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Streszczenie

Termoterapia potgczona z kulturg merystemoéw to diugotrwate traktowanie temperaturg 35-45°C roslin
lub eksplantatow w celu aktywacji genébw wyciszajgcych wirusy. Nastepnie izoluje sie merystemy,
stanowigce ,odnawialne” zrédto komoérek zdolnych do dyferencjacji w liscie, pedy boczne, kwiatostany
czy korzenie boczne. Im mniejszy eksplantat, tym wyzszy procent roslin uwolnionych od wiruséw.
Chemioterapia — dodanie antymetabolitow (rybawiryny, tiouracylu, zieleni malachitowej, azacytydyny,
kwaséw: salicylowego, benzoesowego, jasmonowego, linolowego i in.) do pozywki, na ktérej prowadzi
sie kultury merystemoéw lub fragmentéw jednoweziowych. Skutecznos$¢ chemioterapii w potgczeniu z
innymi metodami jest wysoka. Elektroterapia — podtgczenie elektrod Zrodta impulséw pola elektrycz-
nego bezposrednio do pedu ziemniaka lub po$rednio do komory elektroforetycznej wypetnionej roz-
tworem NaCl, w ktérym zanurzone sgq umyte fragmenty pedu zainfekowanej rosliny z kilkoma pgkami
bocznymi. Zwiekszanie wartoSci natezenia pradu oraz pofgczenie elektroterapii z chemioterapeutyka-
mi wptywa na wzrost skuteczno$ci. Krioterapia — traktowanie merystemow wierzchotkowych tempera-
turg -196°C przez zanurzenie w cieklym azocie w czasie krotszym niz podczas kriokonserwacji. Elimi-
nacja wiruséw nastepuje w wyniku nieodwracalnego uszkodzenia porazonego materiatu — komorek
otaczajgcych kopute merystemu i zalgzki liscieni, ktére sq mniej odporne na niskg temperature.

Stowa kluczowe: chemioterapia, elektroterapia, krioterapia, termoterapia, ziemniak

Abstract

Elimination of viruses is usually based on thermotherapy combined with the meristem culture. Ther-
motherapy is a long-term treatment of plants or explants at 35-45°C to activate virus-silencing genes.
Then, meristems are isolated, forming a "renewable"” source of cells capable of differentiating into
leaves, lateral shoots, inflorescences or lateral roots. The smaller the explant, the higher the percent-
age of plants released from viruses. Another approach, chemotherapy consists of the addition of anti-
metabolites (ribavirin, thiouracil, malachite green, azacitidine, acids: salicylic, benzoic, jasmonic, li-
noleic, etc.) to the medium for meristem culture or single nodal segments culture. The efficacy of che-
motherapy in combination with other methods is high. Electrotherapy is based on connecting the elec-
trodes of the source of the electric field pulses directly to the potato shoot or indirectly into the electro-
phoretic chamber filled with NaCl solution, in which fragments of the infected plant with a few buds are
immersed. Increasing current and combining electrotherapy with chemotherapeutics have a positive
impact on the efficacy of a virus elimination. Cryotherapy is a treatment of apex meristems at -196C by
immersion in liquid nitrogen for a shorter time than required for cryopreservation. Virus elimination
occurs as a result of irreversible damage to the infected material - cells surrounding the meristem and
the cotyledon, which are less resistant to low temperatures.

Keywords: chemotherapy, cryotherapy, electrotherapy, potato, thermotherapy

(1989) ze wzgledu na zakres i czestotliwos¢

pisano 16 wiruséw porazajacych
ziemniaki w Europie (Chrzanowska,
Was$ 1993), a takze 13 wirusow, kto-
re mogg wywota¢ nekrozy na bulwach lub
wewnatrz bulw (Chrzanowska 1993). Choro-
by ziemniaka wywotane przez wirusy powo-
dujg degeneracje i znaczne straty plonu
(Gabriel 1989). Wedtug Kowalskiej-Noordam

wystepowania mozna wymieni¢ nastepujace
wirusy: wirus Y ziemniaka (Potato virus Y,
PVY), wirus lisciozwoju ziemniaka (Potato
leafroll virus, PLRV), wirus M ziemniaka (Po-
tato virus M, PVM) i wirus S ziemniaka (Po-
tato virus S, PVS).
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Najwieksze zagrozenie dla ziemniaka w
Polsce stanowi PVY, a efektem porazenia
moze by¢ spadek plonéw o ok. 50% (Chrza-
nowska 2000). Takze wirusy M i S, ktore
tatwo sie rozprzestrzeniajg, powodujg straty
do 30% (Kostiw 2013). Rzadko i lokalnie
pojawiajg sie infekcje ziemniaka wywotane
przez PVX (Chrzanowska 2000). Natomiast
PVA jest powszechnie wystepujacym wiru-
sem m.in. w Chinach (Yang 2014), jednakze
w Polsce ma niewielkie znaczenie (Kowal-
ska-Noordam 1989).

Wirusy stanowig powazne zagrozenie dla
hodowli ziemniaka, gdyz liczba chorych ro-
Slin wzrasta w kolejnych pokoleniach bulw w
wyniku rozmnazania wegetatywnego, a w
przeciwienstwie do innych mikroorganizméw
chorobotworczych, do tej pory nie ma sku-
tecznych metod ich zwalczania w polu. Dla-
tego tak wazna jest eliminacja wiruséw z
zainfekowanych roslin ziemniaka (Faccioli
2001) i utrzymywanie zdrowego materiatu w
kulturach in vitro.

Przed przygotowaniem materiatu roslin-
nego do terapii wykonywane sg badania na
obecnos¢ wiroida wrzecionowatosci bulw
ziemniaka (PSTVd) i bakterii powodujacych
bakterioze pierscieniowa (Clavibacter michi-
ganensis ssp. sepedonicus) oraz $luzaka
(Ralstonia solanacearum). Te trzy patogeny
sg uznawane za kwarantannowe. Genotypy
ziemniaka zainfekowane ww. patogenami
nie sg poddawane terapii, a porazone bulwy
sie utylizuje (Sekrecka, Michatowska 2013).
Obecnos¢ wirusow jest sprawdzana za po-
mocg powszechnie w Polsce stosowanego
testu immunoenzymatycznego DAS-ELISA
(double-antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay) i/lub reakcji polime-
razy tancuchowej z odwrotng transkryptazg
RT-PCR (reverse transcription polymerase
chain reaction) (Yang i in. 2014, Nasir 2010).
Do uzyskania zdrowego materiatu wyjscio-
wego wykorzystuje sie kilka technik: kulture
merystemow,  termoterapie,  krioterapie,
chemioterapie i elektroterapie.

Termoterapia i kultura merystemow
Najczesciej praktykowanym sposobem eli-
minowania wiruséw jest termoterapia pota-
czona z kulturg merysteméw (Panattoni i in.
2013). Termoterapia polega na dtugotrwatym
traktowaniu podwyzszong temperaturg (35-
45°C) roslin lub eksplantatow (Malepszy
2001). W wyniku dziatania wysokiej tempera-
tury nastepuje aktywacja gendéw wyciszaja-
cych wirusa.

Po termoterapii izoluje sie merystemy,
ktére sg zbudowane z komérek macierzys-
tych majacych zdolnos¢ szybkiego odtwa-
rzania samych siebie oraz formowania okre-
Slonych tkanek i organéw. Dzieki temu sta-
nowig ,odnawialne” zrédto komérek zdolnych
do dyferencjacji w liscie, pedy boczne, kwia-
tostany czy korzenie boczne (Majewska-
-Sawka 2012). Merystemy nie majg potgcze-
nia z systemem naczyniowym rosliny, za
pomocg ktérego rozprzestrzeniajg sie wiru-
sy. Dlatego tez po ich wypreparowaniu
otrzymuje sie eksplantaty o najnizszej kon-
centracji patogenow (Panattoni 2013).

Aby otrzymac kulture merystemow, naj-
pierw pobiera sie fragmenty pedu z pgkami
bocznymi i katowymi (Zaklukiewicz 1971,
Brown i in. 1988). Po ich odkazeniu w steryl-
nych warunkach przystepuje sie do izolowa-
nia merystemow pod mikroskopem za po-
mocg skalpela i igly preparacyjnej (Lizarga i
in. 1991). Po wypreparowaniu merystemy
regenerujg sie przez kilka miesiecy; wedtug
Aliego i innych (2013) dwa miesigce, a we-
dtug Brown i innych (1988) — cztery. Istnieje
takze metoda, w ktérej najpierw preparuje
sie merystemy z zainfekowanych roslin, a
dopiero gdy wyrosng z nich rosliny in vitro,
przeprowadza sie termoterapie (Biniam, Te-
desse 2008).

Na podstawie danych przedstawionych w
tabeli 1 zaobserwowano korelacje miedzy
wielkoscia merysteméw a skutecznoscig
eliminacji wiruséw z roslin ziemniaka za po-
mocg termoterapii potgczonej z kulturg me-
rystemédw — im mniejszy eksplantat, tym
wyzszy procent roslin uwolnionych od wiru-
SOw.
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Tabela 1
Wplyw wielkosci wyizolowanych merysteméw na skutecznos$¢ eliminacji
wiruséw za pomoca termoterapii potaczonej z kulturg merystemoéw
(na podstawie danych z literatury)
: niel e Skutecznos¢* . bz .. | Przedmiot
Literatura merystemu o Wirus termoterapii .
(%) termoterapii
(mm) (tyg.)
: 0,3-0,5 35,18
SIEMEEI, 0,6-1 38, 13 PVX, PVS 2.4 rosliny
Melor 1968 <1 0
Zaklukiewicz 0,1-0,2 100 PVX, PVY,
1983 0,2-0,4 60 PVM 2-4 rosliny
0,4-1 18
Brown i inni rosliny
1988 0,05-0,2 90 PVS 3-7 in Vitro
e 0,1 81 .
I O BT B
0,3 68

* procentowa zawartos$¢ roslin wolnych od wirusa, otrzymanych po termoterapii potaczonej z kulturg

merystemow

Liczba roslin wolnych od wirusa ro$nie pro-
porcjonalnie wraz ze wzrostem temperatury
oraz czasem ftrwania termoterapii (Stance-
-Smith, Melor 1968; Biniam, Tedesse 2008)

ba eksplantatéow, ktére po zakonczeniu tera-
pii sg zdolne do regeneracji (Zaklukiewicz
1982, Zapata i in. 1995, Ali i in. 2013) — tabe-
la 2.

— tabela 2. Jednoczesnie zmniejsza sie licz-

Tabela 2

Wplyw temperatury i czasu trwania termoterapii na stopien regeneracji roslin
i skutecznos$¢ eliminacji wiruséw z roslin in vitro ziemniaka, wg danych z literatury

Czas trwania | Tempera- | Regene- \ rxw Przedmiot
. .. - Skutecznosé .
Literatura termoterapii | tura termo- racja (%) Wirus termote-
(tyg.) terapii (°C) | (%)*** ° rapii
Stan_ce- 2-4 39 a)19, b)9 a)PVX, .
-Smith, 6-8 33-37 40 a)45, b)16 b)PVS rosliny
Melor1968 10-12 29 a)79, b)18
Zaklukiewicz 2.4 16-22 13 8 PVM, roslin
1982 33-37 7 92 PVS y
S PVX, .
Zapata i inni 4 26 61 28, 5, 53 PVY rosliny
1995 33-35 47 30,77,90 ’ in vitro
PVS
Biniam, Te- 1 45 86, 100, 83 PVX, roslin
desse é008 2 3r 36 25,100, 100 PVS, in vitrg
3 0 --- PLRV
Ali i inni o a1 = roslin
ik brak danych 30 19 39 PVY - Vitrz
35 18 44

* procentowa liczba roslin, ktére zregenerowaty sie po terapii; ** procentowa liczba wolnych od wirusa roslin

ziemniaka, otrzymanych po termoterapii potaczonej z kulturg merystemow;

do catosci

*kk

wartosci zaokraglono
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Chemioterapia

Polega na dodaniu antymetabolitéw do po-
zywki, na ktérej prowadzi sie kultury mery-
stemoéw lub fragmentéw jednoweztowych.
Antymetabolity sg to analogi nukleotydéw o
wysokiej aktywnosci przeciwwirusowej, wig-
czajgce sie w metabolizm wiruséw i wywotu-
jace zmiany w kodzie genetycznym, hamujgc

roslinnego od wirusow niz zielen malachito-
wa.

Kolejnym antymetabolitem stosowanym w
chemioterapii roslin in vitro ziemniaka jest
rybawiryna. Z wysokag skutecznoscig eliminu-
je PVA, PVX, PVS, PVM, PVY i PLRV, w
szczegoblnosci w potaczeniu z innymi tera-
piami, np. termoterapig (Nasir i in. 2010,

tym samym ich namnazanie (Malepszy Mahmoud i in. 2009, Avan i in. 2007). Na
2001). podstawie danych z literatury wywnioskowa-
Najczesciej wymienianymi chemiotera- no, ze wraz ze zwiekszaniem wartosci ste-

peutykami w literaturze sg: rybawiryna, tio-
uracyl i zieleh malachitowa. Norris (1954)
oraz Oshima i Livingstone (1961) zaobser-
wowali, ze po zastosowaniu zieleni malachi-
towej zmniejsza sie koncentracja PVX. Z
drugiej strony Vasti (1973), Manzer (1958) i
Thomson (1956) wykazali, ze dodatek tego
barwnika nie ma istotnego wptywu na kon-
centracje PVX lub PVY. Z kolei tiouracyl w
ocenie Vastiego (1973) i Manzera (1958) byt
skuteczniejszym antymetabolitem, gdyz po-
zwolit na uwolnienie wiekszej ilosci materiatu

zenia rybawiryny w pozywce nastepuje pro-
porcjonalny wzrost liczby roslin wolnych od
wiruséw po zakonczeniu terapii (tab. 3). Jed-
noczesnie odnotowuje sie zmniejszenie licz-
by roslin zdolnych do regeneracji (Wumbugu
i in.1985; Nasir i in. 2010; Klein, Livingstone
1983; Mahmound i in. 2009) — tabela 3.
Spowodowane jest to fitotoksycznoscig ry-
bawiryny, zwlaszcza w wysokich stezeniach
(Klein, Livingstone 1983; Yang i in. 2014) —
tabela 3.

Tabela 3

Wplyw stezenia rybawiryny na stopien regeneracji roslin
i skutecznos$¢ eliminacji wiruséw z roslin in vitro ziemniaka, wg danych z literatury

. Przedmiot Terapie Regenera- | Skutecznos¢** Dawl_<a .
Literatura . .. % o/ vkwk o) \k%% rybawiry- Wirus
chemioterapii | dodatkowe | cja* (%) (%)
ny (mg/l)
Wambugu kultura oL i < PVY,
iinni 1985 | merysteméw brak 0 0 LY PVS
y 40 90 20
kultura brak spadek 35-45
fragmentow termo-
Nasir i inni du . spadek 50-60
2010 pe terapia 30-50 PVY
kuItura’ termq- spadek 70-80
merystemow terapia
Klein 2 L i
Livin ,stone rosliny brak 42 90 20 PVX,
1 9839 in vitro 23 100 30 PVS
0 0 40
Mahmoud kultura brak 26-33 30-43 20 PVY
i inni 2009 merystemow elektro- 33-24 66-100
terapia
kultura brak 51-64 32-41
fragmentow termo-
Awan i inni pedu terapia 35-32 51-64 20-40 PLRV
2007 kultura termo-
merystemow . 35-32 69-93
terapia
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. Przedmiot Terapie Regenera- | Skutecznos¢** Dawl.<a .
Literatura . .. % 10/ \kxx o) \kk% rybawiry- Wirus
chemioterapii | dodatkowe | cja* (%) (%)
ny (mg/l)
1) 32,57
brak 61 2) 40,43
Zapataiinni |, Kultura 3) 50.85 1)PVX
fragmentow 40,80 2)PVY
1995 du termo- 1)42,33 3)PVS
Pe hghiivd 53 2) 40,43
P 3) 98,87
cultura 50-100 100 75, PVX,PVS
Yang i inni ol brak 50-100 60-100 100 PVA,
2014 bgjzn i 33-100 60-100 150 PLRV,
y 0-50 100 200 PVY
. 87-100 56-81 10
ﬁ'r']\ffazg; ) me'r‘“:t‘;ﬁéw brak 93-96 75-87 20 PVY
y 75-97 75-87 30

Objasnienia — patrz tabela 2

Do eliminowania wiruséw z roslin ziem-
niaka w warunkach in vitro oprocz rybawiry-
ny wykorzystuje sie inne chemioterapeutyki,
m.in. azacytydyne, ktoérej skutecznos$¢, w
potaczeniu z kulturg merystemow i termote-
rapig, wynosi 81% w przypadku PVX i PLRV
(Nasir i in. 2010, Awan i in.2007). Po doda-
niu do pozywki kwaséw: salicylowego, ben-
Z0esowego, jasmonowego, linolowego
Abou-Zeid (2007) otrzymat 67-97% roslin
wolnych od TRSV (Tobacco ringspot virus).
W wyniku potagczenia deazaurydyny i termo-
terapii uzyskano 50% zdrowego materiatu
wyjsciowego — bez PVY (Nascimento i in.
2003). Dodanie przez Badarau i innych
(2014) oseltamiwiru do pozywki z rybawiryng
oraz wykorzystanie elektroterapii podwyz-
szylo skutecznos¢ eliminacji PVY do 84%.
Zastosowanie przez Bittera i innych (1987)
DHT (dihydrotestosteron) jako chemiotera-
peutyka spowodowato uwolnienie roslin
ziemniaka od PVX w 100%. Natomiast w

wyniku potgczenia rybawiryny z DHT Faccioli
i Colombarini (1996) otrzymali ok. 70% roslin
wolnych od PVM i PVS.

Elektroterapia

Polega na podtaczeniu elektrod zZrodta im-
pulséw pola elektrycznego (o réznym zakre-
sie wartosci natezenia) bezposrednio do
pedu ziemniaka lub posrednio do komory
elektroforetycznej wypetnionej roztworem
NaCl, w ktérym zanurzone sg umyte frag-
menty pedu zainfekowanej rosliny z kilkoma
pakami bocznymi (Mahmoud i in. 2009).

W wiekszosci przypadkow wraz ze wzro-
stem wartosci natezenia pradu rosnie sku-
tecznos¢ eliminowania wiruséw (Saldana i
in. 1996, Mahmound i in. 2009, Shamnbhu i
in. 2008, Meyboudi i in. 2011) — tabela 4.
Potaczenie elektroterapii z chemioterapeuty-
kami skutkuje wzrostem efektywnosci terapii
(Mahmoud i in. 2009, Shambhu i in. 2008,
Badarau i in. 2014).

Tabela 4

Wplyw elektroterapii na stopien regeneracji i skutecznosé
eliminowania wiruséw z roslin in vitro ziemniaka, wg danych z literatury

Terapie S Nateze- Regenera- | Skutecznosc¢**
Literatura dodatkowe ktrzjr;[qeirr]?pu nie (MA) cja* (%)™ (%)™ Wirus
Lozoya-Sal-
A a)5 a) 25, 87,88 | a)0, 14, 66
?Sgg i inni brak b)10 5,10,15 b) 65. 58. 79 | b)0, 61, 47 PVX
Mahmuond a)5 a) 48, 57,63 | a) 47, 65, 69
i inni 2009 brak b)10 51015 1)V 50 56,24 | b)57.73.83 | VY
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Terapie Czas ele- Nateze- Regenera- | Skutecznosc**
Literatura dodatkowe ktrzjr;[qeirr]?pu nie (MA) cja* (%)™ (%)™ Wirus
chemio- a) 34, 31,25 | a) 67, 80, 100
terapia b) 33, 28, 24 | b) 70, 88, 100
Shambhu hbra‘f 5 10 63 40,47 PVY,
i inni 2008 chemio- 73 63,67 PLRV
terapia
Meyboudi a)10 a) 63, 75, 67 a) 0,0,8 PVA,
iinni 2011 brak b)20 152535 | )58/50,46 | b)0013 PVY
Objasnienia — patrz tabela 2
Krioterapia uszkodzi¢ tkanke roslinng (Kaczmarczyk i in.
Polega na traktowaniu merystemoéw wierz- 2011, Kryszczuk 2002).
chotkowych bardzo niskg temperaturg W metodzie zamrozonych kropelek eks-

(-196°C) przez zanurzenie w cieklym azocie
w czasie krotszym niz podczas kriokonser-
wacji (Wang i in. 2009, Engelmann 2011).
Eliminacja wirusow nastepuje w wyniku nie-
odwracalnego uszkodzenia porazonego ma-
terialu — komorek otaczajacych kopute mery-
stemu i zalazki liscieni, ktére sg mniej od-
porne na niskg temperature, gdyz sg bar-
dziej uwodnione i zawierajg wieksze komor-
ki, wakuole oraz rzadszg cytoplazme (Wang
2009, Bolekurova 2010).

Wedtug Wanga (2006) materiat roslinny
wolny od PRLV i PVY otrzymuje sie za po-
mocg trzech technik: 1. zamrazania kapsut-
kowanych eksplantatéw potgczonego z de-
hydratacjg lub 2. witryfikacjg oraz 3. tzw.
zamrazania kropelek (ultraszybkie zamraza-
nie). Zamrazanie kapsutkowanych eksplan-
tatébw potgczone z dehydratacjg jest oparte
na technologii produkcji sztucznych nasion.
Materiat roslinny jest zamykany w specjal-
nych kapsutkach, chronigcych eksplantat
przed mechanicznym uszkodzeniem. Tak
przygotowane kapsuiki sg suszone w komo-
rze z laminarnym przeptywem i zamrazane w
cieklym azocie (Kaczmarczyk i in. 2011,
Kryszczuk 2002).

Kapsutkowanie eksplantantéw potgczone
z witryfikacjg polega na tym, ze kapsuiki z
merystemami po inkubacji w roztworze krio-
protektantow (zwigzkéw chemicznych maja-
cych za zadanie zminimalizowanie szkodli-
wego wptywu zamrazania i rozmrazania) sgq
poddawane procesowi witryfikacji — zeszkle-
niu uwodnionej tkanki z ominieciem procesu
krystalizacji. Wowczas nie tworzg sie krysz-
taty lodu, ktére mechanicznie mogtyby

plantaty przed zanurzeniem w cieklym azo-
cie sg traktowane krioprotektantami w steze-
niu nizszym niz podczas witryfikacji (Krysz-
czuk 2002, Kaczmarczyk 2011).

Badania Flecher P. i Flecher J. (2011) po-
twierdzity, ze koncentracja PVY i PVX
zmniejszyta sie po zastosowaniu krioterapii.
Takze Wang i inni (2006) zaobserwowali
wiekszg skuteczno$¢ zwalczania PLRV i
PVY (powyzej 80 i 90%, odpowiednio) w
poréwnaniu z termoterapig potgczong z izo-
lacjg merystemow.

Problemem w stosowaniu techniki kriote-
rapii jest zréznicowana regeneracja mery-
stemow, czasami stosunkowo niska, zalez-
nie od gatunku i genotypu (Dhital i in. 2009).

Metody eliminowania wirusow

w banku genéw in vitro w Boninie
Materiatem wyjsciowym do wprowadzenia
genotypu do banku sg bulwy nowych odmian
z kolekcji polowych i rodéw perspektywicz-
nych uzyskanych od hodowcy. Czes$¢ stolo-
nowa kazdej bulwy jest badana na obecnosc¢
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. se-
pedonicus oraz Ralstonia solanacea. Testy
wykonuje sie metoda posredniej immunofiu-
orescencji z zastosowaniem przeciwciat poli-
i monoklonalnych. Materiat wolny od ww.
patogenéw poddawany jest termoterapii.
Przez 4-8 tygodni rodliny rosng w fitotronie w
temperaturze 35-37°C i os$wietleniu ok. 55
Wm? (fot. 1). W 3. tygodniu wzrostu sg te-
stowane na obecno$¢ PSTVd — testem PCR
oraz wirusow ziemniaka — testem ELISA. Od
4. tygodnia z odkazonych pakéw bocznych i
katowych pod mikroskopem, za pomocg igty
preparacyjnej i skalpela, sg izolowane mery-
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stemy. Eksplantaty wykfada sie na pozywke
z dodatkiem kinetyny i gibereliny i umieszcza
w fitotronie w temperaturze 18-20°C, przy
dobowym cyklu dzien/noc 16/8 godz. Po 2-5
miesigcach z merystemow otrzymuje sie
rosliny in vitro, wyréwnane fenotypowo i ge-

Fot.1. Fitotron do termoterapii roslin
ziemniaka (fot. D. Sekrecka)
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