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I. Wstep

Metoda in vitro jest jedng z alternatywnych technologii rozmnazania ro$lin stosowanych
w produkcji ogrodniczej. Metoda ta wykorzystywana jest w produkcji elitarnego materiatu
szkotkarskiego (przedbazowego i bazowego) roslin sadowniczych, ktory z kolei stuzy do
zaktadania matecznikéw i produkcji kwalifikowanego materiatu szkotkarskiego wolnego od
patogenow. Wedlug danych szacunkowych, zbyt wiele plantacji jest zakladanych
z niekwalifikowanych sadzonek, co wplywa na obnizenie plonu i pogorszenie jego jakoSci oraz
zwigkszenie kosztow produkcji. Techniki in vitro wykorzystywane sg takze w pracach
hodowlanych oraz w masowej produkcji ogrodniczej w Polsce.

W ostatnich latach, coraz czgéciej wymagane sa certyfikaty jako$ci i zdrowotnoS$ci
mikrosadzonek (lub mikrocebul) produkowanych w krajowych laboratoriach, szczegolnie przy
sprzedazy materiatu rozmnozeniowego do USA 1 panstw Unii Europejskiej. Poza zdrowotnoscia
materialu istotnym czynnikiem decydujacym o jego jakosci jest tozsamo$¢ genetyczna
rozmnazanych metoda in vitro gatunkow i odmian roslin ogrodniczych.

1. Cel badan

Celem badan bylo opracowanie systemu oceny zdrowotno$ci, tozsamosci genetycznej
i kondycji fizjologicznej wybranych roslin  ogrodniczych (truskawki, maliny, jagody
kamczackiej, czosnku) na etapie ukorzeniania in vitro.

I11. Gatunki i odmiany roslin ogrodniczych, na ktérych prowadzone sa badania

Badania prowadzono na nastgpujacych gatunkach i odmianach roslin ogrodniczych:
Truskawka (Fragaria x ananassa Duch.), odmiany ‘Grandarosa’ i 'Selva’
Malina (Rubus idaeus L.), odmiany 'Polka’ i 'Polana’
Jagoda kamczacka (Lonicera caerulea L. var. kamtschatica Sevast), odmiany 'Wojtek' i 'Zojka'
Czosnek pospolity (Alium sativum L.), odmiany 'Ornak’ i ‘Jarus'

IV. Ukorzenianie metoda in vitro (w przypadku czosnku takze proces formowania cebul)
truskawki, maliny, jagody kamczackiej, czosnku
Ukorzenianie pedow jest niezwykle waznym 1 trudnym etapem w procesie masowego
rozmnazania ro$lin in vitro. Wyprodukowanie duzej ilosci mikrosadzonek o matych
zdolnoéciach do ukorzeniania moze prowadzi¢ do powaznych strat finansowych i braku
dostepnosci oczekiwanego materialu roslinnego. Bardzo istotna jest zatem wiedza na temat
czynnikdw wptywajacych na efektywne ukorzenianie poszczegdlnych genotypow.
W roku 2017 badano wptyw auksyn (rodzaj i stezenie), zroznicowanego poziomu soli
azotowych, weglowodanow, pH pozywki i temperatury na ukorzenianie pedow in vitro.

Truskawka (Fragaria x ananassa Duch.)
Celem badan byla ocena ukorzeniania mikrosadzonek truskawki ‘Grandarosa’ i ‘Selva’

rosngcych na pozywkach wg Boxusa (1974) i Murashige i Skooga (MS, 1962) w zaleznosci od
stezenia IBA (0,1-1,0 mg-L™) i zawartosci azotu (100 i 50%) w pozywce (doswiadczenie 1) oraz
w zalezno$ci od rodzaju cukru (glukoza i sacharoza) i jego zawartosci (10, 20, 30 i 40 g-L™)
w pozywce (doswiadczenie 2). Podczas ukorzeniania pedy umieszczone byly w temperaturze
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23+2°C, na $wietle bialym o natezeniu napromieniowania 40 pmol m? s i 16-godzinnym
fotoperiodzie.

Doswiadczenie 1. Wykazano, ze pedy badanych odmian maja wysoka zdolno$¢ do ukorzeniania
w warunkach in vitro. Uzyskano 100% ukorzenionych peddéw zaréwno na pozywce wg Boxusa
jak i MS bez auksyny. Dodanie IBA (w sposob zalezny od stezenia) skutkowato znaczacym
wzrostem liczby korzeni i $wiezej masy korzeni, szczeg6lnie u odmiany 'Grandarosa’ (Rys. 1
i 2). Na intensywno$¢ tworzenia korzeni i ich wzrost istotnie wplywat rodzaj pozywki mineralnej

1 poziom azotu. Pedy obu odmian tworzyly wiecej korzeni na pozywce MS niz na pozywce wg
Boxusa. W przypadku odmiany 'Selva’, czynnikiem stymulujacym tworzenie korzeni bylo
obnizenie soli azotowych do 50%.
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Rys. 1. Wplyw poziomu soli azotowych (50%, 100%) w pozywkach wg. Murashige 1 Skooga oraz Boxusa)
i stezenia auksyny (IBA) na §wiezg mase korzeni truskawki odmiany 'Grandarosa’ i 'Selva' in vitro.
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Rys. 2. Wplyw poziomu soli azotowych (50%, 100%) w pozywkach wg. Murashige i Skooga oraz Boxusa)
i stezenia auksyny (IBA) na ukorzenianie pedow truskawki odmiany 'Grandarosa’ i 'Selva' in vitro.

Doswiadczenie 2. Wyniki kolejnego do$wiadczenia wykazaly, iz czynnikiem stymulujagcym
przyrost $wiezej masy i wzrost korzeni byto wzrastajace st¢zenie cukru od 10 do 40 g-L'1 (Rys. 3
I 5). U odmiany 'Selva', masa korzeni byla wyzsza w obecnosci glukozy, natomiast u odmiany
'Grandarosa' wigkszy przyrost $wiezej masy korzeni obserwowano na pozywce MS niz na

pozywce wg Boxusa (Rys. 3).
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Rys. 3. Wplyw stezenia i rodzaju cukru (glukoza, sacharoza) na $wieza masg¢ korzeni truskawki odmiany

‘Grandarosa' i 'Selva' in vitro na pozywce mineralnej wg Boxusa i MS zawierajacych 50% soli azotowych i 0,1
-1

mg- L™
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Niezaleznie od pozywki mineralnej, wigcej korzeni tworzyto si¢ pod wplywem sacharozy niz
glukozy (Rys. 4). Pedy obu odmian truskawki ukorzeniane na pozywce wg Boxusa posiadaty
dhuzsze 1 grubsze korzenie, zwykle o zabarwieniu ré6zowym. Na pozywce MS Kkorzenie
najczesciej byty kremowe lub szare.
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Rys. 4. Wplyw stezenia i rodzaju cukru (glukoza, sacharoza) na licze ukorzenianie peddéw truskawki odmiany
'Grandarosa’ i 'Selva’ in vitro na pozywce mineralnej wg Boxusa i MS zawierajacych 50% soli azotowych i 0,1

-1
mg-L™.
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Rys. 5. Wplyw stezenia i rodzaju cukru (glukoza, sacharoza) na dlugo$¢ korzeni tworzacych si¢ na pedach
truskawki odmiany 'Grandarosa’ i 'Selva’ in vitro na pozywce mineralnej wg Boxusa i MS zawierajacych 50% soli
azotowych i 0,1 mg-L™.

Malina (Rubus idaeus L.)

Wykonano 3 dos$wiadczenia: dla okreslenia wptywu stgzenia auksyny (IBA) oraz dla
okreslenia wplywu biocydéw na ukorzenianie maliny ‘Polka’ i ‘Polana’. Ukorzenianie
prowadzono na pozywce MS, zawierajacej 30 g-L™ sacharozy i 7 g-L™" agaru (Plant agar).
W kazdym doswiadczeniu byto 30 pedéw, po 6 w 5 stoikach.

Wykazano, ze obydwie odmiany maja wysoka zdolno$¢ do ukorzeniania w zastosowanych
warunkach 1 ukorzeniajg si¢ takze bez dodatku auksyny. Jednak dodanie juz 0,25 mg~L'1 IBA
znaczaco zwigkszato udziat ukorzenionych pedow 1 liczbe korzeni. Najkorzystniejsze dla
odmiany Polka bylo stezenie 0,75 mg-L™, a dla odmiany Polana 0,5 mg-L™" IBA (Tab. 1).
Wykazano, ze dodatek biocydow ani obnizenie pH do wartosci 4,0 nie wptywaja znaczaco na
wyniki ukorzeniania. Tylko dodatek 50 mg-L™ ryfampicyny zwickszyt udzial ukorzenionych
pedow 1 liczbe korzeni obu odmian (Tab. 2). Biocydy zapewne ograniczaty obecno$¢ bakterii,
ale ich nie eliminowaty. Wszystkie wylozone fragmenty korzeni na pozywke bakteryjng NA
wykazywaty obecnos¢ bakterii.
Whioski:
1. Pozywka MS z witaminami i dodatkiem 30 g-L'1 sacharozy oraz IBA w stezeniu od 0,5
do 1 mg-L™? jest wlasciwa do ukorzeniania in vitro maliny ‘Polka’ i ‘Polana’
2. Wartos¢ pH 5,7 1 4,0 nie ma znaczacego wplywu na ukorzenianie
3. Dodatek biocydow PPM 0,2% i ryfampicyny 50 mg-L™ ograniczajacych populacje
bakterii w kulturach obu odmian nie obnizaja kondycji kultur na etapie ukorzeniania
a ryfampicyna zwigksza udziat pedow ukorzenionych i liczbg korzeni
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Tabela 1. Wpltyw stezenia auksyny na ukorzenianie maliny ‘Polka’ i ‘Polana’

Stezenie IBA [mg-L"] % Liczba Udzial korzeni | Wysoko$¢ pedu
ukorzenionych | korzeni >1.cm [%] [cm]
pedow

‘Polka’

0 83 31 83 4,0

0,25 87 4,5 73 4,3

0,50 97 5,9 46 4,1

0,75 97 8,4 56 4,5

1,0 93 4,2 41 3,7

1,5 83 6,0 39 3,3

$rednia 90 5,4 56 4,0

‘Polana’

e 47 14 72 2,7

0’50 97 4,5 55 3,5

0’75 93 58 53 4,0

1’ 0 87 58 35 3,3

1,5 90 4,7 33 3,3

’ 87 4,5 31 3,0

Srednia 84 45 47 3,3

Tabela 2. Wptyw biocydéw na ukorzenianie maliny ‘Polka’ i ‘Polana’na pozywce agarowej zawierajgce;j
1 mg-L™" IBA, pozywka MS z witaminami, 30 g-L™ sacharozy, 7 g-L™* agaru.

Kombinacje % Liczba Udzial Dlugosé
ukorzenionych | korzeni korzeni>1 | pedu [cm]
pedow cm (%)

‘Polka’

Kontrola 88 4.8 73 41

+0,2% PPM 83 4,8 65 4,0

+ Ryf. 50 mg-L™ 08 6,2 85 5,1

‘Polana’

Kontrola 93 6,0 87 55

+0,2% PPM 93 55 71 7,1

+ Ryf. 50 mg-L™ 100 7,0 81 5,6

Tabela 3. Wptyw warto$ci pH i biocydéw na ukorzenianie maliny ‘Polka’ i ‘Polana’ na pozywce
agarowej MS zawierajacej 1 mg-L™ IBA

Kombinacje % Liczba Udzial Dlugosé
ukorzenionych | korzeni korzeni > 1 | pedu [cm]
pedow cm (%)

‘Polka’

pH 5,7 94 6,5 93 4,5

pH 4,0 97 7,4 68 4,6

pH 5,7; 0,2% PPM; 97 6,3 74 4.8

pH 4,0; 0,2 PPM; 91 5,6 65 4.8

pH 5.7; Ryf. 50 mg-LY; 100 6,8 62 4.4

pH 4,0; Ryf. 50 mg-L™: 97 8,7 50 4.4

‘Polana’

pH 5,7 89 5,7 74 6,0

pH 4,0 88 6,2 68 5,0

pH 5,7; 0,2% PPM; 94 6,4 77 5,4

pH 4,0; 0,2 PPM; 95 6,6 71 5,2

pH 5.7; Ryf. 50 mg-L™* 100 75 75 5,6

pH 4,0; Ryf. 50 mg-L* 100 7,0 67 5,3
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Jagoda kamczacka (Lonicera caerulea L. var. kamtschatica Sevast.)

Materiatem badawczym byly pojedyncze pedy (20-25 mm) pochodzace z rozmnazania
invitro. Kultury pedow mnozono na pozywce podstawowej Murashige i Skooga (1962)
zawierajacej 2iP (15 mgL™) i mT (1 mg'L™) zestalone agarem Biocorp 2 g'L ™+ Gelrite 1 gL,
pH 5.6. Badano wptyw auksyn (rodzaj i st¢zenie) na ukorzenienie pedoéw jagody kamczackiej in
vitro. Zastosowano dwie auksyny - kwas indolilo-3-octowy (IAA) oraz kwas indolilo-3-mastowy
(IBA) w réznych stezeniach i kombinacjach:

. Kontrola (MS bez auksyn)
.IBA0,1mgL*

.IBA1,0mgL*

.IBA25mgL*

.IBA4,0mgL*

IAA 0,1 mgL™

. IAA1,0mgL™

AA 25 mgL?

. IAA 4,0 mgL™

10. IBA 0,1 mgL*+IAA 0,1 mgL™
11. IBA1,0 mgL+IAA 1,0 mgL™
12.IBA 2,5 mgL+IAA 4,0 mgL™

OO NO O~ WN B

Wykazano, iz ukorzenianie pedow jagody kamczackiej in vitro zalezy od odmiany oraz
rodzaju i stezenia auksyny. Wyzszg zdolno$¢ do ukorzeniania wykazywata odmiana ‘Zojka’ niz
‘Wojtek’ (Rys. 6 1 7). Pojawianie si¢ pierwszych korzeni obserwowano po 2 tygodniach wzrostu
na pozywce. U obu odmian, 100% ukorzenionych pedéw uzyskano na pozywce zawierajacej
4 mgL™ IBA (Tab. 4). Wraz ze wzrostem stezenia auksyny nastgpowat wzrost liczby korzeni na
pedzie. Najwiecej korzeni tworzylo si¢ w obecnoéci IBA (2,5 mgL™) + IAA (4,0 mgL™);
6,2 korzeni/ped u odmiany ‘Zojka’ i 4,0 korzeni/pgd u odmiany ‘Wojtek’ (Tab. 4). U obu
odmian, auksyny stymulowaty wzrost korzeni. Najdtuzsze korzenie obserwowano w obecnosci
2,5 mgL™ IBA oraz 4 mgL™, u odmiany ‘Zojka’ o dtugosci 23,6 mm i 21,7 mm i odmiany
‘Wojtek odpowiednio 27,9 mm i 33,0 mm (Tab. 4). Na pozywce z IBA 2,5 i 4,0 mg'L™ korzenie
byty nie tylko dtugie, ale rowniez grube, 0 wysokiej masie.

Tabela 4. Wptyw auksyn na ukorzenienie jagody kamczackiej ‘Zojka’ i “Wojtek’

Lp. % ukorzenionych | Liczba korzeni/ped Dlugosé korzeni Masa korzeni [mg]
pedow [mm]

‘Zojka’ | ‘Wojtek’ | ‘Zojka’ | ‘Wojtek’ | ‘Zojka’ | ‘Wojtek® | ‘Zojka’ | ‘Wojtek’
1. 40 4 0,5 0,1 74 1,6 3,5 0,6
2. 40 4 0,5 0,1 16,6 15 58 0,4
3. 76 40 18 0,8 17,7 12,5 24,9 12,6
4. 96 64 4,5 2,4 23,6 27,9 61,5 59,4
5. 100 100 5,1 3,9 21,7 33,0 73,5 73,9
6. 64 20 0,9 0,2 16,8 5,2 6,7 3,2
7. 100 56 2,6 1,0 13,2 12,9 10,1 7,2
8. 100 80 3,9 2,2 11,9 17,4 12,4 15,0
9. 100 92 4,5 2,9 14,7 20,5 22,1 16,4
10. 48 12 0,9 0,2 12,8 2,9 7,8 0,8
11. 100 88 3,6 2,4 20,3 18,7 19,2 15,0
12. 100 88 6,2 4,0 18,7 14,4 43,0 20,6
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W kolejnym doswiadczeniu badano wptyw cukrow (sacharoza, glukoza), temperatury
(15°C 1 23°C) 1 soli azotowych (KNO3, NH4NO3; odpowiednio 100%, 50% i 25% wg MS)
W obecnosci auksyny na ukorzenienie dwoch odmian jagody kamczackiej ‘Zojka’ i ‘“Wojtek’.
Traktowania:
Sacharoza
13. Sacharoza 10 gL *+NAA 0,1 mgL™
14. Sacharoza 30 gL"+NAA 0,1 mgL*
15. Sacharoza 50 gL *+NAA 0,1 mgL™
Glukoza
16. Glukoza 10 gL"+NAA 0,1 mgL™
17. Glukoza 10 gL"+NAA 0,1 mgL™
18. Glukoza 10 gL*+NAA 0,1 mgL™*
Temperatura 15°C+1
19. 100% KNOs3, 100% NH;NO;+IBA 0,5 mg'L'1
20. 50% KNOj3, 50% NH,NO;+ IBA 0,5 mgL™
21. 25% KNO;, 25% NH,NOs+ IBA 0,5 mgL™
Temperatura 23°C=+1
22.100% KNO;, 100% NH4NO+IBA 0,5 mgL™
23. 50% KNOj3, 50% NH,NO;+ IBA 0,5 mgL™
24. 25% KNOg, 25% NH4NOz+ IBA 0,5 mg'L'1
Generalnie, wigcej ukorzenionych peddéw uzyskano na pozywce z sacharoza niz glukoza

(wyjatek glukoza 30 gL™ u odmiany ‘Wojtek). Liczba ukorzenionych pedow zalezata takze od
zawartos$ci soli azotowych w pozywce. Zmniejszenie soli azotowych do 50 i 25% wg MS
wptywalo stymulujaco na ukorzenianie pedow. Wyzsza temperatura sprzyjata ukorzenianiu si¢
pedow odmiany ‘Wojtek’. Rodzaj cukru nie miat wptywu na liczbe korzeni na pedzie u obu
odmian ‘Zojka’. Najwiecej korzeni (3,2 korzeni/ped) stwierdzono u ro$lin jagody kamczackiej
odmiany ‘Zojka’ na pozywce zawierajacej cukier w stezeniu 50 gL (Tab. 5). Temperatura
i sole azotowe nie mialy wplywu na liczbg korzeni. Wyzsza temperatura (23°C), w obecnosci
0,5 mg'L'1 IBA sprzyjala tworzeniu tkanki kalusowej, ktoérej nie obserwowano u pedow
rosngcych w temp. 15°C.

Tabela 5. Wptyw cukréw, soli azotowych i temperatury na ukorzenianie jagody kamczackiej ‘Zojka’
i “Wojtek’

L.p. % ukorzenionych | Liczba korzeni/ped Dlugosé korzeni Masa korzeni [mg]
pedow [mm]

‘Zojka’ | ‘Wojtek’ | ‘Zojka’ | ‘Wojtek’ | ‘Zojka’ | ‘Wojtek’ | ‘Zojka’ | ‘Wojtek’
Sacharoza
13. 64 56 1,9 1,7 10,7 10,6 13,1 13,6
14. 84 68 2,5 2,3 20,7 16,5 46,0 40,3
15. 52 48 3,2 2,2 14,7 11,9 33,8 27,8
Glukoza
16. 52 33 2,0 1,8 9,9 9,5 8,3 16,6
17. 60 80 2,8 3,3 7,4 8,6 18,1 22,3
18. 8 24 3,0 2,7 15,6 7,0 20,0 21,8
Temperatura 15°C, Sole azotowe 100%, 50% i 25% wg MS
19. 68 44 2,4 1,5 79 5,4 11,8 9,5
20. 80 76 2,3 2,4 7,8 7,9 8,3 19,8
21. 92 72 2,8 2,4 79 9,8 12,7 16,7
Temperatura 23°C, Sole azotowe 100%, 50% i 25% wg MS
22. 64 76 1,6 2,6 12,8 11,1 16,1 47,7
23. 84 84 2,1 2,9 19,8 14,6 40,9 48 4
24. 92 84 2,1 2,1 20,0 16,3 57,4 39,3
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U obu odmian, dlugo$¢ korzeni oraz ich masa zalezaty od rodzaju i stg¢zenia cukru.
Najdtuzsze korzenie uzyskano po zastosowaniu sacharozy w stezeniu 30 gL, Wyzsza
temperatura (23°C) wplywata na tworzenie dluzszych, bardziej rozgalezionych korzeni
0 wyzsze] masie w porownaniu do korzeni rosnacych w temperaturze 15°C. Obnizenie soli
azotowych do 50% 1 25% wg MS wptywato na dlugos¢ korzeni (wyjatek ‘Zojka’ w temp. 15°C)
1ich masg (Tab. 5).

2,5 mglL? 4,0 mgL*IBA

Rys. 7. Wptyw réznych stgzen IBA na ukorzenianie pedow jagody kamczackiej odm.'Zojka' in vitro

Czosnek (Alium sativum L..)
W roku 2017 prowadzono do$wiadczenia nad wplywem cytokinin (kinetyny, BAP i TDZ)

oraz auksyn (NAA, IAA) na proces ryzogenezy i cebulowania dwoch odmian czosnku ‘Ornak’i
‘Jarus’. Regulatory wzrostu (w roznych kombinacjach i st¢zeniu) dodawano do pozywki B5
(Gamborg 1968) zawierajacej 30 g-L™" sacharozy, 6 g-L™ agaru, o pH 5,8. Celem eliminacji
pojawiajacych sie infekcji bakteryjnych do pozywek dodawano PPM (Plant Preservative
Mixture) w stezeniu 0,1 lub 0,2%. Materialem ro$linnym uzytym do do$§wiadczen byty rozety
bez korzeni. Wykonane po 4 tygodniach pomiary obejmowaty liczbe (%) ukorzenionych pedow,
liczbe 1 dlugos$¢ korzeni. Celem wywotania procesu cebulowania wydtuzano czas wzrostu na
pozywce ukorzeniajacej do 6-8 tygodni.

U odmiany ‘Ornak’ najwigcej ukorzenionych pedow (25,4%) 1 najwiecej korzeni na pedzie
(4,2) uzyskano na pozywce zawierajacej TDZ i NAA w stezeniu 0,1 g-L™* (Tab. 6 i 8). Pedy
odmiany ‘Jarus’ najlepiej ukorzenialy si¢ (21,4 %) w obecnosci 10 g-L™ kinetyny podanej
lacznie z NAA w stezeniu 0,1 g~L'1. Na pozywkach oznaczonych numerem 6,7,8,9 (Tab. 6)
obserwowano zamieranie eksplantatow.
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Tabela 6. Wptyw regulatoré6w wzrostu na liczbg ukorzenionych pedow [%] odm. ‘Ornak’ in vitro.

Rodzaj pozywki

Rodzaj eksplantatu
1* 2* 3* 4* 5* 6* 7* 8* 9*
z korzeniami |49 |241 |25 |254 (58 |00 |00 |48 |00
8 | bez korzenia 51,2 | 56,9 | 25,0 | 44,8 | 72,1 | 41,9 | 63,2 |48 | 185
g kalusowata 6,1 1,7 20,0 | 3,0 1,2 (00 |00 14,3 | 3,7
@ | zaczatek 36,6 | 17,2 | 525 | 26,9 | 19,8 | 45,2 | 29,0 | 38,1 | 18,5
zdeformowana | 1,2 |00 |00 |00 1,2 129 |78 |00 |00
Kalus 00 |00 |00 |00 |00 |00 |00 |38,0 593

* objasnienia Tab.7

Tabela 7. Wptyw regulatorow wzrostu na liczbe¢ ukorzenionych pedow [%] czosnku odm. ‘Jarus’ in vitro.

Rodzaj pozywki
Rodzaj eksplantatu
1* 2* 3* 4* 5* 6* 7* 8* 9*

z korzeniami | 56 | 24 | 19 | 211|214 00 | 00 | 00 | 0,0
& | bezkorzenia | 27,8 | 410|311 368 |268| 00 | 00 | 0,0 | 0,0
§ kalusowata |11,1| 12 | 00 [ 00 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0
x zaczatek 50,0 | 24,1 | 52,8 | 342 |375| 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0
zdeformowana | 56 | 120( 09 | 26 | 1,8 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0
Kalus 193] 00 | 132 | 53 |125] 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0

1*— 10 mg-L™" Kin, 0,1 mg-L'NAA
2*— 1 mg-L™" BAP, 0,2% PPM

3*— 1 mg-L" TDZ, 1 mg-L™ NAA, 0,2% PPM

4*-0,1 mg-L"' TDZ, 0,1 mg-L™ NAA, 0,2% PPM
5*— 10 mg-L™ Kin, 0,1 mg-L™* NAA, 0,2% PPM

6*— 0,1 mg:'L™ TDZ, 0,1 mg-L™ NAA 0,7 mg-L™ meta-topolina, 0,1% PPM
7*-0,1 mg'L™ TDZ, 0,1 mg-L™ NAA, 0,2 mg-L™ BAP, 0,1% PPM

8*-0,2 mg-L" BAP,

9* —10 mg-L™ Kin, 2 mg-L™" IAA

Tworzenie cebul u odmiany ‘Ornak’ bylo najbardziej intensywne (4,8%) na pozywce
zawierajacej 10 g-L™ kinetyny i 0,1 g'L™ NAA. U odmiany Jarus’, cebulowanie obserwowano

u 37,5% eksplantatow na pozywce uzupetnionej 1,0 g-L™* BAP.

Tabela 8. Wptyw regulatoréw wzrostu w pozywce B35 na liczbe i dtugos$¢ korzeni mikrosadzonek
czosnku odmiany ‘Ornak’ i ‘Jarus’

‘Ornak’ ‘Jarus’

Regulatory wzrostu [mg-L™] Liczba Dlugosé Liczba Dlugosé

korzeni [cm] korzeni [cm]
10 Kin; 0,1 NAA 4.0 13,4 2,7 3,4
1 BAP; +PPM 2,5 6,4 3,5 18,0
1TDZ; 1 NAA; +PPM 4,2 7,1 6,5 16,5
0,1 TDZ; 0,1 NAA: +PPM 3,7 6,3 3,8 13,9
10 Kin; 0,1 NAA; +PPM 3,5 8,7 2,6 9,4
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V. Ocena zdrowotnosci materialu roslinnego pod wzgledem obecnosci patogenicznych
wirusow, bakterii i grzybow, w trakcie ukorzeniania metoda in vitro truskawki,
maliny, jagody kamczackiej, czosnku;

Truskawka (Fragaria x ananasa Duch.)

Badano obecnos¢ wirusa cetkowanej plamisto$ci liSci truskawki (Strawberry mottle virus,
SMoV), wirusa marszczycy truskawki (Strawberry crinkle virus, SCrV), wirusa lagodnej
z6Maczki brzegoéw lisci truskawki (Strawberry mild yellow edge virus, SMYEV) 1 wirusa
otasmienia nerwow truskawki (Strawberry vein banding virus, SVBV) w materiale ros$linnym
w trakcie ukorzeniania metoda in vitro truskawki. W tym celu, z prob lisci pobranych z pigciu
kultur truskawki odm. 'Grandarosa' i pigciu kultur truskawki odm. 'Selva' izolowano kwasy
nukleinowe metodg adsorpcji na zelu krzemionkowym (SC). W nastepnym etapie postuzyty one
do syntezy 1 amplifikacji fragmentéw cDNA wymienionych wirusow z wykorzystaniem techniki
RT-PCR 1 specyficznych starterow. Produkty reakcji byly rozdzielane elektroforetycznie w Zelu
agarozowym, barwione bromkiem etydyny i analizowane w $wietle UV. W sumie wykonano 40
testow (2 odmiany x 5 prob x 4 wirusy). W badanych prébach nie wykryto zadnego
Z wymienionych wirusow.

Prowadzono rowniez badania, ktorych celem byla ocena zréznicowania wlasciwosci
biologicznych 1 genetycznych izolatow wirusa cetkowanej plamistosci lisci truskawki
utrzymywanych w roslinach Fragaria vesca lub F. virginiana sztucznie zakazonych izolatami
SMoV z truskawki odm. 'Grandarosa’ oraz szeScioma innymi polskimi izolatami tego wirusa.
RT-PCR przeprowadzono z zastosowaniem wilasnych staterow specyficznych dla fragmentu
RNA2 SMoV, a nastgpnie analizowano dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) po
trawieniu uzyskanych produktow RT-PCR enzymami. Fragmenty RNA2 zsekwencjonowano,
a odczytane sekwencje analizowano przy uzyciu programow Lasergene 7.1 (DNASTAR).
Analize filogenetyczng badanych sekwencji nukleotydow RNA2 wirusa oraz czterech
analogicznych sekwencji SMoV zdeponowanych w GenBank, przeprowadzono metoda
najwiekszej wiarygodnosci wykorzystujac program MEGA 5.2. Jako grupy zewngtrznej uzyto
sekwencji RNA2 Satsuma dwarf virus (nr dostgpu GenBank: AB009959).

Analiza RFLP wykazala zroznicowanie w obrgbie fragmentu RNA2 badanych izolatow SMoV.

Uzyskano sze$¢ roznych profili po trawieniu produktow RT-PCR enzymami Bfal, Faul, Haelll,

Hincl i Tagl. (Rys. 8, Tab. 9).

Bfal Faul Hincl  Taql Haelll

-

) S W

o bd

—
d bd b4 b

M1234567M 1234567 M1234567M1234567 M 123 4567

Rys. 8. Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw RNA2 izolatdéw SMoV po trawieniu enzymami Bfal,
Faul, Hincl, Tagl i Haelll. M - marker wielkosci, 1 - CRR, 2 - Grandarosa, 3 - Markat, 4 - Pink Rosa,
5 - karkas 1.4, 6 - Pegat, 7 - Granat
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Tabela 9. Zréznicowanie profili restrykcyjnych otrzymanych po trawieniu fragmentéw RNA2 izolatow
wirusa cetkowanej plamistosci lisci truskawki (SMoV).

Izolat/enzym Bfal Faul Haelll Hincl Tagql Profil
CRR A A A A A |
Grandarosa A B B A B I
Markat B B A A C 11
Pink Rosa B B B B C v
Karkas 1.4 B B B B B \V
Pegat C C C A D Vi
Granat B B B B C v

Podobienstwo sekwencji fragmentu RNA2 o dlugosci 1982 nukleotydow izolatu SMoV
z truskawki odm. Grandarosa oraz 6 innych polskich izolatow tego wirusa wynosito 93-98%.
Wykazano, ze badane izolaty byty podobne w 89-93% do analogicznych sekwencji szczepow
wirusa z Holandii (GenBank: AJ311876) i Kanady (KU200454, KU200459, KU177219).

W celu oceny reakcji na porazenie izolatami SMoV, rosliny Chenopodium quinoa, Ch.

amaranticolor, Nicotiana tabacum ‘Samsun’, N. occidentalis 37B i N. benthamiana
inokulowano mechanicznie sokiem z lisci F. vesca lub F. virginiana zakazonych badanymi
izolatami wirusa.
Wyrazne zmiany chorobowe obserwowano jedynie po inokulacji sokiem z lisci poziomek
zakazonych izolatem Markat. W przypadku innych izolatow wirusa, na C. quinoa wystepowaty
tylko niewielkie przebarwienia, albo nie obserwowano zadnych objawéw (Rys. 9). Wyniki tych
badan $wiadcza o zrdéznicowaniu wiasciwosci biologicznych izolatow SMoV. Wykorzystujac
technike RT-PCR, potwierdzono obecnos¢ SMoV w inokulowanych C. quinoa. W ro$linach
pozostatych gatunkow Chenopodium i Nicotiana nie wykryto wirusa i nie obserwowano tez na
nich objawow chorobowych.

Rys. 9. Zréznicowane objawy chorobowe na liciach roslin Chenopodium quinoa inokulowanych
mechanicznie izolatami SMoV Pegat (A) i Markat (B).

Malina (Rubus idaeus L.)
Celem badan byta analiza sekwencji RNA2 izolatu wirusa krzaczastej kartowato$ci

maliny (Raspberry bushy dwarf virus, RBDV) wykrytego w ro$linie maliny odm. Polka (izolat
Polka 6). W obregbie RNA2 znajduje si¢ gen kodujacy biatko transportowe (movement protein,
MP) oraz gen biatka ptaszcza (coat protein, CP). RNAZ2 izolatu Polka 6, po zamplifikowaniu
w reakcji RT-PCR ze starterami FM-2/RC-2 (~2200 pz) oraz po oczyszczeniu z zelu,
zsekwencjonowano (Genomed, Warszawa). Odczytang sekwencj¢ RNA2 badanego izolatu
RBDV zawierajaca kompletne sekwencje genow biatka ptaszcza (CP) 1 biatka transportowego
(MP) analizowano przy pomocy programu Lasergene (DNASTAR, USA). Poréwnanie badanej
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sekwencji z analogicznymi sekwencjami innych izolatbw RBDV wykrytych w roslinach
z rodzaju Rubus wykazato ich wysokie podobienstwo (97,7-99,8%).

Analiza filogenetyczna potwierdzita, ze izolat Polka 6 jest blisko spokrewniony z innymi
izolatami RBDV wykrytymi w ro$linach z rodzaju Rubus w Polsce oraz w innych krajach. Izolat
ten grupowat si¢ w tym samej klastrze co inne analizowane izolaty RBDV z roslin Rubus sp.
(maliny i loganberry), podczas gdy izolaty wirusa z winoro$li znajdowaly si¢ na odrebnej gatezi
drzewa filogenetycznego (Rys. 10).

]Qq EU796088 malina
97 EU796089 malina

64 Karmazyn 2
— Joan Squire
100 Loganberry 1527
76— Marcella
Polka 6
EU796085 winorosl
100 — EU796086 winorosl

99 EU796087 winoro$l
100 EU796090 winoro$l

—
0.005

Rys. 10. Dendrogram przedstawiajacy wyniki analizy filogenetycznej RNA2 skonstruowany przy uzyciu
metody najblizszego sasiada (ang. neighbor joining) izolatu Polka 6 oraz innych polskich i zagranicznych
izolatow RBDV. Szczepy wirusa z podanymi numerami dostgpu pochodza z bazy danych GenBank.
Sekwencje analizowano przy uzyciu programoéw Mega 5.2. Przyréwnanie sekwencji wykonano przy
uzyciu programu ClustalW.

Pe¢dy wybranych roslin maliny odm. 'Polka' i 'Polana’, przeznaczonych do ukorzeniania in
vitro, testowano na obecno$¢ Phytophthora spp. Wyizolowano z nich DNA i przeprowadzono
reakcj¢ PCR ze starterami rodzajowo-specyficznymi dla rodzaju Phytophthora. W zadnej z
testowanych prob nie wykryto obecnosci patogena.

Jagoda kamczacka (Lonicera caerulea L. var. kamtschatica Sevast)

Wykonano 4 testy RT-PCR dwoch roélin jagody kamczackiej odmiany 'Zojka' i "Wojtek'
na obecno$¢ wirusa CaMV. W zadnym z przeprowadzonych testow nie stwierdzono obecnosci
wykrywanych wirusow w badanych ro$linach.

Czosnek (Alium sativum L.)
Wykonano 54 testy na obecno$¢ 4 wirusow: SLV, LYSV, GCLV, OYDV

w ukorzenianych ro§linach czosnku dwoch odmian: 'Jarus' 1 'Ornak'. W Zadnym
Z przeprowadzonych testoéw nie stwierdzono obecno$ci wykrywanych wirusow w badanych
roslinach.
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V1. Wykrywanie 1 eliminacja zanieczyszczen mikrobiologicznych w trakcie
ukorzeniania metodg in vitro truskawki, maliny, jagody kamczackiej, czosnku

Truskawka (Fragaria x ananasa Duch.)

Badano udziat zanieczyszczen mikrobiologicznych na etapie ukorzeniania dwdch odmian
truskawki. W celu wykrywania bakterii w kulturach truskawki fragmenty dolnych czg¢sci pedow
wyktadano na pozywke mikrobiologiczng Nutrient Agar (NA). Testowano po 104 eksplantaty
odmiany ‘Selva’ (3 klony) i1 ‘Grandarosa’(3 klony). Po 2 tygodniach inkubacji w 25°C
obserwowano wzrost bakterii na 2 eksplantatach odmiany ‘Selva’ i 10 eksplantatach odmiany
‘Grandarosa’. Pedy, w ktorych oznaczono obecno$¢ endogennych bakterii usunigto z kultur.
W zwigzku z niskim odsetkiem zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach truskawki na etapie
ukorzeniania pedow nie istniata potrzeba doboru biocydéw w celu ich eliminacji.

Malina (Rubus idaeus L.)
Z kultur maliny na etapie ukorzeniania izolowano zanieczyszczenia bakteryjne. Zostaly

one poddane ocenie wrazliwos$ci na biocydy w testach antybiogramowych. Cechy morfologiczne
kolonii, reakcja na antybiotyki w testach a takze wyniki sekwencjonowania wykazaty obecnos¢
tych samych bakterii, ktore wystepowaly w kulturach w czasie namnazania i oznaczono je jako
Pseudomonas.

Celem dos$wiadczen byta ocena wplywu rodzaju i stezenia biocydu (PPM 2 i 4%, ryfampicyna
50, 100 i 150 mg-L™*, HgCl, 0.1 i 0.05% oraz podchloryn sodu 0.1 i 0.05%), sposobu aplikaciji
(w normalnym ci$nieniu atmosferycznym i w podci$nieniu) i czasu infiltracji na eliminacj¢
bakterii z tkanek ro§linnych maliny.

W kazdej kombinacji bylo 10 wierzchotkow pedow o wysokosci 1-1,5 cm z usunietymi
rozwinigtymi lis§¢mi. W czasie ich wycinania pozostawaly w wodzie. Nastepnie, umieszczano je
w roztworach biocydow (kontrola-woda) 1 wstawiano do eksykatora podlagczanego do pompy
prozniowej. Pedy utrzymywane w normalnym cisnieniu pozostawiano na 20 min. Po odkazaniu,
wylewano czynnik sterylizujacy a pedy ptukano w duzej objetosci wody sterylnej, nastepnie
osuszano na sterylnej bibule i wykladano na pozywke. Po 2 dniach odcinano dolne odcinki
pedow i umieszczano je na pozywce bakteryjnej NA. Po 2-5 dniach oceniano obecno$¢ bakterii.
W  doswiadczeniach, gdzie odkazanie bylo skuteczne, obserwacje obecnosci bakterii
wykonywano co 4-6 tygodni, w czasie przenoszenia na $wieze pozywki.

Wykazano, ze odkazanie w podcisnieniu 300 mb jest bardzo skuteczne dla uwalniania pedow
maliny z kultur in vitro od bakterii towarzyszacych, pod warunkiem zastosowania chlorku rteci
w stezeniu 0,1 lub 0,05%. W/w metody nie mozna stosowac dla inicjacji kultur, poniewaz pedy,
szczegOlnie pobrane z warunkow polowych maja duze ilosci zwigzkéw fenolowych, ktore
ulegajg utlenianiu pod wptywem odkazania i zabijaja kultury.

Jagoda kamczacka (Lonicera caerulea L. var. kamtschatica Sevast)

Badano udzial zanieczyszczen mikrobiologicznych na etapie ukorzeniania dwoch odmian
jagody kamczackiej. W celu wykrywania bakterii w kulturach jagody kamczackiej, fragmenty
dolnych czesci pedow wykladano na pozywke mikrobiologiczng Nutrient Agar (NA) oraz
Medium 523 (Rys. 11). Testowano 96 eksplantatow dla odmiany ‘Zojka’ (48 na pozywce NA
I 48 na pozywce 523) oraz 96 eksplantatow dla odmiany ‘Wojtek’. W ciggu 2 tygodni inkubacji
w 25°C prowadzono obserwacje czy pojawia si¢ kolonie bakterii na podtozu mikrobiologicznym
lub metny ,,wyciek”, mogacy zawiera¢ mikroorganizmy. U obydwu odmian jagody kamczackiej

Instytut Ogrodnictwa, Skierniewice Strona: 14 z 37



Wojtania A. (red.) i in. 2017. Ocena zdrowotnosci, wykrywanie i eliminacja zanieczyszczen mikrobiologicznych oraz ocena czystosci
odmianowej i tozsamosci genetycznej ro$lin truskawki, maliny, jagody kamczackiej i czosnku na etapie namnazania Kultur in vitro

nie stwierdzono obecnosci bakterii na zadnym z testowanych podiozy. Kultury jagody
kamczackiej na etapie ukorzeniania sg wolne od zanieczyszczen mikrobiologicznych (bakterii).

Rys. 11. Testowanie na obecno$¢ endogennych bakterii izolowanych podstaw pedow jagody kamczackiej
odmiany 'Zojka' rosngcych in vitro — pozywka NA (po lewo) i 523 (po prawo)

Czosnek (Alium sativum L..)
Bardzo waznym czynnikiem ograniczajgcym wzrost i rozwoj czosnku in Vitro sg

zanieczyszczenia bakteryjne. W oparciu o badania prowadzone w ramach zadania 1.5 Programu
Wieloletniego opracowano metode testowania kultur czosnku na obecnos¢ endogennych bakterii
oraz oceniono ich wrazliwo$¢ na antybiotyki. Fragmenty dolnych czesci pedow wyktadano sig¢
na pozywke mikrobiologiczng Nutrient Agar (NA). Zétta bakterie zasiedlajaca kultury czosnku
zaklasyfikowano do gatunku Microbacterium testaceum. Wykazano, ze nie jest mozliwa
eliminacja bakterii zasiedlajacych tkanki czosnku, ale mozna ogranicza¢ ich namnazanie przez
stosowanie pozywek uzupelionych biocydami m.in. PPM (Plant Preservative Mixture i HgCly,
ktére mozna podawaé¢ w roznym st¢zeniu, kombinacjach i w rézny sposob, m.in. w ptynie
I W podci$nieniu.

W przypadku aplikacji ptynnej najbardziej skuteczny w ograniczaniu zakazen bakteryjnych
kultur czosnku na etapie ukorzeniania pedéw byt PPM oraz rifampicyna w stezeniu 50 mg-L™.
Biocydy w znaczacy sposob ograniczaly tworzenie korzeni, a PPM zwigkszal udziat pedow
szklistych. W przypadku aplikacji biocydow w podcisnieniu, najbardziej skuteczng eliminacje¢
bakterii z eksplantatow czosnku uzyskano w obecnosci HgCl, w stezeniach 0,05 i 0,1%.

VII. Ocena wzrostu i rozwoju roslin truskawki, maliny, jagody kamczackiej, czosnku oraz
ich kondycji fizjologicznej podczas ukorzeniania metodg in vitro
Proces ukorzeniania jest etapem krytycznym w metodzie masowego mnozenia ro$lin
in vitro. Dobra kondycja fizjologiczna ukorzenionych mikrosadzonek ma istotny wptyw na
poézniejsza przezywalno$¢ roslin podczas aklimatyzacji ex vitro, co z kolei decyduje
0 optacalnosci produkcji roslin in vitro.

Truskawka (Fragaria x ananasa Duch.)

Wohw pozywki mineralnej, stezenia auksyny i rodzaju weglowodanu na wzrost i rozwoj oraz
jakos¢ mikrosadzonek truskawki
Celem badan byta ocena wzrostu i rozwoju oraz jakosci pedow truskawki ‘Grandarosa’ i ‘Selva’

rosngcych na pozywkach wg Boxusa (1974) i Murashige i Skooga (MS, 1962) w zaleznosci od
stezenia auksyny IBA (0,1-1,0 mg~L'1) 1 zawartosci azotu (100 1 50%) w pozywce
(dos$wiadczenie 1) oraz w zalezno$ci od rodzaju cukru (glukoza i sacharoza) i jego zawartosci
(10, 20, 30 i 40 g-L™) w pozywce (doswiadczenie 2). Podczas ukorzeniania pedy umieszczone
byly w temperaturze 23+2°C, na $wietle bialym o natezeniu napromieniowania 40 pmol m?s™
I 16-godzinnym fotoperiodzie. W kazdej kombinacji doswiadczalnej byto 5 powtorzen, gdzie
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powtorzeniem byl stoik z 5 eksplantatami. Po 4 tygodniach wzrostu oznaczone zostaty
nastgpujace parametry: $wieza masa pedow, dlugos¢ pedow, liczba lisci i powierzchnia.

Doswiadczenie 1.

U obu odmian, pedy o wyzszej masie jednostkowej tworzyty si¢ na pozywce MS niz na pozywce
wg Boxusa, a na kazdej z pozywek przy 100% niz 50% poziomie soli azotowych. U odmiany
'Selva’, istotny wzrost §wiezej masy obserwowano na pozywce MS zawierajacej 100% soli
azotowych i 0,5 mg I"! IBA (Rys. 12). Wiecej lisci na pedach obu odmian truskawki tworzylo sie
podczas ich wzrostu na pozywce MS niz Boxusa. Czynnikiem wptywajacym na tworzenie lisci
byta tez auksyna. P¢dy odmiany 'Grandarosa' cechowaty si¢ najwigksza ilo$cig lisci podczas ich
wzrostu na pozywce MS zawierajacej 50% soli azotowych oraz IBA w stezeniu 0,25 mg 17,
natomiast pedy odmiany 'Selva' na pozywce MS zawierajacej 100% soli azotowych i 0,5 mg 1"
IBA. U odmiany 'Grandarosa’ obserwowano tworzenie wyzszych mikrosadzonek niz u odmiany
'Selva'. Najwyzsze pedy obu odmian uzyskiwano na pozywce MS o zredukowanym poziomie
soli azotowych. Nie stwierdzono znaczacego wptywu auksyny na dtugos¢ pedoéw. Podczas
ukorzeniania na pozywce MS, pedy obu odmian truskawki cechowaty si¢ zdecydowanie
wigkszymi blaszkami lisciowymi niz na pozywce wg Boxusa (Rys. 13, Rys. 14). Wigksze
blaszki lisciowe moga wplynaé na bardziej efektywna fotosynteze i1 lepsza adaptacje do
warunkow ex Vitro.

‘Grandarosa’ ‘Selva’
T T T | mBoxus 50%N B Boxus 50%N
@ Boxus 100%N O Boxus 100%N
Ll il o @ ©vs so%n M5 S0%N
| i | B MS 100%N B MS 100%N
01 0,25 05 1,0 00 01 0.25 05 10
IBA[mgl?] IBA [mgl?]

Rys. 12. Wplyw poziomu soli azotowych w roznych pozywkach mineralnych (wg Boxusa oraz

Murashige Skooga) i stezenia auksyny (IBA) na $wiezg mase pedow truskawki odmiany 'Grandarosa’ i
‘Selva' in vitro.
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Rys. 13. Wplyw poziomu soli azotowych w roznych pozywkach mineralnych (wg Boxusa oraz

Murashige i Skooga) i stgzenia auksyny (IBA) na powierzchni¢ blaszek pedow truskawki odmiany
'Grandarosa’ i 'Selva' in vitro.
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Rys. 14. Wplyw poziomu soli azotowych w rdéznych pozywkach mineralnych (wg Boxusa oraz
Murashige i Skooga) wzrost i rozwoj pedow truskawki odmiany 'Grandarosa' i 'Selva' podczas
ukorzeniania in vitro.

Doswiadczenie 2

Oceniano wplyw rodzaju cukru (glukoza, sacharoza) i jego zawartosci (10, 20, 30, 40 g-L™) na
wzrost 1 rozw0j oraz jako$¢ mikrosadzonki truskawki odm. 'Grandarosa' i 'Selva’ podczas
ukorzeniania in vitro. Niezaleznie od rodzaju cukru, p¢edy obu odmian truskawki posiadaty
zdecydowanie wyzsza §wiezg mas¢ pedow podczas ich wzrostu na pozywce MS niz na pozywce
wg Boxusa (Rys. 15). Mniejszy wpltyw na $§wieza mas¢ pedéw miat rodzaj cukru (glukoza,
sacharoza) i stezenie cukru (10-40 g-L'l).

'Grandarosa’ 'Selva’
_ 600
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2 3

3 1

2 10 @ 10
a m20 a =20
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- 30 = u30
N N
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& 3 4

Boxus MS Boxus MS Boxus MS Boxus MS
glukoza sacharoza glukoza sacharoza

Rys. 15. Wptyw pozywki mineralnej (wg Boxusa oraz Murashige i Skooga) oraz rodzaju cukru i stezenia
cukru w obecnosci 0,1 mg-L™ IBA na $wieza mase mikroszdzonek truskawki odmiany 'Grandarosa’ i
'Selva' in vitro.

W przypadku odmiany 'Grandarosa', wigcej liSci na pedach tworzylo si¢ podczas ich wzrostu na
pozywce MS niz Boxusa. U odmiany 'Selva' nie obserwowano istotnych réznic w tworzeniu lisci
w zalezno$ci od sktadu mineralnego pozywki oraz rodzaju i stezenia cukru. Na etapie
ukorzeniania in vitro wyzsze mikrosadzonki uzyskiwano u odmiany 'Grandarosa' (40-50 mm)
niz u odmiany 'Selva' (25-38 mm). Stymulacyjny wptyw na wzrost pedow odmiany 'Grandarosa'
miata sacharoza (Rys. 16). U odmiany 'Selva' obserwowano tworzenie wyzszych mikrosadzonek
na pozywce MS niz wg Boxusa, w obecnos$ci sacharozy niz glukozy.

Pedy obu odmian truskawki tworzyly zdecydowanie wigksze blaszki lisciowe na pozywce MS
niz wg Boxusa. Istotny wptyw na wielko$¢ blaszki lisciowej mial rowniez rodzaj cukru i jego
stezenie. U obu odmian, pedy rosnace na pozywce MS cechowaly si¢ zdecydowanie wigkszymi
blaszkami lisciowymi w obecnosci glukozy niz sacharozy. Czynnikiem stymulujagcym wzrost
blaszek lisciowych u odm. 'Grandarosa' i 'Selva' byto wzrastajace st¢zenie glukozy w pozywce
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ukorzeniajacej od 10 do 30 g~L'1 byto (Rys. 17). Dalszy wzrost stezenia glukozy w pozywce MS
(40 g'L™) hamowat wzrost blaszek lisciowych.
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Rys. 16. Wptyw pozywki mineralnej (wg Boxusa oraz Murashige i Skooga) oraz rodzaju i st¢zenia cukru
w obecnosci 0,1 mg-L™* IBA na dtugos¢ mikrosadzonek truskawki odmiany 'Grandarosa' i 'Selva' in vitro.
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Rys. 17. Wplyw pozywki mineralnej (wg Boxusa oraz Murashige i Skooga) oraz rodzaju i stezenia cukru
w obecnosci 0,1 mg-L™ IBA na powierzchnie blaszki lisciowej truskawki odmiany 'Grandarosa' i 'Selva'
in vitro.
Wplyw pozywki mineralnej, stezenia auksyny i
fotosyntetyczng pedow truskawki in vitro

Fotosynteza jest jednym =z wazniejszych procesow zachodzacych w  ro$linach
a jednocze$nie szczeg6lnie wrazliwym na dziatanie czynnikow stresowych. Rosliny rozmnazane
in vitro, ze wzgledu na obecno$¢ cukru w pozywce, niskie stezenie dwutlenku wegla oraz
niewlasciwie funkcjonujace aparaty szparkowe charakteryzuja si¢ zazwyczaj niska aktywnoscia
fotosyntetyczna, co jest jedng z gldéwnych przyczyn utrudnionej aklimatyzacji mikrosadzonek do
warunkow szklarniowych 1 ich dalszego wzrostu. Regulacja sktadu pozywki w czasie ostatniego
etapu rozmnazania roslin in vitro (etap ukorzeniania) moze znaczaco poprawic¢ potencjal
fotosyntetyczny roslin, a tym samym istotnie wptywaé na pdzniejsza przezywalnos¢ roslin
podczas aklimatyzacji ex vitro, co z kolei decyduje o optacalnosci produkcji roslin in vitro.

Celem badan byta ocena funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego mikrosadzonek
truskawki ‘Grandarosa’ 1 ‘Selva’ rosnacych na pozywkach wg Boxusa (1974) i Murashige
i Skooga (MS, 1962) w zaleznosci od stezenia auksyny IBA (0,0 i 0,1 mg-L™) i zawartosci azotu
(100 1 50%) w pozywce (doswiadczenie 1) oraz w zalezno$ci od rodzaju cukru (glukoza
| sacharoza) i jego zawartosci (10, 20, 30 i 40 g-L'l) w pozywce (doswiadczenie 2). Aktywno$¢
fotosyntetyczng mikrosadzonek oceniano na podstawie pomiaréw fluorescencji chlorofilu a za
pomocg fluorymetru Mini-PAM (Waltz, Niemcy). Pomiary wykonano po zakonczeniu etapu

rodzaju _weglowodanu na _aktywnos¢é
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ukorzeniania roslin in vitro. Warto$¢ fluorescencji zmiennej do maksymalnej (Fy/Fy) roslin
zaadaptowanych do ciemnos$ci charakteryzuje maksymalng wydajno$¢ kwantowa PSII, ktora
u wiekszosci roslin wyzszych w warunkach fizjologicznych przyjmuje wartosci od 0,78 do 0,84.
Parametr ten wykorzystywany jest jako wiarygodny wskaznik aktywnos$ci fotochemicznej
aparatu fotosyntetycznego.

Doéwiadczenie 1. Ocena funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego mikrosadzonek truskawki
‘Grandarosa’ 1 ‘Selva’ rosngcych na pozywkach wg Boxusa (1974) 1 Murashige i Skooga (MS,
1962) w zaleznosci od stezenia auksyny IBA (0,0 1 0,1 mg 1'1) 1 zawarto$ci azotu (100 1 50%)
W pozywce. Srednie warto$ci wyznaczonych parametréw fluorescencji Fy/Fy dla mikrosadzonek
truskawki ‘Grandarosa’ i ‘Selva’ byly na zblizonym poziomie (0,805 dla obu odmian), co
wskazuje na podobng zdolno$¢ badanych odmian do fotosyntezy i daje podstawy do
prognozowana ich podobnej produktywnosci w warunkach ex vitro (Rys. 18). Uzyskane warto$ci
parametrow Fy/Fy powyzej 0,795 dla obu odmian niezaleznie od zastosowanych pozywek

wskazuja, iz mikrosadzonki truskawki w koncowej fazie ukorzeniania in vitro maja do$¢ dobrze
rozwinigty potencjal fotosyntetyczny oraz dobrg sprawnos¢ reakcji fazy Swietlnej fotosyntezy.
Nie mniej jednak sktad pozywki do ukorzeniania w zréznicowany sposdb wptynat na przebieg
reakcji fotosyntezy, co moze skutkowac tatwos$ciag adaptacji mikrosadzonek do warunkéow
ex vitro. Wydajnos¢ reakcji fazy $wietlnej fotosyntezy mikrosadzonek ‘Grandarosa’ byta nieco
wyzsza (Fy/Fm 0,79 $rednio) na pozywce zawierajacej auksyne IBA niz na pozywce bez auksyny
(Fv/Fm 0,81 $rednio) i nie zalezata od rodzaju zastosowanej pozywki (Boxus i MS) oraz
zawartosci azotu (100% 1 50%) w pozywce. Takiej reakcji nie wykazano w przypadku odmiany
‘Selva’. Zdolnos¢ do konwersji energii §wietlnej w fotosystemie 11 (PS II) przy braku auksyny
W pozywce byla na podobnym poziomie jak u mikrosadzonek tej odmiany ukorzenianych na
pozywce z auksyna. Jednakze réwnoczesne zastosowanie azotu w peinej dawce (N 100%) oraz
auksyny IBA w stezeniu 0,1 mg L™ niezaleznie od rodzaju pozywki (wg Boxusa i MS)
skutkowalo obnizeniem zdolnosci do efektywnej konwersji energii $wietlnej w fazie §wietlnej
fotosyntezy.

Doswiadczenie 2. Ocena funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego mikrosadzonek truskawki
‘Grandarosa’ i ‘Selva’ rosngcych na pozywkach Boxus i MS w zaleznosci od rodzaju cukru
(glukoza 1 sacharoza) i jego zawartosci (10, 20, 30 1 40 g-L'l) W pozywce.

Rodzaj zastosowanej pozywki oraz zawarto$é cukru (10 — 40 g-L™) istotnie wptywaly na rozwoj
potencjatu fotosyntetycznego mikrosadzonek truskawki w koncowym etapie ukorzeniania
invitro (Rys. 19). Obnizanie zawarto$ci cukru w pozywce do ukorzeniania mikrosadzonek
invitro stosowany jest dla niektorych gatunkow roslin w celu stymulacji rozwoju aparatu
fotosyntetycznego. W przypadku truskawki, niska zawarto$¢ cukru w pozywee (10 g-L™) na
ogot negatywnie wptywata na efektywnos¢ reakcji fotochemicznej w PSII, o czy $§wiadczg niskie
wartos$ci parametru F\/Fy uzyskane dla obu badanych odmian. Najwyzsza aktywno$¢ reakcji
fazy $wietlnej fotosyntezy wykazywaty mikrosadzonki truskawki ‘Grandarosa’ ukorzeniane na
pozywce wg Boxusa zawierajace glukoze w stezeniu 40 g-L’l, co wigzato si¢ z wysoka wartoscia
parametru Fy/Fy (0,80). Rozwoj aparatu fotosyntetycznego mikrosadzonek truskawki ‘Selva’
byt znacznie lepszy na pozywce MS w porownaniu z pozywka wg Boxusa. Najwyzsze uzyskane
wartosci indukcji fluorescencji chlorofilu (Fy/Fy) w lisciach mikrosadzoenk odmiany ‘Selva’

Instytut Ogrodnictwa, Skierniewice Strona: 19 z 37



Wojtania A. (red.) i in. 2017. Ocena zdrowotnosci, wykrywanie i eliminacja zanieczyszczen mikrobiologicznych oraz ocena czystosci
odmianowej i tozsamosci genetycznej ro$lin truskawki, maliny, jagody kamczackiej i czosnku na etapie namnazania Kultur in vitro

ukorzenianych na pozywce MS wzbogaconej w glukoze lub sacharoze w ilosci 30—40 g-L'1
swiadczg o ich wysokiej potencjalnej aktywnosci fotosyntetyczne;.
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Rys. 18. Potencjalna efektywno$¢ reakcji fotochemicznej w PSII (parametr F\/Fy) mikrosadzonek
truskawki ‘Grandarosa i ‘Selva’ ukorzenianych na pozywkach wg Boxusa i Murashige i Skooga (MS) w
zaleznosci od stezenia auksyny IBA (0,0 i 0,1 mg-L™) oraz zawartosci azotu (100 i 50%) w pozywce.
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Rys. 19. Potencjalna efektywno$¢ reakcji fotochemicznej w PSII (parametr Fy/Fy) mikrosadzonek
truskawki ‘Grandarosa i ‘Selva’ ukorzenianych na pozywkach wg Boxusa (B) i Murashige i Skooga (MS)
w zaleznosci od rodzaju cukru (glukoza i sacharoza) i jego zawartosci (10, 20, 30 i 40 g-L™) w pozywce.

Jagoda kamczacka (Lonicera caerulea L. var. kamtschatica Sevast.)

Doswiadczenie 1. Badano wptyw auksyn (IBA, IAA) na wzrost, rozwdj oraz kondycje
fizjologiczng ros$lin jagody kamczackiej podczas fazy ukorzeniania w temperaturze 23°C.
Po 5 tygodniach wzrostu oceniono dtugos¢ pedu, liczbe lisci, $wieza mase pedu oraz zawarto$¢
chlorofilu w lisciach. Zawarto$¢ chlorofilu oznaczano spektrofotometrycznie wg metody
Bruinsma (1963). Obserwacje i analizy wykonano dla pedéw rosngcych na nastepujacych
pozywkach:

1. Kontrola (pozywka MS bez auksyn)

2.1BA 0,1 mgL™
3.IBA1,0mgL™
4.1BA25mgL™
5.1BA 4,0 mgL™
6. IAA 0,1 mgL*
7
8
9
1

IAA1,0mgL?
IAA 2,5 mgL?
.IAA4,0mgL?
0.1BA 0,1 mgL™+IAA 0,1 mgL™
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11. IBA1,0 mgL*+IAA 1,0 mgL™

12.1BA 2,5 mgL*+IAA 4,0 mgL™

Wyniki badan wykazaty, ze zastosowane auksyny (IBA, TAA) wptywaly stymulujaco na wzrost
pedow w sposob zalezny od ich stezenia (Tab. 19). Auksyny zwigkszaly takze §wiezg mase
pedow jagody kamczackiej. U odmiany ‘Zojka’, najwyzszy przyrost $wiezej masy w porownaniu
z pozywka kontrolna uzyskano w obecnosci 2,5 mg'L™? IBA i 4,0 mgL™ IAA, a u odmiany
‘Wojtek’ pod wpltywem samego IBA (2,5 i 4 mgL™) (Tab. 10). Auksyna byla tez czynnikiem
stymulujgcym tworzenie lisci u jagody kamczackiej w warunkach in vitro.

Tabela 10. Wplyw auksyn na dlugo$¢ pedu, liczbe lisci i $wiezg mas¢ pedow jagody kamczackiej
2 odmian ‘Zojka’ i ‘“Wojtek’

L.p. Dhugo$¢ pedu [mm] Liczba lisci/ped Swieza masa [mg]
‘Zojka’ ‘Wojtek’ ‘Zojka’ ‘Wojtek’ ‘Zojka’ ‘Wojtek’
1. 40,5 43,6 9,6 9,8 42,8 65,8
2. 43,5 45,6 9,6 9,8 46,1 64,4
3. 54,2 52,6 11,0 10,0 69,7 66,6
4. 60,2 76,6 11,5 11,3 81,7 118,6
5. 61,2 76,5 11,1 11,8 77,7 110,9
6. 46,4 41,6 9,4 9,5 50,7 56,4
1. 57,5 55,2 10,2 11,0 60,4 71,1
8. 57,4 66,0 10,6 11,0 70,6 72,4
9. 68,0 66,2 11,6 12,1 82,9 79,4
10. 54,4 48,2 10,9 10,6 76,6 61,0
11. 64,1 63,1 12,2 10,6 81,9 65,6
12. 77,6 63,8 11,6 10,4 90,8 61,3

Wyniki badan wykazaty takze, iz wysokie stezenie auksyn, ktore stymulowalo tworzenie korzeni
1 przyrost $wieze] masy liSci obnizato zawarto$§¢ chlorofilu w lisciach. U odmiany ‘Zojka’
najnizszy poziom chlorofilu stwierdzono w pedach traktowanych IBA (2,5 mgL™) i IAA
(4 mg'L'™"), natomiast u odmiany ‘u odmiany ‘Wojtek’ pod wptywem IBA w stezeniu 4 mg'L
(Rys. 20).

'Wojtek' B chlorofil a
‘Zojka’ achlorofil a 400.0 - Sehlorofil b
0 mehlorofil b 350.0 & chlorofil a+b
350.0 - & chlorofil a+b

300.0 -
250.0
200.0
150.0 -
100.0 -
50.0

0.0 -

NN W
o a o
© o 9o
o o o

150.0 -

Chlorofil
(1g/100 mg $w. masy)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Traktowania

Traktowania

Rys. 20. Wptyw auksyn na zawarto$¢ chlorofilu w lisciach jagody kamczackiej po 5 tygodniach
ukorzeniania in vitro

Doswiadczenie 2. Badano wptyw cukrow, temperatury i soli azotowych w obecnos$ci auksyny
na wzrost i rozwoj pedoéw jagody kamczackiej podczas ukorzeniania in vitro. Wykonano 12
traktowan dla kazdej odmiany. W kazdej kombinacji byto 5 powtdrzen, powtdrzeniem byl stoik
z 5 eksplantatami.
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Sacharoza

13. Sacharoza 10 gL *+NAA 0,1 mgL™

14. Sacharoza 30 gL+NAA 0,1 mgL*

15. Sacharoza 50 gL+NAA 0,1 mgL*

Glukoza

16. Glukoza 10 gL"+NAA 0,1 mgL™

17. Glukoza 10 gL"+NAA 0,1 mgL™

18. Glukoza 10 gL*+NAA 0,1 mgL™
Temperatura 15°C=1

19. 100% KNOs, 100% NH4NO;+IBA 0,5 mgL™
20. 50% KNO3, 50% NH,NOz+ IBA 0,5 mgL™
21. 25% KNO3, 25% NH,NOz+ IBA 0,5 mgL™
Temperatura 23°Cx1

22.100% KNO;, 100% NH,NO;+IBA 0,5 mgL™
23. 50% KNO3, 50% NH,NOz+ IBA 0,5 mgL™
24. 25% KNO3, 25% NH,NOz+ IBA 0,5 mgL™

Wyniki badan wykazaty, ze rodzaj i stezenie cukru w pozywce wptywaly na dtugos$¢ pedu oraz
liczbe lisci/ped jagody kamczackiej. U odmiany ‘Zojka’ obserwowano tworzenie wyzszych
pedow na pozywce z sacharozg (47,8 mm) niz glukoza (35,1 mm), w przypadku ich aplikacji
w stezeniu 10 g LY. U obu odmian, najwigcej liSci na pedzie zanotowano na pozywce
zawierajace] sacharoze w stezeniu 30 g'L'l, odpowiednio 11,7 lisci/ped u odm. ‘Zojka’ i 11,0
lisci/ped u odm. “Wojtek’ (Tab. 11).Wykazano, ze pedy obu odmian jagody kamczackiej rosngce
w temperaturze 15°C byly niskie, z liczbg lisci w przedziale od 8,0 do 10,4. Swieza masa tych
pedow byta rowniez nizsza w poréwnaniu do pedow rosngcych w temperaturze 23°C. Obnizenie
soli azotowych w pozywce MS (50% 1 25%) u odmiany ‘Zojka’ (w 15°C) hamowato rozwoj
pedow i obnizato $wiezg masg pedow (Tab. 11).

Tabela 11. Wptyw cukru, soli azotowych i temperatury na dtlugo$é¢ pedu, liczbe lisci i §wiezg maseg
pedow jagody kamczackiej odmiany ‘Zojka’ i “Wojtek’

L.p. | Dlugosé pedu [mm] Liczba lisci/ped Swieza masa [mg]

‘Zojka’ | ‘Wojtek’ ‘Zojka’ ‘Wojtek’ ‘Zojka’ ‘Wojtek’

SACHAROZA

13. 47,8 45,8 10,2 11,7 50,8 39,6

14. 58,2 44,0 11,7 11,0 66,2 41,6

15. 37,4 29,5 8,4 8,2 58,0 37,8

GLUKOZA

16. 35,1 32,6 10,4 9,5 46,8 35,7

17. 43,8 40,8 10,4 9,8 65,8 38,8

18. 31,0 29,4 7,7 7,4 49,1 43,6

Temperatura 15°C+£1

19. 46,4 35,5 10,4 8,0 50,4 36,9

20. 39,2 34,6 9,0 8,1 36,0 32,5

21, 39,2 33,1 9,7 8,1 30,4 32,2

Temperatura 23°C+£1

22. 43,6 54,6 8,6 9,5 47,6 62,6

23. 50,5 50,9 91 8,5 56,8 51,9

24, 49,6 36,6 8,0 8,1 57,2 454

Stwierdzono, ze wysoki poziom cukru w pozywce w stgzeniu 50 g'L'1 (sacharoza u odm. ‘Zojka’
i glukoza u odm. ‘Wojtek’) obniza zawarto$¢ chlorofilu w lisciach jagody kamczackiej
(Rys. 21). Réwniez zmniejszenie soli azotowych do 25% znacznie obnizato zawarto$¢ chlorofilu
w lisciach u obu odmian (Rys. 22).
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Rys. 21. Wptyw cukrow na zwarto$¢ chlorofilu w lisciach dwoch odmian jagody kamczackiej
'Zojka’ Cha "Wojtek' cha
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Rys. 22. Wptyw temperatury i soli azotowych na zawarto$¢ chlorofilu w lisciach dwoch odmian jagody
kamczackiej
Czosnek (Alium sativum L.)

Podczas ukorzeniania (cebulowania) in vitro przeprowadzono oceng¢ wzrostu i rozwoju
czosnku. Okre§lano wplyw cytokinin: kinetyny, NAA, BAP oraz TDZ na ten proces. U odmiany
'Jarus stwierdzono pozytywny wpltyw 1 mg 1" BAP na liczbe lisci (2,9/eksplantat) wytworzonych na
etapie cebulowania in vitro. U odmiany 'Ornak', stymulujacy wptyw na tworzenie lisci
(4,7/eksplantat) miat tidiazuron (1,0 mg-L'l) podany tacznie z NAA. W obecnosci TDZ (0,1 mg LY
1 NAA uzyskano najdtuzsze pedy (29,7 cm) u odmiany 'Ornak’. W przypadku odmiany 'Jarus',
stymulujacy wplyw na wzrost pgdow miata kinetyka podana tacznie z NAA (Tab. 25).

Tabela 12. Wptyw regulatoréw wzrostu w pozywce B5 na wzrost i rozwdj pedow czosnku odmiany
‘Ornak’ i ‘Jarus’ na etapie ukorzeniania in vitro

‘Ornak’ ‘Jarus’
eIy et Liczba | Diugod¢ | Liczba | Diugosd
[mg-L"] lisci [cm] lisci [cm]

10 Kin; 0,1 NAA 42 20,0 22 10,4
1 BAP; +PPM 35 11,8 2.9 13,1
1TDZ; INAA; +PPM 47 16,0 2,0 55
0,1 TDZ; 0,1 NAA: +PPM | 3,7 29,7 2.1 9,5
10 Kin; 0,1 NAA; +PPM__ |30 12,0 22 16,1

VII. Ocena tozsamosci genetycznej roslin truskawki, maliny, jagody kamczackiej, czosnku
podczas ukorzeniania metoda in vitro

1 etap: Ocena tozsamosci genetycznej jagody kamczackiej z wykorzystaniem markerow ISSR
Materiat do badan stanowily dwie odmiany jagody kamczackiej ‘Wojtek’ oraz ‘Zojka’.

Ponowna ocena tozsamos$ci genetycznej badanych odmian zostala wykonana przy uzyciu
14 marker6w ISSR (810, 827, 865, 822, 823, 825, 828, 830, 834, 840, 843, 846, 853, 855), ktore
w badaniach przeprowadzonych w latach 2015-2016 generowaty produkty PCR. Przebadane
zostaly zarowno rosliny donorowe, z ktérych pobierane byty paki do zatozenia kultur in vitro
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(matecznik szklarniowy), jak i ro$liny z matecznika w kulturach in vitro. Pobrany materiat
roslinny zostat utarty w ciektym azocie, a nastepnie przy uzyciu komercyjnego zestawu DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen) zostal wyizolowany genomowy DNA w ilo$ci 2 powtorzen dla kazdej
badanej proby. Nastepnie przy uzyciu spektrofotometru Epoch (BioTek) przeprowadzono oceng
ilosciowg i jakosciowa prob DNA. Tak przygotowane preparaty genomowego DNA stanowity
matryce do przeprowadzenia reakcji PCR z wuzyciem starterow ISSR. Reakcje PCR
z wykorzystaniem starterow ISSR przeprowadzone zostaly w mieszaninie reakcyjnej
zawierajacej: 20 ng matrycy DNA; 1X Dream Taq Green Buffer (Thermo Fisher Scientific);
0,65ul dNTPs (10mM) (Promega); 0,45ul startera (10uM); 0,5U Dream Taq Green Polymerase
(Thermo Fisher Scientific). Reakcja prowadzono w termocyklerze C1000 Thermal Cycler (Bio-
Rad) wedhug profilu termicznego: denaturacja wstepna w temp. 94°C przez 5 minut; nastepnie
45 cykli reakcyjnych (94°C przez 30 sekund, przytaczanie starterow 55°C przez 40 sekund,
wydhuzanie 72°C przez 90 sekund), koncowe wydtuzanie w temp. 72°C przez 7 minut oraz
koncowe schtadzanie prob do 10°C. Produkty amplifikacji PCR rozdzielano w 1,5% zelu
agarozowym z barwnikiem Simply Safe™ (EURx) w buforze 0,5x TBE przy napieciu 60V przez
1,5 godziny w aparacie Multi Sub™ Screen (Clever Scientific Ltd.). Rozdziaty elektroforetyczne
uwidaczniane zostaty w $wietle UV i fotografowane przy pomocy kamery Syngen Biotech.
Dtugo$é produktow ISSR-PCR oceniano wedhug 0,5ug wzorca GeneRuler " 100bp DNA Ladder
Plus (Thermo Fisher Scientific). Podczas analizy elektroforegramow oceniano liczbe prazkéw
(produktow ISSR) oraz ich wielkos¢.

Sposrod 14 testowanych starteréw ISSR, wszystkie generowaty produkty amplifikacji
w reakcji PCR, a 4 z nich ré6znicowaty badane odmiany. Na podstawie analiz elektroforegramow
potwierdzono tozsamo$¢ genetyczng odmian zaproponowanych do badan. Wyniki analiz
przedstawiono w tabeli 13, natomiast ponizsze zdjecia przedstawiaja przyktadowe rozdzialty
elektroforetyczne markeréw ISSR dla badanych odmian jagody kamczackie;.
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Rys. 23. Elektroforetyczny rozdziat produktow amplifikacji DNA badanych roslin matecznych jagody
kamczackiej (‘Wojtek' — 1,2,3,4 i 'Zojka' — 5,6,7,8) wykonanych technika ISSR-PCR przy zastosowaniu
startera A — 810, B - 825, C- 865, D — 822, E — 823, F - 843. Wzorzec masowy (M) — 100 bp DNA
Ladder (Fermentas).
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Tabela 13. Analiza markerow ISSR w ro$linach matecznych jagody kamczackiej.

numer q 2 . liczba produktéw amplifikacji
gatunek startera wielkos¢ produktow polimorfizm [%0]
ISSR amplifikacji [pz] ogolem polimorficzne
810 1500 — 500 6 1 16,7
822 2000 — 400 9 0 0
823 2000 — 400 13 0 0
825 2000 — 200 11 2 18,2
827 2500 — 550 12 1 8,3
828 1200 — 1000 2 0 0
jagoda 830 1700 1 0 0
kamczacka 834 900 - 400 3 0 0
840 1500 — 1000 2 0 0
843 1500 — 300 9 0 0
846 1700 — 800 3 0 0
853 2000 — 500 6 0 0
855 1500 — 500 4 0 0
865 1500 — 500 6 3 50,0

2 etap: Analiza markerow ISSR dla jagody kamczackiej oraz czosnku
Material badawczy stanowily 2 odmiany jagody kamczackiej ‘Wojtek’ i ‘Zojka’ na etapie

ukorzeniania pedow In vitro na pozywce MS o zrdéznicowanym poziomie auksyn (IBA, IAA
lub/i NAA), cukru i azotu oraz rosngcych w réznych temperaturach. Kontrolg stanowita
pozywka MS (100% N, sacharoza 30 g'L™"). Do analiz zmiennosci genetycznej czosnku na etapie
ukorzeniania, pobrano materiat ro$linny odm. ‘Ornak’, ktéry byl traktowany rybawiryng oraz po
termoterapii w celu uwolnienia od wirusow. Material roslinny zostat utarty w ciektym azocie,
a nastepnie przy uzyciu komercyjnego zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) izolowano
genomowy DNA, dla ktorego przeprowadzono oceng ilosciowg i jako$ciowg prob (Tab. 14).
Tak przygotowane preparaty genomowego DNA stanowily matryce do przeprowadzenia reakcji
PCR z uzyciem starterow ISSR. Do analiz zostaly wytypowane konkretne zestawy markerow —
dla jagody — 4 startery (825, 810, 827, 865), dla czosnku — 5 starteréw (822, 823, 825, 853, 855).
Reakcje PCR z wykorzystaniem starterow ISSR przeprowadzone zostaly w mieszaninie
reakcyjnej zawierajacej: 20 ng matrycy DNA; 1X DreamTaq Green Buffer (Thermo Fisher
Scientific); 0,65 pl dNTPs (10 mM) (Promega); 0,45ul startera (10 uM); 0,5U DreamTaq Green
Polymerase (Thermo Fisher Scientific). Reakcje prowadzono w termocyklerze C1000
ThermalCycler (Bio-Rad) wedtug profilu termicznego: denaturacja wstgpna w temp. 94°C przez
5 minut; nastgpnie 45 cykli reakcyjnych (94°C przez 30 sekund, przytaczanie starteroéw 55°C
przez 40 sekund, wydtuzanie 72°C przez 90 sekund), koncowe wydtuzanie w temp. 72°C przez
7 minut oraz koncowe schladzanie prob do 10°C. Produkty amplifikacji PCR rozdzielano
W 1,5% zelu agarozowym z barwnikiem Simply Safe™ (EURx) w buforze 0,5x TBE przy
napieciu 60V przez 1,5 godziny w aparacie Multi Sub™ Screen (Clever Scientific Ltd.).
Rozdziaty elektroforetyczne uwidaczniano w $wietle UV 1 fotografowano przy pomocy kamery
Syngen Biotech. Diugos¢ produktow ISSR-PCR oceniano wedlug 0,5 pg wzorca
GeneRuler™100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific). Podczas analizy
elektroforegraméw oceniano liczbe prazkéw (produktow ISSR), ich wielkos¢ oraz
zroznicowanie pomiedzy badanymi probami.

Jagoda kamczacka
Przy uzyciu analiz markeréw ISRR wykazano, iz dodanie IBA w stezeniu 0,1 i 4,0 mgL™

do pozywki MS zawierajacej 100% soli azotowych indukuje w pedach odmiany 'Wojtek'
zmienno$¢ na poziomie 12,5% (Tab. 15). W przypadku ukorzeniania pedéw odm. ‘Wojtek’ na
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pozywce MS o zredukowanym poziomie soli azotowych 1 IBA w stezeniu 0,5 mg'L‘l, WYZSZg
zmiennos$¢ obserwowano podczas wzrostu roslin w 23°C (20,8%) niz 15°C (12,5%). U roslin
odmiany ‘Zojka’ zaobserwowano zjawisko zmiennos$ci w kulturach in vitro podczas wzrostu na
pozywkach zawierajacych rozne stezenia IAA lub IBA+IAA na srednim poziomie 16,7% (Tab. 15).

Tabela 14. Wyniki pomiaru spektrofotometrycznego preparatow DNA izolowanych z ro$lin jagody
kamczackiej (podano $rednig z dwdch powtorzen).

odmiana nazwa probki oznaczenie ng/ul 26050
M1-IBAO,1 mgL* M1 18,383 1,786

M4 — IBA 4,0 mgL* M4 20,332 1,493

M5 — 1AA 0,1 mgL™* M5 21,817 1,717

M8 — IAA 4,0 mgL* M8 13,110 1,745

M9 — IBA 0,1 mgL*+ IAA 0,1 mgL™ M9 14,332 1,797

Wojtek M10 - IBA 1,0 mgL*+ IAA 1,0 mgL* M10 20,833 1,844
M11-IBA25mgLt+ IAA 4,0 mgL™? M11 25,573 1,730

M20 — sacharoza 30 gL™ + NAA 0,1 mgL™ M20 29,644 1,829

M23 — glukoza 30 gL™* + NAA 0,1 mg'L* M23 28,556 1,844

M15 — 50% KNOs, NH4NO; + IBA 0,5 mgL?, 15°C M15 31,484 1,873

M16 — 50% KNOs, NH4NO; + IBA 0,5 mgL*?, 23°C M16 45,268 1,751

MO — 100%N, sacharoza 30 g'L™* MO 21,787 1,831
S1-IBA0,1mgL* S1 18,182 1,726

S4—1BA 4,0 mgL* S4 14,226 1,757

S5-I1AA 0,1 mgL* S5 16,541 1,720

S8 —IAA 4,0 mgL? S8 42,377 1,728

S9-IBA 0,1 mgL?+IAA 0,1 mgL* S9 26,348 1,728

Zojka S10-IBA1,0 mgL*+IAA 1,0 mgL* S10 29,732 1,749
S11-IBA2,5mgLt+ IAA4,0 mgL? S11 18,184 1,753

$20 — sacharoza 30 gL + NAA 0,1 mgL™? S20 35,615 1,753

$23 —glukoza 30 gL+ NAA 0,1 mgL? S23 43,730 1,857

S15 - 50% KNO3, NH4NO; + IBA 0,5 mgL™, 15°C S15 38,751 1,752

S16 — 50% KNO3;, NH4NOs + IBA 0,5 mg'L?, 23°C S16 53,029 1,768

S0 —100% N, sacharoza 30 gL™ S0 18,919 1,749

Tabela 15. Analiza markerow ISSR dwoch odmian jagody kamczackiej podczas ukorzeniania w
warunkach in vitro (‘-* — brak produktow PCR).

starter p:voislli(l(()ts'o'éw liczba produktéw amplifikacji
odmiana | nr pozywki I polimorfizm [%]

Jei amp[l;:Z';(aCJ' ogolem polimorficzne
825 500 - 1000 3 0 0
810 6001300 4 0 0

M1 827 300_ 700 2 1 500 125
865 300 — 1400 6 0 0
825 5001000 3 0 0
810 6001300 4 0 0

M4 827 300_ 700 2 1 50,0 125
865 300 — 1400 6 0 0
825 5001000 3 0 0
810 6001300 4 0 0

M5 827 700 1 0 0 0

Wojtek’ 865 300 1400 6 0 0

825 500 — 1000 3 0 0
810 600 1300 4 0 0

M8 827 700 1 0 0 0
865 300 — 1400 6 0 0
825 5001000 3 0 0
810 6001300 4 0 0

M9 827 700 1 0 0 0
865 300 — 1400 6 0 0
825 500 — 1000 3 0 0
810 6001300 4 0 0

M10 827 700 1 0 0 0
865 300 1400 6 0 0
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825 500 1000 3 0 0
810 6001300 4 0 0
Mi1 827 700 1 0 0 0
865 300 — 1400 6 0 0
825 500 1000 3 0 0
810 600 1300 3 0 0
M20 827 300 700 2 0 0 0
865 300 ~ 1400 7 0 0
825 500 1000 3 0 0
810 600 1300 2 0 0
M23 827 300700 3 0 0 0
865 300~ 1400 7 0 0
825 5001000 4 1 250
810 6001300 ) 0 0
M15 827 500~ 700 ) 1 750 125
865 300 1400 6 0 0
825 500 1000 3 1 33
810 600 1300 4 0 0
M16 827 500 700 ) 2 500 208
865 300~ 1400 6 0 0
825 500 1000 3 0 0
810 - - - -
st 827 200~ 700 3 0 0 0
865 300700 3 0 0
825 500 — 1000 3 0 0
810 - - - -
s4 827 200700 3 0 0 0
865 300700 3 0 0
825 500~ 1000 3 0 0
810 - - - -
S5 827 200700 3 0 0 16,7
865 300~ 2000 6 3 50,0
825 500 1000 3 0 0
810 - - - -
S8 827 200~ 700 3 0 0 16,7
865 300 2000 6 3 50,0
825 5001000 3 0 0
810 - - - -
S9 827 200700 3 0 0 16,7
865 300~ 2000 6 3 500
825 5001000 3 0 0
N 810 - - - -
Zojka S10 827 200700 3 0 0 16,7
865 300~ 2000 6 3 50,0
825 500 1000 3 0 0
810 - - - -
Si1 827 200700 3 0 0 16,7
865 300 2000 6 3 500
825 3001000 9 0 0
810 500 1000 5 0 0
M20 827 200 1700 5 0 0 0
865 300 1000 6 0 0
825 3001000 9 0 0
810 5001000 5 0 0
M23 827 2001700 6 0 0 0
865 3001000 4 0 0
825 300 1000 9 0 0
810 5001000 5 0 0
M15 827 2001700 4 0 0 0
865 300 1000 B 0 0
825 3001000 9 0 0
810 500 1000 7 0 0
M16 827 200 1700 5 0 0 0
865 3001000 6 0 0
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Czosnek

Przeprowadzono analiz¢ markerow ISSR réznicujacych mikrosadzonki czosnku odmiany
‘Ornak’ podczas ukorzeniania w warunkach kultur in vitro. Do analiz pobrano material roslinny
traktowany rybawiryng oraz poddany termoterapii razem z odpowiadajagcymi im probami
kontrolnymi. W sumie zebrano 5 prob materiatu roslinnego, z ktorych wyizolowany DNA
postuzyt jako matryca do analiz tozsamos$ci genetycznej z wykorzystaniem markeréw ISSR.
Wyniki pomiarow spektrofotometrycznych uzyskanych preparatow DNA przedstawia Tabela 16.
Podczas analizy elektroforegraméw produktow ISSR oceniano liczbe prazkow (produktow
ISSR), ich wielko§¢ oraz zroznicowanie pomiedzy roslinami kontrolnymi, a roslinami
poddanymi procesowi odwirusowywania. Analiza z wykorzystaniem markeréw ISSR nie
wykazala zmiennosci u badanych mikrosadzonek (Tab. 17).

Tabela 16. Wyniki pomiaru spektrofotometrycznego preparatdw DNA izolowanych z ro$lin czosnku
(podano $rednig z dwdch powtorzen).

gatunek odmiana Eggi:’c ;:ﬁ:(:gvrv;?;,? oznaczenie ng/ul 2070
termoterapia (O-T) O-T 40,166 1,815

kontrola po termoterapii (O-KT) O-KT 65,567 1,824

czosnek 'Ornak’ rybawiryna (O-R) O-R 28,258 1,726
kontrola po rybawirynie (O-KR) O-KR 43,012 1,757

kontrola (O-K) O-K 41,369 1,659

Tabela 17. Analiza markeréw ISSR czosnku odmiany ‘Ornak’ podczas ukorzeniania w warunkach in
vitro.

wielkos¢ . . q -
sdmiana - SERET pro d.u.kt()vyl liczba produktéw amplifikacji olimorfizm [9%]
ISSR amplifikacji
[pz] ogolem polimorficzne
822 2000 — 1000 7 0 0
823 1200 - 400 8 0 0
poddane 825 1350 - 500 6 0 0 0
termoterapii
853 2000 — 500 10 0 0
‘Omak’ 855 1500 — 500 11 0 0
822 600 — 1300 7 0 0
823 300 - 700 8 0 0
traktowane 825 300 - 1400 6 0 0 0
rybawiryng
853 500 — 1000 11 0 0
855 600 — 1300 10 0 0

3 etap: Analiza markeréow AFLP dla truskawki, maliny, czosnku oraz jagody kamczackiej

W roku 2017 przeprowadzono analiz¢ markerow AFLP rdéznicujacych odmiany
truskawki, maliny, jagody kamczackiej oraz czosnku podczas ukorzeniania w warunkach kultur
in vitro. Do analiz pobrano materiat roslinny dwoch odmian truskawki ‘Selva’ i ‘Grandarosa’
rosnagcych na réznych pozywkach mineralnych (wg Boxusa i MS), o ré6znym poziomie soli
azotowych 1 auksyny (IBA); dwdch odmian jagody kamczackiej ‘Zojka’ 1 “Wojtek’ rosngcych na
pozywkach MS o zroéznicowanym poziomie auksyn (IBA, IAA Iub/i NAA), cukru i soli
azotowych w réznych temperaturach; oraz jednej odmiany czosnku ‘Ornak’ traktowanej
rybawiryng lub po termoterapii w celu odwirusowania (Tab. 18).
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Tabela 18. Sktad pozywki podczas ukorzeniania w kulturach in vitro dla badanych odmian jagody
kamczackiej, czosnku oraz truskawki.

gatunek nr proby sklad pozywki/traktowanie
S1/M1 IBA 0,1 mgL?
S4/M4 IBA 4,0 mgL?
S5/M5 IAA 0,1 mgL*
S8/M8 IAA 4,0 mgL*
S9/M9 IBA0,1 mgL*+I1AA0,1 mgL*
jagoda
kamczacka S10/M10 IBAL10mgL'+I1AA 1,0 mgL™
(‘Zojka’/ S11/M11 IBA 2,5 mgL?+ IAA 4,0 mgL™
"Wojtek’)
S20/M20 sacharoza 30 gL™* + NAA 0,1 mgL™?
S23/M23 glukoza 30 gL+ NAA 0,1 mgL*
S15/M15 50% KNO3, NH4NO3 + IBA 0,5 mgL™, 15°C
S16/M16 50% KNO3, NH4NO3 + IBA 0,5 mgL™, 23°C
S0/ MO pozywka podstawowa MS (kontrola) 100%N, sacharoza 30 gL
Oo-T Termoterapia
O-KT Kontrola po termoterapii
(?éiflr;ilf) O-R Rybawiryna
O-KR Kontrola po rybawirynie
0O-K Kontrola
1/13 pozywka podstawowa wg Boxusa 100% N + IBA 0,0 mgL™
2/14 wg Boxusa 100% N + IBA 0,1 mgL™
3/15 wg Boxusa 100% N + IBA 1,0 mgL™
4/16 wg Boxusa 50% N + IBA 0,0 mg'L™?
5/17 wg Boxusa 50% N + IBA 0,1 mgL™*
truskawka 6/18 wg Boxusa 50% N + IBA 1,0 mgL™*
(‘Grandarosa’/’S
elva’) 7/19 pozywka podstawowa MS 100% N + IBA 0,0 mgL™
8/20 MS 100% N + IBA 0,1 mgL™
9/21 MS 100% N + IBA 1,0 mgL™
10/22 MS 50% N + IBA 0,0 mg'L?
11/23 MS 50% N + IBA 0,1 mgL?
12/24 MS 50% N + IBA 1,0 mg'L?

Analize AFLP-PCR przeprowadzono wg metodyki opisanej przez Vos i in. (1995)
z wykorzystaniem 5 par starterow AFLP dla truskawki (Pst-TC/Mse-AT, Pst-GA/Mse-GA, Pst-
CC/Mse-GG, Pst-GC/Mse-GC, Pst-AG/Mse-CG), maliny (Pst-AT/Mse-AT, Pst-AT/Mse-TC,
Pst-AC/Mse-AC, Pst-CC/Mse-CC, Pst-CC/Mse-GG) oraz czosnku (Pst-TC/Mse-TC, Pst-
AA/Mse-AC, Pst-CC/Mse-CC, Pst-CC/Mse-GG, Pst-TT/Mse-CC) oraz 4 pary starterow AFLP
dla jagody kamczackiej (Pst-CC/Mse-CC, Pst-TT/Mse-CC, Pst-GC/Mse-TA, Pst-CG/Mse-AG).
Wyizolowane preparaty DNA (50 ng) trawiono enzymami restrykcyjnymi Msel oraz Pstl,
z ktérych  pierwszy rozpoznaje sekwencje 5°...T|TAA...3°, a drugi sekwencje
5°...CTGCA|G...3’. Po termicznej inaktywacji enzymow restrykcyjnych do uzyskanych
‘lepkich koncow’ przytaczano przy pomocy ligazy T4 (Promega) odpowiednie adaptery o znanej
sekwencji (Pstl Adapter 1/Pstl Adapter 2 oraz Msel Adapter 1/Msel Adapter 2), ktore postuzyty
jako miejsce przylaczania starterow we wstepnej reakcji PCR. Reakcje PCR przeprowadzono
w dwoch etapach: 1. we wstepnych reakcjach PCR powielano DNA przy uzyciu starterow
komplementarnych do sekwencji adapterow (Msel Primer PCR1 oraz Pstl Primer PCR1);
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2. W reakcjach réznicujacych amplifikowano fragmenty DNA przy uzyciu par starterow
komplementarnych do sekwencji adapterow, ale wzbogaconych o dodatkowe 2 nukleotydy na
koncach 3’ (Pst-TC, Mse-GA itd.). Reakcje wstepnej amplifikacji przeprowadzono w 40 pl
mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: 3 pl matrycy DNA z przytaczonymi adapterami; 1X Taq
Polymerase Reaction Buffer (Sigma-Aldrich); 0,8 ul dNTPs (10 mM) (Promega); 1,2 ul kazdego
z pary starterow (10 uM); 0,75 U Taq DNA Polymerase (Sigma-Aldrich). Reakcje
przeprowadzono w termocyklerze C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad) wedlug profilu
termicznego: denaturacja wstepna w temp. 94°C przez 4 minuty; nastepnie 30 cykli reakcyjnych
(denaturacja 94°C przez 30 sekund, przylaczanie starterow 60°C przez 30 sekund, wydtuzanie
72°C przez 60 sekund) oraz koncowe wydthuzanie w temp. 72°C przez 7 minut. W koncowym
etapie proby schiadzano do 10°C. Do przeprowadzenia rdznicujacej amplifikacji uzyto par
starterow komplementarnych do sekwencji adapterow, ale wzbogaconych o 2 nukleotydy na
koncu 3’. Jako matryce wykorzystano 30-krotnie rozcienczone produkty wstepnej amplifikacji.
Reakcje prowadzono w 20 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: 3 pul matrycy DNA
rozcienczonej 1:30; 1X Taq Polymerase Reaction Buffer (Sigma-Aldrich); 0,4 ul dNTPs (10
mM) (Promega); 0,5 ul startera Pstl-NN (10 uM) oraz 0,65 pl startera Msel-NN (10 uM); 0,75U
Tag DNA Polymerase (Sigma-Aldrich). Reakcje przeprowadzono w termocyklerze C1000
Thermal Cycler (Bio-Rad) wedtug profilu termicznego: denaturacja wstepna w temp. 94°C przez
4 minuty; nastgpnie 13 cykli reakcyjnych (denaturacja 94°C przez 30 sekund, przylaczanie
starterow w temp. 65-56°C przez 30 sekund — temp. przylaczania starterow malata w kazdym
cyklu o 0,7°C, wydtuzanie 72°C przez 60 sekund); 26 cykli (denaturacja 94°C przez 30 sekund,
przytaczanie starterow w temp. 56°C przez 30 sekund, wydtuzanie 72°C przez 60 sekund) oraz
koncowe wydluzanie w temp. 72°C przez 7 minut. W koncowym etapie proby schtadzano do
10°C. Produkty roznicujacych reakcji PCR rozdzielano w 6% denaturujagcym zelu
poliakrylamidowym w celu jak najlepszego uwidocznienia prazkow réznicujacych badane
ro$liny 1 genotypy. W tym celu mieszaniny reakcyjne po réznicujacych reakcjach PCR poddano
denaturacji w temp. 94°C przez 5 minut w buforze zawierajacym: 98% amid kwasu
mrowkowego (formamid), 10mM EDTA (pH 8,0) i 0,1% biekit bromofenolowy. Denaturowane
produkty PCR oraz wzorce masowe (10 bp i 50 bp DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific)
rozdzielano elektroforetycznie w zelu poliakrylamidowym zawierajacym 7,5 M mocznika.
Elektroforeze¢ prowadzono w buforze 0,5x TBE przy napieciu 80 W, natezeniu 200 mA przez 3-
4 godziny w aparacie C.B.S. Scientific, Dual Dedicated Height Nucleic Acid Sequencer.
Rozdzielone produkty AFLP wybarwiano w roztworze azotanu srebra — zel wytrzasano
w ciemnos$ci przez ok. 30 minut w 0,1% roztworze azotanu srebra z dodatkiem 0,05%
formaldehydu, nast¢pnie plukano w roztworze wodnym weglanu sodu (30 g-L'l) w obecnosci
tiosiarczanu sodu (2 mg-L™) i 0,05% formaldehydu. Reakcje barwienia zatrzymywano przez
zanurzenie zelu w 10% roztworze kwasu octowego. Nastepnie zel suszono, opisywano oraz
fotografowano w celu analizy prazkow AFLP. Podczas analizy elektroforegramow produktow
AFLP oceniano liczbg prazkow (produktow AFLP), ich wielko$¢ oraz zréznicowanie pomigdzy
ro$linami kontrolnymi, a ro$linami rosngcymi na pozywkach o zréznicowanym sktadzie. Ponizej
przedstawiono wyniki analiz markerow AFLP dla dwoch odmian truskawki (Tab. 19), jagody
kamczackiej (Tab. 20), czosnku (Tab. 21) oraz maliny (Tab. 22).

Przy zastosowaniu markerow AFLP, wyzsza zmienno$¢ w pedach truskawki na etapie
ukorzeniania stwierdzono u odmiany ‘Grandarosa’ niz ‘Selva’. U roslin odmiany ‘Selva’,
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najwyzszy stopien zmiennosci (1,7%) obserwowano podczas ukorzeniania na pozywce MS
zawierajacej 50% soli azotowych, bez dodatku IBA, natomiast najnizszy (0,8%) u roslin
ukorzenianych na pozywce MS zawierajacej 100% soli azotu i 1,0 mgL™ IBA. Podczas
ukorzenianie pedéw odm. ‘Selva’ na pozywce wg Boxusa, niewielka zmiennos¢ genetyczng
obserwowano jedynie przy zredukowanym do 50% poziomie soli azotowych i obecnosci
0,1 mg'L'1 IBA. U ro$lin odm. ‘Grandarosa’ najwyzszy stopien zmienno$ci obserwowano u pedow
ukorzenianych na pozywce wg Boxusa zawierajacej 50% i 1,0 mg'L™ IBA (5,7%) (Tab. 19).

Przy zastosowaniu markeréw AFLP, wyzsza zmienno$¢ w pedach jagody kamczackiej na
etapie ukorzeniania stwierdzono u odmiany ‘Zojka’ niz ‘Wojtek’. U odm. ‘Zojka’, najwyzszy
poziom zmiennos$ci (6,4 1 5%) obserwowano na pozywce MS zawierajacej 50% soli azotowych
i 0,5 mgL™ IBA, odpowiednio w temp. 15°C i 23°C (Rys. 24). Najwyzszy poziom zmiennoci
(4,7%) u roslin odmiany ‘Wojtek’ obserwowano podczas ukorzeniania na pozywce zawierajacej
NAA (0,1 mgL™) (Tab. 20).

U mikrosadzonek czosnku odmiany ‘Ornak’ analiza markerow AFLP wykazata
zmienno$¢ na poziomie 2,8% u roslin poddanych termoterapii oraz 4% u ro$lin traktowanych
rybawiryng w porownaniu z kontrolg nietraktowang (Tab. 21).

Tabela 19. Analiza marker6w AFLP dla truskawki podczas ukorzeniania w warunkach kultur in vitro.

wielko$¢ liczba produktow
odmiana nr pozywki pary ;;aigerow :r:l(;;(liil;ilgggi ) QP ka-ql - polimorfizm [%]
Ip7] ogolem polimorficzne
Pst-TC/Mse-AT 500-300 24 3 12,5
Pst-GA/Mse-GA 700-200 30 0 0
13 Pst-CC/Mse-GG 700-70 24 3 12,5 5,0
Pst-GC/Mse-GC 800-200 32 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 42 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 24 0 0
Pst-GA/Mse-GA 700-200 29 0 0
14 Pst-CC/Mse-GG 700-70 26 0 0 0
Pst-GC/Mse-GC 800-200 29 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 40 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 23 0 0
Pst-GA/Mse-GA 700-200 29 0 0
15 Pst-CC/Mse-GG 700-70 25 0 0 0
Pst-GC/Mse-GC 800-200 24 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 36 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 27 0 0
Pst-GA/Mse-GA 700-200 28 0 0
16 Pst-CC/Mse-GG 700-70 24 0 0 0
Pst-GC/Mse-GC 800-200 23 0 0
'Selval Pst-AG/Mse-CG 650-100 38 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 24 1 42
Pst-GA/Mse-GA 700-200 28 0 0
17 Pst-CC/Mse-GG 700-70 23 0 0 0,8
Pst-GC/Mse-GC 800-200 23 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 37 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 24 0 0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 28 0 0
18 Pst-CC/Mse-GG 800-70 23 0 0 0
Pst-GC/Mse-GC 800-50 23 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 37 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-350 23 0 0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 28 0 0
20 Pst-CC/Mse-GG 800-70 25 0 0 0
Pst-GC/Mse-GC 800-50 23 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 35 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-350 24 1 4,2
Pst-GA/Mse-GA 600-150 28 0 0
21 Pst-CC/Mse-GG 800-70 25 0 0 0,8
Pst-GC/Mse-GC 800-50 23 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 35 0 0
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Pst-TC/Mse-AT 500-300 24 2 8,3
Pst-GA/Mse-GA 600-150 28 0 0
22 Pst-CC/Mse-GG 800-70 25 0 0 1,7
Pst-GC/Mse-GC 800-50 23 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 37 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-350 23 0 0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 28 0 0
23 Pst-CC/Mse-GG 800-70 25 0 0 0
Pst-GC/Mse-GC 800-50 23 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 35 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-350 23 0 0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 28 0 0
24 Pst-CC/Mse-GG 800-70 25 0 0 0
Pst-GC/Mse-GC 800-50 23 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 35 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 25 3 12,0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 24 1 4.2
1 Pst-CC/Mse-GG 800-70 76 0 0 3,2
Pst-GC/Mse-GC 800-50 50 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 52 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 25 5 20,0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 24 3 12,5
2 Pst-CC/Mse-GG 800-70 52 0 0 6,5
Pst-GC/Mse-GC 800-50 46 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 50 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 25 5 20,0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 24 1 4,2
3 Pst-CC/Mse-GG 800-70 51 0 0 4.8
Pst-GC/Mse-GC 800-50 46 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 48 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 26 0 0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 24 4 16,7
4 Pst-CC/Mse-GG 800-70 52 0 0 3,3
Pst-GC/Mse-GC 800-50 45 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 48 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 25 0 0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 39 0 0
5 Pst-CC/Mse-GG 800-70 51 0 0 0,0
Pst-GC/Mse-GC 800-50 45 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 49 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 25 5 20,0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 24 2 8,3
‘Grandarosa’ 6 Pst-CC/Mse-GG 800-70 51 0 0 57
Pst-GC/Mse-GC 800-50 45 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 49 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 25 2 8,0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 24 1 4,2
8 Pst-CC/Mse-GG 800-70 50 0 0 2,4
Pst-GC/Mse-GC 800-50 45 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 48 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 25 5 20,0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 24 1 4,2
9 Pst-CC/Mse-GG 800-70 51 0 0 4.8
Pst-GC/Mse-GC 800-50 45 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 48 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 25 0 0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 24 0 0
10 Pst-CC/Mse-GG 800-70 51 0 0 0,0
Pst-GC/Mse-GC 800-50 45 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 49 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-300 25 3 12,0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 25 0 0
11 Pst-CC/Mse-GG 800-70 51 0 0 2,4
Pst-GC/Mse-GC 800-50 45 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 49 0 0
Pst-TC/Mse-AT 500-350 25 3 12,0
Pst-GA/Mse-GA 600-150 27 0 0
12 Pst-CC/Mse-GG 800-70 51 0 0 2,4
Pst-GC/Mse-GC 800-50 46 0 0
Pst-AG/Mse-CG 650-100 47 0 0
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mg/L |0
+

1 mgL

mgL  |sacharoza| 30g/L

BZojka OWojtek

TBA 0,5 mg/L +

S0% EINO3,
NHANO3

Rys. 24. Ocena tozsamosci genetycznej dwoch odmian jagody kamczackiej ‘Zojka’ i ‘“Wojtek’ podczas
ukorzeniania w kulturach in vitro przy wykorzystaniu markerow AFLP.

Tabela 20. Analiza markerow AFLP dla jagody kamczackiej podczas ukorzeniania w warunkach in vitro.

wielkos$¢ liczba produktéw
odmiana | nr pozywki paryAs\'t:alfgerow ;r;([);liil;iklgg 3 - amplifi kécjl - polimorfizm [%6]
Ipz] ogolem polimorficzne

Pst-CC/Mse-CC 300-80 18 0 0

M1 Pst-TT/Mse-CC 900-250 21 0 0 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 26 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 10 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 18 0 0

M4 Pst-TT/Mse-CC 900-250 21 0 0 25
Pst-GC/Mse-TA 850-400 26 0 0 '
Pst-CG/Mse-AG 760-200 10 1 10,0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 18 0 0

M5 Pst-TT/Mse-CC 900-250 21 0 0 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 26 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 10 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 18 0 0

M8 Pst-TT/Mse-CC 900-250 21 0 0 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 26 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 10 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 18 0 0

Mo Pst-TT/Mse-CC 900-250 21 0 0 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 26 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 11 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 18 0 0

"Wojtek' M10 Pst-TT/Mse-CC 900-250 21 0 0 0

Pst-GC/Mse-TA 850-400 26 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 10 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 18 0 0

M1l Pst-TT/Mse-CC 900-250 21 0 0 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 26 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 10 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 18 2 11,1

M20 Pst-TT/Mse-CC 900-250 25 0 0 47
Pst-GC/Mse-TA 850-400 26 2 7,7 '
Pst-CG/Mse-AG 760-200 10 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 18 1 5,6

M23 Pst-TT/Mse-CC 900-250 25 0 0 14
Pst-GC/Mse-TA 850-400 26 0 0 '
Pst-CG/Mse-AG 760-200 10 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 18 0 0

M15 Pst-TT/Mse-CC 900-250 25 0 0 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 26 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 10 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 18 0 0

M16 Pst-TT/Mse-CC 900-250 26 0 0 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 26 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 10 0 0
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Pst-CC/Mse-CC 300-80 23 0 0

s1 Pst-TT/Mse-CC 900-250 35 0 0 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 18 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 15 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 23 0 0

s4 Pst-TT/Mse-CC 900-250 32 0 0 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 18 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 17 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 23 0 0

S5 Pst-TT/Mse-CC 900-250 35 2 5,7 14
Pst-GC/Mse-TA 850-400 18 0 0 '
Pst-CG/Mse-AG 760-200 16 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 23 0 0

s8 Pst-TT/Mse-CC 900-250 35 2 57 14
Pst-GC/Mse-TA 850-400 17 0 0 '
Pst-CG/Mse-AG 760-200 17 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 23 0 0

s9 Pst-TT/Mse-CC 900-250 32 0 0 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 18 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 17 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 23 0 0

'Zojka' 510 Pst-TT/Mse-CC 900-250 32 0 0 0

Pst-GC/Mse-TA 850-400 18 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 17 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 23 0 0

s11 Pst-TT/Mse-CC 900-250 32 0 0 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 19 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 17 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 23 1 4,35

$20 Pst-TT/Mse-CC 900-250 35 2 57 25
Pst-GC/Mse-TA 850-400 18 0 0 '
Pst-CG/Mse-AG 760-200 17 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 24 0 0

$23 Pst-TT/Mse-CC 900-250 35 0 0 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 18 0 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 17 0 0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 23 0 0

s15 Pst-TT/Mse-CC 900-250 35 0 0 50
Pst-GC/Mse-TA 850-400 18 0 0 '
Pst-CG/Mse-AG 760-200 15 3 20,0
Pst-CC/Mse-CC 300-80 24 0 0

s16 Pst-TT/Mse-CC 900-250 35 2 57 6.4
Pst-GC/Mse-TA 850-400 17 0 0 '
Pst-CG/Mse-AG 760-200 15 3 20,0

Tabela 21. Analiza markerow AFLP dla czosnku ‘Ornak’ podczas ukorzeniania w warunkach in vitro.

wielkos¢ liczba produktéw
. rodzaj ary starterow roduktow amplifikacji . .
Qe traktowa{nia P ryAFLP apmplifikacji . f : : ; polimorfizm [%6]
Ipz] ogolem polimorficzne
Pst-TC/Mse-TC 450-70 21 1 4,76
Pst-AA/Mse-AC 330-50 30 2 6,67
termoterapia Pst-CC/Mse-CC 370-70 18 0 0,0 2,8
Pst-CC/Mse-GG 370-80 15 0 0,0
, , Pst-TT/Mse-CC 420-50 38 1 2,63
Omak PSt-TC/Mse-TC 450-70 20 3 150
Pst-AA/Mse-AC 330-50 16 0 0,0
rybawiryna Pst-CC/Mse-CC 370-70 13 0 0,0 4,0
Pst-CC/Mse-GG 370-80 19 1 5,26
Pst-TT/Mse-CC 420-50 36 0 0,0

Tabela 22. Analiza marker6w AFLP dla maliny podczas ukorzeniania w warunkach in vitro.

a wielko$¢ liczba produktéw amplifikacji
odmiana pary As't:alztjerow produktéow DI DT PG polimorfizm [%6]
amplifikacji [pz] ogoélem polimorficzne
Pst-AT/Mse-AT 300 -50 24 0 0
Pst-AT/Mse-TC 350 - 50 26 0 0
Polka Pst-AC/Mse-AC 310-380 29 0 0
Pst-CC/Mse-CC 450 -90 51 0 0
Pst-CC/Mse-GG 400 - 80 47 0 0
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Pst-AT/Mse-AT 300 - 50 22 0 0
Pst-AT/Mse-TC 350 - 50 24 0 0
Polana Pst-AC/Mse-AC 310-80 32 0 0
Pst-CC/Mse-CC 450 - 90 61 0 0
Pst-CC/Mse-GG 400 - 80 55 0 0

Whioski

1/ U truskawki odmiany ‘Grandarosa’ podczas ukorzeniania w warunkach in vitro
zaobserwowano wyzszy poziom zmienno$ci genetycznej niz w przypadku odmiany ‘Selva’.

2/ U jagody kamczackiej odmiany ‘Zojka’ podczas ukorzeniania w warunkach in vitro
zaobserwowano wyzszy poziom zmienno$ci genetycznej niz w przypadku odmiany ‘Wojtek’.

3/ Analiza markeréw AFLP dla czosnku odmiany ‘Ornak’ wykazata indukowanie zmiennosci
genetycznej podczas odwirusowywania mikrosadzonek w warunkach in vitro.

4/ Analiza markeréow AFLP dla maliny nie wykazata zmiennoséci u badanych mikrosadzonek
podczas ukorzeniania w warunkach in vitro.

IX. Podsumowanie i wnioski

1/ Okreslono wplyw réznych czynnikéw (sklad pozywki podstawowej, rodzaj i stezenie
auksyny oraz cytokinin, pH, biocydow) na ukorzenianie pedow in vitro truskawki, maliny,
jagody kamczackiej oraz czosnku.

Uzyskane wyniki wskazujg na roznice w zdolnosci do ukorzeniania pgdow in vitro w zaleznos$ci
od genotypu 1 pomig¢dzy odmianami tego samego gatunku. Dla kazdego genotypu okre$lono
warunku efektywnego ukorzeniania pedow in vitro. Metody ukorzeniania mikrosadzonek beda
czg$cig procedur prowadzacych do uzyskania wysokiej jakosci kwalifikowanego materiatu
rozmnazeniowego.

2/ OKreslono warunki i metody wykrywania Phytophthora i wiruséw w trakcie
ukorzeniania metoda in vitro odmian truskawki, maliny, jagody kamczackiej i czosnku.
Wykonane testy RT-PCR na obecno$¢ wirusa CaMV u roslin jagody kamczackiej odmiany
'Zojka' 1 'Wojtek', na obecno$¢ 4 wirusow (SLV, LYSV, GCLV, OYDV) u czosnku odmiany
'Jarus' i 'Ornak’, na obecno$¢ 4 wirusow (SMoV, SCrV, SMYEV, SVBV) u truskawki odmiany
'Selva' i 'Grandarosa' oraz na obecnos$¢ Phytophthora spp. u roslin maliny odm. 'Polka’ i 'Polana’
nie wykazaty obecnosci powyzszych patogendow na etapie ukorzeniania pedéw in vitro.
Wykonana analiza sekwencji RNA2 izolatu wirusa krzaczastej kartowatosci maliny (Raspberry
bushy dwarf virus, RBDV) wykrytego w roslinie maliny odm. Polka (izolat Polka 6) wykazata,
ze izolat ten jest blisko spokrewniony z innymi izolatami RBDV wykrytymi w ro$linach
z rodzaju Rubus w Polsce oraz w innych krajach.

Analiza RFLP wykazata zr6Zznicowanie w obrebie fragmentu RNA2 badanych izolatow wirusa
cetkowanej plamistosci lisci truskawki (SMoV). Podobienstwo sekwencji fragmentu RNA2
0 dhugosci 1982 nukleotydow izolatu SMoV z truskawki odm. Grandarosa oraz 6 innych
polskich izolatow tego wirusa wynosito 93-98%. Wykazano, ze badane izolaty byly podobne
w 89-93% do analogicznych sekwencji szczepéw wirusa z Holandii (GenBank: AJ311876)
I Kanady (KU200454, KU200459, KU177219).
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3/ Wykonano testy wykrywajace zanieczyszczenia bakteryjne na etapie ukorzeniania
pedow in vitro truskawki, maliny, jagody kamczackiej i czosnku.

Wykonane testy wykazaly brak obecnosci endogennych bakterii w pgdach jagody kamczackiej,
niski odsetek zakazen pedow truskawki i liczne zanieczyszczenia bakteryjne w pedach maliny
I czosnku na etapie ukorzeniania in vitro. Cechy morfologiczne kolonii, reakcja na antybiotyki
w testach a takze wyniki sekwencjonowania wykazaty obecno$¢ w pedach maliny na etapie
ukorzeniania tych samych bakterii, ktore wystepowaty w kulturach w czasie namnazania
i 0znaczono je jako Pseudomonas. Zolta bakterie zasiedlajaca kultury czosnku zaklasyfikowano
do gatunku Microbacterium testaceum.

Podjete proby eliminowania bakterii z tkanek roslinnych maliny i czosnku przy zastosowaniu
biocydéw w ptynie w normalnym ci$nieniu atmosferycznym i w podcis$nieniu wykazaty, iz
bardzo skuteczne jest odkazanie w podcisnieniu 300 mb pod warunkiem zastosowania chlorku
rtgci wstezeniu 0,1 lub 0,05%. W przypadku aplikacji plynnej najbardziej skuteczny
W ograniczaniu zakazen bakteryjnych kultur czosnku byl PPM oraz rifampicyna w stezeniu
50 mg-L™. Biocydy w znaczacy sposob ograniczaly tworzenie korzeni, a PPM zwigkszat udziat
pedow szklistych.

Opracowane metody wykrywania zanieczyszczen mikrobiologicznych beda czgécia procedur
prowadzacych do uzyskania wysokiej jakosci kwalifikowanego materialu rozmnozeniowego
wymienionych gatunkow.

4/ Oceniono wzrost i rozwoj roslin truskawki, jagody kamczackiej i czosnku oraz ich
kondycje fizjologiczng podczas ukorzeniania pedéw in vitro

Wykazano, iz czynniki wptywajace na ukorzenianie pedow (rodzaj i stezenie auksyny oraz
cukru) istotnie wptywaja na wzrost i rozw0j mikrosadzonki (mase, dtugo$¢ pedu, liczbe lisci,
powierzchni¢ blaszki liSciowej) oraz na zawarto$¢ chlorofilu 1 aktywnos$¢ fotosyntetyczna
pedow.

Metody uzyskiwania ukorzenionych mikrosadzonek o wysokiej jakos¢i beda czescig procedur
prowadzacych do uzyskania wysokiej jakosci kwalifikowanego materiatu rozmnazeniowego.

5/ Oceniono tozsamos$ci oraz stabilno$¢ genetyczng roslin truskawki, maliny, jagody
kamczackiej oraz czosnku w fazie ukorzeniania pedéw in vitro.

Analiza ISSR przy uzyciu 14 markeré6w roslin donorowych i rozmnozonych in vitro
potwierdzita tozsamos$¢ genetyczng odmian jagody kamczackiej zaproponowanych do badan.
Przy uzyciu analiz markeréw ISRR wykazano, iz na etapie ukorzeniania czynnikiem
indukujacym zmienno$¢ u roslin jagody kamczackiej odm. 'Wojtek' jest IBA (12,5%), natomiast
u odmiany ‘Zojka’- IAA Ilub IBA+IAA na poziomie 16,7%. Analiza z wykorzystaniem
markeroéw ISSR nie wykazata zmiennosci u badanych odmian czosnku.

Przy zastosowaniu markerow AFLP, wyzszg zmienno$¢ w pedach truskawki na etapie
ukorzeniania stwierdzono u odmiany ‘Grandarosa’(5,7%) niz ‘Selva’ (1,7%), natomiast
w pedach jagody kamczackiej u odm. ‘Zojka’ (6,4%) niz odm. ‘Wojtek’ (4,7%).
U mikrosadzonek czosnku odmiany ‘Ornak’ analiza markerow AFLP wykazata zmienno$¢ na
poziomie 2,8% u roslin poddanych termoterapii oraz 4% u ros$lin traktowanych rybawiryna
W poréwnaniu z kontrolg.

Metody oceny tozsamosci odmianowej i stabilno$ci genetycznej beda czgsécig systemu produkcji
wysokiej jakosci kwalifikowanego materiatu rozmnozeniowego wymienionych gatunkow.
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