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Streszczenie

Warunkiem szybkiego upowszechnienia metody mikrorozmnazania jest posiadanie minimalnej ilosci
zdrowych roslin in vitro. To minimum zapewnia Bank Genéw Ziemniaka in Vitro w IHAR-PIB w Boni-
nie. Jest tu przechowywany materiat zdrowy, uwolniony od powszechnie wystepujacych w Polsce
wiruséw i patogenéw kwarantannowych. Skorzystanie z takiego materiatu znacznie utatwia mikroro-
zZmnazanie, gdyz eliminuje dtugotrwate uwalnianie genotypdéw od wiruséw i ogranicza zakres badan do
kontroli zdrowotno$ci na pierwszym etapie rozmnazania. Opracowano i wdrozono metode mikrorozm-
nazania opartg na kulturach sadzonek in vitro z jednym miedzywezlem. Jest ona przydatna w wielko-
towarowym systemie uprawy, zapewniajgc ciqgtq produkcje mikrosadzonek identycznych z genoty-
pem ro$liny matecznej. Rosliny in vitro mogg by¢ mnozone na kolejne ro$liny in vitro lub wykorzystane
do produkcji mikrobulw. Mikrobulwy i mikrosadzonki sq sadzone pod ostonami i uzyskuje sie z nich

minibulwy, ktére wysadza sie w polu jako materiat przedbazowy PB;,.
Stowa kluczowe: Bank Gendw, in vitro, mikrobulwy, mikrorozmnazanie, minibulwy, ziemniak

ikrorozmnazanie, czyli rozmnazanie

wegetatywne roslin w kulturach in

vitro, jest technikg powszechnie
uzywang w biotechnologii oraz do masowe-
go mnozenia roslin na skale produkcyjna.
Technika ta znalazta zastosowanie m.in. w
produkciji roslin, ktoére trudno rozmnazajq sie
wegetatywnie metodami tradycyjnymi lub
szybko ulegajg degeneracji w warunkach
polowych (np. ziemniak Solanum tuberosum
L.).
Metoda kultur in vitro jest doskonalona od
poczatku XX wieku. W Polsce prekursorem
hodowli tkanek roslinnych in vitro byt prof.
Jerzy Czosnowski, ktory w 1948 r., po odby-
ciu stazu naukowego w Paryzu, powrdcit na
uniwersytet w Poznaniu i podjat prace z tymi
kulturami. | tak od tego roku, tj. od 67 lat,
prowadzone sg badania nad doskonaleniem
technik in vitro wielu gatunkow (Zenkteler M.,
Zenkteler E. 2013). W 1965 r. Murashige
(USA) opracowat sposob klonalnego roz-

mnazania storczykéw i dzieki temu od 50 lat
mozliwe jest rozmnazanie roslin in vitro na
skale produkcyjna. Metoda ta zostata za-
adaptowana do rozmnazania innych waz-
nych gospodarczo ro$lin, szczegdlnie
ozdobnych i sadowniczych. W niewielkim
stopniu znalazta zastosowanie w rozmnaza-
niu roslin rolniczych (ziemniakow, zb6z), ale i
tu zauwaza sie tendencje wzrostowa.
Obecnie na $wiecie za pomocg kultur in
vitro produkuje sie ok. 800 min sztuk roslin
rocznie, z czego 90% stanowig rosliny
ozdobne. Produkcja europejska wynosi ok.
200 min sztuk rocznie, a gtdbwnym producen-
tem w Europie jest Holandia, nastepnie
Francja, Polska, Wtochy i Niemcy. Poza Eu-
ropg czotowymi producentami roslin w labo-
ratoriach in vitro sg USA, 110 min szt., i Indie
— 30 miIn szt. (www.pg.gda.pl). Jest to praw-
dopodobnie najszybciej rozwijajaca sie gatgz
branzy rolno-ogrodniczej z wieloma powsta-
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jacymi kazdego roku na catym Swiecie no-
wymi firmami.

W Polsce laboratoria zajmujg sie mikro-
rozmnazaniem gtéwnie roslin ozdobnych
(gerbera, azalia, rézanecznik, storczyk, fikus,
lilia, chryzantema, gloksynia, gozdzik, pa-
pro¢, primula) oraz boréwki wysokiej, tru-
skawki, zurawiny i jezyny. Mikrorozmnazanie
ziemniaka na skale produkcyjng prowadza 3
laboratoria kultur tkankowych: w Hodowli
Ziemniaka w Zamartem oraz Pomorsko-
Mazurskiej Hodowli Ziemniaka w Strzekeci-
nie i jej oddziale w Szyldaku.

Warunkiem szybkiego upowszechnienia
metody mikrorozmnazania w produkcji sa-
dzeniakéw jest posiadanie minimalnej ilosci
zdrowych roslin in vitro. To minimum zapew-
nia Bank Gendéw Ziemniaka in vitro w Zakta-
dzie Nasiennictwa i Ochrony Ziemniaka
(ZNiOZ) IHAR-PIB w Boninie, w ktérym od
1980 r. sg gromadzone i przechowywane
zasoby genowe ziemniaka w formie roslin in
vitro. Jest to materiat zdrowy, uwolniony od
powszechnie wystepujacych w Polsce wiru-
sOw ziemniaka, a takze od patogenoéw kwa-
rantannowych, tj. wiroida wrzecionowatosci
bulw ziemniaka (PSTVd), bakteriozy pier-
Scieniowej (Clavibacter michiganesis ssp.
sepedonicus) oraz Sluzaka (Ralstonia sola-
nacearum). Skorzystanie z takiego materiatu
znacznie utatwia zastosowanie metody mi-
krorozmnazania, gdyz eliminuje dtugotrwate
uwalnianie genotypdw od wiruséw i ograni-
cza zakres badan do kontroli zdrowotnosci
na pierwszym etapie rozmnazania.

W ZNiOZ w Boninie opracowano i wdro-
zono metode mikrorozmnazania ziemniaka
opartg na kulturach sadzonek in vitro z jed-
nym miedzywezlem (Zaklukiewicz i in. 1995).
Jest ona przydatna w wielkotowarowym sys-
temie uprawy, zapewniajac ciggtg produkcje
mikrosadzonek identycznych z genotypem
rosliny matecznej.

Mikrorozmnazanie ziemniaka

na etapie roslin in vitro

Mikrorozmnazanie to wegetatywne rozmna-
zanie roslin w warunkach laboratoryjnych na
sztucznym podtozu. ,Mikro” w nazwie tej
techniki odnosi sie do niewielkiej ilosci mate-

rialu wyjsciowego, z ktérego otrzymuje sie
nieograniczong liczbe roslin potomnych. Po-
za wysokim wspotczynnikiem rozmnazania
zaletg tej metody jest duze wyréwnanie feno-
typowe i genotypowe roslin. Wszystkie prace
oraz wzrost roslin prowadzi sie w scisle kon-
trolowanych warunkach, dzieki czemu mate-
riat zachowuje wysokg zdrowotnosgé.

W pierwszym etapie pracy pozyskiwane
sg subkultury (eksplantaty) z roslin utrzymy-
wanych w banku gendw in vitro i przeszcze-
piane na standardowg pozywke Murashige-
-Skooga (1962), ktéra nie zawiera hamuja-
cych substancji wzrostowych (D-Mannit,
ABA). Kolejne pasaze sg wykonywane co 3-
-4 tygodnie, a eksplantaty umieszczane na
Swiezej pozywce MS. Za kazdym razem ro-
sliny utrzymuje sie w komorach hodowlanych
(fitotronach) w  temperaturze  20/18°C
(dziefi/noc), przy oswietleniu ok. 8 W/m? z
zachowaniem 16-godzinnego fotoperiodu.

Na podstawie wieloletnich obserwacji
okreslono wyrazne roznice w rozwoju roslin
in vitro pomiedzy genotypami ziemniaka
(Zaklukiewicz, Sekrecka 1994). Mozna przy-
puszczac, ze roznice te majg zwigzek z mor-
fologig danej odmiany w warunkach natural-
nych (Srivastava i in. 2012a). Wspotczynnik
rozmnazania na etapie in vitro dla danego
genotypu jest w miare staty i ksztattuje sie w
zakresie od 5 do 10, co umozliwia zaplano-
wanie prac przy mikrorozmnazaniu. W prak-
tyce oznacza to, ze po 3-4 tygodniach z 1
eksplantatu na pozywce wyrasta ro$lina z 5-
-10 miedzywezlami. Teoretycznie z 1 rosliny
in vitro pobranej z Banku, o wspotczynniku
rozmnazania 6, po 12 pasazach mozna uzy-
ska¢ ponad 2 miliardy roslin identycznych z
rosling mateczna.

Mikrosadzonki otrzymane w procesie mi-
krorozmnazania w praktyce mogg by¢ bez-
posrednio wysadzone w polu lub stuzy¢é do
produkcji minibulw pod ostonami. W warun-
kach Polski bezposrednie wysadzanie roslin
ziemniaka in vitro nie jest zalecane, gdyz
delikatne roslinki sg bardziej podatne na
infekcje wirusowg (Zaklukiewicz i in. 1995).
Jako zasade nalezy przyja¢ wykorzystanie w
pierwszych rozmnozeniach polowych mini-
bulw (Button 1992, Kostiw i in. 1994).
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Fot. 1. Etapy mikrorozmnazania ziemniaka: rosliny in vi
sadzeniaka, ro$liny in vitro wysadzone w szklarni, minibulwy, plantacja nasienna (fot. D. Sekrecka)

Produkcja mikrobulw ziemniaka
Mikrobulwy to bulwy ziemniaka uzyskane w
procesie mikrotuberyzacji w warunkach in
vitro. Sg na ogot bardzo mate, ich $rednica
nie przekracza 10 mm i wazg s$rednio 0,7 g
(Struik, Wiersema 1999). Do ich produkgciji
stosuje sie jednoweztowe fragmenty roslin in
vitro, ktére sg poddawane dziataniu che-
micznych i fizycznych czynnikéw indukuja-
cych tuberyzacje. Wspétczynnik rozmnaza-
nia jest stosunkowo niski, gdyz z 1 eksplan-
tatu po 3 miesigcach prowadzenia Kkultur
uzyskujemy od 1 do 2 mikrobulw (Sekrecka,
Michatowska 2014). Giéwng zaletg tej meto-
dy jest produkcja bulw w kontrolowanym,
zamknietym sSrodowisku i niezaleznie od
pory roku. Dodatkowym atutem sg stosun-
kowo niskie koszty, poniewaz mikrotubery-
zacja przebiega w catkowitej ciemnosci.

Do czynnikow istotnych w procesie mikro-
tuberyzacji nalezy m.in. poziom sacharozy i
obecnos¢ regulatorow wzrostu w pozywce
oraz temperatura inkubaciji i $wiatto. Sacha-
roza stanowi zrodto energii, a jej optymalne
stezenie w pozywce wynosi 8%. Zaréwno
nizsze, jak i wyzsze stezenie sacharozy mo-
ze mie¢ negatywny wptyw na liczbe i rozmiar
uzyskanych mikrobulw (Xu i in. 1998). Doda-
tek hormonow wzrostu do pozywki moze
dziata¢ stymulujgco lub hamujgco na tubery-
zacje (Saniewski 1997), nie jest jednak nie-
zbedny do formowania bulwek w szkle (Stru-
ik, Wiersema 1999). W Hodowli Roslin w
Szyldaku (obecnie oddziat PMHZ) prace
hodowlane z zastosowaniem mikrobulw sg

i Imsly "
tro, produkcja mikrobulw, mikrobulwy na tle

prowadzone od 1997, tj. od 18 lat. Mikrobul-
wy produkuje sie w ciggu catego roku, a na-
stepnie wysadza pod ostonami. Tak prowa-
dzona jest hodowla zachowawcza wszyst-
kich odmian (Bruski 2006).

Coraz wiekszy nacisk ktadzie sie na sto-
sowanie bezhormonalnych systeméw mikro-
rozmnazania. Do tej pory poswiecano im
mato uwagi, prawdopodobnie ze wzgledu na
stosunkowo powolny i mato efektywny
wzrost eksplantatéw. Opracowanie systemu
mikrorozmnazania z pominieciem udziatu
hormondéw jest wskazane, gdyz systemy
takie umozliwiajg produkcje bez pdzniej-
szych problemoéw zwigzanych z zakiécong
rbwnowagg hormonalng i mogg by¢ uzy-
teczne komercyjnie.

Produkcja minibulw pod ostonami

Pod ostonami (szklarnia, namiot foliowy czy
siatkowy) znacznie tatwiej zapewni¢ prawi-
dtowy i jednoczesnie przyspieszony wzrost
roslin w celu uzyskania relatywnie duzej licz-
by bulw przydatnych do produkcji polowej
(Zaklukiewicz, Sekrecka 1994). Bulwy po-
chodzace z pierwszego pokolenia roslin in
vitro lub mikrobulw nazwano minibulwami.
Liczne badania przeprowadzone w celu
optymalizacji warunkéw produkcji minibulw
pod ostonami wskazujg, ze na wielkos¢ i
jakos¢ plonu ma wptyw wiele czynnikéw. W
pierwszej kolejnoéci sg to: genotyp oraz ter-
min i gesto$¢ sadzenia, zasobnos¢ podtoza,
a takze zabiegi pielegnacyjno-ochronne.
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Poza zapewnieniem odpowiednich wa-
runkow fitosanitarnych (dezynfekcja szklarni,
namiotéw, wymiana podfoza, utrzymanie
pomieszczenn wolnych od  szkodnikéw
— mszyc, przedziorkdow, weciornastkow —
ochrona przed zarazg ziemniaka itp.) w pro-
dukcji minibulw istotng role odgrywa, podob-
nie jak w uprawie polowej, sktad podtoza,
jego struktura, odpowiednie pH i zasobnos$¢
w skfadniki pokarmowe (makro- i mikroele-
menty).

Jednym z najbardziej istotnych czynnikow
okreslajgcych warto$¢ nasienng minibulw
(poza zdrowotnoscia) jest ich wielkosé. Licz-
ne badania wskazujg na mniejsza przydat-
no$¢ bulw najdrobniejszych (o $rednicy po-
nizej 1 cm), stad tez w produkcji zasadniczg
role odgrywajg warunki zapewniajgce mak-
symalny udziat w plonie frakcji wiekszych, {j.
o srednicy powyzej 1 cm. Na wielkos¢ mini-
bulw istotny wptyw ma gesto$¢ sadzenia na
jednostce powierzchni oraz wiek fizjologicz-
ny wysadzanych ro$lin in vitro i mikrobulw.
Optymalny wiek roslin wysadzanych pod
ostonami wynosi ok. 4 tygodni; uzyskiwany
plon minibulw jest o ok. 50% wyzszy w w
porownaniu z plonem roslin 2-tygodniowych
(Sekrecka 2000, Lewosz i in. 2001).

Minibulwy — sadzeniaki w hodowli
zachowawczej

Mikrorozmnazanie pozwala na znaczne
usprawnienie hodowli zachowawczej, np. na
rezygnacje z klonowego prowadzenia roz-
mnozenh czy tez zmniejszenie zakresu badan
dla oceny zdrowotnosci (Pawlak 1996). Ma-
terialtem wyjsciowym do hodowli zachowaw-
czej odmian sg minibulwy uzyskane we wita-
snych laboratoriach kultur tkankowych jed-
nostek hodowlanych (Siewierska 2011). Mi-
nibulwy stuzg przede wszystkim jednostkom
hodowlanym prowadzgcym hodowle zacho-
wawczg, ktérej celem jest utrzymanie gene-
tycznie utrwalonych cech danej odmiany
ziemniaka (Turska 1995). Produktem kon-
cowym tego odtwarzania w 2-3-letnim cyklu
sg sadzeniaki okreslane mianem materiatu
matecznego. Stosujgc techniki mikroroz-
mnazania, mozna — poza gwarancjg Wyso-
kiej zdrowotnosci materiatu — szybko, w cia-
gu 2 lat, dostosowa¢ podaz sadzeniakdéw
danej odmiany do zmieniajgcego sie popytu.

Przed wysadzeniem minibulw w polu za-
sadnicze znaczenie ma ich wiasciwe przygo-
towanie, tj. przechowywanie, doktadne roz-
frakcjonowanie i odpowiednie podkietkowa-
nie. Wptyw temperatury w okresie przecho-
wywania na warto$¢ nasienng minibulw jest
podobny jak w tradycyjnej produkcji sadze-
niakow. Wyzsze temperatury przyspieszajq
proces starzenia sie minibulw poprzez obni-
zenie ich potencjatu rozwojowego. Dla za-
chowania ich dobrej wartosci nasiennej ko-
nieczne jest utrzymanie statych, niskich tem-
peratur. Szczegodlnie jest to wazne przy
dtuzszym, prawie 10-miesiecznym przecho-
wywaniu bulw ze zbioru wiosennego.

Dotychczas nie opracowano zmechani-
zowanej techniki sadzenia minibulw, dlatego
w przypadku najmniejszych frakcji zaleca sie
wytacznie reczne sadzenie. Sposob ten
ogranicza uszkodzenia kietkow i zapewnia
lepszy, wyrownany wzrost roslin. Niezaleznie
od schematu rozmnozen kazdg z wydzielo-
nych frakcji bulw dobrze jest wysadza¢ w
oddzielnym ,bloku”. W ten sposéb, poza
lepszym wyrdéwnaniem tanu, mozliwe jest
przeprowadzenie w trakcie wegetacji dodat-
kowych zabiegéw pielegnacyjnych i ochron-
nych dla poszczegdlnych partii materiatu.

Podsumowanie
Ziemniak jest podatny na manipulacje w ho-
dowli tkankowej. Poniewaz tkanka tatwo sie
mnozy, moze by¢ wykorzystana na szerokag
skale w produkcji wysokiej jakosci materiatu
sadzeniakowego. Kultura merystemow w
pofgczeniu z termoterapig i/lub chemiotera-
pig jest obecnie standardowo stosowana w
celu uzyskania zdrowych, wolnych od pato-
genow roslin ziemniaka. Rosliny in vitro mo-
ga by¢ mnozone na kolejne rosliny in vitro
lub wykorzystane do produkcji mikrobulw.
Mikrobulwy i mikrosadzonki sg sadzone pod
ostonami i uzyskuje sie z nich minibulwy
(Srivastava i in. 2012b), ktére sg wysadzane
w polu jako materiat przedbazowy PB,. Wy-
korzystanie mikrorozmnazania w hodowli
zachowawczej zapobiega szerzeniu sie pa-
togendw kwarantannowych w produkcji na-
siennej, a takze umozliwia produkcje sadze-
niakow odmian ziemniaka o niskiej odporno-
Sci na wirusy.

Metoda ta, jak kazda inna, ma swoje zale-
ty i wady. Do zalet naleza;:
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1. Odmiana moze by¢ namnazana bez utraty
rosliny matecznej, czesto unikatowe;j.

2. Otrzymane sadzonki mogg by¢ identyczne
z rosling mateczna.

3. Materiat roslinny mozna mnozy¢ z dala od
jego naturalnego $rodowiska.

4. Mozna uzyska¢ bardzo duzg liczbe sa-
dzonek w relatywnie krétkim czasie.

5. Proces mnozenia jest niezalezny od po-
gody i moze byé kontynuowany przez caty
rok.

6. Utatwiona jest wymiana miedzynarodowa,
poniewaz wiele krajow stosuje uproszczong
procedure fitosanitarng przy imporcie roslin
mnozonych in vitro.

7. Dopuszczalne jest przechowywanie mikro-
roslinek przez kilka miesiecy w obnizonej
temperaturze, co pozwala na spokojng, roz-
tozong w czasie produkcje in vitro i wysa-
dzanie duzej liczby roslin w optymalnym
terminie.

8. Latwy transport rozmnozonego materiatu.
Wady metody:

1. Stosunkowo wysokie koszty produkciji
minibulw i mikrobulw.

2. Konieczno$¢ posiadania wyspecjalizowa-
nego laboratorium kultur tkankowych z do-
brze wykwalifikowanym i doswiadczonym
personelem.
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