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Cele projektu w 2023 r.
Temat badawczy 1 (Identyfikacja markerow réznicujgcych formy rodzicielskie):
opracowanie markerow jgdrowych i organellowych réznicujgcych:

- cebule zwyczajng i szalotke

- dwie odmiany czosnku pospolitego

- kapuste brukselska i kapuste czerwong

Temat badawczy 2 (Wyprowadzenie/utrzymanie kultur pedowych i embriogennej tkanki
kalusowej warzyw amarylkowatych):

- utrzymanie wyprowadzonych kultur pedowych czosnku zwyczajnego w warunkach kultury in vitro

- opracowanie warunkow indukcji i utrzymania embriogennego kalusa cebuli, czosnku zwyczajnego i
czosnku niedZzwiedziego™

- opracowanie warunkow regeneracji kalusa cebuli i czosnku zwyczajnego w rosliny

*czosnek niedzwiedzi zastgpiono cebulg szalotka

Temat badawczy 3 (Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastow form rodzicielskich):

- poprawa zdolnosci regeneracyjnej wyselekcjonowanych obiektow pasternaku

- opracowanie protokotu izolacji i kultury protoplastéw kapusty gtowiastej czerwonej, kapusty
pekinskiej i kapusty brukselskiej

- opracowanie protokotu izolacji i kultury protoplastéw czosnku zwyczajnego i cebuli

wszystkie cele zostaly zrealizowane




Materiaty i metody

Temat badawczy 1 (Identyfikacja markerdw réznicujacych formy rodzicielskie)

Materiaty roslinne

* kapusta gtowiasta czerwona (Brassica oleracea L. var. capitata (L.) Duchesne f. rubra) odmiany Haco (Polan Krakéw)
* kapusta warzywna brukselska (Brassica oleracea L. var. gemmifera (DC.) Zenker) odmiany Casiopea (Polan Krakéw)
* cebula zwyczajna (Allium cepa L.) z linii hodowlanych ZC1 — ZC6 (Plantico Zielonki)

* cebula szalotka (Allium ascalonicum L.) z linii hodowlanej 543 (Plantico Zielonki)

* czosnek zwyczajny (Allium sativum L.) odmiany Arkus (Plantico Zielonki)

* czosnek zwyczajny (Allium sativum L.) odmiany Ornak (Plantico Zielonki)

Metody
* markery SSR, CAPS i SCAR z elektroforezg produktéw w standardowym zelu agarozowym lub w natywnym zelu
poliakrylamidowym

Temat badawczy 2 (Wyprowadzenie/utrzymanie kultur pedowych i embriogennej tkanki kalusowej

warzyw amarylkowatych)

Materiaty roslinne

czosnek zwyczajny (Allium sativum L.) — 3 obiekty; cebula zwyczajna (Allium cepa L.) — 2 linie; czosnek niedzwiedzi (Allium
ursinum L.) — 1 obiekt; cebula szalotka (Allium ascalonicum L.) — 1 obiekt

Metody

* utrzymanie krétkoterminowej kultury pedowej czosnku (1 pozywka, 7 obiektow, kultury otrzymane w latach poprzednich)

* indukcja kalusa czosnku z pietek zgbkow i zarodkéw zygotycznych cebuli zwyczajnej i cebuli szalotki (2 pozywki)

* indukcja kalusa czosnku niedzwiedziego (zarodki zygotyczne, paki kwiatowe, cebulki; 6 pozywek)

* regeneracja kalusa czosnku i cebuli (7 obiektow czosnku, 5 obiektow cebuli; 2 pozywki)

Temat badawczy 3 (Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastédw form rodzicielskich)

Materiaty roslinne

pasternak zwyczajny — 2 obiekty; kapusta gtowiasta czerwona — 2 obiekty, kapusta pekifnska — 1 obiekt, kapusta brukselska — 1
obiekt; czosnek zwyczajny — 2 obiekty; cebula zwyczajna — 2 obiekty

Metody

e kultura roslin donorowych z nasion w warunkach in vitro

*  maceracja enzymatyczna lisci/kalusa dla izolacji protoplastéw (rozne warianty sktadu mieszaniny maceracyjnej)

*  kultura protoplastéw w pozywkach ptynnych po immobilizacji w alginianie wapnia lub agarozie (rézne warianty pozywkowe)
* regeneracja roslin wybranych kultur protoplastow na pozywkach statych



CB10065 BoGMS1394 BoGMS0537 BoGMS1330

Wyniki [ ] 11 L 1

~ N MO < N MO <
I T OO0OIIIT O0OO0OITOOLOITITOO

Identyfikacja markerdw rdéznicujacych

formy rodzicielskie
— 500 bp
CVIKI
o  nad4it nad4i3 nad5i1 '
.Q| o~ o Ol[ o OI%
S« « O 0 'q « < —
~250 bp - 150
~ 100
kapusta czerwona i brukselka — markery jagdrowe
CviKl
‘ trnD-f psbC-f trnS-f trnM-f
trnT-r trnS-r trnfM-r rbcL-r
-50 af . | - odf — - o o
D‘_Nmm‘_Nmm‘_Nmm‘_Nmmn
BRARIIARIIRRIIKIRI IS
dwie odmiany czosnku — markery '
mitochondrialne P i :
Ll — 250 bp

Typowanie markerow

-150

Cebula i szalotka —
markery plastydowe




AMS-23

-

ZC2 1
ZC22
ZC32
ZC4 1
Z2C6 2
543 1
543 2
543 3
543 4
543 5
543 6
5437
543 8
543 9
543 10
50 bp

T N
O 0
NN

cebula i szalotka -
marker jadrowy

nad1ex1-r / atp9-f2

H 10
c10
100 bp

Cc1

TN OO~ O ~Mm < WON~©OO®
I I T TITITITIT OO0 0O 0000 o0

trnK-F / trnK-R2 / CviKI

Arkus Ornak
| 1" 1

— 1500 bp

o
— AN MO OO N0 = NN OO N~NOO® - 500

lalal ol ol lolalal lole ' kapusta czerwona i brukselka —
marker mitochondrialny

— 250 bp

Weryfikacja markerow

o — 100 bp

dwie odmiany czosnku — marker plastydowy



Utrzymanie kultur pedowych czosnku

Kultury pedowe uzyskane w latach 2021 i 2022 — w sumie byto to 7 obiektow
druga potowa roku ==» zakazenie mikrobiologiczne wszystkich kultur.

W przypadku zapotrzebowania na protoplasty liSciowe ==» biezgca indukcja Swiezych
kultur pedowych wg dopracowanego protokotu indukcji kultur pedowych.

Wyprowadzenie/utrzymanie kultur kalusa czosnku i cebuli

Indukcja kalusa z fragmentdw pietek zgbkow Indukcja kalusa z zarodkéw zygotycznych
czosnku zwyczajnego cebuli zwyczajnej i cebuli szalotki
Obiekt Pozywka Srednia liczba (+SE) % Gatunek/ Pozywka Srednia liczba %
indukcvina  eksplantatow indukcii Linia indukcy- (+SE) zarodkéw  indukcji
tworzacych kalus kalusa jna tworzacych kalus  kalusa
1 - 1] s r —_— — "1
Geroudour Kl 8,745 173 A. cepa K1 43,720 87,3
K2 11.0+3,1 22,0 ZC7 - 43713 373
Morade’  KI 29.0+8.4 58.0 A. cepa K1 413 %23 82,7
K2 340709 68.0 ZC8 K2 44,0+ 1,0 88.0
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K2 32,0+ 4.0 64.0 366 K2 463412 92,7
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Regeneracja kalusa

czosnek

C

Odmiana Pozywka Liczba Odmiana Pozywka Liczba
/linia regeneracyjna otrz. roslin /linia regeneracyjna otrz. roslin
Harnas ¥ BDS 46 ZC1 ¥ BDS 3

R 33 R 0
Hortus Y2 BDS 135 7C2 15 BDS 0

R 11 R 0
Ornak Y2 BDS 66 7C3 ¥ BDS 7

R 21 R 0

7C4 % BDS 5

Odmiana Liczba Stopien R 0

analiz. roslin ploidalnosci ZC6 Y. BDS 7
Harna$ 15 2x R 0
Hortus 15 2x
Ornak 15 4x
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Poprawa zdolnosci regeneracyjnej protoplastow pasternaku

Procent tworzacych sie agregatow
komorkowych w kulturach protoplastow
m 'Potdiugi bialy' m'Sabre F1'
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KM azaC
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Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastow kapusty czerwonej, pekinskiej i brukselskiej

Czynnik Wydajnos¢ kultury (% = SE)
S-ty dzien 15-ty dzien
Obickt
Kapusta glowiasta czerwona ‘Haco’ 26914 a 45,0£1,6 b
Kapusta glowiasta czerwona ‘Kalibos’ 264+13a 55,9+19a
Kapusta pekinska ‘Bristol’ 20,8+1,0 b 39,9+1,8b
Kapusta brukselska ‘Red’ 27,009 a 524+19a
Poiywka do kultury protoplastow
CPPOI1 293+13a 58.6=2,1 a
Bras4 244+1,0b 45,9413 b
Bras5 22,1412 b 38.4+1,9 ¢
Bras6 23.5+1,1 b 47,1€1,4 b

Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastow

czosnku i cebuli

Obiekt Odmiana/ Wariant Komorki przechodzace
linia pozywki!l reorganizacje
cytoplazmy [%=+SE]
czosnek  Arkus CPP 86,2 +4,0
KM 87,4 +£0,3
azaC 85,8 £ 3,2
SAHA 85.7£3,9
Ornak CPP 81,1 £0,8
KM 87428
azaC 88,4 £2.7
SAHA 84,7+ 4,4
cebula 7C6 CPP 91,7+3.,6
KM 852+£5,3
azaC 83,5+0,1
SAHA 86,1 £0,3
zC7 CPP 56,7+ 1,5
KM 41,9+5,0
azaC 34,3+4,0
SAHA 33,719

kapusta czerwona kapusta pekinska kapusta brukselska
R T W AR




Whioski

Temat badawczy 1 (Identyfikacja markerow réznicujgcych formy rodzicielskie)

1.

Zidentyfikowano 11 markerdw réznicujgcych kapuste czerwong i brukselke. Tylko jeden z nich miat charakter organellowy.
Sposréd produktéw markerowych 8 byto specyficznych dla kapusty czerwonej a 6 dla brukselki.

Cztery zastosowane markery réznicowaty cebule zwyczajng i szalotke. Byty to wytgcznie markery jadrowe. Przy ich uzyciu
wygenerowano 4 produkty specyficzne dla cebuli zwyczajnej i 2 produkty specyficzne dla szalotki.

Badane odmiany czosnku byty réznicowane przez 9 markeréw — 3 jagdrowe i 6 organellowych. Sposréd 22 produktéw o
charakterze diagnostycznym 9 byto specyficznych dla odmiany Arkus a 13 dla odmiany Ornak.

Temat badawczy 2 (Wyprowadzenie/utrzymanie kultur pedowych i embriogennej tkanki
kalusowej warzyw amarylkowatych)
Kultury pedowe czosnku

1.

2.

W kolejnych pasazach, podobnie jak to miato miejsce w roku ubiegtym, duza czes¢ roslin wypadata z dalszej kultury na
skutek zjawiska szklistosci tkanek oraz przypadkowych zakazern mikrobiologicznych wystepujacych na duzg skale.

Rozwigzanie: pozyskiwanie protoplastow lisciowych z indukowanych kazdorazowo swiezych kultur pedowych.

Kultury kalusa czosnku zwyczajnego, czosnku niedZwiedziego, cebuli zwyczajnej i cebuli szalotki

1.

Pozywki indukcyjne K1 i K2, stosowane w latach ubiegtych, stymulowaty formowanie sie kalusa u nowych obiektow zaréwno
z fragmentéw pietek zgbkdéw czosnku, jak i zarodkéw zygotycznych cebuli zwyczajnej i cebuli szalotki.

Kalus cebuli szalotki charakteryzowat sie dobrym tempem wzrostu na obu pozywkach indukcyjnych, przy czym pozywka K1
dawata lepsze efekty jakosciowe (wiekszy udziat kalusa drobnoziarnistego).

Pomimo wykorzystania réznych typéw eksplantatéw (zarodki, paki kwiatowe, cebulki) oraz zréznicowanych pod wzgledem
zawartosci regulatorow wzrostu pozywek, nie powiodta sie indukcja kalusa czosnku niedzwiedziego. Wobec tego
zrezygnowano w dalszych badaniach z wykorzystania tego obiektu — planuje sie zastgpié go szalotka.

Regeneracja kalusa cebuli i czosnku zwyczajnego w rosliny

1.

W biezgcym roku zastosowano dwie pozywki regeneracyjne, wyselekcjonowane na podstawie wstepnego protokotu
regeneracji zastosowanego w ubiegtym roku.

Pozywka regeneracyjna R dawata lepsze efekty iloSciowe w regeneracji czosnku, natomiast regeneracja roslin cebuli byta
mozliwa wytgcznie na pozywce % BDS.

Rosliny czosnku zregenerowane z kalusa trzech odmian czosnku w wiekszo$ci zachowaty diploidalny charakter
charakterystyczny dla materiatu donorowego (2x). Jedynie w regenerantach odmiany Ornak doszto do podojenia
ploidalnosci (4x) w stosunku do materiatu donorowego.



Temat badawczy 3 (Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastow form rodzicielskich)

Pasternak

1. Zywotnos¢ protoplastéw wyizolowanych ze wszystkich obiektédw byta wysoka i wynosita powyzej 80%.

2. Udziat tworzacych sie agregatow komorkowych w kulturach badanych obiektéw wahat sie w granicach 9-19% i byt zalezny
od sktadu pozywki.

3.  Pozywka KM najlepiej stymulowata aktywnos¢ podziatowg w kulturach protoplastéw pasternaku.

4. Regeneracje roslin na drodze somatycznej embriogenezy zaobserwowano dla trzymiesiecznej kultury kalusa odmiany Sabre
F1 otrzymanego z kultury protoplastow prowadzonej na pozywce KM.

5. Analiza cytometryczna otrzymanych w ubiegtym roku regenerantéw odmiany Sabre F1 wykazata brak zmian ploidalnosci w

stosunku do roslin donorowych.

Kapusta gfowiasta czerwona, kapusta pekinska i kapusta brukselska

1.

Badane obiekty tj. kapusta czerwona, kapusta brukselska i kapusta pekiiska charakteryzowaty sie wysokg wydajnoscia
izolacji protoplastow z lisci mtodych roslin pochodzacych z kultur in vitro.

U wszystkich badanych obiektdw zywotnos¢ uzyskanych protoplastow byta wysoka i wahata sie w granicach 80-93% w dniu
izolacji, potem spadata do 57-89% w pigtej dobie kultury.

Wydajnos¢ kultury dla badanych obiektéw byta stosunkowo wysoka i wahata sie w granicach 40-56% w pietnastym dniu
kultury i byta zalezna od obiektu i pozywki.

Regeneracje peddéw z kultur protoplastéw obserwowano u dwéch obiektow (kapusta czerwona i kapusta brukselska). Nie
obserwowano organogenezy pedowej z kultur protoplastéow kapusty pekinskiej.

Analiza cytometryczna roslin jarmuzu i kapusty brukselskiej uzyskanych w roku 2022 wskazuje na stabilnos¢ uzyskanych
regenerantow, ktére s w wiekszosci diploidalne.

Czosnek i cebula

1.

Nowa mieszanina enzymatyczna zawierajgca celulaze RS efektywniej macerowata kalus czosnku, uwalniajac liczbe
protoplastow wystarczajgcy do zatozenia kultury.

Uwolnione protoplasty kalusowe wszystkich badanych obiektdw charakteryzowaty sie wysokg zywotnoscig (Srednio 70-
90%).

Zastosowane warianty pozywkowe stymulowaty prawidtowe zmiany rozwojowe charakterystyczne dla wczesnej kultury
protoplastow, tj. zwiekszenie objetosci komadrek, zmiane ich ksztattu, reorganizacje cytoplazmy oraz reaktywacje mitozy.
W pozywce KM z dodatkiem azacytydyny lub kwasu SAHA zaobserwowano tworzenie sie pojedynczych agregatow
wielokomérkowych, tworzacych w 90-cio dniowej kulturze grudki mikrokalusa.

Kalus czosnku i cebuli umieszczony na pozywce regeneracyjnej %2 BDS podejmowat dalszy wzrost i formowat mase
proembriogenng. W 12-tygodniowej kulturze zaobserwowano zarodki somatyczne na réznym etapie rozwoju (formujgce sie
liscie i korzenie zarodkowe).



Mierniki dla zadania - prezentacja wynikéw badan

Prezentacja wynikow na konferencjach
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