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CELE PROJEKTU

» Charakterystyka genetyczna populacji grzyba
Cronartium ribicola - sprawcy rdzy wejmutkowo-
porzeczkowe] 1| identyfikacja jego ras - cel

osiagniety.

» Testowanie odmian porzeczki czarne] w kolekcji
Ribes pod katem podatnosci na rdze wejmutkowo-
porzeczkowg — cel osiggniety.

» Testowanie wybranych genotypow porzeczki czarnej
na obecnos¢ wirusa rewersji porzeczki czarnej
(Blackcurrant reversion virus, BRV) metoda RT-PCR

— cel osiagniety.
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MATERIALY | METODY (1)
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|. Materiat badawczy:

1. Liscie z widocznymi objawami rdzy wejmutkowo-
porzeczkowej (C. ribicola) na dolnej stronie blaszki
liSciowej, rdzawych skupien urediniospor — Fot. 1.

2. Krzewy wybranych genotypow porzeczki czarnej
rosngce w hodowlanej kolekcji Ribes Zaktadu Hodowli
Roslin Ogrodniczych (ZHRO) - Fot. 2.

3. Rosliny _28 genotypow (odmiany i klony hodowlane) Fot. 1. Skupienia zarodnikow
porzeczki czarnej zgromadzonych w hodowlanej | rdzawnikowych urediniospor
kolekcji ZHRO - Fot. 3. (C. ribicola) na dolnej stronie

liscia.

Fot. 2. Kolekcja odmlan porzeczkl czarnej (Ribes nigrum L) Fot. 3. Rosliny porzeczki czarnej rosnace
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Tabela 1. Lokalizacja | wykaz odmian porzeczki czarnej,
z ktorych pobierano proby do badan.

Lokalizacja  Odmiana/klon porzeczki Liczba uzyskanych

czarnej izolatow
SD Dabrowice
1 Tisel 20
2 Polben 20
3 Tihope 20
4 klon PC_col27 2020 20
5 klon CDPC 20
Sad Pomologiczny
6 Polares 20
7 Tihope 20
8 Ben Tron 20
9 Narve Viking 20
10 Bem Gairn 20
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Metody badawcze:

lzolacja DNA grzyba Cronartium ribicola, sprawcy rdzy
wejmutkowo-porzeczkowej (Fot. 4) oparta o odczynnik CTAB
(Doyle i Doyle, 1990).

Amplifikacja DNA Cronartium ribicola w reakcjach ISSR PCR.
Amplifikacja DNA Cronartium ribicola w reakcjach RAPD PCR
Amplifikacja DNA Cronartium ribicola w reakcjach PCR MP

Odczytanie wielkosci produktéow reakcji i przygotowanie
danych do analiz bioinformatycznych w celu oszacowania
zréznicowania genetycznego populacji grzyba C. ribicola.

Ocena polowej podatnosci na rdze wejmutkowo-porzeczkowg
wybranych genotypédw porzeczki czarnej (Ribes nigrum L.)
oraz zebranie préb lisci z urediniosporami grzyba C. ribicola
do sztucznego zakazania roslin.

Identyfikacja, charakterystyka molekularna oraz ocena
zréznicowania genetycznego wybranych izolatéw wirusa
rewersji porzeczki czarnej (Blackcurrant reversion virus, BRV)
(Fot. 5) wykrytych w roslinach réznych genotypdéw porzeczki
czarnej.
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V.

Fot. 4. Rdza wejmutkowo-
porzeczkowa (C. ribicola)
na lisciu porzeczki czarne;.

Fot. 5. Objawy rewersji BRV
na pakach (A) i lisciach (B)
porzeczki czarnej.




Il. Metody badawcze:

Analiza zroznicowania genetycznego populacji grzyba
C. ribicola przy wykorzystaniu metody ,odcisku palca’:
a) 3x MP PCR
b) 3 x RAPD PCR
c) 5 xISSR PCR

Etapy: 1) Izolacja DNA z 200 szczepow grzyba C. ribicola
2) Amplifikacja DNA w reakcjach PCR
3) Odczytanie wielkosci produktow dla kazdej metody
| zakodowanie ich w postaci kodu binarnego
4) Analiza bioinformatyczna
5) Wizualizacja uzyskanych dendrogramow.
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WYNIKI - Temat badawczy 1| [InHort..

Wynik poréwnania trzech metod ,odcisku palca’: T
Najwiekszy poziom zréznicowania szczepow 1 ﬁ
grzyba uzyskano w metodzie MP PCR

5 L
3 c3
Bl

100 }3

Metoda MP PCR
Dendrogram opracowany na podstawie algorytmu UPGMA
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WYNIKI - Temat badawczy 2 | InHort..

Tabela 1. Podatnosé wybranych genotypow porzeczki czarnej na rdze wejmutkowo-porzeczkowa,
w hodowlanej kolekcji odmian, Skierniewice, 2022 r.

Stopien porazenia przez C. ribicola . V4
Lo, Genoyp hKr:j | wg skali bonitacyjnej (0-5) > W drugl_m _roku badan,
Pochofzema . e ey 2 [orTr Sseny podobnie jak w 2021 roku,
> BonTwan  Sckoda oo0a 0008 W pierwszym terminie oceny,
A S N— (3 sierpnia 2022 1.), na lisciach
TR G 0004 OE testowanych genotypéw nie
s Teema  Holanda 0004 0004 stwierdzono objawow tej
o The  polska o0a  0s0a choroby.
11 Bona Polskq 0,00 a 0,00 a
5 [oies Poske 0005 0005 > W drugim terminie oceny
15 pobon  Pokka 0004 0004 (11 pazdziernika 2022 r.), stabe
. e objawy choroby (stopier
1o Ruben  pokka 0004 Go0s porazenia od 0,3 do 0,5)
s o e oo T stwierdzono na roslinach
. p— A — ,
> S T o 2 odmian (‘Tiben’ i ‘Tisel') oraz
s poe2s  polska 0004 0004 klonie hodowlanym (12D/4).
26 PC-778 Polska 0,00 a 0,00 a
;; 55-1358/11 ggLSOkC?a 888: 888: * skgla boni_tqc;yjna 05 w !(t(’)rej 0 - liscie zdrowe, 1 =1-3%
29  Titania Szwecja 0,00 a 0,00 a powierzchni lisci porazonej przez grzyb, 2 = 3—1.0%,.3 = 10-30%,
30 Sanjuta Ukraina 0,00 a 0,00 a 4 = 30-50%, 5- powyzej 50% powierzchni porazonej przez grzyb.
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* Badania wykazaty przydatnos¢ wiasnych
zaprojektowanych trzech par starteréw
(2BRV2000F/2BRV3000R, 2BRV3000F/2BRV4000R
i 2BRV4000F/2BRV5000R) umozliwiajgce

MK-123456789101112 M1 23456 789101112 M12 3 4567891011 12K- amplifikacje fragmentu genomu wirusa
Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny produktéw RT-PCR z trzema : : : .
starterami: 2BRV2000F/2BRV3000R (A), 2BRV3000F/2BRV4000R (B) ZaWIGrajaCG gen bla*ka p’faSZCZG wirusa oraz

i 2BRV4000F/2BRV5000R (C); M — marker wielkosci, K —kontrola | gen biatka transportowego Rys.1).
(zdrowa roslina porzeczki czarnej, 1 — 12 préby z roslin porzeczki
czarnej porazonych wirusem rewersji (BRV).

* £3cznie wykonano 150 testow na obecnosc¢

4@%1 wirusa rewersji porzeczki czarnej w prébkach

PC 40 lisci 28 genotypow porzeczki czarne.

PC41

4@3 - Badane izolaty grupowaty sie na oddzielnej
[ pez gatezi drzewa filogenetycznego, niz szczep
PC10 i Swi i i
referencyjny. Swiadczy to o wysokim stopniu
reat pokrewienstwa  miedzy nimi.  Sposrdéd
PC 78 wykrytych izolatéw wyrézniaty sie dwa: PC 22
[ Pcas I PC 24, ktére tworzyty oddzielny uktad
PC22 w obrebie podklastru grupujgcego wszystkie
I— AF020051 badane izolaty BRV (Rys. 2). Obydwa te

0.01

Rys. 2. Drzewo filogenetyczne przedstawiajgce podobienstwo IZOIaty wywo’fywa’fy ObJaWy rewersj typu

sekwencji nukleotydow fragmentu RNA 2 izolatow wirusa rewersji | 0SYjskiego (R) podczas, gdy pozostate - typu

porzeczki czarnej oraz szczepu referencyjnego o0 humerze europejskiego (E)
dostepu w bazie GenBank AF020051.
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WNIOSKI

1. Najwiekszy poziom zréznicowania badanych szczepow C. ribicola wsrod badanych
metod uzyskuje sie w metodzie MP PCR.

2. Analiza wynikdw grupowania badanych szczepow C. ribicola wskazuje na brak
zwigzku miedzy genotypami szczepow, a odmiang czy lokalizacjg plantaciji, z ktorej one
pochodzity.

3. W sezonie 2022 roku nasilenie rdzy wejmutkowo-porzeczkowej na roslinach
testowanych genotypow porzeczki czarnej byto bardzo niskie.

4. Pierwsze objawy tej choroby na lisciach ocenianych odmian i klonobw hodowlanych
pojawity sie dopiero w pazdzierniku 2022 r.

5. Stabe objawy choroby stwierdzono na 3 sposrod 30 ocenianych genotypow (odmian
| klonach hodowlanych) porzeczki czarnej.

6. Objawy chorobowe obserwowane na krzewach porzeczki czarnej wskazujg na
obecnos¢ dwoch roznych typow rewersiji: rosyjskiej i europejskiej.

7. W 38 roslinach porzeczki czarnej udato sie wykry¢ BRYV, stosujgc cztery pary starterow
w reakcji RT-PCR, ktoére sg przydatne do wykrywania BRV technikg RT-PCR.

8. Zsekwencjonowany 1919 pz fragment RNA 2 zawiera gen biatka ptaszcza i gen biatka
transportowego 12 izolatéw BRV.

9. Badane izolaty BRV sg zréznicowane genetyczne.

10. Nie ma zaleznosci pomiedzy zréznicowaniem genetycznym badanych izolatow BRY,
a pochodzeniem geograficznym genotypow porzeczki czarnej i pochodzeniem izolatow
wirusa.

11. Najwieksze roznice wystepujg w sekwencji nukleotydow izolatow PC 22 i PC 24,
ktore w odroznieniu od pozostatych izolatow, wywotujg objawy rosyjskiego typu rewersii.




