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VZGOJA KAKOVOSTNEGA RAZMNOZEVALNEGA MATERIALA CESNA
SORTE '"PTUJSKI JESENSKI"
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IZVLECEK

Ponudba ¢esna lokalnih sort v Sloveniji ne zadostuje povprasevanju. Se posebno
pereca je slaba oskrba s kakovostnim semenskim materialom slovenskih sort. V
okviru ciljnega raziskovalnega projekta smo zato preizkusali razliéne tehnike za
vzgojo kakovostnega razmnozevalnega materiala Cesna sorte 'Ptujski jesenski'.
Laboratorijsko testiranje rastlin te sorte s seroloskimi testi (DAS- in TAS-ELISA) na
OYDV (Onion yellow dwarf virus), LYSV (Leek yellow stripe virus), GarCLV
(Garlic common latent virus), SLV (Shallot latent virus), GarV-A (Garlic virus A),
GarV-B (Garlic virus B), GarV-C (Garlic virus C) in ShvX (Shallot virus X) je
pokazalo visoko stopnjo okuzenosti dveh izvorov razmnozevalnega materiala. Za
poskus vzgoje brezvirusnih rastlin sorte 'Ptujski jesenski' smo uvedli in vitro
razmnozevanje te sorte iz meristemov in to tehniko kombinirali s termoterapijo.
Utinkovitost eliminacije virusov je bila izredno nizka, zato je zelo pomembno, da za
nadaljnje razmnozevanje ali eliminacijo virusov izberemo rastline, ki so okuzene s
¢im manjSim Stevilom virusov. V ta namen potrebujemo zanesljivo vzorcenje in
obcutljive metode detekcije. NaSe raziskave kazejo, da je za zgodnje preverjanje
uspeha eliminacije OYDV, GarCLV in LYSV v tkivni kulturi nujha uporaba
molekularnih metod, ki so bolj obéutljive od seroloskih metod. Na podlagi rezultatov
projekta in pridobljenih izkuSenj bomo v kratkem izdelali shemo vzdrzevalne
selekcije za lokalne sorte ¢esna.

Klju¢ne besede: Cesen, detekcija, lokalne sorte, kultura meristema, termoterapija,
virusi
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Slovenian production of local garlic varieties does not meet the demand. The supply of
high-quality and healthy propagating material of Slovenian varieties is especially
critical. Laboratory testing for the presence of OYDV (Onion yellow dwarf virus), LYSV
(Leek yellow stripe virus), GarCLV (Garlic common latent virus), SLV (Shallot latent
virus), GarV-A (Garlic virus A), GarV-B (Garlic virus B), GarV-C (Garlic virus C) and
ShV-X (Shallot virus X) using serological methods (DAS- and TAS-ELISA) showed
high infection rate of plants raised from two propagation material batches of local
variety ‘Ptujski jesenski’. Meristem culture and in vitro multiplication of the variety
‘Ptujski jesenski’ were introduced and combined with thermotherapy in the attempt to
produce virus-free material. Virus elimination rate showed to be very low. The
selection of material to be used for further multiplication or elimination of viruses is
therefore critical. Reliable sampling and sensitive detection techniques need to be
used for this purpose. Our results show that molecular methods need to be used for
reliable early detection of OYDV, GarCLV and LYSV in in vitro plants after the use of
elimination techniques. Based on our experience and project results maintenance
selection system for the local varieties will be prepared in near future.

Key words: garlic, detection, local varieties, meristem culture, thermotherapy, viruses

1 uUvOoD

Zaradi vegetativnega razmnozevanja in neustrezne vzdrzevalne selekcije so slovenske
sorte ¢esna vse bolj okuzene z razli¢nimi virusi in drugimi Skodljivimi organizmi, ki
zmanjsujejo njihovo kakovost. Cesen okuZujejo tevilni virusi. Najpogostejsi so virusi
iz rodov Potyvirus (Onion yellow dwarf virus (OYDV) in Leek yellow stripe virus
(LYSV)), Carlavirus (Garlic common latent virus (GarCLV) in Shallot latent virus
(SLV)) in Allexivirus (Garlic virus A (GarV-A), Garlic virus B (GarV-B), Garlic
virus C (GarV-C) in Shallot virus X (ShVVX)). Potiviruse in karlaviruse, ki okuzujejo
Cesen, prenasajo listne usi, aleksiviruse pa prsice SiSkarice. V naravi so rastline ¢esna
navadno okuzene s kompleksom virusov.

Razni raziskovalci porocajo o do 69 % izgubah pridelka zaradi okuzbe z OYDV in do
54 % zaradi okuzbe z LYSV (Perotto in sod., 2010). Argentinski raziskovalci
(Cafrune in sod., 2006) so pri preucevanju vpliva posami¢ne okuzbe z GarV-A ali
GarV-C in hkratne okuzbe z obema virusoma ugotovili, da se je zaradi okuZbe z
GarV-A masa ¢ebulic zmanjsala od 14 do 32 %. ZmanjSanje mase cebulic se je
razlikovalo med leti in sortami. Masa Cebulic rastlin okuZenih z GarV-C se je
statisti¢no znacilno zmanjsala le pri eni sorti in v enem od obeh let preu¢evanja. Masa
Cebulic rastlin okuzenih z dvema virusoma je bila z izjemo ene sorte v prvem letu
preucevanja vedno statisticno znacilno niZja od brezvirusne kontrole in posami¢no
okuzenih rastlin. Najve&je zniZanje mase so opazili pri sorti Blanco-IFFIVE, pri kateri
se je masa zmanjSala za 61 %. Podobne rezultate kot Cafrune in sod. (2006) so
Lunello in sod. (2007) dobili pri primerjavi rastlin okuzenih z LYSV z brezvirusnimi
rastlinami in rastlinami, okuzenimi s kompleksom petih virusov. Ista skupina
raziskovalcev (Perotto in sod., 2010) je tudi ugotovila, da je pridelek ¢esna pri
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rastlinah, ki so bile v zaCetku Stiriletnega preuc¢evanja na prostem okuzene z vsaj enim
aleksivirusom, upadal hitreje kot pri rastlinah, ki so bile ob zagetku poskusa zdrave.
Za eliminacijo virusov najpogosteje uporabljamo kulturo meristemov, samo ali v
kombinaciji s termoterapijo in/ali kemoterapijo (Bohanec, 1992). Nekateri
raziskovalci so dosegli dobre uspehe pri eliminaciji virusov, drugi spet ne, saj na
uspeh razen uporabljenih postopkov vplivajo $e drugi dejavniki, kot so izolat virusa,
genotip mati¢ne rastline (Katis in sod., 2012), fiziolosko stanje gostiteljske rastline,
vir in velikost meristema.

V prispevku predstavljamo testiranja in uporabo raznih tehnik za eliminacijo virusov
iz slovenske sorte Cesna 'Ptujski jesenski', ki smo jih opravili v okviru Ciljnega
raziskovalnega projekta z naslovom Vzpostavitev sistema vzdrzevalne selekcije in
pridelave semenskega materiala sort kmetijskih rastlin za sonaravne oblike
kmetovanja.

2 MATERIAL IN METODE
2.1 Rastlinski material

Za vzgojo rastlin sorte 'Ptujski jesenski' v rastlinjaku smo uporabili stroke dveh
razlicnih pakiranj iste partije dobavitelja Semenarna Ljubljana d.d. V prvem pakiranju
so bile izbrane le velike ¢ebulice s premerom nad 55 mm (v nadaljevanju pakiranje 1),
v drugem pakiranju pa so bile ¢ebulice obiCajne velikosti (v nadaljevanju pakiranje 2).
Vsak strok smo posadili v svoj lonCek in ob sajenju zabelezili oceno velikosti
posameznih strokov (M = majhen strok, S = srednje velik strok, V = velik strok). Stroke
posamezne Cebulice smo posadili zaporedoma od zunanjega stroka navznoter in
zabeleZili pripadnost strokov posamezni €ebulici in zaporedje sajenja strokov.

2.2 Metode za detekcijo virusov

Vzorce smo testirali s seroloSko metodo (DAS oz. TAS- ELISA) s protitelesi za OYDV,
LYSV, GarCLV, SLV, GarV-A, GarV-B, GarV-C in ShVX po navodilih proizvajalca
DSMZ (Braunschweig, Nemcija). Za preverjanje oz. potrditev rezultatov seroloSkega
testiranja in za zelo pomembne vzorce iz tkivne kulture smo uvedli metodo obratne
transkripcije in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR) za OYDV, GarCLV, LYSV in za
aleksiviruse. V ta namen smo v literaturi poiskali zaCetne oligonukleotide za
pomnozevanje dela nukleotidnega zaporedja posameznih virusov in jih glede na
naleganje na izbrana in s programom BioEdit poravnana nukleotidna zaporedja
ustreznih virusov iz javno dostopne baze NCBI GenBank po potrebi modificirali. Uspeh
pomnozevanja smo preizkusili na pozitivnih kontrolah in na s seroloSkim testom
potrjenih pozitivnih vzorcih ob razli¢nih temperaturah naleganja. RNA smo izolirali s
kompletom MagMAX™-96 Total RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA) po
priporocilih proizvajalca iz ekstraktov za ELISA testiranje. Za izolacijo smo uporabili
napravo MagMAX Express (Ambion, Thermo Fisher Scientific, ZDA). Za
pomnozevanje z enostopenjsko obratno transkripcijo in verizno reakcijo s polimerazo
(RT-PCR) smo uporabili OneStep RT-PCR Kit (Hilden,Nemcija). Preizkusili smo 4
temperature naleganja (50 °C, 53 °C, 56 °C in 59 °C). Za nadaljnje delo smo izbrali
zacCetne oligonukleotide prikazane v preglednici 1 in temperaturo naleganja 50 °C.
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Preglednica 1: Zacetni oligonukleotidi uporabljeni za detekcijo virusov.

Virus oliggsﬁsltggtida Nukleotidno zaporedje Vir
oYDV OYDV fw mod CRCCARTTGGATAAYGC modificirano po
OYDV re mod YTCCGTGTCCTCWTCCG Mituti in sod., 2015
LYSV LYS N10 CGCATATGCAGTGATGTTTCGGTT Nam in sod.. 2015
LYS C15 ATCAAATTCAGGCTGCTTATACAC N
GCL-N30 GCACCAGTGGTTTGGAATGA .
GarCLv GCL-C40 AGCACTCCTAGAACAACCATTA | Naminsod., 2015
aleksivirusit MbFVUP1 TGGMCNGCTACCACAAYGG Barg, osebna
MbFVLO1 CCYTTCAGCRTRRAGCTTAGC informacija

T GarV-A, GarV-B GarV-C, ShvX
2.3 Termoterapija

Rastline v loncih smo gojili v rastni komori ob fotoperiodi 16/8, relativni zraéni vlagi 65
% in stalni temperaturi 30 °C, ki smo jo po enem tednu poviSali na 37 °C.
Termoterapijo smo izvajali od tri do Sest tednov.

2.4 lzolacija izse€kov in in vitro razmnozevanje

Izbrane rastline smo ogistili pod teko¢o vodo. Okrog 3 cm velik spodnji del rastline brez
korenin smo sterilizirali 5 sekund v 70 % etanolu in nato 15 minut na magnetnem
me3alu v 5 % raztopini razkuZila Izosan®-G (Pliva, Hrvaska) v destilirani vodi in z
dodatkom 2 kapljic mocila Tween 20. Po trikrathem spiranju s sterilno destilirano vodo
smo izrezali rastni vrSi¢ek velikosti 0,5 do 0,7 mm in ga gojili na rastnem gojiS¢u z
mikro- in makroelementi ter vitamini po Murashige-in Skoog (1962) z 1 mg/l 2iP, 0,5
mg/l NAA, 30 g/l sladkorja ter 7 g/l agarja Bacto™ (Brecton, Dickinson and Company,
ZDA). Rastline smo gojili v rastni komori s foroperiodo 16/8, dnevno temperaturo 23 °C
in no¢no temperaturo 21 °C. NeokuZene meristeme, ki so odgnali in se razvili, smo po
cca. 6 tednih presadili na goji€e za rast in razvoj ¢ebulic z makro- in mikroelementi po
Murashige in Skoog (1962) s 100 g/l sladkorja in 8 g/l agarja Bacto™. Za
razmnozevanje rastlinic smo uporabili metodo rezanja dobro razvitih rastlinic na 2
enaka dela. Po 4-6 tednih se je razvilo od 2-6 novih rastlinic. Za razmnozevanje smo
uporabljali tudi bazalne plos¢&e iz in vitro rastlinic, pri ¢emer se je po 4-6 tednih razvilo
od 2-8 novih rastlinic. Na mediju za razvoj €ebulic se razvijejo tudi korenine.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Po priblizno dveh mesecih gojenja v rastlinjaku smo testirali vse rastline vzgojene iz
strokov pakiranja 1 in del rastlin pakiranja 2 (preglednica 2). Vse rastline so kazale
bolj ali manj izrazito kloroti¢no értavost listja, nekatere pa tudi rumenenje in zvijanje
listov. Obseg in vrsta znamenj niso bila povezana z velikostjo strokov in prav tako
tudi ne z mestom stroka v ¢ebulici.

Vse testirane rastline iz obeh pakiranj so bile okuzene z GarCLV. GarCLV je v ¢esnu
latenten, a deluje sinergisticno z drugimi virusi (Katis in sod., 2012). Vse rastline
pakiranja 1 so bile okuzene tudi z OYDV, pri pakiranju 2 pa pri posameznih rastlinah
s seroloskim testom nismo potrdili tega virusa. PoznejSe analize so pokazale, da
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uporabljen ELISA test ni dovolj obcutljiv in da je negativne rezultate seroloskih
analiz na navzofnost OYDV nujno potrebno potrditi z bolj obcutljivimi
molekularnimi testi. V nobeni rastlini nismo potrdili LYSV in SLV. Navzocnost
aleksivirusov je bila zelo razli¢na. Okuzbo z GarV-A smo potrdili samo v pakiranju 2
na 3 rastlinah od skupno 95 testiranih. Samo ena rastlina pakiranja 2 ni bila okuZena z
nobenim od testiranih aleksivirusov, v pakiranju 1 pa je bilo taksnih rastlin bistveno
veé. Potomci vseh strokov 7 Cebulic pakiranja 1 niso bili okuZeni z nobenim
aleksivirusom.

Preglednica 2: Rezultati testiranja rastlin vzgojenih iz dveh pakiranj ¢ebulic oz. strokov.

Stevilo okuZenih/§tevilo testiranih
&ebulic | strokov &ebulic | strokov
Pakiranje 1 Pakiranje 2
oYDV 21/21 180/183 6/9 65/95
LYSV 0/21 0/183 0/9 0/95
GarCLV 21/21 183/183 9/9 95/95
SLV 0/21 0/183 0/9 0/95
GarV-A 0/21 0/183 2/9 3/95
GarV-B 14/21 55/183 9/9 62/95
GarV-C 10/21 27/183 9/9 89/95
ShvX 8/21 20/183 9/9 51/95
aleksivirusi 14/21 57/183 9/9 93/95

Ker smo Zeleli oceniti vpliv uporabljenih metod za eliminacijo virusov, smo v prvem
poskusu uporabili rastline iz pakiranja 1, in sicer:

e 7z aleksivirusi neokuzene rastline, vzgojene iz strokov ¢ebulic, pri katerih so bile
vse iz njih razvite rastline neokuzene z aleksivirusi (skupno 61 rastlin),

e 7 aleksivirusi neokuzene rastline, vzgojene iz strokov ¢ebulic, pri katerih je bil del
strokov okuzen z aleksivirusi (skupno 41 rastlin) in

e rastline, okuzene s tremi alksivirusi (GarV-B, GaRV-C in ShVX) (skupno 63
rastlin).

Vse uporabljene rastline so bile okuzene z OYDV in GarCLV.

Polovico rastlin smo za priblizno en mesec izpostavili termoterapiji, iz prezivelih
izolirali meristeme in jih prenesli v in vitro razmere. Prezivetje rastlin v postopku
termoterapije je bilo zelo slabo zaradi za rast neugodnih temperatur in tezav z
vzdrzevanjem ustrezne vlaznosti substrata. 1z 30 izoliranih meristemov se je razvilo le
10 rastlin. Drugo polovico rastlin, ki niso bile izpostavljene termoterapiji, smo prav
tako uporabili za izolacijo meristemov. Po priblizno dveh mesecih smo in vitro
rastlinice testirali s seroloskimi testi na vseh 8 virusov in ugotovili, da se obseg okuzb
ni zmanj$al. Nekatere in vitro rastlinice, ki so se razvile iz meristemov rastlin pri
katerih nismo potrdili okuzbe z aleksivirusi, so bile okuzene s posameznimi
aleksivirusi. Nobena od teh rastlinic ni izvirala iz meristemov rastlin, pri katerih so
bile vse rastline iz iste ¢ebulice neokuZene z aleksivirusi. Ti rezultati nakazujejo, da je

Ljubljana, Drustvo za varstvo rastlin Slovenije (Plant Protection Society of Slovenia), 2017




115

Zbornik predavanj in referatov 13. Slovenskega posvetovanje o varstvu rastlin z mednarodno udelezbo
Rimske Toplice, 7.-8. marec 2017

bila koncentracija virusa v nekaterih izvornih rastlinah prenizka za uspe$no detekcijo
s seroloskimi testi, pri gojenju in Vitro pa se je virus namnozil v tolik§nimi meri, da
smo ga potrdili tudi z manj obc¢utljivimi seroloskimi testi.

Nasi rezultati kazejo, da bi bilo z laboratorijskim testiranjem na viruse mogoc¢e najti
in odbrati rastline sorte 'Ptujski jesenski’, ki so okuZene z manj$im $tevilom virusom
ali celo popolnoma neokuzene. Tak$ne rastline bi lahko uporabili za nadaljnje
razmnozevanje v izolaciji, t.j. v mreznikih, kjer prenasalcev virusov ni (oz. jih je
manyj), ali v in vitro postopkih eliminacije virusov.

Del in vitro rastlin pridobljenih s kulturo meristemov smo uporabili za ponovno
izolacijo meristemov. Po testiranju se je izkazalo, da so bile vse okuzene z GarCLV,
posamezne pa tudi z drugimi virusi. Pri naSem delu torej z nobenim izmed
uporabljenih postopkov nismo uspeli vzgojiti brezvirusnih rastlin sorte 'Ptujski
jesenski'. Nasprotno so bili Ravnikar in sod. (1994) bistveno bolj uspe$ni pri uporabi
termoterapije in kulture meristemov za eliminacijo OYDV in karlavirusov iz sorte
'Ptujski jesenski'. Rezultati seroloskega testiranja so pokazali, da 88-100 % rastlin iz
in vitro kulture po prenosu v in vivo razmere ni bilo okuzenih z OYDV in testiranim
karlavirusom. Podobne uspehe pri eliminaciji okuzb z OYDV in LYSV s kombinacijo
termoterapije in gojenja in vitro iz meristemov so Ravnikar in sod. (1996) dobili tudi
pri sorti 'Ptujski spomladanski’.

Ne glede na slabe rezultate eliminacije okuzb pri sorti 'Ptujski jesenski' smo z
vpeljanimi tehnikami v letu 2017 pridobili nekaj brezvirusnih rastlinic neznane sorte,
ki smo jo leta 2014 dobili kot sorto 'Ptujski jesenski' in smo jo posadili isto¢asno s e
dvema pakiranjema te sorte. Rastline, ki so se razvile iz teh strokov, so se morfolosko
razlikovale od rastlin sorte 'Ptujski jesenski' in so torej pripadale drugi sorti,
najverjetneje sorti 'Ptujski spomladanski'. Bile so tudi bolj vitalne od rastlin sorte
'Ptujski jesenski', zato smo jih izbrali za nadaljnje delo. Ne glede na boljsi videz teh
rastlin smo s seroloskimi testi pri njih potrdili okuzbo z OYDV, GarLCV in LYSV.
Te rastline smo za 6 tednov izpostavili termoterapiji, nato pa iz njih izolirali
meristeme. Po doloCenem ¢asu gojenja in vitro so se pri nekaterih prezivelih
rastlinicah pokazale tudi okuzbe z aleksivirusi. Za nadaljnje razmnoZevanje smo
izbrali 4 rastline, ki niso bile okuZene z aleksivirusi. Z molekularnim testiranjem smo
v naslednjem letu ugotovili, da je del rastlin neokuzen. Ker se je deleZz okuzenih
rastlin pri nadaljnjih testiranjih poveéeval, smo jih izpostavili 8¢ kemoterapiji z
virustatikom Ribavirinom in nato iz njih ponovno izolirali meristeme. Pri delu
rastlinic smo na ta nain uspesno eliminirali viruse, kar smo potrdili tudi z zadnjimi
testiranji v letu 2017.

S preizkusanimi tehnikami je torej mogoce vzgojiti zdrave rastline, vendar je proces
dolgotrajen, izplen brezvirusnih rastlin pa je lahko slab. Rastlinice po presajanju v in
vivo razmere potrebujejo Se dve do tri leta za tvorbo Eebulic ustreznih za trg
(Ravnikar in sod., 1994). Za razmnozevanje oz. ohranjanje avtohtonih sort, gojenje
katerih je dokaj omejeno, bi morda zato zadostovalo preverjanje okuzenosti rastlin in
sicer najprej s seroloskimi testi, nato pa Se potrjevanje negativnih rezultatov z bolj
obéutljivimi molekularnimi testi. Izbrane neokuZene rastline 0z. ¢im manj okuzene
rastline bi nato uporabili pri nadaljnjem razmnoZevanju semenskega materiala.
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4 SKLEPI

V okviru projekta smo potrdili visoko stopnjo okuZenosti razmnoZevalnega materiala
sorte 'Ptujski jesenski' z virusi. Uvedli smo metodo termoterapije in in vitro
razmnozevanje te sorte iz meristemov, vendar nismo uspeli pridobiti popolnoma
brezvirusnih rastlin. Za vzpostavitev vzdrZzevanja ¢im manj okuzenega
razmnozevalnega materiala sorte 'Ptujski jesenski' bi bilo za zadetek potrebno, z
laboratorijskimi testiranji na viruse, odbrati ¢im manj okuZen izvorni material.

5 ZAHVALA

Delo je bilo opravljeno v okviru CRP projekta V4-1413 z naslovom Vzpostavitev sistema
vzdrzevalne selekcije in pridelave semenskega materiala sort kmetijskih rastlin za sonaravne
oblike kmetovanja, ki ga financirata Ministrstvo za kmetijstvo gozdarstvo in prehrano in Javna
agencija za raziskovalno dejavnost RS. Uporabljena so bila tudi sredstva programske skupine
Agrobiodiverziteta (P4-0072), ki jo financira Javna agencija za raziskovalno dejavnost RS.
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