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Cele projektu w 2022 r.

Temat badawczy 1 (Identyfikacja markerow réznicujgcych formy rodzicielskie):

- zsekwencjonowanie mitochondrialnego DNA u dziewieciu roslin warzywnych oraz plastydowego DNA
u szesciu roslin warzywnych*

- opracowanie markerdw organellowych réznicujgcych pasternak i pietruszke

- opracowanie markeréw organellowych réznicujgcych jarmuz i kapuste galicyjska*

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

- opracowanie warunkow prowadzenia krétko- i dtugoterminowych kultur pedowych czosnku o
wysokim potencjale namnozeniowym

- opracowanie warunkow indukcji i utrzymania embriogennego kalusa cebuli i czosnku

- opracowanie warunkéw kietkowania nasion czosnku niedZzwiedziego w warunkach in vitro/ex vitro

- analiza histologiczna kalusa wygenerowanego w poprzednim roku i proba jego regeneracji w rosliny
Temat badawczy 3 (Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastow form rodzicielskich):

- wybor obiektu/ow pasternaku o dobrej zdolnosci regeneracyjnej

- opracowanie protokotu izolacji i kultury protoplastéw jarmuzu, kapusty pekinskiej i kapusty
brukselskiej

- opracowanie protokotu izolacji i kultury protoplastéw czosnku i cebuli

* cel zrealizowany czesciowo (analizy w toku)
pozostate cele zostaty zrealizowane




Materiaty i metody

Temat badawczy 1 (Identyfikacja markerdw réznicujacych formy rodzicielskie)
Materiaty roslinne

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

* pietruszka zwyczajna (Petroselinum crispum (Mill.) Fuss) — odmiana Otomunrcka (Plantico) wykorzystano po
* jarmuz (Brassica oleracea L. var. sabellica) — odmiana Kapral (Sustainable Seeds) 20 siewek z

. kz:ipusta galicyjska (Brassica oleracea L. var. viridis) — odmiana Vates (Plantico) kazdego obiektu
Metody

* sekwencjonowanie genomowego DNA organelli z wykorzystaniem platformy firmy lllumina (wariant PE150)

* PCR z elektroforezg produktéw w standardowym zelu agarozowym lub w natywnym zelu poliakrylamidowym
(ewentualne trawienie restrykcyjne produktdow amplifikacji przed elektroforezg)

Temat badawczy 2 (Wyprowadzenie/utrzymanie kultur pedowych i embriogennej tkanki kalusowe;j

warzyw amarylkowatych)

Materiaty roslinne

czosnek zwyczajny (Allium sativum L.) — 3 obiekty; cebula zwyczajna (Allium cepa L.) — 2 linie; czosnek niedZwiedzi
(Allium ursinum L.) — 2 obiekty

Metody

* indukcja krotko- i dtugoterminowej kultury pedowej z pietek zgbkdw czosnku (1 pozywka)

* indukcja kalusa czosnku z pietek zgbkéw czosnku i zarodkéw zygotycznych cebuli (2 pozywki)

* indukcja kietkowania nasion czosnku niedZzwiedziego w warunkach in vitro/ex vitro (3 zestawy parametrow)

* regeneracja kalusa czosnku i cebuli (2 obiekty, 3 pozywki)

Temat badawczy 3 (Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastéw form rodzicielskich)

Materiaty roslinne

pasternak zwyczajny — 3 obiekty; jarmuz, kapusta galicyjska, 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 protoplastow (rozne warianty sktadu mieszaniny maceracyjnej)
* kultura protoplastéw w pozywkach ptynnych po immobilizacji w alginianie wapnia (rézne warianty pozywkowe)
* regeneracja roslin wybranych kultur protoplastow na pozywkach statych



Wyniki
Sekwencjonowanie prdéb organellowego DNA

Organellowe DNA (mtDNA i cpDNA) izolowano z: kapusty gtowiastej czerwonej odm. Haco, kapusty warzywnej brukselskiej
odm. Casiopea, sataty gtowiastej mastowej odm. Mira, czosnku zwyczajnego odm. Ornak oraz z czosnku niedzwiedziego.

Preparaty organellowego DNA wyizolowano ze zbiorczych préb mitochondriow i plastydéw pozyskanych z poszczegdlnych
analizowanych obiektdw. Zmierzone spektrofotometrycznie wartosci stezenia DNA otrzymanych preparatow wynosity w
granicach od 61 do 491 ng/ul. Analiza spektrofotometryczna umozliwita réwniez pomiar jakosciowy otrzymanych preparatow
poprzez pomiar stosunku absorbancji przy 260 i 280 nm. Srednia warto$¢ zmierzonego parametru wynosita 1,82, co $wiadczy o
braku kontaminacji badanych preparatéw DNA zwigzkami absorbujgcymi promieniowanie o dtugosci fali 280 nm, np. biatkami.
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Otrzymane preparaty organellowego DNA wystano do
komercyjnego  ustugodawcy, ktéremu zlecono
przygotowanie bibliotek i ich zsekwencjonowanie.
Aktualnie proces przygotowywania bibliotek zostat
ukonczony i trwa proces ich sekwencjonowania.

Kapusta czerwona
Kapusta galicyjska
Kapusta czerwona
Kapusta galicyjska

Brukselka
Lambda 160 ng/ul
Lambda 320 ng/ul

Pasternak
Lambda 40 ng/ul
Lambda 80 ng/ul
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Jarmuz
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Pietruszka
Satata

CpDNA badanych obiektow rozdzielone w zelu agarozowym
wraz ze znanymi iloSciami DNA faga lambda.

Opracowanie markerow organellowych rdéznicujgcych komponenty rodzicielskie:
pasternak i pietruszke oraz jarmuz i kapuste galicyjska

W toku analiz poréwnywano profile markerowe wygenerowane dla siewek pasternaku i pietruszki oraz profile uzyskane dla
siewek jarmuzu i kapusty galicyjskiej. W uzyskanych elektroforegramach poszukiwano produktéw PCR/restrykcji, ktére byty
specyficzne dla jednego z obiektdw danej pary. Analizy prowadzono dwustopniowo: najpierw na dwdch roslinach z obiektu
(typowanie markeréw), nastepnie na 20 roslinach z obiektu (weryfikacja markerdow).
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ccmp10

Profile prgzkowe otrzymane przy uzyciu przyktadowego markera cpDNA
dla 20 roslin pasternaku oraz 20 roslin pietruszki (weryfikacja
markerdéw).

Pasternak/pietruszka

Przy zastosowaniu 10 markerow uzyskano ogétem 22
produkty amplifikacji/restrykcji wystepujace wytgcznie w
jednym poréwnywanym obiekcie.

Jarmuz/kapusta galicyjska

Pomimo przetestowania 20 markerow (typowanie), zaden z nich
nie réznicowat badanych obiektow. Ma to zwigzek z faktem, iz
obydwa obiekty reprezentujg ten sam gatunek - Brassica
oleracea L.

Zidentyfikowane produkty rdznicujgce pasternak i pietruszke
bedzie mozina zastosowa¢ do selekcji odpowiednich
produktéw fuzji somatycznej (cybrydy).
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Profile pragzkowe otrzymane przy uzyciu przyktadowego markera mtDNA

dla 20 roslin pasternaku oraz 20 roslin pietruszki (weryfikacja

markerow).
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Profile pragzkowe otrzymane przy uzyciu pieciu markeréw cpDNA dla 2
roslin kapusty galicyjskiej i 2 roslin jarmuzu (typowanie markeréw).
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Wspotczynnik namnazania w kulturach fragmentow pietek czosnku
zwyczajnego (Allium sativum L.) » s,
AL.O“-
Obiekt Liczba wylozonych Liczba otrzymanych Wspolezynnik
eksplantatow roslin namnozenia (=SE) T
'Arkus’ 150 204 1,4+0,1 (a)
'Mega' 150 583 3,9+0.4 (b) Indukcja kultur
465K 150 636 4,2+0.6 (b) pedowych czosnku
Ogolem 450 1423 32405 zwyczajnego (Allium

Indukcja kalusa z fragmentow pietek zgbkdw
czosnku zwyczajnego (Allium sativum L.)

sativum L.) z
fragmentéw pietek
zgbkow

-

Wyprowadzenie/utrzymanie kultur kalusa czosnku i cebuli

Indukcja kalusa z zarodkéw zygotycznych
cebuli zwyczajnej (Allium cepa L.)

Obiekt Poiywka Srednia liczba (+SE) Obiekt Poiywka Srednia liczba %

indukcyjna  eksplantatow indukcyjna  (£SE) zarodkéw  indukcji

tworzacych kalus tworzacych kalus Kkalusa
'Arkus' K1 24,3+ 132 ¢
b ZC5 K1 20+1.6 4.0
e 213240 : K2 2,0£0,8 4,0
+

'Mega' Kl 447 +£2.6 > . .

K2 47.0+ 0,0 ZC6 K1 31,3+4,8 62,7
465K Kl 42,7445 K2 27,7£4,6 33,3

K2 42,7+6,3




Indukcja kietkowania nasion czosnku niedzwiedziego

in vitro ex vitro
Obiekt ‘Wariant kielkowania Liczba nasion Wspélezynnik Obiekt Liczba nasion Wspolezynnik
wylozonych skielkowanych kielkowania wylozonych skielkowanych kielkowania
‘Ramsons’ H;S04 20°C 100 0 0 ‘Ramsons’ 200 0 0
papier $cierny + HSO, 4°C 100 0 0 wild garlic 120 0 0
wild garlic H,S04 20°C 60 0 0
papier $cierny + H,SO4 4°C 60 0 0
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czosnek Regeneracja kalusa cebula

Procent tworzacych sie agregatow
komorkowych w kulturach protoplastow
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wariant pozywki




Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastow jarmuzu, kapusty pekinskiej i brukselskiej

Czynnik Wydajnosé kultury (% + SE) . - N & Y
S. dzien 15. dzien kultury ‘ , : e
Obiekt ‘ e * ' R
Jarmuz ‘Scarlet’ 17.4+0,7 b 41242.1b
Kapusta pekinska ‘Hilton’ 20,7t1,5a  47.6x19a
Kapusta brukselska ‘Casiopea’ 156+0,5b  39,7+1.4b
Poiywka do kultury protoplastow
CPPOI 23.4£1,7a 553+12a
Bras3 16,1+0.8 b 28,0421 b
Bras4 13,1£0,5 ¢ 30,3£1,7 b
Bras5 17.4+0,7 b 52,9+1,5a
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pedy czosnek/Mega CPP-1 \ 5 52 A iﬁ“-‘, P
zmiana ksztaltu .
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cPp-3 ’ e @) \ A
CPP-8 Sciany, reorganizacja o - :_/’;") . 2) 4
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Whioski

Temat badawczy 1 (Identyfikacja markerow réznicujgcych formy rodzicielskie)

1. Uzyskano preparaty organellowego DNA do sekwencjonowania wysokoprzepustowego. Zaréwno pod wzgledem iloSciowym
jak i jakosciowym spetniaty one kryteria przydatnosci do konstrukcji bibliotek sekwencyjnych. Na bazie uzyskanych

preparatdw sporzadzono biblioteki, ktére obecnie sg poddawane sekwencjonowaniu w serwisie zewnetrznym z uzyciem
platformy firmy lllumina.

2. W wyniku genotypowania pasternaku i pietruszki zidentyfikowano 10 markeréw organellowych, ktére bedg przydatne do
identyfikacji cytoplazmatycznych mieszaicéw somatycznych (cybrydy) pomiedzy tymi gatunkami.

3. Dotychczas nie udato sie zidentyfikowa¢ markeréw organellowych réznicujgcych kapuste galicyjska i jarmuz, co wynika z
bliskiego pokrewienstwa tych roslin — obydwie reprezentujg gatunek Brassica oleracea L.

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

Kultury pedowe czosnku

1. Odm. Mega i 465K charakteryzowaty sie wyzszym wspodtczynnikiem namnazania.

2. Zastosowane warunki krétko- jak i dtugoterminowej kultury pedowej pozwolity na systematyczne utrzymywanie w kulturze
liczby roslin wystarczajgcej do ewentualnej izolacji protoplastow.

Kultury kalusa czosnku i cebuli

1.  Wybrane pozywki indukcyjne stymulowaty formowanie sie kalusa zaréwno z fragmentow pietek zgbkédw czosnku jak i
zarodkow zygotycznych cebuli, przy czym zarodki linii ZC5 charakteryzowaty sie niska wydajnoscig indukcji kalusa.

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

Kietkowanie nasion czosnku niedZwiedziego w warunkach in vitro/ex vitro
1. Testowane metody kietkowania nasion ex vitro jak i in vitro (uwzgledniajgce mechaniczng i chemiczng skaryfikacje i
inkubacje w roztworze kwasu giberelinowego) nie przetamaty spoczynku nasion.

Analiza histologiczna kalusa oraz weryfikacja jego zdolnosci regeneracyjnej

1. Analiza histologiczna kalusa czosnku i cebuli potwierdzita ich embriogeniczny charakter

2.  Wstepne pozytywne proby regeneracji kalusa w rosliny zostang wykorzystane do opracowania protokotu regeneracji, ktéry
bedzie wykorzystany do otrzymania roslin z kultur protoplastéow dla rodzaju Allium



Whioski —c.d.

Temat badawczy 3 (Analiza zdolnosci regeneracyjnej protoplastow form rodzicielskich)

Pasternak
1. Udziat tworzacych sie agregatow komodrkowych w kulturach badanych obiektéw wahat sie w granicach 7-11% i byt zalezny
od sktadu pozywki.

2. Pozywka z fitosulfoking i putrescyng efektywnie stymulowata aktywnosé podziatowg w kulturach protoplastéw pasternaku.
3. Sposrod przetestowanych w biezgcym roku obiektéw odmiana Sabre F1, jako obiekt o najwyzszej zdolnosci regeneracyjnej,
powinna zosta¢ wykorzystana do dalszych etapéw badan nad wprowadzeniem cechy CMS z pasternaku do pietruszki.

4. Regeneracje roslin na drodze somatycznej embriogenezy zaobserwowano dla dtugoterminowej kultury kalusa odmiany

Potdtugi biaty otrzymanego z kultur protoplastéw.

Jarmuz, kapusta pekinska i kapusta brukselska

1. Aktywnos¢ mitotyczna badanych obiektow byta stosunkowo wysoka i wahata sie w granicach 40-47% w pietnastym dniu
kultury i byta zalezna od obiektu i pozywki do kultury

2. Obserwowano réznice w morfologii kalusa otrzymanego z protoplastéw u badanych obiektow.

3. Regeneracje peddw z kultur protoplastéw obserwowano u dwéch obiektow (jarmuz i kapusta brukselska). Nie
obserwowano organogenezy pedowej z kultur protoplastow kapusty pekinskiej

4. Analiza cytometryczna uzyskanych pedéw jarmuzu i kapusty brukselskiej wskazuje na stabilno$é uzyskanych regenerantéw,
ktére byty w wiekszosci diploidalne.

Czosnek

1. Sposrdd zastosowanych dwdch nowych mieszanin enzymatycznych ta zawierajgca celulaze, macerozyme i driselaze
efektywnie macerowata liscie czosnku oraz kalus czosnku i cebuli uwalniajgc wystarczajgca liczbe protoplastow.

2. Uwolnione protoplasty lisciowe i kalusowe wszystkich badanych obiektow charakteryzowaty sie wysokg zywotnoscia
(Srednio 90%).

3. Zastosowane warianty pozywkowe stymulowaty prawidtowe zmiany rozwojowe charakterystyczne dla wczesnej kultury
protoplastow zwiekszenie objetosci komdrek, zmiane ich ksztattu, reorganizacje cytoplazmy oraz aktywacje mitozy.

4. Jednak w zadnym wariancie kultury nie obserwowano tworzenia sie agregatéw wielokomérkowych

W roku 2022 (drugi rok realizacji projektu)
nie planowano prezentacji doniesien konferencyjnych i publikacji



