Zadanie 79 Analiza czynnikow warunkujacych organogeneze agrestu (Ribes grossularia
L.) w kulturach in vitro i in vivo oraz ocena genetyczna i fenotypowa
otrzymanego materialu.

W roku 2018 badania prowadzono w ramach 3 tematoéw badawczych:

Temat 1: Zalozenie do$wiadczenia odmianowo-porOwnawczego 1 wykonanie oceny
fenotypowej roslin agrestu z rozmnozenia tradycyjnego oraz z in vitro.

Celem tematu byta ocena fenotypowa ro$lin agrestu rozmnozonych w kulturach in vitro i
tradycyjnie rosngcych w warunkach polowych.

Material do badan stanowity mlode roslinny 8 odmian i 7 klonow hodowlanych agrestu,
rozmnozone w kulturach in vitro oraz metoda tradycyjna przez sadzonki zielne, rosngce w
doswiadczeniu odmianowo-poréwnawczym. Zdecydowana wigkszo$¢ roslin z rozmnozenia
tradycyjnego jak réwniez z in vitro byla w bardzo dobrej kondycji po zimie. Tylko
pojedyncze rosliny doznaly lekkich uszkodzef mrozowych. U dwoéch sadzonek in vitro, z
klonéw 86 i 108 zaobserwowano silne uszkodzenia mrozowe. Obserwacje sity wzrostu,
pokroju oraz tworzenia nowych pedow wskazuja, ze najsilniej rosngca odmiang byt
‘Captivator’ oraz klony hodowlane. Rosliny rozmnozone in vitro wykazywaty bardziej
roztozysty pokroj oraz wigksza szeroko$¢ w poréwnaniu do roslin rozmnozonych z sadzonek
zielnych. Wstepne wyniki pokazuja, ze najwigksze porazenie ros$lin przez maczniaka
stwierdzono u odmiany ‘Bialy Triumf’, niezaleznie od metody rozmnazania. Na miodych
ros$linach pozostatych genotypdéw nie stwierdzono objawow tej choroby. Wszystkie testowane
genotypy agrestu wykazywaly rdézny stopien porazenia roslin przez opadzing lisci.
Niezaleznie od metody rozmnazania, najwigcej symptomOw porazenia obserwowano na
lisciach odmian ‘Biaty Triumf” i ‘Hinonnmaki Rot’ oraz klonow 861 117.

Temat 2: Okres$lenie wplywu mikrorozmnazania agrestu na zachowanie jednorodnos$ci
genetyczne] 1 powstawanie zmiennos$ci somaklonalne] w obrebie gatunku.

Celem tematu badawczego byta optymalizacja techniki izolacji genomowego DNA agrestu z
lisci roslin matecznych oraz pochodzacych z kultur in vitro.

Badania prowadzono na 5 odmianach agrestu: ‘Captivator’, ‘Hinnonmaki Rot’, ‘Hinsel’,
‘Invicta’ 1 ‘Resika’. Liscie do badan molekularnych pobierano zaréwno z ro$lin matecznych
jak 1 z roslin rozmnozonych in vitro. Porownano skuteczno$¢ izolacji DNA z liSci agrestu z
wykorzystaniem dwoch komercyjnych zestawoéw do izolacji DNA z tkanek ro$linnych:
DNeasy Plant Mini Kit® (Promega) oraz NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel). Do
optymalizacji techniki izolacji DNA uzyto lici pobranych z roslin macierzystych agrestu.
Uzyskane preparaty DNA analizowano przez elektroforeze w Zelu agarozowym oraz przy
uzyciu spektrofotometru Epoch (BioTek). Wyniki pomiaréw spektrofotometrycznych
postuzyly do obliczenia stezenia genomowego DNA w poszczegodlnych preparatach oraz do
oceny czystosci preparatow. Przy uzyciu zestawu DNeasy Plant Mini Kit® przeprowadzono
izolacje genomowego DNA z 71 ro$lin agrestu rozmnozonych metodg in vitro. Stezenie DNA
w preparatach oraz ich czysto$¢ analizowano spektrofotometrycznie. Uzyskane preparaty
zostang wykorzystane do oceny wplywu mikrorozmnazania na zachowanie jednorodnosci
genetycznej agrestu z wykorzystaniem techniki AFLP. W wyniku przeprowadzonych badan
wykazano, ze wszystkie sprawdzone metody izolacji DNA z liSci agrestu pozwolily na
uzyskanie preparatbw DNA przydatnych do dalszej analizy technika AFLP. Sposrod
przetestowanych zestawow do izolacji genomowego DNA najbardziej efektywny jest zestaw
NucleoSpin Plant 11, metoda izolacji z buforem PL1. Wydajnos¢ izolacji genomowego DNA z
lisci agrestu byta uzalezniona od odmiany.



Temat 3: Analiza polimorfizmu DNA genotypdw agrestu przy uzyciu techniki AFLP.

Celem badan byta analiza polimorfizmu DNA 15 genotypow agrestu technikg AFLP z
zastosowaniem 6 kombinacji starterow w réznicujacych reakcjach amplifikacji.

Izolacje genomowego DNA wykonano w dwoch powtdrzeniach, jedng z uzyciem DNeasy
Plant Mini Kit®, drugg z zestawem NucleoSpin Plant II, metoda z buforem ekstrakcyjnym
PL1. Na podstawie pomiarow spektrofotometrycznych obliczono stezenie genomowego DNA
oraz oceniono czysto$¢ preparatow. Analiz¢ AFLP polimorfizmu DNA prowadzono wedtug
w dwoch powtdrzeniach. Preparaty DNA trawiono enzymami restrykcyjnymi Msel oraz Pstl,
do uzyskanych fragmentow restrykcyjnych przytaczano adaptery o znanej sekwencji.
Uzyskane fragmenty DNA poddano wstgpnej amplifikacji z uzyciem starterow
komplementarnych do sekwencji adapterowych. Do reakcji réznicowego PCR wytypowano 6
par starterow: Pst-AT/Mse-CG, Pst-CA/Mse-TG, Pst-GT/Mse-AC, Pst-TA/Mse-GA, Pst-
AG/Mse-CT i Pst-TC/Mse-AG. Produkty amplifikacji rozdzielano w 6% zelu
poliakrylamidowym i wybarwiano z uzyciem azotanu srebra. Zele dokumentowano w celu
analizy prazkow AFLP. Oceniano liczb¢ uzyskanych produktow AFLP-PCR i ich
zréznicowanie pomigdzy genotypami agrestu oraz obliczono procent polimorficznych
produktow PCR. Preparaty DNA uzyskane obydwoma zestawami do izolacji genomowego
DNA: DNeasy Plant Mini Kit® i NucleoSpin Plant II s3 odpowiednie do analizy technikg
AFLP. Polimorfizm DNA pomi¢dzy pig¢tnastoma genotypami agrestu oceniony na podstawie
analizy AFLP z szeScioma parami starterow wyniost 30,7%. Wszystkie testowane pary
starterow AFLP generowaty polimorficzne produkty w reakcji réznicowej amplifikacji, co
potwierdza skuteczno$¢ techniki AFLP w uzyskaniu markerow pozwalajacych na
identyfikacj¢ genotypow.



