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Cele/tematy badawcze projektu w 2023 r.

1. Otrzymanie poliploidow in vitro 3 genotypow agrestu i 2 odmian
czeresni.

2. Okreslenie poziomu ploidalnosci peddow zregenerowanych po
dziataniu antymitotykbw oraz potwierdzenie statusu otrzymanych
tetraploidow przy uzyciu cytometrii przeptywowej (FCM).

3. Otrzymanie | dalsza uprawa tetraploidalnych roslin agrestu i czeresni
Indukowanych w 2022 roku.

4. Rozmnozenie wegetatywne (klonowanie) uzyskanych tetraploidalnych
form czeresni poprzez ich szczepienie | okulizacje na wegetatywne]
podktadce ‘Gisela 5'.

5. Ocena w warunkach szklarniowych parametrow wzrostu, zawartosci
chlorofilu oraz liczby i wielkosci aparatow szparkowych tetraploidow, w
porownaniu do diploidalnych odpowiednikow.

Wszystkie cele zostaty osiggniete |I'IHO|'tu
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Materiaty i metody

Temat 1. W celu indukowania poliploidéw, kultury pedowe in vitro 3 genotypow agrestu: klonu AGR9, ‘Captivator’ ‘Macurines’
poddano dziataniu antymitotykow: kolchicyny i APM, a czeresni ‘Regina’ i ‘Liliana’, kolchicyny, trifluraliny, oryzaliny oraz APM.
Pedy inkubowano w ciemnosci 2 tyg. Nastepnie wystawiano na swiatlo 2 tyg. Oceniano fitotoksycznosc¢ a pedy, ktore przezyty
przektadano na pozywki do namnazania, wtasciwe dla danego gatunku. Po 4 tyg. z regenerantdw pobierano miode liscie i
poddawano ocenie poziomu ploidalnosci metodg cytometrii przeptywowej (FCM-DAPI/PI).

Temat 2. Materiatem badawczym byty mtode licie pobierane z regenerantéw (miksoploidow i tetraploidow), 2 odmian agrestu
‘Invicta’ i ‘Biaty Triumf oraz 2 odmian czeresni ‘Tamara’ i ‘Rita’ otrzymanych po dziataniu antymitotykéw w 2022 a takze z
regenerantow i tetraploidow zaindukowanych w 2023 roku w temacie badawczym 1: czeresni ,Regina i 'Liliana’ oraz agrestu
‘Captivator’, ‘Macurines’ i AGR9. tacznie 5 genotypow agrestu i 4 odmiany czeresni. Mtode liScie z regenerantdw in vitro oraz z
roslin tetraploidalnych ze szklarni, zostaty wykorzystane w analizach cytometrycznych poprzez ocene poziomu ploidalnosci
(FCM-DAPI/PI). W celu potwierdzenia statusu tetraploiddw agrestu z wierzchotkédw korzeni przygotowano preparaty
chromosomow somatycznych w fazie matafazowej i obserwowano w mikroskopie fluorescencyjnym, przy uzyciu swiatta UV.

Temat 3. Materiatem do badan byty pedy tetraploidalne agrestu otrzymane w 2022 i 2023 roku: dla odmiany ‘Biaty Triumf’ A18-
ax, A21-4x, A7/2-4x, A8/1-4x, A15/1-4x i A23-4x oraz dla klonu hodowlanego AGR9 A51/1-4x, B15/3-4x i B20/1-4x. Ukorzeniano
rowniez pedy tetraploidalne czeresni ‘Tamara’ B3/6-4x, H13-4x oraz ‘Rita’ E17-4x. Tetraploidalne pedy rozmnazano in vitro na
pozywce, ktdra zawierata: dla agrestu sole WPM, 0,2 mg/l mT, 0,1 mg/l GA3, 0,1 mg/l IAA, dla czeresni sole MS; 0,8 mg/l BAP;
1,0 mg/l GA3; 0,01 mg/l IBA. Pedy ukorzeniano in vitro na pozywce z dodatkiem auksyny IBA. Oceniano wysokos¢ pedow,
liczbe lisci, i dlugos¢ korzeni oraz procent pedéw ukorzenionych. Ukorzenione in vitro rosliny, aklimatyzowano w szklarni.

Temat 4. Do rozmnozenia tetraploidalnych form czeresni wykorzystano podktadke ‘Gisela 5’. W styczniu wykonano szczepienie
zimowe wykorzystujgc oczka 3 tetraploidalnych linii C5-4x, C7-4x oraz D4-4x odmiany ‘Merton Premier’. Zaszczepione
podkitadki oraz podkfadki do lipcowej okulizacji, zostaty posadzone w wysokim tunelu foliowym do foliowych cylindrow. Na
przetomie lipca i sierpnia wykonano letnig okulizacje oczkami tetraploidalnej linii C5-4x odm.‘Merton Premier’ i 2 tetraploidalnych
linii B3/6-4x oraz H13-4x odm. ‘Tamara’. tgcznie rozmnozono 5 linii tetraploidalnych i 2 odmiany czeresni jako kontrole.

Temat 5. Materiat badawczy stanowity 2 tetraploidy czere$ni: B3/6-4x, H13-4x w odmianie ‘Tamara’ oraz tetraploidy C5-4x, C7-
4x, D4-4x odmiany ‘Merton Premier’, ktére rosty odpowiednio w szklarni i w tunelu foliowym. Po aklimatyzacji rozpoczeto
pomiary parametrow morfologicznych i fizjologicznych. Okre$lono dynamike wzrostu roslin, liczbe miedzywezli, srednice pedu,

zawartosc¢ chlorofilu oraz gestos¢ i dtugos¢ aparatéw szparkowych. I H t
NFMOIC..
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Temat 1. Wyniki

Dla 3 genotypow agrestu wykonano tgcznie 124 analizy | ,

ploidalnosci. Otrzymano 40 miksoploiddw. W klonie
agrestu AGR9 wykryto 4 tetraploidy po traktowaniu
kolchicyng. Dla 2 odmian czeresni wykonano 439 analiz
ploidalnosci. Otrzymano 147 miksoploidow. Pedy
pochodzgce z rozmnozenia miksoploidow poddawano
dalszej analizie. Otrzymano 17 tetraploidow w odmianie
‘Regina’ po traktowaniu trifluraling, oryzaling oraz APM
oraz 1 tetraploid w odmianie ‘Liliana’.

Whnioski

1. Zoptymalizowano procedury indukowania poliploiddéw in
vitro dla klonu agrestu AGR9 oraz dla odmian czeresni
‘Regina’ i ‘Liliana’.

2. Dla pedoéw in vitro odmian agrestu ‘Captivator’ i
‘Macurines’ antymitotyk kolchicyna w stezeniu 150 mg/I
byt catkowicie fitotoksyczny.

3. Dla pedow in vitro czeresni ‘Regina’ i ‘Liliana’ zaden z
zastosowanych antymitotykow nie byt catkowicie
fitotoksyczny, w kazdej z kombinacji czes¢ peddow
przezyta i podjeta namnazanie.

4. Dla klonu agrestu AGR9 wykryto 4 tetraploidy po
traktowaniu kolchicyna.

5. Dla odmiany ‘Regina’ otrzymano 17 tetraploidow po
traktowaniu trifluraling, oryzaling oraz APM.

6. Dla odmiany ‘Liliana’ otrzymano 1 tetraploid po
traktowaniu oryzaling, ale wymaga on dalszego
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Temat 2. Wyniki

Zoptymalizowano warunki analiz cytometrycznych poziomu ploidalnosci. Najwyzszej jakosci histogramy uzyskano przy uzyciu buforu
Partec z dodatkiem 1 % PVP i barwnika DAPI (dla czeresni) i Pl (dla agrestu) z czasem inkubacji 30 minut. Dla odmian czeresni w
roku 2023 wykonano tgcznie 818 analiz cytometrycznych. £gcznie w 3 latach badan dla 5 odmian czeresni wykonano 1860 analiz.
Dla odmian agrestu w roku 2023 wykonano 321 analiz cytometrycznych. W 3 latach badan dla 5 odmian agrestu wykonano fgcznie
706 analiz (Tab li 2)

L
Odmiana potwierdzajacych 2021 2022 2023 2021 2022 2023 Nazwa ’ 0
2021 2022 2023 2021 2022 2023 Nazwa tetraploidalnosé tetraploidalnos¢
‘Tamara’ 32 146 125 B3/6-4x 2022 29 (rosliny w szklarni 2023) 23 rosliny 4x
‘Biaty - 120 112 9 14 A18-4x 2022 1 (pedy in vitro 2023)  pedy in vitro 2x 6 triploidow 3x
Triumf’ H13-4x 2022 5 (pedy in vitro 2022) 5 pedow 4x
A21-4x 2022 7 (pedy in vitro 2023)  pedy in vitro 2x 25 (rosliny w szklarni 2023) 18 roslin 4x
16 (rosliny w szklarni 16 roslin 2x 3 triploidy 3x
ploidy
2023) 4 miksoploidy
A7/2-4x 2023 6 (pedyinvitro 2023)  pedy in vitro 4x A3/12/2-8x 2022 2 (pedy in vitro 2022) miksoploid
A7/4-4x 2023 2 (pedy in vitro 2023) zamart, brak A3/22/1-4x 2022 3 (pedy in vitro 2022) miksoploid
namnazania B3/42/1-4x 2022 2 (pedy in vitro 2022) miksoploid
A8/1-4x 2023 9 (pedy in vitro 2023)  pedy in vitro 4x
B8-4x 2022 2 (pedy in vitro 2022) zamart, brak
A15/1-4x 2023  8(pedy in vitro 2023)  pedy in vitro 4x namnazania,
C2-4x 2022 2 (pedy in vitro 2022) zamart, brak
A23-4x 2023 4 (pedy in vitro 2023)  pedy in vitro 4x namnazania,
142 118 - 20 89 E17-4x 2022 2 (pedy in vitro 2022) pedy in vitro 4x
55 o 13 2 3 G6-4x 2021 2 (pedy invitro 2022)  zamart, brak 28 (rosliny w szklarni 2023) 28 roslin 2x
LOl4 [El 182 144 66 - 52 C11/5-4x 2021 2 (pedy in vitro 2022) pedy in vitro 2x
m = 135 3 = 14 0 B1/2-4x 2022 2 (pedyinvitro 2022)  zamart, brak
hamnazania C12/8-4x 2021 1 (pedy in vitro 2021) zamart, brak
65 10 36 3 6 17 G8-4x 2021 2 (pedy in vitro 2021) zamart, brak namnazania,
namnazania F4-4x 2023 3 (pedy in vitro 2023) nie potwierdzony
G15-4x 2021 2 (pedy in vitro 2021) miksoploid ax
295 - - 95 C4-4x;C8-4x; 2023 24 17 tetraploidow
H7-4x 2021 2 (pedy in vitro 2021) zamart, brak C9-4x; pedy in vitro 4x
namnazania C10-4x; C11-4x;
H13-4x 2021 2 (pedy in vitro 2021) zamart, brak C19-4x; C22-4x;
namnazania C23-4x; C24-4x;
- - 157 38 A38-4x 2 (pedy in vitro 2023) zamart, brak C26-4x;D4-4x;
namnazania E25-4x; F40-4x;
A51/1-4x 11(pedy in vitro 2023)  pedy in vitro 4x F41/1-4x; F63-4x;
3(rosliny w szklarni 3 rosliny 4x H30-4x; H34-4x
3023_') S ‘Merton 216 47 C5-4x 2021 2 (rosliny w szklarni 2022) 2 rosliny 4x
B15/3 12(pedy in vitro 2023)  pedy in vitro 4x Premier’
C7-4x 2021 30 (rosliny w szklarni 2022) 27 roslin 4x
B20/1 11(pedy in vitro 2023)  pedy in vitro 4x 3 triploidy 3x
1 (roslina w szklarni 1 rosélina 4x D4-4x 2021 7 (rosliny w szklarni 2022) 7 roslin 4x
2023)

Tab. 1. Analizy cytometryczne i potwierdzanie tetraploidéw agrestu w latach 21-23 Tab. 2. Analizy cytometryczne i potwierdzanie tetraploidéw czeresni w latach 21-23

Whnioski

1. W latach 2021-2023 z pieciu badanych odmian czere$ni uzyskano 22 tetraploidy: 3 w odmianie ‘Merton Premier’, 2 w odmianie

‘Tamara’ oraz 17 w odmianie ‘Regina’.

2. Uzyskane 9 tetraploidow w odmianach: ‘Rita’, Liliana’ i czesciowo ‘Tamara’ zamarty, bgdz staty sie miksoploidami lub diploidami.
3. W latach 2021-2023 z pieciu badanych odmian agrestu uzyskano 7 tetraploidéw: 4 w odmianie ‘Biaty Triumf’ i 3 w klonie AGR9.
4. Tetraploidalne pedy agrestu w wielu przypadkach nie podejmujg namnazania in vitro i nastepuje ich zamieranie.
5. Analizy cytometryczne i metafazowe chromosomoéw somatycznych potwierdzity status tetraploidéw agrestu.



Temat 3. Wyniki

Podjeto probe ukorzeniania tetraploidalnych pedéw agrestu
‘Biaty Triumf oraz AGR9. W odmianie ‘Biaty Triumf
wszystkie pedy w liniach A7/2-4x, A8/1-4x, A15/1-4x i A23-4x
zamarty. W klonie AGR9 udato sie uzyska¢ 3 rosliny
tetraploidalne z linii A51/1-4x (Fot. 2) i 1 ros$line z linii B20/1-
4x. Parametry namnazania ukorzeniania in vitro pedow
tetraploidalnych w obu odmianach czeresni byty zblizone do
kontroli, jedynie wysokos¢ peddw byta wyraznie nizsza niz
pedow kontrolnych (Fot. 3). Odsetek ukorzenionych pedow
tetraploidalnych wynosit od 69,4 do 89,6%. Uzyskano
ukorzenione tetraploidalne rosliny czeresni, ktére poddano
aklimatyzacji i dalszej uprawie w szklarni. W odmianie
‘Tamara’ odsetek roslin tetraploidalnych po aklimatyzacji
wynosit od 88,1 dla linii B3/6-4x do 61,9 dla linii H13-4x.
Uzyskano tgcznie 56 roslin tetraploidalnych i 19 roslin
kontrolnych. W odmianie ‘Rita’ Uzyskano 19 roslin
kontrolnych oraz 30 roslin linii E17-4x. Jednak analizy
potwierdzajgce status tetraploidalny wykazaty, iz genotyp
E17 jest diploidalny.

TAMARA
KONTROLA

Fot. 2. Tetraploidy A51/1-4x Fot. 3. Rosliny kontrolne oraz tetraploidy
agrestu AGR9 po aklimatyzacji czeresni ‘Tamara’ po ukorzenianiu in vitro.

WnIOS Ki w szklarni.

. W odmianie agrestu ‘Biaty Triumf’ wszystkie pedy tetraploidalny poddane ukorzenianiu in vitro zamarty.

2. W klonie AGR9 pomimo licznego zamierania, udato sie uzyskac 3 rosliny tetraploidalne z linii A51/1-4x i 1 rosline z linii B20/1-4x.

3. Zoptymalizowano pozywke do ukorzeniania in vitro tetraploidalnych pedow agrestu, co zwiekszyto procent pedow ukorzenionych
do 14,3 dla odmiany ‘Biaty Triumf’ oraz do 52,4 dla klonu agrestu AGRO9.

4. Wspotczynnik namnazania in vitro tetraploidalnych peddéw czere$ni w obu odmianach byt zblizony do kontroli, jedynie wysokosc¢

pedow byta wyraznie nizsza niz pedow kontrolnych.

. Odsetek ukorzeniania in vitro tetraploidalnych pedéw czeresni wynosit od 89,6 u odmiany ‘Tamara’ do 69,4 u odmiany ‘Rita’.

6. Powodzenie aklimatyzacji u roslin tetraploidalnych odmiany ‘Tamara’ wynosito 73% i uzyskano tgcznie 56 roslin tetraploidalnych
dla linii B3/6-4x i H13-4x.

7. W wyniku analiz cytometrycznych potwierdzajgcych status tetraploidalny roslin w szklarni wykryto, InHort as
iz genotyp E17 w odmianie ‘Rita’ wrocit do formy diploidalnej. INsTYTUT 0croDN cTwA B

ol



= P . llo$¢é wykonanych llo$¢é udanych % udanych
Tem at 4 Wyn I kl Tetraploid szczepien (oczek szczepien

W szczepieniu zimowym uzyto 3 oczka diploidalne Szczepienie zimowe

odmiany ‘Merton Premier’ jako kontrola oraz 42 oczka 3 3 100
tetraploidéw. Oczka kontrolne przyjety sie w 100 11 5 45,5
procentach, natomiast oczka tetraploidow przyjety sie w 7 0 0
25% dla linii tetraploidalnej C7-4x co dato 5 roslin = ° Zo 0
tetraploidalnych szczepionych i 45,5% dla linii D4-4x co i 14 AL

dato 6 roslin szczepionych o statusie tetraploida (Fot. Lenia okulizacja

4A). Za pomocg zimowego Szczepienia nie uzyskano MEX 2
roslin tetraploidalnych z linii C5-4x. Do letniej okulizacji MECOX 10
. . Tamara-2x 8

zostato uzytych 14 oczek kontrolnych i 26 oczek
. . L . Tamara B3/6-4x 4

tetraploidalnych (Tab. 3). Stopien przyjecia sie oczek
. . L . Tamara H13-4x 12
bedzie mozna oceni¢ wiosng 2024 roku po ruszeniu BT 40

wegetacji. Podktadki, na ktérych zimowe szczepienie

) ] ) ) e ) Tab. 3. Szczepienie zimowe i lenia okulizacja czeresni ‘Merton Premier’ (MP) i ‘Tamara’
powiodto sie w liczbie 13 oraz rosliny tetraploidalne na

K iach w li . K Genot Liczba roslin na Liczba roslin
wiasnych orzeniac ’W.ICZbIe 34, posadzonO\_/v waterze yp wiasnvch korzeniach szezepionveh
hodowlanej Sadu Dpswmdczalnego w Dabrpwmach (Tab. 3 3
4, Fot. 4B). Zaokulizowane latem podktadki, przez okres MP C5-4x > 0
zimowy bedg przechowywane w tunelu foliowym lub Ele: D = 5
piwnicy szkoétkarskiej, nastepnie uprawiane w wysokim
: ) MP D4-4x 6 4
tunelu foliowym a jesienig 2024 roku zostang wysadzone
w Sadzie Doswiadczalnym 8 0
I : — Tamara B3/6-4x 3 0
X ! Tamara H13-4x 3 0
34 13

Tab. 4. Liczba i rodzaj roslin posadzonych w kwaterze hodowlanej Sadu Doswiadczalnego
w Dabrowicach

WhniosKi

1. W szczepieniu zimowym odsetek przyjetych tetraploidalnych oczek odmiany
‘Merton Premier’ wynosit odpowiednio: dla linii C7-4x i D4-4x 25 i 45,5% co dato
tgcznie 11 roslin szczepionych o statusie tetraploida.

. Do letniej okulizacji uzyto 14 oczek kontrolnych i 26 oczek tetraploidalnych.

3. Zaszczepione tetraploidalnymi oczkami podkfadki oraz

kontrolne i tetraploidalne rosliny na wtasnych korzeniach

Fot. 4'|A.’ dwl"°5.tkp°dk+fdek ziszczep'ozy;h Ny B: rgs""y posadzono w kwaterze hodowlanej Sadu Do$wiadczalnego InHort as
tetraploidalne i kontrolne w kwaterze hodowlanej Sadu w Dabrowicach INSTYTUT 0GRODN ICTwa 0

Doswiadczalnego w Dabrowicach

N



Temat 5. Wyniki

Najwiekszg dynamike wzrostu wykazywaty kontrolne ro$liny czeresni odmiany ‘Tamara’, ktére po pieciu miesigcach wzrostu w szklarni osiggnety
srednig wysokos¢ 161 cm. Podobnie najwiekszg liczbe miedzywezZli oraz Srednice pedu po tym okresie, odnotowano u roslin kontrolnych (Tab. 5).
Najmniejszymi aparatami szparkowymi (22,4 um) i najwiekszg ich gestoscig (91,3/mm2) charakteryzowat sie diploidalny genotyp kontrolny czeres$ni
odmiany ‘Tamara’. U genotypow tetraploidalnych aparaty szparkowe byly wieksze, jednak ich gestos¢ byta mniejsza w poréwnaniu do diploidalnej
kontroli (Tab. 6, Fot. 5). Indeks zawarto$¢ chlorofilu u genotypow tetraploidalnych byt wyzszy w poréwnaniu do diploidalnego odpowiednika zaréwno
po 2, jak i 5 miesigcach wzrostu w szklarni (Tab. 6). Tetraploidy obu linii cechowaty sie duzym zréznicowaniem we wzroécie (Fot. 6). Tetraploidy
agrestu AGR9 20/1-4x i AGR9 51-4x klonu AGR9 cechowaly sie mniejszg dynamikg wzrostu w poréwnaniu do diploidalnej kontrolnego. Srednia
wysokos¢ AGR9 20/1-4x wynosita 3,0 cm, AGR9 51-4x 8,6 cm, a roslin kontrolnych klonu AGR9 45,5 cm.

Pomiary parametréw morfologicznych i fizjologicznych tetraploidéw C5-4x, C7-4x, D4-4x odmiany ‘Merton Premier’ i ich diploidalnych odpowiednikow,
ktére zimowaty w tunelu foliowym wykazaty, ze przyrost wysokosci i srednicy pedu roslin kontrolnych byt wiekszy w poréwnaniu do genotypow
tetraploidalnych. Najmniejszymi aparatami szparkowymi i najwiekszg ich gestoscig charakteryzowat sie diploidalny genotyp kontrolny czeresni
odmiany ‘Merton Premier’. Indeks zawartos¢ chlorofilu u genotypéw tetraploidalnych byt wyzszy w poréwnaniu do diploidalnego odpowiednika (Tab. 7).

Liczba Srednica i, % o s Gy ® K, Indeks chlorofilu | Indeks chlorofilu

Wysokos¢ pedéw po Qb .
Tetraploidy :v - dze::J (cm;) miedzyweili Toow s 4% BEE S Tetraploid Gestos¢ Dtugos¢ po 2 miesigcach po 5 miesigcach
K (szt.) R SRt ey v (szt./Imm? (um) wzrostu wzrostu

Tz IR 48,0 Phea b B v I > !
69,0 21,0 109 Waids %a o
56,5 19,0 9,9 Fot. 5. Wielkos¢ i gestoé¢ 42,8 37,8 204 24,0
Tab. 5. Wysoko$¢ peddw, liczba miedzywe?li oraz érednica aparat6w szparkowych czeresni  ILEERL G 45,0 36,0 21,3 24,3
peduu tetraploidéw i roélin kontrolnych czereéni odmiany ‘Tamara’; A: diploid, B: tetraploid Tab. 6. Ggstos¢ i dtugos¢ aparatow szparkowych, zawartos¢ chlorofilu
‘Tamara’ po 5 miesigcach wzrostu w szklarni B3/6-4x; Bar 10 um u tetraploidéw i roslin kontrolnych czeresni odmiany ‘Tamara’

: p—

Przyrost Aparaty szparkowe Indeks zawartosci

\ . Przyrost wysokosci ) . - - Powierzchnia lisci .
Tetraploidy srednicy pedu Gestosé Dtugosc chlorofilu po 3
pedu (cm) (cm?) o
(szt./1 mm?) (um) miesigcach wzrostu
103,3 51 137 26,0 116,3 17,0
C5-4x 82,3 3,3 112 29,1 119,2 19,2
C7-4x 74,5 2,5 94 28,6 170,4 17,7
78,9 2,5 76 30,2 136,1 18,3

Tab. 7. Przyrost wysokosci i Srednicy pedu, gestosc i dtugos¢ aparatéw szparkowych, powierzchnia lisci, indeks zawartosci chlorofilu u

Fot. 6. Zr6znicowanie wzrostu roslin LA o T o A
tetraploidéw i roslin kontrolnych czeresni odmiany ‘Merton Premier’”’ po trzech miesigcach wzrostu w tunelu

tetraploidalnych odpowiednio u linii
A: B3/6-4x; B; H13-4x

WhniosKi

1. Tetraploidy czeresni ‘Tamara’ i agrestu AGR9 rosngce w szklarni oraz tetraploidy czeresni ‘Merton Premier’ rosngce w tunelu foliowym miaty
mniejszg dynamike wzrostu niz ich diploidalne odpowiedniki.

2. Gestos¢ aparatéw szparkowych diploidalnych roslin kontrolnych agrestu i czeresni byta wigksza w poréwnaniu do roslin tetraploidalnych, natomiast
dtugosc¢ aparatow szparkowych byta wieksza u tetraploidow.

3. Indeks zawartosc¢ chlorofilu u genotypdw tetraploidalnych czeresni byt wyzszy niz u roslin diploidalnych.

4. Tetraploidalne rosliny czeresni miaty wiekszg powierzchnie lisci w pordwnaniu do diploidalnych roslin kontrolnych.



Mierniki zadania — stopien realizacji

Lp. miernik wartos¢ miernika wartos¢ miernika | stopien realizacji zadania
podana w opisie zrealizowana
zadania
2

3
Temat badawczy 1

Liczba odmian poddanych poliploidyzacji (3 4
odmiany agrestu i 2 odmiany czeresni)

Liczba kombinacji pozywek do poliploidyzacii g
czeresni (4 antymitotyki x 2 stezenia)

Liczba kombinacji pozywek do poliploidyzacji 4
agrestu (2 antymitotyki x 2 stezenia)

Temat badawczy 2

Liczba analizowanych odmian (5 odmian 8
agrestu i 3 odmiany czeresni).
Liczba analiz (FCM-DAPI i FCM-PI) 2
Temat badawczy 3
Liczba rozmnazanych tetraploidéw in vitro (3 5
agrestu i 3 czeresni)
Liczba otrzymanych roslin tetraploidalnych (6 -
genotypow x 5 roslin/genotyp)

Temat badawczy 4
“H Liczba rozmnozonych linii czeresni (MP kontrola

+ 3 linie MP tetraploidalne, ‘Tamara’ kontrola+2 8
linie tetraploidalne ‘Tamara’
Liczba zaokulizowanych oczek 80

Temat badawczy 5
51 Liczba pomiaréw parametrow morfologicznych

(wysokosé, liczba miedzywezli, dynamika 3 1,0
wzrostu)

Liczba pomiaréw parametrow fizjologicznych

(zawartosc chlorofilu)
Srednia 1,16

Liczba analiz mikroskopowych (liczba i
o % realizacji zadania

1 1,0

2 1,0
wielko$¢ aparatéw szparkowych)
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Indukowanie poliploidow agrestu (Ribes grossularia L.)

Poliploidy 53 szeroko  wy ¥

w kulturach in vitro

w
programach  hodowlanych me‘u rodin
ubytkowych,  Charakleryzulg  sie  bujnym
warostem, wieksza zawariodea chiorofiu czy
wighsza odpomodcia na biotyczne lub ab

F dziatanie anity byto i zalatre od odmiany agrestu. Trifluralina
| oryzalina okazaly sie calkowice {nomsyune dia wszystkich badanych odmian agrestu. Kolchacyna | APM
bryty fotoksyczne w duzym stopnay, jednak pojedyncze pedy przezyly | podjgly namnazanie (Tab. 1, Rys. 1)
Zastosowanie AMP dia odmiany ‘Biaty Triumf

czynniki stresowe,

Celemn badaf bylo opracowanie  metody
poliploldyzach in witro agrestu (Ribes glossulara
L) oraz wytworzenle letraploiddw o nowych
cechach takich jak zwiekszone parametry
wiglkosci | jakobci owochw, przydatnych do
dalszej hodowl twirczej. Do badah wybrano
4 odmiany agrestu 'Caplivater’, ‘Invicta',
‘Macurines’ | ‘Bialy Trivmf', riniace sig kolorem
owoctw, obacnodcia koletw oraz odpornodei na
amerykanskiego maczniaka agrastu
1Podosphswamof5—uvae]

MATERIAL | METODY
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Otrzymano tefraploidy po trakiowaniu kolchicyna | APM: & dia odmiany ‘Bialy Triumf, 4 dia odmiany
‘Macwrines' oraz po 1 dla odmian ‘Captivator' i ‘Invicta’ (Tab. 2). Tetraploidy agrestu w malym stopniu
podejmuja namnazanie w kulturach in vitro. Tetraploid odmiany ‘Captivalor’ | 3 tetraploidy odmiany Macurines'
nile podjety namnakania in vitro | zamarly, jeden tetraploid G15-4x w odmianie ‘Macurines' jest rozmnaZary
in viro, ale nie motna potwierczit fego Ietraploidainego statusu, gy badania ploidainasci wykazuja, 2 jest

Do badan 4 K Kultury
pedéw bocznych, inkubowane na podywes du
namnatania z dodatkiem  jednego
antymitotykdw: kolchicyny tifluraliny, wz,almy i
amiprofosy metyly (APM) w dwéch stedeniach
kaidy. Podslawowa podywka do namnalania
agresty zawerala: sole Muwashige | Skoog
(MS), 05 mgl meta-topoliny (mT), 0,1 mgl
ghereliny (GA3), 0.1 mgl kwas indolilo-3-
octowy (IAA). Na poZywkach z antymitatykami
pedy inkubowano przez cztery tygodnse (dwa
tygodnie w clemnodci nastepnie na Swiete).
Oceniano  fitoloksycznost | wspdlczynnik
namnaania pediw. Pedy, kidre przedyly
przekladano na  standardows poiywke do
mikrorezmnazania agrestu.

Po czierech tygodniach z  regenerantw
rodniacych sie fenolypowo tzn. krdtszych,
prubszych, majacych ciemnigjsze i drobniejsze
liscie pobierano  proby  lisciowe, Kitre
analizowano meloda cytometrii przephywowe
FCM-DAFI,

podobnie tetraploid B1/2-4x w odmianie ‘Invicta’. Tetraploidy w odmianie ‘Biaty Triumf™: A 7/2-4x,
ABN-4x, A 151-4x, A1B-4x, AZ]-hc 1AZ3-4 sqrmmna!ane in vifro i beda poddawane dalszym analizom w
calu

TAB. 2. Wyknywainohd rekac- | ebagidi sgrwity
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Extending the genetic variability of the gooseberry (Ribes grossularia L.)

by in vitro polyploidization

INTRODUCTION

Goosebemy (Ribes glosswlaria L.) belongs fo the genus Ribes L., which includes more than 150 different species. lis fruits are attractive dus 1o their low
caloric content, high content of health-promoting substances, i.e. mineral salts, vitamins and phenolic substances - flavones and anthocyanins. The
basic number of chromosomes of all Ribes species is x = B and in diplid genotypes 2n = 2x = 16.

The aim of the study was to develop an in witro polyploidization method for gooseberry and o produce tetraploids with new traits such as increased fruit
size and quality paramelers, suitable for further breeding. Five goosebemry genotypes ‘Captivator', 'lmvicta', 'Macurines' and White Triumph” and clone
AGRS were selected for the study. The genctypes differed in fruit color, presence of thoms and resistance to American gooseberry powdery mildew
(Podosphaera mors-uvae),

MATERIAL AND METHODS

In order lo induce chromosome doubling, 4-week-old lateral shoots were treated with colchicine (75 and 150 mg L") and amincprophos methyl (AMP,
2.0 and 5.0 mg L) Standard propagation medium containing Lioyd and McCown (WPM) salts and 0.2 mg L' meta-topaline. Four weeks after
anfimitotic treatments, the leal samgles wene collectad from regenerants that differed phenotypically, Le. shorer, thicker, having darker and finer
leaves, and were analyzed by fiow cytometry (FCM-DAPI). In vilro rooting was camed out using medium containing % M3 salts and M3 vitamins, 30 g
L' sucrose, 4 g L' active carbon. After 4 weeks rooded shools were acclimatized in greenhouse in a substrate (Klasmann-Deilmann TS1) in plastic
baxes, initially covered with polyathylene fol, shaded and kept in high humidity which was gradually reduced. To confirn ploidy status of goaseberry
slade preparation for sematic chromosome analysis root tips were pre-treated with 2 mM 8-hydroxyquincdine for 4 b, ficed in 3:1 ethancbglacial acetic
acid solution for al least 12 h, and then digested in a mixture of enzymes comprised of 20% pectinase, 1% cellulase, and 1% cellulose "‘Onozuka R-10"
at 37 "C for 1 h. Rool menstems were squashed in a drop of 45% (wiv) acetic acid. After freezing in bquid nitrogen, cover ships were removed using a
razor blade, and the preparations were dehydrated in absolute ethandl, air dried, and stained with 2.5 g mL 4" G-diamidino-2-phenylindole (DAPT).

Tetraploids were oblained after treatment with colchicine only. 5 tetraploids were obtained for the cultivar "White Triumph' and 3 for the clone AGRS
(Fig. 1). The cbtained tetraploids. were rooted in wilro and then accimalized to greenhouse conditions. After this period, cylometric analyse was
repeated, confirming the tetraploid status of the plants (Tab. 1, Fig. 2). Additionally the ploidy status was confimned by somatic chromosome analysis
(Fig. 3).
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Fig. 3. Cwomonomes count of Fitses plossalenis clone AGRS |A) Drpkoad control
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CONCLUSIONS
+ Tetraploids were oblained in two out of five Ribes glossularia L. cultivars which indicates that gooseberry is difficult species for paliploidization.
+  After in vitro rooting only tetraploids clone AGRO were successfully accimatized in greenhouse whereas betraploid plants of cultivar White Triumph’
diesd.
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