Ocena tozsamosci genetycznej jagody kamczackiej (Lonicera caerulea)
podczas opracowywania metodyki rozmnazania w warunkach /n vitro.
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Wstep Materiaty i metody

Jagoda kamczacka (Lonicera caerulea L. var. kamtschatica Sevast.) pochodzaca z || Przeprowadzono ocene tozsamosci genetycznej jagody kamczackiej przed
Dalekiego Wschodu jest najwczesniej owocujgcg rosling jagodowg w Polsce. || zainicjowaniem kultur oraz na etapie inicjacji i stabilizacji kultur z wykorzystaniem
Bardzo wytrzymata na mrdz, a przy tym dtugowieczna, z powodzeniem moze byC || markerdw ISSR i AFLP. Dokonano analizy polimorfizmu DNA z wykorzystaniem 23
wykorzystywana takze w uprawie ekologicznej i integrowanej. Metoda /n vitro jest |} starteréw ISSR oraz 23 par starteréw AFLP. Materiat stanowity rosliny donorowe i
jedng z najwazniejszych technologii rozmnazania roslin pozwalajgca na szybkie |1 mateczne dwdch odmian jagody kamczackiej ‘Wojtek’ oraz ‘Zojka’ utrzymywane w
wprowadzenie na rynek nowych odmian. Istotnym zagadnieniem jest tozsamoscC |l kulturach /n vitro na pozywce MS zawierajgcej sacharoze w stezeniu 30 g I, 2iP
genetyczna gatunkow rozmnazanych tg metoda — powstajace zmiany mogg mie¢ || 15 mg I't + mT 1 mg I'! zestalonej agarem 2 g I'1 + gelrite 1,2 g I! (wspotczynnik
zrodto epigenetyczne (przejsciowe) lub genetyczne (trwate mutacje DNA). || namnazania 4,5 dla odmiany ‘Zojka’ oraz 5,6 dla odmiany ‘Woijtek”).

Dotychczas nie opracowano systemu tgczgcego metode rozmnazania /n vitro z || Przeprowadzono takze ocene tozsamosSci genetycznej na etapie ukorzeniania
zabiegami majgcymi na celu uzyskanie wysokiej jakosci materiatu || roslin jagody kamczackiej w warunkach /n vitro, w ktorej wykorzystano startery w
rozmnozeniowego dla jagody kamczackiej, dlatego celem badan jest opracowanie || najwyzszym stopniu rdznicujgce badane odmiany. Materiat stanowity rosliny
systemu oceny jej tozsamosci genetycznej i kondycji fizjologicznej na etapach |] jagody kamczackiej odmiany ‘Woijtek’ oraz ‘Zojka’ ukorzeniane w kulturach in vitro

inicjacji i stabilizacji kultur, namnazania /n vitro oraz ich ukorzeniania i |} na pozywce MS roznigcych sie iloscig regulatorow wzrostu IBA lub/i IAA.
aklimatyzacji ex vitro.

Wyniki Analiza tozsamosci genetycznej na etapie ukorzeniania in vitro
Analiza ISSR Do analiz wykorzystane zostaty 4 startery ISSR wytypowane we wczesniejszych

analizach jako najbardziej roznicujace odmiany jagody kamczackiej (825, 810,
Z testowanych 23 starterow ISSR (UBC Primer Set) jedynie 14 generowato 827, 865).
produkty amplifikacji w reakcji PCR. 4 startery (825, 810, 827 oraz 865) U roslin odmiany ,\Wojtek” podczas analiz ISSR nie zaobserwowano zmiennosci
generowaly  polimorfizm prazkowy pomiedzy odmianami na poziomie genetycznej wywotanej zmiang warunkéw w kulturach /n vitro podczas

— odpowiednio — 18,2%, 16,7%, 8,3% oraz 50%. ukorzeniania na pozywkach o roznym skifadzie w porownaniu do roslin
kontrolnych rosngcych na pozywce podstawowej MS.
Analiza AFLP U roslin odmiany ,Zojka’ zaobserwowano zjawisko zmiennosci w kulturach

in vitro jedynie u roslin rosngcych na pozywkach z dodatkiem IAA (S5, S8, S9,
Z testowanych 23 par starterow AFLP 21 par generowato produkty amplifikacji w  S10 oraz S11) na poziomie 50%.

r 7 Tabela. Sktad pozywki podczas ukorzeniania
reakcji PCR. 4 pary starterow (Pst-CC/Mse-CC, Pst-TT/Mse-CC, Pst-GC/Mse- w kulturach in E/.trgja : O%y camczackies
TA, Pst-CG/Mse-AG) generowaty polimorfizm prazkowy na poziomie  Fot. Pedyjagody kamczackiej odmiany ‘Zojka™ (A) TR
odpowiednio — 30%, 13,3%, 11,1% oraz 4,8% i ‘Wojtek’ (B) uzyskane /n vitro na pozywce MS (Zoika’ /‘v‘(,"(‘)’jtek,) sktad pozywki
o — / / / ’ ’ : iaraiacai i -1 -1
zawierajgcej 2iIP 15mg It + mT 1 mg | S1/M1 1BA 0.1 ma/L
. , s . o , S4/M4 IBA 4,0 mg/L
Tabela. Analiza markerow ISSR oraz AFLP w roslinach matecznych jagody kamczackiej (*-" — brak produktow PCR). SS;MS A O01 gjL
1 Mg
. » liczba produktow . » liczba produktow
aumer p:\:::lkk(::f’:‘:lv amplifikacji polimorfizm || pary starterow p:\:::lklgz‘:lv amplifikaji polimorfizm g PEAA I
Stl“‘s";‘l"{a amplifikacji [%] AFLP amplifikacji [%] e 12 B el < ot (00 Tigh
[pz] ogo6tem | polimorficzne [pz] ogé6tem [ polimorficzne S10/M10 IBA 1,0 mg/L + IAA 1,0 mg/L
806 - : : : Pst-TT/Mse-CC | 900250 | 30 4 13,3 Sslg// ml 1BA 2,5 mg/L + IAA 4,0 mg/L
:ig 1500 — 500 6 1 16,7 Pst-GC/Mse-GC | 850 — 380 21 0 0 pozywka podstawowa MS brak IBA lub/i IAA
- - - - Pst-GC/Mse-TA | 850 — 400 18 2 11,1 (kontrola)
821 : - - - . - - . , . e .. .
5> | 2000 — 200 5 5 5 PPS::// I\I\:Ilse ;2 Zgg ;gg i; 8 8 Tabela. Analiza markerow ISSR podczas ukorzeniania roslin jagody kamczackiej w warunkach /n vitro.
- st- se- -
823 | 2000 - 400 13 0 0 Pst-AG/Mse-AG | 800 — 250 54 0 0 Wojtek Zojka
825 2000 — 200 11 2 18,2 Pst-AG/Mse-CG 780 — 250 36 0 0 ; : _ :
827 | 2500-550 | 12 1 8,3 Pst-CG/Mse-AG | 760 - 200 | 42 2 4,8 wielkost i - wiekost el -
— nr starter | produktow polimorfizm nr starter | produktéw polimorfizm
828 |1200-1000] 2 0 0 Pst-TC/Mse-TC | 350180 | 13 0 0 pozywki | ISSR | amplifikacii [%]  |pozywki| ISSR | amplifikacj [%]
830 1700 1 0 0 Pst-TC/Mse-AT 400 - 330 2 0 0 [pz] ogdtem | polimorficzne [pz] ogdtem | polimorficzne
834 | 900-400 | 3 0 0 Pst-AT/Mse-AT | 330-100 | 5 Y - 825 |500— 1000 | 3 0 0 825 |500—1000| 3 0 0
840 | 1500 - 1000 2 0 0 Pst-AT/Mse-TC 350 - 50 25 0 0 " 810 |600 = 1300 4 0 0 o 810 - _ _ -
843 | 1500 - 300 9 0 0 Pst-AA/Mse-AA 250 - 80 13 0 0 827 | 300 - 700 2 1 50,0 827 | 200 — 700 3 0 0
846 1700 — 800 3 0 0 Pst-AA/Mse-AC 300 — 50 37 0 0 865 | 300 - 1400 6 0 0 865 | 300 - 700 3 0 0
853 | 2000 - 500 6 0 0 Pst-AC/Mse-AC 200 — 80 12 0 0 825 | 500 - 1000 3 0 0 825 | 500 — 1000 3 0 0
848 - - - - Pst-AC/Mse-AA 280 — 130 8 0 0 Ma 810 |600 - 1300 4 0 0 <4 810 - - - -
349 - . : : Pt-GG/Mse-GG 827 | 300 - 700 2 1 50,0 827 | 200 - 700 3 0 0
p— Fp—— p” 5 5 Ey—— 865 | 300 - 1400 6 0 0 865 | 300 - 700 3 0 0
= St ALEs — - — 1'9 (') (') 825 |500-1000] 3 0 0 825 [500-1000| 3 0 0
Pst-GA/Mse-GA - s | 810 |600-1300] 4 0 0 o | 810 - i i -
865 | 1500 — 500 6 3 50,0 Pst-GA/Mse-GC | 330 - 150 9 0 0 827 700 1 0 0 827 | 200 - 700 3 0 0
867 - - - - Pst-CC/Mse-CC | 300 -80 20 6 30,0 865 [300-1400| 6 0 0 865 |300-2000| 6 3 50,0
875 - - - - Pst-CC/Mse-GG 360 — 60 43 0 0 825 | 500 - 1000 3 0 0 825 | 500 — 1000 3 0 0
881 : : : - Pst-TT/Mse-CC | 450-50 | 48 0 0 vg | 810 |600-1300| 4 0 0 g |_810 - - - -
827 700 1 0 0 827 | 200 - 700 3 0 0
M 1 1 3 4 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 78 M M 1 2 3 4 s 6 7 8 865 300 — 1400 6 0 0 865 300 — 2000 6 3 50’0
, ﬂ | | S L E] H L} ey 825 | 500 - 1000 3 0 0 825 | 500 — 1000 3 0 0
—r- B | — B B e | ‘ , B =¥ - f o b | M9 810 [600 - 1300 Z 0 0 <9 810 - - - -
- L — o B B — =l ke 827 700 1 0 0 827 | 200-700 | 3 0 0
e — e i = - LD
=== EEERE = | e = 11111 = = _;;HH, ;H' i= 865 [300-1400| 6 0 0 865 |300-2000| 6 3 50,0
=S=s-gE== cREEEEEE= =1 = ' 825 |500-1000| 3 0 0 825 |500-1000| 3 0 0
— - .- - o 810 [600-1300| 4 0 0 i 810 - : : :
= P g 827 700 1 0 0 827 | 200 - 700 3 0 0
865 | 300 - 1400 6 0 0 865 | 300 - 2000 6 3 50,0
A B C D 825 | 500 - 1000 3 0 0 825 | 500 — 1000 3 0 0
- . ' M11 810 [600 - 1300 Z 0 0 S11 810 - - - -
Fot. Elektroforetyczny rozdziat produktow amplifikacji DNA badanych roslin matecznych jagody kamczackiej , 827 700 1 0 0 827 | 200 - 700 3 0 0
dwoch odmian: 'Wojtek' (1,2,3,4) i 'Zojka' (5,6,7,8) wykonanych technikg ISSR-PCR przy zastosowaniu starterow: 865 | 300 — 1400 6 0 0 865 | 300 — 2000 6 3 50,0

A - 810, B - 825, C - 822, D — 823. Wzorzec masowy (M) — 100bp DNA Ladder (Fermentas).

Prace zrealizowane 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”




