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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego
w produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
nr HOR.hn.802.20.2018, Zadanie nr 79.

Analiza czynnikow warunkujacych organogenez¢
agrestu (Ribes grossularia L.) w kulturach
in vitro 1 in vivo oraz ocena genetyczna i fenotypowa
otrzymanego materiatu

The analysis of factors determining in vitro and in vivo organogenesis of gooseberry
(Ribes grossularia L.), genetic and phenotypic assessment of obtained material

Stowa kluczowe: agrest, DNA, kultury in vitro, organogeneza, polimorfizm

TEMAT BADAWCZY 1

Zalozenie doswiadczenia odmianowo-porownawczego i wykonanie oceny

fenotypowej roslin agrestu z rozmnozenia tradycyjnego oraz z in vitro

Cel

Ocena fenotypowa ros$lin agrestu rozmnozonych w kulturach in vitro i tradycyjnie
rosngcych w warunkach polowych.

Opis wynikéw

Materiat do badan stanowity mtode ro$linny 8 odmian i 7 klonow hodowlanych
agrestu, rozmnozone w kulturach in vitro oraz metodg tradycyjng przez sadzonki zielne,
rosngce w doswiadczeniu odmianowo-porownawczym. Zdecydowana wigkszo$¢ roslin
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z rozmnozenia tradycyjnego, jak rowniez z in vitro, byla w bardzo dobrej kondycji

po zimie. Tylko pojedyncze rosliny doznaly lekkich uszkodzen mrozowych. U dwoch

sadzonek in vitro, z klondow 86 1 108 zaobserwowano silne uszkodzenia mrozowe.

Obserwacje sity wzrostu, pokroju oraz tworzenia nowych pedow wskazuja, ze najsilniej

rosngcg odmiang byl ‘Captivator’ oraz klony hodowlane. Rosliny rozmnozone in vitro

wykazywaly bardziej roztozysty pokroj oraz wigkszg szeroko$¢ w poréwnaniu do roslin
rozmnozonych z sadzonek zielnych. Wstgpne wyniki pokazuja, ze najwigksze porazenie
ro§lin przez maczniaka stwierdzono u odmiany ‘Biaty Triumf’, niezaleznie od metody
rozmnazania. Na mtodych roslinach pozostatych genotypow nie stwierdzono objawow tej
choroby. Wszystkie testowane genotypy agrestu wykazywaty roézny stopien porazenia
roslin przez opadzing lisci. Niezaleznie od metody rozmnazania, najwigcej symptomow
porazenia obserwowano na liSciach odmian ‘Bialy Triumf” i ‘Hinonnmaki Rot’ oraz
klonow 861 117.
Whioski

— Odmiana ‘Captivator’ oraz klony hodowlane w obu metodach rozmnazania
wykazywatly najwigksza site wzrostu.

— Rosliny rozmnozone in vitro w porownaniu do roslin rozmnozonych z sadzonek
zielnych charakteryzowaty si¢ bardziej rozlozystym pokrojem oraz wicksza
szerokoscig.

— Odmiana ‘Bialy Triumf’, niezaleznic od metody rozmnazania, wykazywala
najwicksza wrazliwo$¢ na amerykanskiego maczniaka agrestu, a genotypy °Bialy
Triumf’, ‘Hinonnmaki Rot’ oraz klony 86 i 117 wykazywaly najwiecej symptomow
porazenia przez antraknoze lisci niezaleznie od metody rozmnazania.

TEMAT BADAWCZY 2

OkreS$lenie wplywu mikrorozmnazania agrestu na zachowanie jednorodnoSci

genetycznej i powstawanie zmiennoS$ci somaklonalnej w obrebie gatunku

Cel

Optymalizacja techniki izolacji genomowego DNA agrestu z lisci roslin matecznych
oraz pochodzacych z kultur in vitro.

Opis wynikéw

Badania prowadzono na 5 odmianach agrestu: ‘Captivator’, ‘Hinnonmaki Rot’,
‘Hinsel’, ‘Invicta’ i ‘Resika’. Porownano skuteczno$¢ izolacji DNA zestawami: DNeasy
Plant Mini Kit® oraz NucleoSpin Plant II. Preparaty DNA analizowano
elektroforetycznie w zelu oraz spektrofotometrycznie do obliczenia st¢zenia genomo-
wego DNA w poszczegblnych preparatach oraz oceny czystosci. Zestawem DNeasy Plant
Mini Kit® przeprowadzono izolacj¢c DNA z 71 roslin z in vitro. St¢zenie genomowego
DNA wabhato si¢ od 8,70 do 49,2 ng/ul, natomiast wspotczynnik 260/280 nm wynosit od
1,74 do 1,99. Zaobserwowano roznice w wydajnosci izolacji genomowego DNA
pomigdzy poszczegdlnymi genotypami. Najwyzsze stezenia genomowego DNA
uzyskano w preparatach wyizolowanych z odmian ‘Invicta’ i ‘Captivator’ odpowiednio
31,9 i 30,7 ng/ul, nizsze stezenia uzyskano z odmiany ‘Resika’ i ‘Hinsel’ 26,4
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124,5 ng/pl, najnizsza zawarto§¢ DNA mialy preparaty odmiany ‘Hinnonmaki Rot’
16,1 ng/ul. Najwyzsze stezenie DNA uzyskano stosujgc zestaw NucleoSpin Plant II
zuzyciem buforu PL1 (Srednio 44,5 ng/ul), natomiast izolacja przy uzyciu zestawu
DNeasy Plant Mini Kit® dala najnizsze zawartosci DNA §rednio 28,6 ng/ul.
Wspoétezynnik 260/280 nm dla preparatow izolowanych zestawem DNeasy Plant Mini
Kit® wynosit od 1,76 do 1,84, wyzsze wartosci wspolczynnika uzyskano zestawem
NucleoSpin Plant II: od 1,83 do 1,90 w izolacji z buforem PL1 oraz od 1,85 do 1,92
w preparatach izolowanych buforem PL2.
Whioski
— Sprawdzone metody izolacji DNA pozwolity na uzyskanie preparatow DNA
przydatnych do dalszej analizy technika AFLP.
— Do izolacji genomowego DNA agrestu najbardziej efektywny jest zestaw NucleoSpin
Plant II, metoda z buforem PL1.
— Wydajnos¢ izolacji genomowego DNA byta uzalezniona od odmiany.

TEMAT BADAWCZY 3

Analiza polimorfizmu DNA genotypdéw agrestu przy uzyciu techniki AFLP

Cel

Analiza polimorfizmu DNA 15 genotypow agrestu technikag AFLP z zastosowaniem
6 kombinacji starterow w rdznicujgcych reakcjach amplifikacji.

Opis wynikéw

Badania prowadzono na 15 genotypach agrestu. Izolacje genomowego DNA
wykonano z uzyciem DNeasy Plant Mini Kit® oraz z zestawem NucleoSpin Plant II
z buforem ekstrakcyjnym PL1. Spektrofotometrycznie obliczono stezenie genomowego
DNA oraz oceniono czysto§¢ preparatow. Analize¢ AFLP polimorfizmu DNA
prowadzono wedlug Zabeau i Vos (1993). Preparaty DNA trawiono enzymami
restrykcyjnymi Msel oraz Pstl. Do fragmentow restrykcyjnych przytaczano adaptery
o znanej sekwencji. Fragmenty DNA poddano wstgpnej amplifikacji z uzyciem starterow
komplementarnych do sekwencji adapterowych. Do reakcji réznicowego PCR
wytypowano 6 par starterow: Pst-AT/Mse-CG, Pst-CA/Mse-TG, Pst-GT/Mse-AC,
Pst-TA/Mse-GA, Pst-AG/Mse-CT i Pst-TC/Mse-AG. Produkty rozdzielano w 6% zelu
poliakrylamidowym 1 wybarwiano azotanem srebra. Oceniano liczbe produktow
AFLP-PCR ich zréznicowanie pomigdzy genotypami oraz polimorfizm produktéw PCR.
W analizie AFLP z szeScioma parami starterow uzyskano 283 produkty amplifikacji,
z czego 87 (30,7%) byto polimorficznych. Testowane pary starteréw AFLP generowaty
polimorficzne produkty amplifikacji w reakcji roznicowej PCR. Testowane pary
starterow roznily si¢ w ilosci generowanych produktow PCR, ktorych liczba wahata sig¢
od 22 dla pary starteréw Pst-TC/Mse-AG do 91 ze starterami Pst-AG/Mse-CT.

Whioski
— Preparaty DNA uzyskane zestawami do izolacji DNA: DNeasy Plant Mini Kit®

i NucleoSpin Plant II s3 odpowiednie do analizy technika AFLP.
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— Polimorfizm DNA pomigdzy pigtnastoma genotypami agrestu oceniony na podstawie
analizy AFLP z szeScioma parami starterow wyniost 30,7%.

— Wszystkie testowane pary starterow AFLP generowaly polimorficzne produkty
w reakcji réznicowej amplifikacji, co potwierdza skuteczno$¢ techniki AFLP
w uzyskaniu markerow pozwalajacych na identyfikacje genotypow.
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