Inokulacja sokiem z ponad 95% roslin ziemniaka wywotala na roslinach testowych objawy
chorobowe charakterystyczne dla ToTV. Technika IC/real-time RT-PCR wykonana z roSlin
testowych potwierdzita obecnos$¢ wirusa w ponad 90% préb. Z tych samych roslin wykonano
test RT-PCR, uzyskany produkt klonowano i sekwencjonowano. Sekwencje poréwnano z
sekwencja wirusa uzytego w badaniach oraz sekwencjami zdeponowanymi w Banku Genéw i
uzyskano podobienstwo nukleotydowe pomig¢dzy nimi na poziomie 98-99%. Przy wykrywa-
niu ToTV technikg IC/Real-time RT-PCR bezposrednio w tych samych roslinach ziemniaka
tylko 10% préb dato pozytywny wynik. Mozna to wyttumaczy¢ negatywnym wplywem soku
ziemniaka, zaréwno na serologiczne wylapywanie czastek wirusa, jak i na przebieg reakcji
real-time RT-PCR.

Wirus nekrozy pomidora (ToTV) ze wzgledu na stosunkowo duza podatno$¢ odmian na
niego i jego zdolnos¢ do przenoszenia si¢ z bulwami ziemniaka moze stanowi¢ potencjalne
zagrozenie dla tej rosliny, szczegdlnie w cieplejszym klimacie, gdzie w warunkach polowych
moze wystgpowac maczlik, jego bardzo efektywny wektor.
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d ponad dwudziestu lat prowadzone sa badania nad wykrywaniem wiruséw za pomoca
RT-PCR. Test ten nie znalazl dotad szerokiego zastosowania w rutynowej diagnostyce
wiruséw ziemniaka. Istnieje silne zapotrzebowanie na wiarygodne procedury i zestawy do
wykrywania wiruséw bezposrednio w ekstraktach z bulw. Teoretycznie RT-PCR mégtby by¢
w takim celu stosowany. Jednak nadal porazenie bulw wirusami ocenia si¢ za pomoca préb
oczkowych. Przyczyng tego stanu rzeczy jest niska wiarygodno$¢é wynikéw uzyskiwanych w
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tescie RT-PCR. Czgstym problemem jest kontaminacja laboratorium diagnostycznego pro-
duktem reakcji, prowadzaca do falszywie pozytywnych wynikéw. Ponadto poréwnanie wy-
krywania wirusa Y ziemniaka za pomoca proby oczkowej z czutosciag RT-PCR wykazato, ze
obie metody zdiagnozowaty zblizong liczbg porazen wirusem (Bolotowa i in. 2009). Na czu-
tos¢ testu duzy wplyw ma metoda izolacji RNA (Zacharzewska i in. 2014) oraz warunki, w
jakich prowadzone sg reakcje odwrotnej transkrypcji i tancuchowej polimeryzacji. Istotny
wplyw ma réwniez dobdr starteréw specyficznych dla badanych wiruséw.

W celu zwigkszenia czulosci wykrywania wiruséw ziemniaka za pomocg RT-PCR w Pra-
cowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii w Boninie opracowano szereg starteréw do wy-
krywania wiruséw Y, M oraz liSciozwoju ziemniaka. Wstgpne wyniki §wiadcza o tym, ze
doktadna optymalizacja warunkéw RT-PCR pozwala na zwigkszenie czutosci wykrywania
tych wiruséw i moze prowadzi¢ do opracowania skutecznej procedury ich wykrywania w
ekstraktach z bulw ziemniaka.
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inibulwy to plon bulw wielkosci od 10 do nawet 50 mm, pochodzacy z pierwszego po-
kolenia roslin in vitro lub mikrobulw. Minibulwy produkuje si¢ najczesciej w szklar-
niach, namiotach foliowych lub siatkowych. Sposéb ten pozwala na szybkie wyprodukowanie
materiatu nasiennego wybranej odmiany. Dotychczasowa produkcja w kontrolowanych wa-
runkach zapewnia wysoka zdrowotnos¢ zbieranych bulw, ale generuje réwniez wysokie kosz-
ty. Innym rozwiazaniem jest sadzenie mikrobulw i roslin in vitro bezposrednio w warunkach
polowych, co eliminuje konieczno$¢ posiadania wyzej wymienionych obiektéw. Jednakze
delikatno$¢ materialéw z in vitro stwarza ryzyko zwigzane z ich przezywalnoscia, szczegélnie
w poczatkowym okresie wzrostu. Przeprowadzone na ten temat badania miaty na celu okre-
slenie mozliwosci rozmnazania materialéw z in vitro bezposrednio w warunkach polowych.
Oceniano plonowanie oraz porazenie PVY, PVM i PLRYV bulw potomnych z roslin wyrostych
bezposrednio z roslin in vitro, mikrobulw, minibulw, i dla poréwnania — z sadzeniakéw trady-
cyjnych, sadzonych w polu w r6znych terminach.
Badania prowadzono w latach 2006-2012 na dwéch odmianach o zréznicowanej odporno-
sci na wirusy, wysadzajac materiaty nasienne bezposrednio w polu w III dekadzie kwietnia
(2. termin sadzenia). W latach 2010-2012 oceniano dodatkowo wpltyw wczesniejszego (1.
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