Zadanie 79 Analiza czynnikbw  warunkujgcych organogeneze agrestu
(Ribes grossularia L.) w kulturach in vitro i in vivo oraz ocena
genetyczna i fenotypowa otrzymanego materiatu.

W roku 2014 badania prowadzono w ramach 3 tematéw badawczych:

Temat badawczy 1

Analiza czynnikdw warunkujgcych inicjacie kultur agrestu: termin pobierania materiatu
inicjalnego, rodzaj eksplantatu, sposdb odkazania, sktad pozywki inicjalnej, oraz okreslenie
stopnia wewnetrznej czysto$ci mikrobiologicznej poszczegdlnych genotypdw.

Celem tematu byla inicjacja do warunkdw in vitro 15 genotypdw agrestu oraz ocena stopnia
obecnosci bakterii endogennych u poszczegdélnych genotypéw. Materiatem badawczym byto
15 genotypéw agrestu: 8 odmian ustalonych ‘Biaty Triumf, ‘Pax’, ‘Invicta’, ‘Kamieniar’,
‘Captivator’, ‘Resika’, ‘Hinsel’, ‘Hinnonmaki Rot’ utrzymywane w warunkach karkasu i tunelu
oraz 7 klonoéw selekcyjnych hodowli 10: 2/2, 2/33 86, 101, 102, 108, 117, utrzymywane w
kolekcji polowej. Materiat inicjalny pobierano w dwoch terminach: pierwszy w miesigcach
luty-marzec przed ruszeniem wegetacji z pgkoéw $pigcych oraz drugi w miesigcach maj-
czerwiec z pgkow bedgcych w fazie intensywnego wzrostu. Pobierano dwa rodzaje
eksplantatow: paki wierzchotkowe i pagki boczne. Odkazone pagki wyktadano na pozywke
inicjalng o sktadzie 2 makro- i mikro- elementéw MS z dodatkiem BAP oraz albuminy
mlecznej. W celu okreslenia, ktére eksplantaty sg wolne od bakterii endogennych, z dolnych
odcinkéw peddw pobierano fragmenty tkanek i wykfadano je na 3 pozywki bakteryjne: PDA,
KB oraz NA. Zarowno w terminie zimowym, jak i wiosennym nastepowaty wypady
eksplantatéw bezposrednio po inicjacji kultur, spowodowane w wiekszosci zakazeniami
powierzchniowymi jak rowniez uszkodzeniami na skutek sterylizacji. Stopieh przezywalnosci
eksplantatéw zalezat réwniez od rodzaju eksplantatu. Wiecej wypadéw obserwowano wsrdd
eksplantatéw zakladanych z pakéw bocznych, co byto spowodowane tym, Ze agrest w
pgkach bocznych tworzy rozety liSciowe, ktdére nie podejmujg wzrostu i zamierajg. Paki
boczne w terminie wiosennym wykfadano wraz z fragmentem pedu, z ktérego obserwowano
wyciek bakterii endogennych, co rowniez byto przyczyng zakazen. Zaobserwowano bardzo
duzy wptyw wynikajgcy z roznic odmianowych oraz miejsca utrzymywania roslin
donorowych. Sposrdéd badanych genotypdw najtatwiej byto zainicjowaé kultury odmian
‘Resika’ i ‘Captivator’ oraz klonéw 2/2 i 117. Z klonéw selekcyjnych utrzymywanych tylko w
kolekcji polowej, kultury udato sie zainicjowaé jedynie w terminie zimowym, gdyz w terminie
wiosennym zakazenia siegaty 100%. W terminie wiosennym udato sie zainicjowac¢ kultury
jedynie z roslin, utrzymywanych w karkasie i tunelu. Szczegdlnie przydatne do tego sg paki
wierzchotkowe, bedgce w fazie intensywnego wzrostu. W kazdym z badanych genotypow
zaobserwowano obecnos¢ bakterii endogennych. Sposrdd trzech pozywek bakteryjnych na
pozywce KB zaobserwowano najwiekszy stopien wykrywalnosci bakterii endogennych.

Temat badawczy 2

Zbadanie wptywu makro i mikroelementéw zawartych w pozywce na jakos$¢ kultur, zdolnosé
podejmowania wzrostu i rozmnazania.
Celem badan byt wybdér podstawowej pozywki roznigcej sie sktadem makro i

mikroelementéw. Po przejsciu okresu stabilizacji kultur podjete zostaty prace nad
wytypowaniem optymalnego sktadu makro i mikroelementéw, zapewniajgcego najlepszy
wzrost oraz jakos¢ pedow. Eksplantaty zostaty wylozone na trzy pozywki uzywane w
kulturach in vitro: MS, WPM oraz QL bez regulatoréw wzrostu, z dodatkiem witamin,
sacharozy, agaru Difco Bacto. Wysoko$¢ peddéw rosngcych na trzech badanych pozywkach




byta zblizona, réznice w wysokosci pedéw byly warunkowane genotypem agrestu. Najlepszg
jakos¢ tzn. wielkos¢ lisci, grubosé pedow oraz zielonosé wykazywaty pedy rosngce na
pozywce MS.

Temat badawczy 3

Rola poszczegolnych skiadnikow pozywki tj. regulatoréw wzrostu, cukru i czynnika
zestalajgcego w procesie wzrostu, hamnazania, przeciwdziatania wydzielania fenoli a takze
objawom witryfikacji w kulturach agrestu.

Celem badah byto okres$lenie i wybor poszczegolnych sktadnikéw pozywki dla zapewnienia
optymalnych warunkéw wzrostu i namnazania agrestu w kulturach in vitro oraz
przeciwdziatania objawom witryfikacji i wydzielania sie fenoli. Dla wszystkich genotypow
agrestu sprawdzano wptyw cytokinin BAP i kinetyny na namnazanie i jakos¢ kultur. Pedy
pozostajgce w obecnosci BAP dobrze mnozyly sie, byty zielone i zywotne, jednak
nastepowato zahamowanie wydtuzania pedéw, tworzyly sie zbite, trudne od oddzielenia
rozety. Dodatek kinetyny powodowat wydtuzanie sie pedow, ale jednoczesnie wiekszy byt
odsetek pedow brgzowych. Na etapie namnazania pedéw u niektérych genotypow
zaobserwowano zjawisko witryfikacji pedéw. W celu eliminowania tego zjawiska eksplantaty
wykfadano na pozywke w obecnoéci zredukowanego do ' stezenia jonéw azotowych w
pozywce MS. U wiekszosci genotypow zjawisko to zostato zahamowane. Dla wszystkich
genotypéw agrestu sprawdzono wptyw rodzaju cukru sacharozy i glukozy na wysokos¢
pedow i jakos¢ kultur. Zarébwno pomiary dtugosci peddw, jak tez ocena wizualna jakosci
kultur wskazujg, ze zastosowany rodzaj cukru nie miat wptywu na kultury in vitro agrestu.
Badano wptyw czynnika zestalajgcego pozywke na wysokos¢ peddw i jakos¢ kultur.
Zastosowano agary Plant i Bacto oraz Gerlite. Najnizszg wysokos$¢ jak roéwniez cechy
jakoéciowe wykazywaty pedy wylozone na pozywke =zestalong agarem Plant. Pedy
utrzymywane na pozywce zestalonej Gerlitem byly najwyzsze, miaty najbardziej zielony
kolor, a w katach lisci zaobserwowano wzrost pgkéw katowych. Dla 4 genotypéw agrestu, u
ktérych stwierdzono zwiekszong obecnos¢ fenoli w pozywce badano wptyw dodatku 10 um
tiosiarczanu srebra (STS). We wszystkich przypadkach czynnik ten ograniczat w sposéb
znaczgcy namnazanie pedow i nie wptywat na zahamowanie wydzielania sie fenoli.




