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Cel projektu:

Gtéwnym celem projektu sg prace nad doskonaleniem metod uwalniania roslin ziemniaka od
patogendw niekwarantannowych (bakterie endogenne i wirusy) przy pomocy kultur in vitro.

W 2016 roku w ramach zadania 63 prace badawcze prowadzono w dwdch tematach:

Temat 1. Opracowanie metod skutecznego uwalniania od wiruséw genotypéw wprowadzanych do
Banku Gendw in vitro ziemniaka.

Cel tematu

Gtéwnym celem tematu badawczego jest dopracowywanie metod eliminacji wirusa S i M ziemniaka z
genotypdéw gromadzonych w Banku Gendw in vitro.

Choroby wirusowe ziemniaka powoduja degeneracje plantacji nasiennych i wptywaja na znaczne
straty w plonie bulw. Najwicksze zagrozenie stanowi wirus Y ziemniaka, ktory moze powodowac
spadek plonu bulw nawet o 50% (Chrzanowska 2000). Z kolei wirus S i M ziemniaka, ktore tatwo sie
rozprzestrzeniaja moga powodowac straty rzedu 30% (Kostiw 2013). Infekcje wirusowe sa powaznym
zagrozeniem dla hodowli ziemniaka, gdyz ich koncentracja wzrasta w kolejnych pokoleniach bulw w
wyniku rozmnazania wegetatywnego a takze sg odporne na dzialanie zabiegdw chemicznych. Dlatego
tak wazna jest eliminacja wirusow z zainfekowanych ro$lin ziemniaka (Faccioli 2001). W ramach
tematu badawczego zaplanowano badania nad uwalnianiem ros$lin od wiruséw S i M ziemniaka przy
zastosowaniu dwoch metod: termoterapii potgczonej z izolacja merysteméw 1 chemioterapii
jednoweztowych fragmentow roslin in vitro porazonych wirusami.

Material i 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 okres 4-5
tygodni roéliny poddane zostaly dziataniu wysokiej temperatury: 37/33°C (dzief/noc), przy
o$wietleniu ok. 10 W.m’ z zachowaniem 16 godzinnego fotoperiodu. W 5. tygodniu trwania
termoterapii pobrano z roslin paki katowe i wyizolowano z nich merystemy. Z kazdego genotypu
merystemy izolowato 3 wykonawcow (zbadano czynnik osobowy) i wyizolowano $rednio po 100
merystemow. Przed izolacja merystemow materiat ro§linny sterylizowano w 70% etanolu przez 20
sekund oraz w 1,5% roztworze chloraminy przez 15 minut. Nastepnie wykonano 4-krotne plukanie
fragmentéw roslin w sterylnej destylowanej wodzie. Z pakéw katowych izolowano merystemy
wielkosci 0,2-0,4mm i umieszczano je pojedynczo w probowkach na pozywce MS (Murashige,
Skoog, 1962) zestalonej agarem (0,4%), z dodatkiem kinetyny 0,04 mg/l i kwasu giberelinowego
(GA3) — 0,1 mg/l. Prowadzono sukcesywne obserwacje wyszczepionych merystemow, usuwajgc
ewentualne zakazenia grzybowo-bakteryjne. W miarg wzrostu i rozwoju merystemy przeszczepiano na
swieza pozywke az do uzyskania ro$lin in vitro. Probéwki z merystemami a nastgpnie z roslinami in
vitro utrzymywano w fitotronie w optymalnych warunkach dla ich rozwoju tj. 16 godzin na §wietle w
temperaturze 22°C oraz przez 8 godzin w ciemnosci w temperaturze 20°C. Chemioterapia. Roliny in
vitro 2 genotypow: Linzer Starke (porazony wirusem S ziemniaka-2,500) i TE-1 (wirus M ziemniaka
— 0,918) poddano dziataniu 2 substancji antywirusowych (rybawiryna i zielen malachitowa).
Jednoweztowe fragmenty roslin in vitro umieszczono pojedynczo w probowkach zawierajacych 2-3
ml pozywki MS z dodatkiem rybawiryny lub zieleni malachitowej. Pozywke¢ MS z ustalonym pH na
poziomie 5,8 poddano sterylizacji w autoklawie z zachowaniem parametréw procesu sterylizacji
(temperatura 121°C, cinienie 0,2MPa i czas 15 minut). Do sterylnej pozywki, przy pomocy filtrow
strzykawkowych, pod komorg laminarng, dodano ustalone dawki rybawiryny (RBV) i zieleni
malachitowej (ZM). W roku 2016 dawki te zostaty zwickszone w stosunku do dawek z 2015 roku. 1
tak RBV dodano w ilosci 10, 20 i 25 mg/l pozywki a zieleh malachitowa — 0,2; 0,3 1 0,4 mg/l.
Kontrolg stanowity fragmenty roslin wyszczepione na pozywke bez antymetabolitow. Wszystkie
kultury in vitro utrzymywano w fitotronie, w temperaturze 22-20°C z zachowaniem 16 godzinnego
dnia i o$wietleniu ok. 8 W.m’ przez okres 3-4 tygodni. Co 7 dni analizowano wzrost i rozwéj roélin in
vitro tj. stopien ukorzenienia, wysokos¢ roslin, ulistnienie oraz wspotczynnik rozmnazania (liczbe
miedzywezli). W 4. tygodniu z kazdej kombinacji wysadzono po 10 roslin w szklarni do doniczek z




substratem torfowym. Po kolejnych 4-5 tygodniach ro§liny przebadano testem DAS ELISA na
obecno$¢ wirusow. Wykonano 2-krotne testy zdrowotno$ciowe. Doswiadczenie z antymetabolitami
wykonano w pieciu powtorzeniach. Uzyskane wyniki badan opracowano statystycznie. Istotnosé¢
roéznic oceniono za pomoca testu Tukey’a przy p=0,05.

Wyniki

Z genotypow (Birte, Paroli i Soraya) poddanych termoterapii wyizolowano po ok. 100 merystemow.
Paki katowe zostaty podzielone pomigdzy 3 wykonawcow. Procent roslin in vitro, w tym roslin
uwolnionych od wirusa, jaki uzyskano z wyizolowanych merystemow byt zalezny od ich wielkosci ale
takze w duzym stopniu od wykonawcy . Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata istotne roéznice
pomigdzy wykonawcami oraz liczbg uwolnionych od wirusa S roslin w stosunku do liczby roslin
uzyskanych z merystemow. W chemioterapii zastosowano wyzsze dawki antymetabolitow.
Rybawiryna w dawce 25 i 20 mg/l znacznie obnizyla poziom ekstynkcji wirusa S ziemniaka w
roslinach in vitro. Wyzsze dawki RBV, podobnie jak w latach ubieglych, miaty negatywny wplyw na
wzrost 1 rozwdj roslin in vitro. Z kolei zielen malachitowa, ktorej dawki w roku 2016 zostaly 10-
krotnie zwigkszone nie miata wptywu zaré6wno na eliminacje wirusa S z roslin jak i na ich wzrost i
rozwoj. Analiza wariancji wykonana dla wirusa S ziemniaka wykazata istotne réznice zaro6wno dla
zastosowanych antymetabolitow jak i ich dawek. Dla wirusa M ziemniaka nie wykazano takiej
zalezno$ci 1 analiza nie wykazala istotnych réznic w tescie Tukeya (p=0,05).

Dyskusja

Przez lata wielu badaczy probuje znalez¢ idealny sposob na wyeliminowanie wirusow z roslin. Juz w
1952 roku ukazaly si¢ pierwsze informacje w literaturze o tym, iz wirusy moga w mniejszym stopniu
infekowa¢ wierzchotki, a wyizolowane merystemy moga by¢ od nich wolne (Morel,Martin 1952).
Kolejne badania wykazaty ze ilo$¢ roslin wolnych od wirusa wzrasta proporcjonalnie wraz z
temperaturg oraz czasem trwania termoterapii (Biniam i Tedesse, 2008). Jednocze$nie zmniejsza si¢
liczba eksplantatow, ktére po zakonczeniu terapii sa zdolne do regeneracji (Zaklukiewicz 1982, Ali i
in 2013). W tegorocznych badaniach wykazaliSmy réwniez jak duzy wplyw na uzyskanie zdrowych
ros$lin in vitro ma czynnik ludzki. Z materiatu poddanego tym samym warunkom termoterapii, w
zalezno$ci od wykonawcy uzyskano z merysteméw od 81,11% do 22,69% roélin in vitro, w tym
wolnych od wirusa S ziemniaka od 62,22% (wyk.1) do 14,29% (wykonawca 3). Antymetabolity
stosowane w chemioterapii to analogi nuleotydow, o wysokiej aktywnosci przeciwirusowej,
wlaczajace sic w metabolizm wirusow i wywotujace zmiany w kodzie genetycznym i hamujac tym
samym ich namnazanie (Malepszy 2001). Noris (1954) oraz Oshima i Livingstone (1961)
zaobserwowali, ze po zastosowaniu zieleni malachitowe] zmiejsza si¢ koncentracja wirusa X
ziemniaka. Z kolei Nasir i in (2010) oraz Mahmoud i in (2009) uwazaja iz rybawiryna z wysoka
skutecznoscia eliminuje PVA, PVX, PVS, PVM, PVY i PLRV. Jednocze$nie wraz ze zwickszeniem
stezenia rybawiryny w pozywce nastepuje proporcjonalny wzrost liczby roslin wolnych od wiruséw
po zakonczeniu terapii ale zmniejsza si¢ liczba roslin zdolnych do regeneracji (Nasir i in. 2010,
Mahmound i in 2009). Nasze badania potwierdzity iz wyzsza dawka rybawiryny obniza poziom
ekstynkcji wirusa S ziemniaka ale jednocze$nie dziala fitotoksycznie na eksplantaty. Zielen
malachitowa nie ma wpltywu na zmniejszenie koncentracji wirusa S i M ziemniaka.

Whioski

Na uzyskanie ro$lin wolnych od wirusa S ziemniaka poddanych termoterapii i izolacji merystemow
duzy wptyw ma czynnik osobowy, na co sktada si¢ m.in. jakos$¢ i wielkos¢ izolowanego merystemu.
Rybawiryna dodana do pozywki zmniejsza koncentracj¢ wirusa S ziemniaka wprost proporcjonalnie
do stgzenia.

Dodanie do pozywki rybawiryny nie ma wptywu na zmniejszenie koncentracji wirusa M ziemniaka.
Zielen malachitowa w zastosowanych dawkach nie miala wptywu za zmniejszenie koncentracji wirusa
S i wirusa M ziemniaka w roslinach in vitro
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Temat 2._Badanie preparatow do zwalczania zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro
ziemniaka

Cel tematu

Celem tematu w 2016 roku bylo dalsze badania trzech dostgpnych na rynku preparatow
bakteriobojczych pod katem skuteczno$ci zwalczania zanieczyszczen bakteryjnych (bakterie
endogenne) w kulturach in vitro ziemniaka i ocena ich fitotoksycznosci.

Bakterie endofityczne sa problemem, ktory pojawia si¢ systematycznie w kulturach in vitro,
niezaleznie od gatunku ro$lin. I nawet najwigksza starannos¢ w procesie mikrorozmnazania nie daje
stuprocentowej pewnosci otrzymania i rozmnazania kultur bez zanieczyszczen. Obecnie trudno jest
powiedzie¢ o kulturach in vitro ze sg sterylne. Prawidtowo przeprowadzona dezynfekcja eksplantatow
w poczatkowej fazie nie wykazuje zanieczyszczen bakteryjnych i mogg one nie by¢ zauwazone
(Orlikowska i in. 2012). Pierwszym sygnatem §wiadczacym o obecno$ci bakterii w kulturach in vitro
jest nieznaczne zmgtnienie pozywki pod wyszczepionym eksplantatem oraz pojawiajace si¢ wodniste
,hallo” wokot eksplantatu. Proces ten ujawinia si¢ w kulturach 3-5 dnia od pasazowania. Dodanie
biocydu do pozywki hodowlanej moze spowodowa¢ zahamowanie namnazania si¢ bakterii
endogennych. Na rynku dostepne sa rézne preparaty bakteriobdjcze m.in. PPM™, ProClin 300®,
Nitrofurazone, ktore w naszych badaniach sprawdzamy pod katem ich skutecznosci i fitotoksycznosci.
Materiat i metody

Materiat badawczy stanowity ro$liny in vitro 4 odmian: Sonda, Pasja Pomorska, Zebra i Gwiazda
pozyskane z Banku Genow in vitro, w ktorych stwierdzono zanieczyszczenia bakteryjne. Z preparatow
dostepnych na rynku wybrano trzy: Plant Preservative Mixture '~ (PPM), ProClin300® i
Nitrofurazone (5 Nitro-2furaldehyde-semicarbazone). Preparaty te sa stosowane z powodzeniem w
kulturach in vitro innych gatunkow roslin, brakuje jednak informacji na temat stosowania w kulturach
in vitro ziemniaka. Preparat Plant Preservative Mixture'" to mikstura, ktora jest biocydem o
szerokim spektrum zastosowania i polecana w hodowli tkanek roslinnych. Stosowana przeciw
bakteriom i grzybom rosnacym w pozywce jak i w zanieczyszczonych tkankach. W zaleznos$ci od
dawki 1 stopnia zakazenia moze petni¢ funkcje skladnika biostatycznego jak i S$rodka
zapobiegawczego. ProClin 300® jest biocydem oraz konserwantem do odczynnikdéw stosowanych w
diagnostyce in vitro. W literaturze przedstawiany jako wysoce efektywny $rodek z szerokim spektrum
aktywnosci, o doskonalej stabilnosci, a takze niskiej toksycznosci. Nie wykazywat fitotoksycznosci
dla eksplantatow gerbery, chryzantemy, maliny, jabtoni i hosta. Nitrofurazone- stosowany m.in. w
mikrorozmnazaniu in vitro bananow, ananasa, trzciny cukrowej. Polecany jako chemioterapeutyk o
dziataniu bakteriostatycznym, a w wigkszych stezeniach bakteriobojczym wobec drobnoustrojow
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych (Chamberlain 1976). Jednoweztowe eksplantaty przeszczepiono na
pozywke Murashige-Skoog’a, z dodatkiem wybranych preparatéw bakteriobojczych. Standardowa
pozywka MS z dodatkiem witamin, hydrolizatu kazeiny, myo-inozytolu, sacharozy i zestalona agarem
(0,4%) zostala poddana sterylizacji para wodna (121°C) przez 15 minut, a nastepnie pod komora
laminarg (w warunkach sterylnych) przy pomocy filtrow strzykawkowych dodano do niej ustalone
dawki preparatow. W roku sprawozdawczym zastosowano nastepujace dawki preparatow: PPM w
stezeniach 0,0 (kontrola); 0,3; 0,4 1 0,5%, ProClin 300® w stezeniach: 0,0 (kontrola); 0,01; 0,015;
0,02% a Nitrofurazone w st¢zeniach: 0,0 (kontrola); 0,4; 0,5 1 0,6% . Kultury in vitro utrzymywano w
fitotronie przez okres 4 tygodni, w temperaturze 22-20°C, przy 16 godzinnym dniu i o$wietleniu ok.




8W.m’. Pierwsza obserwacje kultur kazdej serii wykonywano 3 dnia po wyszczepieniu eksplantatow.
Do 7. dnia doktadnie mozna zaobserwowa¢ wystapienie mgietek, wskazujacych na obecnosc bakterii
endogennych. Przez kolejne tygodnie opisywano wzrost i rozwoj roslin in vitro zwracajac szczegdlng
uwagg na skutecznos¢ i fitotoksyczne dziatanie zastosowanych preparatow. Doswiadczenie wykonano
w czterech powtorzeniach, kazdorazowo pasazujac po 15 roslin dla kazdej kombinacji oraz kontrole
(4 odmiany x 9 pozywek + kontrola x 4 powtorzenia =2720 testow).

Wyniki

W zalezno$ci od zastosowanego biocydu eliminacja bakterii endogennych byla zréznicowana.
Dodanie do pozywki preparatu ProClin 300® w najwyzszej dawce — 0,02%  eliminowalo
zanieczyszczenia bakteryjne $rednio w 40% kultur (zakres 25,0-51,67%). Jednocze$nie nie
zaobserwowano fitotoksycznego dziatania preparatu. Z kolei PPM™ | podobnie jak w latach
poprzednich, nie wykazat fitotoksycznego wptywu na eksplantaty a nawet najnizsze dawki (0,3%) w
duzym stopniu eliminowaly bakterie endogenne (31,7-63,3%). Wyzsza dawka PPM — 0,5% to rowniez
wyzszy procent kultur wolnych od zanieczyszczen bakteryjnych (61,7-95,0%). Dodanie do pozywki
Nitrofurazone, w dawkach wyzszych niz w 2015 roku, nie miato wptywu na eliminacje bakterii
endogennych z kultur in vitro ocenianych odmian. Nie zaobserwowano roéwniez reakcji
fitotoksycznych. Trzyczynnikowa analiza wariancji wykazata istotne r6éznice pomigdzy odmianami
oraz preparatami i zastosowanymi dawkami.

Dyskusja

Biocyd PPM™ zostat przetestowany dla wielu gatunkéw roélin m.in. roéliny cytrusowe, kapustne,
melon, petunia, tyton (Compton,Koch 2001). Badania wykazaly pozytywny wplyw PPM w
ograniczaniu zanieczyszczen bakteryjnych. Badacze zwracali uwage iz musi by¢ on stosowany w
odpowiedniej koncentracji w zalezno$ci od gatunku roslin, gdyz zbyt wysokie stezenie moze mieé
negatywny wpltyw na rozwdj tkanki roslinnej (Rihan i in. 2012). Orlikowska i in (2012) wykazali iz
PPM i Vitrofural dodane do pozywki ograniczaja wzrost bakterii na okres od 1 do 21 dni, zaleznie od
rodzaju bakterii, rodzaju i stezenia biocydu. Jednoczesnie zastosowane dawki wptynety na wzrost i
rozwoj ocenianych roslin. Rosliny byly mniejsze i stabiej si¢ korzenily w stosunku do roslin
kontrolnych. Wlaczenie do pozywek zwigzkéw bakteriobojczych lub bakteriostatycznych musi by¢
bezpieczne dla tkanek roslinnych i dlatego tak wazne sa badania nad ich skutecznoscia i
fitotoksycznoscig. W naszych badaniach wykazaliSmy pozytywny wptyw PPM na zanieczyszczenia
bakteryjne w kulturach in vifro ziemniaka, natomiast Nitrofurazone w zastosowanych dawkach nie
wyeliminowal bakterii endogennych.

Whioski

Preparat PPM™ w badanych dawkach ograniczyt zanieczyszczenia bakteryjne w zakresie 50-95%.
Nizsze dawki ProClin 300®nie wykazaly objawow fitotoksycznych, ale jednocze$nie ograniczyly
zanieczyszczenia bakteryjne do 40%.

Nitrofurazone w zastosowanych dawkach nie mial wplywu na eliminacj¢ zanieczyszczen bakteryjnych
w kulturach in vitro ziemniaka.

Nalezy sprawdzi¢ po ilu pasazach zastosowane dawki biocydow wyeliminuja bakterie endogenne z
kultur in vitro.
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