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Ą naliza stanu zagrożenia poszczególnymi wirusami ziemniaka w Polsce wskazuje na co-
ćataz większe znaczęnię wirusa M ziemniaka {Potato virus M, PVM). Uprawa odmian o
niskiej odporności na ten wirus nastręcza wiele trudności w produkcji nasiennej (Kostiw, Ro-
bak 2010). Na rynku brakuje form z wysokim poziomem odporności na PVM. Wirus ten wy-
stępuje we wszystkich Ęonach uprawy ziemniaka, a|e znaczeńe ekonomiczle ma głównie w
Europie Wschodniej i Południowo-Wschodniej. StraĘ plonu bulw powodowane przez PYM
mogą łvynosić średnio 30%o, a w skrajnych przypadkach nawet 75% (Kostiw 20l l). W pol-
skiej hodowli odpornościowej w celu uryskania form z podwyższonąodpornościąna wirus M
wykorrysĘe się geny Rm i Gm 1Świezrynsn i in. 1981). Gen łm pochodzi z dzikiego diplo-
idalnego gatunku Solanum megistacrolobum i warunkuje odporność miązartąz reakcją nad-
wrażliwości, która ujawnia się jedynie w obecności doĘd niepoznanych doda&ołvych czyn-
ników genetycznych (Miętkiewska 1999).

Z gafuŃu S. gourlayi pochodzi gen Gm, który waruŃuje wysoką odporność na infekcję
wynikającą z ograniczonego namnazania i przemieszcrańa się wirusa (Waś i in. 1980). Od-
porność ta jest ńęzależma od szczepu PVM i przejawia się w szerokim zakresie temperatur. W
formach rodzicielskich tworzonych w oddziale IHAR-PIB w Młochowie odporność na PVM
warunkowana jest m.in. genem Gm, ajej zródłem rv materiałach di- i tetrap}oidalnych był
klon diploidaĘ DW 84-1457.,

W celu o eny fenotypowej odporności na wirus M ziemniaka zvłiryanej z obecnością ge-
nów Rm i Gm stosuje się w Młochowie powszechnie dńe metody oceny: inokulację mecha-
niczną i inokulację poprz z szczepienie {$/asilewicz-Flis 2001). Cotaz częściej w badaniach
nad wykrywaniem wirusów ziemniaka wykorrystuje się techniki molekularne: PCR lub RT-
PCR (Singb, Nie 2003; Lorenzen i in. 2006; Belinda i in. 2012) lub RT-PCR w czasie rze-
crywistym oraz ilościowy PCR (Agindotan i in. żOa7, Mortimer-Jones i in. 2009). ProtokoĘ
Real-Time RT-PCR sąobecnie standaryzowane dlą różnych wirusów ziemniaka w kilku mię-
dzynarodowych laboratoriach @oońam i in. 2000, Agindotan i in. 2007, Singh i in. 2012).
Wielu baóacry stwierdza, że wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu techniki Real-Time RT-
PCR są bardziej wiarygodne i dokładne, niz wyniki uzyskiwane ptzy z,xtasowaniu testów
ELISA.
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Celem niniejszej pracy było opracowanie metodyki i rrarunków reakcji Real -Time RT-
PCR dla wirusa M ziemniaka.

Do ustalenia metodyki oceny zawartości wirusa PVM metodą Real-Time RT-PCR wy§;-
powano 5 rodów 4x orazwr§rzec odpomy (odmiana Gustaw). Rody wysadzano w szklami dc
doniczek i w fazie 3-4 liści zŃużnno je mechanicznie (szszep Mssu). Z każdego geno§łpu
zaktigna po l0 roślin i stosowano 2 kontrolę. Następnie rośliny przenoszono do kamer z kon_
trolowaną temperaturą QO i ż4"C). Po 4 tygodniach od zakażenia pobierano próbki liści
ziemniaka" zamrłżanaje w -80"C, a następnie izolowano z nich RNA. Wirusowe RNA izo-
lowano za pomocą zestawu Total RNA Mini (A&A Biotechnology), RNA eluowano pr4,
rrżyciu jałowej wody wolnej od RNAz. W celu doczyszczenia uzyskanego RNA ze śladórł,
DNA genomowego wyizolowane RNA oczyszczarlo zapomocązestawu Clean-up RNA Cę*_
centrator (A&A Biotechnology), RNA po oczyszczeniu eluowaąo jałową woą wolną cł*
RNAz. Odwrofirą transkrypcję wykonano za pomocą zestawu TranScriba (A&A Biotech**_
logy), z W cięm startera dN-heksamer.

W'celu porównania ilości wirusowego RNA w badanych próbach przeprowadzano reakcle
Real-Time PCR, amplifikując frąment cDNA uryskany na bazie RNA wirusa PVM, a tekłę
fragmeŃ cDNA dla genu referencyjnego (18SrRNA). Na etapie projektowania eksperymec:*-
wybrano cńery geny referencyjne ziemniaka (cox, 18SrRNA, lflct, L2). Po przeprowadzeri.,
reakcji Ręal-Time PCR i anńizię uryskanych wyników jako gen referencyjny w3,brewł
18SrRNA - uzyskane §ygnały w Real-Time PCR (wartości Ct) byĘ najbmdziej zblizone-&,
siebie. Uzyskane wyniki vłvkazały duże nóinńcowanie zawartości wirusa ful ziemniaka w

liściach. Zalryar"tość wirusa M w roślinie w durym stopniu z-alężała od genoĘpu i rodze,-
temperafury, w której inkubowano zakażanę rośliny.
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TERMOTERAPIA - §KUTECZNOŚC METODY
W IIWALNIANIU ROŚLIN OD \ilIRUSA S ZIEMMAKA
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/^thoroby wirusowe ziernniaka powodują degenerację plantacji nasiennych i wpływają na
\-.m:erczrte straĘ plonu. Największe zagrożetie stanowi wirus Y ziemniaka, który moze
powodować spadek plonu nawet o 50% (Chrzanowska 2000). Z kolei wirus S i M, które łatwo
się rozprzestrzeniają mogą powodować straty nawet 30% (Kostiw 2013). Infekcje wirusowe
są poważnym zagrożeniem dla hodowli ziernniaką gdyz ich koncentracja wzrasta w
kolejnych pokoleniach bulw w wyniku ranwtażartia wegetatywnego, a także dlatego, ze są
odporne na działanie zabiegów chemicznycb. Dlatego teżtakważna jest eliminacja wirusów z
zainfekowanych roślin ziemniaka (Faccioli 200 1 ).

MATERIAŁY I METODY

Termoterapia. Bulwy bzech odmian: Birte, Paroli i Soraya porazone wirusem § ziemniaka
wysadzono do doniczek z substratem torfowym i po wschodach umiesz§zonro w fitotronie.
Przęz 4-6 tygodni rośliny bvł poddawane działaniu wysokiej ternperatury: 37/33'C
(dzie#noc), z zachowaniem 16-godzinnego fotoperiodu. W 5. tygodaiu trwania termoterapii
pobrano z roślin pąki Ętowe i wyizolowafLo z nich merystemy. Z kuńego genotypu
rnerystemy izolowało 3 wykonawców (czynnik osobowy) i wyizolowano średnio po l00
rnerystemów. Z p{<ów kątowych izolowano merystemy wielkości a,ż-0,4 film, a następnie
umieszczano je pojedynczo w probówkach na porywce MS (Murashige, Skoog 1962>
zestalonej agarem (a,4Yo), z dodatkiem kinetyny 0,04 mg/l i kwasu giberelinowego (GA3) 0,1
mgll. Prowadzono sukcesywne obserwacje wyszczepionych merystemów, usuwając
ewęnfualne zakażęńa grzrybowo-bakteryjne. W miarę wzrostu i rozwoju merystemy
ptzęszczępiano na świeĘpożywkę aż do uzyskania roślin in vitro.
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