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Cele projektu, ktére osiggnieto

1. Uwolnienie wybranych genotypow ziemniaka od wirusa PVS, PVM i PVY przy
zastosowaniu termoterapii | izolacji merystemow.

2. Przebadanie skutecznosci kilku substancji antywirusowych w uwalnianiu roslin in
vitro ziemniaka od wirusow PVS, PVM | PVY przy zastosowaniu chemioterapii.

3. Przebadanie skutecznosci kilku preparatow bakteriobdjczych w zwalczaniu
zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro wybranych genotypow
zlemniaka.

4. Przebadanie trwatosci efektu bakteriobojczego PPM™ | ProClin300® w kolejnych
pasazach roslin in vitro.

5. Sprawdzenie wptywu preparatow bakteriobojczych na tworzenie mikrobulw w
procesie mikrotuberyzacji wybranych genotypow ziemniaka.



Materiaty | metody

1. Termoterapia

 rosliny wyroste z bulw ziemniaka porazonych wirusami PVS, PVM, PVY poddane dziataniu wysokiej
temp. 37°C w dzien i 33°C w nocy przez okres 6-8 tyg.;

« preparowanie pod mikroskopem merystemow;
» badanie testem DAS ELISA wyrostych roslin in vitro (test zdrowotnosci).
2. Chemioterapia

» pasazowanie jednoweztowych fragmentow porazonych wirusami PVS, PVM, PVY roslin na podtoza z
dodatkiem substancji antywirusowych — rybaviryna, zielen malachitowa, azacytydyna, tiouracyl,

» badanie testem DAS ELISA wyrostych roslin in vitro (test zdrowotnosci).
3. Badanie preparatow do zwalczania zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro ziemniaka

* pasazowanie jednoweztowych fragmentow roslin, w ktorych stwierdzono zanieczyszczenia bakteryjne
na podtoza z dodatkiem preparatow bakteriobojczych — PPM, ProClin 300®, Nitrofurazone, Citrosept,
azotan srebra (Ag NO3), podchloryn sodu (NaCIO);

« obserwacja kultur - sygnatem swiadczgcym o obecnosci bakterii w kulturach in vitro jest nieznaczne
zmetnienie pozywki pod wyszczepionym eksplantatem oraz pojawiajgce sie wodniste ,halo” wokot
eksplantatu.



Wyniki — termoterapia

1.

termoterapia roslin wyrostych z porazonych wirusami bulw pozwala na izolacje silniejszych
merystemow | w rezultacie wyzszy procent (od 20 do 40%) uzyskanych roslin in vitro niz izolacja
z porazonych wirusami roslin in vitro;

najkorzystniejszy termin przeprowadzenia procesu to maj — wrzesien (styczen — 1,85%, luty —
4,22%, maj — 15%, wrzesien — 30% zregenerowanych roslin);

wielkos¢ izolowanych merystemow - fatwiej uzyskac rosliny z merystemow wiekszych majgcych
wiekszg liczbe zawigzkow lisci (2-4) niz z matych (tylko koputa merystematyczna);

z wigkszych eksplantatow trudniej uzyskac rosliny wolne od wiruséw. Izolowanie z 2-4
zawigzkami lisci zalecane jest jedynie w przypadku wprowadzania do banku zdrowego
| sprawdzonego testem genotypu;

na uzyskanie roslin wolnych od wirusa PVS, PVM 1 PVY poddanych termoterapii i izolacji
merystemow duzy wptyw ma czynnik osobowy (w zaleznosci od wykonawcy uzyskano od 34% do
24% roslin wolnych od PVS, od 52% do 43% roslin wolnych od PVM i od 85% do 78% wolnych
od PVY);

rodzaj wirusa - duzy problem w uwalnianiu stwarzajg wirusy PVS i PVM, z kolel PVY jest
wirusem, ktory tatwo uwalnia sie pod wptywem dziatania wysokiej temperatury;

duze znaczenie ma precyzyjne ciecie eksplantatow, szybkie umieszczenie ich na pozywce w taki
sposob, aby powierzchnia ciecia przylegata do podtoza.



Wyniki - chemioterapia

Wigczenie do pozywek substancji antywirusowych musi by¢ bezpieczne dla tkanek roslinnych, dlatego
konieczne byto eksperymentalne wybranie odpowiedniego antymetabolitu i ustalenie jego stezenia w
odniesieniu do roslin in vitro ziemniaka.

1. Rybaviryna
dawka > 50 mg/l dziata fitotoksycznie na wyszczepione eksplantaty ziemniaka

dawki 30-40 mg/l zmniejszajg koncentracje wirusa PVS wprost proporcjonalnie do stezenia
antymetabolitu

zastosowane dawki 20-40 mg/l nie majg wptywu na zmniejszenie koncentracji wirusa PVM
dawki 30-40 mg/l znaczaco eliminujg czgstki wirusa PVY (0 30%)).

2. Zielen malachitowa

« dawki 0,02-0,04 mg/l nie eliminowaty czgstek wirusow PVS i PVM z roslin in vitro ziemniaka.
« zastosowane dawki 0,02-0,04 mg/l spowodowaty zamieranie wytozonych merystemow.

3. Azacytydyna

« dawki 20-40 mg/l nie majg wptywu na zmniejszenie koncentracji wirusow PVS | PVM

* przy zastosowaniu dawki 30 mg/l uzyskano 20% roslin wolnych od wirusa PVY

- dawka 40 mg/l wptyneta negatywnie na rosliny in vitro, wigkszos¢ wyszczepionych fragmentéw nie
korzenita sie | nie rosta, tworzyty sie mikrobulwy.



Wyniki - chemioterapia

4. Tiouracyl

dawki 0,005-0,015 mg/l nie eliminowaty czgstek wirusow PVS, PVM i PVY z roslin in vitro ziemniaka

dawki 0,5-1,5 mg/l nieznacznie zmniejszyty stezenia wirusa PVS w roslinach in vitro ziemniaka

dawki 0,5-1,5 mg/l nie zmniejszyty stezenia wirusa PVM w roslinach in vitro ziemniaka

dawki 0,5-1,5 mg/l obnizyty poziom ekstynkcji wirusa PVY wprost proporcjonalnie do stezenia
antymetabolitu, nawet o 50%.

Wyniki - badanie preparatow do zwalczania zanieczyszczen
bakteryjnych w kulturach in vitro ziemniaka

1. Plant Preservative Mixture ™ (PPM™)

* najnizsza dawka 0,3% w duzym stopniu eliminowata bakterie endogenne — 93% czystych kultur

« wyzsze dawki 0,41 0,5% to 100% kultur wolnych od zanieczyszczen bakteryjnych

2. ProClin300®

« dawki 0,01-0,02% eliminowaty bakterie endogenne w srednio 75% - 85% proporcjonalnie do stezenia

« dawka 0,05% eliminowata bakterie endogenne w 100%. Przy wyzszej dawce rosliny stabiej korzenity
sie | rosty nizsze w stosunku do kontroli



Wyniki - badanie preparatow do zwalczania zanieczyszczen
bakteryjnych w kulturach in vitro ziemniaka

3. Nitrofurazone

« dawki 0,4-0,6% nie miaty wptywu na eliminacje zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro
4. Citrosept

« dawka 0,2% to 40% czystych kultur

« dawki 0,3-0,4% dziataty fitotoksycznie na wyszczepione eksplantaty

5. Azotan srebra (Ag NO3)

« dawki 0,05-0,15% nie miaty wptywu na eliminacje zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro,
jednoczesnie szkodliwie dziataty na wyszczepione eksplantaty

6. Podchloryn sodu (NaClO)
* najnizsze dawki 0,0002-0,001% w ok. 50% eliminowat zanieczyszczenia bakteryjne
» wyzsze dawki 0,01-0,05% to 100% czystych kultur in vitro ziemniaka.



Wyniki - przebadanie trwatosci efektu bakteriob6jczego PPM™,
ProClin300® w kolejnych pasazach roslin in vitro

Sprawdzajgc trwatosc¢ efektu zastosowanych we wczesniejszych latach biocydéw: PPM™ | ProClin 300®
na dalszych etapach mikrorozmnazania zaobserwowano, ze tylko fragmenty szczytowe byty wizualnie
czyste, tzn. nie zaobserwowano zmetnienia podtoza. Pozostate fragmenty byly zanieczyszczone
bakteriami endogennymi. Jednak pasazujgc rosline wyrostg ze szczytowego fragmentu na poditoze bez
biocydu, po kilku dniach wokdét eksplantatu pojawiato sie wodniste ,halo” wskazujgce na obecnoscé
bakterii endogennych. Trwatos¢ dziatania PPM™ | ProClin 300® dla roslin in vitro ziemniaka to
maksymalnie 2 pasaze.

Wyniki - sprawdzenie wptywu preparatow bakteriobojczych na
tworzenie mikrobulw w procesie mikrotuberyzacji wybranych
genotypow ziemniaka.

Mikrobulwy to bulwy ziemniaka uzyskane w procesie mikrotuberyzacji w warunkach in vitro.

« zastosowane biocydy - PPM™  ProClin 300® i podchloryn sodu (NaClO) nie miaty istotnego wptywu
na wzrost i rozwoj mikrobulw.

* na wspotczynnik rozmnazania mikrobulw decydujgcy wptyw ma odmiana.



Osiggniecia
1. termoterapia

« Oopracowano warunki termoterapii: zoptymalizowano temperature i czas trwania, wielkoS¢ merystemu

« uwolniono wybrane genotypy ziemniaka od wirusa PVS, PVM i PVY, ktore sg dostepne w banku
gemow in vitro ziemniaka

2. chemioterapia

 okreslono skutecznosc: rybaviryny, zieleni malachitowej, azacytydyny, tiouracylu w usuwaniu wirusow
PVS, PVM i PVY z materiatu roslinnego w formie roslin in vitro

« ustalono fitotoksycznosci zastosowanych substancji antywirusowych na rosliny in vitro ziemniaka
3. badanie preparatéow do zwalczania zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro ziemniaka

« okreslono skutecznosc¢: PPM, ProClin 300®, Nitrofurazone, Citroseptu, azotanu srebra (Ag NO3),
podchlorynu sodu (NaClO) w eliminacji zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro

« ustalono fitotoksycznosci zastosowanych biocydow na rosliny in vitro ziemniaka
« ustalono trwatos¢ dziatania PPM™ i ProClin 300® dla roslin in vitro ziemniaka (max. 2 pasaze).

Opracowane warunki termoterapii sg obecnie standardowo stosowane w celu uzyskania zdrowych,
wolnych od patogendw roslin ziemniaka wprowadzanych do banku gendw in vitro.
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