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Analiza stanu zagrozenia poszczegdlnymi wirusami ziemniaka w Polsce wskazuje na co-
raz wigksze znaczenie wirusa M ziemniaka (Potato virus M, PVM). Uprawa odmian o
niskiej odpornosci na ten wirus nastrgcza wiele trudnosci w produkcji nasiennej (Kostiw, Ro-
bak 2010). Na rynku brakuje form z wysokim poziomem odpornosci na PVM. Wirus ten wy-
stepuje we wszystkich rejonach uprawy ziemniaka, ale znaczenie ekonomiczne ma gtéwnie w
Europie Wschodniej 1 Potudniowo-Wschodniej. Straty plonu bulw powodowane przez PVM
moga wynosi¢ $rednio 30%, a w skrajnych przypadkach nawet 75% (Kostiw 2011). W pol-
skiej hodowli odpornosciowej w celu uzyskania form z podwyzszong odpornoscia na wirus M
wykorzystuje sie geny Rm i Gm (Swiezyniski i in. 1981). Gen Rm pochodzi z dzikiego diplo-
idalnego gatunku Solanum megistacrolobum i warunkuje odpornos¢ zwigzang z reakcjg nad-
wrazliwosci, ktora ujawnia si¢ jedynie w obecnosci dotad niepoznanych dodatkowych czyn-
nikéw genetycznych (Mietkiewska 1999).

Z gatunku S. gourlayi pochodzi gen Gm, ktory warunkuje wysoka odpornos¢ na infekcje
wynikajacg z ograniczonego namnazania i przemieszczania si¢ wirusa (Was i in. 1980). Od-
pornos¢ ta jest niezalezna od szczepu PVM i przejawia si¢ w szerokim zakresie temperatur. W
formach rodzicielskich tworzonych w oddziale IHAR-PIB w Mtochowie odpornosé¢ na PVM
warunkowana jest m.in. genem Gm, a jej zrodlem w materiatach di- i tetraploidalnych byt
klon diploidalny DW 84-1457..

W celu oceny fenotypowej odpornosci na wirus M ziemniaka zwigzanej z obecnoscig ge-
now Rm i Gm stosuje si¢ w Mlochowie powszechnie dwie metody oceny: inokulacje mecha-
niczng i inokulacj¢ poprzez szczepienie (Wasilewicz-Flis 2001). Coraz cze$ciej w badaniach
nad wykrywaniem wirusow ziemniaka wykorzystuje sie techniki molekularne: PCR lub RT-
PCR (Singh, Nie 2003; Lorenzen i in. 2006; Belinda i in. 2012) lub RT-PCR w czasie rze-
czywistym oraz ilosciowy PCR (Agindotan i in. 2007, Mortimer-Jones i in. 2009). Protokoty
Real-Time RT-PCR sa obecnie standaryzowane dla roznych wirusow ziemniaka w kilku mig-
dzynarodowych laboratoriach (Boonham i in. 2000, Agindotan i in. 2007, Singh i in. 2012).
Wielu badaczy stwierdza, ze wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu techniki Real-Time RT-
PCR sa bardziej wiarygodne i doktadne, niz wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu testow
ELISA.
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Celem niniejszej pracy bylo opracowanie metodyki i warunkéw reakcji Real -Time RT-
PCR dla wirusa M ziemniaka.

Do ustalenia metodyki oceny zawartosci wirusa PVM metoda Real-Time RT-PCR wyty-
powano 5 rodow 4x oraz wzorzec odporny (odmiana Gustaw). Rody wysadzano w szklarni do
doniczek i w fazie 3-4 liSci zakazano je mechanicznie (szczep Mss,). Z kazdego genotypu
zakazano po 10 roslin i1 stosowano 2 kontrole. Nastepnie rosliny przenoszono do kamer z kon-
trolowang temperaturg (20 i 24°C). Po 4 tygodniach od zakazenia pobierano probki lisci
ziemniaka, zamrazano je w -80°C, a nastepnie izolowano z nich RNA. Wirusowe RNA izo-
lowano za pomoca zestawu Total RNA Mini (A&A Biotechnology). RNA eluowano prz
uzyciu jalowej wody wolnej od RNAz. W celu doczyszczenia uzyskanego RNA ze $ladow
DNA genomowego wyizolowane RNA oczyszczano za pomocg zestawu Clean-up RNA Cor-
centrator (A&A Biotechnology). RNA po oczyszczeniu eluowano jalowa woda wolna -
RNAz. Odwrotng transkrypcj¢ wykonano za pomoca zestawu TranScriba (A&A Biotechn -
logy), z uzyciem startera dN-heksamer.

W celu poréwnania ilosci wirusowego RNA w badanych prébach przeprowadzano reakc =
Real-Time PCR, amplifikujac fragment cDNA uzyskany na bazie RNA wirusa PVM, a tai-:
fragment cDNA dla genu referencyjnego (18SrRNA). Na etapie projektowania eksperymer-.
wybrano cztery geny referencyjne ziemniaka (cox, 18SrRNA, Ifla, L2). Po przeprowadzer .
reakcji Real-Time PCR i analizie uzyskanych wynikow jako gen referencyjny wybrzs
18SrRNA — uzyskane sygnaty w Real-Time PCR (wartosci Ct) byly najbardziej zblizone -
siebie. Uzyskane wyniki wykazaly duze zréznicowanie zawartosci wirusa M ziemniaka
lisciach. Zawarto$¢ wirusa M w roslinie w duzym stopniu zalezata od genotypu i rodzz .
temperatury, w ktorej inkubowano zakazane rosliny.
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horoby wirusowe ziemniaka powoduja degeneracj¢ plantacji nasiennych i wplywaja na

znaczne straty plonu. Najwigksze zagrozenie stanowi wirus Y ziemniaka, ktory moze
powodowac¢ spadek plonu nawet o 50% (Chrzanowska 2000). Z kolei wirus S i M, ktore latwo
si¢ rozprzestrzeniaja, moga powodowac straty nawet 30% (Kostiw 2013). Infekcje wirusowe
sq powaznym zagrozeniem dla hodowli ziemniaka, gdyz ich koncentracja wzrasta w
kolejnych pokoleniach bulw w wyniku rozmnazania wegetatywnego, a takze dlatego, ze sa
odporne na dziatanie zabiegéw chemicznych. Dlatego tez tak wazna jest eliminacja wirusow z
zainfekowanych roslin ziemniaka (Faccioli 2001).

MATERIALY | METODY

Termoterapia. Bulwy trzech odmian: Birte, Paroli i Soraya porazone wirusem S ziemniaka
wysadzono do doniczek z substratem torfowym i po wschodach umieszczono w fitotronie.
Przez 4-6 tygodni ro$liny byly poddawane dziataniu wysokiej temperatury: 37/33°C
(dzien/noc), z zachowaniem 16-godzinnego fotoperiodu. W 5. tygodniu trwania termoterapii
pobrano z roslin paki katowe i1 wyizolowano z nich merystemy. Z kazdego genotypu
merystemy izolowalo 3 wykonawcoéw (czynnik osobowy) i wyizolowano $rednio po 100
merystemow. Z pakow katowych izolowano merystemy wielkosci 0,2-0,4 mm, a nastepnie
umieszczano je pojedynczo w probowkach na pozywce MS (Murashige, Skoog 1962)
zestalonej agarem (0,4%), z dodatkiem kinetyny 0,04 mg/l i kwasu giberelinowego (GA3) 0,1
mg/l. Prowadzono sukcesywne obserwacje wyszczepionych merysteméw, usuwajac
ewentualne zakazenia grzybowo-bakteryjne. W miar¢ wzrostu i rozwoju merystemy
przeszczepiano na $wieza pozywke az do uzyskania roslin in vitro.
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