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townym zalozeniem utworzenia i prowadzenia Banku Genéw ziemniaka w Boninie bylo

gromadzenie i utrzymywanie zasobow ziemniaka in vitro w stanie zywym 1 wolnym od
patogendéw, w tym od wirusow. Wirusy stanowig duze zagrozenie dla hodowli ziemniaka,
gdyz liczba chorych ro$lin wzrasta w kolejnych pokoleniach bulw w wyniku rozmnazania
wegetatywnego. Dlatego wazna jest eliminacja wiruséw z zainfekowanych roslin ziemniaka
(Faccioli 2001) i utrzymanie zdrowego materiatu w kulturach in vitro. Do uzyskania zdrowe-
go materialu wyjsciowego wykorzystuje si¢ hodowle merystemow wierzchotkowych pedow
polaczong z termoterapia oraz chemioterapie jednoweztowych fragmentéw roélin in vitro po-
razonych wirusami.

Termoterapia

Termoterapia polega na dlugotrwalym traktowaniu podwyzszona temperaturg (35-45°C)
roslin lub eksplantatow (Malepszy 2001). Przez 4 do 8 tygodni rosliny doswietla sie $wiattem
jarzeniowym o natezeniu ok. 4500 1x, w cyklu dzien/noc 16/8. W zaleznosci od kondycji
roslin poddanych termoterapii po 4 lub 8 tygodniach z roslin pobierane sg paki
wierzcholkowe i boczne, z ktérych nastepnie izoluje sie merystemy. Merystemy umieszczane
sa pojedynczo w probéwkach na podlozu MS (Murashige, Skoog) zestalonej agarem (0,3%),
z dodatkiem Kkinetyny (0,04 mg/l) i kwasu giberylinowego (0,1mg/l). Pojemniki z
merystemami przebywajg w fitotronie hodowlanym nawet do 6 miesiecy (16 godzin na
swietle 8 W-m?* w temp. 22°C oraz 8 godz. w ciemnosci w temp. 20°C). Proces regeneracji
Jest dlugotrwaly i pierwsze rosliny in vitro uzyskuje sie po 2-6 miesigcach.

W naszych badaniach z odmiany Leonata porazonej wirusem S (PVS), poddanej termote-
rapii, wyizolowano 130 merysteméw. Paki katowe zostaly podzielone miedzy dwoch
wykonawcéw. Procent otrzymanych roslin in vitro. w tym roélin uwolnionych od wirusa, jaki
uzyskano z wyizolowanych merysteméw, byl zalezny m.in. od wykonawcy 1 wielkosci
wyizolowanego merystemu. W zaleznosci od wykonawcey uzyskano od 16,2 do 8% roslin
wolnych od wirusa S ziemniaka (tab. 1).

Tabela 1
Procent roélin in vitro uzyskanych z merysteméw w zaleznosci od wirusa i wykonawey
Liczba
Liczba Liczba uwolnionych
Odmiana | Wykonawca | wyizolowanych uzyskanych % od wirusa %
merystemow roslin in vitro roslin in
vitro
Leonata 1 80 46 37.5 13 16,2
(PVS) 2 50 19 38 4 8
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Chemioterapia

Chemioterapia polega na dodaniu antymetabolitéw do pozywki, na ktorej prowadzi sie¢ kultu-
ry merystemow lub fragmentéw jednowegzlowych. Antymetabolity stosowane w chemioterapii
sq to analogi nukleotydéw, o wysokiej aktywnosci przeciwwirusowej, wlaczajace si¢ w
metabolizm wiruséw i wywolujace zmiany w kodzie genetycznym, hamujgc tym samym ich
namnazanie (Malepszy 2001). Najczesciej stosowanymi chemioterapeutykami sa: rybawiryna,
tiouracyl i zieleni malachitowa.

W naszych badaniach jako chemioterapeutyk zastosowano rybawiryne — syntetyczny
analog nukleozydy purynowej. Rosliny in vitro 2 odmian, tj. Linzer Starke i Eugenia, u kto-
rych testem DAS ELISA stwierdzono wysokie porazenie PVS, poddano dziataniu rybawiryny
w stezeniach: 30, 40 i 50 mg/l pozywki. Jednoweztowe fragmenty roslin in vitro umieszczono
pojedynczo w probdéwkach zawierajacych 2-3 ml pozywki MS (Murashige, Skoog) zestalonej
agarem (0,4%) z dodatkiem rybawiryny. Pozywke MS z pH ustalonym na poziomie 5.8
poddano sterylizacji w autoklawie z zachowaniem parametrow procesu, t. temp. 121°C,
cisnienie 0,2 MPa i czas 15 minut. Do sterylnej pozywki, za pomoca filtrow strzykawkowych,
pod komora laminarng, dodano ustalone dawki rybawiryny. Kontrole stanowily fragmenty
roslin wyszczepione na pozywke bez dodatku antymetabolitu.

Wszystkie kultury in vitro utrzymywano w fitotronie z zachowaniem fotoperiodu 16 godz

dziefn w temp. 22°C, o$wietleniu 8 W-m?i 8 godz noc w ciemnosci w temp. 20°C przez okres
3-4 tygodni. Co 7 dni analizowano wzrost i rozwéj roslin in vitro, tzn. stopiefi ukorzenienia,
wysokos¢ roélin, ulistnienie i wspélczynnik rozmnozenia (liczba miedzywezli). W 4. tygodniu
z kazdej kombinacji wysadzono rosliny w szklarni do doniczek z substratem torfowym. Po
kolejnych 3-4 tygodniach wyroste sadzonki przebadano testem DAS ELISA na obecnosé
wiruséw. Doswiadczenie wykonano w czterech powtérzeniach.
Rybawiryna dodana do podloza w dawce 30 i 40 mg/l nieznacznie obnizyla poziom
ekstynkcji wirusa S. Jednoczes$nie jej fitotoksyczne dzialanie na rozwoj roslin in vitro bylo
wprost proporcjonalne do stezenia. Dawka 50 mg/l miala negatywny wplyw na wzrost i
rozwoj roslin in vitro (silne fitotoksyczne dziatanie), rosliny byly znacznie stabsze od roslin
kontrolnych i nie korzenily si¢, wiec nie uzyskano z nich materiahu do testu DAS ELISA.

WNIOSKI

1. Na uzyskanie roslin wolnych od PVS po zastosowaniu termoterapii i izolacji merystemow

duzy wplyw ma czynnik osobowy, na co sklada si¢ precyzja i wielkosé izolowamego
merystemu.

2. Rybawiryna dodana do pozywki nieznacznie zmniejsza koncentracie PVS wprost
proporcjonalnie do stezenia.

3. Dodanie do podioza dawki 50 mg/l rybawiryny dziala fitotoksycznie na wyszczepione
eksplantaty.
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