Skierniewice, 30 maja 2023

RAPORT Z BADAN

Celem Grupy Operacyjnej EPI Bio-Food Roztocze byto opracowanie i wdrozenie technologii
produkgcji in vitro wysokiej jakosci materiatu nasadzeniowego rabarbaru o czerwonych ogonkach
pozwalajgce na wzrost rentownosci plantacji, poszerzenie rynkéw zbytu i rozwoju eksportu.

W Instytucie Ogrodnictwa — Panstwowym Instytucie Badawczych prowadzone byty badania,
ktdrych celem byto opracowanie technologii produkcji in vitro umozliwiajacej catoroczng, sterowang
produkcje sadzonek rabarbaru o wysokiej zdrowotnosci, kondycji fizjologicznej i poziomie substancji
fenolowych. Materiatem badawczym byly wyselekcjonowane rosliny rabarbaru ‘Malinowy’
(wyrdzniajace sie wielkoscig ogonkdéw lisciowych i wysokim poziomem antocyjanéw zaréwno w skdrce
jak i migzszu), pochodzgce z plantacji na Podkarpaciu. Badania prowadzono w laboratorium in vitro i
fitotronach Zaktadu Biologii Stosowanej oraz w obiekcie szklarniowych z kontrolowanym klimatem.

OMOWIENIE OTRZYMANYCH WYNIKOW

1. Okreslenie czynnikéw wptywajacych na aktywnosc¢ pgkéw wegetatywnych na etapie inicjacji
kultur i namnazania pedéw rabarbaru ‘Malinowy’

W celu zapewnienia wysokiej jakosci sadzonek, rosliny mateczne rabarbaru ‘Malinowy’ zostaty
poddane testom na obecnos¢ 8 wirusow: mozaiki tytoniu (TMV), mozaiki gesidéwki (ArMV), mozaiki
ogoérka (CMV), lisciozwoju czeresni (CLRV), pierscieniowej plamistosci tytoniu (TRSV), pierscieniowej
plamistosci pomidora (ToRSV), czarnej pierscieniowej plamistosci pomidora (TBRV) i utajonego wirusa
pierscieniowej plamistosci truskawki (SLRV). Wyniki analiz DAS-ELISA przy uzyciu specyficznych
przeciwciat poliklonalnych nie wykazaty obecnosci wiruséw. Kultury pedowe rabarbaru zostaty
zainicjowane z pakdéw wierzchotkowych i katowych, znajdujgcych sie u nasady lisci a takze na
zgrubiatych korzeniach 8-letnich karp w fazie spoczynku. Na etapie indukcji i stabilizacji kultur pedéw
oceniano wptyw réznego poziomu soli azotowych (75%, 100%) wg pozywki Murashige i Skooga (1962)
oraz benzyloaminopuryny (BAP; 0,0 i 4,4 uM) podanej tgcznie z kwasem giberelinowym (GAs; 0,3 uM)
lub kwasem naftylo-1-octowym (NAA; 0,1 uM). Rozwdj pojedynczych peddéw z pakdw wegetatywnych
rabarbaru uzyskano na wszystkich pozywkach zawierajgcych regulatory wzrostu. Jednak w kolejnych
dwéch pasazach prowadzonych w cyklu 3-tygodniowym zdolnos¢ do tworzenia nowych pedéw
wykazywaty tylko kultury rosngce na pozywce zawierajgcej BAP i GAs (Fot. 1). Obecnos$¢ auksyny
wplywata na starzenie peddw, natomiast wysoki poziom azotu w pozywce MS indukowat szklistos¢.

Fot. 1. Inicjacja i stabilizacja kultur in vitro rabarbaru ‘Malinowy’; A — 8-letnie rosliny mateczne w fazie spoczynku; B — ped

inicjalny po 3 tygodniach wzrostu in vitro; C — ustabilizowane kultury peddw (fot. A. Wojtania)



Na etapie namnazania peddw in vitro oceniano wptyw dwadch cytokinin - BAP i meta-topoliny (4,4;
6,6 i 12,4 uM) oraz ich wspodtdziatanie z sacharozg (59; 73; 88; 117 i 175 mM). Wykazano przydatnos¢
obydwu cytokinin w procesie tworzenie peddw rabarbaru ‘Malinowy’, jednak efekt ich dziatania
znaczgco zalezat od poziomu sacharozy w pozywce. Najwyzszy wspotczynnik namnazania peddw
rabarbaru (4,8-4,9 pedéw/eksplantat) obserwowano na pozywce o najnizszym poziomie sacharozy (59
mM) (Tab. 1, Fot. 2). Wzrastajgce stezenie sacharozy (59-175 mM) w pozywce z cytokining hamowato
tworzenie peddw i lisci, wptywato na zmiane morfologii w kierunku formowanie peddéw dojrzatych,
stymulowato tworzenie antocyjanéw w ogonkach lisciowych i tworzenie tkanki kalusowej u podstawy
peddéw. Pedy rosngce na pozywce zawierajgcej BAP i sacharoze w stezeniu 175 mM cechowaty sie
tendencja do zétkniecia lisci i tworzenia zgrubiatych podstaw pedéw, co mogto wskazywac na indukcje
spoczynku. W obecnosci mT nie obserwowano objawdw starzenia. Z drugiej strony, pedy cyklicznie
mnozone na pozywce zawierajacej najnizsze stezenie sacharozy cechowaty sie drobnieniem, jasng
zielenig lisci i tendencjg do szklistosci, szczegdlnie pod wptywem mT. Obserwacje te pozwolity na
whnioskowanie, iz cykliczne mnozenie peddw rabarbaru o wysokiej jakosci moze odbywad sie z
zastosowaniem obydwu cytokinin, ale wymagane jest zréznicowane stezenie sacharozy, wynoszace
kolejno dla BAP i mT - 73 i1 88 mM.

Tabela 1. Wptyw rodzaju cytokininy (BAP, meta-topolina) i stezenia sacharozy na tworzenie pedéw, swiezg mase peddw,
liczbe | dtugosc lisci rabarbaru ‘Malinowy’ posazowanych w cyklu 4-tygodniowym.

Rodzaj Stezenie ' Swieza masa (g) . Liczba DIug?s',(: Liczb.a lisci/
cytokininy  sacharozy (mM) W,".EIO_ Kalus Pojedyncze pedow pedow wlu?lo-
roslinka pedy (mm) roslinke
59 1.90 bc 0.170a 0.395a 48e¢ 31.6a 25.1d
73 237cd 0.162 a 0.566 b-c 4.3 de 37.5bc 21.5d
BAP 88 1.68 ab 0.261 a-c 0.586 bc 3.1bc 38.5 bc 16.9 ¢
117 1.28a 0.362 b-d 0.653 c-d 2.2 ab 42.4 cd 11.5b
175 141a 0.532e 0.907 e 15a 49.0e 8.9ab
59 2.51d 0.256 a-c 0.446 ab 49e 309a 32.1e
73 2.31d 0.237 ab 0.522 a-c 4.7 e 36.6b 24.6d
mT 88 1.61ab 0.423 de 0.494 a-c 3.7cd 40.1 b-d 12.7b
117 131a 0.402 c-e 0.576 b-c 2.3ab 38.9 bc 11.7b
175 1.28a 0.430 de 0.768 de 1.7a 44.8 de 6.9 a

Fot. 2. Namnazone pedy rabarbaru in vitro (fot. A. Wojtania)

W celu oceny kondycji fizjologicznej peddéw zostaty wykonane pomiary ilosciowej i jakosciowej
zawartosci cukréw rozpuszczalnych i antocyjanéw w ogonkach liSciowych rabarbaru. Analizy te
wykazaty, iz obserwowane rdézinice w organogenezie pedow w obecnosci mT i BAP wynikaty ze
zrdéznicowanego oddziatywania cytokinin na metabolizm pierwotny i wtérny. Pedy rabarbaru bedgce



w fazie aktywnego wzrostu gromadzity mniej cukrow rozpuszczalnych (glukozy i fruktozy) i
antocyjandw (gtdwne rutozydu-3-cyjanidyny) w pordwnaniu z pedami wykazujagcymi objawy
spoczynku (Wykres 1). zahamowanie tworzenia pedow i lisci oraz ich stopniowe zasychanie). Na
akumulacje cukréw rozpuszczalnych istotny wptyw miat wzrastajacy poziom sacharozy w pozywce i
rodzaj cytokininy. Pedy rabarbaru rosngce na pozywce z mT zawieraty mniej cukréow niz w obecnosci
BAP, szczegdlnie przy nizszych stezeniach sacharozy, co byto zbieine z wyiszym wspdtczynnikiem
rozmnazania, ale tez sktonnoscia do nadmiernego uwodnienia pedéw. W obecnosci wysokiego
stezenia sacharozy, pedy rabarbaru zawieraty podobng ilos¢ cukréw rozpuszczalnych, ale w zaleznosci
od zastosowanej cytokininy znaczgco rdznity sie morfologia i poziomem antocyjanéw. Dwukrotnie
wyzszy poziom antocyjanow i brak objawdw starzenia pedéw w obecnosci mT pozwolity na
whnioskowanie o zaindukowanych reakcjach obronnych w odpowiedzi na wzrastajgce stezenie
sacharozy w pozywce. Potwierdzity to analizy endogennych fitohormondéw, ktére wykazaty wysoka
zawarto$¢ kwasu salicylowego (SA) w pedach rosngcych w obecnosci meta-topoliny. Indukcja
antocyjandw in vitro w obecnosci mT i wysokiego stezenia sacharozy moze by¢ wykorzystana w
dalszych badaniach do wczesnego fenotypowania roslin rabarbaru pod katem produkcji substancji
bioaktywnych.
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Wykres 1. Zawaros¢ cukréw rozpuszczalnych i antocyjandw w pedach rabarbaru ‘Malinowy’ po 4 tygodniach wzrostu na
pozywce zawierajacej rozne cytokininy: BAP (6.6 uM) i mT (12.4 uM) i stezenie sacharozy (59; 73; 88; 117 and 175
mM); *— nie stwierdzono (not detectable).

2. Ocena zdolnosci pedéw rabarbaru 'Malinowy' do tworzenia korzeni in vitro i ex vitro oraz
nastepczy wptyw metody ukorzeniania na aklimatyzacje pedéw w warunkach ex vitro

W kolejnym doswiadczeniu oceniano zdolnos¢ peddw rabarbaru ‘Malinowy’ do tworzenia korzeni
in vitro i ex vitro. Kultury pedéw przeznaczone do ukorzeniania byty przenoszone na pozywke
zawierajgcg 4,1 UM mT. Do ukorzeniania wybierano pedy dobrze wyksztatcone, o dtugosci ok. 4 cm. W
warunkach in vitro, oceniano wptyw réznych stezen kwasu indolo-3-mastowego (0,49-4,9 uM).
Indukcja korzeni nastepowata po 1-2 tygodniach i byta stymulowana przez auksyne. Na pozywce
kontrolnej (bez auksyny), tworzenie pojedynczych korzeni obserwowano u 40% peddéw. Zastosowanie
IBA w najwyzszym stezeniu wptyneto na ponad dwukrotny wzrost liczby ukorzenionych pedéw i
pieciokrotny wzrost liczby korzeni na pedzie (Tab. 2).



Tabela 2. Wptyw stezenia IBA na ukorzenianie pedow rabarbaru in vitro.

Traktowania Stezenie (M) % ukorzen’io- Liczba korzeni/ Dtugosc korzeni Dtugos¢ pedow
nych pedéw ped (mm) (mm)
Control 0.0 40.0a 2.1a 29.2b 75.2 a
IBA 0.49 55.9b 25a 28.8b 72.0a
2.5 82.0c 2.6a 303b 77.8a
4.9 94.9d 10.7 b 13.84 a 78.5a

Fot. 3. Ukorzenione pedy rabarbaru in vitro (fot. A. Wojtania)

Nastepnie oceniano mozliwo$¢ ukorzeniania peddéw ex vitro, przy zastosowaniu handlowego
preparatu stymulujgcego ukorzenianie Rhizopon AA (0,5% IBA), z réwnoczesng aklimatyzacjg
prowadzong w kontrolowanych warunkach (wysoka wilgotno$é, 25+2°C; PPFD—50 pumol m™2s™) w
fitotronie. Po 4 tygodniach, poréwnywano efektywnos¢ aklimatyzacji oraz wzrost i rozwdj czesci
nadziemnej i korzeniowej sadzonek ukorzenianych in vitro i ex vitro przy zastosowaniu 3 stopniowe;j
skali (1 - brak korzeni lub pojedyncze krétkie korzenie, 2 — stabe przekorzenienie, 3 - dobrze rozwiniety
system korzeniowy) (Fot. 3).

-~ \
\ \]
“ l
»
1

Fot. 3. Ocena rozwoju systemu korzeniowego mikrosadzonek rabarbaru wg 3-

5\
3 stopniowej skali (fot. A. Wojtania)
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Zdecydowanie wyzszg efektywnos¢ aklimatyzacji i jako$¢ mikrosadzonek rabarbaru uzyskano w
przypadku zastosowania pedéw ukorzenionych in vitro (Tab. 3). Pomimo mozliwosci obnizenia kosztéw
i skrécenia cyklu produkcji sadzonek poprzez rownoczesne ukorzenianie ex vitro i aklimatyzacje,
metoda ta okazata sie nieskuteczna podczas mikrorozmnazania rabarbaru ‘Malinowy’. Pedy
traktowane preparatem Rhizopon AA w warunkach ex vitro potrzebowaty znacznie dtuzszego czasie
do zainicjowania i rozwoju korzeni (7-8 tygodni). Skutkowato to nizszg efektywnoscig aklimatyzacji
(83%), a takze nizszg jakoscig mikrosadzonek.

Tabela 3. Wptyw rodzaju pedu (ukorzeniony i nie ukorzeniony in vitro) na przezywalnosé, wzrost pedu i rozwéj korzeni po 4
tygodniach wzrostu ex vitro w fitotronie.

Rodzaj . L. Dtugosc , . Aklimatyzacja po Czas
. Przezywalnos¢ . Wspoétczynnik R . ..
mikropedu . * sadzonki e 4 tygodniach aklimatyzacji
pedow (%) ukorzeniania .
(mm) (tygodnie)
Nieukorzeniony 83 72.8 a 19a no 7-8
Ukorzeniony 100 107.bb 29b yes 4

*po 8 tygodniach wzrostu ex vitro; ** wg 3-stopniowej skali



3. Analiza molekularna sadzonek rabarbaru rozmnozonych in vitro

W celu zapewnienia wysokiej jakosci sadzonek rabarbaru zostata przeprowadzona ocena
stabilnosci genetycznej roslin rozmnozonych in vitro. Materiat do analiz pobrano z losowo
wytypowanych roslin rozmnozonych in vitro oraz z roslin matecznych. Genomowy DNA izolowano
w dwoéch powtdrzeniach przy uzyciu komercyjnego zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)
zgodnie z instrukcjg producenta. Przygotowane preparaty genomowego DNA stanowity matryce
do przeprowadzenia reakcji PCR ze starterami ISSR. We wstepnych reakcjach PCR przetestowano
15 starteréw ISSR, 12 sposréd nich (810, 823, 825, 827, 830, 834, 840, 848, 849, 853, 855 i 858)
generowato produkty PCR, zostaty one uzyte do przeprowadzenia oceny stabilnosci genetycznej
sadzonek rabarbaru. Produkty amplifikacji PCR rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym. Podczas
analizy elektroforegraméw oceniano liczbe prgzkéow (produktéow ISSR) oraz ich wielkos$¢ (Fot. 4).
Wyniki wykazaty wysoka stabilnos¢ genetyczng materiatu roslinnego rabarbaru rozmnozonego in
vitro.
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Fot. 4. Elektroforetyczny rozdziat
produktéw ISSR-PCR z uzyciem
startera 855; L — wzorzec masowy
a ! . ' ' . ' ' . ' . . ! ! GeneRuler™ 100bp DNA Ladder

— — Plus (Thermo Fisher Scientific), 1-13
— reakcja na matrycy DNA
L. B R B B R B R B B B B B wyizolowanego z  sadzonek
rabarbaru pochodzacych z kultur in
vitro, M - reakcja na matrycy DNA
wyizolowanego z rosdliny matecznej,
K — kontrola negatywna reakgji (fot.
D. Wojcik)

4. Okreslenie wptywu podtoza, fotoperiodu i temperatury na wczesny wzrost mikrosadzonek w
warunkach ex vitro

Specyficzne warunki podczas wzrostu in vitro (aseptycznos$é, wysoka wilgotnosé, niskie
natezenia Swiatta, wysoki poziom sacharozy i soli mineralnych) wptywajg na tworzenie roslin o niskiej
aktywnosci fotosyntetycznej, ze stabo wyksztatcong kutikulg i nieprawidtowo funkcjonujgcymi
aparatami szparkowymi. Etap przeniesienia z warunkdw in vitro do ex vitro czesto uwazany jest jako
najtrudniejszy, gdyz delikatne rosliny uzyskane w sterylnych warunkach in vitro muszg przestawic sie
na autotroficzny metabolizm i funkcjonowanie w warunkach obnizonej wilgotnosci i wyiszej
intensywnosci $wiatta. Sg wtedy bardzo podatne na rdzne stresy abiotyczne i biotyczne. Przy braku
wiasciwego traktowania nie rozwijajg sie prawidtowo i zamierajg. Wstepne doswiadczenia wykazaty
sktonnosé mtodych roslin rabarbaru rozmnozonych in vitro do indukcji spoczynku na etapie wczesnego
wzrostu ex vitro. Jest to zjawisko niekorzystne, gdyz nie pozwala na dostateczny wzrost pedéw i
wytworzenie czesci podziemnej (zgrubiatych, bulwiastych korzeni), a tym samym uzyskanie handlowej
sadzonki, dobrze adoptujgcej sie w warunkach polowych, a w dalszej kolejnosci wptywajacej na dobre
plonowanie. W przeprowadzonych doswiadczeniach oceniano wptyw rodzaju podtoza, fotoperiodu i
temperatury oraz ich wzajemne wspétdziatanie na wzrost mikrosadzonek rabarbaru w warunkach ex
vitro.



Wykazano istotny wptyw substratu torfowego o wysokim przewodnictwie elektrycznym (EC) na
wczesny wzrost ex vitro mikrosadzonek rabarbaru w szklarni. Sadzonki produkowane na podtozu z
neutralizowanego torfu wysokiego, pomimo fertygacji 0,1% nawozem (18% N + 18% P + 18% K + 3%
Mg + 5% S + mikroelementy) i doswietlania, nie wykazywaty wzrostu czesci nadziemnej i tylko
nieznaczny rozwdj systemu korzeniowego (Fot. 5). Wyniki wykazaty, iz poziom substancji
pokarmowych dostarczanych mtodym roslinom jest bardzo istotny w inicjacji wzrostu rabarbaru ex
vitro.
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Fot. 5. Wptyw podtoza o: A — niskim EC i B—wysokim EC na wzrost mikrosadzonek rabarbaru ex vitro (fot. A. Wojtania)

W kolejnym doswiadczeniu oceniano wptyw fotoperiodu (dzier/noc; 10/14-h i 16/8-h) i
temperatury (17°C, 23°C) na wzrost i rozwdj lisci oraz czesci podziemnej (ktgczy) w kontrolowanych
warunkach w fitotronie. Wyniki badan wykazaty, ze mikrosadzonki rabarbaru sg bardzo wrazliwe na
krotki dzien. Po 4 tygodniach wzrostu w warunkach 10-h fotoperiodu sadzonki cechowaty sie
zahamowanym wzrostem i tworzeniem lisci, obnizong masg ogonkdéw lisciowych i ktgczy oraz szybkim
26tknieciem lisci. Powyisze procesy przebiegaty szybciej w temperaturze 17°C niz 23°C (Wykres 2).
Intensywny wzrost sadzonek (czesci nadziemnej i podziemnej) i brak indukcji spoczynku przez co
najmniej 5 miesiecy uzyskano w przypadku wzrostu roslin w warunkach 16-h fotoperiodu i
temperaturze w zakresie 17- 23°C (Fot. 5 6).
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Wykres 2. Wptyw temperatury i fotoperiodu na wczesny wzrost mikrosadzonek rabarbaru w warunkach ex vitro. LD - dtugi
dzien, SD — krotki dzien



23°@

LD SD

Fot 6. Wptyw temperatury i fotoperiodu na wczesny wzrost mikrosadzonek rabarbaru w warunkach ex vitro. LD - diugi dzien,
SD — krotki dzien (fot. A. Wojtania)

Fot 7. Wptyw temperatury i fotoperiodu na rozwdj czesci podziemnej
mikrosadzonek rabarbaru podczas wczesnego wzrostu w warunkach ex vitro.
LD - dtugi dzien, SD — krotki dzien (fot. A. Wojtania)

Oceniano takze wptyw wzrastajgcej temperatury w szklarni w miesigcach marzec-czerwiec w
naturalnej temperaturze (Srednia/max. w kolejnych miesigcach - 17,8/21,4°C; 20,1/23,1°C;
22,4/28,9°C i 28,0/34,3°C) przy 16-h fotoperiodzie (doswietlanie) na wczesny wzrost mikrosadzonek
rabarbaru ex vitro. Wyniki wykazaty intensywny wzrost sadzonek w marcu i kwietniu, a nastepnie
postepujgce z6tkniecie lisci w maju w warunkach wzrastajgcej temperatury (max. 28,9°C). W czerwcu
nastepowat intensywny przyrost masy zgrubiatych korzeni i zasychanie lisci (Wykres 3). Morfologiczne
odpowiedzi sadzonek na wzrastajgcg temperature sugerowaty indukcje spoczynku (Fot. 8). W
warunkach polowych, rabarbar najlepiej rosnie w temperaturze 20-25°C. Plon i jakos$¢ roslin obniza sie,
gdy srednie temperatury letnie wzrastajg powyzej 27-32°C, ale spoczynek typu endodormancy jest
indukowany jesienig wraz ze skracaniem dtugosci dnia i obnizaniem temperatury.
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Wykres 3. Wptyw temperatury w szklarni na wczesny wzrost mikrosadzonek rabarbaru ex vitro

Fot. 8. Wptyw wzrastajacej temperatury w szklarni m|e5|qcach kolejno od lewej: marzec-czerwiec na wczesny wzrost ex vitro
sadzonek rabarbaru rozmnozonych przy zastosowaniu technik in vitro (fot. A. Wojtania)

5. Poznanie odpowiedzi metabolicznych, hormonalnych i aktywnosci genéw na warunki wzrostu ex
vitro wptywajace na wczesng indukcje spoczynku mikrosadzonek

Zmiany zawartosci weglowodandéw sg waznym fizjologicznym markerem spoczynku roslin. W
rocznym cyklu wzrostu bylin zmienia sie rodzaj i ilos¢ endogennych weglowodandéw. Gtéwnym cukrem
zapasowym jest skrobia, ktdrej poziom spada podczas intensywnego wzrostu wiosng. Analiza
biochemiczna i molekularna pakéw podziemnych rabarbaru wykazata, ze zahamowanie wzrostu
mikrosadzonek byto zbiezne z podwyzszonym poziomem skrobi (Wykres 4 i 6), podwyzszong ekspresja
gendw syntazy skrobiowej (SUS3) i transportu cukréow (BGLU17) oraz ujemng regulacja gendéw
uczestniczacych w katabolizmie skrobi - a-amylazy (AMY3) i B-amylazy 3 (BMY3) (Wykres 5i 7).
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Wykres 4. Wptyw temperatury i fotoperiodu na zawarto$¢ weglowodanéw w pgkach podziemnych mikrosadzonek rabarbaru
na etapie wczesnego wzrostu ex vitro w kontrolowanych warunkach w fitotronie
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Wykres 5. Wptyw temperatury i fotoperiodu na ekspresje gendéw uczestniczacych w metabolizmie weglowodanéw w pakach
podziemnych mikrosadzonek rabarbaru na etapie wczesnego wzrostu ex vitro w kontrolowanych warunkach w

fitotronie
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Wykres 6. Wptyw wzrastajgcej temperatury w szklarni miesigcach marzec-czerwiec na zawartos¢ weglowodanéw w pakach
podziemnych mikrosadzonek rabarbaru na etapie wczesnego wzrostu ex vitro
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Wzgledny poziom ekspresji

Wykres 7. Wptyw wzrastajacej temperatury w szklarni miesigcach marzec-czerwiec na ekspresje gendéw zwigzanych z
metabolizmem weglowodandéw w pgkach podziemnych mikrosadzonek rabarbaru na etapie wczesnego wzrostu ex
vitro



Istotng role w powstawaniu i utrzymywaniu spoczynku odgrywa zmieniajgca sie rownowaga
hormonalna. Obecnosé hormondéw hamujacych wzrost, gtéwnie ABA, a takze brak lub niskie stezenie
stymulatoréow (gtéwnie giberelin i cytokinin) jest jednym z podstawowych czynnikéw
odpowiedzialnych za zahamowanie wzrostu. W pgkach wielu roslin zapadajgcych w spoczynek pod
wplywem skracajgcego sie dnia i niskiej temperatury gromadzi sie ABA. Przeprowadzone analizy pgkéw
rabarbaru wykazaty podwyzszong synteze ABA (Wykres 9) i ekspresje gendw odpowiedzialnych za
biosynteze ABA (ZEP i NCED3) oraz negatywng regulacje gendw odpowiedzialnych za katabolizm ABA
(CYP707A1) zaréwno w odpowiedzi na 10-h fotoperiod (Wykres 8) jak i wzrastajgcg temperature
(Wykres 10). Natomiast, geny biorgce udziat w przekazywaniu sygnatu ABA (ABF3 i PP2C49) ulegaty
pozytywnej ekspresji w warunkach stresu (SD lub podwyzszona temperatura), a takze w warunkach
optymalnych (LD, 23°). Na tej podstawie wnioskowatam o udziale ABA w procesie adaptacji
mikrosadzonek rabarbaru do wzrostu w warunkach ex vitro. Dane literaturowe wskazujg, ze ABA
posredniczy w adaptacji roslin do réznych streséw poprzez zmiane ekspresji wielu gendw, w tym
zaangazowanych w transport i metabolizm sacharozy, a takze czynnikdw transkrypcyjnych szoku
cieplnego (HSFs) i biatek szoku cieplnego (HSPs). W pakach rabarbaru, podwyzszony poziom ABA byt
zbiezny z wysokim poziomem skrobi. Podczas indukcji spoczynku w szklarni obserwowano takze
korelacje pomiedzy poziomem ABA a ekspresjg gendw HSFs i HSPs.
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Wykres 8. Wptyw temperatury i fotoperiodu na ekspresje gendw uczestniczacych w syntezie i metabolizmie kwasu
abscysynowego (ABA) w pakach podziemnych mikrosadzonek rabarbaru na etapie wczesnego wzrostu ex vitro w
kontrolowanych warunkach w fitotronie
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Wykres 9. Wptyw wzrastajgcej temperatury w szklarni miesigcach marzec-czerwiec na zawartos$¢ endogennych
fitohormonow w pagkach podziemnych mikrosadzonek rabarbaru na etapie wczesnego wzrostu ex vitro
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Wykres 10. Wptyw wzrastajacej temperatury w szklarni miesigcach marzec-czerwiec na ekspresje gendw uczestniczacych w
syntezie i metabolizmie kwasu abscysynowego (ABA) w pakach podziemnych mikrosadzonek rabarbaru na etapie
wczesnego wzrostu ex vitro

Czynniki transkrypcyjne i biatka szoku cieplnego sg kluczowymi elementami odpowiedzi na szok
termiczny (HSR), mechanizmu, ktéry chroni rosliny przed suboptymalng temperaturg i innymi
stresami. Rosliny posiadajg ztozong sie¢ regulacyjng sktadajaca sie z wielu gendw HSFs i HSPs. Wyniki
analiz pakdéw rabarbaru wykazaty pozytywna regulacje wielu gendw czynnikéw transkrypcyjnych
HSP22, HSP70.1, HSP90.2, HSP101, jak réwniez biatek szoku cieplnego HSFA2 i HSFA6B w odpowiedzi
na wzrastajgcg temperature podczas wzrostu w szklarni. Natomiast geny HSP22, HSP70.1 i HSFA2
ulegaty pozytywnej regulacji w warunkach krétkiego dnia, ale ich ekspresja byfta zréznicowana w
zaleznosci od stadium rozwoju spoczynku (Wykres 11 12).
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Wykres 11. Wptyw temperatury i fotoperiodu na ekspresje gendéw czynnikéw transkrypcyjnych (HSP) i biatek szoku cieplnego
(HSF) w pakach podziemnych mikrosadzonek rabarbaru na etapie wczesnego wzrostu ex vitro w kontrolowanych
warunkach w fitotronie
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Wykres 12. Wptyw wzrastajgcej temperatury w szklarni miesigcach marzec-czerwiec na ekspresje gendéw czynnikéw
transkrypcyjnych (HSP) i biatek szoku cieplnego (HSF) w pakach podziemnych mikrosadzonek na etapie wczesnego
wzrostu ex vitro

W warunkach stresu abiotycznego rosliny zwykle wytwarzaja reaktywne formy tlenu RFT (ROS,
z ang. reactive oxygen species), ktére mogg powodowal uszkodzenia oksydacyjne komérek.
Reaktywne formy tlenu w kontrolowanych ilosciach mogg funkcjonowad jako czasteczki sygnalne



indukujgce szereg reakcji zwigzanych z odpowiedzig rosliny na stres. Utrzymywanie RFT na
konstytutywnym poziomie zwigzane jest z funkcjonowaniem systemu antyoksydacyjnego, w tym
enzymow, takich jak: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) i peroksydaza glutationowa
(GPX). Uwaza sie, ze podwyzszona tolerancja na stres wigze sie z wyzszg aktywnoscig enzymow
antyoksydacyjnych. U roslin rabarbaru rosngcych w szklarni, geny peroksydazy askorbinianowej (APX2)
ulegaty pozytywnej regulacji w kwietniu (temperatura max. 23,1°C), natomiast znaczacy (11-krotny, 4-
krotny i 2-krotny) wzrost aktywnosci gendw peroksydazy 12 (PRX12), peroksydazy glutationowej (GPX)
i katalazy (CAT2) nastepowat w maju (temperatura max. 28,9°C) (Wykres 13). Ich aktywnos¢ byta
zbiezna z zahamowaniem wzrostu i zétknieciem lisci. W kolejnym miesigcu, kiedy temperatura max.
wzrosta do 34,3°C, ekspresja gendw PRX12, GPX i CAT2 gwattownie obnizata sie, co korelowato z
zamieraniem czesci nadziemnej sadzonek rabarbaru. Podobnie, w odpowiedzi na krotki dzien,
ekspresja gendw wszystkich badanych enzyméw wzrastata podczas indukcji spoczynku (po 2. miesigcu
wzrostu w fitotronie), a nastepnie gwattownie obnizata sie u roslin spoczynkowych. W optymalnych
warunkach (LD, 23°C), podwyzszona aktywnosé peroksydazy glutationowej i askorbinianowej po 3.- i
5. miesigcu wzrostu w fitotronie nie korelowata z procesami starzenia roslin rabarbaru (Wykres 14).
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Wykres 13. Wptyw wzrastajagcej temperatury w szklarni miesigcach marzec-czerwiec na ekspresje gendéw enzymow
antyoksydacyjnych w pakach podziemnych mikrosadzonek na etapie wczesnego wzrostu ex vitro
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Wykres 14. Wptyw temperatury i fotoperiodu na ekspresje genéw enzymdw antyoksydacyjnych w pagkach podziemnych
mikrosadzonek rabarbaru na etapie wczesnego wzrostu ex vitro w kontrolowanych warunkach w fitotronie



6. Ocena wpltywu chtodu na parametry morfologiczne, fizjologiczne i ekspresje genéow w procesie
ustepowania spoczynku

Spoczynkowe sadzonki rabarbaru pozostawione w zimnej szklarni na okres zimy nie podejmowaty
wzrostu w nastepnym okresie wegetacyjnym. Wskazywato to na niewystarczajacy bodziec chtodu.
Interesujgcym byto zbadanie jaki okres chtodu jest niezbedny do przerwania spoczynku podziemnych
pagkéw rabarbaru 'Malinowy'. W przeprowadzonym doswiadczeniu, spoczynkowe mini karpy
poddawano dziataniu niskiej temperatury (4°C) w ciemnej chtodni przez okres (0, 2, 3,4,5,6,7 i 8
tygodni). Nastepnie przenoszono je do temperatury 17°Ci po 2, 3 i 4 tygodniach oceniano zdolnos¢ do
wzrostu i rozwoju peddéw oraz zmiany metaboliczne, hormonalne i molekularne zachodzace w pagkach
pod wptywem chtodzenia.

Wykazano, ze 5-tygodniowy okres chtodu pozwala na uzyskanie aktywnego wzrostu 96,9% pedéw
po 4 tygodniach uprawy w temperaturze 17°C. Jednakze, dtuzsze chtodzenie wptywato na szybszy,
bardziej wydajny i wyréwnany wzrost roslin (Wykres 15).
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Wykres 15. Wptyw chtodzenia mini karp w temp. 4°C na ustepowanie giebokiego spoczynku wegetatywnych pakéw

podziemnych sadzonek rabarbaru. Obserwacje wykonano po 2, 3 i 4 tygodniach wzrostu w temp. 17°C po okresie
chtodu.

Wykonane analizy pozwolity na okreslenie, iz brak aktywnosci pagkéw niechtodzonych wynikat z
wysokiej zawartosci skrobi, substancji fenolowych, ABA i auksyn (Wykres 16). Na skutek dziatania
niskiej temperatury ich poziom obnizat sie, co prowadzito do inicjacji wzrostu roslin. Wykazano, ze
istotng role w ustepowaniu spoczynku pakéw rabarbaru odgrywa metabolizm weglowodandw.
Obnizony poziom skrobi i wzrastajacy poziom cukréw rozpuszczanych w pgkach w wyniku dziatania
niskiej temperatury byt zbiezny z podwyzszong aktywnoscig gendw katabolizmu skrobi (AMY3 i BMY3).
Wraz z ustepowaniem spoczynku pakow nastepowat wzrost aktywnosci gendéw syntazy sacharozy
(SUS3) i gendw odpowiedzialnych za transport cukrow (BGLU17) (Wykres 17).
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Wykres 16. Wptyw chtodzenia mini karp w temp. 4°C na zawartos$¢ cukrow rozpuszczalnych, skrobi, substancji fenolowych
endogennych fitohormonéw w wegetatywnych pgkach podziemnych sadzonek rabarbaru.
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Wykres 17. Wptyw chtodzenia mini karp w temp. 4°C na ekspresje gendéw zwigzanych z synteza i metabolizmem
weglowodanéw w wegetatywnych pakach podziemnych sadzonek rabarbaru.

Ponadto wykonane analizy pakdw rabarbaru wykazaty, iz istotng role w ustepowanie spoczynku
odgrywa zmiana réwnowagi pomiedzy zawartosciag ABA i GA. Wraz z wychodzeniem ze spoczynku
obnizata sie ekspresja genu syntezy ABA (ZEP) i wzrastata ekspresja genu odpowiedzialnego za
metabolizm ABA (ABF2). Odwrotng tendencje obserwowano w przypadku ekspresji gendw
zaangazowanych w synteze i metabolizm giberelin (GASA4, GA20X8). Na uwage zastuguje takze wysoki
poziom kwasu inolilo-3-octowego (IAA), ktéry obserwowano w niechtodzonych pakach rabarbaru.
Wraz z ustepowaniem spoczynku jego synteza gwattownie obnizata sie, a nastepnie stopniowo
wzrastata. Rola auksyny i substancji fenolowych w regulacji spoczynku jest mniej poznana, a
uzyskiwane wyniki czesto nie sg jednoznaczne. U rabarbaru, stezenie substancji fenolowych w pakach
byto odwrotnie proporcjonalne do czasu chtodzenia karp, i bylo zbiezne z aktywnoscig genu
odpowiedzialnego za ich metabolizm (HMGR).
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Wykres 18. Wptyw chtodzenia mini karp w temp. 4°C na ekspresje gendw zwigzanych z syntezg i metabolizmem ABA i
gibereliny w wegetatywnych pakach podziemnych sadzonek rabarbaru.

7. Okreslenie wptywu rodzaju swiatta na wzrost sadzonek ex vitro i produkcje substancji
fenolowych

Podczas wzrostu w szklarni delikatnych roslin rozmnozonych in vitro bardzo wazine jest
doswietlanie. Swiatlo petni w zyciu rodlin fundamentalng role stanowigc #rédto energii
do fotosyntezy oraz bodziec w procesach fotomorfogenetycznych. Wiele danych wskazuje, ze dzieki
zastosowaniu promieniowania Swietlnego o odpowiednim skfadzie spektralnym (barwie) i
intensywnosci, mozna sterowaé przebiegiem morfogenezy i stymulowac¢ synteze substancji
fenolowych. Mozliwos¢ wytwarzania selektywnego spektrum swiatta dostosowanego do potrzeb roslin
dajg Zrédta swiatta oparte na diodach elektroluminescencyjnych (lampy LED). W zwigzku z réznymi
reakcjami roslin na poszczegdlne barwy i ich proporcje wazne jest dopasowanie widma do genotypu.

W przeprowadzonych badaniach oceniano wptyw doswietlania mikrosadzonek rabarbaru
lampami LED o réinym sktadzie spektralnym: 100% czerwone, 100% niebieskie, biate (44.4%
zielone, 24.4% niebieskie, 28.9% czerwone; 2.2% daleka czerwien) i R+B+G+FR (49.4% czerwone,
16.3% niebieskie, 10.3% zielone i 23.8% daleka czerwien) na wczesny wzrost ex vitro w szklarni w
miesigcach zimowych i produkcje substancji bioaktywnych w ogonkach lisciowych. Wyniki badan
potwierdzity potrzebe doswietlania mtodych roslin rozmnozonych in vitro w okresie niedoboru
Swiatta i istotny wptyw barwy sSwiatta na wszystkie parametry wzrostu sadzonek rabarbaru.
Wykazano, iz swiatto o szerokim spectrum ma lepszy wptyw na wzrost i rozwéj peddw (lisci) i
systemu korzeniowego sadzonek rabarbaru w pordéwnaniu ze Swiattem monochromatycznym
czerwonym i niebieskim (Wykres 19). Biorgc pod uwage wszystkie parametry wzrostu najlepsze
wyniki uzyskano w przypadku doswietlania mikrosadzonek lampami LED emitujgcego $wiatto
czerwone, niebieskie, zielone i dalekiej czerwieni, w proporcjach 49.4%, 16.3%, 10.3% i 23.8%,
natomiast najgorsze w obecnosci Swiatta czerwonego. Wykonane analizy endogennych cukréw
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rozpuszczalnych pozwolity na okreslenie, iz ich wysoki poziom byt zbiezny z intensywnym wzrostem
sadzonek rabarbaru doswietlanych $wiattem R+B+W+FR, co swiadczyto o wysokiej efektywnosci
fotosyntezy roslin w tym traktowaniu. Wykazano takze, ze doswietlanie lampami LED wptyneto na
znaczacy wzrost (271%) zawartosci substancji fenolowych w ogonkach lisSciowych w poréwnaniu z
roslinami kontrolnymi. Antocyjany (gtéwnie rutozyd-3-cyjanidyny), stanowity najbardziej liczng
grupe substancji fenolowych, ale obecne byty takze katechiny, flawonole i kwasy fenolowe.
Najwiecej antocyjandéw tworzyto sie w obecnosci $wiatta biatego i czerwonego. Rosliny rosngce w
Swietle czerwonym wyrdzniaty sie wysoky aktywnoscig antyoksydacyjng, ale réwnoczesnie
cechowaty sie zahamowanym wzrostem, niskg biomasg i poziomem cukréw rozpuszczalnych.
Powyzsze obserwacje wskazywaty na udziat antocyjanéw w procesie adaptacji do niekorzystnych
warunkach wzrostu. Nasuwa to przypuszczenie, iz rosliny rabarbaru o wysokim poziomem
antocyjandw mogg by¢ bardziej odporne na inne stresy abiotyczne i biotyczne w procesie produkcji
sadzonek. U sadzonek rosnacych w swietle biatym o szerokim spectrum (44.4% zielone, 24.4%
niebieskie, 28.9% czerwone; 2.2% daleka czerwien), wysoka produkcja antocyjanéw korelowata z
wysoka aktywnoscia wzrostowa. Wskazuje to na istotny udziat swiatfa zielonego w procesie
aklimatyzacji sadzonek rabarbaru do wzrostu w szklarni. Analizujgc dziatanie swiatta o réznym
sktadzie spektralnym na wczesny wzrost ex vitro w szklarni i produkcje substancji fenolowych jako
optymalne uznano swiatfo biate.
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Wykres 19. Reakcje mikrosadzonek rabarbaru na doswietlania lampami LED o réznym sktadzie spektralnym. Obserwacje
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wykonane po 1, 6 i 10 tygodniach wzrostu w szklarni.

Wykres 20. Wptyw doswietlania lampami LED o réznym sktadzie spektralnym na wzrost mikrosadzonek rabarbaru w szklarni.

Obserwacje wykonane po 10 tygodniach wzrostu w szklarni (fot. A. Wojtania).
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Tabela 4. Wplyw doswietlania lampami LED o réznym sktadzie spektralnym na zawarto$¢ substancji fenolowych w
ogonkach lisciowych sadzonek rabarbaru 'Malinowy' podczas wczesnego wzrostu ex vitro w szklarni.

Substancje fenolowe Rodzaj $wiatta

[mg/100g DM]
Kontrola* Czerwone Biate R+B+G+FR Niebieskie
Antocyjany: 2164 a 561.0d 585.0 e 374.1b 4354 ¢
Rutozyt-3-cyjanidyny 200.8 a 488.4d 503.2 e 332.2b 387.7 c
Glikozyd- -3-cyjanidyny 10.8 a 59.9d 68.8 e 33.0b 38.4 ¢
Rutozyd-3-delfinidyny 48a 12.7 c 13.0c 89b 9.2b
Flawanole 31la 44d 41c 3.6b 34b
Katechiny 12.7a 323 ¢ 30.8 ¢ 36.5d 23.4b
Kwasy fenolowe 19a 41d 3.0c 21b 2.1b
Lacznie 234.0a 601.8d 6228 e 4164 b 464.4 c

* bez do$wietlania
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Uzyskane wyniki pozwolity na opracowanie innowacyjnej technologii rozmnazania rabarbaru
'Malinowy' in vitro umozliwiajacej catoroczng, sterowang produkcje sadzonek rabarbaru o wysokiej
zdrowotnosci, kondycji fizjologicznej i poziomie substancji fenolowych. Opracowana technologia
umozliwita wytwarzanie w krotkim czasie duzej ilosci sadzonek genotypu o pozgdanych cechach, ktore
bardzo dobrze aklimatyzowaty sie na plantacji.






