Waldemar Kiszczak, Urszula Kowalska, Krystyn@®G
Instytut Ogrodnictwa, Zaklad Biologii Ogolnej, =

ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice, ‘, |
emall: waldemar.kiszczak@inhort.pl

WSTEP | CEL

Czosnek uprawiany jest w Polsce na powierzchni okoto ok. 6000 ha. Jego
produkcja wynosi rocznie ok. 30-40 tys. ton. Utrzymujace sie wysokie ceny oraz
popyt wptywajg na wzrastajgce zainteresowaniu uprawg tej rosliny. Czosnek
rozmnazany jest gtdwnie wegetatywnie. Materiatem nasadzeniowym sg zgbki.
Taki sposob rozmnazania sprzyja rozprzestrzenianiu sie chorob wirusowych, co
stanowi wazny problem gospodarczy, poniewaz w znaczny sposob wptywa na
obnizenie plonu. Najczesciej w uprawach czosnku wystepujg mieszaniny
roznych wirusow: Onion yellow dwarf virus (OYDV, Potyvirus), Leek yellow
stripe virus (LYSV, Potyvirus), Garlic common latent virus (GarCLV, Carlavirus),
Shallot latent virus (SLV, Carlavirus) (Klukackova i in. 2007). Dlatego tez w
Instytucie Ogrodnictwa podjeto badania majace na celu opracowanie
technologii wytwarzania metodami in vitro wolhego od wirusow materiatu
nasadzeniowego czosnku. Technologia odwirusowania, nad ktorg prowadzone
sg badania skfada sie z dwoch nieodtgcznych elementow tj. dobor odpowiednich metod
usuwania wirusa z materiatu roslinnego w warunkach in vitro oraz wydajnej metody
mikrorozmnazania. Ponizej prezentowane sg wyniki doswiadczen nad mikrorozmnazaniem
czosnku. W ramach doswiadczen poszukiwano optymalnego sktadu pozywek dla regenerac;ji
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Rodzaj pozywki (%)

Kategoria namnozenia MS B5

czosnku z eksplantatow w kuturach in vitro. Badano wptyw na regeneracje bazy pozywki B5 Cz-2* Cz-1*
(Gamborg i in. 1968) i MS (Murashige i Skoog 1962), cytokinin: kinetyny i 2iP (2-  _Rozetaziel prawidl ukorz. 0,0 30,4 30,0 35,1
izopentyloadenina), dwdch wartosci pH 5,6 i 5,8 oraz substancji eliminujgcej w pozywce B5 Rozeta ziel. prawid!, Lt 14D 0 23,8
P Y ¢ P ¢ ! Z J JaCE€] pozy Rozeta zolto/zielona 0,0 4.3 5,0 0,0
wtorne zakazenia PPM (Plant Preservative Mixture)w potaczeniu z roznymi fitohormonami. Rozeta zolta 0.0 0.0 0.0 0,0
Rozeta kalusowa ta 0,0 0,0 0,0 0,0
METODY Zielony Z_aczzltek rozety 10,0 0,0 20,0 4,8
Materiatem wyjsciowym do zaktadania kultur in vitro byty fragmenty miesistych EZiEEii:)elltan;fewwp;:;X:;E:;:;;:::a 8:8 Sf) 8;8 8:8
tusek z merystemem i czescig pietki wycinane z cebul tzw. ,,twin scales” odmiany Kalus zielony 0,0 0,0 5,0 4.8
czosnku Jarus. Eksplantaty pobierano i wyjatawiano w warunkach sterylnych komory z ~Rozeta zamaria 15,0 0,0 15,0 .0
] ] : - ] Zamarly zaczatek rozety 25,0 26,1 10,0 14,3
laminarnym przeptywem powietrza. Wyjatawianie przeprowadzano przez 2 min. w 70%.  Kalus zamarly 10.0 17 4 10.0 05
etanolu, nastepnie 10 min. w 5% podchlorynie wapnia (CaClO,) ‘dodatkiem Tween Liczba probéwek szt. 20 23 20 21

zeprowadzono
"{/L agaru. W

20, a nastepnie trzykrotnie ptukano dejonizowang sterylng wod
trzy doswiadczenia. Do pozywek dodawano 30 g/L sacharozy or
doswiadczeniu nr 1 i 3 zastosowano pH 5,8. " |
Obserwacje kultur prowadzono w 8 tygodniu po zatozeniu kultury.

Kategorie namnozen

-

Odczyn pH

Badano wptyw na wydajno$é mikrorozmnazania czosnku dwéch pozywek: MS i B5 Rozeta ziel. prawidl. ukorz. 9,1 22,1
.. ) . , , Rozeta ziel. prawidl. 0,0 45

oraz cytokinin: 10mg/L kinetyny (pozywka Cz-1) oraz 0,5mg/L 2iP (pozywka Cz-2) Rozeta z6lto/zielona 0.0 0.0
zastosowanych w wyzej wymienionych pozywkach. Rozeta z6lta 0,0 0,0
Rozeta kalusowa ta 0,0 0,0

tg Zielony zaczatek rozety 18,2 18,2

Porownano wptyw dwoch zakresow pH (5,6 i 5,8) w pozywce B5 na wzrost i rozwoj Rozeta ziel. nie w pelni wyksztal. 0,0 0,0
kultur in vitro czosnku. Rozeta zo6lta nie w pelni wyksztalcona 0,0 0,0
Kalus zielony 0,0 9,1

Rozeta zamarla 13,6 13,6

W trzecim doswiadczeniu celem wyeliminowania z kultur wtornych zakazen Zamarly zaczatek rozety 18,2 36,4

; . . g VR ; Kalus zamarly 31.8 4.5

przetestowano réozne kombinacje substancji wzrostowych: Kin (kinetyka), NAA (kwas 1- Liczba probéwek szt - 2

naftylooctowy), BAP (6-benzyloaminopuryna), TDZ (Thidiazuron) w potaczeniu z PPM.

WYNIKI

5.

Rodzaj pozywki

Stwierdzono pozytywny wptyw 2iP na proces regeneracji czosnku w kulturach in vitro.

Kategorie namnozen

B5-Cz-5*

B5-Cz-6*

B-5Cz-7*

. . = _ . . ROZEEAZIEl. prawidl. ukorz. 11,7 21,3 1,7 10,0 5,0

Na pozywkach MS i B5 zawierajgcych w swoim sktadzie 0,5mg/L 2iP (Cz-2) Rozeta ziel. prawidt. 30,0 16,4 41,7 28,3 21,7
zregenerowano wiecej w stosunku do pozywek z 10mg/L kinetyny (Cz-1) prawidtowych gozeta i"’itO/Zielona 1; g’g 8’8 1(% g’g
) . - " " ozeta zolta : , : : :
zielonych ukorzenionych rozet (kompletnych roslin). W przypadku zaczatkow rozet (nie  Ro sz kalusowata 5.7 0.0 17 0.0 3.3
do konca wyksztatconych) zauwazono ze wiecej eksplantatow zamierato na pozywkach Zielony zaczatek rozety 15,0 19,7 5,0 15,0 16,7
. . _ . i . . . . . Rozeta ziel. nie w pelni wyksztal. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

W wfa\rlanue Cz-2. Nato.m|ast. tg, ktore przezyty i rozwme’fy sie w rozety bez ko.rzenl Rozeta z61ta nie w pelni wyksztal 5.0 33 0.0 17 33
przezywaty w 100% niezaleznie od bazy na pozywkach Cz-2. System korzeniowy  Kalus zélty 0.0 3.3 33 0.0 17
wytworzyto 30,4 % roslin na pozywce MS-Cz2 i 38,1% na pozywce B5 Cz-2. Tak wiec Ea'USZie'O”yl g’g 2’8 1%3 2’(7) 8’8
. . . , . . . . ozeta zamaria : : : : :
najefektywniejszg w prezentowanym doswiadczeniu pozywka regeneracyjng byta 7, oo csatek rozety 15.0 131 133 133 217
pozywka B5 Cz-2, uzyskano na niej najwiecej kompletnych roslin Kalus zamarly 10,0 16,7 16,7 20,0 11,7
Liczba probowek 60 61 60 60 60

Na zastosowanej do regeneracji czosnku pozywce B5 o pH 5,8 uzyskano ponad
dwukrotnie wiecej kompletnych roslin, oraz wyzsze w porownaniu do pozywki o pH 5,6.
wartosci w kategoriach zielonych nieukorzenionych rozet i zielonego kalusa

W doswiadczeniu stwierdzono pozytywny wptyw BAP z PPM na liczbe zregenerowanych roslin. W pasazu najwyzszy procent

B5-Cz-2*, z 10mg/L Kin 0,1mg/L NAA
B5-Cz-4*, z 1mg/L BAP, 0,1% PPM

B5-Cz-5*, z Img/L TDZ, 1mg/L NAA, 0,1% PPM
B5-Cz-6*, z 0,Amg/L TDZ, 0,1mg/L NAA, 0,1% PPM
B5-Cz-7*, z 10mg/L Kin, 0,1mg/L NAA, 0,1% PPM

(21,3) zielonych prawidtowo

ukorzenionych rozet uzyskano na pozywce B5-Cz-4, a najnizszy 1,7 na pozywce B5-Cz-5. Na trzech pozostatych pozywkach tj. B5-Cz-2 byto ich 11,7%, na B5-Cz-6 10,0%,
a na B5-Cz-7 tylko 5,0%. Procent eksplantatow w kategorii ,,zamarty zaczatek rozety” byt zblizony na wiekszosci pozywek i zawierat sie w przedziale 13,1-15,0. Jedynie na

pozywce B5-Cz-7 zanotowano wiecej (21,7%) zamartych zaczatkow rozet

WIOSKI

O Na wzrost i rozwdj eksplantatow czosnku miaty mniejszy wptyw rodzaj pozywki (MS, B5), co zastosowane w tych pozywkach substancje wzrostowe.
O Wykazano pozytywny wptyw 0,5mg/L 2iP na wydajnos$¢ regeneracji roslin czosnku w kulturach tkanek.
O Optymalne pH dla prowadzenia kultur in vitro czosnku wyznaczono na poziomie 5,8.

O Pozywka B5-Cz-4 z 1mg/L BAP i 0,1% PPM pozwolita na uzyskanie sterylnych kultur z najwieksza liczba zregenerowanych roslin.
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Prace realizowane w ramach zadania 1.5 Programu Wieloletniego ,Dziatania na rzecz poprawy
konkurencyjnosci i innowacyjnosci sektora ogrodniczego z uwzglednieniem jakosci i bezpieczenstwa
zywnosci oraz ochrony srodowiska naturalnego”




