoma, SLV in OYDV torej lahko predstavljajo
resnejsi problem za pridelavo. Pauzi in sod. (2015) so porocali, da je kombinacija
okuzbe s SLV in potivirusom na Salotki v Indoneziji dosegla 92,9 % okuzenost
pridelka v poljskih razmerah. Pri testiranih Salotkah v poskusu Smékalove in sod.
(2017) so v 53,2 % primerkih potrdili okuzbo z OYDV in v 59,9 % okuzbo z LYSV.
Okuzene ¢ebulice oz. Okuzen sadilni material predstavlja glavni vir okuzb na poljih
(Pauzi in sod., 2018). Za uspesno eliminacijo virusov se je kombinacija kulture
meristemov, termoterapije in kemoterapije izkazala za najuéinkovitejSo za
pridobitev brezvirusnega sadilnega materiala (Manjunathagowda in sod., 2017).

Zaradi okuzbe rastlinskega materiala z glivo Aspergillus niger je prislo do 100%
izpada rastlin v in vitro pogojih v prvih serijah prenosa. Zatiranja glive smo se lotili
in enako gojisce, ki smo mu po avtoklaviranju dodali fungicid Luna® Experience.
Sledilo je razkuZevanje rastlinskega materiala. Osnova je ostala razkuzevanje v 70
% etanolu. Nato smo polovico vzorcev namakali v 0,3 % fungicidu, polovice vzorcev
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pa v fungicidu nismo predhodno namakali. Sledilo je razkuzevanje v 5 % DICA
oziroma nekaj izseCkov v 25 % Varikini®. V primeru razkuzevanja z Varikino® je
tkivo Salotke precej porumenelo in propadlo, ta metoda razkuzevanja je bila za
izseCke preve¢ intenzivna. Za najucinkovitejSo metodo se je izkazalo razkuzevanje
v etanolu, brez dodatnega namakanja v fungicidu. Razkuzevanje z DICA in nanos
rastlinskega materiala na gojis¢e z dodanim fungicidom pa se je izkazalo za
ucinkovito metodo pri zatiranju okuzbe.

RazkuZevanje bazalnih ploic v etanolu

.\/,:/> (\\\,‘
™ SA
F namakanje izseckov v fungicidu izsecki brez namakanja B
&> & y 4
¥ A ¥ w \ W
| 4 b | = b |
razkuzevanje v DICI razkuzevanje v Varikini razkuzevanje v DIC| razkuZevanje v Varikini
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Slika 2: Shematski prikaz postopka razkuzevanja rastlinskega materiala za
preprecitev okuzbe izseckov s ¢rno plesnijo (Aspergillus niger).

Na podlagi poskusov z dodajanjem razli¢nih koncentracij fungicida (0,2 %, 0,3 % in
0,5 % koncentracije) osnovnemu gojis¢u smo ugotovili, da zadostuje ze najnizja
priporo¢ena koncentracija, torej 0,2 %. Subkultivacija izseCkov na gojisce brez
fungicida lahko sledi Ze po enem tednu v izogib morebitnim vplivom fungicida na
rast rastlin.

Ker je vecina ¢ebulic, iz katerih smo izolirali bazalne plosce za tkivne kulture imela
potrjeno prisotnost SLV, smo se odlo¢ili za eliminacijo virusov s termoterapijo. Za
termoterapijo je potrebno odbrati le najvitalnejSe in dobro razvite rastline s krepkim
koreninskim sistemom. Pred termoterapijo smo z zeljo po okrepitvi koreninskega
sistema osnovnemu gojis¢u dodali avksine (NAA (10 ml/1)), da bi spodbudili rast
korenin. Na ta nacin bi bile rastline mocnejSe in so lazje kljubovale visokim
temperaturam tekom termoterapije, vendar izbolj$anja v koreninjenju nismo zaznali.
12 najvitalnejSih odbranih rastlin je bilo termoterapiji izpostavljenih najprej en teden
pri 30 °C, da so se privadile vi§jim temperaturam in niso dozivele temperaturnega
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Soka do te mere, da bi propadle. Walkey in sod. (1987) so porocali, da so rastline
Cesna, ki so bile iz temperature 20 °C prenesene takoj na termoterapijo (36 °C)
vecinoma propadle. Po enem tednu smo rastline za 5 tednov izpostavili 37 °C, kar je
rastline precej iz¢rpalo. To je bilo vidno tudi v rasti 0z. Rjavenju konic listov (Slika
3). O vecjem izpadu rastlin po termoterpiji porocajo tudi Wang in sod. (2020).

Slika 3: Levo vitalna Salotka sorte Pohorka v tkivni kulturi na osnovnem gojiscu in
desno Salotka po termoterapiji (30 °C za 1 teden in nato 37 °C Se za 5 tednov).

Po Sestih tednih je sledila izolacija meristemov iz osmih rastlin, ki so prezivele
termoterapijo, vendar je regeneracija Salotk iz meristemov $e v izvajanju. Testiranje
na prisotnost virusov bo sledilo po opravljeni termoterapiji, pri rastlinah
regeneriranih iz izoliranih meristemov. Za dokon¢no potrditev odsotnosti virusov po
opravljenem ¢isCenju bomo uporabili obcutljivejse molekularne metode.

4 SKLEPI

Na IHPS nam je pri $alotki sorta Pohorka uspelo prenesti na viruse testiran
Zlahtniteljski material v in vitro razmere. Iz bazalne plos¢e nam je na izbranem
gojiscu uspelo vzgojiti rastline. S seroloskim testiranjem na prisotnost virusov, smo
ugotovili 100 % okuZenost rastlin s SLV. Medtem ko prisotnosti virusa na testiranih
mladih cebulicah nismo zaznali, je bila prisotnost virusa zaznana v zelenih listih po
mesecu dni rasti v loncih, kar kaze na to, da se med rastjo visa tudi koncentracija
virusa. Zaradi prisotnosti spor glive Aspergillus niger na ¢ebulicah in posledi¢no tudi
v tkivnih kulturah, smo vzpostavili protokol ¢iscenja in razkuzevanja, ki se bo v
prihodnje uporabljal za gojenje Salotke in vitro.
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Nase delo bomo nadaljevali s postopkom izolacije meristemov pri rastlinah, ki so
bile izpostavljene termoterapiji in njihovo regeneracijo. V kolikor bomo nasli zdrave
rastline, bomo nadaljevali s postopkom mnozenja iz bazalnih plos¢. V nasprotnem
primeru pa bomo nadaljevali zdravljenje s kemoterapijo. Za dokoncno potrditev

Vv v

odsotnosti virusov po opravljenem ¢is¢enju bomo uporabili molekularni test.

Okuzba Salotke s SLV ne predstavlja vecje gospodarske Skode na posevkih, ob
predpostavki, da je Salotka okuzena le s tem virusom. V kombinaciji z ostalimi
virusi, predvsem virusi iz rodu Potyvirus pa lahko pride do sinergisti¢nega delovanja
in posledi¢no do velikega izpada pridelka. Z delom smo prispevali k prvemu vedenju
o prisotnosti virusov v Zlahtniteljskem materialu sorte Pohorka ter vzpostavili sistem
prenosa iz in vivo v in vitro razmere ter vzpostavili sistem ohranjanja rastlin v tkivni
Kulturi.
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