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 2020 badania prowadzono w ramach 3 tematéw badawczych:

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

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

Materiat do badan stanowitly mtode roslinny 8 odmian i 7 klonéw hodowlanych
agrestu, rozmnozone w kulturach in vitro oraz metodg tradycyjna przez sadzonki zielne,
rosngce w doswiadczeniu odmianowo-poréwnawczym. Rok 2020 to trzeci sezon wegetacyjny
dla ocenianych krzewow agrestu. Wszystkie parametry wzrostu i owocowania byly wigksze
dla krzewow rozmnazanych in vitro. Srednia wysoko$é krzewow z in vitro wynosita 54,1 cm
a rozmnozonych tradycyjnie 45,1 cm, szeroko$¢ odpowiednio: 67,0 cm do 53,5 ¢cm, a liczba
pedéw 32,4 do 20,6. Dynamika przyrostu poszczegdlnych parametréow w roku 2020 byta
rézna w porownaniu do sezonu 2019. Wtedy przyrost wysokosci i szerokosci dla krzewoéw z
in vitro wynosit 12,9 cm i 14,0 cm, a dla rozmnozonych tradycyjnie odpowiednio 5,2 cm i 4,8
cm. W sezonie 2020 przyrosty wysokosci i szerokosci dla dwoch sposobéw rozmnazania byty
na podobnym poziomie, natomiast najwicksza dynamika wzrostu dotyczylta liczby pedow. W
roku 2019 przyrost liczby pedéw dla krzewow z in vitro wynosit 1,4 a dla roslin
rozmnazanych tradycyjnie 1,8, w sezonie 2020 odpowiednio 18,7 i 13,8. W roku 2020 po raz
pierwszy z kazdego poletka zbierano owoce. Suma plonéw z 3 poletek kazdego genotypu
wskazuje, ze w przypadku 13 genotypow wyzsze plony uzyskano z roslin rozmnazanych in
vitro, u pozostatych 2 genotypow wyzszy byl plon z roslin rozmnazanych tradycyjnie.
Najlepiej plonujaca odmiang, niezaleznie od sposobu rozmnazania byt ‘Hinonmaki Rot’

Najwigksze porazenie roslin przez maczniaka stwierdzono u odmiany ‘Biaty Triumf’,
niezaleznie od metody rozmnazania. Wszystkie testowane genotypy wykazywaly rozny
stopien porazenia roslin przez opadzing lisci. Niezaleznie od sposobu rozmnazania, najwiecej
symptomow porazenia przez D. ribis obserwowano na lisciach odmian ‘Biaty Triumf” i
‘Hinonmaki Rot’ oraz klonow 861 117.

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

Celem tematu byla analiza zmiennosci somaklonalnej 5 genotypow agrestu przy
uzyciu techniki AFLP. Przeprowadzono analize zmienno$ci genetycznej klondéw
pochodzacych z kultur in vitro odmian ‘Kamieniar’ i ‘Pax’ i klonéw hodowlanych AGR 101,
AGR 108, AGR 117 agrestu. Dla kazdego z odmian analizie poddano 14-15 klonéw
rozmnozonych in vitro oraz ro§liny mateczne.

Liczba produktow generowanych przez zastosowane w analizie pary starterow AFLP
wahata si¢ od 25 do 79, $rednio wynosita 47,96. Catkowita liczba produktow amplifikacji dla
poszczegblnych genotypow wynosita: ‘Kamieniar’—268, ‘Pax’-204, AGR 101-236, AGR
108-265 i AGR 117-226. Zmiennos$¢ genetyczna analizowana metoda AFLP w roslinach
agrestu pochodzacych z kultur in vitro réznita si¢ dla poszczegolnych odmian i wahata si¢ od
0,74% dla odmiany ‘Kamieniar’ do 18,49% w przypadku klonu AGR 108. AGR 101 i AGR
108 charakteryzowaly si¢ znacznie wyzszym poziomem polimorfizmu w poréwnaniu z
pozostalymi genotypami.



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

Celem badan byla analiza polimorfizmu 15 genotypow agrestu technika AFLP z
zastosowaniem 6 kombinacji starter6w, opracowanie macierzy podobienstwa genetycznego i drzewa
filogenetycznego badanych genotypow.

Stezenie genomowego DNA w preparatach uzyskanych z lisci roslin matecznych 15
genotypow agrestu wahato si¢ od 19,9 do 93,0 ng/ul, natomiast wspdtczynnik 260/280 nm
wynosit od 1,78 do 1,84. Lacznie w wyniku analizy AFLP 15 genotypdw agrestu z pigcioma
kombinacjami starterow uzyskano 333 markery AFLP, z czego 126 byto polimorficznych.
Najwigkszy procent polimorficznych produktéw uzyskano w wyniku reakcji z zastosowaniem
starterow Pst-GA/Mse-TC, a najmniej produktow w reakcji ze starterami Pst-AC/Mse-GT.

Uzyskane wyniki analizy AFLP umozliwily opracowanie unikalnych profili
prazkowych dla kazdego z 15 genotypdéw agrestu, pozwalajacych na ich identyfikacje oraz
umozliwily obliczenie warto$ci podobienstwa genetycznego miedzy genotypami. Wartosci
podobienstwa genetycznego analizowanych odmian agrestu wahaty si¢ od 0,870 (pomigdzy
odmiang ‘Hinnonmaki Rot’ i klonem AGR 117 ) do 0,978 (AGR 86 vs AGR 2/33) i $rednio
wynosito 0,923. Drzewo filogenetyczne 15 genotypow agrestu zostalo skonstruowane w
oparciu o opracowang macierz podobienstwa genetycznego z zastosowaniem analizy skupien
metoda UPGMA. Na dendrogramie wyodrebniono 2 gtéwne grupy skupien, jedng obejmujaca
6 genotypéw: AGR 2/33, AGR 86, ‘Kamieniar’, AGR 108, AGR 2/2 i ‘Resika’, a drugg
sktadajaca si¢ z 5 genotypoéw: ‘Pax’, ‘Biaty Triumf’, ‘Invicta’, AGR 101 i AGR 102 oraz 1
mniejszg, skupiajagca odmiany ‘Hinsel’ 1 ‘Hinnonmaki Rot’. Genotypy AGR 117 i
‘Captivator’ nie tworzg skupien z zadng z grup.

Podsumowanie badan prowadzonych w ramach badan podstawowych na rzecz postepu
biologicznego w produkcji roslinnej w latach 2014-2020 — zadanie 79.

1. Cele prowadzonych badan

+ Okreslenie czynnikow warunkujacych inicjacj¢ i stabilizacje kultur in vitro oraz czystos¢
mikrobiologiczng 15 genotypow agrestu.

* Analiza wptywu poszczeg6lnych sktadnikéw pozywki na proces namnazania, ukorzeniania
i aklimatyzacji in vitro 15 genotypoéw agrestu.

+ Zbadanie potencjatu regeneracji przybyszowe;j in vitro z fragmentow lisci, pedow i korzeni
5 genotypdow agrestu.

» Poznanie reakcji pedow w kulturach in vitro na okresowe przechowywanie w niskich
temperaturach oraz wplyw tego czynnika na indukcj¢ procesoOw rozwojowych 10 genotypow
agrestu.

» Ocena fenotypowa i genetyczna roslin 15 genotypdéw agrestu, rozmnozonych in vitro oraz
przez sadzonki zielne, w warunkach doswiadczenia polowego.

* Okreslenie wptywu mikrorozmnazania agrestu na zachowanie jednorodnosci genetycznej 1
powstawanie zmiennosci somaklonalnej 10 genotypow agrestu technikag AFLP.

 Analiza polimorfizmu DNAL15 genotypow agrestu przy uzyciu techniki AFLP i ISSR-PCR.

2. Whnioski z prowadzonych badan

* W obecnosci meta-topoliny uzyskano najwyzszy wspotczynnik namnazania oraz udziat
pedow wyzszych; nastgpito takze catkowite ograniczanie nekrozy pedow, wystgpujace w
obecnosci BAP.

« Ukorzenianie in vitro i aklimatyzacja mikrosadzonek agrestu jest efektywna i wynosi
ponad 90%.



« Kultury agrestu przechowywane 6 miesiecy w temperaturze 2°C byly lepszej jakosSci niz
przechowywane w 4°C.

» Parametry wzrostu i owocowania krzewow agrestu w doswiadczeniu polowym, po trzech
sezonach wegetacyjnych byly wigksze dla krzewow rozmnazanych in vitro.

* Potwierdzono skuteczno$¢ techniki AFLP w detekcji zmiennosci somaklonalnej agrestu,
generowanej w kulturach in vitro oraz w badaniach zréznicowania genetycznego pomiedzy
genotypami agrestu.

» Potwierdzono skutecznos$¢ techniki ISSR w uzyskaniu markerow identyfikacji genotypow
oraz w detekcji polimorfizmu DNA agrestu.

* Wspotczynniki podobienstwa genetycznego uzyskane na podstawie analizy markerow
AFLP wskazujg na mate zr6znicowanie genetyczne analizowanych genotypow agrestu.

3. Osiagniecia projektu

* Opracowano kompleksowg procedure mikrorozmnazania 15 genotypoéw agrestu.

* Wpykazano, iz przelomowym czynnikiem w rozmnazaniu agrestu in vitro bylo
zastosowanie meta-topoliny.

* Potwierdzono mozliwo$¢ dtugotrwalego przechowywania kultur agrestu w temperaturze
2°C oraz pozytywny wpltyw tego czynnika na namnazanie pedow.

* W dos$wiadczeniu polowym prowadzono pionierskie obserwacje roslin in vitro oraz z
sadzonek zielnych 15 genotypoéw agrestu.

» Potwierdzono skuteczno$¢ technik AFLP oraz ISSR w detekcji zmienno$ci somaklonalnej
i polimorfizmu DNA oraz w uzyskaniu markerow identyfikacji genotypow agrestu.

» Whyniki publikowano w postaci: 2 doniesien na konferencje zagraniczne, 7 doniesien na
konferencje krajowe oraz w 6 oryginalnych publikacjach.



