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CELE PROJEKTU

» Charakterystyka genetyczna populacji grzyba Cronartium ribicola
sprawcy rdzy wejmutkowo-porzeczkowej i identyfikacja jego ras
— cel osiagniety.

» Opracowanie markerow molekularnych genéw odpornosci
porzeczki czarnej na rozne rasy patogena (C. ribicola)

— cel osiagniety.

» Optymalizacja metody sztucznej inokulacji roslin porzeczki
czarnej grzybem C. ribicola w warunkach szklarni lub
laboratorium — cel osiggniety.

» Diagnostyka choréb wywotywanych przez mato znane wirusy
Blackcurrant leaf chlorosis virus (BCIV) i Blackcurrant virus A
(BCVA) — cel osiagniety.

» Ocena zasiedlenia genotypow porzeczki czarnej przez
wielkopgkowca porzeczkowego (Cecidophyopsis ribis)
w warunkach naturalnej presji szpeciela — cel osiggniety.
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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 30 genotypow (odmiany i klony hodowlane) Fot. 1. Skupienia zarodnikéw

porzeczki czarnej rosngce w doswiadczeniu polowym | rdzawnikowych urediniospor
— Fot. 3. (C. ribicola) na dolnej stronie
liscia.

Fot. 2. Kolekcja odmian porzeczki czarnej (Ribes nigrum L) Fot. 3. Rosliny porzeczki czarnej rosngce
Zaktadu Hodowli Roslin Ogrodniczych (ZHRO). w doswiadczeniu polowym



MATERIALY | METODY (2)

1. Izolacja DNA grzyba Cronartium

ll. Metody badawcze:

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

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

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

. Opracowanie markeréw molekularnych (RAPD i SSR) genéw
odpornosci wybranych genotypow porzeczki czarnej (Ribes
nigrum L.) na rdze wejmutkowo-porzeczkowg (C. ribicola)
(Fot. 5)

. Testowanie roslin wybranych genotypéw porzeczki czarnej na
obecnosé¢ Blackcurrant leaf chlorosis virus (BCICaV)
zwigzanego z chlorozg porzeczki czarnej i Ribes americanum
virus A (RAVA) powodujacy deformacje lisci.

. Ocena polowe] podatnosci genotypdw porzeczki czarnej na
zasiedlenia przez wielkopgkowca porzeczkowego w warunkach
naturalnej presji szpeciela (Fot. 6)

INSTYTUT OGRODNICTWA .

porzeczkowa (C. ribicola) na
liSciu porzeczki czarnej.

OPA-01 OPA-16

M|1234551a||123458

Fot. 5. Profile prazkowe
otrzymane przy uzyciu
starterow OPA-01, OPA-16
dla odpornych i wrazliwych
genotypow .

Fot. 6. Objawy porazonych
pakow porzeczki czarnej przez
wielkopakowca porzeczkowego.
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Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktéw po reakcji ISSR (5):

(GACA)4 (GACAC)3 (GTC) CAG GGAT
> < > < ) < (CAC) > < ( )i

O s s m W =

po reakcji RAPD (3): po reakcji MP PCR (2):

OPC-05 OPE-14 OPT-07 MP PCR Z BAMHI  MP PCR Z HINDIII
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Nie otrzymano specyficznych produktow amplifikacji z zadnym z 21 par testowanych
starterow SSR. Produkty amplifikacji uzyskano na preparatach DNA badanych genotypéw
porzeczki czarnej w reakcjach 25 sposréd 32 testowanych starterow RAPD. Nie uzyskano
produktéw amplifikacji przy zastosowaniu 7 starterow. W reakcjach z 23 starterami
otrzymano produkty, ktére wystepowaty zaréwno u genotypdw wrazliwych, jak i odpornych
na rdze wejmutkowo-porzeczkowg (Fot. 1). Dwa sposrdod testowanych starterow RAPD
(OPA-1, OPA-16) generowato prgzki roznicujgce genotypy wrazliwe i odporne na rdze
wejmutkowo-porzeczkowg (Fot. 2). Rdznicujgce prazki otrzymane przy wykorzystaniu
starterow OPA-1, OPA-16 dla roslin porzeczki czarnej odpornych na rdze wejmutkowo-
porzeczkowg w kolejnych etapach badan poddane bedg analizie w kierunku ich
przydatnosci jako markera odpornosci na te chorobe.

OPA-06 OPA-11 OPA-01 OPA-18

M|12345678I M|12345678||12345678
3000bp -
1500bp
500bp -

Fot. 1. Profile prgzkowe otrzymane przy uzyciu starteréw OPA-06, OPA- Fot. 2. Profile pragzkowe otrzymane przy uzyciu starteréw

10, OPA-11, OPA-12, OPA-13, OPA-15, OPA-18, OPA-19 dla roslin OPA-01, OPA-16, dla roslin porzeczki czarnej odpornej: 1 —

porzeczki czarnej odpornej: 1 — PC 36, 2 — PC-778, 3 — 12D/40, 4 — PC 36, 2 — PC-778, 3 — 12D/40, 4 — Polonus, wrazliwej: 5 —

Polonus, wrazliwej: 5 — Narve Viking, 6 — Tiben, 7 — Polben, 8 — Narve Viking, 6 — Tiben, 7 — Polben, 8 — PC46/2022, M —

PC46/2022, M — wzorzec wielkosci fragmentéw DNA 100 bp DNA Ladder  wzorzec wielkosci fragmentow DNA 100 bp DNA Ladder H3

H3 RTU (Nippon Genetics). RTU (Nippon Genetics). Niebieska strzatka — prazki
réznicujgce.

M|12345678|

3000bp |
1500bp

500bp —
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Tabela 1. Tabela 1. Podatnos¢ wybranych genotypow porzeczki czarnej na rdze wejmutkowo-
porzeczkowa, Skierniewice, 2023 r. (Srednie wyniki z 5 roslin/powtorzen)

Stopien porazenia

Kraj L
HE | CEmei pochodienia przlecb”b'c‘c’)'z"xg' 1. Testowane odmiany réznig sie istotnie
Il Anidega s > aaz’ggei ) pod wzgledem gtqpnia porazenia lisci
2  Ben Tirran Szkocja 1,2 be przez grzyb C. ribicola.
3 BenTron Szkocja 2,8 de 2. Na roslinach tylko jednej odmiany
4 Bona ol 2,4d (‘Sanjuta’) nie zaobserwowano Zadnych
El Elo Estonia Lagbe objawéw rdzy wejmutkowo-
6 Gofert Polska 2,0 cd . .
. porzeczkowej. Rosliny czterech

7  Imandra Rosja 3,2 def _ . _  te—r s ,
B |\ ove Viking P —— 3.8 ef Qdmlan: Ben Tirran’, ‘Elo’, ‘Polonus
9  Ores Polska 3.2 def | ‘Titania’ byty w niewielkim stopniu
10 Polares Polska 2,0 cd porazone przez tego patogena.
11 Polben Polska 2,0 cd 3. Polskie odmiany, ktére w warunkach
S Polonus Polska Ghlab polowych wykazywaty matg podatno$é
13 Ruben Polska 2,4d .
14 Sanjuta Ukraina 00a na erze wejmutkpyvo-porz?czkowa, w
15  Sunderbyn I Szwecja 3.8 ef wyniku sztucznej inokulacji, byty w
16 Tiben Polska 26d Srednim stopniu, porazone przez
17 Tihope Polska 2,5d C.ribicola.
18 Tisel Polska 2,0cd
e Szwecjé el A - skala bonitacyjna 0-5, w ktérej O - liscie zdrowe, 1 = 1-3%
20 Tsema Holandia 4,0 f powierzchni lici porazonej przez grzyb, 2 = 3-10%, 3 = 10-30%,

Srednia ogéina 23 4 = 30-50%, 5- powyzej 50% powierzchni porazonej przez grzyb
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Rys. 1. Przykfad elektroforogramu produktéw reakcji RT-PCR
uzyskanych dla analizowanych genotypow porzeczki czarnej
ze starterami BCldaeoRNA1F1/BCldaeoR2 specyficznymi dla
Blackcurrant leaf chlorosis virus. M-marker wielkosci, 1 - Ben
Kliberk’ 53; 2 -‘Ben Lomond’ 31; 3 -‘Moka’ 74; 4 -‘Ben Alder’
81; 5 -‘Tiben’ 3/6; 6 -‘Vospaninnaja’ 78; 7 -‘Foxendown’ 18;

8 -‘Polares’ 10; 9 - ‘Ben Tiran’ 82; 10 - ‘Ben Finlay’ 43; 11 -
‘Croma’; 12 — ‘Worchesterberry’.

Rys. 2. Przykfad elektroforogramu produktéw reakcji RT-
PCR uzyskanych dla analizowanych genotypow porzeczki
czarnej ze starterami BCldaeoRNA1F2/BCldaeoR2
specyficznymi dla Blackcurrant leaf chlorosis virus. M-marker
wielkosci, 1 - Ben Kliberk’ 53; 2 -‘Ben Lomond’ 31; 3 -‘Moka’
74: 4 -‘Ben Alder’ 81; 5 -“Tiben’ 3/6; 6 -‘Ben Tron’ |/6;

7 -‘Bona’ 24; 8 -‘Polares’ 10; 9 - ‘Ben Tiran’ 82; 10 -
‘Foxendown’ 18; 11 - ‘Ben Finlay’ 43; 12 - ‘Ben Grain’ 14;

13 - ‘Docka’ 92; 14 — kontrola negatywna (zdrowa roslina).

S B s L s e e s Ear e e e e

Rys. 3. Przyktad elektroforogramu produktow reakcji RT-
PCR uzyskanych dla analizowanych genotypow porzeczki
czarnej ze starterami wtasnymi BCICaV1184MP-
F/BCICaV1184MP-R (préby 1, 2, 3, 4) oraz BCICaV1176CP-
F/BCICaV1176CP-R (proby 5, 6, 7, 8) specyficznymi dla
Blackcurrant leaf chlorosis virus. M-marker wielkosci,

1 - ‘Ben Tron’ I/6; 2 -"Vospaninnaja’ 78; 3 - ‘Foxendown’ 18;
4 - ‘Ben Finlay’ 43; 5 - ‘Ben Tron’ I/6; 6 -‘Vospaninnaja’ 78;

7 - ‘Foxendown’ 18; 8 - ‘Ben Finlay’ 43.
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Stopien zasiedlenia pakéw przez

Kraj wielkopgkowca porzeczkowego W |k k R k
Lp. Genotyp pochodzenia Wiosna Jesien Srednia IeIKOP4 O.V\.Il.ec porzeczKkowy )
10.04.2023 10.10.2023  roczna *Uszkadza paki i jest wektorem rewers;ji
1 Andega Francja 0 0,0 0,0 porzeczki czarnej (FOt- 1)
2 BenTirran Szkocja 0 0,0 0,0 *Malenki szpeciel - 0.15 -0.25 mm,
3 Ben Tron Szkocja 0 0,0 0,0 : P e : :
PR Gofert Polska = 02 01 zeruje i zimuje w pakach porzeczki
5 Imandra Szwecja 0 0,0 0,0 (FOt. 2)
6 Sunderbyn Il Szwecja 0 0,0 0,0 Mi ; . .
7 Tihope dbidiar & 0 i i Mllgraq? oo! kon.ca marc_a do konca
87 Tsema Holandia 0 0,0 0,0 maja, gtéwnie tuz przed i podczas
9 Ruben Polska 0 0,3 0,1 itniani
10  Tiben Polska 0 0,1 0,1 kW|tn|?.n|a. ) )
11  Bona EOEES 0 0.4 0.2 ‘Rozwija kilka pokolen w sezonie
12" Elo Estonia 0 0.0 0.0 *Przenoszony z sadzonkami, przez
13 Ores Polska 0 0,1 0,1 . .
14 Polares Polska 0 0.0 0.0 wiatr, cztlowieka, owady, roztocze
15 Polben Polska 0 0,1 0,1
16 Polonus Polska 0 0,0 0,0
17 Tiben Il Polska 0 0,0 0,0
18 Tisel Polska 0 0,3 0,1
19 Ruben Il Polska 0 0,0 0,0
20  9A/9 Polska 0 0,0 0,0
21  12D/4 Polska 0 0,0 0,0
22  12D/40 Polska 0 0,0 0,0
23 PC-797 Polska 0 0,0 0,0 g |
24  PC-811 Polska 0 0,0 0,0 .
25 PC 825 Polska 0 0,0 0,0 Fot. 1. Uszkodzone paki Ot 2- SzZpeciele na paku
26 PC-778 Polska 0 0,0 0,0
27 PC-13B/11 Polska 0 0,0 0,0
27  26/1/1 Szkocja 0 0,0 0,0
29 Titania Szwecja 0 0,5 0,3
30 Sanjuta Ukraina 0 0,0 0,0
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WNIOSKI

1. Metoda izolacji genomowego DNA z lisci porzeczki czarnej wg Doyle i Doyle (1987) zmodyfikowana
przez Trzewik i in. (2016) pozwolita na otrzymanie preparatéw DNA o stezeniu i czystosci wyzszej
w porownaniu do komercyjnego zestawu NucleoSpin® 96 Plant kit (Macherey-Nagel).

2.Dwa sposrod 32 testowanych starterow RAPD generujg prazki roznicujgce genotypy odporne
| wrazliwe na rdze wejmutkowo-porzeczkows.

3. Metoda sztucznej inokulacji mieszaning urediniosporow C. ribicola w warunkach szklarniowych
okazata sie skuteczna w fenotypowej ocenie porazenia testowanych genotypdw porzeczki czarne,;.
4. Testowane odmiany roznig sie istotnie pod wzgledem stopnia porazenia lisci przez grzyb
C. ribicola.
5.Na roélinach tylko jednej odmiany (‘Sanjuta’) nie zaobserwowano zadnych objawéw rdzy
wejmutkowo-porzeczkowej. Rosliny czterech odmian: ‘Ben Tirran’, ‘Elo’, ‘Polonus’ i ‘Titania’ byty
w niewielkim stopniu porazone przez tego patogena.

6. Polskie odmiany, ktore w warunkach polowych wykazywaty matg podatnos¢ na rdze wejmutkowo-
porzeczkowg, w wyniku sztucznej inokulacji, byty w srednim stopniu porazone przez C. ribicola.

7.Po raz pierwszy w Polsce wykryto Blackcurrant leaf chlorosis virus.

8. Wykrycie BCICaV w 8 sposrod 40 badanych roslin porzeczki czarnej wskazuje na obecnosc¢
potencjalnego zrodta wirusa w kolekcji odmian i prawdopodobienstwo jego rozprzestrzeniania za
posrednictwem pytku lub nasion.

9.W 2023 roku na mtodych roslinach badanych genotypow porzeczki czarnej rosngcych
w doswiadczeniu polowym zasiedlenie pgkow przez wielkopgkowca porzeczkowego byto na bardzo
niskim poziomie.

10. Na krzewach kilku odmian porzeczki czarnej ‘Bona’, ‘Gofert’, ‘Ores’, ‘Polben’, ‘Ruben’, ‘Tiben’,
‘“Tihope’, ‘Tisel’ i ‘Titania’ stwierdzono pojedyncze uszkodzone przez szpeciele paki, zas na
pozostatych testowanych genotypach takich pgkéw jeszcze nie obserwowano.




