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Cele/zadania projektu w 2021 r.

1. Badanie roslin matecznych na obecnosc¢ wirusow, sprawcow
najczesciej wystepujgcych choréb wirusowych; agrestu GVBV oraz
czeresni PDV i PNRSV.

2. Okreslenie poziomu ploidalnosci roslin donorowych przy uzyciu
cytometrii przeptywowej (FCM).

3. Uzyskanie ustabilizowanych, proliferujgcych kultur in vitro
5 genotypow agrestu i 5 odmian czeresni.

4. Otrzymanie poliploidoéw in vitro 2 odmian agrestu i 3 odmian czeresni.

Wszystkie cele zostaty osiggniete
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Materialy i metody
Materiat badawczy to rosliny donorowe 5 genotypow agrestu: ‘Captivator’, AGR 9, ‘Macurines’,
‘Invicta’ i ‘Biaty Triumf oraz 5 odmian czeresni: ‘Merton Premier’, “Tamara’, ‘Irena’, ‘Liliana’ i ‘Rita’.

Zadanie 1. Od maja do lipca pobierano liscie, jako materiat do testdow wirusologicznych. Do
wykrywania GVBV stosowano metode PCR. Do wykrywania PDV i PNRSV stosowano test ELISA.

Zadanie 2. W maju pobierano probki lisci i poddawano analizie cytometrycznej (FCM) przy uzyciu
diody UV LED 365 nm, buforu ekstrakcyjnego Partec i barwnika DAPI. Poziom ploidalnosci
okreslano na podstawie histograméw. Przeprowadzono obserwacje mikroskopowe liczby i
dtugosci aparatow szparkowych dla kazdego genotypu.

Zadanie 3. Eksplantaty inicjalne pobierano od marca do czerwca. Po sterylizacji powierzchniowej
wyktadano na pozywke inicjalng : %2 MS, 30 g/l sacharozy, 250 mg/l alouminy mlecznej 0,5 mg/l
BAP dla czeresni oraz 0,3 mg/l meta-topoliny (mT) dla agrestu, po 3 tyg. na pozywke do
stabilizacji kultur jw. o petnym sktadzie MS. Pedy, ktore przezyly, przenoszono na pozywke do
namnazania pedow dla agrestu: sole MS, 0,5 mg/l mT, 0,1 mg/l GA3, 0,1 mg/l IAA, 30 g/l
sacharozy, 8,5 g/l agar Bacto, dla czeresni: sole MS, 0,8 mg/l BAP, 1,0 mg/l GA3, 0,01 mg/l IBA,
20 g/l sacharozy, 7,5 g/l agaru Plant. Okreslano liczbe zakazen, procent wypadow i wspoétczynnik
namnazania pedow.

Zadanie 4. Kultury pedowe in vitro agrestu ‘Captivator’ i ‘Macurines’ oraz czeresni ‘Liliana’,
‘Merton Premier’ i ‘Tamara’, w celu indukowania poliploidow, poddano dziataniu antymitotykow,
kolchicyny, trifluraliny, oryzaliny oraz APM. Pedy inkubowano w ciemnosci 2 tyg. Nastepnie
wystawiano na swiatto 2 tyg. Oceniano fitotoksycznos¢ a pedy, ktore przezyty przektadano na
pozywki do namnazania, wlasciwe dla danego gatunku. Po 4 tyg. z regenerantow pobierano
miode liscie i poddawano ocenie poziomu ploidalnosci. W miesigcach wrzesien —  |IHIOTE o=
listopad wykrywano tetraploidy metodg cytometrii przeptywowej (FCM-DAPI). wsrvruT ocroonicruia
S




Zdanie 1. WyniKki

Badane rosliny agrestu nie wykazywaty objawdéw chorobowych, ktére mogtyby wskazywa¢ na
porazenie przez wirusy w tym wirus otasmienia nerwow agrestu. Na lisciach nie obserwowano
przebarwien, chlorotycznych plam, nekroz, czy deformaciji, a wielkos¢ blaszek lisciowych byta
typowa dla zdrowych ros$lin poszczegolnych odmian agrestu. Przeprowadzone badania z
zastosowaniem techniki PCR nie wykazaty obecnosci wirusa otasmienia nerwow agrestu w
zadnej z badanych prob lisci agrestu. Wynik dodatni, Swiadczgcy o obecnosci wirusa w probie,
uzyskano tylko dla kontroli pozytywne;j.

Badane rosliny czeresni nie wykazywaty objawdow chorobowych, ktére mogtyby wskazywac¢ na
porazenie przez wirusy w tym wirusa kartowatosci sliwy i wirusa nekrotycznej plamistosci
pierscieniowej wisni. Na lisciach nie obserwowano przebarwien, chlorotycznych plam, nekroz, czy
deformacji, a wielkos¢ blaszek lisciowych byta typowa dla zdrowych roslin poszczegolnych
odmian czeresni. W zadnej z badanych préb nie wykryto tych wiruséw, co stwierdzono na
podstawie niskich odczytéw absorbancji (0,07-0,11) porownywalnych z wartosciami uzyskanymi
dla kontroli negatywnej

WhniosKki

1. Zdrowotno$¢ badanego materiatu roslinnego agrestu i czeresni potwierdzono wynikami testow
PCR lub ELISA. Wszystkie badane rosliny agrestu byty wolne od GVBY, zas rosliny czeresni —
od PDV i PNRSV.
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Zdanie 2. WyniKi

Potwierdzono diploidalnos¢ wszystkich badanych odmian agrestu i czeresni. Zawartos¢ 2C DNA
dla czeresni wahata sie od 0,80 do 0,86 pg wskazujgc na ich diploidalng liczbe chromosomdw,
zawartos¢ 2C DNA dla tetraploidalnej czerechy (P. cerasus L.xP. avium L.) wynosita 1,54 pg.

Tabela 1. Zawartos¢ 2C DNA, poziom ploidalnosci oraz liczba i dlugos¢ aparatéw szparkowych czeresni.

Gatunek Genotyp Zawartos¢ 2C Poziom Liczba aparatéow Diugos¢ aparatow
DNA (pg D Imdalnosm szparkowych/1 mm? szparkowych (um

Czeresnia Jrena’ 0,83 103,0 22,2
P. avium L. ,Liliana’ 0,80 2x 117,3 23,6
,Merton Premier’ 0,81 2X 66,3 27,7
,Rita’ 0,86 2X 141,0 22,0
,Tamara’ 0,83 2X 125,3 22,0

Czerecha ,Czudowisnia’ 1,54 4x 76,0 31,2
P. cerasus L. x P. avium L.

RN1 RN1
RN1 RN2

2C Prunus’ Irena’ 2x oo 2C Prunus ‘Liliana’ 2x & 2C Prunus ‘Tamara’ 2x

401 2¢ Prunus
‘Irena’

2C. lycopersicum

04 et ‘A-"'“I“lu
Rys. 1. Hlstogramy diploidalnych 3 odmlan czeresni (2x).

WhniosKi

1. Wszystkie wybrane do badan genotypy agrestu sg diploidami (2n=2x=16).

2. Wszystkie przeznaczone do poliploidyzacji odmiany czeresni sg diploidami (2n=2x=16).

3. U roslin diploidalnych odnotowano wiekszg liczbe i mniejszg dtugos¢ aparatéw |n|.|°rt“
szparkowych w poréwnaniu do genotypu tetraploidalnego. INsTYTUT ocRoDNICTWA




Zdanie 3. WyniKki

Odnotowano matg liczbe zakazen pochodzenia grzybowego. Liczba zakazen bakteryjnych byta
wieksza. U agrestu najwiekszy odsetek wypadow podczas inicjowania kultur zaobserwowano w
odmianie ‘Captivator’, a podczas stabilizacji w odmianie ‘Macurines’. U czeresni podczas
inicjowania kultur najwieksze straty odnotowano w odmianach ‘Irena’, ‘Liliana’ i ‘Rita’, a podczas
stabilizacji u odmiany ‘Tamara’. Udato sie zainicjowacC kultury in vitro wszystkich badanych
genotypow. Istniejg roznice w efektywnosci mikrorozmnazania poszczegolnych odmian (Tab. 2.).

Tabela 2. Efektywnosc¢ etapu inicjowania i stabilizacji kultur in vitro oraz namnazania pedow agrestu i czeresni.

Gatunek Odmiana Liczba wypadéw ogétem (% Wspétczynnik
Inicjowanie kultur in vitro Stabilizacja kultur in vitro namnazania

Agrest Agr. 9 14,7 23,2 1,8
,Biaty Triumf’ 13,9 21,8 1,6
,Captivator’ 42,9 17,1 3,7
JInvicta’ 36,6 5,2 2,9
,Macurines’ 34,6 41,6 3,0
Czeres$nia ,Jrena’ 45,8 23,5 0,7
,Liliana’ 46,9 0 2,3
,Merton Premier’ 11,8 32,6 4.2
,Rita’ 46,9 37,8 1,8
,Tamara’ 9,4 40,0 3,9
WhniosKi
1. Zainicjowano kultury in vitro wszystkich badanych genotypow \
agrestu i czeresni. w |
2. Odsetek wypadoéw podczas inicjowania kultur wynosit od 9,4 | ?‘3
do 46,9 procent, a podczas stabilizacji od 0 do 41,6 procent. ;‘ ‘
3. Istniejg duze roznice w efektywnosci mikrorozmnazania

dO’W oszcze éln Ch 0dm|an i Obr b|e atunk(’)w Fot. 1. Etap inicjowania kultur in vitro agrestu odm. ,Biaty Triumf.




Zdanie 4. Wyniki

Dla peddw agrestu in vitro catkowicie fitotoksyczne byty trifluralina i oryzalina. Pozostate
kolchicyna i APM byty fitotoksyczne w duzym stopniu, jednak pojedyncze pedy przezyty i podjety
namnazanie. Dla czeresni zaden z antymitotykow nie byt catkowicie fitotoksyczny, na wszystkich
pozywkach czes¢ pedow przezywata i podejmowata namnazanie (Tab. 3).

|-

Tabela 3. Fitotoksyczne dziatanie antymitotykdéw o]
Liczba pedéw nekrotycznych (%
agrest/czeresnia Agrest Czeresnia b €54 Prun us Mertan Premier

81,4 42,6 |

92,6 74,5

100 58,7 |

100 B4 ol e

100 49,2 o=

100 795 ’

62,5 63,8 _ RyS. 2.

88.4 79,2 ! Pruns MertonPrenvers:_| Histogramy czeresni

0 0 odm. ‘Merton Premier’:

tetraploid C5-4x (u gory)

. . kontrola 2x (na dole)

Whnioski A ol

. Zoptymalizowano procedury indukowania poliploidow in vitro agrestu i czeresni.

Dla pedow agrestu in vitro catkowicie fitotoksyczne byty trifluralina i oryzalina.

Dla czeresni in vitro zaden z antymitotykow nie byt catkowicie fitotoksyczny.

Dla agrestu wykryto piec tetraploidow po traktowaniu 2,5 oraz 5,0 mg/l APM,

jeden w odmianie ‘Captivator’ i cztery w odmianie ‘Macurines’.

Dla czeres$ni uzyskano piec¢ tetraploidow po traktowaniu 50 i 100 mg/I |nHo|-t -

trifluraliny, dwa w odmianie ‘Liliana’ i trzy w odmianie ‘Merton Premier’. wsrvrur osroonicTwa B
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Prezentacja wynikow

Konferencja:
,Genetyka aplikacyjna roslin - wyzwania
XXI wieku”

SGGW Warszawa 22-24 wrzesnia 2021,

Poster pt.

,Ocena wielkosci genomu i poziomu
ploidalnosci wybranych genotypow
Prunus cerasus L. i Prunus avium L.
oraz ich mieszancéw’

Autorzy:
M. Marat, D. Kucharska, M. Szymajda

OCENA WIELKOSCI GENOMU | POZIOMU PLOIDALNOSCI
WYBRANYCH GENOTYPOW PRUNUS CERASUS L.

Crerednia Prunus cormsus orad wishia Pronus
ovium sg walnyrmi gatunkami redlin sadowniczych
w Polsce. Producenci widni  poszukujy nowych

admian  deserowych, secmgdlnie  odmian
wemshyeh o atrakeyjnyeh  owecach. Bardze
smacene | atrakeyjne  owoce  wytwarzajy

ieszance wini i czeredni, thw. coerechy. Widnie
i ezerednie nalety do rodesju Prunus, u kigrych
podstawowa liczha chromosormidw x=B. Crerednia
jest diploidern [2n=2x=18), a widnia tetraploidem
(2n=4x=32). lch natwralne mieszatce 53
rriploidami. Genotypy takie charakteryzujg sie
nisky plodnodeiy i stabo owocuja. Ay uryskad
plenne  tetraploidalne  miesrance  [czerechy],
koniecne jest padwojenie liczhy chromasomdw
u wylypowanych do krrybowar odmian coersini
Celem  badad byl okredlenie  peziomu
ploidalmodei | pordwnanie wielkodci  genomu
witni, czeredni oraz ich miesrafodw, jako rodlin
donorowych dia hadowli poliploidaine).

MATERIALY | METODY

Materizlem do  analizy metody cylomefrii
preeplywowej (FOM| byly mbode lisce 16
genotypdw ¢ orodraju Praus. Do okredlenia
poziomu ploidalnodci utylo buloru
eksirakeyjnego Partee ' dodatkiem  barwnika
QAP @ wykorzystaniem diody UV (4EEnm).
Poriom  ploidainedci okredlono na  podstawie
histogramédw dla piku standardu rewngtrenego -

genotypu  referencyjnego odmiany  widni
tuttwka © nanej liczhie  chromasomdw
(2n=4x=32). Ocene rawanodci jadrowegs DNA
(FCM-PI)  wykomana @ wykorzystaniem

barwnikiem Pl i zelonego lasera (S32nrm).
Fragmenty lidci genotypdw Prunus romdrabniano
e standardem wewnetremym - ragmentem lidcia
radlify referencyjngj o ernanej wislkodt genomu -
Solanum lcopersicum (2C DNA=1,596 pg).
Presprowadeono  obserwacie  mikraskopowe
gestodei | dlugodei  aparatiw  Srparkowych.
IEnlowang epiderime umieczane na stkiefkach
i barwiono blekitem toluidyny  Obserwacje
prowadmono prey ubyeiu mikroskopu Swistlnego.

U warystkich wybranych oo badah odmian
widni, potwierdions  tetraploidalng  liczbe
chromosombw. Uznang 1 caerechy:
‘Crudowiinia’, ‘Krdlowa Hortensja' i “Gubierska
okazaly sig tetraploidarni, odmiana ‘Ksigees’ —
pentaploiderm, & nicks plenna siewka hodowlana
KD4/8117 - triploidem.

O ile wykazano pewny korelacje pomigdey
dlugndeiy aperatdw srparkowych & paziomem
ploidalnodei, 1o wielkodd aparatdw separkoweych
nie moke slutyt hodowcorm za wiarygodny marker
poriomu  ploidainodei  mieszafctw  pomisdey
widnig i czeredniy.

ASL | PRUNUS AVIUM L.
ORAZ ICH MIESZANCOW

WYNIKI

< Zawartost 2T DNA dla creredni wahala sig od 0,80 do 0,86 pg,
wikarujge na ich diploidalng liczbe chromosombw.

Widnie oraz ceerechy £y tetraploidami o mwartodsi 2C DNA
pomigdzy 1.51-1,64 pg  wyjgtkiern czerechy ‘Ksigleca’ [1,E8
pgl, kdra jest pentaploidern. Badana siewka hodowlana
KD4/E117 jest triploidern o mwarlodci jadrowsge DMA
wynostae] 1,17 pg.

Majmnigjseymi aparatarni srparkowymi | najwiskszy ich
pestedcia charakieryrowaly sie diploidaine genotypy -
odmiany ceeredni (22-23,6 um); wyjgtek stanowila odmiana
Merton Premier (276 pm). U genotypow tetraplaidalmych
(witnie), triploida i pentaploida (czerechy) aparaty srparkowe
byhy wigksze {ok. 25-31 um).
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Tab. 1. Zawartost 2T DNA, pozicem ploidalnosc oraz liczba | dfugnse aparattw
szparkowych badanych genotypdw Frunws cermsws LI Frunes awium L

Zawartost
I[;l}l\ Mw
1 mam*

Irena 0,83 n 103,0bc

Lillana DED 2 117.30d

Merion Premier D=1 n 663a

Rita 0,85 2 14108

Tamara 0=3 2 1253 de

Debreczend Bottermd 1,54 an 85,7 abh

Dukat 159 ax 102,00 be

Erdl Earal 1,58 ™ BO.7 ah

Luttwka 1,53 a 113,00

Nefris 151 dx 1023 be

Piramis 1,51 an Ba3ah

Crudowinia 1,54 a4 6,Da

Gubiedsia 1,54 an 7302

KD4/B117 117 EM 113,7cd

Krélowa Hortensja 1,56 ™ B5,0ah 282 b Fm 4. Apaaty sparkoas o
Kslgzpca Led 5x B7.0an 23.0fg caerechy ‘Crsdowinia’




