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Streszczenie

W latach 2014-2015 prowadzono badania nad uwalnianiem roslin ziemniaka od wiruséw przy zasto-
sowaniu dwdéch metod: termoterapii potgczonej z izolacjg merystemow i chemioterapii. Procent roslin
uzyskanych z wyizolowanych merystemow zwigkszat sie w zaleznoSci od terminu izolowania i byt
znacznie wyzszy w okresie korzystnym dla wzrostu i rozwoju roslin, tji. od maja do sierpnia. Wykazano
istotne réznice miedzy terminami izolowania i brak istotnych réznic pomiedzy genotypami. Rybawiryna
(RBV) dodana do pozywki w dawce 20 mg/l w 100% uzdrowita wyszczepione eksplantaty badanego
genotypu porazonego wirusem S, ale rbwnoczes$nie miata negatywny wptyw na wzrost i rozwdj ro$lin
in vitro. Nizsze dawki rybawiryny (10 i 15 mg/l) w 60-80% uwolnity badany genotyp od wirusa S i nie
miaty tak negatywnego wpltywu na wzrost i rozwéj roslin in vitro. Zielerr malachitowa (ZM) dodana do
pozywki w réznych dawkach nie miata wplywu na eliminacje wirusa S z badanej odmiany. Analiza
wariancji danych dla ro$lin in vitro porazonych wirusem S wykazata istotne réznice w zaleznosci od
zastosowanych antymetabolitéw oraz ich dawek. W eliminacji wirusa M zastosowanie rybawiryny jak i
zieleni malachitowej nie miato wptywu na obnizenie ekstynkcji i nie wyeliminowato patogenu z bada-
nego genotypu.
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wolnione od patogenéw, w tym wiru-
sOw, genotypy ziemniaka sg wprowa-
dzane do Banku Genéw in vitro. Do-
pracowanie metod eliminacji wiruséw ziem-
niaka, szczegdlnie S i M, z odmian groma-
dzonych w Banku to gtéwny cel prowadzo-
nych prac. Termoterapia potaczona z izola-
cja merystemow wierzchotkowych oraz che-
mioterapia umozliwia uzyskanie wolnych od
wiruséw roslin z porazonych genotypow
ziemniaka. Termoterapia moze by¢ zasto-
sowana na etapie roslin matek, tj. przed izo-
lacja merystemow, lub na rosliny z hodowli in
vitro. Pierwszy wariant jest mniej szkodliwy,
gdyz roéliny sg silniejsze i bardziej odporne
na dziatanie wysokich temperatur (33-37°C).
Chemioterapia moze by¢ aplikowana po-
dobnie. Antymetabolity mogg by¢ stosowane
do podlewania lub opryskiwania roslin matek
albo by¢ dodatkiem do pozywki w hodowli in
vitro. Najczesciej stosowanym antymetaboli-
tem w chemioterapii jest syntetyczny analog
nukleozydy purynowej — rybawiryna (= Vira-
zole). Zalecana dawka to 10-50 mg/I pozywki
(Faccioli 2001). Dziatanie jej polega m.in. na
hamowaniu replikacji RNA i DNA niekorych
wiruséw, co w konsekwencji moze uwolnié
rosline od wirusa. Podobnie zielen malachi-
towa jest zalecana m.in. do diagnostyki in
vitro, ale wedtug niektérych badaczy (Norris
1954; Vasti 1973; Oshiman, Livingston 1961)
moze by¢ stosowana jako chemioterapeutyk
w chorobach wirusowych roslin. Przy ustala-
niu dawek antymetabolitow nalezy wzig¢ pod
uwage ich dziatanie fitotoksyczne na rosliny,
ktére moze powodowa¢ m.in. wydluzenie
czasu hodowli, a niekiedy smieré merystemu
lub ro$lin in vitro.

Materiaty i metody

Termoterapia. Bulwy dwéch odmian — Ko-
rona i Tetyda — od stycznia do listopada (10
cykli) wysadzano do doniczek z substratem
torfowym i po wschodach umieszczano w
fitotronie w temperaturze 37/33°C
(dzier/noc), przy oswietleniu ok. 10 W.m?, z
zachowaniem 16-godzinnego fotoperiodu
(fot. 1). W 5. tygodniu trwania termoterapii
pobierano czes¢ pakéw katowych i izolowa-
no merystemy. Z kazdego genotypu wyizo-
lowano po 100 merystemow. Przed izolacjg
materiat roslinny sterylizowano w 70-proc.
etanolu przez 20 sekund, a nastepnie w 1,5-

-proc. roztworze chloraminy przez 15 min i 4-
-krotnie ptukano w sterylnej wodzie destylo-
wanej.

Fot. 1. Termoterapia roslin ziemniaka w fitotronie
(fot. D. Sekrecka)

Z pakow wierzchotkowych i bocznych izo-
lowano merystemy wielkosci ok. 0,3 mm i
umieszczano je w zestalonej agarem (0,6%)
pozywce MS (Murashige, Skoog 1962) z
dodatkiem 0,04 mg/l kinetyny i 0,1 mg/l kwa-
su giberelinowego GA; (MS2) lub bez tych
dodatkéw (MS1). Co 7 dni prowadzono ob-
serwacje wyszczepionych merystemow i
oceniano ich tempo wzrostu. Probowki z
merystemami utrzymywano w fitotronie w
optymalnych warunkach dla ich wzrostu i
rozwoiju, tj. 16 godzin na swietle w tempera-
turze 22°C i 8 godzin w ciemnosci w tempe-
raturze 20°C. Dla stymulacji kietkujgce me-
rystemy sukcesywnie przeszczepiano na
Swiezg pozywke.

Chemioterapia. Rosliny in vitro 2 genoty-
pow: Linzer Starke (porazony wirusem S
ziemniaka >2,000) i TE-1 (wirus M ziemnia-
ka — 0,918) poddano dziataniu antymetaboli-
téw. Jednoweztowe fragmenty roslin in vitro
umieszczano pojedynczo w probowkach
zawierajgcych 2-3 ml pozywki MS z dodat-
kiem witamin, sacharozy i agaru. Odczyn pH
pozywki ustalono na poziomie 5,8. Podtoze
wyjatawiano w autoklawie z zachowaniem
parametrow procesu sterylizacji (temperatu-
ra 121°C, ci$nienie 0,2 MPa i czas 15 min).
Do sterylnej pozywki za pomocg filtréw
strzykawkowych dodano ustalone dawki ry-
bawiryny (RBV) — 10, 15 i 20 mg/l i zieleni
malachitowej (ZM) - 0,02, 0,03 i 0,04 mgl/l.
Obiekt kontrolny stanowita pozywka bez do-
datku antymetabolitow.
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Wszystkie kultury in vitro prowadzono w
fitotronie w temperaturze 22-20°C, przy 16-
-godzinnym dniu i oéwietleniu ok. 8 W.m?
przez okres 4-5 tygodni. Co 7 dni analizowa-
no wzrost i rozwéj roslin in vitro, tj. stopien
ukorzenienia, wysokosc¢ roslin, ulistnienie
oraz wspotczynnik rozmnazania. W 5. tygo-
dniu z kazdej kombinacji wysadzano po 10
roslin w szklarni do doniczek z substratem
torfowym. Po kolejnych 4 tygodniach rosliny
badano testem DAS ELISA na obecnos¢
wirusow.

Doswiadczenie wykonano w pieciu powto-
rzeniach. Uzyskane wyniki badanh opracowa-
no statystycznie za pomocg analizy warian-

cji. Istotnos¢ roznic oceniono testem Tukeya
przy p = 0,05.

Whyniki i dyskusja

W cyklach [-X z roslin odmian Korona i Te-
tyda poddanych termoterapii izolowano po
ok. 100 merystemow. Procent roslin uzyska-
nych z wyizolowanych merysteméw zwiek-
szat sie w zaleznosci od terminu izolowania i
byt znacznie wyzszy w okresie korzystnym
dla wzrostu i rozwoju roslin tj. od maja do
sierpnia. Te same genotypy, z ktérych izoluje
sie merystemy w styczniu lub lutym, dajg
zdecydowanie nizszy procent roslin in vitro
(tab. 1).

Tabela 1

Procent roslin in vitro uzyskanych z merystemoéw poddanych termoterapii
w zaleznosci od terminu izolowania (styczen-wrzesien)

Genotyp | | Il 1] v V VI Vil VI IX Srednia
Korona | 0,85|4,69 | 7,44 |10,13| 18,0 | 20,0 | 28,0* | 32,0* | 35,0* | 17,35
Tetyda |2,84|3,75|6,12 | 9,46 | 12,0 | 22,0 | 26,0* | 28,0 | 41,0 | 16,80
Srednia | 1,85 | 4,22 | 6,78 | 9,80 | 15,0 | 21,0 | 27,0* | 30,0* | 38,0 | 17,07

* kietkujace merystemy

Dodatek kinetyny (0,04 mg/l) i kwasu gi-
berelinowego GA; (0,1 mg/l) do pozywki
MS2, na ktéra wyktadano merystemy, nie
miat istotnego wptywu na ich wzrost i rozwo;.
Podobnie rosty merystemy na pozywce MS1
(bez tych dodatkdéw). W zwigzku z tym nale-
zy zrezygnowa¢ z dodawania do pozywek
dodatkowych substancji wzrostowych, po-
niewaz moga one mie¢ wptyw na wystgpie-
nie niepozadanych mutacji.

Pierwsze rosliny in vitro z merysteméw
uzyskano na przetomie czerwca i lipca (po 5
miesigcach). Z matych merysteméw (maks. z
2 zawigzkami), a takie sg izolowane z roslin
porazonych wirusami, tylko ok. 20% moze
przezy¢. Uzyskanie zdrowych roslin jest

jeszcze trudniejsze i wynosi ok. 10% (w za-
leznosci od wirusa).

Analiza wariancji danych z doswiadczenia
dwuczynnikowego, bezpowtorzeniowego,
wykazata istotne roznice miedzy terminami
izolowania w tescie Tukeya (p = 0,05), brak
natomiast istotnych réznic pomiedzy bada-
nymi genotypami (rys. 1). Termoterapia ro-
slin powinna by¢ wiec przeprowadzona na
przetomie wiosny i lata, tj. w okresie korzyst-
nym dla wzrostu roslin. W czasie przypada-
jacym na naturalng wegetacje roslin ziem-
niaka (kwiecien-wrzesien) procent uzyska-
nych roslin in vitro z merystemow jest znacz-
nie wyzszy i dochodzi do 30.
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Rys. 1. Procent roslin uzyskanych w poszczegdlnych terminach izolowania
— styczen-wrzesien — odmiany Korona i Tetyda

Chemioterapia. Rybawiryna (RBV) do-
dana do pozywki w dawce 20 mg/l w 100%
uzdrowita wyszczepione eksplantaty porazo-
ne wirusem S ziemniaka, ale miata negatyw-
ny wptyw na wzrost i rozwdj roslin in vitro.
Byly one znacznie stabsze od roslin kontrol-
nych i tworzyty stabe korzenie (fot. 2). Nizsze
dawki rybawiryny (10 i 15 mg/l) w 60-80%
uwolnity badany genotyp od wirusa S i nie
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miaty tak negatywnego wptywu na wzrost i
rozwoj roslin in vitro. Dodatek do pozywki
roznych dawek zieleni malachitowej (ZM) nie
miat wptywu na eliminacje wirusa S z bada-
nego genotypu. Eksplantaty wyszczepione
na pozywke z zielenig malachitowg rosty
prawidtowo i nie wykazywaty zadnych nega-
tywnych objawéw (tab. 2, rys. 2ai 2b).

Fot. 2. Wptyw rybawiryny na wzrost i rozwoj ro$lin in vitro.
Po prawej stronie obiekt kontrolny (fot. J. Piskorz)

Tabela 2
Poziom ekstynkcji wirusa S ziemniaka w roslinach in vitro poddanych chemioterapii
Kombinacja | | seria Il seria Il seria IV seria V seria Proc_:enjc
porazenia

Kontrola 2,017 2,065 1,966 2,005 2,500 100

RBV 10 0,086 0,056 0,726 0,011 0,525 40
RBV 15 0,160 0,081 0,961 0,084 0,064 20
RBV 20 0,011 0,169+/- 0,000 0,006 0,003 0

ZM 0,02 1,447 1,714 1,898 1,495 1,655 100

ZM 0,03 1,675 1,628 1,551 1,916 1,660 100

ZM 0,04 1,664 1,822 1,929 1,851 1,682 100
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Rys. 2a. Sredni poziom ekstynkcji wirusa S ziemniaka
na skutek dziatania roznych dawek rybawiryny
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Rys. 2b. Sredni poziom ekstynkcji wirusa S ziemniaka
na skutek dziatania r6znych dawek zieleni malachitowej

W wyniku analizy wariancji danych z do-
Swiadczenia pojedynczego 2-czynnikowego
w ukfadzie réownowaznych podblokéw dla
roslin in vitro porazonych wirusem S ziem-
niaka i poddanych chemioterapii uzyskano
istotne réznice w zaleznosci od zastosowa-

nych antymetabolitow oraz ich dawek.

W eliminacji wirusa M ziemniaka zasto-
sowanie rybawiryny i zieleni malachitowej
nie miato wptywu na obnizenie jego ekstynk-
cji i nie wyeliminowato patogenu z badanego
genotypu (tab. 3, rys. 3).

Tabela 3
Poziom ekstynkcji wirusa M ziemniaka
w roslinach in vitro genotypu TE-1 poddanych chemioterapii
Kombinacja | seria Il seria Il seria IV seria | V seria Pro.cenjt
porazenia
Kontrola 0,840 0,725 0,905 0,899 0,912 100
RBV 10 0,696 0,795 0,814 0,610 0,643 100
RBV 15 0,821 0,617 0,651 0,668 0,628 100
RBV 20 0,666 0,760 0,685 0,805 0,712 100
ZM 0,02 0,644 0,665 0,602 0,660 0,765 100
ZM 0,03 0,818 0,810 0,710 0,678 0,633 100
ZM 0,04 0,497 0,614 0,748 0,845 0,862 100
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Rys. 3. Sredni poziom ekstynkcji wirusa M ziemniaka
po zastosowaniu réznych dawek rybawiryny i zieleni malachitowej

Przez lata wielu badaczy testowato rézne
substancje chemiczne, ale tylko kilka okaza-
lo sie w miare skutecznych (Faccioli 2001).
Ws$rdéd chemioterapeutykdw stosowanych w
chemioterapii roslin rybawiryna zyskata naj-
wiekszg popularnos$¢ (Zenkteler 1998). Pla-
nujac badania, musimy wzig¢ pod uwage to,
ze poziom zawartosci substancji antywiru-
sowych w pozywce musi by¢ kompromisem
pomiedzy skutecznoscig oddziatywania sub-
stancji na wirusy a jej wptywem na wzrost i
rozwdj roslin w kulturach in vitro. Zbyt wyso-
kie stezenia substancji antywirusowych mo-
ze by¢ fitotoksyczne lub hamowac regenera-
cje i wzrost kultur. W naszych badaniach
wyzsza dawka rybawiryny (20 mg/l) w 100%
uwolnita odmiane Linzer Starke od wirusa S,
ale jednoczesnie negatywnie wptyneta na
wzrost i rozwdj roslin. Nizsze dawki rybawi-
ryny oznaczajg mniejszy procent wolnych od
wirusa S roslin in vitro. Jesli chodzi o wirus
M, zadna z badanych substanciji nie poradzi-
ta sobie z jego eliminacja.

Whioski

1.Termoterapia roslin wyrostych z bulw
matek pozwala na izolacje silniejszych me-
rystemow i w rezultacie uzyskuje sie wiecej
roslin in vitro (Srednio 18%).

2. Najkorzystniejszy do przeprowadzenia
termoterapii i izolowania merysteméw jest
okres od kwietnia do wrzesnia.

3. Zastosowane dawki rybawiryny elimino-
waly wirus S ziemniaka z badanego genoty-
pu.

4. Dodanie do pozywki zieleni malachito-
wej nie miato wptywu na eliminacje wirusa S.

5. Skutecznos$¢ oddziatywania rybawiryny i
zieleni malachitowej dodanych do pozywki
na rosliny in vitro porazone wirusem M byta
bardzo niska; dodatki te nie wyeliminowaty
czgstek wirusa.
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