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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego
w produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
nr HOR.hn.802.19.2018, Zadanie 63.

Eliminacja patogendw niekwarantannowych (bakterie
endogenne 1 wirusy) oraz kontrola zdrowotnosci roslin
ziemniaka w banku in vitro

Elimination of non-quarantine pathogens (viruses and endophytic bacteria)
and control of potato plantlets healthiness in the in vitro bank

Stowa kluczowe: bakterie endogenne, biocydy, chemioterapia, in vitro, termoterapia, ziemniak

Glownym celem zadania nr 63 sg prace nad doskonaleniem metod uwalniania roslin
ziemniaka od patogenow niekwarantannowych (bakterie endogenne i wirusy) przy
pomocy kultur in vitro.

Choroby wirusowe ziemniaka powoduja degeneracje plantacji nasiennych i wplywaja
na znaczne straty w plonie bulw. Najwigksze zagrozenie stanowi wirus PVY ziemniaka,
ktory moze powodowac spadek plonu bulw nawet o 50% (Chrzanowska, 2000). Z kolei
wirus PVS i PVM ziemniaka, ktore tatwo si¢ rozprzestrzeniajg mogg powodowac straty
rzedu 30% (Kostiw, 2013). Infekcje wirusowe sg powaznym zagrozeniem dla hodowli
ziemniaka, gdyz ich koncentracja wzrasta w kolejnych pokoleniach bulw w wyniku
rozmnazania wegetatywnego, a takze sg odporne na dzialanie zabiegow chemicznych.
Dlatego tak wazna jest eliminacja wirusow z zainfekowanych roslin ziemniaka
(Faccioli, 2001).

W ramach tematu badawczego wykonano badania nad uwalnianiem ro$lin od wiruséw
PVS i PVM ziemniaka przy zastosowaniu dwoch metod: termoterapii potaczonej
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zizolacja merystemow 1 chemioterapii jednowegzlowych fragmentow ro$lin in vitro
porazonych wirusami.

Juz w 1952 roku ukazaly si¢ pierwsze informacje w literaturze o tym, iz wirusy moga
w mniejszym stopniu infekowa¢ wierzcholki, a wyizolowane merystemy moga by¢
od nich wolne (Morel, Martin, 1952). Kolejne badania wykazaly ze ilo$¢ roslin wolnych
od wirusa wzrasta proporcjonalnie wraz z temperaturg oraz czasem trwania termoterapii
(Biniam i Tedesse, 2008), jednocze$nie zmniejsza si¢ liczba eksplantatow, ktore
po zakonczeniu terapii sa zdolne do regeneracji (Zaklukiewicz, 1982; Ali i in., 2013).
W tegorocznych badaniach wykazaliSmy rowniez jak duzy wplyw na uzyskanie
zdrowych ro$lin in vitro ma czynnik osobowy, na co sktada si¢ m.in. jakos$¢ 1 wielkos$é
izolowanego merystemu. Z materialu poddanego tym samym warunkom termoterapii,
w zaleznosci od wykonawcy uzyskano z merystemoéw od 68% (wykonawca 1) do 30%
(wykonaweca 2) ro$lin in vitro, w tym wolnych od wirusa 26,4% (wykonawca 1) do 8%
(wykonawca 2).

Antymetabolity stosowane w chemioterapii sg to analogi nukleotydow, o wysokiej
aktywnosci przeciwwirusowej, wlaczajace si¢ w metabolizm wiruséw 1 wywolujace
zmiany w kodzie genetycznym, hamujgc tym samym ich namnazanie (Malepszy, 2001).
Nasir i in. (2010) oraz Mahmoud i in. (2009) zaobserwowali, ze rybawiryna z wysoka
skutecznoscig eliminuje PVA, PVX, PVS, PVM, PVY i PLRV, natomiast tiouracyl
sporadycznie eliminowat PVS oraz wirusa PVX. Stosowanie antymetabolitdw ma
rowniez wady, gdyz wraz ze zwigkszeniem ich st¢zenia w pozywce nastepuje
proporcjonalny wzrost liczby roslin wolnych od wiruséw po zakonczeniu terapii, ale
zmniejsza si¢ liczba roslin zdolnych do regeneracji (Nasir i in., 2010; Mahmoud i in.,
2009). Nasze badania wykazaty, ze wyzsze dawki RBV obnizajg poziom ekstynkcji
wirusa PVS i PVY, ale dzialajg fitotoksycznie na eksplantaty. Dodanie do pozywki
rybawiryny nie ma wplywu na zmniejszenie koncentracji wirusa PVM ziemniaka.
Natomiast zastosowane dawki tiouracylu nie majg wplywu na zmniejszenie koncentracji
wirusa PVS i PVM ziemniaka, jedynie zmniejszyla si¢ koncentracja wirusa PVY
ziemniaka. Dodany do podtoza tiouracyl nie ma negatywnego wptywu na wzrost i rozwoj
roslin in vitro.

Bakterie endofityczne sg problemem, ktory pojawia si¢ systematycznie w kulturach
in vitro, niezaleznie od gatunku roslin. Nawet najwigksza staranno$§¢ w procesie mikro-
rozmnazania nie daje stuprocentowej pewnosci otrzymania i rozmnazania kultur bez
zanieczyszczen. Obecnie trudno jest powiedzie¢ o kulturach in vitro ze sa sterylne.
Prawidlowo przeprowadzona dezynfekcja eksplantatow w poczatkowej fazie nie
wykazuje zanieczyszczen bakteryjnych i moga one nie by¢ zauwazone (Orlikowska i in.,
2012). Pierwszym sygnalem $§wiadczacym o obecnosci bakterii w kulturach in vitro jest
nieznaczne zmetnienie pozywki pod wyszczepionym eksplantatem oraz pojawiajace si¢
wodniste ,,hallo” wokot eksplantatu. Proces ten ujawnia si¢ w kulturach po 3—5 dniach od
pasazowania. Dodanie biocydu do pozywki hodowlanej moze spowodowac zahamowanie
namnazania si¢ bakterii endogennych.

Celem tematu w 2018 roku bylo badanie trzech dostgpnych na rynku preparatow
bakteriobdjczych: PPM™, ProClin 300® i AgNO3, pod katem skuteczno$ci zwalczania
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zanieczyszczen bakteryjnych (bakterie endogenne) w kulturach in vifro ziemniaka i ocena
ich fitotoksycznosci.

Biocyd PPM™ gzostat przetestowany dla wielu gatunkdéw roslin m.in. rosliny cytru-
sowe, kapustne, melon, tyton (Compton, Koch, 2001). Badania wykazaly pozytywny
wplyw preparatu w ograniczeniu zanieczyszczen bakteryjnych. Badacze zwracali uwage,
ze musi by¢ on stosowany w odpowiedniej koncentracji w zalezno$ci od gatunku ro$lin,
gdyz zbyt wysokie stezenie moze mie¢ negatywny wplyw na rozwoj tkanki roslinnej.
Wiaczenie do pozywek zwigzkow bakteriobdjczych i bakteriostatycznych musi by¢
bezpieczne dla tkanek roslinnych i dlatego wazne sg badania nad ich skuteczno$ciag
i fitotoksycznoscia.

Na podstawie dotychczas prowadzonych badan zaobserwowano, ze w zaleznosci
od zastosowanego biocydu eliminacja bakterii endogennych byla zr6znicowana. Dodany
do podtoza preparat PPM™, podobnie jak w latach poprzednich nie wykazywat fito-
toksycznego wptywu na eksplantaty, a nawet najnizsza dawka 0,3% w duzym stopniu
eliminowata bakterie endogenne — 78,35% ,,czystych kultur”. Wyzsze dawki — od 0,4%
to 100% kultur wolnych od zanieczyszczen bakteryjnych. Rowniez dodatek do pozywki
ProClin300® eliminowal zanieczyszczenia bakteryjne w 100% przy zastosowaniu
najwyzszej dawki i w 86,67% przy zastosowaniu nizszej dawki. Jednoczesnie przy
nizszych dawkach nie zaobserwowano fitotoksycznego dziatania preparatu na wzrost
1 rozwoj roslin in vitro, tylko przy najwyzszej dawce 0,04% ro$liny stabiej korzenily sig¢
i rosly nizsze w stosunku do kontroli. Azotan srebra (AgNO3) dodany do pozywki nie
mial wptywu na eliminacje bakterii endogennych z kultur in vitro ocenianych odmian.
Dodatkowo przeszczepione fragmenty ro$lin in vitro zareagowaly na azotan srebra,
tworzac stabe roslinki (jedno migdzywezle), czesto z mikrobulwkami.

W naszych badaniach wykazaliSmy pozytywny wptyw PPM™ i ProClin 300®na
zanieczyszczenia bakteryjne w kulturach in vitro ziemniaka. Niestety preparaty te nie
powoduja trwatego ,,0czyszczenia”, tzn. po przeszczepieniu ro$lin in vitro z podtoza
z dodatkiem biocydu na standardowe podtoze MS tylko wierzchotkowe fragmenty roslin
zachowatly czysto$¢ bakteryjng. Nalezy sprawdzi¢ po ilu pasazach zastosowane dawki
PPM™ i ProClin 300® wyeliminujg bakterie endogenne z kultur in vitro ziemniaka.
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