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UWALNIANIE ROSLIN OD WIRUSOW

W celu uzyskania materialu wolnego od wiruséw z réznych gatunkow
roslin uprawnych porazonych jednym lub kilkoma wirusami, nalezy za-
stosowa¢ takie metody, ktore umozliwilyby uzyskanie roslin wolnych od
wirusow.

Dzigki zastosowaniu termoterapii, wprowadzeniu substancji inhibuija-
cych namnazanie wiruséw, chemoterapii, prowadzeniu in vitro kultur
stozkow wzrostu (merystemoéw) lub kombinacji tych metod, mozna uzys-
ka¢ rosliny wolne od wirusow.

Nalezy jednak pamietaé, ze okreslenie: ,,wolne od wiruséw’’ nie ozna-
€za wcale, ze material ten nie podlega ponownej infekcji, na co zwracaja
uwage Quak [89] oraz Svobodova ]105].

W artykule tym, na przykladzie réznych gatunkéw roslin, oméwiono
metody uzyskiwania roslin wolnych od wirusow.

Termoterapia

Istnieje wiele publikacji na temat uwalniania materialu roslinnego
od wirusow przez dzialanie wyzszymi temperaturami. W zaleznosci od
Materialu z jakim mamy do czynienia, mozemy zastosowac¢ ciepte k3-
Plele wodne lub ogrzewanie cieplym powietrzem. Kgpielom wodnym
Mozna poddawaé¢ material ro§linny w stanie uspienia jak: bulwy, cebulki,
Nasiona lub tez czeSci zdrewniale roslin. Niektére wirusy moga byé w
fen sposob calkowicie wyeliminowane bez uszkodzenia materialu roslin-
Nego poddawanego kapieli. Kapiel trwa od kilku minut do 2 godzin przy
temperaturze wody okolo 50°C [44]. Krétki okres czasu jaki jest czesto
POtTZebny do inaktywacji niektérych wirusow sugeruje, ze ich punkt
1na“kt}"vvacji termicznej w roslinie moze byé¢ nizszy. Wyzsze temperatury
Prawdopodobnie indukuja w komérkach powstawanie substancji lub tez
Varunkéw w ktérych nastepuje przyspieszenie inaktywacji wirusa [44].
. Dziatanie cieplym powietrzem stosuje sie na kietkujgce bulwy, cebul-
z(li’reczeé-d zielone roslin, a takze podobnie jak kapiele wodne, na pedy

Wniale drzew i krzewdw oraz na nasiona.



36 K. Zaklukiewicz

Przy dzialaniu wysokimi temperaturami na rosliny trzeba zwracac
uwage, by nie spowodowaé $mierci ro$liny przez: denaturacje pro-
tein, uwolnienie lipidéw, destrukcje hormondéw, uduszenie tkanek, wy-
czerpanie zapasOw zywnosci czy tez zachwianie metabolizmu bez akumu-
lacji lub z akumulacjg toksycznych pétproduktow [3].

Do tej pory nie wiemy w jakim stopniu wyzsze temperatury elimi-
nuja z roélin wirusy. Kassanis [43] wykazal, ze zdolno§¢ wiruséw do in-
fekcji 1 namnazania w ro$linach przy 36°C nie jest skorelowana z ich
termicznym punktem inaktywacji — tj. temperaturg przy jakiej sg ina-
ktywowane w ciggu 10 minut in vitro. Na przyklad termicznym punktem
inaktywacji wirusa krzaczastej kartowatosci pomidora jest 80°C, jednakze
juz przy 36°C nie moze on infekowac i jest catkowicie eliminowany z ros-
lin utrzymywanych w tej temperaturze. Natomiast jeden ze szczepow wi-
rusa mozaiki tytoniu (TMV) jest stabilny przy 65°C, a inaktywacji ulega
dopiero przy okoto 70°C [57]. Koncentracja tego wirusa byla Wy Zsza,
gdy rosliny rosty przy 36°C niz przy 20°C [44]. Tak wiec eliminacja wi-
rusow z ro$lin poddanych dzialaniu okoto 37°C musi by¢ przypisywana
raczej wlasciwosciom metabolitow, ktére przesuwajg rownowage miedzy
syntezg i rozkladem wirusa czy tez utrudniajg namnazanie wirusa w ta-
kiej temperaturze [34].

Istnial poglad, ze stopien trudnosci eliminowania wiruséw z roslin
poddanych terapii cieplnej zwigzany jest z ksztaltem ich czasteczek (38,
43]. Do roku 1964 wszystkie wyeliminowane z roslin przy pomocy te-
rapii cieplnej wirusy, nalezaly do grupy wiruséw majgcych ksztatt ku-
listy [43]. Nyland i Goheen [72] stwierdzili jednak, ze latwo$¢ inaktywa-
cjii nie zalezy od ksztaltu czasteczek wirusa, gdyz zaréwno do grupy
latwo jak i trudno inaktywujacych sie nalezg wirusy o budowie palecz-
kowatej i kuliste;j. ,

W wielu przypadkach udalo sie uwolni¢ calg rosline od wiruso‘fV-
Truskawki uwolniono od wiruséw: mozaiki truskawki [7], liéciOZW?J‘f
truskawki oraz kedzierzawki truskawki [18], jablonie od wirusa mozaikl
jabloni, maliny od wielu wiruséw [90], tytonie (N. clevelandii) od wirusa
pierscieniowej plamisto$ci gozdzika [36]. Udane tez byly proby uWOIn_le‘
nia bulw ziemniaka od wirusa lisciozwoju [26, 41] i wirusa czarciej mio-
tty [54]. Holmes [37] przeprowadzil udane préby z uwolnieniem Sa‘dzf”
nek réz od wirusa mozaiki rézy. Czesciej jednak tylko najmlodsze parti€
rosliny poddanej terapii cieplnej uwalniano od wiruséw, jak to bylo w
przypadku wielu wiruséw jabloni, czarnej porzeczki [9, 10, 11}, a 'ta,‘kzéf
pestkowych drzew owocowych [123]. Mellor i Stace-Smitch [63}'.Pr.°'b(i‘
wali uwolni¢ rosliny ziemniaka od wirusa X, przy pomocy terapil Cl.e ph
nej. Pierwsze wolne od wirusa X sadzonki brane byty po 15 ty;godnlaQ‘
dzialania na ro$liny powietrzem o temperaturze 33—37°C. W miare WY°
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dluzania czasu stosowania terapii cieplnej zwiekszala sie liczba pozyski-
wanych wolnych od wiruséw sadzonek.

Nie tylko wyzsze temperatury mogg ograniczaé, czy tez wrecz unie-
mozliwia¢ namnazanie wirusa w tkankach roslinnych. Prace prowadzone
nad TMV i innymi wirusami wykazaly, ze na namnazanie wirusa moga
wplywaé¢ temperatury ekstremalne. Bald [4] wykazal, ze namnazanie
TMV wzrasta w ro$linach tytoniu wraz ze wzrostem temperatury do
36°C. W niskich temperaturach malala zaréwno translokacja jak i na-
silenie systemicznej infekcji. Wirus ten bardzo silnie sie namnazat przy
zastosowaniu temperatur zmiennych (30° i 13°C) w 12 godzinnym cyklu
dzien-noc i znacznie szybciej niz przy temperaturze stalej 25°C w wa-
runkach szklarniowych oraz szybciej niz w temperaturach wahajgcych
sie od 20°—23°C. Gdy zwiekszono réznice temperatur miedzy dniem a no-
3 od 40° do 10°C, infekcyjnos$¢ wirusa byla nizsza, za$ przy temperatu-
rach od. 44° do 6°C koncentracja wirusa ograniczala sie tylko do lokal-
nych plam.

Chemoterapia

Jest wiele prac wykazujgcych ujemny wplyw niektorych substanciji
chemicznych na wirusy. Jak podajg Luria i Darnell [57], rézne inhibi-
tory mogg wplywaé na biosynteze wirusow roslinnych. ,

2-tiouracyl i azaguanina hamujg namnazanie wirusa [6] i mogg by¢
Wigczone do wirusowego RNA. U TMV tiouracyl moze zastgpi¢ 5—20%
uracylu, a taki wirus ma mniejszg zakazno$¢é niz normalny. Tiouracyl
¢zesto znosi catkowicie objawy infekcji, gdy jednak wplyw jego ustaje
Namnazanie wirusa moze byé podjete na nowo. 8-azaguanina moze byé
‘_’Vl%zona do RNA u TMV w ilo$ci 3—5% guaniny a namnazanie jego
1St wéwczas opoznione i zmniejszone. Spos6b dziatania tych analogow
kwasy nukleinowego nie jest jednak w pelni zrozumialy. Niektére moga
Wptywaé na szybkosé replikacji RNA, inne mogg powodowac bledy trans-
lacji w syntezie biatka [57]. Pennazio [78] badal wplyw 8-azaguaniny,
fluorouracilu, 2-tiouracylu i fluorofenylaminy na inhibowanie PVX w
Wycigtych merysystemach wierzchotkowych ziemniaka prowadzonych
M vitro., Stwierdzil, ze tylko 2-tiouracyl zredukcwal do zera koncentracje
PVX w 7 na 48 przypadkéw. O redukujgcym wplywie tiouracylu na kon-
Centracje wirusa sg wzmianki nie tylko w przypadku wirusa X ziemniaka
(60, 74, 75, 88] ale réwniez TMV [52], kompleksu wiruséw TMV - PVX
F33] Czy tez X 4+ S [88]. Thiouracyl moze réwniez wplywaé¢ dodatnio na
lnf’ekCYJ'noéé wirusow [52], a takze na koncentracje [53]. Przeprowadzano
Proby Pozyskania bezwirusowych ro$lin po zastosowaniu zieleni mala-
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chitowej, ktére wypadly roéznie, pozytywnie [71, 74] lub tez negatyw-
nie [112]. W badaniach stosowano réwniez aktidion i dextremycyne [30],
ktore wplywaly na obnizenie koncentracji kompleksu wiruséw TMV -+
+ PVX. Verma i Raychandhuri [116] uzyskali stymulacje namnazania
PVX w tkance kallusowej otrzymanej z odygi roélin tytoniu po zastoso-
waniu kwasoéw: taninowego i elaginowego.

Badano réwniez wplyw aktynomycyny D [AMD] na namnazanie wi-
rusow. Stwierdzono hamujgcy wplyw AMD na namnazanie wirusa moza-
iki kalafiora [111]. Wplyw AMD na PVX byl jednak odmienny [92]. Syn-
teza wirusa X w obecno$ci AMD byla znacznie podwyzszona. Kozlowska
[43] podaje, ze aktynomycyna D ma wlasciwoé¢ blokowania DNA znaj-
dujgcego sie w chromosomach jgdra komérkowego, nie wplywa jednak
na synteze wirusowego RNA, ktéra jest niezalezna od zablokowanego
DNA.

Martinowa i Reifman [61] stwierdzili, ze na namnazanie PVX moze
wplywac¢ rybonukleaza. Wplyw jej zalezal od momentu i czasu dzialania
rybonukleazy za zakazong ro$line. Kozlowska [48] podaje, ze RNA wi-
rusowe jest niewrazliwe na dzialanie enzymu rybonukleazy. Zwraca jed-
nak uwage, ze synteze zwigzkéw biatkowych potrzebnych do odtworzenia
kompletnej czagstki wirusowej, mozna zahamowaé¢ dzialajgc chloramphe-
nicolem lub wysokg temperaturg. W obu tych przypadkach nie powstaje
podwojny lancuch RNA na skutek zablokowania enzymu odpowiedzial-
nego za tg synteze.

Kozlowska [47, 49] badala réwniez wplyw EDTA (kwas wersenowy)
na synteze i namnazanie wirusa. Stwierdzila, ze dodatek EDTA do po-
zywki, w ktérej umieszczono rosline porazona wirusami, stymulowal syn-
tezg¢ wirusows. Znacznie wzrastala zawarto$¢ wirusowego RNA w strefie
bliskiej wierzchotka korzenia zawirusowanych roslin. Wplyw EDT{\ na
rozmieszczenie i koncentracje TMV w szczytowych czesciach korzeni po-
midoréw na$wietla w swej pracy Wajda [118]. EDTA powoduje hiSt?lo'
giczne zmiany w stozkach wzrostu — a mianowicie — znaczne skroce-
nie strefy podziatu i parenchymatyzacje tkanek merystematycznych or,ag
wierzchotkowych stref korzeni. Oba te zjawiska: zmalenie aktywnoscl
mitotycznej jak i parenchymatyzacja tkanek merystematycznych, Sprzy”
jaja inwazji wirusa w kierunku czesci wierzcholkowych korzeni. '

Singh [94] badal wplyw kilku regulatoréw wzrostu ro$lin na nasile-
nie infekcji wirusowej. Stwierdzil on, ze roztwory kwasu indoliloocto(;
wego (IAA), indolilomastowego (IBA) oraz P-chlorofenoksfr’O‘ﬁfowfiégci
(PCPxAA), wyraznie redukowaly koncentracje wirusa zmniejszena ki
melonowca w liSciach roslin melonowea.

Svobodova  [107] i Walkey [120] na podstawie wynikoéw uzyskanb o
w swych badaniach sugeruja, ze kinetyna dodana do pozywki, na il 'r

ych
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prowadzone sg stozki wzrostu pobrane z roslin porazonych wirusami mo-
ze mie¢ wplyw na zahamowanie namnazania w nich wirusa.

W literaturze jest wiecej wzmianek o przypuszczalnym wplywie po-
zywki na uzyskanie roslin wolnych od wiruséw [51, 81, 102, 121]. Pen-
nazio i Redolfi [81] na podstawie wynikéw do$wiadczen stwierdzili, ze
pozywka w istotny sposéb moze wplynaé na uzyskanie roslin wolnych
od wirusow dzieki prowadzeniu in vitro merystemow pobranych z roslin
porazonych wirusami.

Tsou i Rich [115] stwierdzili, ze immunna na wirus X odmiana ziem-
niaka Saco zawiera jakie§ substancje inhibujgce wirus X. Wobec tego
wszczepiono [93] w bulwy Saco oczka bulw zawierajacych wirus X. Uzys-
kano w ten sposéb znaczne obnizenie koncentracji wirusa X. Rosliny
wolne od tego wirusa uzyskano jednak dopiero po dodatkowym zastoso-
waniu terapii cieplnej (38°C).

Jak wynika z przytoczonych prac wiele substancji mozna stosowac
W celu eliminowania wirus6w z rosliny, nalezatoby tylko ustali¢ czas ich
dzialania oraz stezenie. Metoda ta znalazla szerokie zastosowanie w po-
laczeniu z prowadzeniem in vitro stozkéw wzrostu roslin.

Kultury merysteméw

Limasset i Cornuet [55] wysuneli przypuszczenie, ze komérki mery-
stematyczne stozkow wzrostu dalii porazonych wirusem mozaiki sg wolne
od tego patogena gdyz wykazali, ze koncentracja wirusa maleje w rosli-
nie w miare zblizania sie ku jej wierzchotkowi. Houten i in. [38], Svo-
bodova [105}, Christensen [13] sg zdania, Ze rdézne wirusy moga znajdo-
Wac sie w réznej odleglosci od stozka wzrostu, z czym zwigzany jest sto-
Pien trudnosci uwolnienia od wiruséw.

Svobodova [101] prowadzac prace nad uwalnianiem roslin ziemniaka
od wirusa Y zastosowala metode prowadzenia in vitro wierzcholtkow
Wzrostu o dosyé duzych wymiarach, w polgezeniu z kilkakrotnym ich
Pasazowaniem. Stwierdzila, ze podczas kolejnych pasazy koncentracja
Wirusa malala, co sugerowaloby, ze uzyskanie z merysteméw roélin wol-
nych od wirusa nie musi by¢ dowodem na to, Zze merystem nie zawiera
CZasteczek wirusa.

Dzigki prowadzeniu in vitro merysteméw wierzchotkowych otrzyma-
10 rosliny wolne od wiruséw z szeregu réznych rodlin: irysa [5], caladium
(27, 37], kolakasji [28], rabarbaru [119], truskawek [117], gozdzikéw [76],
Ziemniakow [22, 65, 68, 104, 114].

Podobnie do termoterapii, metoda ta napotyka na wiele trudnosci
[65, 66]. Aby osiggnaé¢ jak najlepsze wyniki pracy, nalezy wycinaé jak
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najmniejszy wycinek — eksplantat. Wyciety wierzchotek wzrostu powi-
nien zawierac tylko cze$¢ szczytowsg i podszczytowg bez dalszych jego
czeSci w ktdrych nastepuje formowanie pedu i dalsze réznicowanie tka-
nek. Wymiary takiego eksplantatu mieszczg sie w granicach 100u diu-
gosci (wysokosci) i okolo 250 u szerokosci. Wyciecie tak malego eksplan-
tatu bez uszkodzenia go nie jest latwe. Ze wzgledu na mikroskopijne wy-
miary eksplantatu utrudniony jest réwniez jego rozwdj. Im jednak mniej-
szy wycinek jest pobrany, tym wieksze prawdopodobienstwo uzyskania
roslin wolnych od wirusa. Poniewaz zdolno$é réznicowania organéow: pe-
dow i korzeni jest niejednakowa w kulturach tkankowych roznych ga-
tunkoéw roslin [109, 110], wielko$é pobranego wycinka nalezy uzaleznia¢
od: gatunku rosliny oraz od wirusa z jakim mamy do czynienia.

Dunin i in. [17] zastosowali metode szczepienia stozkéw wzrostu ziem-
niaka na pomidorach, na ktorych szybko sie rozwijaly. Roslina pomidora
byla w tym przypadku jednocze$nie rosling testowg na obecnoéé wi-
rusow.

Rosliny wolne od wirusa mozna tez uzyskaé¢ z innych czeéci ro$liny
np.: korzeni [2] czy tez kallusu uzyskanego z lodyg [103, 106].

Mozna zada¢ sobie pytanie czy merystem jest rzeczywiscie wolny od
wirusow? Wiele pdzniejszych prac temu przeczy. Walkey i Webb [120]
stwierdzili obecno$¢ czagstek roznych wirusé6w w merystemach roslin ty-
toniu inokulowanych 3 i 6 tygodni wcze$niej. Obserwowano réwniez
obecno$¢ czgstek wirusa X w merystemach pochodzacych z roslin ziem-
niaka [1, 51]. A wigc merystemy moga ale nie muszg byé¢ wolne od Wl‘
rusow. Obecno$¢ wirusdw w merystemach zalezy prawdopodobnie mi€-
dzy innymi od temperatury w jakiej ro$liny sie rozwijajg, wieku rosliny,
wirusa z jakim mamy do czynienia (wyniki badan wtasnych).

Czynniki wptywajace na rozwéj merysteméw prowadzonych
w kulturach in vitro

Sklad pozywki. Na temat pozywek — ich skladu mozna zna-
lez¢ bardzo wiele prac. Heller [29] wykazal doswiadczalnie znaczenie Pf"
szczegblnych skladnikéw oraz ich proporcji w roztworze dla rozwoju
rcsliny. Skiad jego pozywki jest jednak bardzo ubogi, wystarczajacy d?a
rozwinigtych roslin, ale niewystarczajacy dla merystemow, ktore ma)a
Wyzsze wymagania ze wzgledu na ich specyfike. Merystemy wierzchot-
kowe ziemniaka dla normalnego wzrostu potrzebuja wysokie] koncen
tracji jonéw K+ i NH,*, gdyz w ich obecnosci nastepuje synteza e.IUkSY.‘:
[66]. Nie bez znaczenia jest réwniez powigzanie jonéw, np.: Wlazamu
jonu amonowego z azotanowym jest korzystniejsze niz z jonem chlor
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[67], za$ zelazo w kompleksie Na Fe EDTA jest lepiej przyswajalne niz
z chlorku [69]. Gwo6zdz i Szweykowska [24] zwrécili uwage na wplyw
poziomu azotanéw na réznicowanie kultur korzeni Cichorium intybus.
Wykazali oni, ze morfogenetyczna forma regeneracji w korzeniach Ci-
chorium moze byé determinowana przez odzywcze skladniki pozywki.

Na temat dodawania hormonéw roslinnych do pozywek, na ktérych
S prowadzone merystemy, jest wiele prac [8, 15, 20, 21, 23, 39, 56, 69,
13, 79, 82, 84, 95, 100, 122]. Ggoélnie wiadomo, ze dla normalnego rozwoju
merystemu, oprocz skladnikéw mineralnych, potrzebny jest dodatek: gi-
bereliny w celu stymulacji wzrostu oraz réznicowania organow, kinetyny
— niezbednej dla prawidlowego metabolizmu i regulowania podzialdw
komérkowych [59, 60] oraz NAA lub [AA — w obecnosci ktorych procesy
roznicujgce tkanki przebiegajg sprawniej i szybciej [96]. Bardzo waznym
Jest utrzymanie odpowiedniego stosunku ilo$ciowego miedzy poszczegdl-
nymi skladnikami.

Gregorini podaje [22], ze dla rozwoju merysteméw ziemniaka niezbe-
dna jest GA w iloéci 0,1 mg/l, natomiast NAA i kinetyna nie sg nie-
zbedne. Jesli jednak dodajemy NAA w ilogci 0,5 mg/l lub 0,25 mg/l, na-
lezy réwnolegle dodaé 0,5 mg/1 kinetyny na litr pozywki.

Dodatek niektérych witamin uwazany jest czesto za niezbedny [20,
96, 73]. Najczesciej wymieniane sg: tiamina, pirodyksyna i niacyna. Wi-
tamina C w wyzszych stezeniach niz 1% uwazana jest za toksyczng [20].
Dodatek ekstraktu z drozdzy zapobiega $miertelnosci [21, 66].

Kwasowose, Czynnikiem ograniczajgcym wzrost merysteméw na
Pozywce moze by¢ jej pH. Ogélnie przyjmuje sie, ze powinno sie ono wa-
ha¢ w granicach 5,5—5,8. Podczas autoklawowania pH moze znacznie spa-
da¢ (okolo 0,5). Mellor i Stace-Smith [62] obserwowali, ze pH wczesnie]
Przygotowanej pozywki spada w ciggu tygodnia o okoto 0,3 (z 5,7 do 5,4).
Przy zbyt niskim pH moze byé wstrzymane ukorzenianie sie eksplanta-
0w, Inaczej ustosunkowujg sig¢ do zagadnienia Pennazio i Redolfi [86].
gdyz wykazali, ze przy pH pozywki réwnym 5,6, rozwijajg sie czesto zde-
formowane twory, podczas gdy przy pH utrzymujacym sie w granicach
49—5,2, nastepuje normalny rozwoj roslin.

Onsystencja. Jako formy no$nej dla umieszczonego na POZYyW-
€ merystemu, stosuje sie agar w iloéciach 0,2 do 0,8%. Pozywka z dodat-
Kiem agaru ma konsystencje galaretki. W przypadku uzycia pozywki
Rlynnej, nosnikiem jest pasek bibuty filtracyjnej, wygietej w ksztalcie
,l{tery M, umieszczonej w proboéwce z pozywka. W literaturze spotyka
*1¢ poglad, ze pozywka plynna jest lepsza od zestalonej agarem ze wzgle-
du na wickszg aeracje pozywki [12]. Sg tez zdania, ze pozywka zesta-
l_°n8 agarem nie jest gorsza od plynnej a na jej korzysé przemawia to,
%@ Jest mniej klopotliwa w uzyciu od pozywki plynnej [39, 45]. Uzys-
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kiwane w poszczegélnych laboratoriach wyniki sg bardzo rozne, trudno
wiec jednoznacznie powiedzie¢ jaka pozywka jest lepsza. Poréwnujac
jednak pozywki: plynng i stalg, Mellor i Stace-Smith [62] wykazali, ze
niektoére substancje wzrostowe sg bardziej szkodliwe dla wycigetego me-
rystemu gdy jest on umieszczony na pozywce ptynnej niz gdy znajduje
sie na zestalonej agarem. Byé¢ moze dla pozywki plynnej substancje
wzrostowe powinny byé¢ stosowane w nizszych koncentracjach niz po-
leca sie dla zestalonej agarem.

Wielkos$é eksplantatu. Dalszy rozwoj rosliny w duzym stop-
niu zalezy od wielkosci eksplantatu. Im merystem jest mniejszy, tym
trudniej dobra¢ odpowiednig pozywke. Ukorzenianie réwniez w duzym
stopniu zalezy od wielkosci eksplantatu. Stone [99] podaje, ze stozki
wzrostu gozdzikéw mniejsze niz 0,2 mm nie mogg sie ukorzeniac, za$
wieksze niz 0,75 mm daja zawirusowane rosliny. Ogdlnie uwaza sig, ze
wielkoé¢ merystemu 0,2—0,5 mm jest wielkoscig optymalng. Dla ra-
barbaru konieczne jednak okazalo sie wycinanie stozka wzrostu zawie-
rajgcego 2—3 pierwotne listki, gdyz mniejsze eksplantaty nie rozwijaly
sie [119].

Material do izolacji merysteméw wierzcholko-
wych., W bardzo wielu gatunkach roslin do izolacji uzywa sie pqczkéjw
szezytowych lub bocznych — katowych. Hollings i Stone [34] podaja, z€
izolujgc stozki wzrostu chryzantem, wiekszy procent roslin uzyskali
z paczkow szczytowych (32%) niz z bocznych (18%). W pracach dotycza-
cych prowadzenia merysteméw ziemniaka moéwi sie o paczkach sch.YTO’
wych jak i bocznych zaréwno z kietkéw bulw jak i z pedow roslin z1err,1-
niaka. Dyskusyjny jest jednak problem czy kietki bulw ziemniaka z kto-
rych pobiera sie stozki wzrostu, majg byé¢ eticlowane, czy tez prowa.dzoj
ne na $wietle. Huth i Bode [39] w swej pracy wyrazili poglad, ze kietkl
etiolowane sa nieprzydatne.

Waznym jest réwniez wiek rosliny z ktorej pobiera si€ paczk
izolowania merysteméw. Lepsze do tego celu sg rosliny miode e

Sezon. Stone [100] zauwazyl, ze stozki wzrostu gozdzikow lePleJ
sie rozwijaly oraz rozwijala sie z nich wieksza ilo$é roslin, podczas Wios”
ny i jesieni niz zima i latem. Podobne zaleznosci wystepuja u ro$lin
ziemniaka [62, 90].

Odmiany. Jest szereg doniesien o roéznicach miedzyodmianowyCh
w latwosci uzyskania roslin z merysteméw prowadzonych n vitro. Me‘
rystemy odmian weczesnych ziemniaka latwiej sie rozwijaly niz Odmlarf
poznych [58]. Procent uzyskiwanych roélin z merystemow ziemniaka wa‘
hat sie od 2 do 34 [126]. Podobne zaleznosci wystepuja tez u innych 82
tunkow roslin [25]. a

Warunki zewnetrzne Kultury in vitro utrzymywane s3 o

i do
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0gol w temperaturach oscylujgcych wokét 22°C i wilgotnosci powietrza
okolo 90% wilgotnosci wzglednej.

Najodpowiedniejszym o$wietleniem jest oswietlenie 14—16-godzinne
z zachowaniem cyklu dobowego: dzien-noc [8, 84]. Warunki $wiatla wply-
wajg nie tylko na morfogeneze i nature wzrostu, ale réwniez na aktyw-
no$¢ fizjologicznie czynnych substancji dodanych do pozywki [8].

Na temat wymaganego natezenia $wiatla zdania sa podzielone. Diba
1 in. [16] uwazajg, ze 12 000 lukséw jest najkorzystniejszym oswietle-
niem, za$ Pennazio [80] uwaza, ze 4 000 luksow ze spektrum podobnym
do dziennego, lecz nieco bogatszym w czerwien stwarza optimalne wa-
runki do rozwoju. Polewaja réwniez [85, 86] zwraca uwage na dobér
odpowiedniego spektrum $wiatla w polgezeniu z jego natezeniem.

Dezynfekcja materialu roslinnego. Material roslinny
Pobierany do wycinania stozkéw wzrostu odkazany jest najczesciej w 5%
roztworze podchlorynu wapnia (Ca/OCl/,), a nastepnie plukany kilka-
krotnie w sterylnej destylowanej wodzie. Stone [100] wykazal, ze znacz-
nie mniej infekeji przy prowadzeniu kultur gozdzikéw mial wéwezas,
gdy izolacje przeprowadzal bez uprzedniego odkazenia materiatu roslin-
nego. Gorbarenko i Zuk [21] zauwazyli, ze sterylno$é¢ kultur zalezy od
miejsca pobrania pgczka. Dla paczkéw bocznych sterylno$é wahala sie
W granicach 68%, za$ pgczkow wierzchotkowych w granicach 42%.

Pojemniki do prowadzenia kultur. Merystemy najle-
Piej rosng w probowkach lub erlenmayerkach ze szkla pyreksowego,
ktére najmniej oddzialywuje na skladniki pozywki. Huth i Bode {39]
uzywali z duzym powodzeniem szalek Petriego. Probowki jak i erlenma-
Yerki mozna zamykaé¢ korkiem z waty i parafilmem, kapslem aluminio-
Wym a takze korkiem z syntetycznej gumy z umieszczong w $rodku
szklang rurkg w celu umozliwienia wymiany powietrza.

Przed uzyciem, zaréwno szklo jak i wata, kapsle czy tez korki, po-
winny byé wysterylizowane.

Przy odpowiednim dobraniu wszystkich tych czynnikéw, o jakich
byla mowa wyzej, merystemy mogg sie rozwija¢ w rosliny, o ile nie byla
Przy wypreparowaniu uszkodzona kopula merystemu. Jezeli kopula zosta-
la uszkodzona, rozwijajg sie wowczas jeden lub dwa liScie z dosyé duza
Masg korzeni.

Okres rozwoju, wyizolowanego stozka wzrostu, na pozywce az do
Uzyskania rosliny jest bardzo rozny. Niektore gatunki roslin rozwijaja
Sig juz w kilkanascie dni po wycieciu, inne za$§ potrzebujg nieco wiecej
C?asu. W naszych warunkach [125], najkrotszy okres rozwoju merystemu
Ziemmnigka wynosil 4 tygodnie. Najwiecej merystemow rozwineto sie jed-
I_la'k W ro§liny miedzy 4—6 miesiacem od chwili umieszczenia ich na po-
Zywce,
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Eaczenie metod w celu uzyskania materialu wolnego od wirusa

Poniewaz zadna z wymienionych meted do tej pory nie daje, z wczes-
niej omoéwionych wzgleddéw, zbyt duzej pewnosci uzyskania materialu
wolnego od wirusow, zaczeto gczy¢ te metody oczekujgc lepszego efektu.
I tak w istocie bylo. W latach pie¢dziesigtych zaczely sie ukazywac prace
o pozytywnych wynikach polgczenia chemoterapii z prowadzeniem in
vitro merysteméw na pozywkach [71, 75, 88]. Zasady lgczenia tych dwoch
metod byly jednak rézne. Substancje majgce za zadanie zachwiac pro-
cesami syntezy czgstek wirusa stosowano na rosliny mateczne [83], a n&
stepnie izolowano stozki wzrostu, lub tez substancje te dodawano do po-
zywki w celu inaktywacji wirusa, lecz dopiero w wycigetych merystemach
[67, 71, 88, 112]. Poniewaz jednak, substancje te dzialajg czesto fitotok-
sycznie, lub nie majg wplywu na jakiekolwiek procesy zwigzane z na-
mnazaniem wirusa gdy dzialanie ich ustaje, wydaje sig, ze wieksza przy-
szto$é ma lgczenie termoterapii z prowadzeniem in wvitro kultur stozkow
wzrostu.

Uzyskiwanie roslin bezwirusowych dzieki hodowli in vitro eksplan-
tatbw pobranych z roélin uprzednio poddanych termoterapii, jest w li-
teraturze bardzo szeroko omawiane. Morel i in. [67] uwazajg, ze cz€SC
ro$liny, ktora rozwinie sie podczas dzialania na te rosline wyzszymi tem-
peraturami, powinna byé wolna od wiruséw. Odizolowanie tej czeSc!
od ros$liny matecznej powinno pozwoli¢ na uzyskanie roslin wolnych od
wirusow.

Metoda ta znalazla bardzo szerokie zastosowanie przy uwalnianiu od
wiruséw szeregu réznych gatunkéow ro$lin a takze grzybow [70].

Trudno jednoznacznie okre$li¢ jakie temperatury powinny by¢ sto-
sowane, gdyz zalezy to od gatunku rosliny, odmiany, szczepu wirusa
z jakim mamy do czynienia [64], a takze od czasu ekspozycji [91, 10,2]'
Im wyzsze temperatury stosujemy tym kroétszy moze by¢ ich czas dzia-
Yania. Dzieki zastosowaniu termoterapii mozemy pobiera¢ wigksze wy-
cinki.

W celu uwolnienia ro$lin truskawek od — latentnego wirusa Ciod
wirusa otamienia nerwéw truskawki stosowane byly odpowiednio ter”
peratury 46°C i 48°C [7]. Wirusy porazajace drzewa jabloni inaktywo-
wane byly przy 37°C. Laczac przegrzewanie ze szczepieniem zrazow né
zdrowych podkladkach uzyskano sadzonki wolne od wirusow [9, 11.]'
celu uwolnienia czarnej porzeczki od atawizmu wirusowego czarne] PO
rzeczki, porazone wirusami krzaki porzeczek utrzymywano CO najmniel
przez 20 dni w temperaturze 34°C a nastepnie szczepiono ich Wierzcmn;1
na zdrowych podkladkach [10]. W celu uzyskania roslin gozdzikow WO
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nych od wiruséw stosowano réine temperatury i czas ich dzialania [19,
32, 33, 87].

Przy uwalnianiu rcslin chryzantem od wirusa karlowatosci ztocienia
stosowany byt rézny czas dzialania temperatura 35°C lub 37°C [25, 35,
91]. Rosliny agrestu porazone wirusami poddawano dzialaniu temperatu-
ry 35°C w ciggu dwodch tygodni [40] a nastepnie wyszczepiano wierz-
chotki na pozywke. Svobodova [102] uzyskala 100% roslin fasoli wolnych
od wirusa zwyklej mozaiki fasoli poddajgc embriona fasoli dzialaniu
100°C w ciggu jednej godziny.

W pracach dotyczgcych uwalniania ro$lin ziemniaka od wirusow po-
daje sie, ze sg one wrazliwe na dzialanie temperatur w zakresie 32—
—40°C z niewielkimi odchyleniami w ciggu dnia i nocy [50, 77, 83, 97,
108, 113]. Wykazano, ze istnieje zaleznosé miedzy dlugoscig okresu prze-
§rzewania a procentem pozyskanych roslin wolnych od wiruséw. Liczba
Pozyskanych wolnych od wiruséw roslin wzrasta wprost proporcjonalnie
do dlugo$ci okresu dzialania temperatury. Duze réznice wystepujg jed-
nak w zaleznosci od wirusa z jakim mamy do czynienia. Stace-Smith
I Mellor [97] podaja, ze wydiuzenie okresu dzialania wyzszg temperatura
(33—37°C) na rosliny do 18 tygodni, pozwolilo na uzyskanie 100% roslin
wolnych od wirusa X ziemniaka, lecz rosliny te byly nadal porazone wiru-
sem S. Podobne dane uzyskal Wright [124]. Sg tez jednak i przeciwstawne
Wzmianki w literaturze moéwiace, ze przy porazeniu roslin ziemniaka
kompleksem wiruséw np. X+ S, M4 Y czy tez X+ Y, czesto udaje
si¢ pozyskaé¢ rosliny wolne od wiruséw S, M, Y ale w dalszym ciggu po-
razone sg one wirusem X [77, 109]. By¢ moze trudnos$é¢ pozyskania roslin
wolnych od wirusa X zwigzana jest z jego namnazaniem sie jeszcze przy
36°C, cho¢ w tej temperaturze osigga on nizszg koncentracje niz przy
20°C [44]. Dzigki zastosowaniu tej metody uzyskano réwniez rosliny wol-
ne od PVM [42].

Udalo sie takze uzyska¢ rosliny ziemniaka wolne od wiroidu wrzecio-
ROwatosci bulw ziemniaka [98], vroddajac rosliny termoterapii (33—36°C)
! Pobierajgc stozki wzrostu wielkosci 0,5—1 mm do prowadzenia in
Vitro. Otrzymano jednak znikomy procent roslin wolnych od tego wiro-
Idu (2,5%). Byé¢ moze, znaczenie w tym przypadku ma fakt, ze PSTV jest
Wolnym RNA,

W Polsce nad uwolnieniem roélin ziemniaka od wirusow prowadzono
Prace w,kilku oérodkach. Otrzymano material wolny od wiruséw z sze-
88U odmian i rodéw hodowlanych stosujgc metode termoterapii kietku-
Jacych bulw, a nastepnie izolowania stozkéw wzrostu [14, 47, 114] lub
tez termoterapii calych roslin ziemniaka i izolowania stozkéw wzrostu
[125], Dzigki zastosowaniu tej metody uwalniania odmian ziemniaka od
Wirusow S j M uzyskano w latach 1969—1973 ponad 99% roslin bezwi-
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rusowych, ktore wyrosly z merysteméw prowadzonych in vitro [126].

Kristensen i Thomsen [50] oraz Hollings [31] podali w swych pracach
wykaz wiruso6w od jakich uwolniono rézne gatunki roslin, miedzy inny-
mi 1 ziemniaki.

W celu uzyskania roslin wolnych od wirusow prébowano réwniez wy-
korzysta¢ dzialanie pola elektromagnetycznego [18]. Procent uzyskanych
zdrowych ro$lin byl bardzo wysoki, wahal sie miedzy 90 a 100. Rozwoj
1 wzrost roslin byl normalny.

Nalezaloby tutaj zwréci¢ uwage na odpowiednig kontrole zdrowotnos-
cl materialu uzyskanego metodg in vitro, gdyz wirus moze by¢ obecny
w tak niskiej koncentracji, ze tradycyjnymi metodami (testy serologiczne
i biologiczne), nie da sie go wykry¢. Konieczne sg kilkakrotnie przepro-
wadzone testy w pewnych odstepach czasu, a takze kontrola materiatu
potomnego.

W konkluzji mozna powiedzie¢, ze dzieki zastosowaniu odpowiednich
metod mozna uzyska¢ rosliny bezwirusowe z materialu catkowicie po-
razonego. Nalezy tylko pamietaé¢, ze nie sg to ro$liny immunne, trzeba
wiec zwracac¢ baczng uwage na przestrzeganie zasad fitosanitarnych pod-
czas dalszego procesu rozmnazania tych roslin.
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