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CELE PROJEKTU

Opracowanie markeréow molekularnych genoéw odpornosci
wybranych genotypow porzeczki czarnej (Ribes nigrum L.) na rdze
wejmutkowo-porzeczkowg (C. ribicola) — cel osiagniety.

Optymalizacja warunkéw metody sztucznego zakazania roslin
porzeczki czarne] (Ribes nigrum L.) urediniosporami grzyba
C. ribicola w warunkach szklarniowych — cel osiagniety.

Testowanie roslin wybranych genotypow porzeczki czarnej na
obecnos¢ blackcurrant leaf chlorosis virus (BCICaV) | Ribes
americanum virus A (RAVA) z wykorzystaniem techniki RT-PCR oraz
przeprowadzenie analizy sekwencji i analizy filogenetyczne;
wykrytych izolatéw BCIV | BCVA — cel osiagniety.

Ocena polowe] podatnosci genotypéow porzeczki czarnej na
zasiedlenie przez wielkopakowca porzeczkowego w warunkach
naturalne] presji szpeciela oraz zebranie uszkodzonych przez
szkodnika pakéw w celu potwierdzenia w nich obecnosci zywych
szpecieli — cel osiggniety.
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MATERIALY | METODY (1)

|. Materiat badawczy:

1. Liscie z widocznymi objawami rdzy wejmutkowo-porzeczkowej (C. ribicola)
w postaci rdzawych skupien urediniospor na dolnej stronie blaszki lisciowej
(Fot. 1), zebrane z 20 wybranych genotypoéw porzeczki czarnej

2. Krzewy rosnace w doswiadczeniu oraz na plantacjach towarowych
porzeczki czarnej zlokalizowanych w wojewddztwie t6dzkim (SD Dabrowice
| Miedniewice) i lubelskim (Klementowice, Karmanowice i okolice) — Fot. 2.

3. Rosliny 30 genotypow (odmiany i klony hodowlane) porzeczki czarnej
rosngce w doswiadczeniu polowym.

Fot. 1. Skupienia zarodnikow Fot. 2. Chlorotyczna blaszka
rdzawnikowych urediniospor lisciowa porzeczki czarnej na
(C. ribicola) na dolnej stronie plantacji w rejonie

liscia porzeczki czarnej Klementowic (woj. lubelskie)




MATERIALY | METODY (2)

ll. Metody badawcze:

1. Opracowanie markeréw molekularnych (RAPD i SSR)
gendw odpornosci wybranych genotypéw porzeczki
czarne] (Ribes nigrum L.) na rdze wejmutkowo-
porzeczkowg (Cronartium ribicola).

2. Optymalizacja warunkéw oraz opracowanie metody
sztucznego zakazania roslin porzeczki czarne] (Ribes
nigrum L.) urediniosporami grzyba C. ribicola
w warunkach szklarniowych (Fot. 3).

3. Testowanie roslin wybranych genotypow porzeczki
czarne] na obecnos¢ Blackcurrant leaf chlorosis virus
(BCLCaV) zwiazanego z chlorozg porzeczki czarnej i

Ribes americanum virus A (RAVA) powodujacy
deformacije lisci (Fot. 4).
4. Ocena polowej podatnosci genotypdw porzeczki

czarnej na
porzeczkowego

zasiedlenia przez wielkopgkowca
(Cecidophyopsis ribis) w warunkach

naturalnej presji szpeciela (Fot. 5).

Fot. 3. Rdza wejmutkowo-
porzeczkowa (C. ribicola) na
liSciu porzeczki czarne;j.

|

Fot. 4. Chloroza na lisciu
porzeczki czarnej testowanej

Fot. 5. Objawy porazonych
pakow porzeczki czarnej przez
wielkopakowca porzeczkowego.




WYNIKI - Temat badawczy 1

Tabela 1. Stezenie oraz wartosci wspotczynnikow 260/280 nm,
260/230 nm preparatow DNA wyizolowanych z lisci 20 genotypdéw
porzeczki czarnej, Skierniewice, 2025 r.

Zmodyfikowana metoda Doyle’a Zestaw komercyjny NucleoSpin Plant

s, Genotyp i Doyle Il (Machery-Nagel)
Stezenie DNA  260/280 260/230  Stezenie DNA  260/280 260/230
(ng/ul) nm nm (ng/pl) nm nm
1 Polonus 113* 1,93* 1,97* - - -
2 Tisel 104* 1,87* 1,99* - - —
3 Polares 114* 1,95* 2,00* - - -
4 Imandra 118* 1,95* 1,82* - - -
5 Sanjuta 95* 1,82* 1,94* - - -
6  Coronet 33 0,95 0,76 62 1,86 1,96
7  Consort 39 0,83 1,00 58 1,87 1,92
8 PC-13B/11 135* 1,90* 1,90* - - —
9 12D/40 100* 1,99* 1,92* - - -
10 PC-797 44 1,05 0,82 55 1,90 2,02
11 Bona 51 0,92 1,07 71 1,87 1,98
12 Polben 145* 1,90* 1,92* - - -
13 Tiben 61 1,03 0,84 65 1,92 1,86
14 Ruben 99* 1,87* 1,90* - - -
15 Elo 107* 1,93* 1,97* - - -
16 Ores 122* 0,96* 0,93* - - -
17 Narve Viking 97* 1,79* 2,01* - - -
18 PC-05 60 191 1,07 65 1,98 1,89
19 PC-811 116* 1,93* 1,95* - - —
20 PC-778 43 1,52 1,12 59 1,82 1,87

* preparaty DNA o stezeniu i czystosci wystarczajgcej do analiz PCR

Metoda izolacji genomowego DNA
z lisci porzeczki czarnej wg Doyle
| Doyle (1987) zmodyfikowana przez
Trzewik i in. (2016) pozwolita na
otrzymanie preparatéw DNA
o stezeniu i czystosci odpowiednigj
do analiz PCR dla 13 z 20
badanych genotypéw. Preparaty
DNA o odpowiednim stezeniu i
czystosci dla 7  pozostatych
genotypow otrzymano przy uzyciu
zestawu NucleoSpin  Plant 1l
(Machery-Nagel) (Tabela 1).

W celu poszukiwania markeréw
odpornosci na rdze wejmutkowo-
porzeczkowg przeprowadzono
reakcje PCR z 30 starterami RAPD
oraz 25 parami starterow SSR dla
20 wybranych genotypdéw porzeczki

czarnej.

Przeprowadzono tgcznie 2200
reakcji PCR, ze wzgledu na
trudnosci z otrzymaniem

odpowiedniej ilosci i jakosci DNA
trwajg analizy elektroforetyczne.
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WYNIKI - Temat badawczy 1

Produkty amplifikacji uzyskano na preparatach DNA badanych genotypdw porzeczki czarnej
w reakcjach 11 sposrod 30 testowanych starterow RAPD. W reakcjach z 10 starterami
otrzymano produkty, ktoére wystepowaty zaréwno u genotypdw wrazliwych, jak i odpornych
na rdze wejmutkowo-porzeczkowg. Jeden sposrod testowanych starterow RAPD — OPA-1
generowat prgzki o wielkosci ok. 1600 pz roéznicujgce genotypy odporne i wrazliwe na rdze
wejmutkowo-porzeczkowg (Fot. 1). Produkty amplifikacji uzyskano na preparatach DNA
badanych genotypow porzeczki czarnej w reakcjach 7 sposréd 25 testowanych par
starterow SSR. W reakcjach z 6 starterami otrzymano produkty, ktére wystepowaty zaréwno
u genotypow wrazliwych, jak i odpornych na rdze wejmutkowo-porzeczkowq. Jedna sposrod
testowanych par starterow SSR (e1l-O20F/e1020R) generowata prazki o wielkosci ok. 400
pz roznicujgce genotypy odporne i wrazliwe na rdze wejmutkowo-porzeczkowg (Fot. 2).

Genotypy wrazliwe

Genotypy odporne Genotypy wrazliwe GenOtypy Odpome
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Fot. 1. Profile pragzkowe otrzymane przy uzyciu startera OPA-01 dla roslin  Fot. 2. Profile prazkowe otrzymane przy uzyciu startera e1-O20F/e1-O20R
porzeczki czarnej odpornej: 1 — Polonus, 2 — Tisel, 3 — Polares, 4 — Imandra, 5 dla roslin porzeczki czarnej odpornej: 1 — Polonus, 2 — Tisel, 3 — Polares, 4
— Sanjuta, 6 — Coronet, 7 — Consort, 8 — PC-13B/11, 9 — 12D/40, 10 — PC-797, Imandra, 5 — Sanjuta, 6 — Coronet, 7 — Consort, 8 — PC-13B/11, 9 —
wrazliwej: 11 — Bona, 12 — Polben, 13 — Tiben, 14 — Ruben, 15 — Elo, 16 — 12D/40, 10 — PC-797, wrazliwej: 11 — Bona, 12 — Polben, 13 — Tiben, 14 —
Ores, 17 — Narve Viking, 18 — PC-05, 19 — PC-811, 20 — PC-778 na rdze Ruben, 15 - Elo, 16 — Ores, 17 — Narve Viking, 18 — PC-05, 19 — PC-811,
wejmutkowo-porzeczkowg (Cronartium ribicola), M1 — wzorzec wielkosci 20 — PC-778 na rdze wejmutkowo-porzeczkowg, (Cronartium ribicola)
fragmentéw DNA Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) M1 — wzorzec wielkosci fragmentow DNA Gene Ruler 100 bp Plus DNA

Ladder (Thermo Scientific) -
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Tabela 2. Podatnos¢ wybranych genotypéw porzeczki czarnej na rdze wejmutkowo-porzeczkowq
(Cronartium ribicola), Skierniewice, 2025 r. (Srednie wyniki z 5 roSlin/powtorzen)

R Krajpochodzenia 0P P e OA 1.W warunkach sztucznej inokulacji zarodnikami
B 2 el ijzg grzyba Cronartium ribicola srednie porazenie 30
S Gofert Polska 26eh ocenianych  genotypodw  porzeczki czarnej
i 'mandra Besia 1.8 cde wynosito 2,2 i zawierato sie w przedziale od 0,0
Z fhc:,by : zkaj 235:f do 4,0 wg skali bonitacyjnej 0-5 (Tabela 2).

7 Tsema Holandia ilia 2. Objawéw rdzy wejmutkowo-porzeczkowej nie
B oo e o obserwowano na roslinach 3 odmian: ‘Sanjuta’
10 Bona Polska 3,31 (Ukraina) oraz ‘Consort’ i ‘Coronet’ (Kanada).
e oo o 3. Na roslinach dwdch genotypéw polskiej hodowi,
— Polska 14b-e (PC-13B/11 i PC-32) stwierdzono bardzo niskie
14 Polonus Polska 14b-e nasilenie choroby (0,4).

Bl Poeres I o o 4. Najwieksze nasilenie (3,6 - 4,0) objawow tej
17 BenTron szkocja 30f- choroby stwierdzono na roslinach 7 genotypow
il e vicra  DoT o (‘Sunderbyn I, ‘Tsema’, ‘Ruber’, ‘Tiber’,
—— e Polska 26eh ‘Polben’, ‘Ores’ i klonie hodowlanym PC-05).

21  PC-778 Polska 2,4d-g

22 PC-13B/11 Polska 0,4 ab

23 12D/40 Polska 1,2 bed A - skala bonitacyjna 0-5, w ktérej O - liscie zdrowe,
z;‘ i‘l’lél le(:kza iighh. 1 = 1-3% powierzchni lisci porazonej przez grzyb,
— Polska T 2 = 3-10%, 3 = 10-30%, 4 = 30-50%, 5 - powyzej 50%
27 Titania Szwecja 2,2 cf powierzchni porazonej przez grzyb C. ribis.

28  Sanjuta Ukraina 00a * - drednie oznaczone tg samg literg w kolumnach nie
29  Consort [agasa 0.0a réznig sie istotnie przy p = 0,05.

30 Coronet Kanada 0,0a

]
Srednia ogéIna 2,2 n ort [ ]
INSTYTUT OGRODNICTWA .
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M 1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 15

Fot. 6. Elektroforogram produktow reakcji RT-
PCR uzyskanych dla prob porzeczki czarnej
z kolekcji odmian w Dabrowicach ze starterami
BCldaeoRNA2F1/BCldaeoR2 specyficznymi dla
fragmentu RNAZ2 Blackcurrant leaf chlorosis
associated virus. M — marker wielkosci;
1 — Ben Lomond 9; 2 - Ben Lomond 10; 3 -
Ruben; 4 - Foxendown 1; 5 - Tisel; 6 - Tiben;
7 - Ores 3; 8 - Ores; 9 - Foxendown 2; 10 - Ores
4; 11 - Ojebyn 5; 12 - Ojebyn 6; 13 - Titania 7; 14
- Titania 8; 15 — Bona.

Fot. 7. Elektroforogram produktéw reakcji RT-
PCR uzyskanych dla prob porzeczki czarnej
z kolekcji odmian w SD w Dagbrowicach, w

12 3456 7 8KKM12 345 67 8K K

a ktorych  wykryto BCLCaV ze  starterami
BCLCaV1173CP-F/BCLCaVv1173CP-R (A)
specyficznymi dla genu biatka ptaszcza oraz

Gwveweweeww L A AL A A A BCLCaV1184MP-F/BCLCaV1184MP-R (B)

specyficznymi dla genu biatka transportowego
Blackcurrant leaf chlorosis associated virus. M -
marker wielkosci, 1, 2 — ‘Foxendown’; 3, 4 —
‘Ores’; 5, 6 — ‘Ojebyn’; 7, 8 — ‘Titania’;, K* —
kontrola pozytywna; K- — kontrola negatywna
(zdrowa porzeczka czarna odm. ‘Ben Hope’).

nHort.
INSTYTUT OGRODNICTWA .
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Stopien zasiedlenia pakow przez

L Genot Kraj wielkopgkowca porzeczkowego . .
- Y pochodzenia  Wiosna  Jesien $rednia Wielkopakowiec porzeczkowy
07.04.2025  20.10.2025 roczna * Uszkadza paki i jest wektorem
1 Andega Francja 0,0 0,1 0,0 e : :
2 Ben Tirran Szkocja 0,0 0,0 0,0 I'eWGI'S’jI POI’ZEC?kI czarne.
3 Ben Tron Szkocja 1,0 0,4 0,8 * Malenki szpeC|eI -0.15-0.25 mm,
4 Gofert Stk 1,0 11 1,0 zeruje i zimuje w pakach porzeczki
S) Imandra Szwecja 0,3 0,4 0,4
6 Sunderbyn Il Szwecja 0,0 0,0 0,0 (FOt' 8')
7 Tihope Polska 08 0,9 07 * Migracja od konca marca do
| TeeiE Holandia 0,0 0,0 0,0 konca maja, gtéwnie tuz przed
9 Ruben Polska 1,8 1,1 1,4 . T, ]
10 Tiben Polska 0,0 0,0 0,0 | podczas kwitnienia
11 Bona Polska 11,0 8,6 9,6 * Rozwija kilka pokolen w sezonie
GE. Elo Estonia g0 0 0,0 * Przenoszony z sadzonkami, przez
13 Ores Polska 0,0 0,0 0,0 . .
14 Polares Polska 0.0 0.0 0.0 wiatr, czlowieka, owady, roztocze
15  Polben Polska 3,1 2,7 2,8
16 Polonus Polska 0,1 0,1 0,1
17 Tiben Il Polska 3.4 2,7 3,0
18 Tisel Polska 0,7 0,6 0,6
19 Ruben I Polska 1,5 1,6 1,5
20 9A/9 Polska 0,1 0,1 0,1
21 12D/4 Polska 0,7 1,2 0,8
22 12D/40 Polska 1,1 1,3 1,1
23 PC-797 Polska 2,3 2,2 2,2
24 PC-811 Polska 3.1 2,7 2.9
25  PC825 Polska 3,6 3,2 34
26 PC-778 Polska 2,4 2,3 2,3
27  PC-13B/11 Polska 1,8 2,2 1,9 _ .
27 26/1/1 Szkocja 0,7 11 08 Fot. 8. Widok szpecieli wielkopgkowca
29  Titania Szwecja 0,7 0,8 0,7 porzeczkowego w pgku porzeczki czarnej
30  Sanjuta Ukraina 0,0 0,1 0,0 pod mikroskopem.

i
Srednia ogélna 1,37 1,24 1,27 snu DGDOFE=




WNIOSKI

Nad poszukiwaniem markeréw molekularnych odpornosci porzeczki czarnej na rdze wejmutkowo-porzeczkowg
(C. ribicola), na 33 genotypach porzeczki czarnej przetestowano tgcznie 62 startery RAPD i 29 par starterow SSR.
Prazki generowane przez starter OPA-01 o wielkosci 1600 pz oraz e1-O20F/e1-O20F o wielkosci 400 pz mogg by¢
wykorzystywane jako prgzki markerowe odpornosci roslin na tego patogena w hodowli odpornosciowe.

2. Metoda sztucznej inokulacji mieszaning urediniosporow C. ribicola w warunkach szklarniowych okazata sie
skuteczna w fenotypowej ocenie porazenia roslin testowanych genotypow porzeczki czarne,;.

3. Testowane odmiany roznig sie istotnie pod wzgledem stopnia porazenia lisci przez grzyb C. ribicola.

4. Na roslinach trzech odmian (‘Sanjuta’, ‘Consort’ i ‘Coronet’) nie zaobserwowano Zzadnych objawow rdzy
wejmutkowo-porzeczkowe.

5. We wszystkich trzech latach badan (2023-2025), w wyniku sztucznej inokulacji, zaobserwowano objawy rdzy
wejmutkowo-porzeczkowe] na roslinach odmiany ‘Titania’, dotychczas nie porazanej przez tego patogena
w warunkach polowych w Polsce.

6. Polskie odmiany, ktére w warunkach polowych wykazywaty matg podatnos¢ na rdze wejmutkowo-porzeczkowa,
w wyniku sztucznej inokulacji, byty w niskim, srednim lub wysokim stopniu, porazone przez C. ribicola.

7. Przeprowadzone wstepne badania sztucznej inokulacji roslin porzeczki czarnej grzybem C. ribicola, w warunkach
szklarniowych wymagajg potwierdzenia w badaniach przy uzyciu technik molekularnych.

8. Negatywne wyniki testbw na obecnos¢ BCLCaV oraz RAVA w prébach pobranych z prywatnych plantacji porzeczki
czarnej zlokalizowanych w réznych rejonach kraju wskazujg na brak potencjalnego zagrozenia tymi wirusami.

9. BCLCaV moze by¢ rozprzestrzeniany z pytkiem na sgsiednie plantacje porzeczki czarnej z roslin w kolekcjach
odmian sprowadzonych z réznych krajow.

10.W 2025 roku na krzewach ocenianych genotypdw porzeczki czarnej rosngcych w doswiadczeniu polowym
zagrozenie ze strony wielkopgkowca porzeczkowego ksztattowato sie na srednim poziomie.

11. Badane genotypy porzeczki czarnej roznig sie w stopniu porazenia przez tego szkodnika: brak objawow
stwierdzono u odmian- ‘Andega’, ‘Ben Tirran’, ‘Sunderbyn II', “Tsema’, ‘Tiben’, Elo’, ‘Ores’, ‘Polares’ i ‘Sanjuta.

12. Wiekszosc¢ testowanych genotypdw porzeczki czarnej nalezata do grupy odpornych na tego szkodnika.
13. Najwiecej zasiedlonych przez szpeciele pgkdw stwierdzono na krzewach odmiany ‘Bona’.
14. Pod mikroskopem w uszkodzonych przez szpeciele pagkach potwierdzono liczne osobniki wielkopgkowca

orzeczkowego. ]
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