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Streszczenie

Jednoweztowe fragmenty roslin in vitro 4 genotypdw ziemniaka umieszczono pojedynczo w probow-
kach zawierajgcych 2-3 ml pozywki MS. Pozywke z ustalonym pH 5,8 poddano uprzednio sterylizacji
w autoklawie z zachowaniem parametrow procesu, tj. temperatura 121°C, ci$nienie 0,2 MPa i czas
15 min. Rybawiryne (RBV) w dawkach 20, 30 i 40 mg/l pozywki dodawano za pomocg filtrow strzy-
kawkowych pod komorg laminarng. Wszystkie kultury in vitro utrzymywano 3-4 tygodnie w fitotronie w
temperaturze 22-20°C, z zachowaniem 16-godzinnego dnia i o$wietlenia ok. 8 W/m’. W 4. tygodniu z
kazdej kombinacji wysadzono rosliny w szklarni do doniczek z substratem torfowym. Po kolejnych 4-5
tygodniach ro$liny przebadano testem DAS ELISA na obecnos¢ wiruséw. Doswiadczenie wykonano w
czterech powtdrzeniach. RBV w dawce 40 mg/l w 100% uzdrowita rosliny porazone wirusem S, ale
zadziatata fitotoksycznie na eksplantaty, ktore stabiej sie korzenity i rosty nizsze w stosunku do obiektu
kontrolnego. Dawki 20 i 30 mg/l w 60-80% uwolnity badane odmiany od wirusa S i nie miaty negatyw-
nego wptywu na wzrost i rozwdj roslin in vitro. W przypadku wirusa M poszczegélne dawki RBV nie
zadziataty antywirusowo.

Stowa kluczowe: chemioterapia, rybawiryna, wirusy ziemniaka

Abstract

The single-node in vitro plant fragments of 4 potato genotypes were placed individually in tubes conta-
ining 2-3 ml of MS medium. The medium with the adjusted pH of 5.8 was previously sterilized in an
autoclave with the process parameters, i.e., temperature 121°C, pressure 0.2 MPa, and time 15 min.
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Ribavirin (RBV) at doses of 20, 30, and 40 mg/l medium was added using syringe filters under the
laminar chamber. All in vitro cultures were kept for 3-4 weeks in a phytotron at a temperature of 22-
-20°C, with a 16-hour day and an illumination of approx — 8 W/m?. At week 4, the plants from each
combination were planted in the greenhouse in pots with peat substrate. After another 4-5 weeks, the
plants were tested for viruses by the DAS ELISA. The experiment was performed in four replications.
RBYV at a dose of 40 mg/l 100% healed plants infected with the S virus, but phytotoxic effects on
explants that rooted less well and grew smaller than in the control object. The doses of 20 and 30 mg/I
released 60-80% of the tested cultivars from the S virus and had no adverse effect on plants' growth
and development in vitro. In the case of the M virus, individual doses of RBV did not work antivirally.

Keywords: chemotherapy, potato viruses, ribavirin

enotypy ziemniaka (odmiany, rody

perspektywiczne) gromadzone w

postaci roslin in vitro w Banku Gendéw
sg zrédtem materiatdw wyjsciowych do ho-
dowli zachowawczej i twérczej oraz dostar-
czajg materiat roslinny do badan innym pla-
cowkom naukowym. Waznym elementem
utrzymywania i udostepniania kolekc;ji in vitro
ziemniaka jest jej wysoka zdrowotnosc¢. Ma-
teriat wprowadzany do dtugoterminowego
przechowywania w Banku powinien by¢ wol-
ny od patogenow, w tym od wirusow.

Jednym ze sposobdw eliminowania wiru-
séw z roslin in vitro, obok kultury meryste-
mow, termo-, krio- i elektroterapii, jest che-
mioterapia. Antymetabolity uzywane w che-
mioterapii sg to analogi nukleotydow o wy-
sokiej aktywnosci przeciwwirusowej. Mecha-
nizm ich dziatania polega na wtgczaniu sie w
metabolizm wiruséw, co wywotuje letalne
zmiany w ich genomach i skutkuje zahamo-
waniem namnazania wiruséw w komoérkach
rosliny (Malepszy 2001). Zwykle sg stoso-
wane jako dodatek do pozywki w kulturze
merystemow wierzchotkowych lub jednowe-
ztowych fragmentéw roslin in vitro. Wazny
jest zaréwno dobér odpowiedniego prepara-
tu, jak i jego koncentracja, gdyz wraz ze
wzrostem stezenia w pozywce wprawdzie
wprost proporcjonalnie rosnie liczba roslin
wolnych od wiruséw po zakonczeniu terapii,
ale tez zmniejsza sie liczba roslin zdolnych
do regeneracji (Nasir i in. 2010, Mahmoud i
in. 2009).

Najbardziej znanym chemioterapeutykiem
przeciwwirusowym jest rybawiryna (1-5-D-
-rybofuranozylo-1H-1, 2, 4-triazolo-3-karbo-
ksylamid), ktéra hamuje replikacje wiruso-
wego DNA i RNA, co w rezultacie moze
uwolni¢ rosline od wirusa. Wedtug danych
literaturowych rybawiryna (Virazole) jest sku-
teczna w szerokim zakresie stezen
(5-200 mg/l).

Materiat i metody
Rosliny in vitro 4 genotypéw: Eugenia i Lin-
zer Starke (PVS), Giewont i TE-1 (PVM), w
ktérych testem DAS-ELISA stwierdzono wy-
sokie porazenie wirusami, poddano dziataniu
rybawiryny (RBV). Jednoweztowe fragmenty
roslin umieszczono pojedynczo w probow-
kach zawierajgcych 2-3 ml pozywki MS z
dodatkiem RBV. Pozywke z ustalonym pH
na poziomie 5,8 poddano uprzednio steryli-
zacji w autoklawie z zachowaniem parame-
trow procesu, tj. temperatura 121°C, cisnie-
nie 0,2 MPa i czas 15 min. Do sterylnej po-
zywki, za pomocg filtrow strzykawkowych,
pod komorg laminarng, dodano rybawiryne w
dawkach 20, 30 i 40 mg/l pozywki. Kontrole
stanowity fragmenty roslin wyszczepione na
pozywke bez antymetabolitu.

Wszystkie kultury in vitro utrzymywano 3-
-4 tygodnie w fitotronie w temperaturze 22-
-20°C, z zachowaniem 16-godz. dnia i
o$wietlenia ok. 8 W/m?. W 4. tygodniu z kaz-
dej kombinacji wysadzono rosliny w szklarni
do doniczek z substratem torfowym. Po ko-
lejnych 4-5 tygodniach rosliny zbadano te-
stem DAS ELISA na obecnos¢ wiruséw. Do-
Swiadczenie wykonano w 4 powtorzeniach.

Wyniki i dyskusja

Zastosowane dawki rybawiryny w roznym
stopniu wptywaty na eliminowanie wiruséw w
ocenianych genotypach. RBV dodana do
podtoza w dawce 40 mg/l w 100% uzdrowita
rosliny in vitro porazone wirusem S, ale za-
dziatata fitotoksycznie na eksplantaty, ktore
stabiej sie korzenity i rosty nizsze w stosunku
do obiektu kontrolnego (fot. 3 i 4). Dawki 20 i
30 mg/l w 60-80% uwolnity badane odmiany
od wirusa S, a jednoczesnie nie zaobserwo-
wano negatywnego dziatania preparatu na
wzrost i rozwdj roslin (fot. 1 2). W przypad-
ku wirusa M poszczegdlne dawki RBV nie
zadziataty antywirusowo.
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Rys. 1. Sredni poziom ekstynkcji wiruséw S i M
po zastosowaniu réznych dawek rybawiryny (RBV)

Tabela 1

Procentowy udziat roslin in vitro
uwolnionych od wiruséw S i M (srednia z 3 cykli)

Genotyp Kontrola | RBV 20 | RBV 30 | RBV 40
Eugenia (PVS) 0,0 11,1 28,6 30,0
Linzer Starke (PVS) 0,0 40,0 60,0 85,7
Giewont (PVM) 0,0 0,0 0,0 0,0
TE-1 (PVM) 0,0 0,0 0,0 0,0
1 2 4

Fot. 1, 2, 3. Reakcja roslin in vitro na dawke 20, 30 i 40 mg/I rybawiryny
Fot. 4. Obiekt kontrolny (fot. D. Michatowska)

Rybawiryna od lat jest uznawana za naj-
skuteczniejszy chemioterapeutyk eliminujgcy
wirusy z roslin ziemniaka. Nasir i inni (2010)
oraz Mahmoud i inni (2009) zaobserwowali,
ze rybawiryna z wysokg skutecznoscig eli-
minuje wirusy A, X, S, M, Y i lisciozwoju. W
2014 r. Yang i inni w badaniach nad sku-
tecznoscig rybawiryny w eliminowaniu wiru-
séw z roslin ziemniaka zastosowali bardzo
wysokie jej dawki, od 75 do 200 mg/l pozyw-

ki, udowadniajgc skutecznos¢ RBV, ale jed-
noczesnie stwierdzili, ze wysokie dawki majg
fitotoksyczne dziatanie na pasazowane eks-
plantaty. Nasze badania potwierdzity, ze
wyzsze dawki RBV, od 40 mg/l, obnizajg
poziom ekstynkcji wirusa, ale dziatajg fito-
toksycznie na wzrost i rozwdj roslin in vitro.
Wedlug badaczy na wyeliminowanie wiru-
sa w znacznym stopniu wptywa odmiana
ziemniaka, $rodki przeciwwirusowe, rodzaj
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wirusa oraz kombinacja wiruséw (gdy roslina
jest zainfekowana kilkoma wirusami). Dlate-
go najwiekszg efektywnoscia, zwtaszcza jesli
chodzi o trudne do zwalczania wirusy, jak M i
S, odznaczajg sie metody kombinowane,
tgczace dwa, trzy rodzaje terapii, np. kulture
in vitro merysteméw wierzchotkowych z ter-
mo- i chemioterapia.

Whnioski

1. Rybawiryna dodana do pozywki zmniejsza
koncentracje wirusa S wprost proporcjo-
nalnie do zastosowanego stezenia.

2. Dodanie do pozywki rybawiryny nie ma
wplywu na zmniejszenie koncentracji wi-
rusa M.

3. Wyzsze dawki RBV (40 mg/l) dziatajg fito-
toksycznie na wszczepione eksplantaty
(negatywny wptyw na wzrost i rozwdj ro-
$lin in vitro).
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