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TERMOTERAPIA JAKO METODA
. ELIMINOWANIA WIRUSOW S I M
Z ROSLIN ZIEMNIAKA W KULTURACH IN VITRO

THERMOTHERAPY ~- A METHQOD OF ELIMINATING S AND M VIRUSES
FROM POTATO PLANTS IN IN VITRO CULTURES

mgr inz. Dorota Michatowska, mgr inz. Oksana Olejnik
mgr inz. Katarzyna Salamonska, inz. Danuta Sekrecka
IHAR-PIB Oddziat w Boninie, e-mail: michalowska@ziemniak-bonin.pl

Streszczenie

Wirusy S i M stanowig duze zagrozenie w hodowli ziemniaka, gdyz liczba chorych roslin wzrasta w
kolejnych pokoleniach bulw w wyniku rozmnazania wegetatywnego. Termoterapia potgczona z ho-
dowlg tkanek merystematycznych to jedna z metod eliminowania wiruséw z roslin in vitro ziemniaka.
Polega ona na traktowaniu wysokg temperaturg (33-45° C) roslin lub eksplantatéw. W wyniku dziatania
podwyzszonej temperatury nastepuje aktywacja genéw wyciszajgcych wirus.

Stowa kluczowe: in vitro, merystem, termoterapia, wirusy ziemniaka, ziemniak

Abstract

Potato virus S and potato virus M both pose a significant threat in potato culture, as the number of
diseased plants increases in successive tuber generations as a result of vegetative reproduction.
Thermotherapy, combined with the cultivation of meristems, is one of the most widely used methods of
eliminating viruses from potato plants in vitro. It involves treating plants or explants with high tempera-
ture (33-450C). As a result of the increased temperature, the virus silencing genes are activated.
Keywords: in vitro, meristem, potato, potato virus, thermotherapy

Zzmiernie wazne jest usuniecie wirusow z
zainfekowanych roélin (Faccioli 2010) i
utrzymywanie zdrowego materiatu wyjscio-
wego w kulturach in vitro.

Do uwalniania roélin od wiruséw wykorzy-
stuje sig kilka technik: kulture merysteméw,
termoterapig, chemioterapie, krioterapie i
elektroterapie.

wadzenia Banku Genow Ziemniaka w

Boninie byto gromadzenie i przecho-
wywanie zasobow in vitro w stanie zywym i
wolnym od patogendéw, w tym od wirusow.
Choroby wirusowe stanowig gtéwng przy-
czyne ziej jakosci sadzeniakéw, prowadza
do degeneracji plantacji nasiennych i wply-
wajg na znaczne straty plonu. Dlatego nie-

Podstawowym celem utworzenia i pro-
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Opracowanie skutecznej metody elimino-
wania wirusa S (PVS) i M (PVM) z porazo-
nego materiatu wprowadzanego do banku
genow jest jednym z wazniejszych zadan w
ramach prac prowadzonych przez laborato-
rium kultur tkankowych w Boninie. Do uzy-
skania zdrowego materiatu wyj$ciowego
stosuje si¢ m.in. metode termoterapii pota-
czong z hodowlg tkanek merystematycz-
nych.

Termoterapia polega na dtugotrwatym
traktowaniu roélin podwyzszong temperaturg
(33-45°C), w efekcie czego miano wirusa w
roslinie spada nawet do catkowitej jego nie-
obecnosci. Zjawisko uwalniania roslin od
wiruséw za pomocg ciepta odkryte zostato w
latach 30. XX w. (Kunkel 1936).

Materiaty i metody
Bulwy dwdch odmian: Latest 16-159
porazone PVM oraz Leonata porazone PVS
wysadzono do doniczek z substratem
torfowym i po wschodach umieszczono w
komorze termoterapijnej utrzymujgcej odpo-
wiednig temperature i wilgotnosé (fot. 1 i 2).
Przez kilka tygodni (4-8) rosliny byly doswie-
tlane Swiattem jarzeniowym o natezeniu
10 W/m? z zachowaniem fotoperiodu 16
godzin dzien w temperaturze 38°C i 8 godzin
noc w temperaturze 33°C. W zaleznosci od
kondycji roslin poddanych terapii pobierane
byly paki wierzchotkowe i boczne, z ktérych
izolowano merystemy wielko$ci od 0,1 do
0,4 mm. Przed wyizolowaniem merysteméw
materiat roslinny odkazano w 70-proc. eta-
nolu przez 20 sekund, a nastepnie w 1,5-
-proc. roztworze chloraminy przez 15 minut.
Kolejna czynno$¢ to 4-krotne ptukanie
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fragmentow roslin w sterylnej destylowane;
wodzie. Odkazony materiat roslinny umie-
szczano w kropli sterylnej wody na ptytce
Petriego, a nastepnie pod mikroskopem, za
pomocy igly preparacyjnej i skalpela, izolo-
wano merystemy. Paki szczytowe i katowe
zostaly podzielone migdzy dwéch wyko-
nawcow i uzyskano 233 merystemy.

Co 7 dni prowadzono obserwacje wy-
szczepionych merystemow, usuwajgc ewen-
tuaine zakazenia grzybowo-bakteryjne, i
oceniano ich tempo wzrostu. Probowki z
merystemami utrzymywano w fitotronie w
optymalnych dla ich rozwoju warunkach, t.
16 godzin na $wietle 8 W/m? w temperaturze
22°C oraz 8 godzin w ciemnoéci w tem-
peraturze 20°C. W celu stymulaciji kietkujgce
merystemy sukcesywnie przeszczepiano na
Swieze podioze. Proces regeneracji jest
dtugotrwaty; pierwsze rosliny in vitro uzy-
skano po 6 miesigcach, wysadzono je do do-
niczek z substratem torfowym, a nastepnie,
po ok. 4 tygodniach, badano testem DAS
ELISA na obecnos¢ wiruséw.

Wyniki

Procent otrzymanych roslin in vitro, w tym
uwolnionych od wirusa, jaki uzyskano z
wyizolowanych merysteméw, byt zalezny
m.in. od wykonawcy (tab. 1). Z odmiany za-
infekowanej wirusem M uzyskano od 26,4 do
16% zdrowych roslin in vitro w zaleznosci od
wykonawcy. Wiekszy problem jest z uwal-
nianiem wirusa S, dlatego izolowano w miare
mozliwosci tylko kopute merystematyczna.
W zaleznosci od wykonawcy uzyskano od
16,2 do 8% roslin wolnych od PVS (tab. 1).

Tabela 1
Procent roslin in vitro uzyskanych z merysteméw w zaleznosci od wirusa i wykonawcy
: . Liczba
Liczba Liczba :
Odmiana r'\;ﬂ(; wyizolowanych | uzyskanych | Procent ugg’::i?g:gh Procent
merystemow | roslin in vitro roslinin vitr
Latest 1 53 36 68 14 26,4
16-159 (PVM) 2 50 15 30 8 16
Leonata 1 80 46 57,5 13 16,2
(PVS) 2 50 19 38 4 8




Fot. 1i 2. Termoterapia odmian ziemniaka
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przed wprowadzeniem ich do banku genéw (fot. D. Michafowska)

Dyskusja

Przez lata wielu badaczy prébowato znalez¢
sposob na wyeliminowanie wiruséw z roslin.
Juz w 1952 r. ukazaly sie w literaturze
pierwsze informacje o tym, ze wirusy mogg
w mniejszym stopniu infekowa¢ wierzchotki,
a wyizolowane z nich merystemy mogg by¢
od nich wolne (Morel, Martin 1952). Zjawisko
eliminacji wiruséw w catych roslinach pod
wptywem wysokiej temperatury po raz pierw-
szy zostato opisane przez amerykanskiego
badacza Kunkela (1936). Kolejne badania
wykazaty, ze liczba roslin wolnych od wirusa
wzrasta proporcjonalnie wraz z temperaturg
oraz czasem trwania termoterapii (Biniam,
Tedesse 2008). Jednoczesnie zmniejsza sie
liczba eks-plantatéw, ktére po zakornczeniu
terapii sg zdolne do regeneracji (Zaklukie-
wicz 1982, Alii in. 2013).

Merystemy nie majg potgczenia z
systemem naczyniowym rosliny, za pomocag
ktorego rozprzestrzeniajg sie wirusy. Dlatego
po ich wypreparowaniu otrzymuje sie eks-
plantaty o najnizszej koncentracji pato-
gendéw (Panattoni 2013). Na uzyskane wyniki
wptywa staranno$¢ wykonawcéw w izolo-
waniu merysteméw. Im mniejszy wyizolo-
wany merystem, tym wieksze prawdopo-
dobienstwo uzyskania roslin zdrowych. Duze
znaczenie ma precyzyjne ciecie eksplan-
tatow i szybkie umieszczenie ich na pozywce
w taki sposdb, aby powierzchnia cigcia
przylegata do podtoza. W przypadku uszko-

dzenia tkanki lub zbyt p6znego umieszcze-
nia merystemu na pozywce mozna dopro-
wadzi¢ do ich obumierania.

Przeprowadzone badania potwierdzity, jak
duzy wplyw na uzyskanie zdrowych roslin in
vitro ma czynnik ludzki. Z materiatu podda-
nego tym samym warunkom termoterapii w
zaleznosci od wykonawcy uzyskano z mery-
steméw od 68 (wykonawca 1) do 30%
(wykonawca 2) roélin in vitro, w tym wolnych
od wirusa 26,4 (wykonawca 1) do 8%
(wykonawca 2) — tabela 1.

Whioski

1. Na uzyskanie roslin wolnych od wirusa S i
M ziemniaka poddanych termoterapii i izo-
lacji merystemow duzy wplyw ma czynnik
osobowy, na co sktada sie precyzja wykona-
nia i wielkos¢ izolowanego merystemu.

2. Kultura merysteméw w potaczeniu z ter-
moterapig jest obecnie standardowo stoso-
wana w celu uzyskania zdrowych, wol-nych
od patogendw roslin ziemniaka.
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MOZLIWOSC WYKORZYSTANIA EKSTRAKTU
Z ARTEMISIA VULGARIS L. W PRZERYWANIU
SPOCZYNKU BULW ZIEMNIAKA

POSSIBILITY OF USING ARTEMISIA VULGARIS L. EXTRACT
TO BREAK DORMANCY IN POTATO TUBERS
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Streszczenie

Badano mozliwos¢ stosowania wywaru z suszonych ziét Artemisia vulgaris L. jako naturalnego prepa-
ratu przerywajgcego spoczynek bulw odmian Irys i Tajfun. Moczenie wycinkéw bulw z Jjednym oczkiem
w ekstrakcie szybciej je pobudzato do kietkowania w poréwnaniu z probg kontrolng (moczenie w wo-
dzie destylowanej). Intensywnosc¢ kietkowania bulw badanych odmian takze byta wigksza. Po 13
dniach od zafozenia doswiadczenia $rednia diugosé kietkéw na bulwach odmiany Tajfun traktowanych
wywarem z A. vulgaris L. wynosifa 11,24 mm, podczas gdy moczenie oczek w wodzie destylowanej
pozwolifo na uzyskanie kietkéw o $redniej dfugosci 7,27 mm.

Stowa kluczowe: Artemisia vulgaris L., ekstrakt roslinny, przerwanie spoczynku, ziemniak

Abstract

A decoction of dried herbs of Artemisia vulgaris L. was tested as a natural preparation breaking the
dormancy of potato tubers. As a model, the dormant tubers of cultivars Irys and Tajfun were investi-
gated. Soaking tuber eye-plugs in the extract stimulated faster sprouting when compared to the control
(soaking in distilled water). The sprouting intensity of tubers of the examined cultivars was also higher.
For cv Tajfun, 13 days after treatment, the average length of sprouts was 11.24 mm, while the control
sprouts had an average length equal to 7.27 mm.

Keywords: Artemisia vulgaris L., dormancy, plant extract, potato

bezwzglednego i charakteryzuje sie zaha-
mowaniem procesow zyciowych, takich jak
oddychanie, transkrypcja czy translacja (Sut-
tle 2004). Wyr6zni¢ mozna réwniez druga
faze spoczynku, nazywang spoczynkiem
wzglednym, ktéra cechuje sie brakiem kiet-
kowania bulw ze wzgledu na niesprzyjajace
warunki srodowiskowe (Zarzynska 2018).

niaka znajdujg si¢ w okresie fizjolo-

gicznego spoczynku. Jest to stadium,
w ktérym ziemniaki nie kietkujg pomimo ko-
rzystnych warunkéw $rodowiskowych, do
ktorych zaliczy¢ mozna wysokg wilgotnosé
wzgledng powietrza, zaciemnienie i tempera-
ture w zakresie 15-20°C (Zarzyriska 2018).
Stan ten okreslany jest mianem spoczynku

Bezpoérednio po zbiorze bulwy ziem-



