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Cele projektu w 2021 r.

Temat badawczy 1 (Identyfikacja markerow réznicujgcych formy rodzicielskie):

- uzyskanie sekwencji transkryptomu liSciowego pasternaku
- opracowanie markeréw jadrowych réznicujgcych pasternak i pietruszke

- opracowanie markerdw jadrowych réznicujgcych jarmuz i kapuste galicyjska
Temat badawczy 2 (Wyprowadzenie/utrzymanie kultur pedowych i embriogennej tkanki
kalusowej warzyw amarylkowatych):

- opracowanie warunkow prowadzenia krotko- i dfugoterminowych kultur pedowych
czosnku o wysokim potencjale namnozeniowym

- opracowanie warunkow indukgcji i utrzymania embriogennej tkanki kalusowej cebuli,
czosnku i czosnku niedzwiedziego*

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

- wybor obiektu/dw pasternaku o dobrej zdolnosci regeneracyjnej

- opracowanie protokotu izolacji i kultury protoplastéw jarmuzu, kapusty galicyjskiej i sataty

- opracowanie wstepnych warunkow dla izolacji i kultury protoplastéw czosnku
niedZzwiedziego

* cel zrealizowany czesciowo
pozostate cele zostaty zrealizowane




Materiaty i metody

Temat badawczy 1 (Identyfikacja markerow réznicujgcych formy rodzicielskie)
Materiaty roslinne

Pasternak zwyczajny (Pastinaca sativa L.) — odmiana Gladiator (Tozer Seeds)

Pietruszka zwyczajna (Petroselinum crispum (Mill.) Fuss) — odmiana Otomuncka (Plantico)
* Jarmuz (Brassica oleracea L. var. sabellica) — odmiana Kapral (Sustainable Seeds)

* Kapusta galicyjska (Brassica oleracea L. var. viridis) — odmiana Vates (Plantico)

wykorzystano po
20 siewek z
kazdego obiektu

Metody
* Sekwencjonowanie lisSciowego transkryptomu pasternaku w serwisie zewnetrznym z wykorzystaniem platformy firmy
[llumina

* Identyfikacja mikrosatelit z uzyciem programu MicroSAtellite (MISA)
* PCR 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.) — 4 obiekty; cebula zwyczajna (Allium cepa L.) — 4 linie
Metody

* indukcja krétko- i dtugoterminowej kultury pedowej z pietek zgbkdéw czosnku (1 pozywka)

* indukcja kalusa czosnku z pietek zgbkdw czosnku i zarodkédw zygotycznych cebuli (2 pozywki)

Temat badawczy 3 (Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastow form rodzicielskich)

Materiaty roslinne
pasternak zwyczajny — 3 obiekty; jarmuz, kapusta galicyjska — 1 obiekt; satata gtowiasta (Lactuca sativa L. var. capitata)
— 2 obiekty; czosnek zwyczajny — 1 obiekt;

Metody

* kultura roslin donorowych z nasion w warunkach in vitro

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

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



Wyniki

Sekwencjonowanie transktyptomu pasternaku

Analizie RNA-seq poddano pojedynczg rosline z odmiany Gladiator.

W wyniku wstepnego sekwencjonowania odczytano facznie 84,8 min nukleotyddéw przy sredniej dtugosci odczytow
wynoszacej 199 nt. W catkowitej puli zsekwencjonowanych nukleotyddw, 92,5% charakteryzowato sie parametrem
jakoéciowym Phred score réwnym co najmniej 30. Srednia procentowa zawartoé¢ GC wynosita 44%.

Parametry statystyczne wykonanego wstepnego

sekwencjonowania transkryptomu pasternaku.

Dlugos¢ odezytow

[nt]
Calkowita liczb : : Sredni tosé
Typ odczytow | Liczba odczytow afowita 1?1 A %GC | Min. | Maks. | Srednia | N50 | N95 recita warfose %Q20 %Q30
nukleotydow Phred score
forward 213184 43317731 16 301 203,19 | 221 126 69,34 98,19 94,04
reverse 213184 41522 409 15 301 194,77 | 210 124 68,63 97,03 91,00

Analiza otrzymanych odczytéw programem MISA umozliwita identyfikacje tgcznie 269 066 mikrosatelit ztozonych z motywoéw
o dtugosci od 2 do 10 nukleotydéw powtdrzonych od 3 do 38 razy. Najwiekszg pule mikrosatelit — 167 710 — stanowity 3-
krotne powtdrzenia 2-nukleotydowe. Stanowity one 72,3% wszystkich 3-krotnie powtérzonych mikrosatelit oraz 85,3%
wszystkich powtdrzen 2-nukleotydowych.

Liczebnos¢ réznych typow powtdrzen mikrosatelitarnych zidentyfikowanych w zsekwencjonowanym transkryptomie pasternaku.

Liczba powtérzen Suma Udzial
Dlugos¢ motywow 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 >15 [%0]
2-nukleotydowe | 167710 | 21205 | 3807 | 1217 | 713 563 329 221 138 88 64 83 40 337 |196515| 73,04
3-nukleotydowe | 60838 | 5683 | 1045 [ 590 169 99 24 20 8 2 2 0 2 8 68490 | 25,45
4-nukleotydowe 2 057 162 67 10 22 3 1 1 0 0 0 2 0 0 2325 0,86
5-nukleotydowe 584 127 26 6 0 0 1 2 2 0 0 0 0 0 748 0,28
6-nukleotydowe 497 299 31 11 10 2 2 2 0 0 1 1 0 0 856 0,32




Opracowanie markeréow jgdrowych réznicujgcych komponenty rodzicielskie:

pasternak i pietruszke oraz jarmuz i kapuste galicyjska

W toku analiz poréwnywano profile markerowe wygenerowane dla 20 siewek
pasternaku i 20 siewek pietruszki oraz profile uzyskane dla 20 siewek jarmuzu i 20
siewek kapusty galicyjskiej. W uzyskanych elektroforegramach poszukiwano
produktéw PCR, ktére byty specyficzne dla jednego z obiektéw danej pary.
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SSR2-10H-f/SSR2-10H-r

Profile prazkowe otrzymane przy uzyciu przyktadowego markera
(SSR2-10H) dla 20 roslin pasternaku oraz 20 roslin pietruszki.

Pasternak/pietruszka
Przy zastosowaniu 11 markeréw uzyskano ogétem 10 produktéow
amplifikacji wystepujacych wytgcznie w jednym poréwnywanym obiekcie.

Jarmuz/kapusta galicyjska
Przy zastosowaniu 20 markeréw uzyskano ogotem 17 produktow
amplifikacji wystepujacych wytgcznie w jednym poréwnywanym obiekcie.

Zidentyfikowane produkty réznicujgce bedzie mozna zastosowac do selekgji
odpowiednich produktéw fuzji somatycznej.

Produkty markerowe réznicujgce analizowane odmiany
kapusty galicyjskiej i jarmuzu (fragment tabeli).
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Wyprowadzenie/utrzymanie kultur pedowych czosnku

Wspdtczynnik namnazania w kulturach fragmentdw pietek czosnku
zwyczajnego (Allium sativum L.)

Obiekt Liczba wytozonych Liczba otrzymanych  Wspoétczynnik
eksplantatow roslin namnazania (+SE)
'Ornak’ 150 467 3,1+0,2 (a)
'Harnag' 150 253 1,7£0,2 (b) Indukeja kultur V‘X‘h‘ '
'Hortus' 150 524 3,5+0,2 (a) pedowych czosnku é\iai- \
POLO30 50 108 2,2 zwyczajnego (Allium "4 I \‘ s
Ogétem 500 1352 2,640,7 sativum L.) z A
fragmentéw pietek "
zgbkow

Wyprowadzenie/utrzymanie kultur kalusa czosnku

Indukcja kalusa z fragmentdw pietek zgbkéw czosnku zwyczajnego (Allium sativum L.)

Obiekt Pozywka Srednia liczba (+SE)
indukcyjna  eksplantatéow
tworzacych kalus
'Ornak’ K1 31,3+9,0
K2 41,3+4,1
'Harnas' K1 10,3+6,2
K2 22,3+1,7
'Hortus' K1 37,7+0,9
K2 43,0+4,1
POL030 K1 41,0
K2 48,0




Wyprowadzenie/utrzymanie kultur kalusa cebuli

Wydajnos¢ indukcji kalusa (%) z dojrzatych
zarodkow zygotycznych cebuli (Allium cepa L.)
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Procent tworzacych sie agregatow
komadrkowych w kulturach protoplastéw




Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastow jarmuzu, kapusty galicyjskiej, sataty

Czynnik Agregaty komérkowe (% * SE)
5. dzien 15. dzien kultury
Obiekt Odmiana
jarmuz Kapral 57,7+3,4a 79,5+1,7a
kapusta galicyjska Vates 59,1+2,8a 743+1,6Db
satata Nochowska 58,9+0,7 a 75,0+0,6 a
Mira 55,9+0,8b 75,3+0,8a

satata/pozywka

Lact 1 53,2+0,7b 71,3+0,7b

Lact 2 62,0£0,6 a 79,1+0,3a

Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastow czosnku

Powt. Zywotnosé Wydajnosé kultury (%)

protoplastow 10-ty dzien 20-ty dzien 30-ty dzien
(%=£SE) at b c a b c a b ¢
| 78,9+5,0 N 84 9,5 N 70 6,9 N
Il 81,4+6,3 brak brak brak
1] 86,7+3,4 brak brak brak

Ipozywki do kultury protoplastow: a — CPP, b — CPP+PSK, c — CPP+PSK+Pu; N — nieliczne

podziaty

Kultura protoplastéw czosnku zwyczajnego = &




Whioski

Temat badawczy 1 (Identyfikacja markerow réznicujacych formy rodzicielskie)

1. Dane sekwencyjne uzyskane w toku analizy RNA-seq pasternaku cechowaty sie zadowalajgcymi parametrami
jakosciowymi i pozwolity na wydajng identyfikacje powtérzen mikrosatelitarnych w obrebie rejonow
transkrybowanych. Dtugos¢ uzyskanych odczytéw sekwencyjnych (nominalnie 300 nt) daje mozliwos¢
projektowania starteréw do amplifikacji zidentyfikowanych mikrosatelit.

2. Genotypowanie pasternaku i pietruszki ujawnito 10 markerowych produktéw amplifikacji, ktére bedg przydatne do
identyfikacji mieszancow somatycznych pomiedzy tymi gatunkami.

3. Zidentyfikowano 17 produktéw amplifikacji, ktére réznicowaty badane odmiany jarmuzu i kapusty galicyjskie;].
Produkty te znajdg zastosowanie do selekcji mieszancéw somatycznych pomiedzy jarmuzem i kapustg galicyjska.

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

1. Sposrdd czterech testowanych obiektdw czosnku ‘Ornak’ i ‘Harnas’ charakteryzowaty sie wyzszym wspotczynnikiem
namnazania.

2. Zastosowane warunki krotko- jak i dlugoterminowej kultury pedowej pozwolity na systematyczne utrzymywanie w
kulturze liczby roslin wystarczajgcej do ewentualnej izolacji protoplastéw.

Kultury kalusa czosnku i cebuli

1. Wybrane pozywki indukcyjne stymulowaty formowanie sie kalusa zaréwno z fragmentéw pietek zgbkdéw czosnku jak
i zarodkow zygotycznych cebuli.

2.  Na pozywce K2 kalus namnazat sie zdecydowanie szybciej niz na pozywce K1 i charakteryzowat sie preferowang
suchg strukturg i drobno-ziarnistg tekstura.



Whioski —c.d.

Temat badawczy 3 (Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastow form rodzicielskich)

Pasternak

1. Zastosowana procedura izolacji i oczyszczania protoplastow byta wystarczajgco wydajna dla wszystkich badanych
obiektow pasternaku, a pozywka z fitosulfoking i putrescyng efektywnie stymulowata aktywnos¢ podziatowa
komorek.

2. Odmiana Poétdtugi biaty, jako obiekt o najwyzszej zdolnosci regeneracyjnej, powinna zosta¢ wykorzystana do
dalszych etapéw badan nad wprowadzeniem cechy CMS z pasternaku do pietruszki.

Jarmuz, kapusta galicyjska, satata

1. Zastosowane mieszaniny maceracyjne pozwolity na otrzymanie wystarczajgcej liczby protoplastow z lisci mtodych
roslin jarmuzu, kapusty galicyjskiej oraz sataty.

2.  Kultury wszystkich obiektow podjety aktywnos¢ podziatowa a liczba tworzacych sie agregatow komoérkowych byta
stosunkowo wysoka i wahata sie od 74 do 79% w pietnastym dniu kultury.

3. Po miesigcu kultury protoplastéw obserwowano kalus tworzacy sie z rézng wydajnoscig u poszczegdlnych obiektow,
ktory regenerowat w pedy na zastosowanych pozywkach regeneracyjnych z rézng wydajnoscia.

4. Otrzymane pedy byty diploidalne, poliploidane i miksoploidalne. Bardziej stabilne pod wzgledem ploidalnosci
okazaty sie regeneranty kapusty galicyjskiej i sataty. U jarmuzu wystepowaty gtdwnie rosliny tetraploidalne.

Czosnek

1. Zastosowana mieszanina maceracyjna uwolnita przecietng liczbe protoplastow z grama lisci kultury krétko-
terminowej.

2.  Mimo, ze protoplasty charakteryzowaty sie wysoka zywotnoscig obserwowano nieliczne podziaty komdrkowe i tylko
na pozywkach suplementowanych fitosulfoking lub fitosulfoking i putrescyna.

3. W kulturze 60-dniowej nie stwierdzono obecnosci wielokomérkowych agregatow.

W roku 2021 (pierwszy rok realizacji projektu)
nie planowano prezentacji doniesien konferencyjnych i publikacji



