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Cel projektu:

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

W 2015 roku w ramach zadania 63 prace badawcze prowadzono w dwoch tematach:

Temat 1. Opracowanie metod skutecznego uwalniania od wirusow genotypéw wprowadzanych do
Banku Genéw in vitro ziemniaka.

Cel tematu

Glownym celem tematu badawczego jest dopracowywanie metod eliminacji wirusow, szczegdlnie
wirusa S i M ziemniaka z genotypow gromadzonych w Banku Gendw in vitro.

Materiat i metody

Termoterapia.Bulwy dwoch odmian; Korona i Tetyda od stycznia do listopada (10 cykli) wysadzano
do doniczek z substratem torfowym i po wschodach umieszczano w fitotronie w temperaturze 37/33°C
(dzief/noc), przy o$wietleniu ok. 10 W.m?, z zachowaniem 16 godzinnego fotoperidu. W 5. tygodniu
trwania termoterapii pobierano czgs¢ pakéw katowych i izolowano merystemy. Z kazdego genotypu
wyizolowano po 100 merystemoéw. Z pakéw wierzchotkowych i bocznych izolowano merystemy
wielkosci ok. 0,3 mm, a nast¢pnie umieszczano w zestalonej agarem (0,6%) pozywce MS (Murashige,
Skoog, 1962). Probowki z merystemami utrzymywano w fitotronie w optymalnych warunkach dla ich
wzrostu i rozwoju tj. 16 godzin na $wietle w temperaturze 22°C oraz przez 8 godzin w ciemno$ci w
temperaturze 20°C. Co 7 dni prowadzono obserwacje wyszczepionych merysteméw i oceniano ich
tempo wzrostu. Dla stymulacji kietkujagce merystemy sukcesywnie przeszczepiano na $wieza
pozywke. Chemioterapia. Rosliny in vitro 2 genotypow: Linzer Starke (porazony wirusem S
ziemniaka >2,000) i TE-1 (wirus M ziemniaka — 0,918) poddano dziataniu antymetabolitow.
Jednowgztowe fragmenty roslin in vitro umieszczano pojedynczo w proboéwkach zawierajacych 2-3 ml
pozywki MS. Do sterylnej pozywki dodano ustalone dawki rybawiryny (RBV)- 10, 15 i 20 mg/l i
zieleni malachitowej — 0,02, 0,03 i 0,04 mg/l. Kontrole stanowita pozywka bez dodatku
antymetabolitow. Wszystkie kultury in vitro prowadzono w fitotronie w temperaturze 22-20°C, przy
16 godzinnym dniu i oéwietleniu ok. 8 W.m? przez okres 4-5 tygodni. Co 7 dni analizowano wzrost i
rozwoj roslin in vitro tj. stopien ukorzenienia, wysokos$¢ roslin, ulistnienie oraz wspotczynnik
rozmnazania. W 5. tygodniu z kazdej kombinacji dwuwgztowe fragmenty roslin przeszczepiono na
pozywke MS bez dodatku antymetabolitow, nastepnie wysadzano do szklarni i po kolejnych 4
tygodniach rosliny badano testem DAS ELISA na obecno$¢ wirusow.

Wyniki i dyskusja

Procent ros$lin jaki uzyskano z wyizolowanych merystemow zwickszat si¢ w zaleznosci od terminu
izolowania i byt znacznie wyzszy w okresie korzystnym dla wzrostu i rozwoju roslin tj. od maja do
sierpnia. Izolujac male merystemy (max z 2 zawigzkami), a takie sa izolowane z ro$lin porazonych
wirusami, tylko ok. 20% moze przezy¢. Uzyskanie zdrowych roslin jest jeszcze trudniejsze i wynosi
ok. 10% ( w zaleznos$ci od wirusa). Analiza wariancji danych wykazala istotne réznice miedzy
terminami izolowania, brak istotnych réznic pomig¢dzy badanymi genotypami.

Rybawiryna - RBV dodana do pozywki w dawce 20 mg/l w 100% uzdrowita wyszczepione
eksplantaty porazone wirusem S ziemniaka, ale miata, podobnie jak w 2014 roku, negatywny wptyw
na wzrost i rozwdj ro$lin in vitro. Nizsze dawki — 10 i 15 mg/l rybawiryny w 60-80% uwolnity badany
genotyp od wirusa S ziemniaka i nie mialy tak negatywnego wptywu na wzrost i rozw¢j roslin in vitro.
Dodatek do pozywki r6znych dawek zieleni malachitowej (ZM) nie miat wptywy na eliminacj¢ wirusa
S ziemniaka z badanego genotypu. Analiza wariancji danych dla roslin in vitro porazonych wirusem S
ziemniaka wykazala rdznice istotne dla zastosowanych antymetabolitow jak i dla dawek.W eliminacji
wirusa M ziemniaka zastosowanie rybawiryny i zieleni malachitowej nie mialo wplywu na obnizenie
ekstynkcji 1 nie wyeliminowalo patogena z badanego genotypu. Wsrod chemioterapeutykow
stosowanych w chemioterapii ro$lin rybawiryna zyskata najwigksza popularnos¢ ((Faccioli 2001.
Zenkteler 1998). Planujac badania musimy wzig¢ pod uwage to, iz poziom zawartosci substancji
antywirusowych w pozywce musi by¢ kompromisem pomigdzy skutecznoscia oddzialywania
substancji na wirusy, a jej wplywem na wzrost i rozwoj roslin w kulturach in vitro. Zbyt wysokie




stezenia substancji antywirusowych moze by¢ fitotoksyczne lub hamowaé regeneracje i wzrost kultur.
W naszych badaniach wyzsza dawka rybawiryny (20mg/l) w 100% uwolnita odmian¢ Linzer Starke
od wirusa S ziemniaka ale jednocze$nie negatywnie wptynela na wzrost i rozwoj ro$lin . Nizsze dawki
rybawiryny to mniejszy procent wolnych od wirusa S roslin in vitro. W stosunku do wirusa M
ziemniaka zadna z badanych substancji nie poradzita sobie z eliminacjg tego patogena.

Whioski

Termoterapia ros§lin wyrostych z bulw-matek pozwala na izolacje silniejszych merystemow i w
rezultacie wyzszy procent uzyskanych roslin in vitro (Srednio 18%)

Najkorzystniejszy termin przeprowadzenia termoterapii i izolowania merystemow to kwiecien-
wrzesien

Zastosowane dawki rybawiryny eliminowaty wirusa S ziemniaka

Dodanie do pozywki zieleni malachitowej nie miato wptywu na eliminacje wirusa S ziemniaka
Skuteczno$¢ oddzialywania rybawiryny i zieleni malachitowej dodanej do pozywki na rosliny in
Vitro porazone wirusem M ziemniaka byta bardzo niska i nie eliminowata czastek wirusa
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Temat 2._Badanie preparatéw do zwalczania zanieczyszczeri bakteryjnych w kulturach in vitro
ziemniaka

Cel tematu

Celem tematu w 2015 roku bylo przebadanie trzech  dostgpnych na rynku preparatow
bakteriobdjczych, stosowanych do ograniczania bakterii u innych gatunkoéw roslin, pod katem
skuteczno$ci zwalczania zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro ziemniaka bez obawy o ich
fitotoksycznos¢.

Stwierdzono, ze nawet najwigksza staranno$¢ w procedurze mikrorozmnazania roslin nie daje
pewnosci otrzymania i rozmnazania kultur bez zanieczyszczen. Problem ten spowodowat, iz obecnie
trudno powiedzie¢ o kulturach in vitro ze sg sterylne. Prawdopodobnie podczas etapu inicjacji kultury
mozna wprowadzi¢ bakterie endogenne naturalnie zasiedlajace tkanki ro§linne, ktoére moga ujawnic sie
dopiero po wielu miesigcach pasazowania (Orlikowska 2010). Pierwszym sygnalem §wiadczacym o
obecnosci bakterii w kulturach in vitro jest nieznaczne zmetnienie pozywki pod wyszczepionym
eksplantatem jak i pojawiajace si¢ wodniste ,,hallo” wokot eksplantatu. W zwigzku z tym nalezy
szuka¢ roznych rozwigzan, aby po pierwsze nie wprowadzac bakterii z eksplantatem inicjalnym, a
nastepnie zabezpiecza¢ kultury przed zasiedleniem przez bakterie rdznego pochodzenia
(Orlikowska,Zawadzka 2006).

Material i metody

Materiat badawczy stanowity rosliny in vitro 4 odmian pozyskane z Banku Gendow in vitro ziemniaka,
w ktorych stwierdzono zanieczyszczenia bakteryjne. Z preparatow dostepnych na rynku wybrano trzy;
Plant Preservative Mixture™ (PPM), ProClin 300® i Nitrofurazone (5 Nitro-2furaldehyde-
semicarbazone). Sg one stosowane z powodzeniem w kulturach in vitro innych ro$lin, brak jest
natomiast informacji na temat stosowania w kulturach in vitro ziemniaka. W naszych badaniach
jednoweztowe fragmenty roslin in vitro umieszczano pojedynczo w probowkach zawierajacych 2-3 ml
pozywki MS. Preparaty dodano do pozywki MS w 3 stezeniach; PPM™ w stezeniach 0,2; 0,3 i 0,4%,
ProClin 300® w stezeniach: 0,005; 0,01 i 0,02%. a Nitrofurazone w st¢zeniach: 0,2; 0,3 1 0,4 %.
Wszystkie kultury in vitro prowadzono w fitotronie w temperaturze 20-18°C, przy 16 godzinnym dniu
i o$wietleniu ok. 8 W.m* przez okres 4 tygodni. Pierwsze obserwacje kultur przeprowadzano po 3
dniach od wyszczepienia eksplantatow. Oceniano obecno$¢ bakterii na podstawie pojawiajacego si¢



zmgtnienia pozywki pod eksplantatem. Nast¢pnie co 7 dni analizowano wzrost i rozwoj ro$lin in vitro
tj.stopien ukorzenienia, wysoko$¢ roslin, wspotczynnik rozmnazania. Doswiadczenie wykonano w
czterech powtorzeniach kazdorazowo pasazujac po 10 eksplantatow na kombinacj¢ (4 odmiany x 9
pozywek + kontrola x 4 powtdrzenia = 1920 testow). Wyniki badan opracowano statystycznie za
pomoca analizy wariancji danych z doswiadczenia pojedynczego, 3-czynnikowego w uktadzie
catkowicie losowym.

Whyniki i dyskusja

Badanie mialo na celu poréwnanie kilku preparatow bakteriobdjczych i ustalenie reakcji genotypdw
ziemniaka na dodane do pozywki biocydy. Eksplantaty wyszczepione na pozywke z PPM™ fadnie
rosty i dobrze si¢ korzenity. Tylko najwyzsza dawka PPM™ - (0,4% nieznacznie wptynela na
wysoko$¢ roslin in vitro ocenianych genotypow. W oparciu o wyniki z roku 2014, aby unikna¢ silnej
reakcji roslin na preparat, zastosowano nizsze dawki ProClin300® tj. najnizsza dawka z roku 2014
byta najwyzsza w 2015 r. Na kombinacji z dawka 0,02% wyszczepione eksplantaty nieznacznie
bielaty w miejscu zetknigcia z pozywka — reakcja fitotoksyczna. Przy najnizszej dawce ProClin300® -
0,005% rosliny rozwijaly si¢ prawidlowo i byly tylko nieznacznie stabsze od roslin kontrolnych.
Nitrofurazone (Vitrofural) dodany do pozywki nie miatl negatywnego wpltywu na wzrost i rozwoj
roslin in vitro ocenianych genotypéw. Rosliny bardzo tadnie si¢ korzenity i dobrze rozwijaly.
Oceniane dawki preparatu, w zalezno$ci od genotypu, w réznym stopniu wyeliminowaty bakterie
endogenne z kultur in vitro (33-93%). Analiza wariancji danych z do$wiadczenia pojedynczego, 3-
czynnikowego wykazata istotne roznice w badanych preparatach a takze pomigdzy zastosowanymi
dawkami preparatow. Preparat PPM™ dodany do pozywki MS wykazuje dziatanie bakteriobojcze.
Jednoczesnie nie zaobserwowano reakcji fitotoksycznej na zastosowany preparat. Biocyd
ProClin300® w 100% wyeliminowat z kultur in vitro bakterie endogenne, ale przy dawce 0,02%
wykazal reakcje fitotoksyczne. Nitrofurazone dodany do pozywki jedynie przy najwyzej dawce w
ok. 80% eliminowat bakterie endogenne. Nalezy jednak oceni¢ preparaty pod katem ich dtugotrwatego
dzialania w kolejnych pasazach i sprawdzenie czy bakterie endogenne trwale zostaly usunigte z
zainfekowanych kultur in vitro.

Whioski

1.PPM™ w badanych dawkach ograniczyt zanieczyszczenia bakteryjne w 98-100%

2. Preparat ProClin300® w kulturach in vitro ziemniaka w 100% skutecznie eliminowat
zanieczyszczenia bakteryjne i tylko przy dawce 0,02% nieznacznie wykazat fitotoksyczno$é

3. Nitrofurazone w zaleznosci od dawki i ocenianego genotypu eliminowat bakterie endogenne od 33
do 93% 1 nie wykazywal fitotoksycznosci.

4. Nalezy sprawdzi¢ trwatos¢ efektu bakteriobojczego w kolejnych pasazach roslin in vitro.
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