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Regeneracja in vitro pedéw
truskawki zrodtem wariantow
somaklonalnych odpornych
na werticilioze?
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In vitro shoot regeneration of strawberry as the source of somaclonal
variants resistant to verticillium wilt?

Summary

Somaclonal variants of strawberry resistant to verticillium wilt were selec-
ted by cocultivation of shoots of various cultivars obtained by both micropropa-
gation and regeneration from a callus with a homogenate of 3-week-old liquid
culture of mixed isolates of Veriticillium dahliae.

There was a large variation in the resistance to the pathogen within a popu-
lation of both micropropagated and regenerated from the callus shoots. After
70 days of cocultivation most of the shoots of susceptible cultivars were heavily
damaged or dead, but there were some individuals that survived in a relatively
good health. Those variants were transplanted on a new Boxus’s medium sup-
plemented with 2 mg/1 of benomyl to eliminate pathogen and their resistance to
verticillium wilt is now tested.
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1. Wstep

Werticilioza wystepuje powszechnie w wiekszosci rejonéw
uprawy truskawek na $wiecie, a w niektérych uwazana jest za
najgrozniejszag chorobe grzybowa. Powoduje ona zahamowanie
wzrostu, wiedniecie i stopniowe zamieranie truskawek. Sprawcg
werticiliozy truskawek w Polsce jest mikrosklerocjalna forma grzy-



ba - Verticillium dahliae (1). Tradycyjne metody ochrony sg drogie i czesto zawod-
ne. Uwaza sie, ze zdecydowane zmniejszenie zagrozenia truskawek mozna osiggnac
jedynie dzieki odmianom odpornym. Rozwoj nauk biologicznych znacznie posze-
rzy! mozliwosci manipulowania materiatem genetycznym, np. poprzez wykorzysta-
nie zmiennosci somaklonalnej i selekcje prowadzong w kulturach in vitro (2). Zmien-
nos$¢ tego typu wystepuje we wszystkich kulturach roslinnych in vitro, aczkolwiek
czestotliwose jej wystepowania jest wieksza przy regeneracji roslin z odréznicowa-
nej tkanki (kalus) niz przy bezposredniej organogenezie z organdw i tkanek (3). Po-
przez selekcje wariantdw somaklonalnych uzyskano rosliny odporne na porazenie
przez Alternaria alternata (4), Fusarium oxysporum (5) i Phytophthora cactorum (6). Do
selekcji wariantéw odpornych na choroby grzybowe jest zazwyczaj stosowana tok-
syna lub filtraty grzybni. W prezentowanej pracy czynnikiem selekcyjnym byt nato-
miast homogenat grzybni Verticillium dahliae.

2. Materia! i metody

Do selekcji uzyto kultury pedowe truskawki (Fragaria x ananasa Duch.) odmian
Elsanta, Raster i klonu hodowlanego 1015 o duzej wrazliwosci na werticilioze. Kon-
trole stanowita odmiana Senga Sengana, ktora w warunkach polowych jest odporna.
Pedy namnazano in vitro na pozywce wg Boxusa z dodatkiem IBA (0,5 mg/), BA
(0,5 mg/l) i GA3 (0,1 mg/l). Doswiadczenie prowadzono na nieukorzenionych, mikro-
rozmnazanych pedach oraz na pedach zregenerowanych z tkanki kalusowej. Kalus
uzyskiwano z eksplantatow lisciowych na pozywce Murashige-Skoog'a z dodatkiem
1,5 mg/l BA, 0,1 mg/l IBA oraz 500 mg/l hydrolizatu kazeiny. Regeneracja peddw za-
chodzita po 1-2 pasazach kalusa na tej samej pozywce. Zregenerowane pedy Elsan-
ty, Kastera i klonu 1015 oraz mikrorozmnazane pedy Elsanty, Kastera, klonu 1015
i Sengi Sengany przenoszono na pozywke statg wg Boxusa bez regulatoréw wzro-
stu, na powierzchnie ktérej nanoszono homogenat 3-tygodniowej ptynnej kultury
mieszaniny izolatéw Verticillim dahliae. Grzybnie homogenizowano bezposrednio
w pozywce na ktorej rosta {2% Malt Extract). Stopien porazenia peddw oceniano po
22, 29, 36, 50, 60, 70 dniach wedtug 6-stopniowej skali: 0 - ro$liny zielone, 2 -
ok. 25% porazonych lisci, 3 - ok. 50% porazonych lisci, 4 - ok. 75% porazonych lis-
ci, 5 - ok. 100% porazonych lisci.

3. Wyniki

Grzyb Verticillium dahliae przygotowany w postaci homogenatu grzybni powodo-
wat zahamowanie wzrostu i rozwoju pedéw wszystkich badanych odmian, aczkol-
wiek nasilenie tego procesu byto zréznicowane. Generalnie wyzszg wrazliwo$¢é na
dziatanie homogenatu wykazywaty pedy zregenerowane z kalusa niz pedy mikroroz-
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mnazane. Pierwsze objawy uszkodzenia obserwowano juz po 22 dniach na wszyst-
kich odmianach wrazliwych, podczas gdy na Sendze Senganie pierwsze objawy
wystapity tydzien p6zn e (tab. 1). Po 70 dniach traktowania homogenatem grzybni
wiekszos¢ blaszek lisciowych odmian Elsanta i Kaster byta uszkodzona (stopieh po-
razenia 4,8 i 4,4 u pedéw regenerowanych z kalusa oraz 3,1 i 2,4 u pedéw mikroroz-
mnazanych). Nieznacznie bardziej odporne byly pedy klonu 1015, natomiast pedy
Sengi Sengany porazone byty tylko w niewielkim stopniu (tab. 1).

Tabela 1

Wptyw homogenatu Verticillium dahliae na porazenie pedéw truskawki w warunkach in vitro

Stopier porazenia pedéw (wg 6-stopniowej skali)

Genotyp Czas kokultywacji z patogenem (dni)

22 29 36 50 60 70
Elsanta R* 0,3 13 25 37 44 4,8
Elsanta M* 0,1 0,7 11 11 18 31
Kaster R 0,7 2,7 38 38 41 4.4
Kaster M 0,2 0,7 1,0 19 14 2,4
1015 R 0,1 0,6 1,6 1,6 2,3 31
1015 M 0,1 0,2 0,4 0,5 12 1,7
S. Sengana M 0 0,1 0,2 0,3 04 0,4

R* - regeneranty
M* — mikrorozmnazane pedy

W obrebie populacji pedéw badanych odmian obserwowano znaczne zréznico-
wanie osobnicze odpornosci na porazenie przez Verticillium dahliae. Po siedemdzie-
sieciu dniach kokultywacji z grzybem wiekszo$¢ pedéw byla silnie porazona i za-
mierata, jednakze w kazdej odmianie zachowaty sie osobniki, ktére zniosty presje
patogena z nieznacznymi tylko uszkodzeniami. Odporne osobniki wystepowaty za-
rowno w populacji peddw uzyskanych przez mikrorozmnazanie jak i zregenerowa-
nych z kalusa. Osobniki wykazujace odporno$¢ poddano powtoérnej selekcji w spo-
s6b opisany. Te, ktore przetrwaly przeniesiono na pozywke Boxusa z dodatkiem
2 mg/l benomylu w celu eliminacji patogena i namnozono in vitro.
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