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Cel projektu:

Glownym celem projektu s3 prace nad doskonaleniem metod uwalniania ro$lin ziemniaka od
patogenow niekwarantannowych (bakterie endogenne i wirusy) przy pomocy kultur in vitro.

W 2017 roku w ramach zadania 63 prace badawcze prowadzono w dwoch tematach:

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

Cel tematu

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

Choroby wirusowe ziemniaka powodujg degeneracj¢ plantacji nasiennych i wptywaja na znaczne
straty w plonie bulw. Najwigksze zagrozenie stanowi wirus Y ziemniaka, ktéry moze powodowac
spadek plonu bulw nawet 0 50% (Chrzanowska 2000). Z kolei wirus S i M ziemniaka, ktore tatwo si¢
rozprzestrzeniaja moga powodowac straty rzedu 30% (Kostiw 2013). Infekcje wirusowe sa powaznym
zagrozeniem dla hodowli ziemniaka, gdyz ich koncentracja wzrasta w kolejnych pokoleniach bulw w
wyniku rozmnazania wegetatywnego. Dlatego tak wazna jest eliminacja wiruséw z zainfekowanych
roslin ziemniaka (Faccioli 2001). W ramach tematu badawczego zaplanowano badania nad
uwalnianiem roslin od wirusow S, M i Y ziemniaka przy zastosowaniu dwdch metod: termoterapii
polaczonej z izolacja merysteméw i chemioterapii jednowezlowych fragmentéw ro$lin in vitro
porazonych wirusami.

Materiat i metody

Termoterapia. Bulwy dwoch odmian: Impresja porazona wirusem S ziemniaka oraz Alegria z
wirusem M ziemniaka wysadzono do doniczek z substratem torfowym i po wschodach umieszczono w
fitotronie. Przez okres 4-5 tygodni rosliny poddane zostaly dziataniu wysokiej temperatury: 37/33°C
(dziet/noc), przy o$wietleniu ok. 10 W.m? z zachowaniem 16 godzinnego fotoperiodu. W 5. tygodniu
trwania termoterapii pobrano z roslin pgki katowe i wyizolowano z nich merystemy. Z kazdego
genotypu merystemy izolowato 2-3 wykonawcow (zbadano czynnik osobowy) i wyizolowano ponad
200 merystemow. Przed izolacja merystemOéw materiat roslinny sterylizowano w 70% etanolu przez
20 sekund, a nastepnie w 1,5% roztworze chloraminy przez 15 minut. Kolejna czynnos¢ to 4-krotne
ptukanie fragmentéw roslin w sterylnej destylowanej wodzie. Z pakow katowych izolowano
merystemy wielkosci 0,2-0,4mm i umieszczano je pojedynczo w probowkach na pozywce MS
(Murashige, Skoog, 1962) zestalonej agarem (0,4%), z dodatkiem Kinetyny 0,04 mg/l i kwasu
giberelinowego (GA3) — 0,1 mg/l. Prowadzono sukcesywne obserwacje wyszczepionych merystemow,
usuwajac ewentualne zakazenia grzybowo-bakteryjne. W miar¢ wzrostu I rozwoju merystemy
przeszczepiano na $wiezg pozywke az do uzyskania roslin in vitro. Probowki z merystemami a
nastepnie z roslinami in vitro utrzymywano w fitotronie w optymalnych warunkach dla ich rozwoju tj.
16 godzin na $wietle w temperaturze 22°C oraz przez 8 godzin w ciemnosci w temperaturze 20°C.
Chemioterapia. Rosliny in vitro 5 genotypoéw (Eugenia i Linzer Starke (PVS), Giewonti TE-1 (PVM)
oraz EF 55-8545 (PVY), w ktorych testem DAS ELISA stwierdzono wysokie porazenie wirusami,
poddano dziataniu 2 substancji antywirusowych (rybawiryna-RBV i azacytydyna-AZA).
Jednoweztowe fragmenty roslin in vitro umieszczono pojedynczo w probéwkach zawierajacych 2-3
ml pozywki MS z dodatkiem antymetabolitow. Pozywke MS z ustalonym pH na poziomie 5,8
poddano sterylizacji w autoklawie z zachowaniem parametréow procesu tj.temperatura 121°C,
cisnienie 0,2MPa i czas 15 minut. Do sterylnej pozywki, przy pomocy filtrow strzykawkowych, pod
komorg laminarng, dodano ustalone dawki rybawiryny (RBV) i azacytydyny (AZA). W roku 2017
dawki rybawiryny zostaly zwigkszone w stosunku do dawek z 2016 roku a w miejsce zieleni
malachitowe] zastosowano azacytydyng. I tak RBV jak i AZA dodano w ilosci 20, 30 i 40 mg/l
pozywki. Kontrole stanowily fragmenty roslin wyszczepione na pozywke bez antymetabolitow.
Wszystkie kultury in vitro utrzymywano w fitotronie, w temperaturze 22-20°C z zachowaniem16
godzinnego dnia i o$wietleniu ok. 8 W.m? przez okres 3-4 tygodni. Co 7 dni analizowano wzrost i
rozwoj roslin in vitro tj. stopien ukorzenienia, wysoko$¢ roslin, ulistnienie oraz wspotczynnik
rozmnazania (liczb¢ migdzywezli). W 4. tygodniu z kazdej kombinacji wysadzono rosliny w szklarni




do doniczek z substratem torfowym. Po kolejnych 4-5 tygodniach ro$liny przebadano testem DAS
ELISA na obecno$¢ wirusow. Doswiadczenie z antymetabolitami wykonano w czterech
powtorzeniach. Uzyskane wyniki badan opracowano statystycznie. Istotno$¢ réznic oceniono za
pomoca testu Tukey’a przy p=0,05

Wyniki

Z genotypow Impresja i Alegria, poddanych termoterapii wyizolowano 212 merysteméw. Paki
katowe zostaly podzielone pomigedzy 3 wykonawcoéw. Procent roslin in vitro, w tym ro$lin
uwolnionych od wirusa, jaki uzyskano z wyizolowanych merysteméw byt zalezny w duzym stopniu
od wykonawcy. Z genotypu zainfekowanego wirusem M ziemniaka uzyskano od 60% (wyk.1) do
26,7% (wyk. 2) roslin in vitro uwolnionych od tego wirusa. Wigkszy problem w uwalnianiu stwarza
wirus S ziemniaka. Czynnik osobowy mial w tym przypadku duzy wplyw na uzyskanie ro$lin
wolnych od wirusa. Izolowano w miar¢ mozliwosci tylko kopute merystematyczna, stad tak niski
procent roslin in vitro (43,3 % wyk.1; 25,2% wyk.2). Wykonano 3-krotna termoterapi¢ potaczong z
izolacja merystemow i dopiero po trzeciej termoterapii (minibulwy otrzymane z ro$lin in vitro)
uzyskano rosliny wolne od wirusa S ziemniaka (13,3% - wyk.1; 1,9% - (wyk. 2)

W roku sprawozdawczym zastosowano wyzsze dawki rybawiryny, natomiast w migjsce zieleni
malachitowej (brak efektéw w latach 2015-2016) wprowadzono azacytydyne. Rybawiryna w dawce
30 i 40 mg/l pozywki miata wpltyw na obnizenie poziomu ekstynkcji wirusa S i Y ziemniaka w
ro$linach in vitro. Z kolei azacytydyna tylko w wyzszych dawkach miata wptyw na eliminacje wirusa
Y ziemniaka i uzyskano 20% zdrowych ros$lin przy dawce 30mg/l oraz 75% przy dawce 40mg/l. W
przypadku wirusa M ziemniaka, zar6wno rybawiryna jak i azacytydyna nie miaty wpltywu na jego
eliminacj¢. Z kolei wyzsze dawki antymetabolitow miaty negatywny wplyw na wzrost i rozwoj ro$lin
in vitro. Wigkszo$¢ wyszczepionych fragmentow nie korzenila si¢ i nie rosta, tworzyta jedynie
nieliczne mikrobulwki. Przeprowadzona analiza wariancji danych z do$§wiadczen pojedynczych, 2-
czynnikowych w uktadzie catkowicie losowym wykazata istotne roznice w te$cie Tukey’a (p=0,05)
zaréwno dla dawek antymetabolitow jak i dla genotypow.

Dyskusja

Przez lata wielu badaczy probuje znalez¢ idealny sposob na wyeliminowanie wiruséw z roslin. Juz w
1952 roku ukazaty si¢ pierwsze informacje w literaturze o tym, iz wirusy moga w mniejszym stopniu
infekowa¢ wierzchotki, a wyizolowane merystemy mogg by¢ od nich wolne (Morel,LMartin 1952).
Kolejne badania wykazaly ze ilo$¢ roslin wolnych od wirusa wzrasta proporcjonalnie wraz z
temperaturg oraz czasem trwania termoterapii (Biniam i Tedesse, 2008). Jednoczesnie zmniejsza si¢
liczba eksplantatow, ktore po zakonczeniu terapii sg zdolne do regeneracji (Zaklukiewicz 1982, Ali i
in 2013). Merystemy nie maja pofaczenia z systemem naczyniowym ro$liny, za pomoca ktoérego
rozprzestrzeniajg si¢ wirusy. Dlatego tez po ich wypreparowaniu otrzymuje si¢ eksplantaty o
najnizszej koncentracji patogenéw (Panattoni 2013). Staranno$¢ w izolacji merystemow
przeprowadzona przez wykonawcoOw wplywa na uzyskane wyniki. Im mniejszy wyizolowany
merystem i pozbawiony systemu naczyniowego tym wigksze prawdopodobienstwo uzyskania roslin
zdrowych. Tegoroczne badania potwierdzily jak duzy wptyw na uzyskanie zdrowych roslin in vitro
ma czynnik ludzki. Z materialu poddanego tym samym warunkom termoterapii, w zalezno$ci od
wykonawcy uzyskano z merysteméow od 93,3% do 25,2% roslin in vitro, w tym wolnych od wirusa od
60% (wyk.1) do 1,9% (wyk.2).

Antymetabolity stosowane w chemioterapii sg to analogi nukleotydow, o wysokiej aktywnosci
przeciwwirusowej, wiaczajace si¢ w metabolizm wirusow i wywolujace zmiany w kodzie
genetycznym, hamujgc tym samym ich namnazanie (Malepszy 2001). Norris (1954) oraz Oshima i
Livingstone (1961) zaobserwowali, ze po zastosowaniu zieleni malachitowej zmniejsza sie
koncentracja wirusa X ziemniaka. Z kolei Nasir i in. (2010) oraz Mahmoud i in. (2009) uwazajg iz
rybawiryna z wysoka skuteczno$cig eliminuje PVA, PVX, PVS, PVM, PVY i PLRV, natomiast
azacytydyna w potaczeniu z kulturg merystemow i termoterapia skutecznie eliminuje (do 80%) wirus
X 1 liSciozwoju ziemniaka. Stosowanie antymetabolitow ma rowniez wady, gdyz wraz ze
zwigkszeniem ich stezenia w pozywce nastgpuje proporcjonalny wzrost liczby roslin wolnych od
wirusoOw po zakonczeniu terapii ale zmniejsza si¢ liczba roslin zdolnych do regeneracji (Nasir i in.
2010, Mahmound i in 2009). W 2014 roku Lijie Yang i in. przeprowadzili ponowng oceng
skutecznos$ci rybawiryny w eliminacji wiruséw z ro$lin ziemniaka. W swoich badaniach zastosowali
bardzo wysokie dawki RBV (75-200mg/1) i udowodnili skuteczno$¢ rybawiryny w eliminacji wirusOw



z ro$lin ziemniaka. Jednoczesnie potwierdzili ze wysokie dawki dziatajg fitotoksycznie na
wyszczepione eksplantaty. Nasze badanie réwniez potwierdzity iz dawki od 40 mg/l rybawiryny majg
negatywny wplyw na wzrost i rozwoj roslin in vitro. Z kolei azacytydyna nawet przy najnizszej
zastosowanej dawce miala fitotoksyczne dzialanie na wyszczepione fragmenty roslin nie eliminujac
jednoczesnie wirusa S i M ziemniaka

Whnioski

Na uzyskanie roslin wolnych od wirusa S ziemniaka podanych termoterapii i izolacji merystemow
duzy wplyw ma czynnik osobowy, na ktory sktada si¢ m.in. jako$¢ i wielko$¢ izolowanego
merystemu. Rybawiryna dodana do pozywki zmniejsza koncentracje wirusa S i Y ziemniaka wprost
proporcjonalnie do st¢zenia. Dodanie do pozywki rybawiryny nie ma wplywu na zmniejszenie
ekstynkcji wirusa M ziemniaka. Azacytydyna nie ma wptywu na eliminacj¢ wirusa S 1 M ziemniaka.
W wyzszych dawkach AZA eliminuje wirus Y z zainfekowanych ro$lin in vitro. Rybawiryna i
azacytydyna w wyzszych dawkach dzialajg fitotoksycznie na wszczepione eksplantaty.
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Temat 2. Badanie preparatdow do zwalczania zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro
ziemniaka

Cel tematu

Celem tematu w 2017 roku byto badania trzech dostgpnych na rynku preparatow bakteriobdjczych pod
katem skutecznosci zwalczania zanieczyszczen bakteryjnych (bakterie endogenne) w kulturach in
Vitro ziemniaka i ocena ich fitotoksycznosci.

Bakterie endofityczne sa problemem, ktory pojawia sie systematycznie w kulturach in vitro,
niezaleznie od gatunku roslin. | nawet najwicksza starannos¢ w procesie mikrorozmnazania nie daje
stuprocentowej pewnosci otrzymania i rozmnazania kultur bez zanieczyszczen. Obecnie trudno jest
powiedzie¢ o kulturach in vitro ze sa sterylne. Prawidtowo przeprowadzona dezynfekcja eksplantatow
w poczatkowej fazie nie wykazuje zanieczyszczen bakteryjnych i moga one nie by¢ zauwazone
(Orlikowska i in. 2012). Pierwszym sygnatem swiadczacym o obecnosci bakterii w Kulturach in vitro
jest nieznaczne zmgtnienie pozywki pod wyszczepionym eksplantatem oraz pojawiajace si¢ wodniste
,-hallo” wokot eksplantatu. Proces ten ujawinia si¢ w kulturach 3-5 dnia od pasazowania. Dodanie
biocydu do pozywki hodowlanej moze spowodowa¢ zahamowanie namnazania si¢ bakterii
endogennych. Na rynku dostepne sa rozne preparaty bakteriobdjcze m.in. PPM™, ProClin 300® i
inne, ktére w naszych badaniach sprawdzamy pod katem ich skutecznosci i fitotoksycznosci.




Materiatl i metody

Materiat badawczy stanowity ro$liny in vitro 4 odmian ziemniaka: Sonda, Pasja Pomorska, Zebra i
Gwiazda pozyskane z Banku Gendw in vitro, w ktérych stwierdzono zanieczyszczenia bakteryjne. Z
preparatow dostepnych na rynku wybrano trzy: Plant Preservative Mixture ™ (PPM), ProClin300® i
ekstrakt z pestek grejpfruta (GSE)- CitroseptOrganic. Preparaty te sg stosowane z powodzeniem w
kulturach in vitro innych gatunkow roslin, brakuje jednak informacji na temat stosowania w kulturach
in vitro ziemniaka. Preparat Plant Preservative Mixture™ to mikstura, ktdra jest biocydem o
szerokim spektrum zastosowania i polecana w hodowli tkanek roslinnych. Stosowana przeciw
bakteriom i grzybom rosngcym w pozywce jak i w zanieczyszczonych tkankach. W zaleznosci od
dawki 1 stopnia zakazenia moze peli¢ funkcj¢ skladnika biostatycznego jak i S$rodka
zapobiegawczego. ProClin 300® jest biocydem oraz konserwantem do odczynnikow stosowanych w
diagnostyce in vitro. W literaturze przedstawiany jako wysoce efektywny $rodek z szerokim spektrum
aktywnosci, o doskonalej stabilnosci, a takze niskiej toksycznos$ci. Nie wykazywat fitotoksycznosci
dla eksplantatow gerbery, chryzantemy, maliny, jabtoni i hosta. Ekstrakt z pestek grejpfruta (GSE)
w roku 1997 stat si¢ popularny jako suplement, $rodek bakteriobodjczy, grzybobdjczy i naturalny
konserwant. Obecnie prowadzone sg w roznych krajach (Francja, Stany Zjednoczone, Kanada,
Niemcy i Korea) badania nad wiasciwosciami fizycznymi, chemicznymi i nad mozliwoscia
zastosowania go w profilaktyce i terapii. M.in. wg badan opublikowanych w 2002 roku (Heggers JP i
in. 2002; Reagor L i in. 2002) GSE wykazuje wlasciwosci przeciwbakteryjne wobec wielu bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych w stosunku 1:512 rozcienczeniu. Jednowezlowe eksplantaty
przeszczepiono na pozywke Murashige-Skoog’a, z dodatkiem wybranych preparatow
bakteriobojczych. Standardowa pozywka MS z dodatkiem witamin, hydrolizatu kazeiny, myo-
inozytolu, sacharozy i zestalona agarem (0,4%) zostata poddana sterylizacji para wodna (121°C) przez
15 minut, a nastepnie pod komorg laminarag (w warunkach sterylnych) przy pomocy filtrow
strzykawkowych dodano do niej ustalone dawki preparatow. W roku sprawozdawczym zastosowano
nastepujace dawki preparatow: PPM w stezeniach 0,0 (kontrola); 0,3; 0,5 i 0,7%, ProClin 300® w
stezeniach: 0,0 (kontrola); 0,01; 0,02; 0,03% a GSE (CitroseptOrganic) w stezeniach: 0,0 (kontrola);
0,2; 0,31 0,4% . Kultury in vitro utrzymywano w fitotronie przez okres 4 tygodni, w temperaturze 22-
20°C, przy 16 godzinnym dniu i o$wictleniu ok. 8W.m% Pierwsza obserwacje kultur kazdej serii
wykonywano 3 dnia po wyszczepieniu eksplantatow. Do 7. dnia doktadnie mozna zaobserwowaé
wystgpienie mgietek, wskazujacych na obecnos$c bakterii endogennych. Przez kolejne tygodnie
opisywano wzrost i rozwdj roslin in vitro zwracajac szczegdlng uwage na skuteczno$¢ i fitotoksyczne
dziatanie zastosowanych preparatow. Dos$wiadczenie wykonano w czterech powtdrzeniach,
kazdorazowo pasazujgc po 15 roslin dla kazdej kombinacji oraz kontrole (4 odmiany x 9 pozywek +
kontrola x 4 powtérzenia =2720 testéw). Uzyskane wyniki badan opracowano statystycznie przy
pomocy analizy wariancji danych z do$wiadczenia pojedynczego 2-czynnikowego w ukladzie
catkowicie losowym. Istotno$¢ roznic oceniono za pomocg testu Tukey’a przy p=0,05.

Wyniki

W zaleznosci od zastosowanego biocydu eliminacja bakterii endogennych byta zréznicowana. Dodany
do pozywki preparat PPM™, podobnie jak w latach poprzednich, nie wykazal fitotoksycznego
wplywu na eksplantaty a nawet najnizsze dawki (0,3%) eliminowaty bakterie endogenne w 100%. Z
kolei ProClin 300® w zastosowanych dawkach eliminowal zanieczyszczenia bakteryjne $rednio w
93% kultur (zakres 82,0-100,0%). Wyzsze dawki to jednak negatywny wplyw na wzrost i rozwdj
ro$lin in vitro ziemniaka. CitroseptOrganic (GSE) w ocenianych dawkach eliminowat
zanieczyszczenia $rednio w 56% kultur (zakres 40,0-64,0%). Wyszczepione fragmenty roslin in vitro
negatywnie zareagowaly na ekstrakt z pestek grejpfruta (GSE) tworzac stabo ukorzenione roslinki.
Analiza statystyczna wykazata istotne rdznice pomiedzy biocydami jak i zastosowanymi dawkami.
Dyskusja

Biocyd PPM™ zostat przetestowany dla wielu gatunkow roélin m.in. rosliny cytrusowe, kapustne,
melon, petunia, tyton (Compton,Koch 2001). Badania wykazaty pozytywny wptyw PPM w
ograniczaniu zanieczyszczen bakteryjnych. Badacze zwracali uwagg iz musi by¢ on stosowany w
odpowiedniej koncentracji w zalezno$ci od gatunku roslin, gdyz zbyt wysokie stezenie moze mieé
negatywny wplyw na rozwoj tkanki roslinnej (Rihan i in. 2012). Orlikowska i in (2012) wykazali ze
PPM i Vitrofural dodane do pozywki ograniczajg wzrost bakterii na okres od 1 do 21 dni, zaleznie od
rodzaju bakterii, rodzaju i st¢zenia biocydu. Wiaczenie do pozywek zwigzkdéw bakteriobdjczych lub




bakteriostatycznych musi by¢ bezpieczne dla tkanek roslinnych i dlatego tak wazne sa badania nad
ich skuteczno$cig i fitotoksycznos$cig. W naszych badaniach wykazali$my pozytywny wpltyw PPM i
ProClin na zanieczyszczenia bakteryjne w kulturach in vitro ziemniaka, CitroseptOrganic (GSE) z
kolei, w zaleznosci od dawki i genotypu, Ww réznym stopniu eliminowal bakterie endogenne
wplywajgc jednocze$nie na staby wzrost i rozwoj roslin in vitro.

Whnioski

Preparat PPM™ w badanych dawkach ograniczyt zanieczyszczenia bakteryjne w 100%. Nizsze dawki
ProClin 300®nie wykazaty objawow fitotoksycznych, ale jednocze$nie ograniczyly zanieczyszczenia
bakteryjne do 70%. CitroseptOrganic (GSE) w dawce 0,2% eliminowat zanieczyszczenia bakteryjne w
40%. Wyzsze dawki GSE to ok. 60% czystych kultur in vitro, ale znacznie stabsze ro$liny -
fitotoksyczna reakcja. Profilaktycznie zaleca si¢ dodawanie do pozywek 0,05% preparatu PPM.
Cytowana literatura

Chamberlain  R.E.  1976.  Chemotherapeutic  properties of  prominent  nitrofurans.
J.antimicrob.Chemother., 2, 325-332; Compton M., Koch J. 2001. Influence of plant preservative
mixture (PPM) on adventitious organogenesis in melon, petunia and tobacco. In Vitro
Cell.Dev.Biol.Plant 37, 259-261; Hail Z.Rihan, Mohammed Al.-Issawi, Fadil Al.-swedi, Michael
P.Fuller. 2012. The effects of using PPM (plant preservative mixture) on the development of
cauliflower microshoots and the quality of artificial seed produced. Sci.Hortic.141, 47-52; Heggers
JP., Cottingham J., Gusman J.,Reagor L., McCoy L., Carino E., Cox R., Zhao JG. 2002. The
effectivenes of processed grapefruit seed extract as an antibacterial agent: 1. Mechanism of action and
in vitro toxicity. J.Altern Complement Med. 2002 Jun; 8(3); 333-40.Orlikowska T.,Zawadzka M.,
Zenkteler E., Sobiczewski P. 2012. Influence of the biocides PPM and Vitrofural on bacteria isolated
from contaminated plant tissue cultures and on plant microshoots grown on various media. THE
Journal of Horticultural Science & Biotechnology. Vol. 87. No:3, 223-230: Reagor L., Gusman J.,
McCoy L., Carino E., Heggers JP. 2002. The effectivenes of processed grapefruit seed extract as an
antibacterial agent: 1. An in vitro agar assai. J.Altern Complement Med. 2002 Jun; 8(3); 325-32

Prace opublikowane

Downar-Zapolska J., Sekrecka D. 2017. Metody eliminowania wirusow z roslin ziemniaka-przeglad
literatury. Ziemniak Polski 3/2017, 24-31; Sekrecka D., Michatowska D. 2017. Badanie preparatow do
zwalczania zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro ziemniaka. Mat.konf. 50 Konferencja
naukowo-szkoleniowa ,,Nasiennictwo i ochrona ziemniaka” Dzwirzyno 7-9.06.2017r., 65; Sekrecka
D., Michatowska D. 2017. Termoterapia-skuteczno$¢ metody w uwalnianiu roslin od wirusa S
ziemniaka. Mat.konf. 50 Konferencja naukowo-szkoleniowa ,,Nasiennictwo i ochrona ziemniaka”
Dzwirzyno 7-9.06.2017r., 63-64.




