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UTRZYMYWANIE KOLEKCJI WIRUSOW
W BULWACH ZIEMNIAKA I ZLIOFILIZOWANYM SOKU

Stanistawa Skrzeczkowska, Anna Kowalska

Instytut Ziemniaka, Mlochoéw

W Instytucie Ziemniaka w Mlochowie, podobnie jak w réznych pla-
coOwkach badawczych na calym $wiecie [4], utrzymywana jest kolekcja
wiruséw ziemniaka t ich szczepow. Zabezpieczony material wirusowy wy-
korzystywany jest w roéznego typu pracach badawczych prowadzonych
w Instytucie Ziemniaka oraz w innych placowkach w kraju i za granica.

Wirusy przechowywane sa w bulwach réznych odmian ziemniaka oraz
w zliofilizowanym soku otrzymanym z porazonych roslin.

KOLEKCJA W BULWACH

Zabezpieczenie wiruséw przez utrzymywanie ich w bulwach ziemnia-
ka zapoczgtkowane zostalo okolo 1963 r. przez J. Siemaszko w Instytucie
Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Zelaznej k. Skierniewic, a nasza ko-
lekcja stanowi kontynuacje¢ tej pracy. Obecnie prowadzona jest ona w
sposéb podobny jak kolekcja wiruséw ziemniaka Schultza znajdujgca sig
w stanie Maine w USA [10].

Bulwy ziemniaka zainfekowane poszczegélnymi wirusami wysadzane
sg corocznie w polu pod izolatorami. Szkielet izolatora zbudowany z pre-
tow metalowych (100X70X70 cm) pokryty jest siatkg nylonowg o O
oczek okoto 0,8 mm (symbol techniczny WS 9350). Na dluzszych scianach
izolatora znajdujgq sie zamykane rekawy umozliwiajgce wykonanie zabie-
géw pielegnacyjnych, pobranie prébek lisci do badan itp. Siatka zabez-
piecza rosngce pod izolatorami rosliny przed owadami. Niezaleznie od
tego rosliny opryskuje sie co 2-3 tygodnie insektycydami. Pod kazdym
izolatorem wysadza si¢ po 5 bulw zainfekowanych danym wirusem.
W okresie wegetacji notowane sa objawy chorobowe wystepujgce na ros-
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linach. Ponadto w celu sprawdzenia czystosci oraz obecnoéci pozgdanego
wirusa rosliny testuje sie metoda serologiczng i biologiczna. Podobne ba-
dania wykonywane sg rowniez w okresie jesiennym na materiale otrzyma-
nym z wysadzonych oczek pochodzacych z bulw zebranych spod izola-
torow.

W kolekcji w bulwach znajdujg si¢ obecnie 42 izolaty 9 wiruséw ziem-
niaka (tab. 1). Dotychczas nie stwierdzono, aby rosngce pod izolatorami
rosliny uleglv przypadkowej infekcji.

Tabela l
Kolckcja wiruséw i ich izolatéw w bulwach ziemniaka

_ Liczba
) Wirus izolatow
Wirus X ziemniaka 2
Wirus Y ziemniaka 9
Wirus M ziemniaka 6
Wirus S ziemniaka 9
Wirus lisciozwoju zicmniaka 1
Wirus A ziemniaka 2
Wirus mozaiki aukuba ziemniaka 4
Wirus czarnej picrécicniowej plamis-
tos$ci pomidora 2
Wirus mozaiki lucerny 1
Ogodlem 42

KOLEKCJA W LIOFILIZATACH

Liofilizacja zastosowana zostala do konserwacji wiruséw roslinnych
po raz pierwszy w 1942 r. przez Dykstra’'ego i Du Buy'a [cyt. za 3, 6].
Zliofilizowany woéwczas wirus Y ziemniaka oraz wirus mozaiki aukuba
ziemniaka zachowaly infekcyjno$¢ po 4 miesigcach przechowywania. Do-
tychczas jednak ten sposob konserwowania wiruséw ro§linnych, w tym
rowniez wiruséw ziemniaka, pomimo prostoty i wysokiej skutecznoéci byt
w poréwnaniu z innymi metodami stosunkowo rzadko stosowany [1-3,
5, 7-9, 11]. Najszersze prace w tym zakresie wykonal w latach 1960-1970
Hollings i wspélpracownicy [2, 3], ktérzy zastosowali liofilizacje do kon-
serwowania kilkudziesieciu wiruséw roslinnych. Z dostepnych danych
wynika, ze w Polsce liofilizacje wirus6w roélinnych zastosowali po raz
pierwszy Skrzeczkowski [7] i Wa$ [9] w 1970 roku. Kolekcje wirusow
ziemniaka w liofilizatach zalozono w 1971 roku.

Liofilizacje¢ soku otrzymanego z zainfekowanych roélin ptzeprowadza-
no w liofilizatorze wykonanym na Uniwersytecie Warszawskim (rys. 1, 2).
Urzadzenie sklada si¢ z wymrazalnika par (pojemnosé kolby 2 1) chtodzo-
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Rys. 1. Liofilizator, A — nasadka 13-
czqca wymrazalnik par 2z kolbami,
B — wymrazalnik par
(fot. J. Stanczyk)

Rys. 2. Zestaw do liofilizacji w czasie

pracy; A — liofilizator, B — termos

z mieszaning mroigqcg, C — pompa
pr6zniowa (fot. J. Staniczyk)

nego mieszaning mrozgcg (suchy 1l6d — etanol) oraz nasadki do lgczenia
z kolbami kulistymi z liofilizowang substancjg. Liofilizator wspélpracuje
z dwustopniowg olejowg pompq prézniows.

4*
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Proces liofilizacji trwa w zaleznosci od iloéci materialu od 2 do 8 go-
dzin. Liofilizowany infekcyjny sok w formie tatwo rozpuszczalnego w wo-
dzie proszku, przechowywany jest w ampuikach szklanych w tempera-
turze okoto 3°C.

Przed liofilizacjg sok jest zawsze badany pod katem obecnoéci po-
zadanego wirusa. Tego samego typu sprawdzian przeprowadza sie takze
po liofilizacji; liofilizat jest wowczas rozpuszczany w wodzie destylowa-
nej w ilosci rownej objetosci soku wyjsciowego. Infekcyjnosé przechowy-
wanych liofilizatow sprawdzana jest przecietnie co 3 miesigce.

W sklad kolekcji wirusow w liofilizatach wchodzi obecnie 28 izolatéw
9 wirusow (tab. 2). Stwierdzono, ze wszystkie wymienione w tabeli wi-

Tabela 2
Kolekcja wirusow i ich izolatéw w zliofilizowanym soku

Liczba Czas przechowy-

Wirus 1zolatow wania (w mies.)*

Wirus X ziemniaka 7 4
Wirus Y ziemniaka 2 41
Wirus M ziemniaka 4 24
Wirus S ziemniaka 4 29
Wirus nekrotyczne)j

ke¢dzierzawki tytoniu 2 20
Wirus czarne) piericieniowej

plamisto$ci pomidora 1 5
Wirus mozaiki lucerny 6 17
Wirus nekrozy tytoniu 1 12
Wirus mozaiki tytoniu 1 37
Ogéblem 28

* Po ktérym wirusy byly jeszcze infekcyjne.

rusy mogg by¢ konserwowane przez zastosowanie opisanego sposobu lio-
filizacji. Nie ustalono maksymalnego czasu, w ciggu ktéorego mogg byé
przechowywane poszczegllne wirusy, poniewaz posiadane obecnie liofili-
zaty s3 wciagz jeszcze infekcyjne, a zapas najwczesniej sporzadzonych juz
sie wyczerpal.

DYSKUSJA

Poréwnujgc obie metody przechowywania wiruséw ziemniaka — w
bulwach i w liofilizatach nalezy stwierdzi¢, ze kazda z nich ma pewne
zalety, ktérych nie posiada druga. Ponadto kazda z nich pozwala na uzy-
skanie pewnych specyficznych informacji dotyczacych wiruséw ziem-
niaka.
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Utrzymywanie wiruséw w bulwach jest metodg prostszg (nie wyma-
gajacg odczynnikéw ani aparatury) niz ich konserwacja w liofilizatach,
a ponadto pozwala na przechowywanie takich wiruséw, ktére nie prze-
noszg sie¢ przez sok (np. wirus lisciozwoju ziemniaka) i ktére w zwigzku
z tym mogq by¢ utrzymywane tylko w zywych roslinach. Ten sposéb
prowadzenia kolekcji dostarcza réwniez dodatkowych danych w postaci
np. przeSledzenia objawow chorobowych powodowanych przez wirusy
w poszczegolnych latach, stopnia przechodzenia wiruséw do bulw itp.
Dzigki temu zaobserwowano na przyklad zjawisko oslabienia objawéw
chorobowych powodowanych przez pewne szczepy wirusa mozaiki lucer-
ny po kilku latach prowadzenia kolekcji.

Poistawowg wadg kolekcji w bulwach jest fakt, ze materiat wiruso-
wy nie moze by¢ utrzymywany w latwo dostepnej formie przez caly
rok. Wade t¢ wyréwnuje natomiast kolekcja w liofilizatach; przechowy-
wane w ten sposdOb wirusy sq dostepne w kazdej chwili. Ponadto liofili-
zacja pozwala na utrzymanie szczepdw wirusow przez dluzszy czas
w niezmienionej formie. Przy przechowywaniu w roslinach istnieje zaw-
sze ryzyko, ze wirusy mogg ulec mutacji. I wreszcie, konserwacja w lio-
filizatach jest pewniejszym sposobem zabezpieczenia wiruséw charaktery-
zujgcych sie slabym stopniem przechodzenia do bulw (np. wirus nekro-
tycznej kedzierzawki tytoniu) lub takich, ktéore mogg powodowa¢ catko-
wity zanik plonu (np. wirus Y ziemniaka).

Przy konserwowaniu wiruséw ro$linnych metodg liofilizacji stosuje
si¢ powszechnie dodatki zwieckszajace stabilno$¢ wirusow jak pepton
z glukoza, dextran T10 i laktoza [2, 3, 5, 11]. Jednak z uzyskanych w ni-
niejszej pracy danych wynika, ze stosowanie takich dodatkéw nie jest
niezbedne.

Przedstawiona metoda liofilizacji dzieki swojej prostocie oraz duzej
efektywnos$ci moze znalez¢ szersze zastosowanie przy konserwowaniu wi-

ruséOw roslinnych.
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Cranucaasa Cxweuxoscxa, Auna Kosaavcxa

COXPAHEHME KOJIJIEKLIMM BHPYCOB B KJYBHAX KAPTO®EJSf
U B JJMOPUIHN3OBAHHOM COKE

Peswwue

OmicaH cnocob coxpaHeHMA BMPYCOB Kaprodeasa M MX LITAMMOB B KayObHAX Kap-
Todenna M B JAMODMIM3OBAHHOM COKe. B Koanekismm B Kaybuax Haxommuamch 42 m3o-
asara 9 BMPYCOB. 3apaykeHHble KJAyOHM ObliM eXerogHo Bbica)keHbl B Mnoje Mof
M30JATOPaMyM M3 HE/JIOHOBON CeTKHM, a BbIpocumste M3 KaybGHefi pacTeHMAa cucTeMa-
THYEeCKM ONPBLICKMBaJIMCh MHCeKTMUMAamMu. He ycranosBneno, urobel pacTywme mnoa
M30JIATOPaMM DacTeHMA TOABEPraMchb cay4vasfiHon uHpexumn. Koanexuma B amocdpmu-
JmM3aTax OXBaThbIBasa 28 M30JATOB 9 BUPYCOB. JlModuaM3oBaHHLIN COK, MNOMYuEeHHBI
M3 MOPaxeHHbIX PacTeHMi, XPAaHWJICA B CTEKJAHHLIX aMIyJax npu Tesmieparype
+3°C. Bce xpaHuMble B JMOMMIM3ATOPaX BMPYChbl COXPaHMAM nueKUMOHHOCTL 10

MeHbllIe/1 Mepe B TedyeHMe HEeCKOJbKMX MeCALeB, a 3 M3 HMX — B TeyeHue CBbIUe
3 aer.

Stanistawa Skrzeczkowska, Anna Kowalska

PRESERVATION OF POTATO VIRUS COLLECTION
IN POTATO TUBERS AND FREEZE-DRIED SAP

Summary

A method for preservation of potato viruses and their strains in potato tubers
and freeze-dried sap was described. The collection in tubers comprised 42 isolates
of nine viruses. The infected tubers were planted every year on experimental plots
under nylon-netting isolators, and the plants obtained were systematically sprayed
with insecticides. Accidental infection of plants growing under the isolators was
observed in no case. The collection in freeze-dried sap included 28 isolates of nine
viruses. The freeze-dried sap obtained from the infected plants was stored in glass
ampoules at +3°C. All viruses stored in the freeze-dried sap retained infectivity
for at least several months, and three of them — for more than 3 years,



