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tébwnym zatozeniem utworzenia i pro-

wadzenia Banku Gendw ziemniaka w

Boninie byto i jest gromadzenie oraz
utrzymywanie zasobdw ziemniaka in vitro w
stanie zywym i wolnym od patogenéw. Za-
soby genowe in vitro sa m.in. wykorzystywa-
ne w hodowli zachowawczej, dostarczajac
materiat umozliwiajacy poprawe zdrowotno-
$ci sadzeniakéw oraz skrécenie cyklu pro-
dukcji polowej w celu uzyskania odpowied-

niej ilodci materiatu w pierwszym etapie pro-
dukcji nasiennej. Zasoby te stanowig takze
materiat genetyczny dla reaktywowania od-
mian, ktore znalazty sie w kregu zaintereso-
wania odbiorcéw (np. stare polskie odmiany
dla gospodarstw ekologicznych). Istotne
znaczenie ma roéwniez wykorzystanie zaso-
béw in vitro ziemniaka w pracach badaw-
czych, m.in. w badaniach genetycznych,
biochemicznych i fizjologicznych.
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Do uwalniania roslin od uporczywych pa-
togendéw stosuje sie hodowle merystemow
wierzchotkowych pedéw w potaczeniu z in-
nymi metodami zwalczania wiruséw roslin-
nych, tj. termoterapig, chemioterapia, kriote-
rapig, a niekiedy i elektroterapig (Zenkteler
2001). Termoterapia to traktowanie roslin
podwyzszong temperaturg (32-40°C) przez
kilka dni do kilku miesiecy, natomiast kriote-
rapia (rzadziej stosowana) — gtebokie za-
mrazanie (w cieklym azocie) fragmentéw
roslin. W chemioterapii stosuje sie analogi
metabolitow roslinnych, ktére zakitdcajg cykl
rozwojowy wiruséw, co utatwia uwalnianie
roslin od patogendéw. W elektroterapii wyko-
rzystuje sie do leczenia choréb wirusowych
impulsy pola elektrycznego (metoda opaten-
towana na Kubie).

Celem pracy jest ukazanie zagadnien
zwigzanych ze zdrowotnoscig zasobow ge-
nowych ziemniaka zgromadzonych w Banku
in vitro.

Uwalnianie roslin ziemniaka
od patogenow z zastosowaniem
kultur in vitro
Przed umieszczeniem genotypu w Banku
Gendéw materiat przechodzi terapie ,uzdra-
wiajacqg”, a nastepnie testy potwierdzajgce
jego zdrowotnos¢ (fot. 1). Pierwszym etapem
jest kontrola obecnosci bakterii bakteriozy
pierscieniowej (Clavibacter michiganensis
ssp. sepedonicus, Cms) i sluzaka (Ralstonia
solanacea, Rsol) w bulwach. Czes¢ stolono-
wa bulwy jest przekazywana do Pracowni
Choréb i Szkodnikéw Kwarantannowych
Ziemniaka w oddziale IHAR-PIB w Bydgosz-
czy i badana metoda posredniej immunoflu-
orescencji z zastosowaniem przeciwciat poli-
klonalnych (Cms, Rsol) i monoklonalnych
(Cms). Wolne od bakterii bulwy sg wysadza-
ne do pojemnikoéw z substratem torfowym.
Bezposrednio po wschodach rosliny
ziemniaka sg poddawane termoterapii, tj.
umieszczane w specjalnie skonstruowanej
szafie utrzymujacej odpowiednig temperatu-
re i wilgotnos¢ (fot. 2). Przez 4 do 8 tygodni
rosliny doswietla sie Swiattem jarzeniowym o
natezeniu ok. 4500 Ix, w cyklu dziefn/noc
16/8 h i temperaturze odpowiednio 37/33°C.
W 3. tygodniu wzrostu z kazdego genotypu
sg pobierane proby lisci do testéw na obec-
nos¢ wiroidu wrzecionowatosci bulw ziem-

niaka (PSTVd) za pomoca elektroforezy
ewentualnie testu PCR (reakcja tancuchowa
polimerazy). W zaleznosci od kondycji roslin
poddanych termoterapii po 4 lub 8 tygo-
dniach z roslin pobierane sg paki wierzchot-
kowe i boczne. Odkazone chloraming

wierzchotki umieszcza sie w kropli sterylnej
wody na ptytce Petriego, a nastepnie pod
mikro-skopem, za pomoca igty preparacyjnej
i skalpela, izoluje sie merystemy wielkosci
0,1-1,0 mm.

Fot. 1. Schemat prac nad uwalnianiem roslin
ziemniaka od patogendw za pomocaq
kulturin vitro (fot. D. Sekrecka)

Fot. 2. Termoterapia roslin ziemniaka
(fot. D. Sekrecka)

Uzyskanie roslin z merystemow wierz-
chotkowych, zbudowanych z tkanki twérczej,
pierwotnej, odpowiedzialnej za wzrost i réz-
nicowanie organdéw umozliwiajg Kkultury in
vitro. Merystemy sg umieszczane pojedyn-
czo w probowkach na pozywce Murashige-
-Skooga (1962) zestalonej agarem. Pojem-
niki z merystemami przebywajg w fitotronie
hodowlanym nawet do 6 miesiecy (tempera-
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tura 16-20°C, dobowy cykl dzien/noc 16 /8 h,
natezenie swiatta ok. 3000 Ix). Proces rege-
neracji jest dtugotrwaly i pierwsze rosliny in
vitro uzyskujemy po 2-6 miesigcach. Duze
znaczenie ma precyzyjne ciecie eksplanta-
tow oraz umieszczenie ich na pozywce w
taki sposéb, aby powierzchnia ciecia przyle-
gata do pozywki.

Aby unikng¢ zwiedniecia wrazliwych na
wysychanie tkanek merystematycznych, za-
leca sie ich szybki transfer na pozywke. W
przypadku uszkodzenia tkanki niewtasciwym
cieciem lub zbyt péznym umieszczeniem
merystemu na pozywce moze dojs¢ do
obumarcia merysteméw. Uszkodzenie mery-
stemu powoduje nadmierny wzrost korzeni,
przy stabym wydtuzaniu sie pedu, lub two-

rzenie sie kallusa zamiast regeneracji pedu.
Bardzo niekorzystne jest pozostawienie zbyt
duzego fragmentu merystematycznych tka-
nek pedu, gdyz zmniejsza to szanse na eli-
minacje patogendéw bakteryjnych i wiruso-
wych.

W latach 2008-2013 przeprowadzono ba-
dania nad wptywem termoterapii i wielkosci
izolowanych merysteméw na zdrowotnosc
genotypow. Wyniki wykazaty (dane niepubl.),
ze fatwiej uzyskac rosliny z merysteméw
wiekszych, majacych wiekszg liczbe zawigz-
kow lisci (2-4), niz z matych (tylko koputa
merystematyczna). Z drugiej strony jednak, z
wiekszych eksplantatow trudniej uzyskaé
rosliny wolne od wirusow (tab. 1).

Tabela 1

Wptyw wielkosci izolowanych merystemoéw na liczbe
uzyskanych roslin in vitro ziemniaka i ich zdrowotnos¢ (srednia z lat 2009-2013)

Liczba kultur zbadanych
Wielkosé Liczba merystemow na obecnos¢ wiruséw testem
merystemow ELISA
wyizolowanych | rozwijajacych sie | ogétem | wolne | porazone

| — koputa 450 105/23% 50 | 3570% | 15
merystematyczna
I —koputa = 450 210/47% 50 | 24/48% | 26
+ zawigzki 2 lisci
Il - Koputa ~ 450 323/72% 50 | 11/22% | 39
+ zawigzki 4 lisci

Zrédto: badania wiasne

Na podstawie wykonanych badan mozna
stwierdzi¢, ze mate merystemy izolowane z
pakoéw katowych i szczytowych roslin pod-
danych termoterapii dajg najwieksze szanse
na uzyskanie zdrowych roslin  (70%
zdrowych kultur). Izolowanie merysteméw z
zawigzkami 2 lub 4 lisci jest zalecane jedynie
w przypadku wprowadzania do banku zdro-
wego i sprawdzonego testem genotypu.
Najwigksze trudnosci z odwirusowaniem
sprawia wirus S ziemniaka, najczesciej
stwierdzany w badanych kulturach. Ponowna
termoterapia (roslin w warunkach in vitro)
i/lub ewentualne zastosowanie chemioterapii
i ponowna izolacja merystemdw pozwalajg
na uzyskanie zdrowych kultur.

Kontrola zdrowotnosci roslin
pochodzacych z Banku

Przystgpienie Polski do Unii Europejskiej na
zasadach réwnosci, jednakowych praw i
obowigzkow pozwala polskim producentom
rolnym oraz handlowcom na swobodny obrét
materiatem roslinnym w obrebie wszystkich
krajow rozszerzonej Wspdlnoty (http:/piorin.
gov.pl. GI-WNF 2012). Panstwowa Inspekcja
Ochrony Roslin i Nasiennictwa sprawuje
kontrole i nadzo6r fitosanitarny nad produkcjg
roslinng i obrotem materiatem ro$linnym, ze
szczegblnym naciskiem na miejsce produkciji
lub wytwarzania materiatu rozmnozeniowe-
go. Potwierdzeniem zdrowotnosci materiatu,
a szczegdblnie uwolnienia od organizmow
kwarantannowych, jest zaopatrzenie go w
paszport roslin.
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Paszport roslin jest wymagany podczas
przemieszczania sie materiatu roslinnego
zarbwno w obrebie danego kraju, jak i do
innych panstw cztonkowskich UE (http://
piorin.gov.pl. PIORIN 2012). W tym celu ma-
teriat genetyczny zgromadzony w Banku
Gendw Ziemniaka in vitro przechodzi wiele
kontroli zdrowotnosci: wstepng — badanie
pod katem wystepowania bakteriozy pier-
scieniowej ziemniaka (Cms) i $luzaka (Rsol)
oraz kolejne — na obecnosé¢ wiruséw. Do
wykrywania wirusOw stuzy enzymatyczny
test ELISA (ang. enzyme-linked immuno-
sorbent assay), powszechnie dzi$ stosowany
w diagnostyce choréb wirusowych. Rosliny
otrzymane z merystemow in vitro wysadza
sie do pojemnikéw z substratem torfowym i
przygotowuje do badania. W warunkach
szklarniowych ewentualne czastki wirusa
pozostajace w roslinie in vitro moga
namnozy¢ sie przed wykryciem podczas
testu ELISA, dlatego tez kazdy genotyp
przed umieszczeniem go w Banku Genow
jest co najmniej 2-5-krotnie przebadany
testem ELISA na obecnos¢ najczesciej
wystepujacych wiruséw ziemniaka (A, X, S,
M, Y i lisciozwoju).

Postep w badaniach podstawowych z
zakresu biologii molekularnej spowodowat
wzrost zainteresowania nowoczesnymi me-
todami diagnostycznymi. Technika PCR (re-
akcja tancuchowa polimerazy) zyskuje w
ostatnich latach duzg popularno$¢ ze wzgle-
du na jej czutos¢. Nie wymaga duzej ilosci
materiatu, a przeprowadzenie testu zajmuje
stosunkowo mato czasu. Jak kazda metoda
ma réwniez swoje wady. Sg to m.in. bardzo
wysoki koszt testu (ok. 500 zt dla 1 rosliny),
tatwos¢ kontaminaciji prébek oraz zdarzajace
sie problemy z powtarzalnoscig wynikow.
Zbytnia czutos¢ testow moze byc¢ réwniez
przyczyng niewtasciwej interpretacji wynikéw

badan, ze wzgledu na mozliwos¢ wystapie-
nia fatszywie pozytywnych wynikéw, a w
konsekwencji nieuzasadnionej dyskwalifika-
cji materiatlu rozmnozeniowego (Lojkowska
2001; kojkowska, Sledz 2012).

Jesienig 2013 r. czes¢ genotypow podda-
no, pomimo wysokich kosztéw, badaniom na
wirusy technikg PCR. Badania wykonane w
Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Bio-
chemii potwierdzity w 100% ich zdrowotnosé.
Obecnie, wtasnie ze wzgledu na bardzo wy-
sokie koszty, testy oparte na PCR nie moga
by¢ wprowadzone do powszechnej diagno-
styki materiatobw w Banku Gendw in vitro. Od
2003 r., w zwigzku z wprowadzeniem do
praktyki ,Specjalnego programu dziatan w
zakresie zwalczania bakteriozy pierscienio-
wej ziemniaka (Clavibacter michiganesis
ssp. sepedonicus)’, wszystkie genotypy po-
bierane z Banku Genéw przed przekazaniem
na zewnatrz sa poddawane dodatkowym
badaniom w Centralnym Laboratorium GIO-
RiN w Toruniu. Wystawienie paszportu dla
przygotowanego materiatu rozmnozeniowe-
go jest potwierdzeniem jego zdrowotnosci.
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