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. Podsumowanie i wnioski

1. Wstep

Choroby wirusowe stanowig powazny problem ze wzgledu na straty w plonach waznych
gospodarczo warzyw, w tym przypadku chrzanu oraz rabarbaru. Najwazniejszym wirusem
atakujacym uprawy chrzanu jest wirus mozaiki rzepy Turnip mosaic virus (TuMV). RoS$liny
porazone tym wirusem charakteryzuja si¢ mniejszym przyrostem oraz wystgpowaniem
widocznych symptomow w postaci chlorotycznych pier§cieni na powierzchni blaszki lisciowej.
Porazenie sadzonek chrzanu tym wirusem powoduje znaczne obnizenie plonu, si¢gajace nawet
40%. Opracowanie metody uzyskiwania zdrowego materialu wyjSciowego waznych
gospodarczo warzyw pozwoli znacznie podwyzszy¢ ich plon oraz jako$¢. Przy uzyciu kultur
merystemow mozliwe jest otrzymanie zdrowych roslin z materialu wyj$ciowego porazonego
patogenem.

Uprawa ro$lin zdrowych pozwoli ograniczy¢ stosowanie srodkéw ochrony roélin, a tym samym
znacznie poprawi efektywno$¢ produkcji tzw. zywnosci ekologicznej, i jej konkurencyjno$é na
rynku. Uwzgledniajac w/w zagrozenia, podstawowym celem zadania bylo opracowanie
technologii produkcji odwirusowanych sadzonek warzyw z zastosowaniem kultur tkanek.

2. Cel zadania

Celem niniejszego zadania jest wykorzystanie kultur tkanek do odwirusowywania
| intensywnego namnazania zdrowego materiatu roslinnego.

Badania prowadzono dwutorowo:
1. Opracowywano metod¢ intensywnego mnozenia in vitro badanych roslin

2. Wykrywano wirusy w ro$linach chrzanu 1 rabarbaru, a nastgpnie w roslinach
wyprowadzonych w kulturach tkanek z roslin porazonych wirusem TuMV w celu
stwierdzenia czy w kulturach in vitro uwolnione zostaty od tego wirusa.

3. Opracowanie metody intensywnego mnoZzenia in vitro badanych roslin

Chrzan 1 rabarbar sg bardzo trudnymi obiektami jak chodzi o zakladanie kultur inicjalnych
merystemow, poniewaz paki pobiera si¢ z czeSci podziemnych karp w przypadku rabarbaru
I korzeni chrzanu. Prowadzono do$wiadczenia z uzyciem roznych srodkéw wyjatawiania. Byty
to - alkohol etylowy, chloramina T, podchloryn wapnia, chlorek rteci uzywano ich w réznych
stezeniach, traktowano nimi eksplantaty przez rdzne okresy czasu. Stosowano metody laczone,
gdzie jeden srodek uzywano nastgpnie po drugim.

Dla rabarbaru stosowano 3 sposoby wyjalawiania:

1. Phukanie pakéw 24 godz. pod biezaca woda, traktowanie 70% etanolem przez 2 min.
I 5% podchlorynem wapnia z 0,1% Tweenem 20 przez 20 min.
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2. Plukanie pakoéw 24 godz. pod biezaca woda, traktowanie 70% etanolem przez 2 min
I 3% podchlorynem wapnia z 0,1% Tweenem 20 przez 20 min.

3. Phukanie pakéw 5 min. 1% roztworem wodnym Tweenu 20, traktowanie 70% etanolem
przez 0,5 min i 0,1% chlorkiem rteci przez 1 min.

Dla pakéw chrzanu stosowano:

1. 24 godzinne ptukanie pgkow pod biezaca woda, traktowanie 80% etanolem przez 6 minut,
10% roztworem chloraminy T przez 10 minut.

2. 24 godzinne ptukanie pagkow pod biezaca woda a nastgpnie umieszczenie w 1% Tweenie 20
na 5 min, traktowanie 70% etanolem przez 30 sek., 0,1% chlorkiem rtgci przez 1 min.

W kazdym z zastosowanych sposobow materiat roslinny przeptukiwano 10 krotnie w sterylne;j
wodzie destylowane;j.

Badano tez wstegpne traktowanie korzeni i karp przed pobieraniem pakow. Po wyjeciu z chlodni
doktadnie optukano je pod biezaca woda, a nastgpnie cze$¢ z nich zanurzono w 0,5% roztworze
chloraminy T na 30 min, cz¢§¢ natomiast w 0,3% roztworze miedzianu WG na 15 minut.
Korzenie i1 karpy przysypywano piaskiem z dodatkiem torfu. Po 7 dniach pobrano paczki
I wysterylizowano je jednym z dwoch sposobow.

W wigkszo$ci sposobow wyjatawiania procent zakazonych kultur byl wysoki. Najwiecej
eksplantatow czystych w przypadku rabarbaru stwierdzono przy wyjatawianiu 3 sposobem,
z zastosowaniem HgCl,. Uzyskano 65,4% eksplantatow czystych. Wyjatawianie podchlorynem
wapnia okazato si¢ mniej efektywne, posréd eksplantatow wyjatawianych sposobami 1 i 2
obserwowano wigcej niz 50% zakazen. Material wyjsciowy do zaktadania kultur merystemow
chrzanu okazat si¢ jeszcze trudniejszy do wyjalawiania. Najbardziej skuteczny okazat si¢
pierwszy sposob sterylizacji, czyli 24-godzinne plukanie pakéw pod biezaca woda, a nastepnie
traktowanie ich 80% alkoholem przez 6 minut i 10% roztworem chloraminy T przez 10 minut.
Kultury czyste stanowily 40%. Drugi sposob wyjatawiania dat gorsze rezultaty. Czyste
eksplantaty stanowity 28%. W przypadku rabarbaru, przy zastosowaniu sposobu, ktory
W poprzednim roku okazat si¢ najlepszy, wystapity w nastgpnym roku badan liczne zakazenia.
Jest to znany fakt, ze tak trudny do sterylizacji materiat jak fragmenty roslin pobrane z czgsci
podziemnych, moze w roznych partiach materiatu roslin albo w réznych okresach sprawiaé
ktopoty z osiggnigciem sterylnosci, poniewaz mogg go zasiedla¢ r6zne mikroorganizmy w
réznych okresach czasu 1 ich liczebno$¢ moze tez si¢ znacznie r6zni¢. Réwniez zastosowanie
sposobow wstepnego traktowania karp rabarbaru oraz korzeni chrzanu chloraming T lub
miedzianem nie dato dobrych rezultatéw. Wcigz obserwowano wysoki procent zakazen.

Nastepnie do powierzchniowej sterylizacji pgkow chrzanu i rabarbaru uzyto preparatu PPM
(Plant Preservative Mixture). Po 24 godzinnym plukaniu pod biezaca woda paki traktowano
5% (v/v) roztworem PPM na wytrzgsarce przez 4 godziny. Ten sposob sterylizacji okazatl si¢
najbardziej efektywny dla tak trudnych obiektow jak paki rabarbaru czy chrzanu. Uzyskano
wysoki procent kultur czystych, ktory wynosit 95% dla rabarbaru i 78% dla chrzanu (sg to
srednie z dwoch lat). PPM nie uszkadzat tez traktowanych nim eksplantatow co jest rowniez
bardzo wazne. Stwierdzono, Ze paki chrzanu sa obiektem trudniejszym do wyjatawiania.
Wystapity roznice miedzy badanymi gatunkami pod wzgledem liczby merysteméow, ktore
podejmowaty rozwoj. Byto ich wigcej w przypadku chrzanu.

Z wysterylizowanych pakéw w jatowych warunkach wypreparowywano merystemy.
Merystemy chrzanu lepiej rozwijaty si¢ na pozywce MS (Murashige i Skoog) z dodatkiem
0,2 mg/l Kin, 1 mg/l IAA oraz 0,1% (v/v) PPM. Natomiast w przypadku merystemdéw rabarbaru
wicksze namnozenie zaobserwowano na pozywce MS wzbogaconej 2 mg/l BA, 1 mg/l IBA
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10,1% (v/v) PPM. U obu gatunkéw na lepszej pozywce procent uzyskanego namnozenia wynosit
50.

Badano zdolnosci do regeneracji ré6znych eksplantatoéw. Byty to rozetki (skrécone pedy), liscie
a nawet ich fragmenty. Przeprowadzono szereg doswiadczen z r6znymi eksplantatami i wieloma
pozywkami, aby dla kazdego z eksplantatow dobra¢ najbardziej odpowiednig pozywke, ktéra
dawataby najwigksze namnozenie. Stosowano rézne cytokininy :Kin, BA, 2iP, TDZ w réznych
stezeniach i w polaczeniu z réznymi auksynami oraz z dodatkiem poliaminy —putrescyny.
W przypadku obu gatunkow wigksze zdolnos$ci regeneracyjne wykazywaty rozety.

Dla rozet chrzanu najintensywniejsze namnozenie uzyskano stosujac pozywki MS z dodatkiem
2iP, szczegoblnie w stezeniu 30mg/l w polaczeniu z 0,01 mg/l IAA, 23,6 zaczatka nowej rozety
I 5,8 rozet nieukorzenionych.

Natomiast dla lisci a nawet ich fragmentow najlepsze okazaly si¢ pozywki z dodatkiem TDZ. Na
pozywce z 1 mg/l lub 5 mg/l TDZ w potaczeniu z 1 mg/l NAA na wylozonych lisciach a nawet
ich fragmentach wytworzyly si¢ zgrupowania zawigzkéw pedoéw. Na pozywce z 5 mg/l TDZ
i 1 mg/l NAA proces ten byt intensywniejszy. Pedow i zawigzkow bylo czesto tak wiele,
ze pokrywaly calag powierzchni¢ lisScia czy jego fragmentu a nawet pozywki (fot.1).
Po podzieleniu otrzymanych skupisk zaczatkéw i przepasazowaniu ich na te same pozywki
nastepowato dalsze ich namnazanie. Przy nizszym ste¢zeniu TDZ, czyli na pozywce z 1 mg/l
TDZ i 1 mg/l NAA z grup utworzonych zaczatkow pedoéw powstawatly juz rozetki.

Fot.1 Przyktady namnozenia z fragmentéw lisci chrzanu na pozywce MS z dodatkiem 5 mg/I
TDZ i Img/l NAA

Zdolnosci regeneracyjne rozet i liSci rabarbaru byty nizsze niz w przypadku chrzanu. Dla rozet
rabarbaru najlepsze byly pozywki MS z 30 mg/l 2iP i 0,01 mg/l IAA oraz 5 mg/l BA
I 1 mg/l IBA. Dla lisci najlepsze byty pozywki, podobnie jak w przypadku chrzanu najlepsza
byta pozywka MS z dodatkiem 5 mg/l TDZ 1 1 mg/l NAA oraz z 2 mg/l BA 1 1 mg/l IBA.

W  do$wiadczeniach nad ukorzenianiem otrzymanych rozet zastosowano pozywki MS
z obnizong do potowy zawarto$cig makroelementéw, obnizong koncentracjg sacharozy oraz
z auksynami NAA i IBA stosowanymi facznie lub oddzielnie i z dodatkiem putrescyny.
Wszystkie zastosowane pozywki ukorzeniajgce pozwolily na uzyskanie wysokiego procentu
ro$lin ukorzenionych. Najlepsza dla obu gatunkéw okazala si¢ pozywka MS zawierajaca potowe
stezenia makroelementoéw, 20 g/l sacharozy oraz 3 mg/l NAA. Rozety chrzanu ukorzenialy si¢ na
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niej w 80% a rabarbaru w 100%. Jak wida¢ rozety rabarbaru ukorzeniaty si¢ tatwiej niz rozety
chrzanu.

Etap ukorzeniania udato si¢ uprosci¢ i spowodowaé obnizenie kosztéw poprzez przeprowadzenie
tego procesu ex vitro. Otrzymane in vitro rozety ukorzeniano w podtozach bedagcych mieszaning
piasku i torfu w mikropaletach umieszczonych na macie podsigkowej w namiociku foliowym
zapewniajagcym 100% wilgotnos$¢. Rozety traktowano roztworem IBA w stgzeniu 5 mg/l przez
5 sekund, a nastgpnie umieszczano w podilozu. Dla obu gatunkéw lepsze okazalo si¢ podtoze
sktadajgce si¢ z 3 cze$ci piasku i 1 cze$ci torfu. Rowniez ex vitro rozety rabarbaru ukorzeniaty
si¢ lepiej- uzyskano 100% ukorzenionych roslin.

Prawidtowo rozwinigte ro$liny chrzanu i rabarbaru uzyskane w kulturach in vitro byly
poddawane procesowi adaptacji poprzez wysadzanie do podtozy i umieszczenie w warunkach
100% wilgotnosci. Rosliny oby badanych gatunkéw z latwoscig adaptowaty sie do warunkow
Swiata zewngtrznego. Wyzszy procent zaadaptowanych roslin uzyskano dla roslin rabarbaru
I chrzanu w podtozu bedacym mieszaning piasku i ziemi ogrodniczej w stosunku 1:3.

Opracowang metod¢ wykorzystano do zakladania i prowadzenia kultur in vitro chrzanu
| rabarbaru z ro$lin porazonych wirusem TuMV. Otrzymane rosliny poddano testom na obecnos¢
tego wirusa. Stwierdzono, ze otrzymano rosliny chrzanu i rabarbaru wolne od wirusa TuMV.

4. Wykrywanie wirusow w ro$linach chrzanu i rabarbaru, a nastepnie w roslinach
wyprowadzonych w kulturach tkanek z ros§lin porazonych wirusem TuMV w celu
stwierdzenia czy w kulturach in vitro uwolnione zostaly od tego wirusa

Badaniami objeto nastepujace wirusy:
a) wirus mozaiki rzepy (Turnip mosaic virus, TuUMV)
b) wirus mozaiki gesiowki (Arabis mosaic virus, ArMV)
¢) wirus mozaiki kalafiora (Cauliflower mosaic virus, CaMV)
d) wirus czarnej plamisto$ci pierScieniowej pomidora (Tomato black ring virus, TBRV)
e) wirus mozaiki ogérka (Cucumber mosaic virus, CMV).

Stosujac sekwencjonowanie drugiej generacji na platformie Illumina z wykorzystaniem bibliotek
cDNA przygotowanych dla frakcji polyA RNA i1 sRNA, stwierdzono w wybranych ro$linach
chrzanu obecno$¢ wirusa mozaiki rzepy (TuMV) (fot. 2) oraz wirusa czarnej pier§cieniowej
plamistosci pomidora (TBRV). Zastosowana metoda umozliwiala wykrycie praktycznie
wszystkich wirusow (w tym planowanych pieciu). Nie stwierdzono obecnosci innych wirusow.
Odczytano petne sekwencje genomow wykrytych wirusow. Analiza BLAST pelnej sekwencji
izolatu TUMV-TM6 potwierdzita jego bardzo wysokie podobienstwo (>98.86% identycznych
nukleotydéw, 0 roznic ins/del) do izolatu TuMV-CAR51 (Pyrski i Lehmann; GenBank
# HQ637383).
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Obserwowane symptomy porazenia zilustrowano na fotografiach ponize;j.
. |

Fot.2. Symptomy porazenia wirusem mozaiki rzepy (TuMV) na lisciach ro$lin chrzanu

Na zdjeciu z lewej (A) zilustrowano niejednorodne natgzenie symptomoéw chorobowych oraz
stabszy przyrosty blaszki lisciowej na tej potowie liScia, na ktorej wystepuje wigksze nasilenie
symptomow (i prawdopodobnie wigksze $rednie stezenie czastek wirusa w tkance lisciowej).
Na zdjeciu z prawej (B) pokazano powigkszenie wybranego fragmentu liScia z rozwinigtymi
symptomami w ksztalcie rozmytych, chlorotycznych pierscieni.

Ze wzgledu na stwierdzenie w roslinach chrzanu obecnos$ci wirusa czarnej pierscieniowej
plamistosci pomidora (TBRV), od roku 2014 testy metodg ELISA prowadzono na obecno$¢
sze$ciu wirusow: TuMV, TBRV, ArMV, CaMV, TRSV oraz CMV. Celowos$¢ tego uzupetnienia
potwierdzity wyniki badania ro$lin chrzanu (TBRV wykryto w >50% badanych roslin).

W listopadzie 2013, kwietniu, maju (rys.1) i sierpniu 2014 wykonano doswiadczenia, w ktorych
porownano wyniki testow ELISA oraz RT-PCR na obecno$¢ TuMV w roslinach chrzanu
(uzyskanych z rozmnozenia pojedynczej, porazonej wirusem rosliny i rosngcych w doniczkach
w szklarni) oraz w probkach przygotowanych przez rozcienczenie (w réznych proporcjach -
szereg rozcienczen) ekstraktow z rosliny porazonej w ekstraktach z roslin zdrowych. Wyniki
jednoznacznie wskazaly na bardzo duza przewage metody RT-PCR, szczego6lnie wiosna, kiedy
metodg ELISA uzyskiwano negatywne lub niejednoznaczne wyniki nawet z ro§lin wykazujacych
charakterystyczne symptomy porazenia TuMV. Dla wszystkich symptomatycznych roslin oraz
czesci roslin bez symptomow chorobowych test oparty na wykorzystaniu RT-PCR dawat wynik
pozytywny. Tylko w jednym przypadku, w sierpniu 2014, uzyskano dla ros$liny nr 5 wynik
pozytywny w teScie ELISA a negatywny w tescie opartym na RT-PCR. Na podstawie
poréwnania wynikow badania probek tworzacych szeregi rozcienczen stwierdzono, ze RT-PCR
umozliwial wykrycie TuMV z czuto$cig od 4 do 1024 razy wyzszg niz uzyskiwana w metodzie
ELISA. Ponizej przedstawiono wyniki eksperymentéw z maja i sierpnia 2014.
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Rys. 1. Wykrywanie TuMV w lisciach chrzanu metodami ELISA i RT-PCR (maj 2014)

Trzydziesci linii kultur in vitro zatozonych z merystemow pobranych z roslin chrzanu
porazonych wirusami TuMV i TBRV przebadano testem ELISA na obecno$¢ obu wiruso6w oraz
testem SC-RT-PCR (silicacapture — reverse transcription — polymerase chain reaction) na
obecnos¢ TuMV. We wszystkich zbadanych roslinach wykryto obecnos¢ TBRV. Dla szesciu
linii: 282, 339, 348, 356, 417, 421, uzyskano dwukrotnie negatywny wynik obu testow
(ELISA i SC-RT-PCR) na obecno$¢ TuMV. Dla linii 261, 343 i 423 uzyskano negatywny wynik
testu ELISA i niejednoznaczny wynik jednego z dwoch testow SC-RT-PCR. Jesli wyniki te
zostang potwierdzone w kolejnych testach po ukorzenieniu roslin oznacza to, ze metoda
zakladania kultur merystematycznych (bez dodatkowych terapii) uzyskano ro$liny chrzanu
uwolnione od wirusa TuMV. Niestety, metoda ta nie byla skuteczna w stosunku do wirusa
czarnej pier§cieniowe]j plamisto$ci pomidora (TBRV). Ponizej przedstawiono wyniki testu SC-
RT-PCR 23 probek pobranych z roslin chrzanu in vitro (oraz kontroli) na obecnos¢ TuMV

(Fig.3).
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Fig.3 Wyniki testu SC-RT-PCR na obecno$¢ TuMV w roslinach chrzanu in vitro

Pobrano 129 probek lisci lub catych roélin z trzech plantacji w wojewodztwie 16dzkim,
z okolic Opoczna. Probki te przebadano testem ELISA na obecno$¢: TuMV, TBRV, ArMV,
CaMV, TRSV i CMV. Dodatkowo wszystkie probki przebadano tez metoda IC-RT-PCR
na obecnos¢ TuMV. Obecno$¢ CaMV w ros$linach chrzanu stwierdzono w Polsce po raz
pierwszy. Dlatego kilka wybranych roslin, w ktérych metodg ELISA wykryto ArMV i/lub
CaMYV dodatkowo przebadano metoda —PC-RT-PCR i potwierdzono obecno$¢ wirusow.

Podsumowanie przeprowadzonych testow materialu wyjsciowego przedstawiono w tabeli
ponize;j.
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Tabela 1. Wyniki testow ELISA na obecno$¢ szesciu wirusow w roslinach chrzanu pobranych
bezposrednio z plantacji w wojewodztwie todzkim

Miejsce — typ/'odmiana’ TuMV TBRV ArMV CaMV TRSV CMV
S — Staropolski 9/ 34 12/ 34 9/ 34 10/ 34 0/ 34 0/ 34
O - Staropolski 29/ 67 51/ 67 30/ 67 58/ 67 0/ 60 0/ 60
K - Duriczyk 15/ 28 6/ 28 28/ 28 0/ 28 0/ 28 0/ 28

RAZEM:  53/129 69/129 67/129 68/129 0/129 0/129

Metodg ELISA przebadano 34 ro$lin rabarbaru na obecno$¢ pigciu wirusow. Dodatkowo,
obecnos¢ TuMV sprawdzono metoda SC-RT-PCR. W trzech roslinach: "R1", "27,1"
i r15 stwierdzono obecnos¢ wirusa metodg SC-RT-PCR. R1 zostata wykorzystana do zatozenia
kultur in vitro i opracowania metodyki uwalniania od TuMV. W dwoéch roslinach (18 i rl5)
stwierdzono metodg ELISA obecnos¢ TBRYV (tab. 2).

Tabela 2. Wyniki testu roslin rabarbaru na obecno$¢ pigciu wirusow

Miejsce pobrania prob TuMV TBRV ArMvV TRSV Cmv
Szklarnia 2/11 0/11 0/11 0/11 0/11
Pole doswiadczalne 1123 2/23 0/23 0/23 0/23
RAZEM: 3/34 2/34 0/34 0/34 0/34

Zatozono kultury in vitro z merystemoéw pobranych z roslin rabarbaru porazonych wirusami
TuMV (R1) lub TuMV i TBRV (r15). Rosliny te byly nastepnie badane na obecnos¢ TuMV
i TBRV metodg ELISA i dodatkowo metodag SC-RT-PCR na obecno$¢ TuMV. Z ro$liny
R1 uzyskano trzy linie kultur in vitro rabarbaru (507, 508, 511) uwolnione od wirusa TuMV.

5. Podsumowanie i wnioski
1. Opracowano metod¢ mikrorozmnazania roslin rabarbaru i chrzanu.

a. Znaleziono efektywny sposob sterylizacji bardzo trudnych eksplantatéw inicjalnych
jakimi sg paki pobrane z cz¢$ci podziemnych, a wigc korzeni czy karp podziemnych.

b. Stwierdzono bardzo duzg zdolnos$¢ do proliferacji réznych eksplantatow chrzanu:
merystemow, rozetek, lisci, a nawet ich fragmentow

c. Dla kazdego eksplantatu chrzanu czy rabarbaru dobrano pozywki dajace najlepszy
wspotczynnik namnazania.

d. Uproszczono ukorzenianie poprzez opracowanie sposobu prowadzenia tego procesu ex
vitro.

2. W badanych roslinach chrzanu i rabarbaru stwierdzono testem ELISA obecno$¢ wirusow:
Turnip mosaic virus (TuMV), Tomato black ring virus (TBRV), Arabis mosaic virus
(ArMV), oraz Cauliflower mosaic virus (CaMV). Obecnos¢ CaMV w ro$linach chrzanu
stwierdzono w Polsce po raz pierwszy.

3. Obecnos¢ TuMV, ArMV i CaMV w wybranych ro$linach potwierdzono dodatkowo testem
RT-PCR. Ze wzgledu na stosunkowo wysoki procent porazenia, czeste wystepowanie
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infekcji mieszanych oraz zaobserwowane symptomy chorobowe stwierdzono wstepnie
celowos¢ weryfikacji wczesniejszych ocen o niskim stopniu szkodliwosci wirusow innych
niz TuMV w produkcji chrzanu.

4. Metodg sekwencjonowania NGS odczytano peilne genomy izolatow TuMV oraz TBRV
(RNAL, RNAZ2 i satRNA).

5. Stwierdzono bardzo ograniczong (wbrew wczesniej publikowanym doniesieniom)
przydatno$¢ metody ELISA do wykrywania TuMV w lisciach chrzanu. Metodag SC-RT-PCR
wykrywano wirusa w roslinach nawet kilka tygodni przed pojawieniem si¢ symptomow.
Przeprowadzone badania pozwolity na znaczne zwigkszenie wiarygodnos$ci testow na
obecnos$¢ TuMV.

6. Uzyskano ro$liny chrzanu i rabarbaru uwolnione od TuMV z kultur in vitro zakladanych
Z ro$lin porazonych tym wirusem. Pozwoli to na w przysztosci na zaoferowanie zdrowych
sadzonek tych roslin.
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