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1. Wstep

Rozmnazanie ro$lin metodg in vitro jest technika powszechnie stosowang w produkcji
ogrodniczej, wykorzystywang w produkcji elitarnego materiatu szkotkarskiego, w masowej produkcji
sadzonek wielu gatunkow ro$lin ogrodniczych (glownie ozdobnych) oraz w pracach hodowlanych.
Umozliwia otrzymywanie duzej liczby jednorodnego materiatu roslinnego o wysokiej jakosci niezaleznie
od pory roku oraz pozwala na otrzymanie roslin wolnych od patogenéw (wirusowych, bakteryjnych czy
grzybowych). Technika mikrorozmnazania umozliwia réwniez przyspieszanie prac hodowlanych, a takze
pozwala na szybkie wprowadzenie na rynek nowych odmian. Hodowla tkanek roslinnych jest takze
uznawana za jeden z kluczowych obszarow biotechnologii ze wzgledu na jej potencjalne zastosowanie do
regeneracji roslinnego materiatu elitarnego i zachowania cennych zasoboéw genetycznych roslin.

W kulturach in vitro wymagany jest monitoring pod katem zdrowotnos$ci materiatu ro$linnego:
kontrola obecnosci mikroorganizméw chorobotwérczych oraz niepatogenicznych  gatunkow
saprofitycznych (bakterii i grzybow), ktore w specyficznych warunkach kultur tkankowych moga
niszczy¢ tkanki rosliny i/lub obniza¢ wspotczynnik namnazania. Poza zdrowotnos$cig materiatu, istotnym
zagadnieniem jest tozsamos$¢ genetyczna oraz stabilno$¢ genetyczna rozmnazanych metodg in vitro
gatunkow i odmian roslin (Butiuc-Keul i in. 2016). Warunkiem pomys$lnego wykorzystania technik
in vitro jest utrzymanie stabilno$ci genetycznej danego genotypu. W kulturach in vitro roslin jagodowych,
utrzymywanych przez dluzszy czas, czesto obserwuje si¢ pojawianie zmiennos$ci. Zmiany powstate
podczas prowadzenia kultur tkankowych (zmienno$¢ somaklonalna) wystepuja gléwnie w odpowiedzi na
stres wywierany na rosling w warunkach hodowli i moga mie¢ charakter trwaty (zmienno$¢ genetyczna —
mutacje, zmiany w ilosci lub strukturze chromosomow) lub przejSciowy (zmienno$¢ epigenetyczna —
metylacja DNA) (Gostimsky i in. 2005, Phillips i in. 1994, Hammerschlag 1992, Zenkteler i Zenkteler
2013). Zmiennos$¢ somaklonalna pojawiajaca si¢ w kulturach in vitro zalezy od wielu czynnikow, np.
rodzaju eksplantatu czy warunkéw prowadzenia kultur (sktad pozywki, uzyte substancje wzrostowe, wiek
kultury) jak rowniez od stabilnosci genotypu (Zenkteler i Zenkteler 2013, Deepthi, 2018). W warunkach
kultur in vitro najczesciej obserwuje sie zmienno$¢ epigenetyczng, zmiany tego typu moga dotyczy¢ cech
morfologicznych (ksztatt i struktura powierzchni lisci, obecno$¢ Kolcow czy poktadanie si¢ pedow) lub
funkcjonalnych (zwigkszona zdolno$¢ do tworzenia pedow, opodznienie okresu tworzenia organdéw
generatywnych, drobnienie owocow). Korzystnym zjawiskiem wynikajacym ze zmiennosci
epigenetycznej jest zatrzymanie rozwoju ro$lin na etapie mtodocianym, ktore skutkuje m.in.
zwigkszeniem zdolnosci do ukorzeniania sadzonek zielnych i poétzdrewnialych, co moze by¢
wykorzystywane przez szkotkarzy do zaktadania wydajnych matecznikdéw z roslin mnozonych technika
in vitro. Wiadomym jest, ze wigkszo$¢ zmian na poziomie DNA nie jest wyrazona fenotypowo (Evans
i Bravo 1986), dlatego konieczne jest zastosowanie metod molekularnych w celu ustalenia faktycznego
stopnia zmiennosci genetycznej W roslinach uzyskanych na drodze mikrorozmnazania w poréwnaniu

Z ro$ling mateczng (Cloutier i Landry 1994).
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Przydatnos¢ markeréw molekularnych do identyfikacji genotypdéw i oceny ich roéznicowania
genetycznego zalezy od rodzaju starteréw uzytych do analizy, ktére powinny generowac stabilne
polimorficzne produkty amplifikacji (Sztuba-Solinska 2005). Wiele badan wskazuje, ze liczba
uzyskiwanych produktow polimorficznych jest zréznicowana i zalezy nie tylko od zastosowanego
systemu markeréw, ale takze gatunkow roslin. Analiza oparta na markerach DNA pozwala oceni¢
roznorodno$¢ genetyczng odmian, niezaleznie od etapu fizjologicznego rosliny czy rodzaju tkanki,
z ktorej pobiera si¢ proby do analiz.

Markery molekularne, uzyskane przy pomocy technik takich jak RLFP (restriction fragments
length polymorphism — polimorfizm dhlugosci fragmentow restrykcyjnych), RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA — losowo amplifikowany polimorficzny DNA), SSR i ISSR (Simple
Sequence Repeat i Inter Simple Sequence Repeat) oraz AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism — polimorfizm dlugo$ci amplifikowanych fragmentow), sa z powodzeniem
wykorzystywane jako narzgdzie do badania nie tylko zmienno$ci somaklonalnej, ale takze do
identyfikacji genotypow, badania tozsamo$ci odmianowej oraz okreS§lania pokrewienstwa w obrebie
wielu gatunkow roslin sadowniczych. Podczas wykrywania zmiennosci roslin w Kkulturach in vitro
i okreslania ich stabilno$ci najczgéciej wykorzystuje si¢ markery RAPD, AFLP oraz SSR (Mohan Jain
2001, Evans i Bravo 1986). W niniejszym opracowaniu do analizy stabilnosci genetycznej roslin
uzyskanych na drodze mikrorozmnazania zastosowano dwie metody oparte na reakcji tancuchowej
polimerazy (PCR), a mianowicie amplifikacji fragmentéw DNA potozonych pomiedzy dwoma
mikrosatelitarnymi, powtérzonymi regionami, zorientowanymi w przeciwleglych kierunkach (ISSR)
i polimorfizmu dtugosci amplifikowanych fragmentow (AFLP). Markery te zostaly wytypowane do
oceny stabilno$ci genetycznej roslin uzyskanych na drodze mikrorozmnazania ze wzglgdu wysoka
powtarzalno$¢ wynikow i tatwos¢ aplikacji. Do przeprowadzenia analiz wystarczajaca jest niewielka ilo$¢
materialu genetycznego, zaprojektowanie tego typu starterow nie wymaga wiedzy o sekwencji DNA,
a zastosowanie dwoch rodzajow markerow, amplifikujacych rézne regiony genomu daje wicksze szanse

na identyfikacje zmian genetycznych u badanych roslin (Martins et al. 2005, Arnau i in. 2003).

2. Cel badan

Celem badan bylo okreslenie stabilnosci genetycznej roslin maliny i jagody kamczackiej

rozmnozonych w kulturach in vitro z wykorzystaniem dwoch typow markeréw — AFLP oraz ISSR.
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3. Wyniki

3.1. Wybor markeréw do oceny stabilno$ci genetycznej roslin.

W pierwszym etapie badan nad oceng stabilno$ci genetycznej roslin rozmnazanych in vitro,
przeprowadzono analiz¢ polimorfizmu z wykorzystaniem markerow ISSR oraz AFLP dla matecznych
roslin dwoch odmian jagody kamczackiej ‘Wojtek’ oraz ‘Zojka’ i dwoch odmian maliny ‘Polka’
i ‘Polana’ w celu wytypowania starterow w najwyzszym stopniu roznicujacym badane odmiany.
Wykonano analizy z wykorzystaniem 23 starterow ISSR oraz 23 par starterow AFLP dla jagody
kamczackiej (Tabela 1) oraz z wykorzystaniem 15 par starterow AFLP dla maliny (Tabela 2)
wg metodyki opisanej przez Vos i wsp. (1995).

Tabela 1. Sekwencje starteréw ISSR oraz AFLP wytypowanych do wstepnych analiz oceny stabilnosci

genetycznej roslin jagody kamczackiej rozmnazanej in vitro.

starter ISSR | sekwencja (5°-3°) | pary starteréw AFLP sekwencja (5°-3°)

UBC 806 (TA)G Pst-TT/Mse-CC * GACTGCGTACATGCAGTT/GATGAGTCCTGAGTAACC
UBC 810 * (GA)sT Pst-GC/Mse-GC GACTGCGTACATGCAGGC/GATGAGTCCTGAGTAAGC
UBC 813 (CT)eT Pst-GC/Mse-TA * GACTGCGTACATGCAGGC/GATGAGTCCTGAGTAATA
UBC 821 (GT)eT Pst-TA/Mse-TA GACTGCGTACATGCAGTA/GATGAGTCCTGAGTAATA
UBC 822 (TC)sA Pst-TA/Mse-GC GACTGCGTACATGCAGTA/GATGAGTCCTGAGTAAGC
UBC 823 (TC)sC Pst-AG/Mse-AG GACTGCGTACATGCAGAG/GATGAGTCCTGAGTAAAG
UBC 825 * (AC)sT Pst-AG/Mse-CG GACTGCGTACATGCAGAG/GATGAGTCCTGAGTAACG
UBC 827 * (AC)sG Pst-CG/Mse-AG * GACTGCGTACATGCAGCG/GATGAGTCCTGAGTAAAG
UBC 828 (TG)sA Pst-TC/Mse-TC GACTGCGTACATGCAGTC/GATGAGTCCTGAGTAATC
UBC 830 (TG)sG Pst-TC/Mse-AT GACTGCGTACATGCAGTC/GATGAGTCCTGAGTAAAT
UBC 834 (AG)CT Pst-AT/Mse-AT GACTGCGTACATGCAGAT/GATGAGTCCTGAGTAAAT
UBC 840 (GA)CT Pst-AT/Mse-TC GACTGCGTACATGCAGAT/GATGAGTCCTGAGTAATC
UBC 843 (CT)sGA Pst-AA/Mse-AA GACTGCGTACATGCAGAA/GATGAGTCCTGAGTAAAA
UBC 846 (CA)GT Pst-AA/Mse-AC GACTGCGTACATGCAGAA/GATGAGTCCTGAGTAAAC
UBC 853 (TC)sAT Pst-AC/Mse-AC GACTGCGTACATGCAGAC/GATGAGTCCTGAGTAAAC
UBC 848 (CA)GG Pst-AC/Mse-AA GACTGCGTACATGCAGAC/GATGAGTCCTGAGTAAAA
UBC 849 (GT)sCA Pst-GG/Mse-GG GACTGCGTACATGCAGGG/GATGAGTCCTGAGTAAGG
UBC 855 (AC)sCT Pst-GG/Mse-GA GACTGCGTACATGCAGGG/GATGAGTCCTGAGTAAGA
UBC 858 (TG)sAT Pst-GA/Mse-GA GACTGCGTACATGCAGGA/GATGAGTCCTGAGTAAGA
UBC 865 * (CCG)s Pst-GA/Mse-GC GACTGCGTACATGCAGGA/GATGAGTCCTGAGTAAGC
UBC 867 (GGC)s Pst-CC/Mse-CC * GACTGCGTACATGCAGCC/GATGAGTCCTGAGTAACC
UBC 875 (CTAG), Pst-CC/Mse-GG GACTGCGTACATGCAGCC/GATGAGTCCTGAGTAAGG
UBC 881 (GGGT)sG Pst-TT/Mse-CC GACTGCGTACATGCAGTT/GATGAGTCCTGAGTAACC

* primery wytypowane do dalszych analiz
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Tabela 2. Sekwencje starterow AFLP wytypowanych do wstepnych analiz oceny stabilno$ci genetycznej
ros§lin maliny rozmnazanej in vitro.

pary starterow AFLP sekwencja (5°-3°)
Pst-TC/Mse-TC GACTGCGTACATGCAGTC/GATGAGTCCTGAGTAATC
Pst-TC/Mse-AT GACTGCGTACATGCAGTC/GATGAGTCCTGAGTAAAT
Pst-AT/Mse-AT* GACTGCGTACATGCAGAT/GATGAGTCCTGAGTAAAT
Pst-AT/Mse-TC* GACTGCGTACATGCAGAT/GATGAGTCCTGAGTAATC
Pst-AA/Mse-AA GACTGCGTACATGCAGAA/GATGAGTCCTGAGTAAAA
Pst-AA/Mse-AC GACTGCGTACATGCAGAA/GATGAGTCCTGAGTAAAC
Pst-AC/Mse-AC* GACTGCGTACATGCAGAC/GATGAGTCCTGAGTAAAC
Pst-AC/Mse-AA GACTGCGTACATGCAGAC/GATGAGTCCTGAGTAAAA
Pst-GG/Mse-GG GACTGCGTACATGCAGGG/GATGAGTCCTGAGTAAGG
Pst-GG/Mse-GA GACTGCGTACATGCAGGG/GATGAGTCCTGAGTAAGA
Pst-GA/Mse-GA GACTGCGTACATGCAGGA/GATGAGTCCTGAGTAAGA
Pst-GA/Mse-GC GACTGCGTACATGCAGGA/GATGAGTCCTGAGTAAGC
Pst-CC/Mse-CC* GACTGCGTACATGCAGCC/IGATGAGTCCTGAGTAACC
Pst-CC/Mse-GG* GACTGCGTACATGCAGCC/GATGAGTCCTGAGTAAGG
Pst-TT/Mse-CC GACTGCGTACATGCAGATT/GATGAGTCCTGAGTAACC

* primery wytypowane do dalszych analiz

7 23 przetestowanych starterow ISSR zastosowanych do wstepnych analiz dla jagody
kamczackiej, tylko 14 generowato powtarzalne i wyrazne produkty PCR. Startery te generowaly w sumie
65 produktow amplifikacji wielkosci od 400 do 2500 pz. Liczba produktéw PCR dla kazdego startera
wahata si¢ od 1 do 12, przy $redniej wynoszacej 4,6 produktu PCR na starter ISSR. Starter UBC827
amplifikowal najwigksza, a startery UBC830 i UBC843 najmniejsza liczbg¢ produktéw PCR. Sposrod
testowanych starterow ISSR wybrano te, ktore w najwyzszym stopniu réznicowaly testowane odmiany.
Dla jagody kamczackiej wytypowano 4 startery ISSR: UBC825, UBC865, UBC810, UBC827, ktore
generowaty polimorfizm migdzy odmianami na poziomie odpowiednio 28,6%, 25%, 16,7% i 8,3%
(Tabela 3).

Z testowanych 23 par starteréw AFLP zastosowanych do wstepnych analiz dla jagody
kamczackiej, 21 par starterow generowato powtarzalne i wyrazne produkty PCR. Te pary starterow
generowaly w sumie 574 produktow PCR wielkosci od 50 do 900 pz. Liczba prazkéw dla kazdego
startera wahata si¢ od 8 do 54, przy sredniej wynoszacej 27,3 produktu PCR na parg starterow AFLP.
Para starterow Pst-AG/Mse-AG amplifikowata maksymalng liczbe 54 produktéw amplifikacji, a pary Pst-
AC/Mse-AA i Pst-GA/Mse-GC amplifikowatly najmniejszg liczbe produktéw PCR. Z testowanych par
starterow AFLP wybrano te, ktore w najwyzszym stopniu roéznicowaly testowane odmiany. Dla jagody
kamczackiej wytypowano 4 pary starterow AFLP: Pst-CC/Mse-CC, Pst-TT/Mse-CC, Pst-GC/Mse-TA
i Pst-CG/Mse-AG, ktore generowatly wysoki polimorfizm miedzy odmianami na poziomie odpowiednio
30%, 13,3%, 11,1% i 4,8% (Tabela 3).
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Tabela 3. Wstepna analiza polimorfizmu DNA matecznych ro$lin jagody kamczackiej z wykorzystaniem
markeréw ISSR oraz AFLP.

ogo6lna liczba ogoblna liczba

starter ISSR liczba polimorficznych | polimorfizm pary starteréw liczba polimorficznych | polimorfizm

produktow produktow (%) AFLP produktow produktéw (%)

amplifikacji amplifikacji amplifikacji amplifikacji
UBC 806 - - - Pst-TT/Mse-CC 30 4 13,3
UBC 810 6 1 16,7 Pst-GC/Mse-GC 21 0 0
UBC 813 - - - Pst-GC/Mse-TA 18 2 111
UBC 821 - - - Pst-TA/Mse-TA 14 0 0
UBC 822 9 0 0 Pst-TA/Mse-GC 42 0 0
UBC 823 5 0 0 Pst-AG/Mse-AG 54 0 0
UBC 825 7 2 28,6 Pst-AG/Mse-CG 36 0 0
UBC 827 12 1 8,3 Pst-CG/Mse-AG 42 2 4.8
UBC 828 2 0 0 Pst-TC/Mse-TC 13 0 0
UBC 830 1 0 0 Pst-TC/Mse-AT 20 0 0
UBC 834 3 0 0 Pst-AT/Mse-AT 50 0 0
UBC 840 2 0 0 Pst-AT/Mse-TC 25 0 0
UBC 843 1 0 0 Pst-AA/Mse-AA 13 0 0
UBC 846 3 0 0 Pst-AA/Mse-AC 37 0 0
UBC 853 6 0 0 Pst-AC/Mse-AC 12 0 0
UBC 848 - - - Pst-AC/Mse-AA 8 0 0
UBC 849 - - - Pst-GG/Mse-GG - - -
UBC 855 4 0 0 Pst-GG/Mse-GA - - -
UBC 858 - - - Pst-GA/Mse-GA 19 0 0
UBC 865 4 1 25,0 Pst-GA/Mse-GC 9 0 0
UBC 867 - - - Pst-CC/Mse-CC 20 6 30,0
UBC 875 - - - Pst-CC/Mse-GG 43 0 0
UBC 881 - - - Pst-TT/Mse-CC 48 0 0

Z testowanych 15 par starterow AFLP zastosowanych do wstepnych analiz dla maliny, 12 par

starterow generowato powtarzalne i wyrazne produkty PCR. Te pary starterow generowaty w sumie 324

produkty PCR wielkosci od 50 do 500 pz. Liczba prazkow dla kazdego startera wahata si¢ od 7 do 48,

przy s$redniej wynoszacej 27 produktow PCR na parg starterow AFLP. Para starterow Pst-AA/Mse-AC

amplifikowata maksymalng liczbe 48 produktéw amplifikacji, a pary Pst-TC/Mse-AT, Pst-TC/Mse-TC

i Pst-GA/Mse-GC amplifikowaty najmniejszg liczbe produktow PCR. Z testowanych par starterow AFLP

wybrano te, ktore w najwyzszym stopniu roznicowaty testowane odmiany. Dla maliny wytypowano 5 par
AFLP: Pst-CC/Mse-CC, Pst-CC/Mse-GG, Pst-AC/Mse-AC, Pst-AT/Mse-AT oraz Pst-AT/Mse-TC, ktore

generowaty wysoki polimorfizm mi¢dzy odmianami na poziomie odpowiednio 21,7%, 17,0%, 10,7%,

10,0% oraz 8,0%. (Tabela 4).
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Tabela 4. Wstepna analiza polimorfizmu DNA matecznych ro$lin maliny z wykorzystaniem markeréw AFLP.

pary starteréw AFLP ogélnaalri:;:)izfli i;();((:);uktéw ;Tj:jkrzziin;?r:;f)ilifirl‘(ii?i polimorfizm (%)
Pst-TC/Mse-TC 7 0 0
Pst-TC/Mse-AT 9 0 0
Pst-AT/Mse-AT 20 2 10,0
Pst-AT/Mse-TC 25 2 8,0
Pst-AA/Mse-AA 29 0 0
Pst-AA/Mse-AC 48 3 6,25
Pst-AC/Mse-AC 28 3 10,7
Pst-AC/Mse-AA 19 0 0
Pst-GG/Mse-GG - - -
Pst-GG/Mse-GA - - -
Pst-GA/Mse-GA 40 0 0
Pst-GA/Mse-GC 6 0 0
Pst-CC/Mse-CC 46 10 21,7
Pst-CC/Mse-GG 47 8 17,0
Pst-TT/Mse-CC - - -

Na podstawie przeprowadzonych dotychczas analiz zostaly wytypowane zestawy markeréw
ISSR-PCR oraz AFLP, przy pomocy ktorych mozna zidentyfikowa¢ badane odmiany jagody
kamczackiej oraz maliny (Tabela 5). Markery te zostaly wykorzystane do analizy stabilnosci

genetycznej roslin uzyskanych na drodze rozmnazania in vitro.

Tabela 5. Startery ISSR i AFLP wytypowane do oceny stabilnosci genetycznej roslin jagody kamczackiej oraz
maliny rozmnazanych in vitro.

Gatunek

malina jagoda kamczacka

825
810
827
865

Startery ISSR -

Pst-AT/Mse-AT Pst-CC/Mse-CC

Startery AFLP

Pst-AT/Mse-TC
Pst-AC/Mse-AC
Pst-CC/Mse-CC

Pst-TT/Mse-CC
Pst-GC/Mse-TA

Pst-CC/Mse-GG Pst-CG/Mse-AG

3.2. Stabilno$¢ genetyczna maliny odmiany ‘Polka’ oraz ‘Polana’.

Przeprowadzono ocen¢ tozsamosci genetycznej roslin pochodzacych z kultur in vitro oraz roslin
matecznych dwoch odmian maliny: ‘Polana’ i ‘Polka’. Materiat roslinny stanowity liScie zebrane z 10

klonéw in vitro rosngcych w szklarni oraz 3 roslin matecznych kazdej z odmian (standard). Genomowy
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DNA do analiz wyizolowano w dwoch powtorzeniach, przy pomocy komercyjnego zestawu do izolacji
DNA Plant/Fungi DNA Isolation Kit (Norgen Biotek Corp.) wedtug instrukcji podanej przez producenta.
Analizy AFLP-PCR przeprowadzono z 5 parami starterow: Pst-AT/Mse-AT, Pst-AT/Mse-TC, Pst-
AC/Mse-AC, Pst-CC/Mse-CC i Pst-CC/Mse-GG wg metodyki opisanej przez Vos i wsp. (1995).

Analiza AFLP wykazata wystepowanie polimorfizmu na poziomie DNA w ro$linach
pochodzacych z kultur in vitro maliny, ktory wyniost 0,49% u odmiany ‘Polana’ i 2,73% w przypadku
odmiany ‘Polka’. Szczegdtowa analiz¢ markerow AFLP przedstawiono w Tabeli 6.

Stopien zmiennosci somaklonalnej generowanej przez kultury in vitro réznit si¢ w zalezno$ci od
badanej odmiany. W przypadku maliny odmiana ‘Polana’ charakteryzuje si¢ wyzszg stabilno$cig

genetyczng niz odmiana ‘Polka’.

Tabela 6. Analiza markerow AFLP w ros§linach maliny odmian ‘Polana’ i ‘Polka’ pochodzacych z kultur in
vitro w odniesieniu do roslin matecznych.

liczba produktow amplifikacji
startery AFLP
ogélem polimorficzne
Polana
Pst-CC/Mse-CC 70 0
Pst-CC/Mse-GG 76 0
Pst-AT/Mse-AT 108 0
Pst-AT/Mse-TC 89 0
Pst-AC/Mse-AC 65 2
suma 408 2
polimorfizm (%0) 0,49
Polka
Pst-CC/Mse-CC 78 3
Pst-CC/Mse-GG 93 0
Pst-AT/Mse-AT 106 1
Pst-AT/Mse-TC 92 4
Pst-AC/Mse-AC 69 4
suma 438 12
polimorfizm (%) 2,74

3.3. Stabilno$¢ genetyczna jagody kamcezackiej odmiany ‘Wojtek’ oraz ‘Zojka’.

Badano zmiennos$¢ genetyczng dwoch odmian jagody kamczackiej: ‘Zojka’ oraz ‘Wojtek’
podczas uprawy szklarniowej. Materiat do analiz pobrano z 15 losowo wytypowanych roslin z kazdej
odmiany rozmnozonych in vitro. Genomowy DNA izolowano przy uzyciu komercyjnego zestawu
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) zgodnie z instrukcjg producenta w ilosci 2 powtdrzen dla kazdej
proby. Przygotowane preparaty genomowego DNA stuzyly jako matryca do przeprowadzenia reakcji

PCR z uzyciem 4 par starterow AFLP: Pst-CC/Mse-CC, Pst-TT/Mse-CC, Pst-GC/Mse-TA, Pst-
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CG/Mse-AG wg metodyki opisanej przez Vos i wsp. (1995) oraz 4 starterow ISSR: UBCB825,
UBCB810, UBC827 i UBCB865.

W drugim sezonie uprawy roslin jagody kamczackiej rozmnozonych in vitro w warunkach
szklarniowych, markery ISSR generowaly tacznie 40 i 36 produktow amplifikacji o wielkosci od 300
do 1400 pz, odpowiednio dla roslin odmiany ‘Wojtek’ i ‘Zojka’. Pary starterow AFLP generowaty
lacznie 102 1 105 produktéw amplifikacji o wielkosci od 50 do 900 pz, odpowiednio dla roslin
odmiany ‘Wojtek’ i ‘Zojka’.

U roslin odmiany ‘Wojtek’ podczas analiz markerow ISRR nie obserwowano zjawiska
zmienno$ci genetycznej w porownaniu z ro§linami kontrolnymi, matecznymi. Natomiast w przypadku
roslin odmiany ‘Zojka’ $redni stopien zmienno$ci genetycznej wynosit 2,8% (Tabela 7).
W poréwnaniu z ro$linami matecznymi na podstawie analiz markeréw AFLP obserwowano, ze
rosliny jagody kamczackiej odmiany 'Wojtek’ wykazywaly zmienno$¢ genetyczng na poziomie
ponizej 1%, natomiast u roslin odmiany ‘Zojka’ zmiennos$¢ ta na etapie uprawy szklarniowej wynosita
1,9% (Tabela 8).

Podsumowujac wyniki analiz dotyczacych zmiennos$ci genetycznej u roslin jagody kamczackiej
pochodzacych z mikrorozmnazania wnioskowa¢ mozna, ze odmiana ‘Wojtek’ charakteryzuje sie¢ wyzsza
stabilnoscia genetyczng (Srednia zmiennos$¢ na poziomie 0,49%) niz odmiana ‘Zojka’ (§rednia zmienno$¢

genetyczna na poziomie 2,3%).

Tabela 7. Analiza markerow ISSR dla roslin jagody kamczackiej pochodzacych z mikrorozmnazania podczas
uprawy w warunkach szklarniowych w odniesieniu do ro$lin matecznych.

artery 155K wielkoé_c’_proﬂukt()w liczba produktéw amplifikacji
amplifikacji [pz] ogélem polimorficzne
Zojka
825 500 - 1000 1
810 600 - 1300 6 0
827 300 - 800 12 0
865 300 - 1400 9 0
suma 36 1
polimorfizm (%) 2,71
Wojtek
825 400 - 1000 11 0
810 500 - 1300 5 0
827 300 - 750 11 0
865 300 - 1400 13 0
suma 40 0
polimorfizm (%) 00
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Tabela 8. Analiza markeréw AFLP dla roslin jagody kamczackiej pochodzacych z mikrorozmnazania
podczas uprawy w warunkach szklarniowych w odniesieniu do roslin matecznych.

T AL wi elkoé. c'.pr o ﬂukt ow liczba produktéw amplifikacji
amplifikacji [pz] ogoélem polimorficzne
Zojka
Pst-CC/Mse-CC 300-80 19 1
Pst-TT/Mse-CC 900-250 35 1
Pst-GC/Mse-TA 850-300 18 0
Pst-CG/Mse-AG 760-200 42 0
suma 105 2
polimorfizm (%) 1,9
Wojtek
Pst-CC/Mse-CC 300-50 16 1
Pst-TT/Mse-CC 900-250 30 0
Pst-GC/Mse-TA 850-400 16 0
Pst-CG/Mse-AG 750-200 40 0
suma 102 1
polimorfizm (%) 0,98

4. Podsumowanie

Kontrola jako$ci produkowanego materialu nasadzeniowego pod wzgledem stabilnosci
genetycznej jest istotna dla zapewnienia pozadanej jakosci materiatu roslinnego, ktory jest wprowadzany
do uprawy, ponadto umozliwia identyfikacje odmian i eliminacj¢ ewentualnych mutacji na wszystkich
etapach rozmnazania roslin in vitro oraz podczas wzrostu ex vitro. Wykorzystanie markerow
molekularnych daje mozliwo$¢ wykrywania zmian na poziomie DNA, nie ujawniajacych si¢ fenotypowo.
Wysoka powtarzalno$¢ wynikow i tatwos¢ aplikacji decyduje o ich wysokim stopniu uzytecznoSci.

Opracowane metody badania zmiennos$ci genetycznej roslin pochodzacych z mikrorozmnazania
maliny i jagody kamczackiej moga by¢ zastosowane w o$rodkach zajmujgcych sie produkcja elitarnego
materiatu roslin ogrodniczych.

Analiza markerow ISSR oraz AFLP wykazala, ze zastosowana metoda rozmnazania in vitro

maliny i jagody kamczackiej skutkuje otrzymaniem ro$lin w wysokim stopniu jednorodnych genetycznie.
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