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

W roku 2019 badania prowadzono w ramach 4 tematéw badawczych:

Temat 1: Obserwacja roslin w do§wiadczeniu odmianowo-poréwnawczym i wykonanie oceny
fenotypowej w warunkach in vivo.

Celem tematu bylty obserwacje i ocena fenotypowa roslin rozmnozonych w kulturach
in vitro i tradycyjnie, rosngcych w doswiadczeniu odmianowo — poréwnawczym, w
warunkach polowych.

Materiat do badan stanowily miode roslinny 8 odmian i 7 klonéw hodowlanych
agrestu, rozmnozone w kulturach in vitro oraz metoda tradycyjng przez sadzonki zielne,
rosngce w do$wiadczeniu odmianowo-poréwnawczym. Zdecydowana wigkszo$¢ ro$lin
zarOwno z rozmnozenia tradycyjnego, jak rowniez z in vitro byta w dobrej kondycji po zimie.
Pomiary parametrow wzrostu wskazuja, ze silniej rosty krzewy rozmnozone in vitro. Wigksza
byta ich wysoko$¢ i szerokos¢, a przyrost wysokosci i szeroko$ci krzewow z in vitro byt od
2,5 do 3 razy wickszy w pordwnaniu do rozmnazanych przez sadzonki zielne. Rowniez liczba
pedéw mierzona jesienig w roslinach rozmnozonych in vitro byla dwukrotnie wigksza w
porownaniu do rozmnozonych tradycyjnie. Natomiast procent krzewow, na ktorych pojawity
si¢ pierwsze owoce byl znacznie wyzszy u roslin mnozonych tradycyjnie. Najwigksze
porazenie ro$lin przez maczniaka stwierdzono u odmiany ‘Biaty Triumf’, niezaleznie od
metody rozmnazania. Wszystkie testowane genotypy wykazywaly rézny stopien porazenia
roslin przez opadzine lisci. Niezaleznie od Sposobu rozmnazania, najwigcej symptomow
porazenia przez D. ribis obserwowano na lisciach odmian ‘Bialy Triumf” i ‘Hinonmaki Rot’
oraz klonéw 861 117.

Temat 2: Okreslenie wplywu mikrorozmnazania agrestu na zachowanie jednorodnos$ci
genetycznej 1 powstawanie zmiennosci somaklonalnej w obrgbie gatunku.

Celem tematu byla analiza zmiennosci somaklonalnej 5 genotypdéw agrestu przy
uzyciu techniki AFLP 1 przygotowanie preparatow DNA do analizy zmienno$ci
somaklonalnej kolejnych 5 genotypow agrestu.

Przeprowadzono analiz¢ zmienno$ci genetycznej klonéw pochodzacych z kultur in
Vitro pigciu odmian agrestu: ‘Captivator’, ‘Hinnonmaki Rot’, Hinsel’, ‘Invicta’ i ‘Resika’. Dla
kazdej z odmian analizie poddano 13-15 roslin rozmnozonych in vitro oraz rosliny mateczne.
Liczba produktow generowanych przez pary starterow AFLP wahala si¢ od 33 do 108,
srednio wynosita 52,2. Najwyzszg catkowitg liczbe produktow amplifikacji uzyskano w
wyniku reakcji AFLP z DNA roélin ‘Hinnonmaki Rot” (300), a najmniejsza w analizie roslin
odmian ‘Hinsel’ 1 ‘Resika’ (262). Zmienno$¢ genetyczna analizowana metoda AFLP w
roslinach agrestu pochodzacych z kultur in vitro réznita si¢ dla poszczegdlnych odmian i
wahata si¢ od 1,03% dla odmiany ‘Captivator’ do 10,3% w przypadku odmiany ‘Hinsel’.
‘Hinsel” charakteryzowat si¢ szczegodlnie wysokim poziomem polimorfizmu w poréwnaniu z
pozostatymi badanymi odmianami, w przypadku tej odmiany reakcje AFLP-PCR ze
wszystkimi parami starterow generowaty produkty polimorficzne. Dla pozostatych odmian
produkty polimorfincze uzyskano w reakcji z 2-3 parami starteréw.

Temat 3: Analiza polimorfizmu DNA genotypdw agrestu przy uzyciu techniki RAPD i ISSR.
Celem badan byla analiza jednorodnosci genetycznej sadzonek in vitro i
wegetatywnych 5 genotypow agrestu z zastosowaniem markerow ISSR.
Izolacja genomowego DNA z lisci 5 genotypoéw agrestu (klony in vitro, sadzonki
wegetatywne, rosliny mateczne) przy uzyciu trzech zestawdéw komercyjnych DNeasy® Plant
Mini Kit (Qiagen), NucleoSpin® 96 Plant kit (Macherey-Nagel) i DNA Plant/Fungi DNA




Isolation Kit (Norgen Biotek Corp.) pozwolita na uzyskanie DNA o stezniu od 7,8 do 55,1
ng/ul (Srednia wartos¢ 20,1) i wartosci wspotczynnika 260/280 nm od 1,61 do 2,00 ($rednia
warto$¢ 1,82). W wyniku analizy ISSR-PCR z pigecioma starterami dla 5 badanych genotypow
uzyskano tacznie 2294 produktow amplifikacji, z czego 64 (2,8%) produktéw bylo
polimorficznych. Wielko$ci otrzymanych produktow amplifikacji wahaty si¢ w granicach 250
— 2900 pz, w zaleznosci od uzytego startera i odmiany. Zastosowane startery roznity si¢ w
ilosci generowanych produktow PCR, liczba otrzymanych produktow amplifikacji w
odmianie ‘Invicta’ wahatla si¢ od 42 dla startera 834 do 168 dla startera 849. Analiza ISSR-
PCR wskazata na r6zny stopien polimorfizmu wsrdd badanych genotypéw, od jego braku, w
przypadku odmian ‘Hinnonmaki Rot’ i ‘Resika’, do 11,6% dla odmiany ‘Hinsel’.

Temat 4:Wptyw zastosowanych warunkéw kultury na wydajno$é procesu fotosyntezy u
mikrosadzonek agrestu w kulturach in vitro oraz warunkach szklarniowych.

Cel tematu ocena parametréow fizjologicznych oraz aktywno$ci fotosyntetycznej
pedow agrestu in vitro oraz ex vitro po zastosowaniu réznych cytokinin.

Materialem badawczym byty pedy in vitro oraz ukorzenione mikrosadznki agrestu w
szklarni, dwoch odmian agrestu ‘Invicta’ 1 ‘Pax’ oraz dwéch klonéw hodowlanych: 2/33 oraz
102 po zastosowaniu cytokininy BAP oraz meta-topoliny w pozywce do namnazania kultur.
Wzrost pedow in vitro na pozywce z BAP byl mniej intensywny dla wszystkich badanych
genotypow agrestu. Widoczne byto zoétkniecie lisci i nekrozy pedéw. W pedach mnozonych
na pozywce z BAP poziom etylenu byl wyzszy dla wszystkich genotypéw w poréwnaniu do
meta-topoliny. Zaznaczyt si¢ wplyw rodzaju cytokininy na zawarto$¢ cukrow
rozpuszczalnych, ktérych poziom byl wyzszy w pedach mnozonych na pozywce z meta-
topoling dla wszystkich badanych genotypéw agrestu. Réwniez zaznaczyl si¢ nastepczy
wptyw rodzaju cytokininy na zawarto$¢ chlorofilu, ktéry byl wyzszy u wszystkich genotypow
po pozywce z meta-topoling. Uzyskane w badaniach warto$ci parametréw Fv/Fm na poziomie
0,82 dla klonu 102 i 0,81 dla odmiany ‘Pax’ niezaleznie od rodzaju pozywki wskazuja na
dos$¢ wysoki potencjat fotosyntetyczny mikrosadzonek agrestu. Jedynie w odmianie ‘Invicta’
parametr ten wykazywal warto$ci nizsze. Zaznaczyla si¢ tendencja korzystnego wplywu
meta-topoliny na ten wybrany parametr fizjologiczny u wszystkich genotypow.




