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Tytut zadania: Eliminacja patogenéw niekwarantannowych (bakterie endogenne
I wirusy) oraz kontrola zdrowotnosci roslin ziemniaka w banku in vitro.

Kierownik zadania: inz. D. Sekrecka

Cel projektu:

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

W 2014 roku w ramach zadania prace badawcze prowadzono w dwoch tematach:

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

Cel tematu:

Glownym celem tematu badawczego bylo dopracowywanie metod eliminacji wiruséw, szczegdlnie
wirusa S i M ziemniaka z genotypoéw gromadzonych w Banku Genow in vitro. W temacie
zaplanowano badania nad uwalnianiem roslin od wiruséw S i M ziemniaka przy pomocy termo- i/lub
chemioterapii potaczonej z izolacja merystemow.

Material i metody

Rosliny in vitro i bulwy wybranych 13 genotypow ziemniaka (Solanum tuberosum L.) podzielono na
3 grupy badawcze. I grupe stanowity rosliny in vitro wysadzone do doniczek i poddane termoterapii.
II grupa to ro$liny uzyskane z wysadzonych bulw i rowniez poddane termoterapii. Il grupa badawcza
to rosliny in vitro poddane chemioterapii. Rosliny in vitro (I grupa) na przetomie stycznia i lutego
wysadzono do doniczek z substratem torfowym i po 7 dniach umieszczono w fitotronie
w temperaturze 37/33°C (dziefi/noc), przy oéwietleniu ok. 10 W.m? z zachowaniem 16 godzinnego
fotoperiodu. Od 2.tygodnia trwania termoterapii, co 7 dni pobierano cze$¢ pakow katowych
i izolowano merystemy. Rosliny 8 genotypow wyroste z bulw (II grupa) poddano termoterapii na
przelomie maja i czerwca z zachowaniem parametrow jak przy grupie . W S.tygodniu trwania
termoterapii wyizolowano po 100 merystemoéw z kazdego genotypu. Przed izolacja merystemow
materiat roslinny sterylizowano w 70% etanolu przez 20 sekund, a nastgpnie w 1,5% roztworze
chloraminy przez 15 minut. Z pakéw wierzchotkowych i bocznych izolowano merystemy wielkosci
ok. 0,3 mm, a nastgpnie umieszczano w zestalonej agarem pozywce MS (Murashige, Skoog, 1962)
z dodatkiem lub bez hormonow wzrostu (kinetyna, giberelina) ewentualnie antymetabolitow
(rybawiryna (RBV) w dawce 10 i 20mg/l; zielen malachitowa (ZM) w dawce 0,02 i 0,04mg/l).
Wytozone do probowek merystemy pozostawiono w fitotronie w optymalnych warunkach dla ich
wzrostu i rozwoju (16 h w $wietle w temperaturze 22°C oraz 8 h w ciemnos$ci w temperaturze 20°C.
Dla stymulacji kielkujace merystemy sukcesywnie przeszczepiano na $wieza pozywke. Po 4-8
miesigcach z merystemow uzyskano rosliny in vitro. Rosliny in vitro z |1l grupy badawczej poddano
dziataniu antymetabolitow. Jednowezlowe fragmenty roslin in vitro umieszczano pojedynczo
w probowkach zawierajacych 2-3 ml pozywki MS z dodatkiem witamin, glicyny, myo-inozytolu,
hydrolizatu kazeiny, sacharozy i agaru. Odczyn pH pozywki ustalono na poziomie 5,8. Podloze
rozlewano do probowek szklanych i wyjalawiano w autoklawie z zachowaniem parametrow procesu
sterylizacji (temperatura 121°C, cisnienie 0,2 MPa i czas 15 minut). Do sterylnej pozywki, przy
pomocy filtrow strzykawkowych dodano ustalone dawki rybawiryny i zieleni malachitowe;j.
Wszystkie kultury in vitro prowadzono w fitotronie w temperaturze 22-20°C, przy 16 godzinnym dniu
i o$wietleniu ok. 8 W.m” przez okres 4-5 tygodni. Co 7 dni analizowano wzrost i rozwdj roslin in vitro
tj. stopien ukorzenienia, wysoko$¢ roslin, wspotczynnik rozmnazania. W 4. tygodniu z kazdej
kombinacji pobierano po 10 roslin in vitro i wysadzano w szklarni do doniczek z substratem
torfowym. Po kolejnych 4 tygodniach rosliny badano testem DAS ELISA na obecno$¢ wirusow.
Doswiadczenie wykonano w czterech powtdrzeniach kazdorazowo pasazujac po 30 eksplantatow na
kombinacje¢ (2400 testoéw). Wyniki badan opracowano statystycznie za pomocg analizy wariancji.
Istotnos$¢ réznic oceniono za pomoca testu Tukey’a przy p=0,05.

Wyniki i dyskusja

I grupa badawcza - Reakcja badanych genotypéw na zastosowane pozywki oraz czas trwania
termoterapii byta zréznicowana. Najwiecej roslin uzyskano z merysteméw izolowanych w 3 i 4
tygodniu termoterapii (19,0% - 22,1%), znacznie mniej po 5 i 6 tygodniach dziatania wysoka
temperaturg (9,2%). Z 5 roélin genotypu 1 wyizolowano 245 merystemow, z ktoérych wyrosto 18 roslin

1




in vitro (7,35%). Na tak niski procent uzyskanych roslin wplyw miala wielko$¢ izolowanych
merystemow (ok.0,3mm) oraz ich izolacja na przelomie stycznia i lutego, czyli w okresie mniej
korzystnym dla wzrostu roslin. Wykonano 3-krotng oceng zdrowotnosci testem DAS ELISA roslin
in vitro. W wyniku zastosowanej termoterapii i izolacji merysteméw uzyskano 27,8% wolnych od
PVS ro$lin. Dodatek kinetyny i gibereliny do pozywki MS (Murashige, Skoog 1962), na ktora
wyktadano merystemy nie mial istotnego wptywu na liczb¢ uzyskanych roslin. Z kolei dodanie do
pozywki antymetabolitow (rybawiryna lub zieleh malachitowa) spowodowalo zamieranie
merystemow. Przeprowadzono analize wariancji danych z do$wiadczenia dwuczynnikowego,
bezpowtdrzeniowego i nie uzyskano istotnych réznic migdzy poziomami zaréwno dla badanych roslin
jak i dla zastosowanych pozywek w tescie Tukeya (p=0,05).

Termoterapia Il grupy - W 5. tygodniu trwania termoterapii z 8 genotypow wyrostych z bulw-matek
wyizolowano po 100 merystemow wielkosci 0,1-0,3 mm. Preparowania merystemow dokonano na
przetomie maja i czerwca i miato to korzystny wptyw na liczbg otrzymanych roslin in vitro. Rosliny
wyroste z bulw-matek sa znacznie silniejsze i tatwiej znosza terapi¢ wysokimi temperaturami. Procent
roslin in vitro uzyskanych z wyizolowanych merysteméw wynosi srednio 46% (28%-96%).
Przeprowadzono analize statystyczng otrzymanych wynikéw (analiza wariancji danych
z doswiadczenia dwuczynnikowego, bezpowtorzeniowego), ktora nie wykazata istotnych roznic
mig¢dzy genotypami jak i bulwami wyjsciowymi. Pierwsze rosliny in vitro z merystemow uzyskano po
100 dniach (ok. 20 wrzesnia) i obecnie sa one sukcesywnie poddawane kontroli zdrowotnosci.
Chemioterapia — Il grupa badawcza. Jednowegziowe fragmenty roslin in vitro umieszczono
pojedynczo w probowkach zawierajacych 2-3 ml sterylnej pozywki MS do ktorej dodano rybawiryne
(10 i 20 mg/1) albo zielen malachitowsa (0,02 i 0,04mg/l). Po 4 tygodniach wzrostu roslin w probowce
zostaty one przesadzone do szklarni i przebadane testem DAS ELISA na obecnos¢ wirusow S i M
ziemniaka. Wyzsza dawka rybawiryny - RBV (20 mg/l) dodana do pozywki miata negatywny wptyw
na wzrost i rozwoj roslin in vitro u badanych genotypéw. Rosliny in vitro byly znacznie stabsze od
roslin kontrolnych i bardzo stabo si¢ korzenity. W przypadku zastosowanych dawek zieleni
malachitowej (ZM) nie zauwazono negatywnego wpltywu na wzrost i rozwoj roslin in vitro.
Jednoczesnie wptyw obu antymetabolitow na eliminacje czastek wirusa S i M ziemniaka z roslin byt
niezadawalajacy. R6d 10 porazony wirusem S ziemniaka pozytywnie zareagowal na dodatek do
pozywki zarowno rybawiryny jak i zieleni malachitowej, ktore wptynety na obnizenie poziomu
ekstynkcji wirusa S ziemniaka w roslinach. Przeprowadzona analiza wariancji danych
z doswiadczenia 3-czynnikowego, bezpowtorzeniowego dla roslin in vitro porazonych wirusem S
ziemniaka i poddanych chemioterapii wykazata istotne réznice pomigdzy badanymi rodami jak
i cyklami badan. Pomiedzy zastosowanymi antymetabolitami nie wykazano istotnych roéznic.
W przypadku roslin in vitro porazonych wirusem M ziemniaka i poddanych chemioterapii uzyskano
istotne roznice pomigdzy badanymi genotypami, cyklami badan oraz zastosowanymi
antymetabolitami.

Whioski:

e Termoterapia roslin powinna by¢ przeprowadzona na przetomie wiosny i wczesnego lata tj.
w okresie korzystnym dla wzrostu roslin.

o Merystemy wyizolowane z wysadzonych roslin in vitro sa delikatniejsze i uzyskanie z nich roslin
jest mniegj efektywne (ok. 8%).

e Rosliny wyroste z bulw-matek sag silniejsze i tatwiej znosza terapie wysokimi temperaturami.
Procent roslin uzyskanych z merysteméw jest znacznie wyzszy i Srednio wynosi 46%.

e Dodatek do pozywki antymetabolitow (rybawiryny i zieleni malachitowej) spowodowat zamieranie
wytozonych merystemow.

e Skutecznos¢ oddziatywania rybawiryny i zieleni malachitowej na wirusy S i M ziemniaka byta
niska i tylko w niewielkim stopniu obnizyta ekstynkcje wirusa w roslinie.

2. Badanie preparatow do zwalczania zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro ziemniaka.
Celem tematu 2 w 2014 roku bylo przebadanie dwoch dostgpnych na rynku preparatow
bakteriobojczych, stosowanych do ograniczania bakterii u innych gatunkéw roslin, pod katem
skutecznosci zwalczania zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro ziemniaka bez obawy o ich
fitotoksycznosé.

MateriaZ i metody:




Materiat badawczy stanowity rosliny in vitro 5 odmian pozyskane z Banku Genow in vitro ziemniaka,
w ktorych stwierdzono zanieczyszczenia bakteryjne. Z preparatow dostepnych na rynku wybrano dwa:
Plant Preservative Mixture (PPM™) i ProClin 300®. Oba stosowane sa efektywnie w kulturach
in vitro innych gatunkow roslin, brak jest natomiast informacji na temat zastosowania w kulturach
in vitro ziemniaka.

Plant Preservative Mixture PPM™ jest biocydem o szerokim spektrum dziatania i polecanym
w hodowli tkanek roslinnych do powszechnego stosowania. Wykorzystywany jest przeciw bakteriom
i grzybom rosngcym w pozywce jak i w zanieczyszczonych tkankach. W zaleznosci od dawki i stopnia
zakazenia moze petni¢ funkcje sktadnika biostatycznego jak i srodka zapobiegawczego. ProClin 300®
to biocyd oraz konserwant do odczynnikéw stosowanych w diagnostyce in vitro. Przedstawiany jest
jako wysoce efektywny sérodek z szerokim spektrum aktywnosci, o doskonalej stabilnosci a takze
niskiej toksycznosci. Nie wykazywat fitotoksycznosci dla eksplantatow gerbery, chryzantemy, maliny,
jabtoni i hosta (Orlikowska i in.2010).

Jednoweztowe fragmenty roslin in vitro genotypow zanieczyszczonych bakteriami umieszczono
w probéwkach z pozywka MS. Wybrane do badan preparaty dodano do pozywki MS w dawkach
zalecanych przez producenta w 3 stg¢zeniach; PPM™ w stezeniach 0,05; 0,125 i 0,2%, natomiast
ProClin 300 w st¢zeniach: 0,02; 0,05 i 0,07%. 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 wykonano po 3 dniach od wyszczepienia eksplantatow. Oceniano
obecnos¢ bakterii na podstawie pojawiajacego sie zmetnienia pozywki pod eksplantatem. Nastepnie co
7 dni analizowano wzrost i rozwdj roslin in vitro tj. stopien ukorzenienia, wysokos¢ roslin,
wspotczynnik rozmnazania. Wyniki badan opracowano statystycznie za pomoca analizy wariancji
danych z doswiadczenia dwuczynnikowego, bezpowtérzeniowego. Istotnosé réznic oceniano za
pomoca testu Tukey’a przy p=0,05.

Wyniki i dyskusja:

Reakcja badanych genotypéw na zastosowane w pozywce biocydy byta bardzo zréznicowana.
Eksplantaty wyszczepione na pozywke z PPM™ tadnie rosty i dobrze sie korzenity. W 4 tygodniu
utrzymywania kultur osiagaty ok. 8-10 cm a wspotczynnik rozmnazania, w zaleznosci od genotypu
ksztattowat si¢ od 5 do 9. Preparat PPM™ w dawce 0,2% dosy¢ skutecznie wyeliminowat bakterie
w kulturach in vitro. Skutecznoéé ta wynosita 79-92%. Przy nizszych dawkach PPM™ eliminacja
bakterii endogennych byla stabsza i wahata si¢ w zakresie 15-80% w zaleznosci od genotypu. Z kolei
eksplantaty wytozone na pozywke z ProClin300® juz na 2-3 dzien zamieraty. W miejscu zetkniecia
fragmentu rosliny z pozywka nastepowato bielenie todygi i powolne jej zamieranie. Tylko przy
najnizszej dawce ProClin300® (0,02%) z kilku fragmentéw wyrosty rosliny in vitro, lecz byty one
stabsze od roslin kontrolnych. ProClin300® w dawce 0,05 i 0,07% w 100% wyeliminowat bakterie
endogenne z kultur in vitro, jednoczesnie wykazat silng fitokoksycznos¢ w stosunku do ziemniaka.
Preparat zostal wybrany do doswiadczenia, gdyz w badaniach dla eksplantatow gerbery, chryzantemy,
maliny, jabtoni i hosta nie byt toksyczny i byt wg Orlikowskiej i in.(2010) bardzo obiecujacy.
W stosunku do roslin ziemniaka okazat si¢ bardzo fitotoksyczny i nie moze by¢ polecany do
stosowania. Analiza wariancji danych z doswiadczenia wykazata istotne réznice pomiedzy
preparatami. Nie wykazano natomiast istotnych réznic pomiedzy ocenianymi genotypami.

Whnioski:

e PPM™ w zaleznosci od zastosowanej dawki ogranicza wystepowanie zanieczyszczen bakteryjnych
w 15-92%. Nie wykazuje fitotoksyczno$ci w stosunku do ro$lin ziemniaka.

e Preparat ProClin300® w kulturach in vitro ziemniaka prawie w 100% skutecznie eliminowat
zanieczyszczenia bakteryjne. Wykazuje bardzo wysoka fitotoksyczno$¢ i powoduje zamieranie
eksplantatéw ziemniaka.
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