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Temat badawczy 1: Opracowanie metod skutecznego uwalniania od wirusow genotypow wprowadzanych do Banku Gendéw in vitro

ziemniaka.

W ramach tematu badawczego w 2018 roku zaplanowano badania nad uwalnianiem roslin od wirusow PVS, PVM i PVY ziemniaka przy zastosowaniu dwoéch metod:
termoterapii potgczonej z hodowlg tkanek merystematycznych i chemioterapii jednoweztowych fragmentow roslin in vitro porazonych wirusami.

Termoterapia
Materiat i metody

Bulwy dwéch odmian: Latest 16-159 porazona wirusem PVM oraz Leonata z
wirusem PVS, wysadzono do doniczek z substratem torfowym i po wschodach Tabela 1. Procent roslin in vitro uzyskanych z merystemow w zaleznosci od wirusa i wykonawcy.
umieszczono w komorze termoterapijnej. Przez okres 4-5 tygodni rosliny
poddane zostaty dziataniu wysokiej temperatury: 37°C w dzien i 33°C w nocy. W
5 tyg. trwania termoterapii pobrano z roslin pgki kagtowe i szczytowe, z ktorych

nastepnie izolowano merystemy (0,1-0,4 mm) - wyizolowano ok. 200

merystemow. Paki katowe zostaty podzielone miedzy dwdch wykonawcow. Larest 16- 1 53 36 68 14 26,4
WyniKki - 5 | | - 159 (PVM) ) 50 15 30 3 16
Procent otrzymanych roslin in vitro, w tym roslin uwolnionych od wirusa jaki

uzyskano z wyizolowanych merysteméw byt zalezny m.in. od wykonawcy  Leonata 1 80 46 57,5 13 16,2
(tab.1.). Z odmiany zainfekowanej wirusem PVM w zaleznosci od wykonawcy (PVS) 5 50 19 33 4 3

uzyskano od 26,4% do 16% zdrowych roslin in vitro. Wiekszy problem w
uwalnianiu stwarza wirus PVS ziemniaka, dlatego izolowano w miare mozliwosci
tylko kopute merystematyczng. W zaleznosci od wykonawcy uzyskano od 16,2%
do 8% roslin wolnych od wirusa PVS ziemniaka (tab.1.).

Chemioterapia

Materiat i metody
Rosliny in vitro 5 odmian tj. Linzer Starke, Eugenia (PVS), TE-1, Giewont (PVM) i EF 55-8545 (PVY), u ktorych testem DAS ELISA stwierdzono wysokie porazenie wirusami poddano

dziataniu dwoch substancji antywirusowych: rybawiryna i tiouracyl. Jednoweztowe fragmenty roslin in vitro umieszczono pojedynczo w probowkach zawierajgcych 2-3 ml
pozywki MS (Murashige, Skoog) zestalonej agarem (0,4%) z dodatkiem rybawiryny (30, 40 i 50 mg/l) lub tiouracylu (0,005; 0,010 i 0,015 mg/l). Kontrole stanowity fragmenty
rosliny wyszczepione na pozywke bez dodatku antymetabolitow. Wszystkie kultury in vitro utrzymywano w fitotronie z zachowaniem fotoperiodu 16 godz. dzien w temp. 22°C,
oswietleniu 8 W-m? i 8 godz noc w ciemnosci w temp. 20°C przez okres 3-4 tygodni. W 4 tygodniu z kazdej kombinacji wysadzono rosliny w szklarni do doniczek z substratem
’ilc\)/rfo_vll/_ym. Po kolejnych 3-4 tygodniach wyroste sadzonki przebadano testem DAS ELISA na obecnos¢ wirusow.
niki

Ry»tl)awiryna dodana do podtoza w dawce 30 i 40 mg/l nieznacznie obnizyta poziom ekstynkcji wirusa PVS i silnie obnizyta poziom PVY ziemniaka w roslinach in vitro (tab.2.).
Jednoczesnie jej fitotoksyczne dziatanie na rozwaj roslin in vitro byto wprost proporcjonalne do stezenia (fot.1.). Dawka 50 mg/l miata negatywny wptyw na wzrost i rozwadj roslin
in vitro (silne fitotoksyczne dziatanie), rosliny byty znacznie stabsze od roslin kontrolnych i nie korzenity sie, wiec nie uzyskano z nich materiatu do testu DAS ELISA (fot.2.). W
eliminacji wirusa PVM ziemniaka zastosowana rybawiryna nie miata wptywu na obnizenie poziomu ekstynkcji. Z kolei dodatek do pozywki roznych dawek tiouracylu nie miat
wptywu na eliminacje zarowno wirusa PVS i PVM ziemniaka z badanych odmian, tylko obnizyt ekstynkcje wirusa PVY. Eksplantaty wyszczepione na podtoze z dodatkiem
tiouracylu rozwijaty sie prawidtowo i dobrze korzenity sie (fot.3.).

Tabela 2. Poziom ekstynkcji wirusow w roslinach po zastosowaniu chemioterapii (Srednia z 3 cykli).

PVM 1 0,392 0,612 0,435 - 0,517 0,363 0,504
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Otl.1. ReakKCja roslin na Fot.2. Reakcja roslin na Ol.>. ReakKCja rosliin na
PVY 3,384 0,256 0,123 ) 0,324 0,083 0,318 rybawiryne (40 mg/l). rybawiryne (50 mg/I). tiouracyl (0,015 mg/l).

Temat badawczy 2: Badanie preparatow do zwalczania zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro ziemniaka.

Materiaty i metody

Materiat badawczy stanowity rosliny in vitro 4 odmian: Finezja, Gawin, Harpun i Michalina pozyskane z banku gendw in vitro ziemniaka, w ktorych stwierdzono zanieczyszczenia
bakteryjne. Jednoweztowe eksplantaty przeszczepiano na pozywke MS (Murashige, Skoog) z dodatkiem wybranych preparatow bakteriobdjczych w nastepujgcych stezeniach:
Plant Preservative Mixture (PPM™): Kontrola; 0,3%; 0,4% ; 0,5%; ProClin300® - Kontrola; 0,02%; 0,03%; 0,04% i azotan srebra (AgNO3) — Kontrola; 0,05%; 0,1%; 0,15%. Kultury
in vitro utrzymywano w fitotronie z zachowaniem fotoperiodu 16/8. Pierwszg obserwacje kultur kazdej serii wykonywano trzeciego dnia po wyszczepieniu eksplantatow. Do 7
dnia doktadnie mozna zaobserwowac wystgpienie mgietek, wskazujgcych na obecnosc¢ bakterii endogennych. Przez kolejne tygodnie opisywano wzrost i rozwoj roslin in vitro
ZWracajgc szczegolng uwage na skutecznosc i fitotoksyczne dziatanie zastosowanych preparatow.

Dodatkowo sprawdzono trwatosc¢ efektu zastosowanych we wczesniejszych latach biocydow: PPM™, ProClin 300® na dalszych etapach mikrorozmnazania.

Wyniki Tabela 3. Procent kultur in vitro, w ktérych wizualnie nie stwierdzono bakterii
W 2018 roku w zaleznosci od zastosowanego biocydu eliminacja bakterii endogennych byta endogennych w zaleznoéci od zastosowanej dawki biocydu ($rednia z 4 cykli).

zroznicowana. Dodany do podtoza preparat PPM™, podobnie jak w latach poprzednich nie
wykazywat fitotoksycznego wptywu na eksplantaty, a nawet najnizsza dawka 0,3% w duzym Finezja Gawin Harpun Michalina  $rednia
stopniu eliminowafa bakte,rie endogenne - 78,35%. }Nyz.sz.e dawki — od O,é.l% tf) 100%.kultur PP 0 48 4 23 8 5o 16.9 35 28
wolnych od zanieczyszczen bakteryjnych (tab.3.). Rowniez dodatek do pozywki ProClin300®

o _ , : , L . 0,3 100 60 60,7 86,7 78,35
eliminowat zanieczyszczenia bakteryjne w 100% przy zastosowaniu najwyzszej dawki i w 86,67%
. : , . . : 0,4 100 100 100 100 100
przy zastosowaniu nizszej dawki (tab.3.). Jednoczesnie przy nizszych dawkach nie zaobserwowano 0s 100 100 100 100 100
fitotoksycznego dziatania preparatu na wzrost i rozwoj roslin in vitro, tylko przy najwyzszej dawce . . ’ 201 £8 o0 5 28 9
0,04% rosliny stabiej korzenity sie i rosty nizsze w stosunku do kontroli. Azotan srebra (AgNO3) AT 0 43,3 ’ ’ ’ ’
dodany do pozywki nie miat wptywu na eliminacje bakterii endogennych z kultur in vitro i LU 36,7 100 36,7 93,35
ocenianych odmian (tab. 3.). Dodatkowo szczepione fragmenty roélin in vitro zareagowaty na 0,03 100 80 86,7 80 86,67
azotan srebra, tworzac stabe roslinki (jedno miedzywezle), czesto z mikrobulwkami . 0,04 100 100 100 100 100
Sprawdzajac trwatos¢ efektu zastosowanych we wczesniejszych latach biocydéw: PPM™ i ProClin AgNOs 0 45,57 46,9 30 16,9 34,84
300°® na dalszych etapach mikrorozmnazania zaobserwowano, ze tylko fragmenty szczytowe byty 0,005 13,3 0 13,3 0 6,65
wizualnie czyste, tzn. nie zaobserwowano zmetnienia podtoza. Pozostate fragmenty byty 0,01 13,3 6,7 20 0 10

zanieczyszczone bakteriami endogennymi. 0,015 53,3 6,7 20 6,7 21,67



