BIULETYN ~ 20172000 oo

E-ISSN 2657-8913

INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN

BULLETIN
OF PLANT BREEDING AND ACCLIMATIZATION INSTITUTE

POSTEP BIOLOGICZNY
ARTYKULY NAUKOWE

Pole IHAR. Fot. Aleksandra Pindor

RADZIKOW 2020
INSTYTUT HODOWLI I AKLIMATYZACJI ROSLIN
PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY
RADZIKOW, 05-870 BLONIE



BIULETYN
INSTYTUTU HODOWLI
I AKLIMATYZACJI ROSLIN
NR 291/2020

InAH

INSTYTUT HODOWLI I AKLIMATYZACJI ROSLIN
PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY
RADZIKOW, 05-870 BLONIE



INSTYTUT HODOWLI T AKLIMATYZACII ROSLIN
PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY

Dyrektor: Prof. dr hab. Henryk Bujak

Komitet Redakcyjny
NAUKA

Redaktor Naczelny: Danuta Boros
Maja Boczkowska, Henryk J. Czembor, Renata Lebecka, Anna Linkiewicz, Wiestaw Madry, Katarzy-
na Mikotajczyk, Stawomir Podlaski, Barbara Zagdanska

WDROZENIA

Redaktor Tematyczny: Wojciech Nowacki

Jézef Adamczyk, Karol Bujoczek, Andrzej Chodkowski, Wiestaw Dzwonkowski, Edward Gacek, Piotr
Kaminski, Karol Marciniak, Przemystaw Matysik, Juliusz Mtodecki, Jarostaw Mostowski, Adam Stg-
pien, Roman Warzecha, Stawomir Wrébel

KONFERENCIJE

Redaktor Tematyczny: Magdalena Szechynska-Hebda
Katarzyna Gacek, Wiestaw Podyma

Czasopismo ukazuje si¢ od 1951 roku

Redaktor techniczny i sktad komputerowy: Aleksandra Pindor




BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI | AKLIMATYZACJI ROSLIN Nr 291 / 2020 : 319
E-ISSN: 2657-8913 DOI: 10.37317/biul-2020-PB80 I

Pl

Przygotowanie populacji mapujacej uzyskanej
ze skrzyzowania odmian ‘Elsanta’i ‘Senga
Sengana’ dla analizy regionow QTL sprzezonych
z wybranymi cechami uzytkowymi gatunku
Fragaria.

Original research paper

Preparation of the mapping population derived from the cross of ‘Elsanta’
and ‘Senga Sengana’ sutble for analysis of QTL regions linked to selected Fragaria
traits.

Oryginalny artykut naukowy

Sylwia Keller-Przybytkowicz”'=, Agnieszka Masny"“', Bogustawa Idczak™",
Krystyna Straczynska”’, Abdelrahmen Mostafa Abdelwahab Mohamed"“?

! Zaktad Hodowli Roslin Ogrodniczych, Instytut Ogrodnictwa, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96—100 Skiermiewice,
2 Minia University, Faculty of Agriculture, 61517 Elminia, Egypt,
< e-mail: sylwia.keller@inhort.pl

Celem przeprowadzonych badan bylo przygotowanie populacji mapujacej uzyskanej w wyniku skrzyZzowania
odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’, przvdatnej do badan genotypowo-fenotypowych, poprzedzonych sporzadzeniem
‘szkieletu’ mapy genetyczne;j.

Pierwszym etapem badan byla ocena molekularna roslin form rodzicielskich pod katem stopnia polimorfizmu
genetycznego. Na postawie analizy wytypowanych 450 markerow SSR w genomie odmiany ‘Elsanta’ zidentyfikowano
facznie 418 alleli polimorficznych, natomiast w genomie odminay ‘Senga Sengana’ — 337 alleli. Przeprowadzone
badania potwierdzaja wysoki stopien heterozygotycznosci genomow obu wytypowanych do badan odmian.

Kolejnym etapem prac byta analiza molekularna siewek uzyskanyvch w wyniku krzyzowania obu heterozygotycznych
form rodzicielskich oraz ocena satusu genetycznego genotypow potomnych. Badania te potwierdzity, Ze w obrgbie roslin
populacji mapujacej ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ wystepuja genotypy pochodzace tvlko z kontrolowanego zapylenia.
Ponadto, analiza segregacji, w populacji mapujacej, alleli heterozygotycznych, zidentyfkowanych w genomach form
rodzicielskich, umozliwita sporzadzenie szkieltu zintegrowanej mapy obu badanych genomoéw truskawki. Wstepna
mapa genetyczna, do sporzadzenia ktorej zastosowano wybranych 44 polimorficznych markerdw SSR, zawiera tacznie
27 grup sprzezen, na ktorych zidentyfikowano loci 53 alleli polimorficznych, pokrywajacych 1 033 cM genomu
truskawki.

W wyniku przeprowadzonych testéw potwierdzono, ze uzyskana populacja stanowi wartosciowy materiat do badan
zwiazanych z opracowaniem mapy genetycznej truskawki. Ponadto, sporzadzony ‘szkielet’ mapy ‘Elsanta’ x ‘Senga
Sengana’ poszerza baze do dalszej lokalizacji genow i identyfikacji regiondw QTL sprzezonych z waznymi cechami
uzytkowymi truskawki.

Slowa kluczowe: allele heterozygotyczne, genom Fragaria, mapa genetyczna, SSR

The aim of the study was to generate a mapping population derived from an 'Elsanta’ and ‘Senga Sengana’ cross,
50 as to be useful for genotypic-phenotypic studies, and subsequently, to construct a 'skeleton’ of the strawberry genetic
map.

The first stage of the research was based on molecular assessment of parental plants for genetic polvmorphism. After
analysis of 450 selected SSR markers, 418 polymorphic alleles were identified in the genome of the 'Elsanta’, and 337
alleles in the genome of the 'Senga Sengana'. The study confirms the high degree of genetic heterozygosity of both
of the strawberry varieties.

In the next stage of the work, molecular analysis of seedlings resulted from the cross of the heterozygous parental
forms, as well as the confirmation of genetic status of hybrid genotypes were conducted. These studies confirm that
the origin of the prepared mapping population was the result of the controlled pollination. Moreover, segregation
of heterozygous alleles in the mapping population enabled the preparation of the 'skeleton' of an integrated map
of 'Elsanta’ x 'Senga Sengana'. Herein, the initial genetic map was found to contain 27 linkage groups representing the
loci of 53 polymorphic allele, covering 1 033 cM of the strawberry genome.

Generally, as a result of the tests, we confirmed that the obtained population represents valuable material for research
related to the development of a strawberry genetic map. Additionally, the 'skeleton' of 'Elsanta’ X 'Senga Sengana’'
genetic map enlarged the database for further gene localization and for identifying QTL regions linked to important
strawberry traits.

Key words: Fragaria genome, genetic map, heterozvgous alleles, SSR
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Wstep

Truskawka (Fragaria * ananassa Duchesne
ex Rozier) jest waznym gatunkiem uprawianym
niemal we wszystkich szerokosciach geograficz-
nych. Na swiecie produkuje sie rocznie okolo 9 mln
ton owocow truskawek, w tym polowe w panistwach
europejskich (FAOStat, 2019).

Hodowla twoércza gatunku F. x ananassa,
ukierunkowana jest na wytwarzanie odmian,
o najkorzystniejszym zestawie cech fenotypowych,
przystosowanych do zréznicowanych warunkow
uprawy (takich jak: zasolenie), réznych warunkow
agroklimatycznych (tj. mroz, susza), zréoznicowane;j
presji czynnikow biotycznych (np: choroby grzy-
bowe tj. wertycylioza, antraknoza) i abiotycznych,
jak réwniez do zréznicowanych preferenciji konsu-
mentdw (jedrnosc i trwalos¢ owocow, zawartosc
kwasu askorbinowego czy cukréw) (Darrow, 1966;
Hancock, 2008).

Badania genetyczne, wspierajgce Swiatowa
hodowle tego gatunku, pozwolily na zidentyfi-
kowanie molekularnych markeréw m.in. cech
zwigzanych z jakoscig owocow, zakwitaniem czy
odpornoscia na patogeny. Dla wielu z nich, ziden-
tyfikowano takze loci/miejsce na fragmentarycz-
nych mapach genetycznych ré6znych genomow tego
gatunku (Denoyes-Rothan i in. 2004; 2005, Sargent
iin. 2011, Sargen i in. 2012).

Na podstawie doswiadczen genetyczno-
hodowlanych stwierdzono zaréwno monogeniczny
(odpornos¢ na fytoftoroze i alternarioze), jak i poli-
geniczny charakter dziedziczenia cech uzytkowych
truskawki (Lerceteau-Kohler i in., 2002). W wyni-
ku addytywnego (poligenowego) wspoldzilania
gendéw ma miejsce kumulacja ich alleli w genomie,
a kazdy genotyp wykazuje inng chrakterystyke
fenotypowa, zaleznie od wlasnego potencjalu gene-
tycznego (Semagn i in., 2006; Hancock i in. 2008).
Ma to szczegdlne znaczenie podczas prowadze-
nia badan, ktérych celem jest sporzadzanie map
roznych genomoéw. Wowczas warunkiem przysta-
pienia do takich prac jest uzyskanie odpowiednie]
puli roslin potomnych tzw. populacji mapujacej,
(przyjmuje sie min. 100 — 150 genotypdw mieszan-
cowych), w obrebie ktorej wszystkie genotypy
pochodza z zaplanowanego krzyzowania, a formy
rodzicielskie reprezentuja wysoki stopiefi hetero-
zygotycznos¢ (Liebhard i Gessler 2000). Podejscie
takie daje pewnos¢ prawidlowej analizy segregacji
zidentyfikowanych alleli markeréw molekularnych,
przydatnych do wysycaania map genetycznych.
Wiasciwy dobor i przygotowanie materiatu roslin-
nego sa zatem kluczowymi etapami w badaniach
nad identyfikacja regionéw genomu warunkujacych

wazne cechy uzytkowe gatunku Fragaria.

Celem prowadzonych badan bylo przygotowa-
nie populacji mapujacej, przydatnej do utworzenia
‘szkieletu” mapy genomu i identyfikacji regio-
noéw genomowych (QTL) sprzezonych z waznymi
cechami uzytkowymi truskawki takimi jak: odpor-
nos¢ na choroby wywotlane grzybami (V. dahliae,
Colletotrichum acutatum, Phytophthora cactorum);
jakos¢ owocodw (zawartos¢ substancji prozdrowot-
nych); odpornos¢ na czynniki abiotyczne tj; tole-
rancja na niskie temperatury czy deficyt wody) .

Materialy i Metody

Material do badan stanowity rosliny mieszan-
cowe, uzyskane w wyniku krzyzowania roslin
rodzicielskich odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’
(CP — cross polination). Wybrane formy rodziciel-
skie skrajnie réznig sie pod wzgledem wielu cech,
w tym podatnosci na czynniki biotyczne i abiotycz-
ne oraz jakoscia owocow (Van Ooijen 2002, Masny
1in. 2002).

Przygotowanie materialu roslinnego

Nasiona, uzyskane w programie krzyzowan
(2014), po wysuszeniu i stratyfikacji wysiewano
do doniczek wypelnionych mieszaning substratu
torfowego 1 piasku w stosunku 3:1. Pozyskane tym
sposobem miode siewki potomne (200 ro$lin), stano-
wiace populacje mapujaca, w fazie minimum dwoch
lisci przesadzono do tac wielodoniczkowych (54
komérki o wymiarach 55 x 55 x 62 mm i objetosci
90 cm?). Rosliny utrzymywano w szklarni. Nastep-
nie uzyskane mlode siewki wysadzono w kwaterze
polowej. Systematycznie prowadzono prace upra-
wowo-pielegnacyjne, jak nawadnianie i nawoze-
nie uzyskanych roslin, spulchnianie podloza oraz
zwalczanie choréb i szkodnikéw (Program Ochro-
ny Roslin, opryski na maczniaka; Signum 33 WG,
przedziorka chmielowca; Nissorum Strong 250 SC
oraz inne szkodniki i patogeny zagrazajace upra-
wie), obejmujace zaréwno formy rodzicielskie, jak
i mieszance F,.

Dodatkowo, z roslin matecznych pobierano
1 wysadzano milode sadzonki rozlogowe celem
utrzymania puli tych samych genotypow mieszan-
cowych, ktére nastepnie stanowily material
do doswiadczen fenotypowych.

Material do badan molekularnych

Izolacje genomowego DNA form rodzicielskich
‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ oraz 200 roslin popu-
lacji mapujacej przeprowadzono zgodnie z metoda
opisang przez Doyle i Doyle (1990). Tkanke liscio-
wa (0,2 g) ucierano w cieklym azocie, zawieszano
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w buforze ekstrakcyjnym CTAB i inkubowano
w temp. 65 °C przez 30 minut. W celu doklad-
nego odseparowania fazy wodnej (zawierajace]
kwasy nukleinowe) zawiesine rozdrobnionej tkan-
ki mieszano z rownowazng iloscig roztworu chlo-
roform/alkohol izoamylowy (24:1 v/v) i wirowano
(15 000 g). Nastepnie uzyskane DNA wytraca-
no alkoholem izopropylowym (1:3 v/v), suszono
w temperaturze pokojowej i rozpuszczono w bufo-
rze TE. Czasteczki RNA wytrawiano stosujac
RNaze A (10 pg ml?, 37 °C/ 1 h). Czystos¢ prepa-
ratow DNA oceniano na podstawie elektrofore-
gramow w 0,9% zelu agarozowym oraz w oparciu
o pomiar wspolczynnikow ekstynkcji probki, przy
dhugosci fali 230, 260 i 280 nm (Gene Quant Pro
Amersham Pharmacia Biotech). Koncentracje DNA
w preparacie okreslano poprzez poréwnanie z DNA
faga A o znanych stezeniach (315, 157 i 79 ng ul?).

Amplifikacja alleli polimorficznych (SSR-PCR)

W oparciu o baze sekwencyjna GDR (Genome
Database for Rosaceae, ww.rosaceae.org) dla rodza-
ju Fragaria oraz na podstawie dostepnych danych
literaturowych, zsyntetyzowano i przetestowano
w reakcjach PCR, 450 par starteréw mikrosatelitar-
nych.

EEEr L L 1!
. 3 4

Mieszanina reakcyjna (13 pl) zawierala 5 ng
DNA — wyizolowane z odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga
Sengana’ oraz genotypdw potomnych uzyskanych
w wyniku ich krzyzowania, 0,325 U polimerazy
(Ampli Taq, Applied Biosystems), 10 x PCR-bufor
Iz 15 mM MgCl, 1,25 mM dNTP (Applied
Biosystems) i 0,35 uM starterow SSR. Reakcje
Touch-down PCR prowadzone byly w zoptyma-
lizowanych warunkach termicznych: 94°C — 30 s,
55°C — 45 s, 72°C — 60 s/10 cykli, 94°C — 30 s,
50°C — 45 s, 72°C — 60 s/25 cykli. Wygenerowane
amplikony rozdzielano w 7% zelach poliakrylami-
dowych, ktére nastepnie wizualizowano w Swietle
bialym po wybarwieniu w 0,4% roztworze azotanu
srebra.

Okreslenie poloZenia (loci) markeréw

Badania przeprowadzono na matrycach DNA
wydzielonych z form rodzicielskich oraz z 200
roslin nalezacych do populacji ‘Elsanta’ x ‘Senga
Sengana’ o potwierdzonym stafusie mieszanca.
Do sporzadzenia szkieletu mapy genomdéw obu
odmian wytypowano zestaw markeréw dostepnych
w bazie danych (www.rosaceae.org) oraz opisanych
dla map genetycznych dzikich gatunkéw F. nubi-
cola, F. vesca oraz odmian ‘Redgauntlet’ i ‘Hapil’.

Rys. 1. Wzory prazkowe (reprezentuja pare obu form rodzicileskich) przedstawiajace wielkosci alleli zidentyfikowa-
nych dla 30 przkladowych markeréw SSR, réznicujace genom odmiany ‘Elsanta’ (I $ciezka z pary) oraz ‘Senga Sengana’
(II $ciezka z pary).

Fig. 1. Band patterns (in pairs of both parental forms) representing the alleles identified for 30 SSR markers, differentia-
ting the genome of ‘Elsanta’ (1st path from pair) and *Senga Sengana’ (2nd path from pair) cultivars.
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Amplifikacje specyficznych fragmentow DNA
prowadzono zgodnie z w/w procedurg.

Do sporzadzenia ‘szkieletu’ mapy genetycz-
nej ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’ uzyto 44 marke-
row SSR (ARFL002, ARSFL022, EMFn017,
BFACT004, EMFn214, ARSFLOll, FvH4180,
FvH4153, FvH4164, FvH4160, FvH4154, ARSFL100,
UDF009, BFACTO017, BFFv09-11-02, EMFvO18,
CO816733, EMFv007, EMFI132, FvH4163,
BFACTO045, FvH4169, BFACT036, UDEFO00L,
FvH4l161, FvH4155, FvH4177, FvH4165, FvH4173,
CFVCO0316, BFACT002, ARSFLO015, EMFn213,
CFACTI111, ARSFLO012, CFVCO015, BFACTO003,
FvH4171, COBRA, (0817054, BEFvi14-29,
EMFn049, FvC103. EMFn021).

Sklad mieszaniny reakcyjnej oraz warun-
ki reakcji touch-down PCR byly takie same dla
wszystkich par oligonukleotydéw (temperatura
annealingu w zakresie od 60°C do 55°C — 10 cykli,
spadek temperatury 0,5°C na cykl), natomiast
w przypadku markerow z grupy ARSFL, przez
pierwsze 10 cykli temperatura malala o 0,5°C
(z 55°C do 50°C). Ostatecznie koncowe przylacza-
nie oligonukleotyddéw prowadzono w stalej tempe-
raturze 551 50°C.

Szkielet mapy skonstruowano przy uzyciu opro-
gramowania JoinMap v.3.0 (Biometrics, Kyazma
NL) (van Ooijen i Voorrips 2001). Typ segregacji
alleli badanych markeréw genetycznych w popula-
cji mapujacej weryfikowano testem y* na podstawie

wartosci odchylenia pomiedzy ich rozkladem
teoretycznym (mendlowskim) i obserwowanym.
Przynaleznos¢ markeréw do poszczegolnych grup
sprzezefn okreslano na podstawie wartosci progu
LOD (Logarytm Odd Ratio) >3.0. Odleglosci
mapowe zostaly oszacowane przy uzyciu funk-
cji mapujacej Kosambi. Uzyskane grupy sprzezen
przedstawiono w formie graficznej, za pomoca
z programu MapChart 2.1.

Wyniki
Ocena stopnia heteryzotycznosci genomow
odmian ‘Elsanta’i ‘Senga Sengana’.

W testach PCR, przeprowadzonych na matry-
cy DNA roslin ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ z 450
parami starteréw mikrosatelitarnych, produkty
polimorficzne uzyskano dla 228 z nich (Tab. 1).
Lacznie przeprowadzono 3 532 reakcje SSR-PCR.

Wyniki amplifikacji fragmentéw genoméw
uzyskanych na matrycy DNA z roslin ‘Elsanta’
i ‘Senga Sengana’ z 30 przykladowymi starterami
mikrosatelitarnymi przedstawiono na ponizszym
elektroforogramie (Rys. 1). Wielkosci zidentyfi-
kowanych alleli polimorficznych, réznicujacych
formy rodzicielskie, oraz sekwencje zastosowa-
nych do rekacji PCR oligonukleotyddéw zestawiono
w tabeli 1.

Liczbe alleli heterozygotycznych zidentyfi-
kowanych w genomach obu form rodzicielskich
przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 1
Table 1

Wielkosci produktéw réznicujacych odmiany ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ (allele segregujace) w reakcji SSR oraz sekwen-
cje starterow generujacych powyzsze allele heterozygotyczne.

Sizes of PCR amplicons (segregating alleles) differentiating ‘Elsanta’ and ‘Senga Sengana’ genomes and the sequences
of oligos generating the above heterozygous alleles.

Mrker produkty roznicujace (pz) .
;}; Mol marker Size of the amplicons (pb) Fa.ni‘ts;a:';e;iner Rei:'l; Gi:riner
Elsanta Senga Sengana
1 FvH4004 480, 600 300, 560 cccagateteectaccetttace agttctacceccttttcagace
2 FvH4005 270,275 tcaagttacgtegettacatgg ttgctgtttcaagaccactage
3 FvH4006 290, 350 270,315 cgagtactccacctteaattcg atgagagatcttcegtegtage
4 FvH4009 480 450 ttggetettccagtttgaga ccaaagggactgetostaaa
5 FvH4014 150,400 130, 300 tgacctcaatetettgaace atccetactcaaaacegteage
6 FvH4019 200 220, 600 catctcagttggatcagaateg caaggaatcaaggatcatagge
7 FvH4022 200, 560, 565 agttctggaacgtectttagge acacaagcacatacccaaaace
8 FvH4023 595, 600 tactgggoocaatatgtttog gecccttgtaaacttetactgg
9 FvH4025 260 ottcagttgagagcceataatge caatgatgaaaggcagetaagg
10 FvH4031 520 teteaccteatccaaatetice agtgooaatgpttectititag
11 FvH4033 150, 190 110 ctecacaaacctaataccaacg gacgacgacttcttcaaaacg
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Tabela 1 cd.
Table 1 cd.

Wielkosci produktéw réznicujacych odmiany ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ (allele segregujace) w reakcji SSR oraz sekwen-

cje starterow generujacych powyzsze allele heterozygotyczne.

Sizes of PCR amplicons (segregating alleles) differentiating ‘Elsanta’ and ‘Senga Sengana’ genomes and the sequences

of oligos generating the above heterozygous alleles.

Mrker produkty roznicujace (pz) .
;}; Mol marker Size of the amplicons (pb) Fa.ni‘ts;a:';e;iner Rei:'l; Gi:riner
Elsanta | Senga Sengana
12 FvH4041 200, 250 220 cagctgeatetatttgatetgg cgagcteaactetettetacee
13 FvH4042 280 - aacaggagcttatacggaateg aggagctcaatetcateateg
14 FvH4049 250, 260 - acggctactctagggaagatgg ctetccaccetttgeattage
15 FvH4050 185,200 210 tagcatccatagttccatacge caatacaatctcecaactcace
16 FvH4052 170, 175 320 caagagptcpttagotgaaaty otottcaagcccagaaatgaty
17 FvH4056 - 450 cgoootatittoaagtotaage ccgaaaaatatgagaggagagagg
18 FvH4057 200, 225,280,310 235, 240, 300, 380 agtttggaccggotcaagagg agctettecteectcacaacg
19 FvH4058 220 - cttagagaagcagtogatgacg goocatctacacatgttgace
2 FvH4059% 450 - tgcacatagagcaacagtataggg ttgttageatgaagtecaaage
21 FvH4061 - 200 accaactccatactccacaage gectecetetetagetettee
22 FvH4082 - 495 cggtttacetaactecaactge cctgeaagaaatetetactgteg
23 FvH4083 360, 600 300, 470 aattggoootsotoacaatge ccttcaaatttgggateteg
24 FvH4086 - 600 acaccccaagcaaattacagg tectatttaggcaactecttee
25 FvH4088 - 400, 450 ccteagtettaacgaacgaace tagagagagcaccgactcaagg
26 FvH4090 320 330 cagttgatgtattocteagtee agtttttgttttcatettttgg
27 FvH4091 220,300, 400 200 teaccggttecttetttatage taatttettgcaggacgttcg
28 FvH4102 600 610 ttteettttggottgaaaactee tcataggaagcttttattcatace
29 FvH4104 240,250 510 agactgcteatectetetttge atcatgggagagaacattaggg
30 FvH4105 - 320,330 cgttggagatctgotaaactee taaccttecectegtgaaatee
31 FvH4106 155,215 220 tacaaaggacttgectettage teactttegttgtectacatee
32 FvH4112 265,320,330 210, 460 tttcaacaaattaaggcaaacg gceatagaaaaccagaaaaace
33 FvH4113 125 110 tgactagcaatagtgcaacage cggcagagaacccagtaage
34 FvH4114 200, 380, 400 - ccageatgagagacaagatge cttagcagaagggaaatgaace
35 FvH4116 290, 405 380 cgacattgaccaageatttacg tacggtcaggaagattgagace
36 FvH4117 295,305 300 actttgettgoctagtigteg gagggttctggagtetaagtec
37 FvH4121 400 - tacacagtgacatagcegatge ctectaggtttectegttetee
38 FvH4123 240 245 stteaagcaaccttgaatge ggaggacaactceaatttatgg
39 FvH4124 240, 285 385 ccacagttecateagtttttca acaattgatcecttggaaatte
40 FvH4127 180, 200, 385 170,195, 485 accaccacaacctagtetetge tcectaagttttetetecatee
41 FvH4131 135 - cagactcagcagagtgatttsg ctaatggcccgtatettetee
42 FvH4134 100 - aagtgaaggaggoooaagaasy gcttcataaaacagecactge
43 FvH4136 190, 580, 600 - ttectgatcaagetaggaatge cettgototacteteaaacteg
44 FvH4145 205, 280, 410 300, 420 aaagtcttggoooagtaaaags cotacatggtoatetsteatee
45 ChFaM 149 - 165, 595, 600 cectetteecgtaaagteca cggactcaccggteactaga
46 ChFaM 262 400 - actcggtoaggaaagacgaa agagaagaccgetgagpatg
47 ChFvM 232 320 330 gcttettgggacageaacac tgaaccctgeatttectetg
48 ChFvM 243 330 340 tectttetegeteactgtea aaacaaaggaaaggctgots
49 ChFvM 245 - 510 tcaaccacaccgcetactect cttgetgagcetegteettot
50 ChFaM 009 410 - tcecaagttccagageteett cgtegagetcagacatgaaa
51 ChFaM 010 200, 580 210 tatcgectgceaatteatetg cctggetetgtogagtoagt
52 ChFaM 011 95, 300, 360 80,90, 210,270 teeteteettettteeettca cgagatcicccgagactgag
53 ChFaM 017 80, 90, 160, 230, 415 ctcactetetgegaacttge caactcaccttgecaccgatt
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54 ChFaM 022 185, 200, 495 - ggoccactectacttettea ttggecttgagagettegat
55 ChFaM 026 100 - tegtetetegtttetetaaaage atcaagtgetegtecacgta
56 ChFaM 030 300,335 - ccatgaagcagtgaagtcea agaaaatcccgagagecettt
57 ChFaM 031 300,310 200, 210 cctageaaageectaageaa acggtggocacacttaaaga
58 ChFaM 032 - 410 goteectgeticticttettt ttcagececattttccagta
59 ChFaM 033 110, 505 115, 510 cacaaatccacacacageag cccaggaaggtaaccacaaa
60 ChFaM 036 130 135 gcagectcaagaagtoaagg ccatcttgatatcacaggcataa
61 ChFaM 037 505 - acgacgatcaccacaaggac aagctcegtegtttectett
62 ChFaM 040 - 205,300 agtggtcatcageaccatea taaccgggaacggtactetg
63 ChFaM 041 185 180, 280, 490 ccacacgaaggagaagoaga aacgtgteattcgaccacaa
64 ChFaM 044 170, 615 165, 310, 410, 595 cgetgagtegttctaatttca ttttgttgacgagcgagatg
65 ChFaM 046 195,300, 310 - ccatttccatggecttattt goccttgttogoteteagag
66 ChFaM 047 235 200, 215, 240, 260 teattteteteteccetegat catgtgatttacggcgaage
67 ChFaM 056 195, 260 265, 510, 600 aaaacgtcgtegttcaggat cgtactgetgttoctgctat
68 ChFaM 058 14(;"051‘220?2’02010’ 550, 560, 580 gacccaaacacaccctgaac ctececattetgggaaatet
69 ChFaM 060 165, 550, 560, 580 280, 590, 610 tgagctaccaccaagaacce aatacccttggtacceeteg
70 ChFaM 063 120,300 125,195 gacgtetecgateegttgat ctggetegegtacgacttte
71 ChFaM 064 285 190, 280 caccaacttcgacaacctea gactettetttggegagetg
72 ChFaM 065 220, 245, 250, 265 200, 250 gaccgggagagataacagea atagaagccaatgegtgatg
73 ChFaM 066 110, 590 115,280, 310, 580 attttggccacgaagaattg cgatgtcaggaacgaactga
74 ChFaM 068 420 200, 425 catctccagttecttggcte acgaccattectettectea
75 ChFaM 070 280, 630 - agcattgaattcccagtttty ccttgcageaggaactaagg
76 ChFaM 072 385 - tggcagaaatttccaaaagg ctceeccagaagteeagatt
77 ChFaM 077 250,320,400, 440 270,300, 395,410 gaaagggctegacatggata atgttgttatttggectget
78 ChFaM 078 24';" 1%?53‘920?3’1%00’ 235 cagecteattgcaaatetga cttaccggtttegatotogt
79 ChFaM 080 530, 560 160, 540 ttcggtogecgotaaagatac aagttccaccaccatgceaat
80 ChFaM 081 - 2953;%02’13{10’ aactgagcteteggeaagte gaatactcgeggaggaagte
81 ChFaM 082 230,235 220,245 agtacggcaattgaagcteg gatctcggttgaagatcgga
82 ChFaM 083 220,250 - ttttetggettttoggattog geactttttcatcacaggea
83 ChFaM 086 280 225 tttggagcteaateccatetg atttggccagecteegtet
84 ChFaM 088 660 140 ggtoocaaaactcatggaga cogaagegaagtigaagagg
85 ChFaM 092 110 - acccaagttecettegacte atgcgctttgcataacaggt
86 ChFaM 093 285, 2903"93;00’ 390, - cgeecteaaateectetaac caagtgagtottecgetact
87 ChFaM 094 180 175, 185 atggaggocgctactgaaaa aatggcgagettggacttte
88 ChFaM 095 210 - gccagaageaaaaaccagaa cogaagtigaaattstegga
89 ChFaM 097 275, ii?) 2_:?% 400 265 cccaaaggttgeticttiga gccattttogaagagotoaa
90 ChFaM 098 305, 495, 520 205, 215 ctgagagtecageecaceeta gcgacgaggatgaagaagag
91 ChFaM 100 100, 170 120, 190 ttggaacccagaaaatcgaa Cagcgoagagagasacaags
92 ChFaM 101 150, 500 220,240, 520 cgagtaagctgatcactetgt actccgaggcetgtaatecet
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93 ChFaM 105 170, 180 160, 175 cctecaaacacaatccacca tetgaggtttatecgggact
94 ChFaM 106 170, 190, 230, 335 120, 410 accaaccgaggegagagag cgteatctgeacetgetic
95 ChFaM 107 - 500 tgccaaacaaacaaatgttoa catatcgatgtecttcataggg
96 ChFaM 108 520 170 catggaaagagagcgaaage cgaggaatgagggaggaate
97 ChFaM 109 - 420, 450 aagctpettgegaagaacaa coctgatgecagtecattta
98 ChFaM 110 310, 605, 615 - ttttectttgotegttttog ccagagaaagccatttagge
99 ChFaM 111 145,180 135 gcecaacegagtetetetet cggecttcaatttgetcaat
100 ChFaM 112 495 485 ttcaagcttttettetteetete catettcacctgacceetet
101 ChFaM 114 - 145,275,495 tetgotoccttgotttacaa cgectetetectetetaatee
102 ChFaM 115 460, 480 280, 285 ceteggcettetteatettt accacactgacaggacgatg
103 ChFaM 120 130, 200,210,420 255,300, 320, 330 gotttcatcagagggegtett taaagctcccageaggeatt
104 ChFaM 122 245,255,260 - cactcacagteteteccagtgt tgatattgagcaacgggtea
105 ChFaM 126 270 - gttagggagtccgggaatga ttecaateccatetgacgac
106 ChFaM 129 195 - agatcaacatcgectecaac tgctegttgtecataacety
107 ChFaM 130 240, 260, 300 195, 310 gccagtcacaagaagecaaa tgctetgaaaccectttatetg
108 ChFaM 144 390, - cacgtettggettectette cggagcagattttettggag
109 ChFaM 146 170 150, 155 acgagggaagaatggagcac agatggteetgactggatege
110 ChFaM 147 350, 360 - acgagggtcacctgagacty ccaggagaaggtaccgaagg
111 ChFaM 148 - 210 cectecatcaaagecagtt cattagacccegacttgtea
112 ChFaM 151 200 - accaccaccgtttteteete accaccgactcgtecttett
113 ChFaM 159 285 - tetetetcatcgececagag acccatccacagggttetty
114 ChFaM 160 - 300, 480 ccactceccaaaagageaca ctgectecacaatecteace
115 ChFaM 161 210, 510, 615 270 cgaggcecttgtettettiat gcggagatagetottotage
116 ChFaM 163 150, 265 155 tteggotetigtattgetttga ttcaattccgaaggcacaac
117 ChFaM 164 235 200 cactcagecagatcecagage gcgecaaggatggtettaat
118 ChFaM 174 140,175 160, 195 cagggagatggcacggagat ctceggeattgaaategaga
119 ChFaM 177 245,265,400 - cctgeagagtgcaagagaga cactcacaaggcatgagagcta
120 ChFaM 178 165, 280, 325 320 aaacgaagaaaggaagicttcaa agctgtgcaggggotttatgt
121 ChFaM 194 - 175,195 cectteettgecagteattt cccateccacagttgttcte
122 ChFaM 196 - 305 ccteteacctetttctetetaaaa agegceatgagtetgetgtta
123 ChFaM 203 480 - cgagggteacggetactaaa tgagtatgaccaatccgaaaga
124 ChFaM 209 - 295 ceccccaaaacectetattet atcattcccaagecactgte
125 ChFvM 028 168, 505 170, 507 aatggcatcaacttctgcac cagectgetgetetagttet
126 ChFvM 049 - 500, 505 atgottootoatcaatgote ttcatatgcaatttgatogoaac
127 ChFvM 087 280, 295 300 gcaaaggggoaagecttttcat tgggacgaaagttcecaata
128 ChFvM 125 150, 520 gcgactgecategtaaceta tetecaatgttttcgecaag
129 ChFvM 140 - 185 ccacttcceataccactgga cgtegtaggtteggtetetg
130 ChFvM 181 175 155, 165 cgagaactgctttggtageg acgtacaccagcagatgage
131 ChFvM 182 400, 435,515 470 £0aaccaaacgaacaccaac ccggaggagtoagtoaagac
132 ChFvM 184 255 23 53’ %)4%0%40 gcactttggoettttggota ttgcaagaaccecectteeta
133 ChFvM 191 245 535 255, 285, 300, 350 ccagcagaatectcaaatge ctgccaacaageccatty
134 ChFvM 192 - 265,275,450 tgaggoteagtetgtoagaatte tttccgagagtggagagceat
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135 ChFvM 193 - 140 catcagaaccatcaatcateg tactgceggagaatgaaca
136 ChFvM 201 - 245,285, 325,335 tgattcaactecagegaage atcagcaggegaateettet
137 ChFvM 202 225,235 - caaagggctceagetatete aggatcgtcagetaagaagea
138 ChFvM 205 220 125,185 gcgaaaccetatggattgtt acaaccaccaaattcccatt
139 ChFvM 210 - 185, 265, 540 teccccacattttecttgttt otootottoptpagtogaga
140 ChFvM 212 150,170, 190 195 caaatcttcaacggtetetee acggaggaggaggaagteat
141 ChFvM 213 195, 241‘%30’ 350, 280 aaccctaggaggetgaaace ataccecgggtogtacttgt
142 AW06432 250, 2705"?2080’ 500, - tgagcetgaagaaggtectga aagggaaactggagotageaa
143 CO378933 150, 500 - cgaggcttgtetetetotts cacgaccttgacaccettet
144 CO379009 105 - tgtgattgogagagagoags ctgceccaaacttggtttta
145 C0O379012 - 145 cacgaggattgtttgaacce accaacacacaaagctgetg
146 C0O379659 250, 400 140, 200 aggggagocctcactiagag tatccatgagatcccageet
147 CO0380151 150 cgagggtttgatcgagtete aacatgatcacaaggccaca
148 CO381174 275 445_455 ccacaagaaaggagacgage tcaggagcatgaatcaateg
149 CO381539 272 270, 265 gtetgeceetettacgetac ctgtotageteeggcacata
150 CO381605 - 300 ccaccectttacetttcaca caattccgaaggcacaactt
151 C0O381897 230 - agaggcteaggateatggts cgcaaatacaatgetaaacea
152 CO382008 - 125,145,385 geecttgettagttecttte atgcatggctatggettott
153 CO816733 275, 3005"?_:;00’ 480, 310,350 tcccaacaccteacttgtee attcagccaggtctgagceat
154 COg816806 - 205 cgagggagaaaccetaacet ggacgateccettgtagtogga
155 COg816840 270,340 150, 215, 295, 305 cagecttgatetetegttoa ccatgacatcetetgecttt
156 CO816936 300 380, 520 ttetetecgatettetecga catcgactggcetteteette
157 COg17004 220,240 225 cgteageectaagaagatgg acgaccaatacagaccaggg
158 CO817138 250 285, 500, 590 tgaaaacttttgetetggoe tcaggccatgaaacactetg
159 CO817185B 195,400, 510, 565 260, 500 teatccactgggaagaaagg catcaatcatgcacacacga
160 COg17242 - 150, 520, 525 aatccccaaatectcaaace ctecacgetettettgttce
161 CO817330 - 253% 21 4;;% gctteatggettegttette gtoocattcagttgggctat
162 CO817364 285,295 260 geettececttetteaaate gtceattttccagtgetoct
163 CO817505 120, 280 - teetgaageaacgatgacts cacttgccgeagaagaaaa
164 CO817509 130, 140, 195 215 teaccgtectecttetcaac cgaagaggaaattgagecag
165 CO817772 - 500 tcacaaccgacgagtttcag tttetteactgecctgetet
166 CO817850 - 300 otgttgagcaagaatggoot tagtgcccagaatgaggctt
167 cog17919 270,280 - cagaatccaccggcettacat cgetagettttetgetegat
168 CO818131 250,315 295 ccttectecgaaacectact gcoocteaggttatacgagea
169 CX661091 180 235 aagccatgactacetecacg atgaagccgaaatcgaaatg
170 CX661274 - 215 tataacaacgttgggccete tacgecageteataccacag
171 CX661428B 295,330 - gcaagacggtogatgagotat ctgctgaaaccegaatecta
172 CX661749 - 500 tagatttttcccatteceee atctgacccaacaaaaccea
173 CX661752 - 165, 175 acctgacctgaccaaaccag tggogatgaggatgagagte
174 CX661843 245,515 - cteceatagatgectegaac ttgaacagcgagaagtoete
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175 CX661893 - 190, 610 cgggttettctacttegteg gececaaagacaggcectagat
176 CX661895A 100 - gtagccatggaategtecac actgegagcaagtetetiga
177 CX662065 170,495 - acagagagccagaaacggaa agcgagagagagagcgaaty
178 CX662065A - 190, 235, 360, 500 atgaccacagcaacctetee cegtotttgggattoagact
179 CX662153 115,120, 175 130 caaactececcgaatttacg tetegootoagetgagaaat
180 CX662162 290, 505 - tcaccacatgaaaagttgce atagaaagagcggceacgaaa
181 CX662184 155 145, 160 acgetettettteactecca gagagagatetocogagagy
182 CX662207 265,285,290 310 agcagecggteagatgatag atcacggtcaaagecaacte
183 CX662235 220,255,340, 345 - cetetettececacacteaa gtagetetttcegaacgteg
184 FvA 108 150 - acaaagagaccaccaactacc catagccaaaagageagtga
185 FvA 110 185,245 255,265 caacctttcetageatcaacte actcgatctgaaategttotet
186 FvA 114 120, 270, 315 150, 295 attggctaatgaatetecg gocaagggaatgpataata
187 FvA 115 98, 370, 450 100, 445 acaagttcgcagggtatoa gggaaaacacagaaatetee
188 FvA 117 110, 295 - ccattttacattgtcacaacg cttaggetttcatetggacte
189 FvA 119 280, 400 120, 150, 265 gcecttgatgacagaaaag ceettegttggagataatg
190 FvA 123 - 310 ccaatgttgttactgaaatots agcatetettagtgecteate
191 FvA 125 420 - atccaagggctaagagagg cagaaatacccaccaaagtte
192 FvA 127 95,215 195 teteceteatecacaatcaac accggagtgaaaccctaattc
193 FvA 129 145 - gaaaggagtctottttetotee actgggcteateatacge
194 FvA?2 250,270 252,262 cttceatcacttacagacatee cctgattatgtgcctttattc
195 FvAS 120 85,135 aagggagagaagagagaaagty acaacctatcggeteattaac
196 FvA 7 - 550 cagtgaagacttccgeactag gcatatcgteattatgtge
197 FvA S 570, 580 610 caggtoctecttgtgaaty aacccatcaaccagtttgg
198 FvB 1 290, 315,450, 480 620 agagcagaagaaaaccatage cctecetggaaatagatacac
199 FvB 101 175,195, 480, 485 120 tcaagtctegaccaaaataact cgttgteacttecattagagg
200 FvB 108 300, 455,495 130, 215 cottoacatgagtocatattc gaaggotataggagtocaaagty
201 FvB 110 215,225 - ctaccgeaccataatttagaag catccaaatgaacctattcaag
202 FvB 111 270, 275, 280, 520 190, 195 ttaggttttocgaagtigaag aggagaaccgegetagte
203 FvB 112 165, 192‘02005’ 285, 290, 335, 250 ggcaacgaagagtaagge caaccataatacccteatttte
204 FvB 113 - 230 tgacccagaaatgaaagaagg agaaagaacctgetgettgag
205 FvB 116 200 215,225 cetecatecetaactttee cctetttetettegteage
206 FvB 119 330,385 380, 390 acccattgecateccetact ccacctgaacaaccaccac
207 FvB 120 220,240 - atacccteatetettgetettg gattcttcatgtgategtetga
208 FvB 123 - 360,370, 390 caaacacttttgeccettgty gotttactggggoteag
209 FvB 124 190, 220, 250, 260 205,240 agacaaacaagcagcaatagty agaaagggaagtgcctaagty
210 FvB 126 125 110, 180 gagcatcggeactacace catggctggcttcagate
211 FvB 127 420, 500 265,270 tttcaaggcaaatceactate geatcggaageatcaagt
212 FvB 129 510, 550 - ccgatgaaacagtageage gcaagaagggoooaagaatc
213 FvB 132 220,250 260 aaggcteceectgtttag gaacctgtagpetstptagaaa
214 FvB2 230,340, 350 600 ttgaggcacttgaaaaaagac aagpgaggtogaaaggts
215 FvB 8 280, 300, 400, 420 275,290, 320,410 gotgagtootatttecctaac cttcattacggtggagtetg
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216 FvC 10 205,350, 380 255, 285, 300, 460 cctecatgtegatectettate gccaatteegattattettgag
217 Fv(C 103 200, 215, 250, 395 - teetecaactecaacttete cgaatctatgtcecctateg
218 FvC 105 270, 350 - gogtooteaagtctecag actecgattactgttttccag
219 FvC 107 205, 480 180 gocaaattacatgatgaaccag gaatggagtectiggagaacte
220 FvC 108 275 345,255,495 tceegtgaacagtgteag agcaaagaggotagagaacgag
221 FvC 109 165, 210, 520, 590 260 agggcgagactigaaatatg aagccttacctggaaattace
222 FvC 110 420 450 ctetttettecteagattgtte cteattgtaactgetotots
- 215, 260, 270, 290, a1z
223 FvC 111 340 415 200, 240, 315, 400 ccattettegececttaac caaaactgtcactgectcaaa
224 FvC 112 145,160, 170 147,150, 280 gotacgaattgtggoaatte cggcectgattptattatety
225 FvC 113 220, 250, 260, 270 180 cecteetetetttetetttee ggcagacagatecgaga
226 FvC 12 - 190, 250 goaggacagegatagagataty gootecatttetgtttaacaac
227 FvC 122 320,385 300 tetteatacceatacecactac ccagacacccatctaattctac
228 Fv(C 123 170 140, 250 gaccacaaacccactaate caaacaccgagacttctgag
Tabela 2
Table 2
Liczba produktéw SSR-PCR roéznicujacych genomy odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’.
Number of SSR-PCR products differentiating ‘Elsanta’ and ‘Senga Sengan’ genomes.
liczba starterow w grupie, w reakeji liczba produktow roznicujacych od-
Grupa starteréw liczba par starterow test_owa— z ktorymi obgelw\-'OX\rano produkty ] miany
nych z danej grupy polimorficzne Number of polimorfic PCR products
Group o teste L L= B . . .
markers Number of primer pairs test- Number of primers in the group in
ed from the merker group which polymorphic products were Elsanta Senga Sencana
observed in the reaction ) )
FvH 151 44 80 52
ChFvM 135 97 178 155
co 48 27 35 42
Ccx 33 15 20 16
FvA 29 14 23 17
FvB 27 18 45 30
FvC 27 13 37 25

W genomie odmiany ‘Elsanta’ dla wszystkich
badanych grup markeréw molekularnych, ziden-
tyfikowano lacznie 418 alleli polimorficznych,
natomiast w genomie odminay ‘Senga Sengana’ —
337 alleli. Przeprowadzone badania potwierdzaja
wysoki stopiefi heterozygotycznosci genomow
obu wytypowanych do badan odmian.

Aanliza populacji mapujqcej. Uzyskana mapa
gentyczna badanych genomow.

Do badan wykorzytsano matryce DNA
wyizolowane z genomoéw form rodzicielskich,
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dla ktorych potwierdzono wysoki poziom zroz-
nicowania genetycznego oraz z roslin potom-
nych, uzyskanych w wyniku ich krzyzowania.
W reakcji z 44 wybranymi markerami SSR
zidentyfikowano 53 allele, ktére segrego-
waly w genotypach populacji mapujace;j.
Na podstawie analizy rozkladu i frekwen-
cji  rekombinacji, = oznaczono  polozenie
i dystans mapowy loci tych alleli (Tab. 3).
Skolekcjonowane dane uzyto do przygotowa-
nia ‘szkieletu’ mapy genomoéw odmian ‘Elsanta’
oraz ‘Senga Sengana’.
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Zintegrowana mapa genetyczna skonstruowana
dla populacji ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’ zawiera
tacznie 27 grup sprzezen (LG, Linkage groups),
wykazujacych wysoki stopiefi homologii do: chro-
mosomoéw ITi VI (LG2 i LG6 obejmowaly homolo-
gi a-d), chromosomoéw I, IIT i VII (LGI1, LG3 i LG7
obejmowaly homologi a-c) oraz chromosoméw
IV iV (LG4 i LGS obejmowaly homologi a i b)

opracowanych dla gatunku Fragaria.

L.acznie, na chromosomie I udato sie zlokalizo-
wac loci 7 markerow, na chromosomie II — osiem.,
na chromosomie III i VI — po dziesie¢, na chormo-
somach IV i V — po pie¢, a na chromosomie VII
— loci czterech markeréw SSR. Wielkos¢ uzyska-
nego zmapowanego fragmentu genomu (bin map)
wyniosta 1 033,50 cM (Rys. 2).

Tabela 3
Table 3

Wyniki analizy rozkladu alleli i frekwencji rekombinacji w populacji mapujacej oraz dystans genetyczny zidentyfikowa-

nych loci markerow SSR.

Allele distribution, recombination frequency in the mapping population and genetic distance of identified SSR markers.

Grupa sprzez.

Frekwencja
rekombinacji/od-
leglos¢ mapowa

Typ segregacji
alleli w populacji

Test X2

Rozktad alleli w
populacj

Linkage group Foeust moeus2 (C'\.D . Segregation type Chi-square test Allel.es dis‘rri!)u-
Recombination S - tion in mapping
frequency (cM) of alleles population

EMFn049% FvC103 19 nnxnp 0.8 31
LG1A EMFn049% COBRA 25 nnxnp 22 31
FvC103 COBRA 6 mixll 7.8 31
COBRA CO817054 243 nnxnp 0.3 31
Leis CO817054 FEFv14-29 20,7 mixll 49 31
BFACTO003 FvH4171 21,7 mixll 0.2 31
LGIC FvH4171 ARSFLO002 283 nnxnp 0.6 31
BFACTO003 ARSFLO002 50 nnxnp 10.4 31
ARSFLO12 CFVCTO15 30 abxab 3.0 1:2:1
LG2A ARSFLO12 BFACTO002 42 abxab 35 1:2:1
CFVCTO015 BFACTO002 12 nnxnp 0.4 31
LG2B EMFn214 CFACT111 343 mixll 35 31
LG2C BFACTO002 ARSFLO15 184 mixll 0.1 31
LGID FvH4173 CFVCO0316 243 mixll 1.7 31
UDF0001 FvH4161 184 nnxnp 43 31
UDF0001 FvH4155 26,6 mixll 0.2 31
UDF0001 FvH4177 46,4 mixll 0.4 31
UDF0001 FvH4165 70,7 mixll 21 31
LG3A FvH4161 FvH4155 8.2 nnxnp 0.2 31
FvH4161 FvH4177 28 nnxnp 0.0 31
FvH4161 FvH4165 51,6 mixll 0.8 31
FvH4155 FvH4177 19.8 mixll 0.7 31
FvH4155 FvH4165 434 nnxnp 23 31
FvH4177 FvH4165 236 mixll 2.6 31
LG3B FvH4169 BFACTO036 443 mixll 0.4 31
FvH4163 FvH4153 36 nnxnp 33 31
LG3C FvH4163 BFACTO045 68 nnxnp 1.8 31
FvH4153 BFACTO045 32 abxab 58 1:2:1
EMFnl32 FvH4164 343 abxab 0.3 1:2:1
LG4A EMFnl132 FvH456 42 abxab 36 1:2:1
FvH4164 FvH4156 8 nnxnp 0.4 31
LG4B CO816733 EMEv007 21,7 nnxnp 0.0 31
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Tabela 3
Table 3

Wyniki analizy rozkladu alleli i frekwencji rekombinacji w populacji mapujacej oraz dystans genetyczny zidentyfiko-
wanych loci markerow SSR.

Allele distribution, recombination frequency in the mapping population and genetic distance of identified SSR markers.

Grupa sprzez.

Frekwencja
rekombinacji/od-
leglos¢ mapowa

Typ segregacji
alleli w populacji

Test X2

Rozktad alleli w
populacj

R
Linkage group Locusl Locus2 (cM) ) . . Alleles distribu-
== oo Segregation type Chi-square test S .
Recombination of alleles tion in mapping
frequency (cM) population
FvH4164 BFFv09-11-02 184 nnxnp 41 31
LGSA FvH4164 EMEFv018 26,6 mixll 0.2 31
BFFv09-11-02 EMEFv018 8.2 mixll 55 31
LGSB UDEF009 BFACTO017 243 nnxnp 1.7 31
FvH4164 FvH4160 184 mixll 12.6 31
FvH4164 FvH4159 216 nnxnp 2.0 31
FvH4164 FvH4154 264 nnxnp 49 31
FvH4164 ARSFL100 50,7 mixll 0.5 31
FvH4160 FvH4159 3.2 nnxnp 0.3 31
LG6A
FvH4160 FvH4154 8 mixll 29 31
FvH4160 ARSFL100 323 mixll 0.6 31
FvH4159 FvH4154 4.8 nnxnp 0.1 31
FvH4159 ARSFL100 291 mixll 43 31
FvH4154 ARSFL100 243 abxab 0.6 31
LG6B FvH4180 FvH4163 25 mixll 25 31
LG6C ARSFLO002 ARSFLO022 28,1 abxab 1.1 1:2:1
LG6D EMFn017 ARSFLO022 349 nnxnp 0.0 31
LGTA BFACTO04 EMFn213 252 nnxnp 24 31
ARSFLO11 EMFn213 7.1 nnxnp 52 31
LG7B
EMEFv021 EMFn213 155 mixll 0.2 31
Rys. 2. Schemat szkieletu zintegrowanej mapy ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’.
Fig. 2. The ‘skeleton’ (bin map) of the integrated genetic map of ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’.
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Dyskusja

Truskawka (Fragaria * ananassa Duch. ex Rozier)
jestallopoliploidem (oktoploidem 2n=8x=56) (Davis
1in. 2007), ktorego poliploidyzacja podczas proce-
sow ewolucyjnych doprowadzila prawdopodobnie
do zaburzen liczby chromosoméw w gametach
(Hancock 1999). Jej genom powstal na skutek przy-
padkowej hybrydyzacji dwoch gatunkéw poziomki
Fragaria chiloensis Ehrh. (Chile) i Fragaria virgi-
niana (USA).

W oparciu o badania cytogenetyczne i mole-
kularne opracowano kilka modeli genoméw allo-
poliploidalnych tego gatunku. Zgodnie z zapisem
YIYIYIYIZZZZ/YIYIYTUYVZZZZ  (Rousseau-
Gueutiniin. 2009) i AAAABBCC (Fedorova 1946)
w sklad genomu F. x ananassa wchodzi¢ moga dwa
(Y1, Z) badz trzy rodzaje sub-genomow (Y1, Y1,
Zlub A, B, C), a zapis AAA’A’'BBB’'B’ (Bringhurst
1990) sugeruje udzial nawet czterech z nich (A, A,
B. B’) (Hummer i Janick 2009).

Skomplikowany uklad genomu klasyfikuje
truskawke jako bardzo trudny obiekt dla zaawan-
sowanych badafn genetyczno-hodowlanych, czego
skutkiem jest brak w literaturze doniesien na temat
interakcji miedzy genami warunkujacymi rozne
cechy F. x ananassa. Niemniej jednak proby
fworzenia zageszczonych map genetycznych,
stuzacych ,rozlokowaniu” genéw warunkujgcych
okreslone cechy na odpowiednich chromosomach,
podejmowano w ostatnich latach w kilku wspol-
pracujacych osrodkach europejskich, USA i Japonii
(Kole i Abbott, 2008, Sargent i in, 2011). Skutkiem
tych badan jest dostepnos¢ map referencyjnych
tego gatunku, sporzadzonych dla roslin diploidal-
nych F. vesca i F. bucharica FV x FB, (Sargent
1in. 2006, 2007, 2008; Zorrilla-Fontanesi i in. 2011)
oraz oktoploidalnych F x ananassa (Isobe i in.
2013, Sargent i in. 2012; Davik i in. 2015). Mapy
te zageszczone sa licznymi markerami mikrosate-
litarnymi, ktore (uwzgledniajac zasade kolinearno-
sci od 15 do 80% (Mohamed 2014)) stanowia baze
danych do sporzadzania map genetycznych geno-
moéw nowych odmian gatunku Fragraia.

Punktem krytycznym podczas generowania
map genetycznych jest dobor populacji mapujace;j.
Uzycie populacji mapujacej bedacej wynikiem
krzyzowania form rodzicielskich niewystarczaja-
co zroznicowanych pod wzgledem fenotypowym
1 genotypowym, prowadzi do problemoéow z inter-
pretacja typu segregacji alleli, a w efekcie do bled-
nego odczytu polozenia genéw na mapie (Liebhard
1Gessler,2000; Rungisiin.,2005; Semagniin.,2006;
Kole i Abbott, 2008; Myles i in., 2009). Najprost-
sza metoda uzyskiwania populacji mapujgcej

jest krzyzowanie heterozygotycznych form rodzi-
cielskich CP (Cross Polination, zastosowana
rowniez w niniejszych badaniach), ale zalez-
nie od typu dziedziczenia alleli cech stosowane
sg rowniez populacje F,, BC czy F,,, wywodzace
sie z krzyzowania genotypow homozygotycznych
(Knapp i in. 1990; Reiter i in., 1992; Yu i in., 2000;
Philips i Vasil, 2001; Vinod, 2006; Hittalmani i in.,
2008; Kole i Abbott, 2008). Przygotowanie popu-
lacji CP ma zwykle charakter kontrolowanego,
wewnatrzgatunkowego krzyzowania genotypow
o znanym pochodzeniu. Krytyczny podczas bada-
nia takiej populacji moze by¢ zbyt niski stopien
polimorfizmu genetycznego form rodzicielskich
oraz towarzyszace obcopylnosci wystepowanie
potomstwa z nieplanowanych zapylen (Van Ooijen
1 Voorrips, 2001). Dlatego przed podjeciem prac nad
mapowaniem genomow ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’
przeprowadzono (1) ocene stopnia heterozygotycz-
nosci genoméw form rodzicielskich oraz (2) anali-
ze statusu mieszancow uzyskanych w wyniku ich
krzyzowania.

W przeprowadzonych badaniach, dzieki anali-
ze porowanwszej wzorow prazkowych uzyskanych
w teastach SSR-PCR na matrycach DNA rodzi-
cOW oraz genotypow mieszancowych, pochodze-
nie z kontrolowanego zapylenia potwierdzono dla
wszystkich badanych siewek. Poandto, wysoki
stopiefi polimorfozmu pomiedzy krzyzowanymi
genotypami obserwowany w testach SSR-PCR,
wskazuje na znaczny poziom heterozygotycznosci
odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’, co potwierdza
ich przydatnos¢ do tworzenia populacji CP, stoso-
wanej przy konstruowaniu map genetycznych.

Kolejnym waznym elementem analizy popu-
lacji przydatnej do tworzenia map genetycznych
genomoéw roslinnych jest takze dobor markerow
molekularnych (Ritteriin., 1990, Liebhard i Gessler
2000).

Zgodnie z definicjg Schulmana i in. (2004),
markery powinny by¢ sprzezone z cecha, latwe
do wykrycia w testowanym materiale roslin-
nym i dziedziczone zgodnie z zasadami Mandla.
Inna definicja zaklada rowniez, ze powinny one
odzwierciedla¢ allele kazdego z reprezentowanych
przez nie gendw/fragmentéw genomu (Griffiths
1 in. 1996). W niniejszych badniach wykorzystno
zatem tylko markery molekularne, ktére wyraz-
nie réznicowaly krzyzowane formy rodzicielskie,
a zidentyfikowane dla nich allele haterozygotyczne
segregowaly w genotypach mieszancow.

Uzyskana mapa genetyczna zawiera lacznie
27 grup sprzezen, na ktorych zidentyfikowano loci
53 alleli polimorficznych, pokrywajacych 1 033 cM
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genomu truskawki. Nalezy zwrdci¢c uwage,
ze sporzadzona dla oktoploidalnych genomoéw
odmian ‘Redguntlet’ i ‘Hapil’ mapa referencyjna
zawiera 30 grup sprzezen (chromosoméw homo-
logicznych) (Sargent i in. 2012), a odmian ‘Sonata’
1 ‘Babette’ — 31 grup reprezentujacych siedem chro-
mosomow genomu Fragaria (Davik i in. 2015).

Uzyskana mapa stanowi istotng baze dla podje-
cia prac nad identyfikacja i potwierdzeniem obec-
nosci regionéw regulujacych cechy ilosciowe (QTL,
Quantitative Trait Loci) w genomach badanych
odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’.

Wiedza dotyczaca lokalizacji precyzyjnych
sekwencji w genomie pozwala na wskazanie
potencjalnych markeréw molekularnych, reguluja-
cych wazne agronomicznie cechy gatunku Fraga-
ria, przydatnych do wczesnej selekcji genotypow
hodowlanych  wspierajacych ~ konwencjonalne
metody hodowli poprzez wdrozenie procesu MAS
(Marker Assisted Selection) (Sargent i in. 2012).

Dotychczasowe, przeprowadzone m.in. dla
odmian ,,Hanoye’ badania potwierdzaja bowiem
obecnos¢ regionow QTL zawierajacych marke-
ry sprzezone z cecha jakosci owocow truskawki,
zidentyfikowane w obrebie chromosomow II, IV,
V 1 VII (Zorrilla-Fontanesi i in. 2011, Verma i in.
2017) oraz z odpornoscia na réznego rodzaju pato-
geny, potwierdzone w regionach chromosomow I11
1 VI (Denoyes Rothan i in. 2004, 2005; van Dijk
1in. 2014; Davik i in. 2015).

Whioski

1. Uzyskana populacja roslin potomnych pocho-

dzacych ze skrzyzowania odmian ‘Elsanta’

i ‘Senga Sengana’ stanowi warto§ciowy mate-

rial do badan zwiazanych z opracowaniem

mapy genetycznej truskawki.

Wszystkie siewki z uzyskanej populacji mapu-

jacej reprezentowaly wzory genetyczne wska-

Zujace nasegregacje alleli pochodzacych

wylacznie od form rodzicielskich ‘Elsanta’

i ‘Senga Sengana’.

3. Sporzadzony szkielet mapy genetycznej
‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’ moze stanowié
baze do dalszej saturacji i do lokalizacji gendéw
iidentyfikacji regionow QTL sprzezonych
z waznymi cechami uzytkowymi truskawki.

8]

Badania finansowano ze srodkow  projektu
MRiRW: Badania podstawowe narzecz postepii
biologicznego v produkcji roslinnej, decyzja HOR.
hn.802.4.2019 = dnia 14.05.2019 r.
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Ocena zmian profilu ekspresji genéw
kandydujacych w podktadkach jabtoni
o odmiennym stopniu tolerancji mrozowej

Evaluation of changes in the expression profile of candidate genes in apple
rootstockss with a different degree of frost tolerance
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Celem przeprowadzonych badarn byta identyfikacja genow sprzezonvch z cecha mrozoodpornosci podkiadek
jabtoni. Ocene zmian w poziomie ekspresji wyizolowanych genow przeprowadzono metodami RNAseq i qRT-PCR,
dla podkiadek zroznicowanych po wzgledem stopnia tolerancji mrozowej: P 66 (tolerancyjna) i M.9 (wrazliwa).
Wwyniku przeprowadzonych odczytow sekwencji RINA (sekwencjonowanie de novo w systemie Illumina Solid) dla w/w
podkiadek zidentyfikowano okolo 167 milionéw odczytow unikatowych sekwencji, z ktorveh do wstepnych badan
weryfikacyjnvch wytypowano 15 o zroznicowanym profilu ekspresji. Sekwencje poddano adnotacji funkcjonalne;j.
Wytypowane geny koduja: biatka strukturalne i integralne bion komorkowych i wakuoli komorkowych, czynnikow
transkrypeyjnych, biatek regulujacych transport miedzykomorkowy i wewnatrzkomorkowy, biatek hydrolizujacych
wigzania C-O i C-N oraz biatek wiaZzacych makro- i mikroelementy. Celem weryfikacji typu regulacji sekwenciji
transkryptomu uzyskanych z sekwencjonowania nowej generacji (NGS), dla tych samych préb przeprowadzono
ilosciowa analizg transkryptu genow (qRT-PCR). Spoérod badanych gendw, trzy reprezentowaly identyczny typ
regulacji w badanych ukiadach eksperymentalnych RINA-seq i qRT-PCR. Wytypowane geny stanowia potencjalne
sekwencje kandydujace do sporzadzenia markerow funkcjonalnych, umozliwiajacych wezesna selekcje podkiadek
jabtoni tolerancyjnych na mroz.

Slowa Kkluczowe: adnotacja funkcjonalna gendow, Malus domestica Borkh., sekwencjonowanie, profil ekspres;ji,
ilosciowa reakeja amplifikacji

The aim of presented study was to identify putative candidate genes associated with apple rootstock winter hardiness.
The assessment of changes in expression profile of isolated differentially expressed genes, was performed using two
subsequent experiments: RNAseq (based on New Generation Sequencing, NGS) and gRT-PCR (Real Time transcript
amplification). In terms of traits of interests two apple rootstocks P 66 (frost tolerant) and M.9 (frost sensitive) were
evaluated. As a result of the RNA sequence readings (de novo sequencing, Illumina Solid system), approximately 167
million reads of unique sequences were identified. Finally, fifteen functionally annotated expressed tags, representing
different expression profile, were chosen. Selected putative genes coding: structural and integral proteins of cell
membranes and cellular vacuoles, transcription factors, proteins regulating intercellular and intracellular transport,
C-0 and C-N bonds hydrolyzes, and proteins binding macro- and microelements.

In order to verify the type of regulation of the transcriptome sequences obtained in NGS technology, qRT-PCR tests
were carried out for the same samples layout. Three of studied sequences, represented identical type of regulation
in both RNA-seq and qRT-PCR experiments. The selected genes seems to represent potential candidate sequences
(functional molecular markers), enabling the early selection of frost-tolerant apple rootstocks.

Key words: expression profile, gene annotation, Malus domestica Borkh., new generation sequencing (NGS),
quantitative transcript level (QRT-PCR)

Wstep

Zimowe uszkodzenia roslin wieloletnich upra-
wianych w regionach o umiarkowanym klimacie
stanowig duzy problem w hodowli. Dlugotrwa-
le przymrozki, czesto bez pokrywy s$nieznej,
szybkie ocieplenie i kolejne fale wiosennych

przymrozkow powodujg znaczne straty zaréwno
w naziemnych organach roslinnych, jak i syste-
mie korzeniowym drzew. Co wiecej, uszkodzenia
mrozowe podczas kwitnienia roslin, powoduja
istotne zmniejszenie plonoéw i sa bardziej niebez-
pieczne niz dlugotrwale dzialanie ujemnych
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temperatur w okresie zimowym (Aygu. 2005).

Jednym z mechanizméw adaptacjiroslin do tole-
rancji na mroz jest regulacja obejmujgca zmiany
biochemiczne zwigzane z transkryptomicznym
przeprogramowaniem funkcji komérkowych, ktore
pozwalajg roslinom tolerowac obecnos$¢ krysztatlow
lodu w tkankach (Wisniewski i in. 2003, Kalberer
1in. 2006). Drugim mechanizmem jest tzw. regula-
cja unikania zamrozenia podczas glebokiego prze-
chlodzenia (-38°C/-42°C), polegajaca na zmianie
wody komodrkowej w emulsje lodowa, zmniejsza-
jac tym samym stopiefi rozcieficzenia czagsteczek
kriochronnych, takich jak cukry, sole itp. Dodatko-
wo regulacja tempa migracji wody miedzy komor-
kami i w przestrzeniach pozakomoérkowych moze
prowadzi¢ takze do stopniowego hamowania nagle-
go tworzenia sie krysztalow lodu w strukturach
komérkowych (Wisniewski i in. 2003).

Tak zlozony oraz poligeniczny mechanizm tole-
rancji mrozowej roslin nie jest w pelni rozpozna-
ny, a dotychczasowe prace genetyczne prowadzone
byly glownie w USA, Nowej Zelandii, Norwegii
i Japonii. W wyniku tych badan zidentyfikowano
kilka grup gendéw, ktorych ekspresja ulegala zmia-
nom pod wplywem dzialania niskiej temperatury
w genomach m.in. brzoskwini, truskawki i jablo-
ni. Naleza do nich geny, kodujace bialka z grupy
dehydryn — DREB (dehvdration responce elements
binding protein) aktywowane w wigzkach przewo-
dzacych (Feng i in. 2012, Takata i in. 2007, Zhao
1in. 2012), geny CBF (C-repeat binding factor;) —
czynniki transkrypcyjne (Wisniewski i in. 2007,
2011), geny z grupy MADS-box — aktywowane
w pakach kwiatowych u roélin wieloletnich (Du
1 in. 2008) oraz geny COR (cold regulated gene)
(Wisniewski 1 in. 2007).

Z uwagi na stabo rozpoznane podloze mole-
kularne cechy mrozoodpornosci, w przepro-
wadzonych badaniach wykorzystano techniki
umozliwiajace wnikliwg analize sekwencji calego
transkryptomu podkladek jabloni. Dzieki sekwen-
cjonowaniu nowej generacji (NGS — New Gene-
ration Sequencing) oraz iloSciowej analizie zmian
poziomu transkryptu genéw (Real-Time quantita-
tive PCR) w roélinach reprezentujacych odmienne
cechy fenotypowe, mozliwe bylo szybkie rozpo-
znanie sekwencji eksonowych nowych transkryp-
tow sprzezonych z réznymi cechami uzytkowymi
rodzaju Malus (Baiiin. 2014).

W niniejsze] pracy zastosowano najnowsze
techniki identyfikacji unikatowych sekwencji
gendéw o zroznicowanej ekspresji, ktore pozwoli-
ty na okreslenie typu regulacji genéw oraz wyty-
powanie fragmentéw transkryptomu podkiadek
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jabloni, bioracych udzial w regulacji mechanizmu
ich tolerancji na mréz. Ponadto dostepna sekwencja
genomu jabloni odmiany ‘Golden Delicious’ (Vela-
scoiin. 2010), a czesciowo takze jej transkryptomu
(Baiiin. 2014) umozliwila adnotacje funkcjonalng
tych unikatowych sekwencji.

Celem badan podjetych w Instytucie Ogrod-
nictwa (IO) byla ocena profilu ekspresji gendw,
sprzezonych z cecha tolerancji na mréz podkiadek
jabloni pochodzacych z kolekeji I0. Poprzez analize
poréwnawcza wynikow uzyskanych w eksperymen-
cie RNAseq oraz oszacowania ilosci transkryptu
wytypowanych genéw (QRT-PCR) przeprowadzono
rowniez wstepna weryfikacje typu ich regulacji.

Material i Metody

Material roslinny do badan stanowily matry-
ce RNA wyizolowane z dwdch podkladek jabloni
o zréznicowanym stopniu tolerancji na stres niskich
temperatur — wrazliwej M.9 i tolerancyjnej P 66.
Kontrolowane mrozenie wytypowanych podkladek
przeprowadzono w komorze do sztucznego przem-
razania materialéw roslinnych (BINDER GmbH).
Zastosowano 3 temperatury mrozenia: -10°C,
-12°C i -14°C, czas mrozenia 3 h, tempo obniza-
nia sie temp. 2°C/h. Kontrole stanowily podklad-
ki nie poddawane dzialaniu niskich temperatur.
Po zabiegu podkladki przeniesiono do chlodni
szkoéltkarskiej (0°C) celem ich aklimatyzacji.

Probki RNA izolowano z roslin traktowanych
oraz z roslin kontrolnych, niepoddawanych w/w stre-
sowi stosujac metode opisang przez Zeng i Yang
2000. Uzyskany osad rozpuszczono w wodzie
wolnej od RNAz (DEPC). Jakos¢, stopien integracji
oraz koncentracje RNA oceniono metoda elektrofo-
rezy mikroprzeptywowej przy uzyciu Bioanalizatora
2100 i programu Expert 2100 (Agilent).

Odczyty sekwencji transkryptomu podkiad-
ki M.9 — préba kontrolna oraz proby przemrazane
w temp. -10, -12, -14°C i podkiadki P 66 — proba
kontrolna oraz proby przemrazane w temp. -10,
-12, -14°C (lacznie sekwencjonowaniu poddano
8 préb badawczych) przeprowadzono dla matrycy
wyizolowanego totalnego RNA, przy uzyciu plat-
formy SOLiDGenome Analyzer, Illumina (Geno-
med, S.A). Nastepnie uzyskane DEG (differentialy
expressed genes) zostaly zmapowane przy uzyciu
programu BBmap. a ilosci odczytéw dla poszcze-
golnych gendéw policzono przy pomocy programu
HTseq. Koncowe wyniki opracowano w srodowi-
sku R [2] i znormalizowano przy pomocy pakie-
tfu DEseq2. Poziom korelacji pomiedzy badanymi
prébami oszacowano przy uzyciu wspolczynnika
Pearsona (zakres od -1 do 1).



BIULETYN IHAR Nr 291 /2020

Ocena zmian profilu ekspresji genéw kandydujacych w podktadkach jabfoni...

Do testéw qRT-PCR, uzyto RNA (1ug) wyizo-
lowane z tej samej pulu roélin, ktoére poddano
nastepnie odwrotnej transkrypcji do stabilnego
cDNA przy uzyciu zestawu Affinity Script QPCR
cDNA Synthesis Kit (Agilent). Reakcje prowadzo-
no w obecnosci uniwersalnego startera oligo-dT
(0,1ug/ul) oraz enzymu — odwrotnej transkryptazy
(RT) w zoptymalizowanych warunkach termicz-
nych: 25°C/5 min., 42°C/5 min. — przylaczanie oligo
-dT, 55°C/15 min — RT, 95°C/S min. — inaktywacja
enzymu (termocyklery Biometra Basic). Stabilne
cDNA stanowilo matryce dla ilosciowej reakcji
amplifikacji (QRT-PCR).

Reakcje gqRT-PCR dla wytypowanych sekwen-
cji transkryptow prowadzono na matrycy cDNA
w termocyklerze RotorGen 6000 (Corbett) w obec-
nosci barwnika fluorescencyjnego SybrGreenl
1 uniwersalnego zestawu Kapa SybrqPCR (Kapa
Biosystems). W kazdym ukladzie eksperymental-
nym w reakcji zastosowano dwie pary starterow
specyficznych komplementarnych do sekwencji:
genu referencyjnego PAL oraz genu badanego.
Matryce cDNA, przygotowano w rozcieficzeniach
o znanej koncentracji, umozliwiajacych sporza-
dzenie krzywej standardowej reakcji amplifikacji.
Badany uklad eksperymentalny — gen ref. PAL/
gen badany zawieral: cDNA oraz oligonukleotydy
zaprojektowane do 15 sekwencji DEG (differential-
ly expressed genes).

Profil termiczny ilosciowej reakcji amplifika-
cji byl nastepujacy: 95°C/5 min. (aktywacja poli-
merazy), 95°C — 15 s, 60°C — 20 s (przylaczanie
oligonukleotydéw), 72°C — 20s (odczyt poziomu
fluorescencji).

Ocene poziomu ekspresji w kazdej z badanych

préb przeprowadzono poprzez analize krzywych
amplifikacji (metoda poréwnania krzywych stan-
dardowych AACt, program komputerowy Rotor-
Gen. 6000 Series Software 1.7.), wyznaczonych
w oparciu o pomiar fluorescencji barwnika
SybrGreen w kazdym cyklu reakcji. Analize staty-
styczna przeprowadzono dla powtorzen biologicz-
nych (min. dwie préby roslinne) oraz powtorzen
technicznych (min. 2 powtorzone mieszaniny reak-
cyjne o tym samym skladzie). Dla kazdej z préb
obliczono odchylenie standardowe (SD, standard
deviation) natomiast dla srednich odczytéw okre-
Slono relatywny (krotnos¢ zmiany) poziom zmiany
ilosci amplikonu w badanym ukladzie gen refe-
rencyjny vs. gen badany (program komputerowy
Rotor-Gen 6000 Series Software 1.7.).

Profile ekspresji wytypowanych genow,
uzyskane w eksperymencie RNAseq i qRT-PCR
nastepnie poréwnywano celem weryfikacji typu
regulacji (up/down).

Wyniki
Baza adnotowanych transkryptow wytypowanych
z plikéw wynikowych NGS

Po przeprowadzeniu wstepnych analiz korelacji
pomiedzy probkami RNA z podkladek tolerancyjnej
P 66 i wrazliwej M.9 uzyskano lgcznie 166 987 057
odczytow sekwencji (tj. ponad 500 tys. zrézZnico-
wanych transkryptow). Catkowita liczbe sekwencji
odczytanych dla kazdej pojedynczej proby zestawio-
no w tabeli 1, natomiast w Tab. 2 przedstawiono typ
regulacji (poréwnanie poziomu transkryptu pomie-
dzy probkami), sekwencje oraz ich funkcjonalng
adnotacje. Wielkosci molekularne opracowanych
sekwencji oszacowano w zakresie 20—380 pz.

Tabela 1
Table 1

Liczba odezytanych sekwencji w badanych probach.

Number of sequences read out in the tested samples.

Genotyp/traktowanie podkiadki
Genotype/treatment of apple rootstock

liczba odczytanych sekwencji
Number of sequence reads

M.9 Kontrola zbiorcza 16 768 301
M9 (-10°C) 32 732 590
Wrazliwa

M9 (-12°C) 19 494 823

M9 (-14°C) 16 260 592

P 66 Kontrola zbiorcza 19 587 737

P 66 (-10°C) 25391 667

Tolerancyjna

P66 (-12°C) 16 512 288

P 66 (-14°C) 20 238 759

Razem 166 987 057
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Tabela 2
Table 2

Tvp regulacji w eksperymencie RNAseq, odczyty sekwencji oraz adnotacja funkcjonalna fragmentéw DEG.

Type of regulation in the RNAseq experiment, sequence and functional annotation of DEG fragments.

Identyfikator genu/regulacja w ba-
danym uktadzie poréwnawczym

Gene ID/ type of gene regulation
observedin comparable layout

Sekwencja

Sequence

Adnotacja funkcjonalna

Functional gene annotation

MDP0O000883315

Up-M9K vs. M9-10

ATTCACATTCCCATTCCCATTCCCACTCCCCATTCCCC-
GACGTTTCTCCTCCACAACGGC

TTCAGCGACGAGGTCGATGTCTCTGACATCGAGATGATCAC-
GATCCAGACCGTCACCGGA

AAGGTTGTCATTGGGATGGATGTTGCTGCCT

Biatko transmembramowe,
transportujace jony potasu,
komponent blony komorkowej.

MDPFP0000254705

Down-MO9K vs. M9 -10

CATTCCCATTCCCATTCCCACTCCCATTCCCCGACTCGTTTC-
TCCTCCACAACGGCTTCA

GCGACGAGGTCGATGTCTCTGACATCGAGATGATCACGATC-
CAGACCGTCACCTACACCA

GCCTCAGGGACCTCCTCCCGCCGTCGCCGCAGCCATCGATC-
TCGC

Bialko proliferacji komorek
o wiasciwosciach czynnika
wzrostowego.

MDP0O000208730

Up-MO9K vs. M9-12

CATTCCCATTCCCATTCCCACTCCCATTCCCCGACGTTTCTCC-
TCCACAACGGCTTCAGC

GACGAGGTCGATGTCTCTGACATCGAGATGATCACGATCCA-
GACCGTCACCTACACCACG

Biatko wiazace jony wapnia
Ca* (kalmodulina), regulujace
procesy sekrecji.

MDP0000310262

DownM 9K vs. M9-12

CCACAACGGCTTCAGCGACGAGGTCGATGTCTCTGACATC-
GAGATGATCACGATCCAGAC

CGTCACCTACACCAGCCTCACGGGACTCCTCCGGCGTCGCC-
GCAGCCATCGATCATGTCA

CCGATTCACAATTCCAGCTGGCACACGACGAGACTTTCCGA-
TAAAGAAACCC

Esteraza biorgca udzial w hy-
drolizie estrow zawierajacych
domene SGNH.

MDP0O000195260

Down-MOKvs M9 -14

CCACAACGGCTTCAGCGACGAGGTCGATGTCTCTGACATC-
GAGATGATCACGATCCAGAC

CGTCACCTACACCAGCCTCAGGGACCTCCTCCCGCGTCGCC-
GCAGCCATCGATCATGTCA

CCGATTCACAATTCCAGC

Biatko wiazace jony cynku,
biorace udziat w regulacjt
odpornosci na choroby.

MDP0O000920400

Up-MO9Kvs M9-14

CGTTTCTCCTCCACAACGGCTTCAGCGACGAGGTCGATGTC-
TCTGACATCGAGATGATCA

CGATCCAGACCGTCACCTACACCAGCCTCAGGGACCTCCTCC

Bialko sekrecyjne, aktywowane
w tkankach zranionych.

MDP0O0007527209

Down-P66K vs P 66 -10

AGGAATGGAACTGGCTGTGGTGCATGCTACCAGGTGAGGTG-
CAAGATCCCTCAGCATTGC

AGCAGTGATGGGGTAACTACGGTGGTGACAGACCACGGC-
GAAGGCGACAAGAACTGAACT

TCATCTTCAGCCCAAGATCTTATGCAAAGTGGACAAACAC

Biatko wiazace jony cynku.

MDP0000301184

Up-P 66K vs P 66 -10

ACATGGAGTTTTTCCTTAAGCACATAACTTGGTTTCTTTGTAT-
CACGGTACTCTTGCCTG

CTCTATGTACCTCTCAATACACATATGTATCCTCTAGAGCA-
ACATATTATGGTAGCCCAG

ATTGCTACGGGAACCCAACTGGAGCTTGTGGGTTTGGAGA-
ATATGG

Bialko integrujace blone
komoérkowa.
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Tabela 2 cd.
Table 2 cd.
Tvp regulacji w eksperymencie RNAseq, odczyty sekwencji oraz adnotacja funkcjonalna fragmentéw DEG.

Type of regulation in the RNAseq experiment, sequence and functional annotation of DEG fragments.

Identyfikator genu/regulacja w ba-
danym uktadzie poréwnawczym Sekwencja Adnotacja funkcjonalna

Gene ID/ type of gene regulation Sequence Functional gene annotation
observedin comparable layout

TTAAGCACATAACTTGGTTTCTTTIGTATCACGGTACTCTTGCC-

TGCTCTATGTACCTCTC .

MDP0000165364 Bla}k"g‘;“éﬁfﬁ? biony

AATACACATATGTATCCTCTAGAGCAACATATTATGGTAGCC- I
Down-P66 vsP66 -12 CAGATTGCTACGGGAACC

CAACTGGAGCTTGTGGGTTTGGAGAATATGGCTC
ACAGCGATCGTTGGAGGAAGATTTCAAGATCATGGTTGCA-
ATCAGCCTTTAATGTGGTTT Bialko o aktywnosci liazy, kata-

MDP0000392485 lizuje ciecie wiazan weglowych
GCGGTAGTCATTTTTTATGCTCGTCGATGTGTATGGTTGG- (C-C, C-0, C-N).

Up-PG66 vsPG66 -12 CATGTATATTTCTGGCTATC
CTATGTTCCACTCTTGGCCGTTCTGGTTCTAGGAGCCAAACT
AGACTCATATTCTGACACAGGAACAACGGGAAATCAGTGGC-
CAGTTCTTGGAAACAACCC

MDP0000925602 Czynnik transkrypeyjny, regu
TATGGAATCACATTCCCGGGAAAAACCCAGATGGCCGGTT- =™ P oRD oI, et

Down-P 66 K cs P66 -14 TCTTCCGATGGCCGGGTCCT JRCY procesy R

CACCGATTTCCTTGCTAGGTTTATAGGAGTGAAGTCTCC
AGACCATCCTTCACTCAAAAACGACGCTGTCGGGGTGTCGT-
TAGGGTCGCCCGAGATTGA

MDP0000575908 .

7 GTCAGCACCGCCGCTGCTTAAAGCCCTACTCGACTGCGC-  Biatko strukturalne blony

CAGGCTCACCGAGTCGGACAC komérkowe;.

Down-P 66 K cs P66 -14

CGACCGCGCCGTCAAATCACTGATTCGACTCAGGGATC-
GATCTCAGACCACGGAGATC

TCACTCAAAAAACGACGCTGTCGGGGTGTCGTTAGGGTC-
GCCCGAGATTGAGTCAGCACC

] 2775

MDP0000127730 GCCGCTGCTTAAAGCCCTACTCGACTGCGCCAGGCTCACC-

GAGTCGGACACCGACGCGCC Czynnik transkrypeyjny.

Up-M.9 K vs M9 -14
GTCAAATCACTGATTCGACTCAGGGAATCGATCTCAGAC-

CACGGAGATCCAACCG
TATGCTGCTTTCGACACTACACCATGTTGTATGGCCCAAGAG-
TGGATGGTATGCAGTTCC
MDPO0000228546 . .
CTTGACAAGCCTAATAGAAGGTTCACAGGTGAAGAAAGCG-  DIalke St‘mmoftr”krjff:. blony ko-
Up-M9vs M -14 TATCAGAAAGCAAGGCTGTC 1-
GCCTCCAACCCA
AATCCAACATTCGTATGCTGCTTTCGACACTACACCATGTTG-
TATGGCCCAAGAGTGGAT Bitko o aktywnosci kinazy
MDP0000695032 serynowo-treoninowej, fosfo-
GGTATGCAGTTCCCTTGACAAGCCTAATAGAAGGTTCA-  rylujace reszty aminokwasowe
Down P 66 Kvs. P66 -14 CAGGTGAAGAAAGCGTATCAGA w odpowiedzi n a czynniki
zewnetrzne.

AAGCAAGGCTGTGCCTCCACCCA
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Adnotacje funkcjonalne przeprowadzono dla
4 000 gendéw wykazujacych indukcje (up regu-
lation) oraz 4000 gendéw podlegajacych inhibicji
(dovwn regulation) w badanych ukladach porow-
nawczych eksperymentu RNAseq. Dla poszczegol-
nych sekwencji identyfikatory GO (gene ontology)
przypisano na podstawie pliku (gff) z opisem
gendéw wylonionych dla genomu Malus domestica.

Zestawiono pliki wynikowe zawierajace: iden-
tyfikator genu Malus domestica, surowe dane
dotyczace ilo$ci zmapowanych do genu odczytow,
estymowang przez program DEseq2 zmiane krot-
nosci ekspresji (fold change) w pierwszej probce
wzgledem drugiej probki (skala logarytmiczna),
warto$¢ (p) wykonanego przez program DEseq2
festu statystycznego, contig (pokrycie) z referen-
cyjnym genomem Malus domestica, w ktoérym
zawiera sie dany gen, wspdlrzedne poczatku
i kofica odczytu genu w contigu oraz terminy
GO (gene ontology terms) zwiazane z danymi doty-
czacymi przewidzianej funkcji genu.

Ocena profili ekspresyjnych genow wytypowa-
nych poprzez analize NGS:

Do amplifikacji fragmentéw dscDNA uzyto
lacznie 15 par oligonukleotydow zaprojektowanych
w badaniach wilasnych (Tab. 3) do sekwencji genow
wytypowanych na podstawie odczytow sekwencji

zawartych w tabeli 2.

Dla 9 z badanych genéw zaobserwowano zroz-
nicowane profile ekspresji w badanych materiale
roslinnym.

W przypadku podkiadki M.9 cztery wytypo-
wane sekwencje genoéw o zdefiniowanej adnotacji:
MD883315 (wykres 1b), MD7527209 (wykresle),
MD228546 (-12°C) (wykres 1g) 1 MD392485 (-14°C)
(wykres 1d) wykazaly wzrost, a trzy: MDI27750
(-14°C) (wykres la), MD575908 (-10°C) (wykres 1i)
oraz MD301184 (-10°C) (wykres 1h) spadek pozio-
mu transkryptu.

Dla podkladki P 66, wzrost poziomu transkryptu
odnotowano w przypadku czterech DEG: MD883315,
MD392485, MD165364 (dla préb traktowanych temp.
-10°C) (wykresy 1b, d-f) i MD920400 (dla prob trak-
towanych temp. -12°C) (wykres 1c), natomiast cztery
sposrod badanych genow: MD127750, MD75272009,
MD301184 (dla prob traktowanych temp. -10°C)
1 MD165364 (dla préb traktowanych -12°C) ulegaly
inhibicji (wykresy la, e, h, f).

Ponadto trzy z wytypowanych sekwencji gendw:
MD920400, MDI163564 1 MD7527209 (wykre-
syle, f, e.) ulegaly nadekspresji, a jeden inhibicji
(MD575908, wykres 1i) w genomach obu analizowa-
nych podkladek. W przypadku pozostalych wytypo-
wanych genow nie obserwowano zmian w profilach
ekspresyjnych.

Tabela 3
Table 3

Sekwencje zaprojektowanych oligonukleotydéw (QRT-PCR).

Sequences of designed oligonucleotides (QRT-PCR).

Identyfikator genu/
EST

ID of the gene/ EST

SEEKWENCIJA 57
Sequence of Oligos 5°

SEKWENCJA 37
Sequence of Oligos 3°

PAL (gen ref) tarcgaccecaattictgggitg atgcageargtaaaccgtga
MD&83315 fcacattcccatteceattee catccatceccaatgacaacct
MD254705 cattcceattcecaticeeca aggaggtcectgaggct
MD208730 ceceattcccacteecatte tgtaggtgacggicrggat
MD310262 cacaacggcitcagega cittatcggaaagictcgicgt
MDI195260 cacaacggcitcagega gelggaartgigaatcggiga
MD220400 ctectecacaacggetic aggaggtcectgaggcet

MD7527209 aggaatggaactgecigle gretttgtecactiigear
MD301184 fiecttaageacataactiggittc aaacccacaagetccagit
MDI165364 tggtitciitgtatcacggtact catattctccaaacccacaage
MD302485 gegalcgtiggaggaagalt fitggcicctagaaccagaac
MD945602 agactcatatictgacacaggaac gagacticactcctataaacctage
MD575908 ftagggicgcccgagatt fctccgtggictgagatcg
MD127750 ttagggicgcecgagatt tiggatctccgiggictga
MD228546 atgcigetttcgacactaca lgggtigeaggcgacag
MDG95032 ccaacattcgtatgergettic giggagegcacagectig
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‘Wykresy 1 a-i. Zmiany w poziomie ekspresji genéw wytypowanych ma podstawie ekspervmentu RNA-seq.

Figures 1 a-i. Changes in the level of expression of the selected genes are based on the RNA-seq experiment.
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Weryfikacja poziomu transkryptéw genow
wytypowanych na podstawie eksperymentu
RNA-seq poprzez analize poréwnawczq wynikow
uzyskanych metodq qR1I-PCR

Na podstawie analiz przeprowadzonych w opar-
ciu o pomiary ekspresji wytypowanych sekwencji
przeprowadzono weryfikacje przypuszczalnych
markeréw mrozoodpornosci.

Sposrod sekwencji transkryptomu, dla ktorych
testem qRT-PCR okreslono profil ekspresji
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h
10 Relative expression of MD301184
9 8,89
8
7
6
5,2
: 475 N
: 2%7
2
1 L
0

M3 M9- M9- M9 - P66 P66 - P66 - P66 -
10 12 14 10 12 14

w podkiadkach wzorcowych, trzy reprezentowaty
identyczny typ regulacji jak w badanych ukladach
eksperymentalnych testu RNA-seq.

Spadek poziomu transkryptu (typ regulacji
down) w obu przeprowadzonych testach, wywo-
lany zastosowaniem niskiej temperatury, zaob-
serwowano dla genow: MD7527209 (wykres 3)
(podktadka P 66), MD575908 (wykres 5)
(podktadka P 66), MDI127750 (wykres 4) (podktad-
ka M.9).
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Wrykres 2. Profil ekspresji genu MD7527209 uzyskany metoda qRT-PCR. Strzalkami wskazano typ regulacji (down re-
gulation) genu w ukladzie eksperymentalnym préb poréwnanych po analizie transkryptomu podkladek jabloni (P66 vs.
P66 -10°C, tabela 2).

Figure 2. Expression profile of MD7527209 gene obtained by qRT-PCR method. The arrows indicate the type of down

regulation of the gene in the experimental setup of samples compared after transcriptome analysis of apple rootstocks
(P66 vs. P66 -10°C, Table 2).

28



BIULETYN IHAR Nr 291 / 2020
Ocena zmian profilu ekspresji genéw kandydujacych w podktadkach jabfoni...

o
025 285
=
o 2,24
D ]
z - 1,97
o
S 15 149
5 , ’
E
o
205
&
MS M9-10 M9-12 MS-14 P66 PE6-10 P66-12 P66-14

Wykres 3. Profil ekspresji genu MD254705 uzyskany metoda qRT-PCR. Strzalkami wskazano typ regulacji (down re-
gulation) genu w ukladzie eksperymentalnym prob poréwnanych po analizie transkryptomu podkladek jabloni (ML9 vs.
M.9 -10°C. tabela 2).

Figure 3. Expression profile of MD254705 gene obtained by qRT-PCR method. The arrows indicate the type of down re-
gulation of the gene in an experimental set of samples compared after transcriptome analysis of apple rootstocks (M.9 vs.
M.9 -10°C. Table 2).
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Wykres 4. Profil ekspresji genu MDS75908 uzyskany metoda qRT-PCR. Strzalkami wskazano typ regulacji (down re-
gulation) genu w ukladzie eksperymentalnym prob poréwnanych po analizie transkryptomu podkladek jabloni (P66 vs.
P66 -12°C).

Figure 4. Expression profile of MID575908 gene obtained by qRT-PCR method. The arrows indicate the type of down
regulation of the gene in an experimental set of samples compared after transcriptome analysis of apple rootstocks (P66
vs. P66 -12°C).

Dyskusja

Mechanizm tolerancji roslin sadowniczych
na mroz jest regulowany przez wiele genéw i nie
zostal dotychczas w pelni rozpoznany, a moleku-
larna ocena zmian zachodzacych w genomie roslin-
nym pod wplywem czynnika stresu, jest trudna
(Lub. 1991). Autorzy zwracaja uwage na fakt,
ze poziom ekspresji genow zalezy m.in. od geno-
typu, sposobu uprawy oraz warunkoéw zewnetrz-
nych/klimatycznych (Girardi i in. 2013). Ponadto
Kalberer i wspélpracownicy (2006) zaobserwowa-
li, Ze temperatura moze regulowac procesy mrozo-
odpornosci w rozny sposéb zaréwno w roslinach
aklimatyzowanych jak i nieaklimatyzowanych.

Obecnie rozpoznanych jest zaledwie kilka
grup genow, ktore reguluja te procesy w roslinach
modelowych tj: rzodkiewnik (4rabidipsis thaliana),
pomidor (Lycopersicon Mill) oraz w niektorych
gatunkach roslin sadowniczych jak brzoskwinia
(Prunus persica), truskawka (Fargaria x ananasa
Duch) i jablon (Malus domestica Borkh.) (Medina
1in. 1999, 2011; Thomashow 1998; Chinnusamy i
in. 2006). Sa to geny z grupy: dehydryn (Takata
1 in. 2007, Artlip 1 in. 1997), geny CBF (C-repe-
ate Binding Factor) (Wisniewski 1 in. 2007, 2011,
Gilmour i in. 1998), geny z grupy MADS box i
DREB (Du iin. 2008) oraz geny COR (Cold Regui-
lated) (Wisniewski i in. 2007, Zhao i in. 2012, Feng
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1 in. 2012). Ostatnie badania potwierdzily takze
wplyw genow z grupy ERF (ethylene response
factors: AP2 / ERF-uczestnicza w szlaku produk-
cji etylenu), w regulacji tolerancji roslin na mréz
(Girardi i in. 2013).

Z uwagi na bardzo zlozony i stabo rozpoznany
mechanizm mrozoodpornosci roslin sadowniczych
w niniejszych badaniach zastosowano bardzo czule
techniki oparte na analizie funkcjonalnej sekwencji
transkryptomu podkiadek ekstremalnie reaguja-
cych na stres niskich temperatur.

W przeprowadzonych badaniach analizie
poddano material genetyczny dwoch podkiadek
jabloni: M.9 wrazliwej, powszechnie stosowa-
nej w polskich sadach produkcyjnych oraz P 66
charakteryzujacej sie wysokim stopniem tolerancji
na dzialanie ujemnych temperatur. W prowadzo-
nych doswiadczeniach polowych potwierdzono
rowniez, ze podkladka M.9 znacznie silnej reaguje
na stres niskich temperatur niz np.: podktadki P 2,
P 16, P 66 czy Antondwka (Quamm. 1990, Calle-
se. 1996). Tak zroznicowany material pozwolit
na prawidlowa weryfikacje uzyskanych odczytow
sekwencji ich transkryptow.

Istotnym elementem w planowaniu tego typu
prac jest znajomos¢/dostepnosc sekwencji genomu
badanego gatunku. Jak wiadomo z dotychczaso-
wych prac prowadzonych w tym zakresie, wiel-
ko$¢ oszacowanego genomu referencyjnego jabloni
(diploid, 2n=2x=34) opracowanego dla odmiany
‘Golden Delicious” wynosi 742,3 Mb (Velasco i in.
2010). Wiedza ta stanowila podstawe prowadzenia
badan, polegajacych na poréwnaniu sekwencji tran-
skryptéw wzgledem bazy sekwencji genomowe;j
gatunku Malus, podjetych przez Girardiiin. (2013)
oraz Bai (2014), co pozwolilo na zdefiniowanie
prawie 60 tys. genow funkcjonalnych, aktywowa-
nych lub inhibowanych w genomach odmian ‘Royal
Gala’ 1 ‘Golden Delicious’ (Wisniewski i in 2008,
Girardiiin. 2013, Baiiin. 2014).

Ponadto dzieki zastosowaniu réznorodnych
dostepnych platform, takich jak Illumina Solexa,
454 Roche czy ABI-Solid, (Kumar i Blaxte. 2010)
dotychczas opracowano i zdefiniowano ponad
800 milionéw par zasad genomu Malus (Velasco
i in. 2010). Niemniej jednak zastosowanie meto-
dy sekwencjonowania de nove (bez znajomosci
genu referencyjnego), takze umozliwilo odczytanie
ponad 71 tysiecy nowych genéw funkcjonalnych/
transkryptow o zréznicowanej ekspresji w genomie
tego gatunku (Imelfort i Edward. 2009, X. 2010,
Edwards i Batle. 2010, Baiiin. 2014).

Jak podaja autorzy, przed sekwencjonowaniem
calych genomoéw, fragmenty o wysokiej masie

30

czasteczkowej DNA (czasteczka DNA z kilku Mb)
rozdrobnione sg na mate kawalki (500 bp do 135
Kbp) i uzyte do konstruowania genomowych biblio-
tek. Xu (2010) przy zastosowaniu metody Illumina
dla genomu Malus uzyskat 39,2 milionéw odczy-
téw sekwencji takich bibliotek, co stanowi ok. 13
miliarda nowo wygenerowanych i zsekwencjono-
wanych nukleotydow. Analiza bioinformatyczna
i zlozenie 39,2 milionow odczytow doprowadzi-
lo do sporzadzenia 122 146 kontigéw sumarycz-
nych o dlugosci 604 Mb, ktére mozna poddawac
adnotowaniu (Xu. 2010). Nalezy zwroci¢ uwage,
ze ilo$¢ sekwencji uzyskana w przeprowadzonych
badaniach wyniosta ponad 500 tys. zroznicowa-
nych transkryptéw o rozpoznanej funkcji biolo-
gicznej, co znacznie wzbogaca baze sekwencyjng
transkryptomu badanych dwoch podkiadek jablo-
ni. Technologia NGS, zastosowana w opisanych
badaniach, umozliwita wylonienie gendéw koduja-
cych m.in. biatka strukturalne blony komorkowe;,
bialka integralne blony komoérkowej oraz czynniki
transkrypcyjne. Z dotychczasowych badan wiado-
mo, ze grupy wlasnie tych genéw sg bardzo silnie
zaangazowane w regulacje odpornosci na niskie,
ujemne temperatury u roslin drzewiastych i jako
pierwsze ulegaja aktywacji pod wplywem stresu
(Orvar i in. 2000).

Pomimo wysokiej czulosci metody RNAseq
pozwalajacej na ujawnienie specyficznego zestawu
gendéw, indywidualne pomiary ekspresji technika
NGS i gPCR bywaja niespdjne (Everaert i in. (/()).
Niski stopien korelacji (zaledwie kilka%) ekspre-
sji gendéw zidentyfikowanych metoda gqRT-PCR
1 RNAseq zaobserwowano réwniez w niniejszych
badaniach, jednak brak precyzyjnych doniesien
w tym zakresie. Przeprowadzona weryfikacja wyty-
powanych sekwencji o zroznicowanej ekspresji
w podktadkach ekstremalnie reagujacych na dzia-
lanie niskich temperatur umozliwita wybor trzech
(z dziewieciu przeanalizowanych) genéw o identy-
fikatorach: MD7527209, MDI127750, MD575908,
dla ktorych zweryfikowano stabilny typ regulacji.

Ze wzgledu na potrzebe ukierunkowania
hodowli na wytwarzanie podkiadek dpornych
na mroz, uzyskane wyniki poszerzaja wiedze doty-
czaca regulacji mechanizmu ich tolerancji na pozio-
mie molekularnym, a tym samych mogg istotnie
wspiera¢ prace genetyczno-hodowlane w tym
zakresie.

Ponadto utworzona baza sekwencyjna stanowic
bedzie podstawe do sporzadzenia markeréw mole-
kularnych, w przyszlosci wykorzystanych do wcze-
snej selekcji pozadanych genotypoéw podkladek
jabloni.
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Whioski

1. Dlabadanych podkladek zaobserwowano zroz-
nicowane profile ekspresji badanych gendw.
Fragmenty ftrzech gendw (wytypowane
z eksperymentu RNA-seq) stanowig poten-
cjalne sekwencje kandydujace do sporzadzenia
markeréw funkcjonalnych, umozliwiajacych
monitorowanie tolerancji podkladek jabloni
na niskie temperatury.

8]

Badania finansowvano ze srodkow projektu
MRiRW: Badania podstawowe na rzecz poste-
pu biologicznego w produkcji roslinnej, decy-
sja HOR.In.802.4.2019 = dnia 14.05.2019 .
Zadanie nr 73.

Literatura

Artlip, T. S., Callahan, A M., Bassett, C.L., Wisniewski, M.E.
(1997). Seasonal expression of a dehydrin in sibling deci-
duous and evergree genotypes of peach (Prunus persica
[L.] Batsch). Plant Molecular Biology, 33: 61-70.

Aygun, A. (2005). The late spring frost hardiness of some apple
varieties at various stage of flower buds. Tarim Bilimeri
Degrisi, 11 (3): 283-285.

Bai Y, Dougherty, L., Xu, K. (2014). Towards an improved
apple reference transcriptome using RNA-seq. Mol
Genet Genomics, 289: 427-438.

Callesen, O. (1996). Testing 20 apple rootstocks. VI Inter.
Symposium on Integrated Canopy, Rootstock, Environ-
mental Physiol.in Orchard Systems. Acta Hort., 451:
137-146.

Chinnusamy, V., Zhu, J., Zhu, J. K. (2006). Gene regulation
during cold acclimation in plants. Physiol. Plant., 126:
52—61. DOI: 10.1111/4.1399-3054.2006.00596.

Du, X., Xiao, Q., Zhao, R., Wi, F., Xu, Q., Chong, K., Meng,
Z.(2008). TrMA4DS3, a New Mad-box gene, from a peren-
nial species Taihangiarupestris is upregulated by cold
and experiences seasonal fluctuation in expression level.
Dev. Genes Evol., 218: 281-292.

Edwards, D., Batley, J. (2010). Plant genome sequencing:
applications for crop improvement. Plant Biotechnology
Journal, 8 (10): 2-9.

Feng M-X., Zhao, Q., Zhao L-L., Qiao, Y., Xie X-B., Li H-F.,
Yao Y-X., You C-X., Hao Y-I. (2012). The cold-induced
basis helix-loop-helix transcrition factor gene MdCI-
bHLHI encodes ans ICE-like protein in apple. Plant
Biology, 12: 22.

Gilmour, S. T., Zarka, D.G., Stockinger, E. J., Salazar, M. P.,
Houghton J. M., Thomashow, M. F. (1998). Low tempe-
rature regulation of the Arabidopsis CBF family of AP2
transcriptional activators as an early step in cold induced
COR gene expression. The Plant Journal, 16: 433—442.
DOI: 10.1046/1.1365-313x.1998.00310.

Girardi, C. L., Rombaldi, C. V., Cero, J. D., Nobile, P. M.,

Laurens, F., Bouzayen, M., Quecini, V. (2013). Geno-
me-wide analysis of the AP2/ERF superfamily in apple
and transcriptional evidence of ERF involvement in scab
pathogenesis. Scientia Horticulturae, 151: 112-121.

Everaert C, Luypaert M, Maag, J. L. V., Cheng, Quek Xiu,
Marcel, E. (2017). Benchmarking of RNA-sequen-
cing analysis workflows using wholetranscriptomeR-
T-gPCR expression. Nature: 7. 1559. DOI: 10.1038/
s41598-017-01617-3

Imelfort, M., Edwards, D. (2009). De novo sequencing of plant
genomes using second-generation technologies. Briefings
in Bioinformatics, 10 (6): 609—618.

Kalberer, S., Wisniewski, M., Arora, R. (2006). Deaclimation
and reaclimation of cold-hardy plants: Current understan-
ding and emerging concepts. Plant Scince, 171: 3—-16.

Kumar, S., Blaxter M. L. (2010). Comparing de novo assem-
blers for 454 transcriptome data. BMC Genomics, 11:
571.

Luby, I. J. (1991). Breeding cold-hardy fruit crops in Minneso-
ta. HortSci., 26: 507-512.

Medina, J., Bargues, M., Terol, J., Perez-Alonso, M., Salinas,
J. (1999). The Arabidopsis CBF gene family is composed
of three genes encoding AP2 domain-containing prote-
ins whose expression is regulated by low temperature
but not by abscisic acid or dehvdration. Plant Physiol.,
119: 463-469.

Medina, J., Catala, R., Salinas, J. (2011). The CBFs: Three
Arabidopsis transcription factors to cold acclimate. Plant
Science, 180: 3—11.

Orvar Bjorn, L., Sangwan, V., Omann, F., Dhirdsa, R. S.
(2000). Early steps in cold sensing by plant cells: the role
of actin, cytosceleton and membrane fluidity. The Plant
Journal, 23 (6): 785-794.

Quamme, H.A. (1990). Cold hardiness of apple rootstocks.
Com.Fruit Tree, 23: 11-16.

Takata, N., Kasuga, J., Takezawa, D., Arakawa, K., Fujika-
wa, S. (2007). Gene expression associated with increased
supercooling capability in xylem parenhyma cells of larch
(Larix kaempferi). Journal of Experimental Botany, 58
(13). 3731-3742.

Thomashow, M. F. (1998). Role of Cold-Responsive genes
in plant freezing tolerance. Plant Physiol., 118: 1-7. DOL
org/10.1104/pp.118.1.1.

Velasco, R., Zharkikh, A., Affourtit, J.. Dhingra, A., Cestaro, A.,
Kalyanaraman, A., Fontana, P., Bhatnagar, S. K., Troggio,
M., Pruss, D., Salvi, S., Pindo, M., Baldi, P., Castelletti, S.,
Cavaiuolo, M., Coppola, G., Costa, F., Cova, V., Dal Ri,
A., Goremykin, V., Komjanc, M., Longhi, S., Magnago,
P., Malacarne, G., Malnoy, M., Micheletti, D., Moretto,
M., Perazzolli, M., Si-Ammour, A., Vezzulli, S., Zini, E.,
Eldredge, G., Fitzgerald, L. M., Gutin, N., Lanchbury, T.,
Macalma, T., Mitchell, J. T., Reid, J., Wardell, B., Kodira,
C., Chen, Z., Desany, B., Niazi, F., Palmer, M., Koepke, T.,
Jiwan, D., Schaeffer, S., Krishnan, V., Wu, C., Chu, V.T.,

31



BIULETYN IHAR Nr 291 /2020

Sylwia Keller-Przybytkowicz, Mariusz Lewandowski

King, S.T., Vick, J., Tao, Q., Mraz, A., Stormo, A., Stormo,
K., Bogden, R., Ederle, D., Stella, A., Vecchietti, A., Kater,
M.M., Masiero, S., Lasserre, P., Lespinasse, Y., Allan,
A.C., Bus, V., Chagné, D., Crowhurst, RN., Gleave, AP,
Lavezzo, E., Fawcett, J.A., Proost, S., Rouzé, P., Sterck,
L., Toppo, S., Lazzari, B., Hellens, R.P., Durel, C.E.,
Gutin, A., Bumgamer, R.E., Gardiner, S.E., Skolnick, M.,
Egholm, M., Van de Peer, Y., Salamini, F., Viola, R. (2010).
The genome of the domesticated apple (Malus x domestica
Borkh.). Nature Genetics, 42 (10): 833-841.

Wisniewski, M., Basset, C., Gusta, V. L. (2003). An overview
of cold hardiness in woody plants: Seeing the forest thro-
ugh the trees. HortScience, 38 (5): 952-959.

Wisniewski, M., Bassett C, Norelli, T., Artlip, T. (2007). Using
biotechnology to improve resistance o environmental
stress in fiuit crops: The importance of understanding
physiology. Acta Hort., 738: 145-156.

Wisniewski, M., Bassett, C.,Norelli, J., Macarisisn, D., Artlip, T.,

32

Gasic,K.,Korban,S.(2008).Expressedsequencetaganalysis

of the response of apple (Malus x domestica ‘Royal
Gala’) to low temperature and water deficit. Phisiologia
Plantarum, 133: 298-317.

Wisniewski, M., Norelli, J., Bassett, C., Artlip, T., Macarisin,
D. (2011). Ectopic expression of novel peach (Prunus
persica) CBF transcription factor in apple (Malus X dome-
stica) results in short—day induced dormancy and incre-
ased cold hardiness. Planta, 233 (5): 971-983.

Xu. (2010). The Apple genome: A delicious promise. New
York Fruit Quarterly, 18 (4): 11-14

Zeng, Ying, Yang, Tao (2002): RNA isolation from highly
viscous samples rich in polyphenols and polysaccharides.
Plant Molecular Biology Reporter, 20, 417-417

Zhao, T., Liang, D., Wang, P., Liu, J., Ma F. (2012). Genome —
wide analysis and expression profiling of the DREB tran-
sctiption factor gene family in Malus under abiotic stress.
Mol. Genet. Genomics, 287: 423—436.



BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI | AKLIMATYZACJI ROSLIN Nr 291 / 2020 : 33-39
E-ISSN: 2657-8913 DOI: 10.37317/biul-2020-PB82

T
>
2

Ocena wzrostu i stabilnosci genetycznej agrestu
(Ribes grossularia L.) rozmnazanego in vitro
oraz ex vitro

Assessment of growth and genetic stability of gooseberry (Ribes grossularia L.)
propagated in vitro and ex vitro

Original research paper

Danuta Kucharska”, Danuta Wojcik"”, Aleksandra Trzewik"

Oryginalny artykut naukowy

Instytut Ogrodnictwa, Zaktad Biologii Stosowanej, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3 96-100 Skierniewice
< e-mail: danuta.kucharska@inhort.pl

Celem badan byta ocena fenotypowa i genetyczna roélin 15 genotypdw agrestu, rozmnozonych in vitro oraz ex vifro
przez sadzonki zielne, uprawianych drugi rok warunkach polowych. Silniej rosty krzewy rozmmnozone in vitro.
Ich wysokos¢ i liczba pedow byly istotnie wigksze dla 11 genotypow, a szerokosc dla 12 genotypow agrestu. Krzewow,
na ktorych pojawily sie owoce bylo znacznie wiecej u roslin mnozonych tradycyjnie. Przeprowadzono analize
stabilnosei genetycznej klondéw pochodzacych z kultur in vifro pigciun odmian agrestu. Analizowano 13-15 roslin
z in vifro oraz roéliny mateczne. Liczba produktow generowanych przez pary starterow AFLP wahata si¢ od 33 do 108.
Najwyzsza calkowita liczbe produktow amplifikacji uzyskano w wyniku reakeji AFLP dla roslin ‘Hinnonmaki Rot’
(300), a najmniejsza dla odmiany ‘Hinsel’i ‘Resika’ (262). Zmiennos¢ genetyczna w roslinach agrestu in vitro wahata
sig od 1,03% dla ‘Captivator’ do 10,3% w przypadku ‘Hinsel’. Stabilnos¢ genetyczna oceniano takze przy uzyciu
markerow ISSR. Wykorzystano rosliny 5 genotypdw pochodzace z rozmnazania tradyeyjnego oraz in vifro. Uzyskano
tacznie 2294 produktow amplifikacji, z czego 2,8% byto polimorficznych. Wielkosé¢ otrzymanych produktow wynosita
od 250 do 2900 pz, w zaleznosci od startera i odmiany. Analiza ISSR-PCR wskazata na rézny stopien polimorfizmu —
od 0 dla “Hinnonmaki Rot’ i ‘Resica’ do 11,6% dla odmiany ‘Hinsel".

Slowa kluczowe: AFLP, agrest, DNA, ISSR, kultury in vifro, polimorfizm

The aim of the study was to evaluate phenotypically and genetically, 15 gooseberry genotypes plants propagated
in vifro and ex vifro by cuttings grown in the second year in field conditions. The outcome of this was that in vifro
propagated shrubs were shown to grew more strongly. Their height and the number of shoots were significantly higher
for the 11 genotypes and a width of 12 genotypes for gooseberry. However, fruit abundance was greater in much
more traditionally multiplied plants. Beyond the aforementioned, Genetic stability analysis of clones derived from
in vifro cultures of five gooseberry varieties was performed. Herein, 13-15 plants with in vifro and mother plants were
analyzed. The number of products generated by the AFL P primer pairs ranged from 33 to 108. The highest total number
of amplification products was obtained as a result of the AFL P reaction for the plants ,Hinnonmaki Rot’ (300), and
the lowest for the varieties ,Hinsel’ and ,Resika’ (262). Genetic variability in gooseberry in vifro plants ranged from
1.03% for ,Captivator’, to 10.3% for ,Hinsel’. Genetic stability was also assessed using ISSR markers. Plants of five
genotypes derived from conventional and in vifro reproduction were used. Accordingly, a total of 2294 amplification
products were obtained, of which 2.8% were polymorphic. The size of the obtained products was from 250 to 2900 bp,
depending on the starter and variety. ISSR-PCR analysis showed different degrees of polymorphism - from 0 for the
‘Hinnonmaki Rot® and ‘Resica’ to 11.6% for the .Hinsel® variety.

Key words: AFLP, gooseberry, DNA, ISSR, in vifro cultures, polymorphism
Wstep

W badaniach prowadzono obserwacje i ocene
fenotypowg roslin agrestu rozmnozonych in vitro

Material i Metody
Material  badawczy stanowily  rosliny
8 odmian i 7 klonéw hodowlanych agrestu,

oraz ex vifro, rosnacych w doswiadczeniu odmia-
nowo — poréwnawczym, w warunkach polowych.
Analizowano réwniez zmiennos¢ somaklonalng
5 genotypow agrestu przy uzyciu techniki AFLP
oraz jednorodnosc¢ genetyczng sadzonek in vitro
i rozmnozonych tradycyjnie z zastosowaniem
markerow ISSR.

rozmnozone in vitro oraz ex vitro przez sadzonki
zielne, rosnace 2 rok w doswiadczeniu odmiano-
wo — poréwnawczym w ukladzie blokoéw loso-
wych, w 3 powtdrzeniach, po 5 roslin na poletku.
Mierzono wysokos¢, szeroko$¢, liczbe nowych
pedow oraz pojawianie sie owocow. Dane para-
metréw wzrostu poddano analizie statystycznej
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przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji
(Statistica 13.1), oddzielnie dla kazdego genoty-
pu oraz parametru i poréwnano za pomocg testu
Tukeya przy p = 0.05.

Przeprowadzono analize zmiennosci gene-
tycznej odmian agrestu: ‘Captivator’, ‘Hinnonma-
ki Rot’, Hinsel’, ‘Invicta’ i ‘Resika’. Dla kazde]
z odmian analizie poddano 13-15 roslin rozmno-
zonych in vitro oraz rosliny mateczne. Badanie
zmiennosci genetycznej przeprowadzono z wyko-
rzystaniem techniki AFLP wedlug Zabeau i Vos
(1993), w dwdch powtorzeniach.

Przeprowadzono takze ocene jednorodnosci
genetyczne] sadzonek wegetatywnych i1 mikro-
rozmnazanych dla wymieninych odmian. Analizy
prowadzono z wykorzystaniem markerow ISSR.
Z kazdej odmiany agrestu pobrano mlode liscie
7 10 sadzonek wegetatywnych i 10 sadzonek pocho-
dzacych z kultur in vitro. Do izolacji genomowe-
go DNA uzyto ok. 100 mg utartej tkanki roslinne;.
Izolacje prowadzono w dwoch powtorzeniach,
przy pomocy komercyjnych zestawéw: DNeasy®
Plant Mini Kit (Qiagen), NucleoSpin® 96 Plant kit
(Macherey-Nagel) i DNA Plant/Fungi DNA Isola-
tion Kit (Norgen Biotek Corp.). Uzyskane preparaty

DNA analizowano spektrofotometrycznie Epoch
(BioTek) i obliczono stezenie genomowego DNA
oraz warto$¢ wspolczynnika 260/280 nm, pozwala-
jacego na ocene czystosci preparatow, ktére wyko-
rzystano w analizie ISSR-PCR. Amplifikacje DNA
dla kazdego genotypu przeprowadzono dwukrot-
nie z kazdym z 5 wybranych starteréw. Oceniono
catkowita liczbe produktéow ISSR-PCR, obecnos¢
1 liczbe produktéw polimorficznych oraz obliczono
poziom polimorfizmu w badanych genotypach.

Wyniki

Parametry wzrostu 15 ocenianych genotypdéw
agrestu wskazuja, ze silniej rosty krzewy rozmno-
zone in vitro (tab. 1). Wysokos¢ oraz liczba pedow
krzewéw z in vitro, w poréwnaniu do rozmnaza-
nych przez sadzonki zielne, byly istotnie wieksze w
roslinach 11 genotypdow, a szerokos¢ krzewow byta
istotnie wieksza w roslinach 12 genotypow. Procent
krzewéw z owocami byl wyzszy u roélin ex vitro
dla 11 genotypow agrestu.

Liczba produktow generowanych przez pary
starterow AFLP wahala sie od 33 do 108, srednio
wynosila 52,2. Najwyzszg catkowita liczbe produk-
téw amplifikacji uzyskano dla roélin ‘Hinnonmaki

Tabela 1
Table 1

Wysoko$¢, szerokosc, liczba pedow i procent roslin z owocami u krzewo6w agrestu rozmnozonych in vifro oraz ex vitro

(n=15).
Height, width, number of shoots and percentage of plants with fruit in gooseberry bushes propagated in vifro and ex vitro
(n=15).
Genotyp Wysokosé [cm] Szerokosé [em] Liczba pedow [szt.] Rosliny z owocami [%]
Genotype Height [cm] Width [cm] Number of shoots [pes.] Plants with fruits [%6]
Invitro Exvitro In vitro | Exvitro Invitro Ex vitro Invitro Ex vitro
Bialy Triumf ¥269b 199a 30,6 b 183a 62a 69a 0 33,0
Captivator 463 a 481a 5470 498 a 140b 77a 86.7 933
Hinnonmaki Rot 3%6.1la 362a 519a 537a 142b 10,7 a 53.3 100
Hinsel 513b 375a 433 a 543b 98a 113a 6.7 533
Invicta 382b 309a 441%b 377a 10,1a 79a 20,0 66.6
Kamieniar 316b 250a 37.1b 256a 10.1b 57a 133 60.0
Pax 322a 317a 4230 313a 11.1b 55a 0 26.6
Resika 476a 5260 39.7a 4670 12.1b 75a 0 533
AGR-2/2 37.1b 30,1a 4550 375a 16.0b 6.la 20,0 417
AGR-2/33 378b 245a 4900 255a 12.8b 43a 60.0 23.1
AGR-86 4801 306a 60.5b 478a 270 70a 20,0 0
AGR-101 520b 25a 6850 259a 249b 40a 333 57.1
AGR-102 417b 264a 60,7b 283a 159b 50a 26.6 444
AGR-108 522b 376a 4780 332a 102 a 80a 0 0
AGR-117 608 b 38.8a 7410 447a 145b 85a 6,7 0

*Srednie oznaczone tq samq literq nie rozniq sie istotnie p=0,05 wg testu Tikeva
*means followed by the same letter; were not significantly acc. to Tukeys test.
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Rot’ (300), a najmniejsza dla odmian ‘Hinsel’
1 ‘Resika’ (262). Zmiennos¢ genetyczna analizowa-
na metodg AFLP w roslinach z in vitro réznila sie
dla poszczegdlnych odmian i wahatla sie od 1,03%
dla odmiany ‘Captivator’ do 10,3% w przypadku
odmiany ‘Hinsel’, w przypadku tej odmiany reakcje
AFLP-PCR ze wszystkimi 5 parami starteréw gene-
rowaly produkty polimorficzne. Dla pozostatych

odmian produkty polimorficzne uzyskano w reak-
cji z 2-3 parami starterow (tab. 2, rys. 1).
Uzyskano DNA o stezeniu od 7.8 do 55,1 ng/ ul
1 wartosci wspoélczynnika 260/280 nm od 1,61
do 2,00. W wyniku analizy ISSR-PCR z piecio-
ma starterami dla 5 badanych genotypow uzyska-
no lacznie 2294 produktow amplifikacji (tab. 3),
z czego 64 (2,8%) produktéw bylo polimorficznych.

Tabela 2
Table 2

Analiza markeréw AFLP w roslinach 5 odmian agrestu pochodzacych z kultur in vifro oraz roslin matecznych.

Analysis of AFLP markers in plants of 5 gooseberry cultivars obtained from i virro and donor plants.

Liczba produktow amplifikacji
Odmiaha Startery Number of amplification products Polimorfizm %
Cultivar Primers Calkowita Polimorficznych Polymorphism %
Total Polymorphic
‘Captivator’ Pst-AT/Mse-CG 71 0 0
Pst-TA/Mse-GA 103 2 1,94
Pst-AGC/Mse-CT 37 0 0
Pst-CAG/Mse-TG 43 0 0
Pst-GTC/Mse-AC 37 1 2,70
Ofggtl:f‘ 201 3 1,03
‘Hinsel’ Pst-AT/Mse-CG 60 10 16,66
Pst-TA/Mse-GA 62 3 4,83
Pst-AGC/Mse-CT 47 8 17,02
Pst-CAG/Mse-TG 56 - 7,14
Pst-GTC/Mse-AC 37 2 5,40
Ofggtl:;n 262 27 10,30
‘Hinnonmaki Rot’ Pst-AT/Msze-CG 50 0 0
Pst-TA/Mse-GA 108 0 0
Pst-AGC/Mse-CT 38 0 0
Pst-CAG/Mse-TG 58 1 1,72
Pst-GTC/Mse-AC 37 3 8,10
Ofggtl:;n 300 4 133
‘Invicta’ Pst-AT/Mse-CG 58 1 1,72
Pst-TA/Mse-GA 79 1 1,03
Pst-AGC/Mse-CT 41 1 243
Pst-CAG/Mse-TG 68 0 0
Pst-GTC/Mse-AC 42 0 0
Ofggtl:;n 288 3 1,04
‘Resika’ Pst-AT/Mse-CG 54 1 1,85
Pst-TA/Mse-GA 36 0 0
Pst-AGC/Mse-CT 33 - 122
Pst-CAG/Mse-TG 92 0 0
Pst-GTC/Mse-AC 47 2 4,25
Ofggtl:f‘ 262 7 2,67
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Tabela 3
Table 3

Analiza markerow ISSR w roélinach 5 odmian agrestu pochodzacych z kultur in vitro, ex vitro oraz ro§lin matecznych.

Analysis of ISSR markers in plants of 5 gooseberry cultivars obtained from in vifro, ex vifro and donor plants.

Liczba produktow amplifikacji
Odmiana Starter Wielkosé produktow(pz) Number of amplification products Polimorfizm %
Cultivar Primer The size of products (bp) Ogélem Polimorficzne Polymorphism %
Total Polymorphic
822 650-1300 63 0 0
825 280-1200 112 7 6.4
‘Captivator’ 830 500 -1000 105 0 0 1.4
848 500 -1000 84 0 0
849 500 - 2900 147 0 0
823 450-1100 84 0 0
) ) 825 280-1300 126 0 0
zHlmI‘{ft’kal 834 280 — 1050 105 0 0 0,0
840 450-1500 105 0 0
853 700 — 1400 63 0 0
825 250-1300 105 4 3.8
834 500-1200 67 5 7.5
Hinsel’ 848 500 -2500 75 17 227 11,6
849 400-1380 95 11 11.6
853 400-1500 64 10 156
821 550-2000 47 5 10,6
825 250-1200 %0 5 5.6
‘Invicta’ 834 260-750 42 0 0 23
849 400 - 2000 168 0 0
853 600 — 1500 84 0 0
821 350-2000 105 0 0
822 650-1250 63 0 0
‘Resika’ 825 250-1300 84 0 0 0
834 500-1200 126 0 0
849 500-1200 84 0 0

Wielkosci otrzymanych produktéw amplifikacji
wahaty sie w granicach 250 — 2900 pz, w zalez-
nosci od startera i odmiany. Zastosowane startery
roznily sie w ilosci generowanych produktéw PCR,
ich liczba w odmianie ‘Invicta’ wahala sie od 42 dla
startera 834 do 168 dla startera 849. Analiza ISSR
-PCR wskazala na rézny stopieni polimorfizmu
od jego braku, w przypadku odmian ‘Hinnonma-
ki Rot’ i ‘Resika’, do 11,6% dla odmiany ‘Hinsel’
(tab. 3, rys. 2, 3).

Dyskusja

Parametry wzrostu krzewow odmian i klonow
hodowlanych agrestu, w drugim roku wegeta-
cji w warunkach polowych, potwierdzaja wplyw
sposobu wegetatywnego rozmnazania agrestu przy
uzyciu sadzonek zielnych lub in vitro ma wplyw
na wzrost, pokroj i wigor roslin, a takze szybkos¢
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wchodzenia w faze owocowania. Z wielu doniesien
wiadomo, ze rosliny pochodzace z kultury in vitro
maja wiekszy wigor i bardziej dynamiczny przyrost
biomasy (Dubois iin. 1988; Howard i in. 1989; Drew
1 Smith 1990). Potwierdzily to takze nasze obser-
wacje, w ktorych wysokosc, szerokos¢ oraz liczba
pedow krzewow agrestu rozmnazanych in vitro
byly istotnie wieksze w poréwnaniu do krzewow
rozmnazanych przez sadzonki zielne dla wigkszo-
sci genotypow. Nasze obserwacje o bujniejszym
wzroscie agrestu z in vitro sa pionierskie i potwier-
dzaja doniesienia dotyczace wzrostu innych roslin
jagodowych mnozonych in vitro.

Opublikowano wiele doniesien dotyczacych
zastosowania technik in vifro do namnazania
roznych gatunkéw roslin z rodzaju Ribes (Podwy-
szyhska 1in. 2006, Sedlak i Paprstein 2012, Podwy-
szyhska i Pluta 2019). Tylko kilka z nich dotyczy
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mozliwosci efektywnego mnozenia in vitro agre-
stu (Welander 1985, Wainwright i Flegmann 1986,
Reed i Hummer 2002). Kucharska i in. (2020) opisu-
ja znaczenie metatopoliny (m-T), zastosowanej
zamiast benzyloaminopuryny (BAP), w opracowa-
niu skutecznej i efektywnej metody mikrorozmna-
zania 14 genotypdw agrestu.

W kulturach in vitro roslin jagodowych utrzy-
mywanych przez dluzszy czas czesto zdarza sie

pojawianie zmiennosci somaklonalnej. Markery
molekularne uzyskane przy pomocy technik takich
jak: polimorfizm dlugosci fragmentéw restryk-
cyjnych (RFLP), losowo amplifikowany polimor-
ficzny DNA (RAPD), amplifikacja z udzialem
arbitralnych starterow PCR (AP-PCR), fingerprin-
ting, proste sekwencje powtarzalne (SSR) a takze
polimorfizm diugosci amplifikowanych fragmen-
tow (AFLP) sg wykorzystywane jako narzedzia

Rys. 1. Fragment elektroforegramu produktéw AFLP-PCR; 1 — marker wielkosci DNA 50 pz (50 bp DNA Ladder, Thermo

Fisher Scientific); 2-15 — reakcja DNA roélin odmiany Hinnonmaki Rot ze starterami Pst- AGC/Mse-CT (2-14 — rosliny

z kultur in vitro, 15 - roslina mateczna); 16-29 - reakcja DNA roslin odmiany Hinnonmaki Rot ze starterami Pst-CAG/

Mse-TG (16-28 — roéliny z kultur in vifro, 29 - roslina mateczna); 30-45 - reakcja DNA roflin odmiany Captivator ze star-
terami Pst-AT/Mse-CG (30-44 — ro§liny z kultur in vifro, 45 - roélina mateczna)

Fig. 1. Fragment of electrophoretic banding pattern of AFLP- PCR: 1— 50 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific); 2-15

— reaction of DNA of Hinnonmaki Rot plants with Pst-AGC/Mse-CT primers (2-14 — in vifro-derived plants, 15 - donor

plant); 16-29 - reaction of DNA of Hinnonmaki Rot plants with Pst-CAG/Mse-TG primers (16-28 —in vitro-derived plants,

29 - donor plant); 30-45 - reaction of DNA of Captivator plants with Pst-AT/Mse-CG primers (30-44 — in vifro-derived
plants, 45 - donor plant)
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do badania zmiennosci somaklonalnej, ale takze
do identyfikacji genotypéw, badania tozsamo-
sci odmianowej oraz okreslania pokrewiefstwa
w obrebie wielu gatunkow roslin sadowniczych,
w tym z rodzaju Ribes (Lanham i Brennan 2001,
Brennan i in. 2008, Cavanna i in. 2009). W naszych
badaniach zdecydowaliSmy sie zastosowac techni-
ke AFLP poniewaz zostala ona uznana za najefek-
tywniejsza w detekcji polimorfizmu DNA u agrestu
(Lanham i Brennan, 1999a) oraz jest szeroko stoso-
wana w przypadku u innych gatunkéw (Bahulikar
1 in. 2004, Meudt i Clarke 2007, Kumar i in 2013,
Costa i in. 2016).

Markery oparte na DNA uzyskanym w reakcjach
RAPD oraz ISSR-PCR byly stosowane do scha-
rakteryzowania genotypdéw  skolekcjonowanych

9 10 11 12

w banku genéw i1 uzywanych w programach
hodowlanych IO takich roslin jak: truskawki,
jablonie, porzeczka czerwona i czarna oraz agrest
(Korbin i in. 2002). W badaniach nad polimor-
fizmem 12 odmian agrestu Lanham i Brennan
(1999a, 1999b, 2001) wykazali, ze uzycie starte-
row ISSR nie pozwolilo na odréznienie od siebie
3 odmian. W naszych pracach zastosowane startery
ISSR pozwolily na odroznienie 5 badanych geno-
typow agrestu. Najwiekszy polimorfizm uzyskano
dla odmiany ‘Hinsel’, w ktdrej kazdy z pieciu testo-
wanych starterow wykazywal obecnos¢ produktow
polimorficznych (tab. 3, rys. 3). Tak duza zmien-
nos¢ odmiany ‘Hinsel’, w porownaniu to innych
badanych genotypdéw, swiadczy o jej niestabilnosci
genetyczne;j.

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

o= gmp e=e S=b gER EEp == gEp e

Rys. 2. Elektroforegram produktéw PCR z zastosowaniem startera 825 dla odmiany Hinnonmaki Rot, $ciezka 1 i 14:
roslina mateczna, 2—-11: sadzonki z Kultur in vitro, 12: Kontrola negatywna, 13: GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus
(Thermo Fisher Scientific), 1424 sadzonki wegetatywne

Fig. 2. Electrophoretic banding pattern of PCR products using primer 825 for cultivar Hinnonmaki Rot, lane 1 and 14: donor
plant, 2—11: seedlings from cultures in vifro, 12: negative control, 13: GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus (Thermo Fisher
Scientific), 14— 24 vegetative seedlings

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Rys. 3. Elektroforegram produktéw PCR z zastosowaniem startera 848 dla odmiany Hinsel, $ciezka 1-10: sadzonki z
Kultur in vitro, 11: Kontrola negatywna, 12: GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific), 13: roslina
mateczna, 14-23 sadzonki wegetatywne

Fig. 3. Electrophoretic banding pattern of PCR products using primer 848 for cultivar Hinsel, lane 1-10: seedlings from cul-

tures in vifro, 11: negative control, 12: GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific), 13: donor plant,
14— 23: vegetative seedlings
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Whioski

1.  Wysokos¢, szerokos¢ oraz liczba pedéw krze-

WOW Z in vitro, w poréwnaniu do rozmnazanych

ex vitro, byly istotnie wyzsze dla wiekszosci

ocenianych genotypow agrestu.

Potwierdzono skutecznos¢ techniki AFLP w

detekcji stopnia zmiennosci somaklonalnej u

agrestu, generowanej w procesie rozmnazania

in vitro.

3. Odmiany “Captivator’, ‘Invicta’, ‘Hinnonmaki
Rot’ i ‘Resika’ wykazuja stabilnos¢ genetyczng
w kulturach in vitro. Zastosowanie opracowa-
nej metody mikrorozmnazania agrestu pozwa-
la uzyskac rosliny jednorodne genetycznie.

4. Odmiana ‘Hinsel’ charakteryzuje sie wyzszym
stopniem zmiennosci w kulturach in vitro.

8]

Badania finansowano ze srodkow projektu
MRiRW: Badania podstawowe na rzecz poste-
pu biologicznego w produkcji roslinnej na pod-
stawie rozporzqd=enia MRiRW = dnia 29 lipca
2015r (Dz. U. poz. 1170, = pézn. zm.). Zadanie
nr 79
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Oryginalny artykut naukowy

Wielkopakowiec porzeczkowy (Cecidophyopsis ribis), jest jednym z najgrozniejszych szkodnikow porzeczki czarne;j.
Powoduje on deformacje pakow porzeczki czarnej i redukuje plon owocdw. Wybranie najkorzystniejszych markerow
molekularnych sprzezonych z odpornoscia na wielkopakowca porzeczkowego moze przyspieszy¢ proces hodowlany
i poprawic¢ skutecznos¢ przy wyborze genotypdw odpornych na te chorobg. Celem pracy byla analiza regiondw
genomu sprzezonych z odpornoscia porzeczki czarnej (Ribes nigrum) na wielkopakowca porzeczkowego poprzez
oceng stopnia polimorfizmu w grupach sprzezen obejmujacych regiony Ce i P i poszukiwanie nowych fragmentow
genomu regulujacych odpornosé na C. ribis. W wyniku analizy elektroforegramow z produktami reakcji CAPS,
zidentyfikowano 119 polimorficznych fragmentéw DNA, z ktorych wytypowano 100 do analizy sekwencji. W wyniku
sekwencjonowania uzyskano 9 specyficznych odezytéw na matrycach DNA odmian “Ceres’, *Ojebyn’, ‘Vir’, ‘Ores’,
‘Foxendown’, ‘Ben Finlay’ i ‘Bona’.

Slowa kluczowe: CAPS, Cecidophyopsis ribis, marker molekularny, porzeczka czarna,

Blackcurrant gall mite (Cecidophvopsis ribis) is one of the most dangerous pests of blackcurrant. It causes deformation
of blackcurrant buds and reduces fiuit yvield. The selection of the most favorable molecular markers coupled to resistance
to C.ribis, can accelerate the breeding process and improve efficacy when choosing genotypes that are resistant to this
disease. The aim of this study was to analyze genome regions conjugated with resistance of blackcurrant (Ribes
nigrum) to blackcurrant gall mite by assessing the degree of polymorphism in coupling groups, including the Ce
and P regions, and by searching for new genome fragments regulating C. ribis resistance. As a result of the analysis
of electrophoregrams with CAPS reaction products, 119 polymorphic DNA fragments were identified, out of which
100 were selected for sequence analysis. As the end product of sequencing, 9 specific readings were obtained on DNA
matrices of the varieties *Ceres’, ‘Ojebyn’, ‘Vir®, ‘Ores’, ‘Foxendown’, ‘Ben Finlay’ and ‘Bona’.

Key words: CAPS, Cecidophyopsis ribis, molecular marker, blackcurrant

Wstep

Wielkopakowiec porzeczkowy (Cecidophy-
opsis ribis), najgrozniejszy szkodnik w upra-
wie czarnej porzeczki, jest wektorem rewersji
porzeczki czarnej (BRV — Black Currant Rever-
sion Virus), ktéra redukuje plon, prowadzac
w konsekwencji do likwidacji plantacji (Pluta
i Zurawicz, 2002; Eabanowska i in., 2015).
Ograniczanie liczebnosci populacji wielkopa-
kowca porzeczkowego oraz pozyskanie odmian
porzeczki czarnej o zwiekszonej odpornosci
na szpeciela i BRV sg niezwykle istotne dla prak-
tyki ogrodniczej. Wiele jednostek naukowych
w Europie zajmuje sie badaniami nad identyfi-
kacja markeréw molekularnych, sprzezonych

z dwoma odrebnymi typami odpornosci Ce i P.
Zrédlem odpornosci typu Ce w w/w badaniach
jest agrest (R. grossularia) (Knight i in., 1974;
Brennan i in., 1993), a typu P — R. nigrum ssp.
Sibiricum (Anderson, 1971). W Instytucie Ogrod-
nictwa w Skierniewicach prowadzone sa bada-
nia dotyczace poszukiwania sprzezen miedzy
odpornoscia, a zlokalizowaniem warunkujacych
ja fragmentéw genomu na mapie genetycznej
porzeczki czarnej. Celem przedstawionych badan
prowadzonych w 2019 roku byla: ocena poli-
morfizmu w grupach sprzezen obejmujacych
regiony zwiazane z cechg odpornosci porzeczki
na C. ribis, oparta na metodzie sekwencjonowa-
nia.

Redaktor prowadzacy: Magdalena Szechynska-Hebda
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Material i Metody
Material badawczy

Badania przeprowadzono na roslinach 12 geno-
typow rodzaju Ribes (6 odpornych i 6 wrazliwych
na C. ribis), wytypowanych do badan na podsta-
wie danych literaturowych oraz analiz przepro-
wadzonych w ramach realizacji projektu w latach
2015-2019 (Tab. 1).

Metody badawcze

DNA z wytypowanych genotypow wyekstraho-
wano z mlodych liSci metodg Doyle i Doyle (1990).
Jakos¢ i koncentracje DNA w uzyskanych probach
okreslano na podstawie elektroforegramow w 0,8%

zelu agarozowym oraz w oparciu o pomiar wspol-
czynnikow ekstynkcji probki przy dlugosci fali
230, 260, 2801 320 nm (Gene Quant Pro Amersham
Pharmacia Biotech).

Na matrycy DNA wyekstrahowanego z badanych
genotypow rodzaju Ribes (Tab. 1) przeprowadzo-
no reakcje amplifikacji z kombinacjami starterow
SSR (Tab. 2) wytypowanych do badan w oparciu
o bazy danych (na podstawie lokalizacji regionow
blisko sprzezonych z QTL warunkujacymi odpor-
nos¢ na wielkopakowca porzeczkowego — Lg2";
LG4 1 LG6™ Brennaniin., 2008 i Mazeikiene i in.,
20127) oraz wyniki uzyskane w trakcie realizacji
projektu w latach 2015-2019.

Tabela 1
Table 1
Wrykaz genotypdéw rodzaju Ribes, wytypowanych do analiz molekularnych
List of genotypes of the genus Ribes selected for molecular analysis
Wrazliwa
Lp. Odmiana Rodowod Odporna’ Kraj
No. Variety Parentage Suscepribility Country
Resistant
1. Ores (Ojebyn = S24) = Ceres odporna Polska
2. Ceres (R. Dikuscha x Barchatnaja) * samozapylenie odporna Polska
3. Polares S$12/3/83 x EMB (1834)/113 odporna Polska
4 Foxendown Ben LomondD x (BC3 z agrestu x BC2 R. Glutino- odporna Szkocja
sum)
5. Vir nieznany odporna Rosja
6. Ben Finlay [(SCRIP10/9/13 x Ben Alder) x EM B1834-67] odporna Szkocja
7. Ben Hope Westra x (SCRI 238/36 = EM 21/15) wrazliwa Szkocja
8. Bona Ojebyn = (R.Dikuscha = Climax) wrazliwa Polska
9. Gofert Gotubka = Fertodi 1 wrazliwa Polska
10. Golubka R. Nigrum * R. Dikuscha. wrazliwa Rosja
11. Ojebyn Seedling selection of R Nigrum from north sweden wrazliwa Szkocja
12. Riasnaja nieznany wrazliwa Rosja
! dane z literatury
Tabela 2
Table 2

Wrykaz starteréw SSR uzytych do analiz molekularnych
List of SSR primers used for molecular analysis

Starter Sekwencja startera (5°-37) Lokalizacjana chromosomach

Primer Starter sequence (5°-37) Location on the chromosome
g1-GO6F/g2-JO8R AAAACACACATCTCTCACCCC ATAGCCCATGCCCATATTCA LG 2
g2-JO8F/g1-GO6R CGCCGAGCTCTAATCACTGT TCGAATCTGAACCACGATGA LG
g2-J08F/gl-BO2R CGCCGAGCTCTAATCACTGT CCATTGATTTGGTGAGGGT LG 2
g1-B02F/g2-JO8R CGCTTCATCGCTCTCCTCT ATA GCC CAT GCC CATATT CA LG
21-GO6F/gl1-BO2R AAAACACACATCTCTCACCCC CCATTGATTTGGTGAGGGT LG 2
21-B02F/gl-GO6R CGACTTCATCGCTCTCCTCT TCGAAT CTGAAC CAC GAT GA LG
el-O21F/g2-L17R TCTCTCCAACTGAGAAGGAAA GAGCTGTTIGCIGTTIGCCATA LG4
g2-L17F/el1-O21R TITGGAAAACCTCCCCTITTIT GATTTIGTTC TTG TGC AGC GA LG4
¢1-102F/g1-D11R TGAATA TCA GAC CGC CAT CA AAT CGAATG GAATCGTCC LG6™
gl-D11F/gl-I02R GAA GAC GACAAAGCCTCC TCCAAGAIGAAGCTT CIC LG6™

AAMATC

* Brennan i in. 2008; " Mazeikiene i in. 2012
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Mieszanina reakcyjna w przeprowadzonych
testach PCR zawierala: 10 ng DNA, 0,5U polime-
razy Taq Platinum® (Invitrogen), 10 < PCR-bufo-
ru, 1.5 mM MgCl,, 1,25 mM dNTP (Applied
Biosystems) i 0,35 uM startera SSR (zgodnie z zale-
ceniami producenta). Zastosowano profil termiczny
reakcji: wstepna denaturacja -94°C/2 min, 4 cykle
(denaturacja 94°C/50 s, przylaczanie startera
55-50°C/50 s (w kazdym kolejnym cyklu spadek
temperatury przylaczania o 1°C), wydtuzanie nici
DNA 72°C/60 s), 30 cykli (denaturacja 94°C/50 s,
przylaczanie startera 55-50°C/90 s, wydluzanie
nici DNA 72°C/60 s), wydtuzanie koncowe 72°C/10
min. Reakcje przeprowadzono w termocyklerze
Biometra Basic.

Produkty reakcji SSR-PCR poddano trawieniu
4 enzymami restrykcyjnymi (Tab. 3), ktore rozdzie-
lono w 2% zelu agarozowym, wybarwionym brom-
kiem etydyny, nastepnie charakterystyczne dla
analizowanych genotypdéw fragmenty DNA wyizo-
lowano z zeli agarozowych, przy uzyciu zestawu
komercyjnego FastGene Gel/PCR Extraction Kit
(Nippon Genetics), wedlug procedury dolaczonej
przez producenta.

Wyizolowane z zelu i oczyszczone fragmen-
ty DNA wklonowano do plazmidéw bakteryj-
nych (TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing
(Invitrogen). Nastepnie plazmidy umieszczono
w ukompetentnionych bakteriach E. coli One shot
TOP10 (Invitrogen), wedtug protokotu producenta.
Po wyselekcjonowaniu, wybrane kolonie bakteryj-
ne, zawierajgce plazmid z wstawionym fragmentem
DNA analizowanych genotypdw Ribes, przeniesio-
no na pozywke ptynng LB. Po inkubacji (37°C/16 h)
z zawiesiny bakterii, wyizolowano plazmid bakte-
ryjny przy uzyciu komercyjnego zestawu FastGene
Plasmid Mini Kit (Nippon Genetics).

Plazmidy bakteryjne zawierajace charaktery-
styczne fragmenty genomu wyznakowano w reak-
cji PCR z uniwersalnym starterem M13, stosujac
zestaw DTCS Quick Start Kit (Beckman Coul-
ter), a nastepnie poddano sekwencjonowaniu przy

Analize sekwencji przeprowadzono przy uzyciu
programu CEQ (8000) software v.9.0. Uzyskane
z odczytow kontigi ‘skladano’ przy uzyciu progra-
mu SeqMan (pakiet Lasergen v.7). Zréznicowanie
nukleotydowe sekwencji analizowano przy uzyciu
programu MegAlign (pakiet Lasergen v.7). Uzyska-
ne sekwencje DNA poréwnano z danymi NCBI
za pomoca programu bioinformatycznego blast-nt.

Do uzyskanych sekwencji DNA zaprojektowa-
no specyficzne oligonukleotydy (program kompu-
terowy PrimerSelect- pakiet Lasergen v.7).

Wyniki

Po zidentyfikowaniu polimorfizmow pomie-
dzy genotypami wrazliwymi/odpornymi na C.
ribis, uzyskane sekwencje analizowano za pomo-
cqg programu MegAlign (pakiet Lasergen v.7), aby
sprawdzié, czy mozliwe jest przeksztalcenie poli-
morfizmu w marker CAPS. Analiza, umozliwila
wytypowanie czterech enzyméw restrykcyjnych:
Pstl, Trull, Asel, Smal, ktére spelnialy nastepu-
jace zalozenia: dlugosci produktéw uzyskanych
po reakcji ciecia musialy pozwoli¢ na wyraznie
rozroznienie alleli, obecnos¢ maksymalnie trzech
miejsc ciecia w analizowanej sekwencji (Tab. 3).

Po przeprowadzeniu lacznie 1440 reakcji
amplifikacji PCR z 10 parami starterow flanku-
jacych regiony Ce i P w réznych kombinacjach
(Tab. 2), ktére poddano trawieniu przy uzyciu
wytypowanych enzyméw restrykcyjnych, w wyni-
ku analizy elektroforegramoéw, zidentyfikowano
119 polimorficznych fragmentéw DNA, z ktorych
do analizy wytypowano 100 sekwencji (Tab. 4).
W wyniku sekwencjonowania uzyskano 9 specy-
ficznych odczytéw o dlugosci od 351 do 490 pz
(Tab. 5).

Analiza poréwnawcza uzyskanych sekwencji
wykazala zréznicowanie uktadu sekwencji ampli-
konéw uzyskanych dla badanych genotypdw odpor-
nych 1 wrazliwych,  najprawdopodobniej
sklasyfikowanych jako polimorfizm jednonukle-
otydowy (SNP). Do uzyskanych sekwencji zapro-

uzyciu systemu CEQ (8000) Genome Analyzer jektowano  pojednej parze  specyficznych
(Beckman Coulter). oligonukleotydow (Tab. 6)
Tabela 3
Table 3
Wykaz enzymow restrykeyjnych uzytyveh do analizy CAPS
List of restriction enzymes used for CAPS analysis

Enzym Pochodzenie Rozpoznawana sekwencja Warunki reakeji Inaktywacja

Enzyme Origin Recognized sequence Reaction conditions Inactivation

Pstl Providencia stuarti 5°...CTGCAG...%° 37°C/ 16 h 80°C/ 20min

Trull Thermus ruber 5T TTAA .57 65°C/ 16 h 80°C/ 20min

Asel Vibrio species 57 ATTAA ¥ 37°C/ 16 h 65°C/ 20min

Smal Serratia marcescens 5°...CCC GGG...3° 30°C/ 16 h 65°C/ 20min
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Tabela 4
Table 4
Wykaz fragmentéw DNA wytypowanych do analizy sekwencji.
List of DNA fragments selected for sequence analysis.
Analizowane genotypy
Dhugosc Analyzed genotypes
Starter/enzym [Pz] £ 2y ) - =
_ L . ; @ z = = o g = =8
Primer/enzyme Fragmentow dna “ 2 2 k=] = 5 = = E = = =
Band size of dna fragments (bp) | 5 B | 3 5 = = = z s | = S| Z
- ot = 5 > ~ o) o] =
i m m o =
360 + + + + + + + + +
g1-GO6F/ 390 + | o+ + + + | o+
g2-JOSR/
Pstl 430 + + + + + + + + + + +
490 + + + + + +
g1-BO2F 300 - O o T T
g1-GO6R
Asel 340 + + + + + + + + + + + +
25 =+ -
o1-GOGE/ 350 + + + +
g2-JOSR/ 460 + + + + + + + + + + + +
Asel 510 + + + + + + + + - + + -
g1-BOZF/ 430 + + |+ |+ |+
g1-GO6R/
Smal 580 + + + + + + + +
1+ — fragment wytypowany do sekwencjonowania
Tabela 5
Table 5
Wykaz specyficznych sekwencji uzyskanych w wyniku sekwencjonowania
List of specific sequences obtained as a result of sequencing
. . Kombinacje starterow Wielkos¢ zsekwencjonowanego
I .. | Pochodzenie/genotyp s . . .
Lp. | Nazwa sekwencji Origin/ N Flankujacych regiony ce i p/enzym fragmentu dna
No. Sequence name Genogtv. . Primers flanking regions [Pz]
P ce and p/enzvime Dna band size [bp]
1 Seq.73 ‘Ceres’ g1-GO6F/g2-JO8R/ Pst] 363
2. Seq.74 ‘Ojebyn’ g1-GO6F/g2-JO8R/ Pst] 390
3. Seq.75 Vir? g1-GO6F/g2-JO8R/ PstI 490
4. Seq.76 ‘Ceres’ ¢1-GO6F/ g2-JO8R. Asel 351
5. Seq.77 “‘Ores’ o1-GO6F/g2-JO8R/ Asel 460
6. Seq.78 ‘Foxendown’ 21-GO6F/g2-JO8R/ Asel 462
7. Seq.79 Vir? g1-GO6Fg2-JO8R/ Asel 461
8. Seq.80 ‘Ben Finlay” g1-BO2F/ g1-GO6R/ Smal 435
9. Seq.81 ‘Bona’ g1-BO2F/ g1-GO6R/ Smal 436
Tabela 6
Table 6
Wrykaz sekwencji oligonukleotydéw specyficznych
List of specific oligonucleotide sequences
Lp. Oligonukleotyd . .
No.. Oligonucleotide Reverse Forvard
1. 273 CTCGCTGAGCGGATTTGGAT ACGGCGGTTAGGAAGGTGTGGGT
2. 274 CGATAGCGGGACTGTAAGAG TTATGAGCCCCAAAGCCCTAAG
3. 275 CGTGGTATGACATCAGACTACAC ACGGACTGGACCGGGAC
4. 276 TAGTGAAGAACGGAGCTCAGGAG TTTATTGCGGAGGGAGAGGCGCT
5 277 CCGACCATACTTGAGTCGTAATAG ACTGATTTCCCCCGAGCTCTTG
6 278 GAGGCTAAGAAGGACGTGTATGGG TAGGATGCTTCCCGTCAATACGA
7. 279 GCCGAGTTTCTGTATCGTGCA CGAATAAGTCAGGGCGCATAGGC
8. 2.80 TCTTGTCAACTCGGCTCCCAGACT CAGGGCAGAAAGCTGTGGAGGGAA
2.81 TGAGTTCATCGCCATCAGACATG GAAGGGCGAATGGAGGGCTGATAT
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Analiza regionow genomu sprzezonych z odpornoscig porzeczki czarnej (Ribes nigrum)...

Dyskusja

Ze wzgledu nacenne walory zdrowotne
porzeczki czarnej nacalym S$wiecie prowadzone
sa badania, ktorych celem jest znalezienie odmian
odpowiednich do uprawy w danych warunkach
klimatycznych, o podwyzszonej tolerancji na niska
temperature oraz choroby stanowigce zagrozenie
(gtownie rewersja porzeczki czarnej) i szkodniki
(wielkopgkowiec  porzeczkowy). Ograniczanie
liczebnosci populacji wielkopgkowca porzeczkowe-
go oraz pozyskanie odmian porzeczki czarnej
o zwiekszonej odpornosci naszpeciela iBRV
sa niezwykle istotne dla praktyki ogrodniczej.
Dotychczas zidentyfikowano, w oparciu o wyniki
prac genetyczno-hodowlanych, dwa odrebne typy
odpornosci na wielkopakowca (Brennan i in., 2008;
Mazeikiene i in., 2012), ktérych zrodlem jest agrest
(R. grossularia) (Knighti in., 1974) 1 R. nigrum ssp.
Sibiricum (Anderson 1971).

Wykorzystanie  markeréw  molekularnych
w hodowli  roslinnej zwieksza efektywnosc
konwencjonalnej hodowli, poprzez selekcje roslin
posiadajacych markery sprzezone zwaznymi
gospodarczo  cechami uzytkowymi (Gupta
1wsp.1999). Poszukiwanie i identyfikacja takich
markeréw ma na celu skrocenie cyklu hodowlane-
go, gdyz selekcje materiatu roslinnego mozna prze-
prowadzi¢ juz wstadium siewki, niezaleznie
od tego, w jakiej fazie rozwojowej rosliny ujawnia
sie dana cecha. W hodowli odpornosciowej poszu-
kujemy markeréw sprzezonych z cechami odporno-
sci, a do selekcji (MAS) wystarczajacy moze by¢
pojedynczy marker lub zestaw markerow sprzezo-
nych z ta cechs.

W 2019 roku kontynuowano badania dotyczace
oceny polimorfizmu w grupach sprzezeh obejmuja-
cych regiony zwiazane z cechg odpornosci, oparte
na metodzie sekwencjonowania. Dzialanie najpo-
pularniejszych sekwenatorow, wykorzystywanych
do badan naukowych idiagnostycznych, polega
na modyfikacji metody opracowanej przez Sangera
iCoulsona w1975 r. W badaniach dotyczacych
sekwencjonowania genomow rodzaju Ribes wyko-
rzystaliSmy sekwenator CEQ (8000) Beckman
Coulter. Metoda sekwencjonowania czesto stoso-
wana jest do analiz porownawczych (alignment)
iidentyfikacji  jednonukleotydowych  réznic
w obrebie tego samego fragmentu (SNP: Single
Nucleotide Polymorphism) (Bang iin., 2007; Thiel
iin., 2004). Poréwnania takie dostarczajg szczego-
towych informacji na temat podobiefstwa/zrozni-
cowania genetycznego, pochodzenia iewolucji
badanych organizmow.

Prowadzone w naszych badaniach wstepne

analizy poréwnawcze sekwencji DNA charaktery-
stycznych dla genotypow rodzaju Ribes zroznico-
wanych pod wzgledem odpornosci
na wielkopakowca  porzeczkowego  pozwolily
na poszerzenie bazy danych dotyczacych polimor-
fizmu odmian porzeczki podatnych iodpornych
dla potrzeb analizy regulacji zjawiska odpornosci
na wielkopakowca porzeczkowego C. ribis.

Analiza poréwnawcza zsekwencjonowanych
fragmentow DNA zidentyfikowanych w w/w geno-
typach wykazala silng homologie (88—90%)
z sekwencja nukleotydéow markera Ce zaprezento-
wang przez Brennana i wsp. (2008). Obecnie, bada-
nia naukowcow koncentruja sie na rozpoznaniu
sposobdéw dziedziczenia genéw odpornosci (Ce i P)
w genotypach uzyskanych w wyniku hybrydyzacji
gatunkéw, u ktorych stwierdzono ich wystepowa-
nie.

W naszej pracy rowniez poszukujemy marke-
row sprzezonych z genami odpornosci Ce i P, ktore
umozliwilyby charakterystyke genotypdéw rodzaju
Ribes, zroznicowanych pod wzgledem odpornosci.
Na obecnym etapie badan, przeprowadzone przez
nas wstepne badania weryfikujace wytypowane
sekwencje markerowe, nie potwierdzity ich przy-
datnosci do selekcji genotypow odpornych i wrazli-
wych na wielkopakowca porzeczkowego.

Whnioski

Wryniki badan dotyczace oceny polimorfizmu
fragmentow roznicujacych genotypy rodzaju Ribes
(odporne/podatne) uzyskane na matrycach DNA
roslin wybranych z kolekcji stanowia podstawe
bazy sekwencji sprzezonych zcechg odpornosci
na C. ribis.

Badania finansovwano ze srodkow projektu
MRiRW: Badania podstawowe na rzecz postepu
biologicznego 1w  produkcji  decvzja HOR.
hn.802.4.2019 = dnia 14.05.2019 r., Zadanie nr 78

Literatura

Anderson, M. M. (1971). Resistance to gall mite (Phytoptus
ribis Nal.) in the Eucoreosma section of Ribes. Euphytica
(20), 422-426.

Bang, H., Kim, S., Leskovar, D., King, S. (2007). Development
of a codominant CAPS marker for allelic selection between
canary vellow and red watermelon based on SNP in [vcope-
ne ff-cvclase (LCYB) gene. Molecular Breedin (20), 63-72

Brennan, R., Jorgensen, L., Gordon, S., Loades, K., Hackett, C.,
Russell, J. (2008). The development of a PCR-based
marker linked to resistance to the blackcurrant gall mite
(Cecidophyopsis ribis Acari: Eriophyvidae). Theor. Appl.
Genet. (118), 205-211.

45



BIULETYN IHAR Nr 291 /2020

Anita Kuras, Bogumita Badek

Brennan, R. M., Lanham, P. G., McNicol, R. J. (1993). Ribes
reeding and research in the UK. Acta Horticulturae (352),
267-275. hitps://doi.org/10.17660/ActaHortic.1993.352.38.

Dovle, 1. I., Doyle, I. L. (1990). Isolation of plant DNA from
fresh tissue. Focus (12),13-15.

Gupta, P. K., Varshney, R. K., Sharma, P. C., Ramesh, B.
(1999). Molecular markers and their applications in wheat
breeding. Plant Breed (118),369-390.

Knight, R. L., Keep, E., Briggs, I. B., Parker, J. (1974). Trans-
ference of resistance to black currant gall mite Cecidophy-
opsis ribis, from gooseberry to black currant. Ann. Appl.
Biol. (76),123-130.

Labanowska, B. H., Piotrowski, W., Gruchata, M. (2015).
Blackcurrant gall mite — Cecidophyvopsis ribis (Westw.),
harmfulness and possibility to control with fenpyroximate

46

(Ortus 05 SC). Prog. Plant Prot. 55 (3), 305-311.

Mazeikiene, I., Bendokas, V., Stanys, V., Siksnianas, T. (2012):
Molecular markers linked to resistance to the gall mite in
blackcurrant. Plant Breeding. (131),762-766.

Pluta, S., Zurawicz, E. (2002). Effect of reversion virus on the
vield and fruit size in blackcurrant Ribes nigrum L. Proce-
edings 8th International Symposium Rubus and Ribes.
Scotland, Dundee. July 2001. Acta Horticulturae 585 (1):
393-398.

Sanger, F., Coulson, A. R. (1975). A rapid method for determi-
ning sequences in DNA by primed synthesis with DNA
polymerase. J Mol Biol. 94(3): 441448,

Thiel, T, Kota, R, Grosse, I, Stein, N, Graner, A. (2004).
SNP2CAPS: a SNP and INDEL analysis tool for CAPS
marker development. Nucleic Acids Res; (32).e5.



BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI | AKLIMATYZACJI ROSLIN Nr 291 / 2020 : 47-52
E-ISSN: 2657-8913 DOI: 10.37317/biul-2020-PB84
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to apple scab and powdery mildew
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Celem badan byta ocena przydatnosci kilku odmian jabloni do hodowli nowych genotypow odpornych/mato podatnych
na parcha i maczniaka jabloni w oparciu o ich ogdlng (GCA) i specyficzna zdolnos$¢ kombinacyjna (SCA). Stopien
poraZenia siewek jabloni, stanowigcych potomstwo 11 genotypdw jabloni, krzyzowanych w ukiadzie czynnikowym:
24 x 47 — 4 odmiany mateczne (‘Alwa’, ‘Golden Delicious’, ‘Free Redstar’, ‘Gold Milenium’) i 7 odmian
ojcowskich (‘Glogierowka’, ‘Kronselka’, ‘Kosztela’, “McIntosh’, ‘Oliwka Zoétta’, ‘Malinowa Oberlandzka’, ‘Koksa
Pomaranczowa’) przez oba patogeny oceniono w lipcu 2019 r. Istotnie ujemna wartosc efektu GCA dla stopnia porazenia
siewek przez parcha jabloni oszacowano dla odmiany ‘Free Redstar’. Wskazuje to, ze odmiana ta jest donorem genow
warunkujacych ‘odpornos¢’ lub mata podatnosc na parcha jabloni u potomstwa. Istotnie ujemna wartos¢ efektu GCA
dla stopnia poraZenia siewek przez maczniaka jabloni oszacowano dla odmiany ‘Free Redstar’. Oznacza to, Ze genotyp
ten jest donorem gendw warunkujacych ‘odpornosé’ lub mata podatnosé na maczniaka jabloni u siewek. Negatywne
efekty SCA dla stopnia poraZenia siewek przez parcha jabloni uzyskano dla 3 rodzin mieszaricow: ‘Free Redstar’
x *MelIntosh’, *Alwa’ x ‘Malinowa Oberlandzka’ i ‘Alwa’ x ‘McIntosh’. Oznacza to, Ze w przypadku tych rodzin
genetyczne wspotdziatanie obu genotypow rodzicielskich warunkuje ‘odpornosé’ lub mata podatnosc roslin na parcha
jabtoni.

Slowa kluczowe: jablon, Malus domestica L., maczniak jabloni, parch jabloni

The aim of the study was to assess the suitability of several apple cultivars for breeding of new genotypes resistant/low
susceptible to apple scab and powdery mildew based on their general (GCA) and specific (SCA) combining abilities.
Infection degree of the apple seedlings, being the progeny of 11 cultivars crossed in the model: 24 x 7 — 4 maternal
cultivars (‘Alwa’, ‘Golden Delicious’, ‘Free Redstar’, ‘Gold Milenium’) and 7 paternal cultivars (‘Glogierowka’,
‘Kronselka’, ‘Kosztela’, ‘“McIntosh’, ‘Oliwka Zotta’, ‘Malinowa Oberlandzka’, ‘Koksa Pomaraficzowa’) by both
apple pathogens was evaluated in July 2019. Significantly negative value for the GCA effect for the infection degree
by apple scab was estimated for ‘Free Redstar’. This indicates that this cultivar is a good donor of genes responsible
for resistance to apple scab in the progeny. Negative value of GCA effect for susceptibility to powdery mildew was also
stated for ‘Free Redstar’. This means that this cultivar may serve as good donor of genes determining resistance/low
susceptibility to powdery mildew in its progeny. Negative SCA effects for resistance/low susceptibility to apple scab,
moreover, were indicated for 3 cross combinations: ‘Free Redstar’ x ‘McIntosh’, ‘Alwa’ x ‘Malinowa Oberlandzka’
and ‘Alwa’ x ‘McIntosh’. This indicates that genetic interaction of both parental genotvpes results in genetic
determination of resistance or high tolerance to apple scab in their progeny.

Key words: apple, apple scab, Malus domestica L., powdery mildew

Wstep

Jablon jest najwazniejszym gatunkiem roslin
sadowniczych klimatu umiarkowanego, dobrze
przystosowanym do uprawy w warunkach przy-
rodniczych Polski. Swiatowa produkcja jablek
wynosi ok. 70 milionéw ton. Wedlug szacun-
ku GUS, w 2019 r. produkcja jablek w Polsce
wyniosta 3 mln ton. Polska jest wiec najwiek-
szym producentem owocow tego gatunku w Unii
Europejskiej, a trzecim w $wiecie po Chinach
(35—40 mlIn ton) i USA (4,5-5 mln ton). W uprawie
jabloni w Polsce dominuja odmiany zagraniczne,

jak ‘Idared’, ‘Szampion’, ‘Jonagold” czy ‘Golden
Delicious’ (Kruczynska, 2008; Badowska-Czubik
iin., 2012). Warunkiem dalszego dynamicznego
rozwoju produkcji jablek w Polsce jest systema-
tyczne wdrazanie do uprawy towarowej nowych,
cennych odmian jabloni, ktore sa najwazniejszym
nosnikiem postepu biologicznego w produkcji
sadowniczej. Tylko takie genotypy umozliwiaja
wdrazanie innowacyjnych technologii uprawy
oraz zwiekszanie konkurencyjnosci i oplacalno-
sci produkeji jablek, przy zachowaniu wymogow
ochrony srodowiska i zasad produkceji bezpieczne]

Redaktor prowadzacy: Magdalena Szechynska-Hebda
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zywnosci. Dlatego hodowcy stale poszukuja
nowych odmian jabloni, lepszych od bedacych
w uprawie, ktére odznaczalyby sie kompleksem
wielu cech, czesto trudnych do pogodzenia ze soba,
ale decydujacych o wysokich walorach produk-
cyjnych i uzytkowych odmian, jak: zréznicowa-
na pora dojrzewania owocow, wysoka plennosc¢
1 jakos¢ deserowa owocow (podwyzszona zawar-
tos¢ ekstraktu, witaminy C i kwasowosci), atrak-
cyjna barwa i ksztalt owocow, zdolno$¢ owocodw
do dobrego i dlugiego przechowywania sie, slaba
sita wzrostu drzew oraz wysoka wytrzymatosé
drzew na mroz (Lewandowski i Zurawicz, 2007).
Rynek konsumencki w coraz wiekszym stopniu
zainteresowany jest odmianami o jednolitej barwie
skorki (zielone, zolte lub czerwone). Barwa czesto
decyduje o jakosci owocow, a w konsekwenciji i ich
cenie. Poszukiwane sa takze odmiany wykazu-
jace duzg zdolnos¢ do samodzielnego regulowa-
nia owocowania, bez koniecznosci przerzedzania
zawigzkow, tak aby plonowaly corocznie i obfi-
cie. Czynnikiem decydujacym o sukcesie w upra-
wie jabloni jest takze tworzenie nowych odmian
z wysoka odpornoscig lub malg podatnoscia drzew
na parcha jabloni (Venturia inaequalis), maczniaka
jabloni (Podosphaera leucotricha) i zaraze ogniowa
(Ervinia amylovora). Uprawiajac odporne odmia-
ny jabloni, producenci jablek moga obnizy¢ koszty
produkcji poprzez zmniejszenie liczby opryskow
w sadach. Jest to bardzo wazny problem, zwlaszcza
obecnie, gdy nastepuje znaczny spadek oplacalno-
sci produkcji jablek oraz duzy wzrost zainteresowa-
nia proekologicznymi metodami uprawy (Zurawicz
i in., 2004; Zurawicz i Lewandowski, 2011; Zura-
wicz iin., 2013).

Celem badan bylo okreslenie wartosci hodow-
lanej badanych form rodzicielskich poprzez
oszacowanie efektow GCA (ogdlna zdolnosé
kombinacyjna) i SCA (specyficzna zdolnos¢ kombi-
nacyjna) dla odpornosci roslin na parcha i macznia-
ka jabloni w oparciu o ocene potomstwa 28 rodzin
mieszancow.

Material i Metody

Przedmiotem badan byta populacja 2800 siewek
jabloni otrzymanych ze skrzyzowania 11 odmian
jabloni — 4 formy mateczne ¢ (odmiany o krot-
kim okresie juwenilnym — ‘Alwa’, ‘Golden Deli-
cious’, ‘Free Redstar’, ‘Gold Milenium’) i 7 form
ojcowskich < (odmiany”stare”, dzisiaj juz nie
uprawiane w Polsce na skale towarowg, ale znane
ze specyficznego, unikalnego smaku owocow —
‘Glogierowka’, ‘Kronselka’, ‘Kosztela’, ‘McIntosh’,
‘Oliwka Zoha’, ‘Malinowa Oberlandzka’, ‘Koksa
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Pomaranczowa’) (tab. 1). Badane siewki naleza
do 28 kombinacji uzyskanych z krzyzowan w ukla-
dzie czynnikowym (24 x £7) (tab. 2). Wszyst-
kie siewki byly zaszczepione na podkladce M.9.
Doswiadczenie polowe posadzono jesienia 2017
w kwaterze hodowlanej w Sadzie Doswiadczalnym
w Dabrowicach, w ukladzie losowanych blokow
kompletnych, w 4 powtoérzeniach, po 25 siewek
na poletku, w rozstawie 3,50 x 1,0 m. W dniach
08-12.07.2019 r. dla kazdej rosliny/siewki zostala
wykonana ocena stopnia porazenia siewek przez
parcha i maczniaka jabloni:

1. ocena stopnia porazenia siewek przez parcha
jabloni (Venturia inaequalis) wykonana byta
przy zastosowaniu skali bonitacyjnej (1-5) wg
Shay i Hough (1952) i Crosby i wsp. (1992),
gdzie poszczegdlne klasy oznaczaja: 1 — brak
makroskopowych objawéw infekeji na lisciach,
2 — matle plamy parcha na liSciach, grzyb nie
zarodnikuje, 3 — nieregularne chlorotyczne
Iub nekrotyczne plamy na lisciach, grzyb nie
zarodnikuje, 4 — niewielkie i nieliczne plamy
parcha na lisciach, grzyb zarodnikuje, 5 — duze
i liczne plamy parcha na lisciach, grzyb zarod-
nikuje,

ocena stopnia porazenia siewek przez macz-
niaka jabloni (Podosphaera leucotricha)
wykonana byla przy zastosowaniu skali boni-
tacyjnej (1-5) wg Boreckiego (1987), biorac
za podstawe powierzchnie lisci pokryta bialym
nalotem grzybni Podosphaera leucotricha.
Poszczegolne klasy oznaczaja: 1 — brak obja-
wow porazenia maczniakiem, pojedyncze
liscie pokryte nalotem grzybni, srednio 1%,
2 —od | do 10% powierzchni lisci pokrytej
nalotem grzybni, $rednio 5%, 3 —od 11 do 30%
powierzchni lisci pokrytej nalotem grzybni,
srednio 20%, 4 — od 31 do 50% powierzchni
lisci pokrytej grzybnia, srednio 40%, 5 —od 51
do 100% powierzchni lisci pokrytej grzybnia,
srednio 75%.

[

Analiza statystyczna. Uzyskane dane podda-
no analizie, ktéra przeprowadzono kilkuetapowo.
Na podstawie obserwacji kazdej cechy na pojedyn-
czych roslinach wyznaczono srednie arytmetyczne
dla kazdego powtérzenia. Srednie te uzyto do ich
wstepnego opracowania statystycznego metoda
jednoczynnikowej analizy wariancji wedlug ukla-
du losowanych blokow, w ktérym czynnikiem
sa rodziny mieszancow. Po stwierdzeniu istotnego
zréznicowania $rednich cech u badanych mieszan-
cow wykonano analize wariancji dla uktadu czyn-
nikowego (94 x <'7) na podstawie modelu stalego,
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w celu oszacowania efektow GCA i SCA oraz ilora-
zu $rednich kwadratow odchylen dla GCA i SCA
dla badanych cech. Szczegolowa analize istotnosci
efektéw GCA 1 SCA wykonano przy uzyciu proce-
dury jednoczesnej opartej na nieréwnosci Bonfer-
roniego. Wszystkie obliczenia, dotyczace estymacji
efektow GCA i SCA w powyzszym modelu, analizy
wariancji oraz szczegdlowego testowania jednocze-
snego wykonano za pomocg programu komputero-
wego SERGEN, opracowanego przez naukowcow
z Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu
(Calinski i in., 2003).

Wryniki i Dyskusja

Wykonano badania nad wartoscig fenotypowa
populacji siewek jabloni w oparciu o indywidualng
ocene ich porazenia przez parcha i maczniaka jablo-
ni. Przydatnos¢ wybranych 11 genotypéw (form
rodzicielskich) jabloni do programu krzyzowan
oceniono na podstawie ogdlnej (GCA) i specyficz-
nej (SCA) zdolnosci kombinacyjnej (Madry i Ubysz
-Borucka, 1982). Wedlug tych autoréw GCA jest
to srednia warto$¢ cechy ilosciowej w potomstwie
rozpatrywanej formy rodzicielskiej. Jest miarg
addytywnego dzialania gendéw na te ceche. SCA
jest interakcjg (wspoéldzialaniem) obu form rodzi-
cielskich ujawniang w ich potomstwie, w wyniku
pojedynczych kombinacji krzyzowan. Jest wyni-
kiem nieaddytywnego dzialania genéw (dominacji
1 epistazy) (Ubysz-Borucka i in., 1985).

W praktyce najwartosciowsze potomstwo pod
wzgledem pozadanej cechy uzyskuje sie w wyni-
ku krzyzowania form rodzicielskich, ktére odzna-
czaja sie istotnymi i pozytywnymi wartosciami
efektow GCA (Griffing, 1956 a, b). W naszych
badaniach genetycznych stwierdzono, ze wérod 11
genotypow rodzicielskich jabloni, tylko 3 odmia-
ny: ‘Free Redstar’, ‘Alwa’ i ‘Oliwka Zétta’ miaty
istotne (na plus lub minus) wartosci efektéw GCA
dla stopnia porazenia siewek przez parcha i macz-
niaka jabloni (tab. 1). Wyniki pokazuja, ze istotnie
rozne od zera wartosci efektow GCA dla stopnia
porazenia siewek przez parcha jabloni oszacowa-
no dla odmiany ‘Free Redstar’. Pomimo, ze byla
fo wartos¢ ujemna, ale dla hodowcy oznacza to,
ze genotyp ten jest donorem genoéw warunkujacych
odpornos¢ lub mala podatnos¢ na parcha jabloni
u potomstwa jabloni. Natomiast odmiany ‘Alwa’
i ‘Oliwka Z6lta’ mialy istotnie dodatnie efekty GCA
dla tej cechy. Odmiany te uzyte jako formy rodzi-
cielskie sa wiec donorami genéw warunkujgcych
podatnosc¢ na parcha jabloni u siewek jabloni. Istot-
nie ujemna wartos¢ efektow GCA dla stopnia pora-
zenia siewek przez maczniaka jabloni oszacowano

dla odmiany ‘Free Redstar’. Genotyp ten jest wiec
donorem genéw warunkujgcych odpornos¢ lub
malg podatno$¢ na maczniaka jabloni u potom-
stwa jabloni. Natomiast odmiana ‘Alwa’ miala
istotnie dodatni efekt GCA dla tej cechy. Odmiana
ta uzyta jako forma rodzicielska jest wiec donorem
genéw warunkujacych podatnos¢ na maczniaka
jabloni u potomstwa jabloni. Nasze wyniki znaj-
duja potwierdzenie w literaturze, ktora wskazuje,
ze genotyp ‘Free Redstar’ jest odmiang odporna
na parcha jabtoni (V,), zas genotypy ‘Alwa’ i ‘Oliw-
ka Z6lta’ s3 odmianami srednio podatnymi na tego
patogena (Rejman, 1994; Zurawicz, 2003; Lewan-
dowski i Zurawicz, 2007; Zurawicz i in., 2013).
W badaniach prowadzonych w latach 2004-2006
w warunkach polowych przez Lewandowskiego
i Zurawicza (2007), na odmianie ‘Free Redstar’
nie obserwowano zadnych objawéw maczniaka
jabtoni na lisciach i owocach. Genotyp ten jest
wiec odmiang odporng lub malo podatna na tego
patogena.

Zrdéznicowanie efektow SCA w obrebie bada-
nego ukladu krzyzowan $wiadczy o duzym
znaczeniu genetycznego wspoldzialania obu form
rodzicielskich w uwarunkowaniu cech w potom-
stwie (Baker, 1978). Zatem efekty SCA ujawniaja
sie tylko w niektorych kombinacjach krzyzowan
1 moga poprawiac lub pogarsza¢ wartos$¢ analizo-
wanych cech u potomstwa. Z literatury wiadomo,
ze wysokie wartosci efektow SCA, stwierdzone
w poszczegolnych populacjach mieszancowych,
dotycza najczesciej pojedynczych cech uzytko-
wych. Sprawia to, ze uzyskanie nowych odmian
o poprawionych kilku cechach jednoczesnie jest
bardzo trudne lub niemozliwe (Spangelo i in.,
1971; Hortynski, 1987; Simpson i Sharp, 1988;
Zurawicz i in., 1996; Madry i in., 2004; Masny
iin., 2008; Pluta i in., 2008). W naszych badaniach
nad zdolnoscia kombinacyjng 11 form rodziciel-
skich (4 matecznych i 7 ojcowskich) stwierdzono
istotne (dodatnie lub ujemne) wartosci efektow
SCA dla stopnia porazenia siewek przez parcha
1 maczniaka jabloni (tab. 2). Dla stopnia poraze-
nia siewek przez parcha jabloni, wartos¢ ujemnag
efektow SCA uzyskano dla 3 rodzin mieszancow:
‘Free Redstar’ x ‘Mclntosh’, ‘Alwa’ x ‘Malinowa
Oberlandzka’ i ‘Alwa’ x ‘Mclntosh’. Oznacza to,
ze w przypadku tych rodzin genetyczne wspol-
dzialanie obu genotypow rodzicielskich warunku-
je odporno$¢ lub mala podatnos¢ roslin na parcha
jabloni. Warto$¢ dodatniag efektow SCA dla tej
cechy uzyskano dla 6 rodzin mieszancow: ‘Free
Redstar’ x ‘Kosztela’, ‘Free Redstar’ x ‘Malino-
wa Oberlandzka’, ‘Gold Milenium’ = ‘Mclntosh’,
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‘Alwa’ x ‘Kronselska’, ‘Alwa’ x ‘Koksa Poma-
ranczowa’ i ‘Golden Delicious’ x ‘Oliwka Zolta’.
Zatem nalezy oczekiwad, Ze mieszance nalezace
do tych rodzin beda charakteryzowac sie podat-
noscig na parcha jabloni. Dla stopnia porazenia
siewek przez maczniaka jabloni, wartos¢ dodat-
nig efektéw SCA uzyskano dla 3 rodzin mieszan-
cow: ‘Gold Milenium’ x ‘Malinowa Oberlandzka’,
‘Alwa’ x ‘Kronselska’ i ‘Alwa’ x ‘Koksa Poma-
raficzowa’. Zatem nalezy oczekiwaé, ze mieszance
nalezace do tych rodzin beda charakteryzowac sie
podatnoscig na maczniaka jabloni.

Dotychczas nie prowadzono w Polsce badan nad
zdolnoscig kombinacyjna genotypow rodzicielskich
jabloni uzywanych w programach hodowli, o czym
swiadczy brak stosownej literatury. Literatura
zagraniczna dotyczaca tych zagadnien i dla tego
gatunku uprawnego jest takze bardzo ograniczona.

Badania takie wykonano jedynie w Rumunii (Dan
1in., 2015). Brak takich badan jest zwiazany glow-
nie z trudnosciami wykonania kompletnego progra-
mu krzyzowan (uktad dialleliczny lub czynnikowy)
i uzyskania duzej populacji siewek do oceny feno-
typowej. Ponadto bariera do prowadzenia tego typu
badan jest takze duza pracochlonnos$¢ wykonania
indywidualnej obserwacji, pomiaréw i oceny wielu
cech uzytkowych dla kilku tysiecy siewek. Zwia-
zane to jest roéwniez z duzymi nakladami finanso-
wymi.

Whioski

1. Wstepne wyniki badan pokazuja, ze bada-
ne genotypy rodzicielskie jabloni réznia sie
zdolnoscia kombinacyjna (efekty GCA i SCA)
pod wzgledem stopnia porazenia siewek przez
parcha i maczniaka jabloni.

Tabela 1
Table 1

Ocena efektow GCA dla stopnia porazenia przez parcha i maczniaka jabloni siewek 11 odmian jabloni krzyZowanych w
ukladzie czynnikowym (24 x Z£7), Dabrowice, 2019

Estimates of GCA effects for the infection level by apple scab and powdery mildew of 11 apple genotypes crossed in the
factorial design (24 x £'7), Dabrowice, 2019

Stopien porazenia siewek jabloni
Infection level of apple seedlings

Nr matk1
lub ojca o Parch jabloni Maczniak jabloni
Maternal Formy rodzicielskie Apple scab Powdery mildew
rnal Parental forms
or pate Ocena efektu Statystyka F dla Ocena efektu Statystyka F dla
No. glownego efektu glownego glownego efektu glownego
Main effect F statistics for the Main effect F statistics for the
evaluation main effect evaluation main effect
Analiza wzgledem form matecznych - <
Analysis in relation to maternal forms - =
1 Free Redstar 0,131%* 17.14 -0,064** 12.96
2 Gold Milenium 0,004 0,02 20,039 4384
3 Alwa 0,140%* 19.55 0,082%* 2116
4 Golden Delicious 0,013 0.18 0,021 144
Analiza wigledem form ojcowskich - =
Analysis in relation to paternal forms - -~
1 Glogieréwka 0,182 6,78 0,064 152
2 Kosztela 0,099 2,01 0,046 0,76
3 Malinowa Oberlandzka -0,038 0,30 0,079 233
4 Kronselska 0,157 5.05 0,064 152
5 Oliwka Zolta 0,287%* 16,79 0,048 0.86
6 Koksa Pomaraficzowa -0,063 0,82 -0,033 0.40
7 MelIntosh 0,055 0,63 0,079 233

Objasnienie: * - wartosci istotnie roine od srednie] wartosci ogolnej przy poziomie a=0,05

**_wartosci istotnie rozne od sredniej wartosci ogolnej przy poziomie a=0,01

Explanation: * - values significantly different from the average general value at the level of a = 0.05

** _values significantly different from the average general value at the level of a = 0.01
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8]

Oszacowane efekty GCA i SCA 11 form
rodzicielskich przyjmuja wartosci dodatnie
iujemne. Genotypy rodzicielskie jabloni uzyte
w krzyzowaniach w réznym stopniu przekazu-
ja odpornosc¢/podatnos¢ na parcha i maczniaka

jabloni u potomstwa siewek jabloni.

Badania finansovwvano ze srodkow projektu
MRiRW: Badania podstawowe na rzecz postepu
biologicznego w produlkcji roslinnej, decyvzja HOR.
hn.802.4.2019 = dnia 14.05.2019 r., Zadanie nr 71.

Tabela 2
Table 2

Ocena efektow SCA dla stopnia porazenia przez parcha i maczniaka jabloni siewek nalezacych do 28 rodzin mieszanco-
wych uzyskanych ze skrzyzowania 11 odmian jabloni w ukladzie czynnikowym (24 x £'7), Dabrowice, 2019

Estimates of SCA effects for the infection degree by apple scab and powdery apple seedlings belonging to 28 hybrid fami-
lies obtained from 11 apple genotypes crossed in the factorial design (24 x £7), Dabrowice, 2019

Stopien porazenia siewek
Infection level of apple seedlings
Parch jablom Maczniak jabloni
Nr rodziny Rodziny mieszaficowe Apple scab Powdery mildew
£ s | i | g | e
ﬂ:g;cf F sgtatistic; for ﬂ:ggﬁt F s?tatistic; for
the main effect the main effect

1 Free Redstar * Glogierowka -0,031 0,16 -0,196 7.19
2 Free Redstar = Kosztela 0,350%* 2031 -0,096 1,72
3 Free Redstar * Malinowa Oberlandzka 0.306=* 15,55 -0,146 398
4 Free Redstar « Kronselska -0,125 2,59 -0,096 1,72
5 Free Redstar » Oliwka Zolta -0,087 1,27 -0,196 7.19
6 Free Redstar » Koksa Pomaranczowa -0,106 1,87 -0,196 7.19
7 Free Redstar = McIntosh -0,306** 15,55 -0,096 1,72
8 Gold Milenium = Glogierowka 0,117 227 -0,096 1,72
9 Gold Milenium x Kosztela 20,186 5,72 20,071 0,94
10 Gold Milenium x Malinowa Oberlandzka 0,196 6.34 0,254* 12,18
11 Gold Milenium x Kronselska 0211 7.36 20,021 0,08
12 Gold Milenium x Oliwka Z6lta 0,173 497 0221 9,15
13 Gold Milenium = Koksa Pomaranczowa -0,142 334 -0,121 2,73
14 Gold Milenium = McIntosh 0,633** 66,44 0,029 0,16
15 Alwa = Glogierowka 0,022 0,08 0,204 7.86
16 Alwa x Kosztela 0,029 0,14 0,046 0,39
17 Alwa = Malinowa Oberlandzka -0,440** 32,12 -0,096 1,72
18 Alwa x Kronselska 0,254% 10,66 0,404%* 30,77
19 Alwa x Oliwka Zélta 0,009 0,01 0,179 6,06
20 Alwa = Koksa Pomaranczowa 0,422%* 2957 0,254* 1218
21 Alwa x McIntosh 0,278* 12,78 0,129 3,15
22 Golden Delicious = Glogierowka 0,126 2.63 0,154 449
23 Golden Delicious * Kosztela -0,193 6,17 -0,146 398
24 Golden Delicious * Malinowa Oberlandzka -0,062 0,63 0,079 1.19
25 Golden Delicious * Kronselzka 0,082 1,12 0,204 7.86
26 Golden Delicious x Oliwka Zélta 0,270% 12,05 0,096 1,72
27 Golden Delicious * Koksa Pomaranczowa 0,174 5,03 -0,121 2,73
28 Golden Delicious * McIntosh -0,049 0,40 0,154 449

Objasnienie: * - wartosci istotnie roine od sredniej wartosci ogolnej przy poziomie a=0,03

**®_wartosci istotnie rozne od sredniej wartosci ogolnej przy poziomie a=0,01

Explanation: * - values significantly different from the average general value at the level of a = 0.03

** _values significantly different from the average general value at the level of a = 0.01
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Wstepne wyniki oceny wybranych klonéw maliny
wiasciwej (Rubus idaeus L.) poszerzajacych
zmiennos¢ genetyczng pod wzgledem waznych
cech fenotypowych

Preliminary results of the evaluation of selected red raspberry (Rubus idaeus L.)
clones so as to extend existing genetic variability in terms of important phenotypic
features

Original research paper

Oryginalny artykut naukowy

Agnieszka Masny®=, Edward Zurawicz®, Jolanta Kubik®

Zaktad Hodowli Roslin Ogrodniczych, Instytut Ogrodnictwa, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice
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W pracy przedstawiono wyniki badan z roku 2019, czyli z pierwszego roku oceny klonow. Celem badan byto
okreslenie mozliwosci poszerzenia zmiennosci genetyceznej maliny wiasciwej (Rubus idaeus L.), istniejacej w zasobach
genetycznych Instytutu Ogrodnictwa, pod wzgledem takich cech biologicznych, jak okres dojrzewania, atrakcyjnosé
(wyglad), wielkos¢ i masa owocow, wytwarzanie kolcow przez rosliny, sifa wzrostu i zdrowotnosé krzewdw. Badaniami
objeto najbardziej wartosciowe genotypy wyselekcjonowane z populacji 2640 siewek pokolenia F,, otrzymanych
ze skrzyZzowania w ukltadzie diallelicznym, wg IT metody Griffinga (Griffing, 1956) 10 odmian maliny (‘Canby’, ‘Glen
Ample’, ‘Laszka’, ‘Polana’, ‘Polka’, ‘Radziejowa’, ‘Schénemann’, ‘Sokolica’, ‘Veten’ i *Willamette®). Uzyskane
wyniki badan potwierdzily, Ze mozliwe jest poszerzenie zmiennosci genetycznej przy zastosowaniu metod hodowli
konwencjonalnej, a takZe polaczenie w jednym genotypie takich cech maliny, jak zdolnos¢ do wytwarzania wysokie;
jakosci owocow, wydinzone letnio-jesienne owocowanie i bezkolcowosc pgdow.

Slowa kluczowe: genotypy maliny czerwonej, hodowla konwencjonalna, hodowla krzyzéwkowa, hodowla tworcza
maliny, hybrydyzacja, selekcja,

The aim of the study was to determine the possibility of extending the genetic variability of red raspberry (Rubus
idaeus L.) stock existing in the genetic resources of the Research Institute of Horticulture in terms of such biological
characteristics as ripening time, attractiveness (appearance), size and weight of fruit, spine production by plants, growth
vigour and health of shrubs. The paper presents the results of research from 2019, i.e. the first yvear of clone evaluation.
The study includes the most valuable genotypes selected from a population of 2640 seedlings of the F, generation,
obtained from hybridization made in a diallel system, according to the Griffing II method (Griffing, 1956) of 10
cultivars of raspberry (‘Canby’, *Glen Ample’, ‘Laszka’, ‘Polana’, ‘Polka’, ‘Radziejowa’, ‘Schénemann’, ‘Sokolica’,
‘Veten’ and “Willamette®). The obtained test results confirmed that it is possible to broaden genetic variability using
conventional breeding methods, as well as to combine in one genotype such features of raspberrv as the ability
to produce high quality fruit, extend summer-autumn fruiting and produce spineless shoots.

Key words: conventional breeding, creative raspberry breeding, cross breeding, hybridization, red raspberry genotvpes,
selection

Wstep

Owoce maliny wlasciwej (Rubus idaeus),
potocznie zwanej czerwona, nalezg do grupy
najbardziej delikatesowych owocow s$wia-
ta, o bardzo wszechstronnym wykorzystaniu.
Sa wysmienite jako sSwieze owoce deserowe
i doskonale na dzemy, kompoty, soki, mrozonki
i cenne dodatki smakowe do réznych wyrobow
(lody, czekolady, cukierki, herbaty itp.). Maliny
zawieraja wiele substancji odzywczych, niezbed-
nych do prawidlowego funkcjonowania organi-
zmu ludzkiego, jak witaminy A, B2 (ryboflawina),

B3 (niacyna), B6, B9 (kwas foliowy), C (kwas
askorbinowy), E i K, czy takie pierwiastki, jak
potas, magnez, wapf, sdd, zelazo i cynk (Burton
-Freeman i in., 2016). Wielka zaleta malin jest
ich niska kalorycznos¢, 100 g swiezych malin
to tylko 52 kcal. Ponadto owoce te, ze wzgle-
du na zawartos¢ kwasu elagowego (Markow-
ski i Plocharski, 2011), charakteryzujacego sie
wiasciwosciami antybakteryjnymi, wspomagaja
leczenie przeziebien i grypy. Znane jest rowniez
ich dzialanie antyoksydacyjne, antykancero-
genne i przeciwdzialajace wolnym rodnikom,
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dzieki duzej zawartosci zwiazkéw fenolowych,
w tym antocyjanéw i elagitannin (Castilho Maro
1in., 2013; Burton-Freeman i in., 2016).

Polska od wielu lat jest czolowym w swie-
cie producentem i eksporterem malin — §wiezych,
mrozonych i ich przetworéw. W ostatnich latach
srednio rocznie produkujemy okolo 120 tys. ton
malin (w roku 2019, z uwagi na susze bylo to tylko
okolo 75 tys. ton) (GUS 2019). Polska jest wiec
najwiekszym w $§wiecie producentem tych owocow
(obok Serbii), a produkcjamalin caty czasrozwijasie.
W szybkim tempie ros$nie powierzchnia malin upra-
wianych pod ostonami wysokimi (uprawa sterowa-
na na zbidr przyspieszony i opdzniony). Duza czesc
malin produkowanych w Polsce dostarczaja odmia-
ny hodowli Instytutu Ogrodnictwa. Przez wiele lat
szczegolnie cenna byla ,powtarzajaca” odmiana
‘Polka” (Danek i Markowski, 2003; Danek 2012),
ktéra owocuje w okresie letnio-jesiennym. Oprocz
takich zalet, jak wysoka plennosé, dobra zimotrwa-
los¢, atrakeyjny ksztalt i wyglad oraz dobry smak
owocOw, odmiana ta posiada takze wady. Nalezy
do nich wysoka podatnos¢ roslin i owocow na wiru-
sa o nazwie Raspberry Bushy Dwarf Virus (RBDV),
ktéry powoduje krzaczastg karlowatos¢ roslin oraz
nieréwnomierne dojrzewanie i deformacje owocow,
zwane tez rozpadaniem sie owocow maliny wlasci-
wej (Zurawicz i Ciedlinska 2005; Tzanetakis i in.
2007; Muster 2008). Wirus ten rozprzestrzenia sie
nie tylko z porazonym materialem roslinnym, ale
takze z pylkiem kwiatéw i poprzez zainfekowa-
ne nasiona. Nie ma mozliwosci zwalczania tego
patogena na plantacji, a straty z powodu porazenia
roslin sg duze i majg charakter narastajacy (Moore
1 Hoashi-Erhardt, 2012; Paszko, 2012; Paszko i in.,
2018). Wada roslin tej odmiany jest tez silna kolco-
watos¢ (kolczastos¢) pedow. Cecha ta znaczaco
utrudnia prace pielegnacyjne, a zwlaszcza zbior
owocow. Za wade odmiany ‘Polka’ uznaje sie tez
intensywnie czerwona barwe skorki jej owocow.
Powoduje to, Ze po krotkim okresie przetrzymywa-
nia, np. ekspozycji na pdétkach w supermarketach,
owoce ‘Polki’ stwarzaja wrazenie przejrzatych.

Informacje dostepne w literaturze fachowej
wskazuja, ze sa juz genotypy maliny wlasciwe]
o roznej porze dojrzewania owocdow, charakteryzu-
jace sie wytwarzaniem jasnoczerwonych owocow,
malg podatnoscig na RBDV, zroznicowanym termi-
nem dojrzewania i bezkolcowoscig pedow (Jones
1 McGavin, 2004; Moore i Martin, 2008). Oznacza
fo, ze mozliwe jest poszerzenie istniejacej zmien-
nosci genetycznej w obrebie gatunku Rubus idaeus
poprzez zastosowanie konwencjonalnych metod
hodowli. Jest wiec mozliwe uzyskanie nowych
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genotypow, laczacych w sobie rozne, pozadane
cechy biologiczne, w tym bardzo wazne z uzyt-
kowego punktu widzenia, jak zroéznicowana pora
dojrzewania, dobra jakos¢ zewnetrzna i wewnetrz-
na owocow, mala podatnosé/tolerancja roslin
na grozne choroby wirusowe, czy bezkolcowosc¢
1 w ten sposob wzbogacenie genetycznej i feno-
typowej réznorodnosci w obrebie gatunku Rubus
idaetis.

Celem badan jest sprawdzenie hipotezy
zakladajacej, ze w oparciu o uzyte w badaniach
odmiany i zastosowane techniki hodowli konwen-
cjonalnej, mozliwe jest poszerzenie istniejgce]
zmiennosci genetycznej w obrebie gatunku Ribes
idaeus 1 wykorzystanie jej jako zrodla genow
do tworzenia nowych odmian maliny czerwonej.
Prawdopodobiefstwo uzyskania takich innowacyj-
nych genotypdéw jest bardzo duze, poniewaz uzyte
w badaniach odmiany maliny pochodza z réznych
regionow swiata i ro6znia sie pod wzgledem bardzo
wielu cech biologicznych, co potwierdzajg wyniki
badan, réwniez polskich (Zurawicz, 2016a, 2016b,
2017, 2018; Zurawicz i in., 2017, 2018).

Materialy i Metody

Wyjsciowym materialem roslinnym w bada-
niach byla populacja mieszancow (siewek) pokole-
nia F,, otrzymanych w roku 2014 ze skrzyzowania
w ukladzie diallelicznym, wg IT metody Griffinga
(Griffing, 1956) dziesieciu odmian maliny wlasci-
wej. Wykaz oraz krotka charakterystyke tych
odmian zamieszczono w Tabeli 1, zas schemat
krzyzowan — w Tabeli 2.

Badana populacja siewek rosla w doswiadcze-
niu na polu doswiadczalnym Sadu Pomologicz-
nego Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach.
Doswiadczenie to zalozono wiosng 2015 roku
w ukladzie blokéw losowych, w czterech powtorze-
niach, z 12 roslinami na poletku, w rozstawie 0.4 m
x 2,0 m. Lacznie bylo to 2640 siewek, nalezacych
do 45 rodzin mieszancow, otrzymanych w wyni-
ku kontrolowanych krzyzowan form rodziciel-
skich oraz do 10 rodzin mieszancéw, otrzymanych
na drodze samozapylenia tych form. Pielegnacja
roslin w do$wiadczeniu byla zgodna z zalecenia-
mi dla plantacji produkcyjnych maliny wiasciwej
w Polsce.

W latach 2016-2017 oceniono wszystkie
mieszance (siewki) i ich formy rodzicielskie pod
wzgledem nastepujacych cech: plonowanie (typ
owocowania), wybrane cechy owocow (wyglad
czyli atrakcyjnos¢ i wielkos¢), masa owocow,
sila wzrostu roslin, pokroj roslin oraz kolczastosé
pedow.
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Tabela 1
Table 1
Wrykaz oraz kroétka charakterystvka odmian uzytych w programie krzyZzowan
List and brief description of the cultivars used in the crossing program
Obecnosé
_ Kraj . .. _ Podatnosé kolcow
Na;\\ 2 pochodz. Rodowdd ; Pora . Plennoéc w I?lk?s‘_: Ba.l'“-"«:i ?“ o na RBDV na pedach
odmiany X : dojrzewania S OWOCOW cOW :
S Country Pedigree L Productivity o . RBDV Presence
Cultivar name C = Ripening time i Fruit size Fruit colour e ;
of the origin = susceptibility of spines
on shoots
Canby* USA V?kmg 3 _dosc wysoka érednie ZYW? czer podatna +
“ Lloyd George wezesna “ wone
Glen Ample* UK Brak infor- Srednio-weze- wysoka duze JASHO CZ87 - hato podatna -
macji sna wone
. . jasno
Laszka* POL 80408 = 80192  wczesna wysoka bardzo duze ) podatna +
czerwone
Heritage x polowa Z}r“::;riier_
*k ; _ 3¢ W : i o +
Polana POL Eva Herbster- VIII dos¢ wysoka srednie 2 silnym poly- malo podatna
nte o y
skiem
Au ZYWO CZerwo
155 + i / : i s _
Polka** POL Bliss + Lloyd Virvit wysoka r edr_ue ne z silnym bardzo po +
George + R. J 1 duze o datna
S potyskiem
crataeifolius
wezesna ZyWo czer
Radziejowa* POL 92271 = 96221 (druga polowa dosc wysoka duze - B podatna +
wone
VD)
Schénemann* GER Lloyd Georg ba}"{’:lzo wysoka bardzo duze c1em{:lo— malo podatna +
Preussen pozna - czerwone
Sokolica* POL 96131 x 96221  “redmio wysoka duze Jasno czer- podatna +
wezesna wone
. - . ) czerwone
Asker % srednia do wy- srednie o
Veten NOR Lioyd George wezesna sokiej  duze 1 meifmo malo podatna
; czerwone
Willamette* USA Lloyd (_}eorge pozna wysoka duze ZYW? cezer toleran- +
* Newburgh “ wone cyjna
Objasnienie: * — odmiana tradvcyjna (letia); ** — odmiana ,, powtarzajgca” (letnio-jesienna)
Explanation: * - traditional (summer) cultivar; ** - “repeating” cultivar (summer-autumn)
Tabela 2
Table 2
Schemat krzyzowania wybranych form rodzicielskich maliny wla$ciwej
Diagram of crossing of selected raspberry parental forms
Canby | GlenAmple | Laszka | Polana | Polka | Radziejowa | Schonemann | Sokolica Veten Willamette
Canby XX X X X X X X X
Glen Ample XX X X X X X X
Laszka XX X X X X X
Polana XX X X X X
Polka XX X X X
Radziejowa XX X X X
Schénemann XX X X X
Sokolica XX X X
Veten XX X
Willamette XX

Objasnienie: @

Explanation: 2 - maternal form, & - paternal form; x - straight crossing, xx - selfing

- forma mateczna, £ - forma ojcowska; x — krzyZowanie wprost, xx — samozapylenie
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W wyniku przeprowadzonej oceny roslin

w doswiadczeniu, oznaczono (wyselekcjonowano)

siewki najbardziej wyrézniajace sie pod wzgledem

ocenianych cech, mogace poszerza¢ zmiennosc
genetyczng, zachowywana w zasobach genowych
maliny Instytutu. W roku 2017 dokonano rozmno-
zenia (rozklonowania) wyselekcjonowanych geno-
typow, w taki sam sposob rozmnozono ich formy
rodzicielskie. Otrzymane klony oraz ich formy
rodzicielskie wiosng 2018 roku posadzono w kolek-
cji klonow, w Sadzie Pomologicznym Instytutu

Ogrodnictwa w Skierniewicach. Wszystkie klony

iich formy rodzicielskie byly reprezentowane przez

trzy rosliny, rosngce w rozstawie 0,4 m x 2,5 m.
Rok 2019 byl pierwszym rokiem pelnego

owocowania roslin w kolekcji klonéw izarazem

ich pierwszej szczegdlowej oceny. Obejmowala ona
takie cechy, jak:

— typ owocowania - L-odmiana letnia, J - odmia-
na jesienna, L-D - odmiana letnia dwupietro-
wa (majgca zdolnos¢ do wytworzenia owocow
takze w wierzcholtkowej czesci pedu pierw-
szego roku, owoce te moga stanowi¢ plon
handlowy), L-D-P - odmiana letnia dwupigtro-
wa pozna (majaca zdolno$¢ do wytworzenia
owocow takze w wierzcholtkowe] czesci pedu
pierwszego roku, ale owoce te powstajg bardzo
pozno, nie dorastaja i dlatego nie stanowia plonu
handlowego);

— wyglad owocow (wielkos¢ 1 atrakcyjnosé
uwzgledniajaca jednolitos¢ i regularnos¢ ksztal-
tu owocow, barwe i jej jednolitos¢, a takze
natezenie polysku) - ocena w skali bonitacyjnej
1-9, w ktorej 1 to najnizsza, zas 9 to najwyzsza
wartos¢ cechy;

— masa owocow - iloraz plonu iliczby owocow
w koncu drugiego tygodnia (dojrzewania) zbio-
row;

— obecnos¢ lub brak kolcow na pedach;

— wysokos¢ krzewow — pomiar najwyzszego pedu
w krzewie;

— zdrowotnos¢ krzewow — ocena w skali bonita-
cyjnej 1-3, wktore] 3 tonajwyzsza wartoS¢
cechy (najwyzsza zdrowotnosc).

Wyniki

Rezultatem wykonanej oceny bylo wskazanie 39
klonéw, ktore zdaniem oceniajacych, majg najwyz-
szy potencjal do poszerzenia istniejacej zmienno-
sci genetycznej maliny utrzymywanej w zasobach
genowych Instytutu. Ich wykaz, numery oraz wyni-
ki oceny wraz z wynikami analogicznej oceny form
rodzicielskich padano w Tabeli 3.

Jak pokazuja wyniki zawarte w Tabeli 3,
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oceniane klony bardzo réznia sie¢ pod wzgledem
ocenianych cech. Sposréd nich, tylko dziewied
genotypdow (23,1% populacji klonéw) to klony typo-
wo letnie (oznaczone w Tab. 3 literg L), owocujace
tylko w okresie wczesnego lata (czerwiec/lipiec).
Nieco wiecej, bo 14 klondéw (35,9%) to klony
o jesiennym charakterze owocowania (J), owocuja-
ce w miesiacach sierpien i wrzesief, a nawet jesz-
cze w pazdzierniku. Pozostale 15 klonow (38,5%)
fo genotypy jesienno-letnie (L-D, tzn. Letnie-
Dwupietrowe). Maja one zdolnos¢ do wydawania
OWoCcOW jesienig w gornej czesci wysokich pedow
miodych (tegorocznych) oraz zuwagi naswoja
wysokos¢, takze wczesnym latem w roku nastep-
nym, w dolnej czesci tych samych pedéw. Z morfo-
logicznego punktu widzenia takie genotypy mozna
nazywa¢ malinami dwupietrowymi, bo w pierw-
szym roku wydaja owoce w gornej czesci (goérne
pietro) pedu, awdrugim roku w dolnej czesci
(dolne pietro) tego samego pedu. Jednakze szes¢
klonéw z tej grupy zaliczono do podgrupy oznaczo-
nej w Tabeli 3 jako L-D-P, czyli Letnie-Dwupietro-
we-Pdzne. U tych klonéw owoce na gérnym pietrze
mlodego pedu powstaja pdéznym latem i dlate-
go naogol nie dojrzewaja. Do grupy genotypow
o takim charakterze wzrostu iowocowania zali-
czono tez cztery odmiany rodzicielskie badanych
klonéw, czyli “Veten’, ‘Canby’, ‘Laszka’ i ‘Sokolica’
oraz odmiane standardowa ‘Przehyba’. Wymienio-
ne odmiany z agrotechnicznego punktu widzenia
uznawane sg za odmiany typowo letnie, ale maja
zdolnos¢ do wytwarzania kwiatostanéw i zawiaz-
kéw owocowych na wierzchotkach mlodych (tego-
rocznych) pedéw.

Owoce ocenianych klonéw charakteryzuja sie
na ogo6t dobra zewnetrzna jakoscia, okreslang ich
atrakcyjnoscig i wielkoscia. Cechy te oceniano
w skali bonitacyjnej 1-9 i za wartosciowe uznano
jedynie te klony, ktorych owoce dla obu cechuzyska-
ty ocene co najmniej 6 w przyjetej skali bonitacyj-
nej, w trakcie dwukrotnej oceny. Wazng informacija
jest takze przecietna masa zbieranych owocow. Pod
tym wzgledem wyrdznialy sie klony o numerach
M-52, M-412, M-206, M-378, M-336, M-402 oraz
M-363, u ktérych srednia masa owocow byla wyzsza
niz 4 g. Owoce o najwiekszej masie wytwarzat klon
M-206, przecietna masa jego owocow to 6,2 g, byla
ona wyraznie wieksza niz przecietna masa owocow
rodzicielskiej odmiany ‘Glen Ample’ (5.7 g).

Oceniane klony roznily sie tez stopniem
kolczastosci pedow, ale tylko osiem genotypow
(20,5% populacji tych klonow) to klony bezkol-
cowe. Byly nimi klony o numerach M-217,
M-258, M-397, M-271, M-378, M-47 oraz M-255.
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Tabela 3
Table 3

Wrykaz i charakterystyvka najwarto$ciowszych klonéw, potencjalnie poszerzajacych zmiennos¢ genetyczna zasobow geno-
wych maliny wla$ciwej w Instytucie Ogrodnictwa (z uwzglednieniem odmian rodzicielskich / standardowych)

List and characteristics of the most valuable clones, potentially extending the genetic variability of red raspberry genetic

resources at the Research Institute of Horticulture (including parental / standard cultivars)

Typ Cechy owocbw Masa _

Nr owocowania (atrakeyjnosé, wielkosc) owocow Wysokosé de \\-ot_—' )
klonu Rodowad Ripening Fruit characters Fruit Kolee kizewdw | DO krzewow
Clone Pedigres type (atractiveness, size) =~ weight Spl?es Shrub height Shrub healthi-

number L. 11D, @ S (cm) ness
hpe | 15VI | 20.vII 201X = 1-3)
(a. w) (2. w) (a. w)

M-7 Polana * Schénemann L-D 7.7 6.5 38 + 135 3
M-104 Canby x Polana L-D 7,7 7,7 3.1 + 115 3
M-52 Polana = Sokolica i) 7.8 4.7 + 120 3
M-115  Polka x Radziejowa LD 8.8 7,7 8.7 2.7 + 150 2
M-42 Polka * Sokolica i) 8.7 32 + 115 25
M-57 Polka * Sokolica i 7,7 8.8 7.7 29 + 115 3
M-95 Laszka » Radziejowa g 8 33 + 205 2
M-164  Polka x Radziejowa LD 8,7 8.8 3.0 + 155 3
M-140 Polka xPolka i 7,7 7.7 7,7 35 + 60 3
M-217 Polka = Sokolica L 8.7 5.7 6.6 26 - 105 3
M-258  Glen Ample x Sokolica L 7.6 32 - 235 3
M-412 G;zg;?g‘l‘f; L 7.7 45 + 255 2
M-341 Laszka * Schénemann L-D-P 8.7 3.6 +/- 210 3
M-345 Canby x Polana LD 9,7 9.8 9.9 32 +- 215 25
M-410 Radziejowa x L 7,7 35 + 150 3

Schoénemann ; ;

M-311a  Glen Ample = Polana LD 6.6 28 +/- 180 3
M-397 Canby * Sokolica L-D-P 24 - 225 3
M-271 Laszka * Sokolica L 6.6 24 - 210 3
M-278  Radziejowa * Sokolica L 9.7 3.7 + 115 3
M-198 Radziejowa * Veten L-D-P 9.7 33 + 160 3
M-208 Radziejowa * Veten L 8.8 3.6 + 185 3
M-206  Glen Ample x Polka L-D-P 7.7 6.2 + 160 25
M-293 Polana x Sokolica i) 8.8 7.7 7.6 35 + 160 25
M-317  Glen Ample xPolana LD 8,7 8.8 37 + 180 2
M-378  Glen Ample x Polka i) 6.7 7,7 44 . 155 3
M-336 Polana x Sokolica i 9.8 6.5 43 + 110 3
M-388 Radziejowa * Veten L 8.9 39 + 190 2
M-14 Polana xVeten i 7.8 7.8 7,7 3.0 + 140 3
M-402 Laszka =Polka L-D-P 8.8 45 + 200 3
M-363  Radziejowa * Sokolica L-D-P 8.7 42 + 180 3

Objasnienie:

* - L-odmiana letnia, J - odmiana jesienna, L-D - odmiana letnia dwupietrowa (majgca zdolnos¢ do wytworzenia owocow takze w wierzchoi-
kowej czesci pedu pierwszego roku, owoce te mogq stanowic plon handlowy), L-D-P - odmiana letnia dwupigtrowa poZna (majgca zdolnosc
do wytworzenia owocow takie w wierzchotkowej czesci pedu pierwszego roku, ale owoce te powstajq bardzo poino, nie dorastajq i dlatego nie

stanowiq plonu handlowego).

**_ g-atrakcyjnosc owocow, w-wielkos¢ owocow; ocena w skali bonitacyjnej 1-9, w ktorej 9 to najwyzisza wartosé cechy.

oK

o

- iloraz masy owocow w kovicu drugiego tvgodnia (dojrzewania) zbiorow i liczby owocow
- zdrowotnos¢ krzewow w skali bonitacyjnej 1-3, w ktorej 3 to najwyzsza wartos¢ cechy (najwyisza zdrowotnosc).
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Tabela 3 cd.

Table 3 cd.

Wrykaz i charakterystyvka najwarto$ciowszych klonéw, potencjalnie poszerzajacych zmiennos¢ genetyczna zasobow geno-
wych maliny wlaSciwej w Instytucie Ogrodnictwa (z uwzglednieniem odmian rodzicielskich / standardowych)

List and characteristics of the most valuable clones, potentially extending the genetic variability of red raspberry genetic
resources at the Research Institute of Horticulture (including parental / standard cultivars)

Typ Cechy owo c.é\\-' N Masa o
Nr owocowania (atrakc_\_jnosc__ wielkosc) oWoCow Wysokoéé Zdl O“IOt__, )
Klonu Rodowdd Ripening Fer? characters .. Fruit ;{ c;xlfez kfze&\ré}\r gﬁﬁ:gﬁi\l‘_
Clone Pedigree type (atractiveness, size) weight (p_::__) Shrub height ness
number LILLD. [ isv1 | 20VII | 20IX (2 (cm) (13 ===
L-D-p* (a, w) (a. w) (a, w) =
M-74 Polka xVeten i 8.8 7,7 2.9 + 110 3
M-35 Polka =*Veten L-D 5.5 7,8 2.7 - 205 3
M-48 Polka * Sokolica i 8.7 7.6 2.9 + 140 3
M-433 Polka * Schénemann i) 8.7 7.7 34 + 130 3
M-26 Laszka x Polana L-D 7.7 7.7 8.7 23 + 160 3
M-47 Polka * Sokolica i 6,6 7.6 6,6 3.6 . 170 3
M-146 Laszka =Polka i) 7.7 3.7 + 160 3
M-111 Laszka x Polana LD 6.6 8.8 7.8 3.0 + 185 3
M-255 Glen Ample = Polka i) 7.7 2.5 - 100 3
Srednia nil:g;:;?él:::pulacji (@) 4.3 (W) 43 159
Polana I 7.6 6.6 6.6 3.0 + 125 2.5
Polka I 7.6 6.6 6.6 3.0 95 2
Veten L-D-P 7.7 2 220 3
Canby L-D-P 5.6 24 +/- 250 25
Przehyba L-D-P 7.9 45 + 225 3
Laszka L-D-P 7.8 3.5 + 225 2.5
Glen Ample L g 8 5.7 - 225 3
Heritage T 7.7 7.7 7.7 4.0 + 100 3
Poemat 7 7.7 7.6 6.5 35 + 150 3
Sokolica L-D-P 8.7 3 + 205 3
Radziejowa L 7.7 39 + 225 2.5
Objasnienie:

* - L-odmiana letnia, J - odmiana jesienna, L-D - odmiana letnia dwupietrowa (majgca zdolnos¢ do wytworzenia owocow takze w wierzchoi-
kowej czesci pedu pierwszego roku, owoce te mogq stanowic plon handlowy), L-D-P - odmiana letnia dwupigtrowa poZna (majgca zdolnosc
do wytworzenia owocow takZe w wierzchofkowej czesci pedu pierwszego roku, ale owoce te powstajg bardzo pdzno, nie dorastajq i dlatego nie
stanowiq plonu handlowego).

**_ g-atrakcyjnosc owocow, w-wielkos¢ owocow; ocena w skali bonitacyjnej 1-9, w ktorej 9 to najwyzisza wartosé cechy.

***_iloraz masy owocow w koricu drugiego tvgodnia (dojrzewania) zbiorow i liczby owocow

HEER _ zdrowomos¢ krzewow w skali bonitacyjnej 1-3, w krorej 3 to najwyisza wartosc cechy (najwyZsza zdrowotmosc).

00990

Fot. 1. R6Zna wielko$¢ i ksztalt owocow maliny wlasciwej
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Fot 2. Dwa typy pedéw maliny wlasciwej: kolcowe i bezkolcowe

Fot. 3. RozZnice w sile wzrostu pedoéw.

W grupie genotypow bezkolcowych byly
zarowno klony letnie, jesienne, jak 1 jesienno
-letnie czyli dwupietrowe, a takze rodzicielska
odmiana ‘Glen Ample’. Natomiast trzy klony,
oznaczone numerami M-341, M-345 1 M-311a
uznano za malokolcowe; w przypadku tych
klonoéw kolce wystepuja tylko w dolnej czesci
pedu, podobnie, jak u rodzicielskie; odmiany
‘Canby’.

Jak mozna bylo oczekiwad, oceniane klony
roznily sie tez pod wzgledem sily wzrostu pedow.
Najsilniejszym wzrostem odznaczaly sie klony
typowo letnie oraz dwupietrowe, a najslabszym —
jesienne. Wysokos¢ tych pierwszych osiggala lub
przekraczata poziom 200 cm, podczas gdy prze-
cietna wysokos¢ klonéw jesiennych oscylowala
w granicach 150 cm. Podobny wzrost stwierdzono

dla odmian rodzicielskich, ztym ze w tej grupie
odmian najstabiej rosly pedy jesiennej odmiany
‘Polka’, u odmiany tej przecietna wysokos$¢ pedow
wynosila jedynie 95 cm.

Ostatnig z ocenianych cech badanych klonéw
byla zdrowotnos¢ pedéw w krzewie. W przypadku
krzewoéw zdecydowanej wiekszosci klonow (79,5%
ich populacji), oceniana zdrowotnos¢ byta na pozio-
mie 3,0 (wedlug skali bonitacyjnej 1-3), a wiec nie
zaobserwowano widocznych symptomoéw pora-
zenia pedéw przez choroby czy szkodniki. Tylko
w przypadku osmiu klonéw (20,5% populacji
klonéw) zdrowotnos¢ ta byla na poziomie przeciet-
nym, czyli zawierala sie w przedziale 2,0-2.5 punk-
fu w przyjetej skali bonitacyjnej. W sposob dosé
zblizony oceniono pod tym wzgledem odmiany
rodzicielskie.
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Dyskusja

Poszerzanie istniejgce] zmiennoSci gene-
tycznej w obrebie gatunku Ribes idaeus
ma sens, jezeli w jednym genotypie mozliwe
jest polaczenie wielu cech biologicznych roslin,
ktore sa wazne z uzytkowego punktu widzenia.
Za cechy takie w przeprowadzonych badaniach
uznano typ owocowania badanych klonow,
atrakcyjnosc, wielkos¢ 1 mase wytwarzanych
owocow, kolczastos¢ pedow, site wzrostu krze-
woOw oraz ich zdrowotnos¢. Na to, ze polaczenie
takich cech w jednym genotypie jest mozliwe,
chociaz dos¢ trudne, wezesniej zwracali uwage
Jennings (1988), Jennings 1 McNicol (1991)
1 Daubeny (1996), chociaz autorzy ci nie prowa-
dzili szczegotowych badan w tym kierunku.
Trudnos¢ te tatwo wytlumaczyc¢ jednym z praw
Mendla, mowiacym, ze cechy dziedzicza
si¢ niezaleznie. Uzyskanie pozadanego celu,
zwlaszcza u roslin wieloletnich, wymaga wigc
szerokich programow krzyzowan z uwzgled-
nieniem znanych zrodel genow, duzych popu-
lacji siewek 1 czasu, a wigc duzych nakladow
finansowych.

Tymczasem to wlasnie odmiany jesienne domi-
nuja w uprawie maliny w Polsce, zwlaszcza ‘Pola-
na’ i ‘Polka’ (Danek, 2002). Obie wytwarzajg dobre]
jakosci owoce, ale posiadajg obfite i dos¢ agre-
sywne kolce. Kolczastos¢ pedow bardzo utrudnia
prace pielegnacyjne zwigzane z przywiazywaniem
pedow do konstrukcji wspierajacej (rusztowa-
nia) i ich usuwaniem po zbiorach owocow. Kolce
utrudniajg rowniez zbidr owocow, poniewaz moga
kaleczy¢ rece osob zbierajacych owoce, ale moga
takze uszkadza¢ owoce, w wyniku silnego kolysa-
nia owocujacych pedoéw przez wiatr, na co zwra-
cal uwage Daubeny (1996). W przypadku malin
jesiennych jest to o tyle istotne, ze plantacje takich
odmian sg prowadzone bez konstrukcji wspiera-
jacej rosliny, zapobiegajacej nadmiernemu koty-
saniu pedéw w czasie wietrznej pogody. Warto
przy okazji wspomnie¢, ze obecnie praktycznie
wszystkie odmiany jezyny, uprawiane komercyj-
nie w Swiecie to odmiany bezkolcowe, a ogromna
wiekszos¢ uprawianych odmian maliny czerwone]
to odmiany kolcowe. Sa wprawdzie juz odmiany
bezkolcowe, jak ‘Glen Ample’, ale udzial tej odmia-
ny w produkcji towarowej w Polsce ciggle nie jest
wystarczajaco wysoki.

Wryniki naszych badan pokazuja, ze w obre-
bie duzej populacji siewek i wyselekcjonowanych
klonéw mozna znalez¢ genotypy bezkolcowe,
owocujace w tym samym czasie co polskie odmiany
jesienne ‘Polka’, ‘Polana’, czy najnowsze ‘Poemat’

60

i ‘Polonez’, ale nie wytwarzajace kolcow. Nasze
bezkolcowe klony, letnie, jesienne, czy jesienno-let-
nie wytwarzaja dobrej jakosci owoce — atrakcyjne
w wygladzie i duze, i nie ustepuja pod tym wzgle-
dem odmianom rodzicielskim, ktére w naszych
badaniach stuza takze jako odmiany standardowe.

Jest rzecza oczywista, ze rosliny maliny czer-
wonej powinny odznacza¢ sie dobra sila wzrostu
imalg podatnoscig na choroby i szkodniki, ale takze
wysokim stopniem samoplodnosci, zwlaszcza
w przy uprawach w monokulturach odmianowych
1w uprawach pod ostonami na zbidr przyspieszony
lub opézniony (Keep, 1968; Daubeny, 1969, 1971;
Redalen, 1976; Colbert i de Oliveira, 1990; Zura-
wicz, 2016a, 2016b; Zurawicz, 2017; Zurawicz, 2018;
Zurawicz i in., 2018). Wprawdzie to ostatnie zagad-
nienie nie bylo przedmiotem badafn ocenianych
klonéw, ale takie badania bedg podjete w stosunku
do najbardziej perspektywicznych klondw.

Rok 2020 bedzie drugim rokiem pelnego owoco-
wania ocenianych klonéw, coumozliwi weryfi-
kacje wynikéw oceny uzyskanych wroku 2019.
Pozwoli to na wybdr tych klonow, ktére w najwyz-
szym stopniu bedg laczy¢ pozadane cechy uzytko-
we, i W ten sposob poszerzac istniejaca zmiennoscé
genetyczng zasobow genowych maliny wlasciwe;
Instytutu Ogrodnictwa.

Whioski

1. Efektywnos¢ krzyzowania uzytych w bada-
niach form rodzicielskich (odmian uprawnych)
maliny wlasciwej jest rozna, ale mozliwe jest
uzyskanie dostatecznie duzej populacji siewek
o zroznicowanych cechach biologicznych.
Mozliwe jest otrzymanie nowych genotypow,
poszerzajacych istniejacq zmiennos¢ genetycz-
na wobrebie gatunku Rubus idaeus metodq
hodowli konwencjonalnej przy wykorzystaniu
odmian uprawnych maliny wlasciwej, réznia-
cych sie pod wzgledem wielu cech biologicz-
nych.

Szczegolnie cennym elementem nowej zmien-
nosci jest polaczenie w jednym genotypie
takich cech biologicznych maliny wlasciwej,
jak  zdolnos¢ do owocowania W terminie
letnim, jesiennym i jesienno-letnim, ze zdol-
noscia do tworzenia pedoéw bez kolcow oraz
wytwarzaniem wysokiej jakosci owocow.

[

93]

Badania finansowano ze srodkéw projektu
MRiRW: Badania podstawowe na rzecz poste-
pu biologicznego w produkcji roslinnej, decyzja
HOR.Ihn.802.4.2019 = dnia 14.05.2019 r., Zada-
nie nr 73.
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Prace badawcze nad poszerzaniem zmiennosci genetycznej u truskawki na swiecie ukierunkowane sa glownie
na poprawe zewnetrznej i wewngtrznej jakosci owocow. Celem podjetych w Instytucie Ogrodnictwa badan byto
okreslenie mozliwosci zwigkszenia zawartosci substancji bioaktywnych (przede wszystkim polifenoli, antocyjanow
oraz kwasow organicznych) w owocach truskawki metoda hodowli konwencjonalnej. Na podstawie dwuletnie;
oceny fenotypowej sposrod 6097 siewek, otrzymanych w wyniku krzyzowan wewnatrz- i migdzygatunkowych
w obrebie rodzaju Fragaria, wyselekcjonowano 90 wartosciowych genotypow. W roku 2019 genotypy te oceniono
pod wzgledem plonu, masy, atrakevjnosci i jedrnosci owocow, a takze zawartosci w owocach ekstraktu, zwiazkow
fenolowych, antocyjanow i kwasu askorbinowego.

Stwierdzono, Ze najwigksze, najbardziej atrakcyjne i jedrne owoce wytworzyly klony T-201536-16 i T-201536-08
(*Clery’ » *Grandarosa’), T-201514-04 i T-201514-05 (*Candiss’ % ‘Panvik’) oraz T-201560-07 (*Onda’ * ‘Panvik’).
Najwigksza zawartoscia ekstraktu odznaczaly sie owoce genotypow T-201536-16 i T-201536-09 (*Clery’
% ‘Grandarosa’). Najwigcej zwiazkow fenolowych zawieraly owoce klonow T-201501-02 (*Alba’ x ‘Grandarosa’),
T-201512-04 (*Camarosa’ % ‘Panvik’) oraz T-201567-01 (*Patty’ % ‘Panvik’), zas antocyjanow - owoce klonow T-201514-
08 (‘Candiss’ * *Panvik’), T-201508-01 (*Alice’ x *Matis’), T-201517-05 (*Chandler® % ‘Matis’) oraz T-201580-01
(Fragaria chiloensis Del Norte * ‘Elsanta’). Najbardziej bogate w kwas askorbinowy byly owoce klonow T-201526-
05 (‘Cigaline’ * ‘Grandarosa’), T-201501-03 (‘Alba’ * *Grandarosa®), T-201536-15 (*Clery’ % ‘Grandarosa’) oraz
T-201567-01 (‘Patty’ * ‘Panvik’). NajwyzZsza faczna zawartoscia wszystkich analizowanych zwiazkow bioaktywnych
w owocach odznaczaly si¢ klony T-201514-08 (*Candiss’ * ‘Panvik’), T-201517-05 (*Chandler’ = ‘Matis’) oraz
T-201567-04 (*Patty’ * ‘Panvik’).

Slowa kluczowe: antocyjany, jakos¢ owocow, kwas L-askorbinowy, polifenole, truskawka

Research on widening genetic variation in strawberry around the world is focused mainly on improving external
and internal fruit quality. The aim of the research undertaken at the Research Institute of Horticulture was to determine
the possibility of increasing the content of bioactive compounds (polyphenols, anthocyanins and organic acids)
in strawberry by conventional breeding. Based on a two-year phenotypic evaluation, 90 valuable genotypes were
selected from 6097 hybrids obtained as a result of intra- and interspecific hybridization within the Fragaria genus.
In 2019, these genotypes were assessed in terms of fruit vield, weight, attractiveness and firmness, as well
as the content of the extract, phenolic compounds, anthocyanins and ascorbic acid in the fruit.

We found that the largest, most attractive and firmest fruits were produced by clones T-201536-16 and T-201536-08
(“Clery’ » ‘Grandarosa’), T-201514-04 and T-201514-05 (*Candiss’ % ‘Panvik’) and T-201560-07 (*Onda’ * ‘Panvik’).
The highest extract content was noted in the fruits of genotypes T-201536-16 and T-201536-09 (*Clery’ » ‘Grandarosa’).
The greatest number of phenolic compounds were encountered in the fruits of clones T-201501-02
(“Alba’ » *‘Grandarosa’), T-201512-04 (*Camarosa’ % ‘Panvik’) and T-201567-01 (‘Patty’ x ‘Panvik’), while the highest
anthocyanin levels were evident in the fruit of clones T-201514-08 (‘Candiss’ * ‘Panvik’), T-201508-01
("Alice’ x *Matis’), T-201517-05 (*Chandler’ * *Matis’) and T-201580-01 (Fragaria chiloensis Del Norte * ‘Elsanta’).
Moreover, the richest levels of ascorbic acid were in the fruits of clones T-201526-05 (*Cigaline’ * ‘Grandarosa’),
T-201501-03 (*Alba’ * *‘Grandarosa’), T-201536-15 (*Clery’ * ‘Grandarosa’) and T-201567-01 (*Patty’ * ‘Panvik’).
Finally, the highest total content of all analyzed bioactive compounds in fruits was noted for clones T-201514-08
(‘Candiss’ * ‘Panvik’), T-201517-05 (‘Chandler’ » ‘Matis”) and T-201567-04 (*Patty’ * ‘Panvik’).

Key words: anthocvanins, fruit quality, L-ascorbic acid, polyphenols, strawberry
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Wstep

Polska nalezy do grona najwiekszych produ-
centow i eksporteréw truskawek w Swiecie.
W ostatnich latach w naszym kraju produkuje sie
ok. 180-200 tys. ton tych owocéw (dane za lata 2013-
2018). Wedlug FAOSTAT (dane za 2017 r.), z takg
wielkoscia produkcji Polska zajmuje drugie miej-
sce w Europie i si6dme w $wiecie. Aby utrzymac
tak wysoka pozycje, prace badawcze nad popra-
wieniem jakosci truskawek powinny uwzgledniac
trendy europejskie, wsréd ktérych najwazniej-
sza jest obecnie poprawa jakosci zycia i zdrowia
mieszkancéw Europy. W sadownictwie szczegol-
ny nacisk ktadziony jest na poprawe wiasciwosci
odzywczych 1 prozdrowotnych owocow poprzez
zwiekszenie w nich zawartosci substancji bioak-
tywnych (Capocasa i in., 2008 a, b). Zwiazki te,
znane z wlasciwosci antyoksydacyjnych i antykan-
cerogennych, pelnig bardzo istotng role w diecie
czlowieka, zwlaszcza w zapobieganiu chorobom
nowotworowym, miazdzycy i cukrzycy oraz nadci-
snieniu tetniczemu (Baftino 1 in., 2009; 2017,
Miroficzuk-Chodakowska 1 in., 2011; Giampieri
11in., 2012; Bialasiewicz i in., 2014; Zasowska i in.,
2016). Szczegdlne znaczenie w profilaktyce tych
chorob przypisuje sie zwigzkom z grupy polifenoli,
flawonoidom i antocyjanom, kwasowi askorbino-
wemu oraz oligomerom kwasu elagowego - elago-
taninom (da Silva-Pinto i in., 2008; Kazimierczak
iin., 2009; Marques i in., 2010; Prymont-Przymin-
skaiin., 2016).

Truskawki, podobnie jak i inne owoce jagodo-
we, s uznawane za bardzo wazne zrodlo zwigzkow
bioaktywnych. Jednakze zawartos¢ tych zwiaz-
kéw w bardzo duzym stopniu zalezy od genotypu/
odmiany (Wang i Lewers, 2007). Bogate w zwiaz-
ki bioaktywne sa owoce odmian ‘Clery’, ‘Diana’,
‘Selvik” (Michalska i in., 2017), ‘Manille’, ‘Matis’,
‘Asia’, ‘Camarosa’, ‘Alice’, ‘Roxana’, ‘Madeleine’,
‘Cifrance’, ‘Patty’ i ‘Dora’ (Capocasa i in., 2008 b),
atakze ‘Alba’, ‘Sveva’, ‘Marina’, ‘Darselect’, ‘Elsan-
ta’, ‘Honeoye’ i ‘Panvik’ (EUBerry germplasm
database, 2014). Jednak znacznie wiecej zwigzkow
bioaktywnych, w poréwnaniu do wymienionych
odmian uprawnych z gatunku Fragaria = ananas-
sa, zawieraja owoce dzikich form F. chiloensis
i F. virginiana (Wang i Lewers, 2007; Diamanti
1 in., 2012). Wyniki niektérych badan wskazu-
ja, ze wykorzystanie puli genowej tych gatunkow
moze skutkowaé zwiekszeniem zawartosci zwigz-
kéw odzywezych i fitochemicznych w owocach
truskawki (Capocasa i in., 2008 a).

Celem podjetych badan bylo okreslenie
mozliwosci zwiekszenia zawartosci zwiazkow
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bioaktywnych (przede wszystkim polifenoli, anto-
cyjanow oraz kwasow organicznych) w owocach
truskawki metoda hodowli konwencjonalnej
W oparciu o ocenge mieszancow uzyskanych
w wyniku krzyzowan wewnatrz- i miedzygatun-
kowych wybranych form rodzicielskich nalezacych
do rodzaju Fragaria.

Material i Metody

Badania prowadzono w Instytucie Ogrodnic-
twa (IO) w Skierniewicach w roku 2019. Przedmio-
tem badan byly owoce 90 mieszancoéw (klondw)
truskawki, wyselekcjonowanych i rozmnozonych
w roku 2017 po dwuletniej ocenie 6097 siewek
pokolenia F,, uzyskanych w wyniku krzyzowan
wewnatrz- i miedzygatunkowych wybranych form
rodzicielskich z rodzaju Fragaria, odznaczajacych
sie wysoka zawartoscia w owocach skladnikow
bioaktywnych, gléwnie kwasu askorbinowego,
antocyjanow i polifenoli.

Doswiadczenie porownawcze zalozono jesienig
2017 roku w Sadzie Pomologicznym IO w Skiernie-
wicach na glebie ptowej, IV klasy bonitacyjnej, sred-
nio zasobnej w skladniki pokarmowe. Szczegdltowy
wykaz genotypdw wraz z ich rodowodami zamiesz-
czono w Tabeli 1. Kazdy z wyselekcjonowanych
genotypow reprezentowany byl przez 15 roslin,
posadzonych w jednym powtdérzeniu w rozsta-
wie 1,1 x 0,3 m, w kolejnosci zgodnej z numera-
cja wyselekcjonowanych pojedynkéw. Wszystkie
prace  uprawowo-pielegnacyjne  wykonywano
zgodnie z zaleceniami dla plantacji towarowych.

Dojrzewajace owoce kazdego klonu zbierano
sukcesywnie w miare ich dojrzewania (przepro-
wadzono lacznie 5 zbioréw owocow), a nastepnie
sortowano na owoce zdrowe i porazone przez szarg
plesh. W kazdym z terminow zbioréw oceniano
wagowo wielko$¢ plonu i mase owocow zdrowych,
zas bonitacyjnie - atrakcyjnos¢ i jedrnos¢ owocow,
uzywajac w tym celu skali 1-5, gdzie 1 oznacza
najnizsza wartosc, zas 5 — najwyzsza wartos¢ bada-
nej cechy. Oceniajac atrakcyjno$¢ owocOw zwracano
uwage zwlaszcza na ksztalt owocu i jego wyrowna-
nie (brak deformaciji), barwe skorki oraz jej polysk.
Po wykonaniu oceny plennosci i jakosci zewnetrznej,
wszystkie owoce zebrane w kazdym terminie zbioru
umyto, usunieto z nich kielich, zapakowano w indy-
widualne torebki strunowe i umieszczono w zamra-
zarce w temperaturze -25°C do czasu wykonywania
analiz. Po zakonczeniu zbioréw przygotowano proby
mieszane owocOw kazdego genotypu i przekazano
do Pracowni Przetwdrstwa i Oceny Jakosci Owocow
1 Warzyw Zakladu Przechowalnictwa i Przetworstwa
Owocow i Warzyw w celu wykonania podstawowych
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analiz skladu chemicznego owocow. Bezposred-

nio przed analiza owoce rozdrobniono za pomoca

mliynka Blixer 3. Stosowano staly CO, lub ciekty

N, w zaleznosci od wielkosci dostarczonej proby.

Powstala w ten sposéb srednia probka laboratoryjna

zostala podzielona na dwa powtorzenia technicz-

ne i poddana analizom chemicznym. W badanych
prébach oznaczono nastepujace skladniki:

1. Ekstrakt (ekstrakt ogolny): suma skladni-

kow substancji nielotnych do temperatury 100

oC, rozpuszczalnych w wodzie okreslona za

pomoca refraktometru (RE 50, Mettler Toledo,

Szwajcaria) wedlug normy PN-90 A-75101/02;

Zawartos¢ barwnikéw antocyjanowych (ANT)

- metoda réznicowego pH z zastosowaniem

spektrofotometru UV/Vis CARY 300E (Varian)

wedlug Giusti i Wrolstad (2001). Pomiar absor-
bancji przy dlugosci fali 520 nm. Zawartos¢
antocyjanéow wyliczono na podstawie molo-
wej absorbancji glukozydu-3-pelargonidyny

(22400) i masy molowej —433,2 g/mol, a wyniki

wyrazono w mg/100 g Swiezej masy owocow;

3. Zawartos¢ zwigzkéw fenolowych ogdlem
(TPC) oznaczono zmodyfikowana metoda
spektrofotometryczna (Tsao i Yang, 2003) przy
uzyciu odczynnika Folin-Ciocalteau. Ogdlna
zawartos¢ zwigzkéow fenolowych przy diugo-
sci fali 765 nm wyrazona zostala w mg kwasu
galusowego/100 g Swiezej masy owocu;

4. Zawartos¢ kwasu L-askorbinowego oznaczono
metodg wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej (Agilent 1200, detektor DAD) po ekstrak-
cji w 6% kwasie metafosforowym. Rozdzial
prowadzono przy uzyciu kolumny Supelco
LC-18 z prekolumna. Warunki elucji: 0,8 ml/
min, temperatura 30 oC, dlugos¢ fali 244 nm i
210 nm, faza ruchoma — 1% bufor fosforanowy
(K2HPO4) o pH=2,5 w przeplywie izokratycz-
nym. Wyniki wyrazono w mg/100 g swiezej
masy owocow.

-2

Wryniki i Dyskusja

Plonowanie badanych genotypéw bylo bardzo
zréznicowane; roznice dla poszczegoélnych geno-
typow wynosily od 104 do 2802 g/poletko (Tab.
). Przyczyna tak duzych roznic byly przede
wszystkim uszkodzenia przez przymrozki wiosen-
ne pakéw kwiatowych i kwiatéw u genotypow
odznaczajacych sie wczesng pora kwitnienia.
W okresie wiosennym 2019 roku odnotowano
spadki temperatury (mierzone na wysokosci 2 m
nad powierzchnia gruntu) do -1.2°C w dniach
10-11 kwietnia, do -3,6°C w dniach 15-16 kwietnia
oraz do -1,7°C w dniu 8 maja. Do grupy najlepiej

plonujacych genotypéw (powyzej 2 kg owocow
z poletka) zaliczono T-201506-01 i T-201506-02
(‘Alice’ x ‘Pink Rosa’), T-201510-02 i T-201510-04
(‘Asia’ x ‘Matis’), T-201511-01 (‘Asia’ x ‘Panvik’),
T-201526-01, T-201526-02 i T-201526-05 (‘Cigaline’
x ‘Grandarosa’) oraz T-201536-06 (‘Clery’ x ‘Gran-
darosa’). Dwie zwymienionych odmian ojcowskich,
‘Grandarosa’ i ‘Pink Rosa’, we wczesniejszych
badaniach prowadzonych w Instytucie Ogrodnic-
twa w Skierniewicach odznaczaly sie wysoka plen-
noscig (Masny i Zurawicz, 2015; Masny i in., 2015).
Jak wynika z przeprowadzonych wczesniej badan,
odmiany te sa nie tylko wysoce przydatne do uprawy
towarowej, ale sa rowniez dobrymi donorami cechy
wysokiej plennosci, ktora przekazuja potomstwu.

Ocena fenotypowa cech jakosci owocoéw bada-
nych klonéw (pomiar ich wielkosci, a takze ocena
bonitacyjna atrakcyjnosci i jedrnosci) pozwoli-
fa na wyodrebnienie najbardziej warto$ciowych
genotypow. Do klonéw o najwiekszych owocach
zaliczono: T-201536-07 (‘Clery’ x ‘Grandaro-
sa’; srednia masa 1 owocu 21,0 g), T-201525-01
(‘Cifrance” x ‘Panvik’; 18,0 g) oraz T-201536-16
(‘Clery’ x ‘Grandarosa’; 16,2 g). Najbardziej atrak-
cyjnymi owocami (ocena powyzej 4.5 w skali
1-5) w grupie badanych genotypéw odznaczaly
sie: T-201511-01 (‘Asia’ x ‘Panvik’), T-201536-04
oraz T-201536-16 (‘Clery’ x ‘Grandarosa’), za$
najbardziej jedrne owoce (ocena 5 w skali 1-5)
posiadaly klony: T-201501-03 (‘Alba’ x ‘Gran-
darosa’), T-201512-06 (‘Camarosa’ x ‘Panvik’),
T-201536-10 (“Clery’ x ‘Grandarosa’), T-201555-02
(‘Marmolada’ x ‘Grandarosa’) oraz T-201560-02
(‘Onda’ x “‘Panvik’). Bioragc poduwage caly kompleks
wymienionych cech jakosci owocow, za najbardziej
cenne uznano klony: T-201501-03 (‘Alba’ x ‘Gran-
darosa’), T-201511-01 (‘Asia” x ‘Panvik’), T-201512-
05 1 T-201512-06 (‘Camarosa’ = ‘Panvik’),
T-201514-04 (‘Candiss’ x ‘Panvik’), T-201526-
06 (‘Cigaline® x ‘Grandarosa’), T-201536-01,
T-201536-02, T-201536-05, T-201536-06, T-201536-
07 1 T-201536-09 (‘Clery’ x ‘Grandarosa’) oraz
T-201560-07 (‘Onda’ x ‘Panvik’).

Wymienione genotypy odznaczaly sie bardzo
atrakcyjnymi owocami: duzymi lub bardzo duzy-
mi, o stozkowatym lub sercowatym ksztalcie,
pomarafnczowoczerwonej lub intensywnie czer-
wonej barwie skérki z silnym polyskiem oraz
wysokiej jedrnosci. Owoce o takich cechach
sa szczegllnie pozadane przez konsumentow,
dlatego tez wysoka wizualna jakos¢ owocdw jest
jednym z glownych kierunkoéw prac hodowlanych
prowadzonych na calym swiecie (Roudeillac i Traj-
kovski, 2004), rowniez w Instytucie Ogrodnictwa.
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Tabela 1
Table 1
Plon i wizualna jako$¢ owocow 90 genotypow truskawki (Skierniewice, 2019)
Fruit yield and external fruit quality of 90 strawberry genotypes (Skierniewice, 2019)
Genotyp Rodowad Plon _owt_:cé\\-‘ M\i’se?glhf \;fofu Asz:)csgig : Ig'flm? scl
Genotype Parentage Prul(t gr3.)?1&1{:1 fruit Fruit . n;)i:‘- meSSI
= (2 attractiveness’
T-201501-01 Alba » Grandarosa 1414 10.63 44 43
T-201501-02 Alba » Grandarosa 819 9.53 3.7 48
T-201501-03 Alba » Grandarosa 1494 8.81 42 5.0
T-201506-01 Alice = Pink Rosa 2094 11,44 36 43
T-201506-02 Alice = Pink Rosa 2334 10.14 35 45
T-201508-01 Alice » Matis 827 6.70 3.0 3.8
T-201508-02 Alice * Matis 832 7.46 28 48
T-201508-03 Alice * Matis 530 8,25 28 4.7
T-201508-04 Alice * Matis 1608 10,51 4.0 4.1
T-201510-01 Asia % Matis 771 7,02 39 49
T-201510-02 Asia % Matis 2737 11,49 39 49
T-201510-03 Asia % Matis 1860 8,01 43 44
T-201510-04 Asia % Matis 2744 8,18 4.1 48
T-201511-01 Asia » Panvik 2802 10.96 4.6 48
T-201512-01 Camarosa * Panvik 617 7,90 36 43
T-201512-02 Camarosa * Panvik 1934 9.06 4.1 4.6
T-201512-03 Camarosa * Panvik 1934 10.61 35 48
T-201512-04 Camarosa * Panvik 1057 8,20 3.7 48
T-201512-05 Camarosa * Panvik 333 8,74 45 48
T-201512-06 Camarosa * Panvik 1016 8,23 4.0 5.0
T-201513-01 Candiss » Matis 626 8,89 4.0 4.1
T-201513-02 Candiss » Matis 680 6,09 4.0 4.7
T-201513-03 Candiss » Matis 373 6,80 39 45
T-201513-04 Candiss » Matis 1060 7.59 39 48
T-201513-05 Candiss » Matis 1067 9,92 3.7 43
T-201513-06 Candiss » Matis 1145 9.89 4.0 44
T-201514-01 Candiss * Panvik 2000 10.74 42 4.6
T-201514-02 Candiss * Panvik 1987 9.27 33 43
T-201514-03 Candiss * Panvik 1569 7,00 4.1 44
T-201514-04 Candiss * Panvik 1784 11,62 43 4.7
T-201514-05 Candiss * Panvik 628 11,80 45 4.6
T-201514-06 Candiss * Panvik 692 9,73 43 48
T-201514-07 Candiss * Panvik 472 8,73 4.0 48
T-201514-08 Candiss * Panvik 536 7,70 36 4.1
T-201514-09 Candiss * Panvik 561 10,95 3.8 45
T-201517-01 Chandler = Matis 734 10.65 39 45
T-201517-02 Chandler = Matis 672 8,71 4.1 4.6
T-201517-03 Chandler = Matis 1251 10,32 44 4.6
T-201517-05 Chandler = Matis 1282 5.3% 33 48
T-201524-01 Cifrance »* Matis 1333 8,05 4.1 4.7

Objasnienie: Ocena wediug skali bonitacyjnej 1-3, gdzie 1 oznacza najnizszq wartosc, zas 5 — najwyiszq wartes¢ badanej cechy.
Explanation: ‘Assessment according to the rating scale 1-3, where 1 is the lowest value and 5 - the highest value of the examined trait
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Tabela 1 cd.
Table 1 cd.
Plon i wizualna jako$¢ owocow 90 genotypow truskawki (Skierniewice, 2019)
Fruit yield and external fruit quality of 90 strawberry genotypes (Skierniewice, 2019)
Genotyp Rodowad Plon _owt_:cé\\-‘ M\i’se?glhf \;fofu Asz:)csgig : Ig'flm? scl
Genotype Parentage Prul(t gr3.)?1&1{:1 fruit Fruit . r;:‘-meSSI
= (2 attractiveness’
T-201524-02 Cifrance »* Matis 916 9.59 4.0 4.6
T-201525-01 Cifrance * Panvik 821 17.97 33 45
T-201526-01 Cigaline * Grandarosa 2294 8,10 4.1 49
T-201526-02 Cigaline * Grandarosa 2618 10,97 3.7 4.7
T-201526-03 Cigaline * Grandarosa 1010 7.59 36 4.6
T-201526-04 Cigaline % Grandarosa 1374 8.07 39 4.6
T-201526-05 Cigaline * Grandarosa 2143 7,70 4.0 45
T-201526-06 Cigaline * Grandarosa 840 9.96 45 4.7
T-201529-01 Cigaline * Matis 476 10,08 4.0 4.0
T-201536-01 Clery = Grandarosa 1103 9.08 42 48
T-201536-02 Clery = Grandarosa 1033 9,03 45 49
T-201536-03 Clery = Grandarosa 1208 7,13 43 48
T-201536-04 Clery = Grandarosa 671 10.81 4.6 4.6
T-201536-05 Clery = Grandarosa 997 9.44 43 4.7
T-201536-06 Clery = Grandarosa 2791 10.44 44 4.7
T-201536-07 Clery = Grandarosa 218 20.96 45 49
T-201536-08 Clery = Grandarosa 362 11,37 45 45
T-201536-09 Clery = Grandarosa 633 9,22 4.0 49
T-201536-10 Clery = Grandarosa 489 11,76 4.0 5.0
T-201536-14 Clery = Grandarosa 187 6,74 3.8 48
T-201536-15 Clery = Grandarosa 202 7,35 3.8 45
T-201536-16 Clery = Grandarosa 744 16,12 49 4.6
T-201536-17 Clery = Grandarosa 241 14,92 3.8 4.0
T-201537-01 Clery = Matis 226 10,23 35 42
T-201537-02 Clery = Matis 1031 9.16 4.0 43
T-201539-01 Darselect * Grandarosa 920 6,27 33 3.5
T-201555-01 Marmolada » Grandarosa 1170 8,18 3.0 43
T-201555-02 Marmolada » Grandarosa 996 8,79 33 5.0
T-201555-04 Marmolada » Grandarosa 952 7.83 43 44
T-201555-06 Marmolada » Grandarosa 1241 743 3.8 48
T-201555-07 Marmolada » Grandarosa 104 11,00 4.0 48
T-201555-08 Marmolada » Grandarosa 833 7,92 36 49
T-201555-09 Marmolada » Grandarosa 675 10.33 3.7 4.7
T-201560-01 Onda = Panvik 629 6,29 3.8 45
T-201560-02 Onda = Panvik 397 5,79 4.0 5.0
T-201560-04 Onda = Panvik 519 7.37 3.8 43
T-201560-05 Onda = Panvik 244 5,71 33 4.7
T-201560-07 Onda = Panvik 1563 11,44 42 48
T-201560-08 Onda = Panvik 1167 11,61 3.8 49
T-201567-01 Patty x Panvik 876 6,86 39 49

Objasnienie: Ocena wediug skali bonitacyjnej 1-3, gdzie 1 oznacza najnizszq wartosc, zas 5 — najwyiszq wartes¢ badanej cechy.
Explanation: ‘Assessment according to the rating scale 1-3, where 1 is the lowest value and 5 - the highest value of the examined trait
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Tabela 1 cd.
Table 1 cd.
Plon i wizualna jako$¢ owocow 90 genotypow truskawki (Skierniewice, 2019)
Fruit yield and external fruit quality of 90 strawberry genotypes (Skierniewice, 2019)

_ Rodowad Plon owocow Mas? L owocu An"al_cqqnﬁsc Jedrnosc

Genotyp - Weight of 1 OWOCOW o

- Parentage Fruit yield = ) OWOCOW

Genotype B (g:) fruit Fruit Fruit firmness’
= (2 attractiveness’

T-201567-02 Patty x Panvik 307 11,80 39 46
T-201567-03 Patty x Panvik 1070 8.27 4.1 48
T-201567-04 Patty x Panvik 1173 7.98 4.1 43
T-201571-01 Sophie = Pink Rosa 509 8,70 4.0 45
T-201571-02 Sophie = Pink Rosa 210 4.62 33 43
T-201571-03 Sophie x Pink Rosa 725 8.78 34 4.6
T-201580-01 E ¢hil. Del Norte x Elsanta 1046 3.56 32 43
T-201580-02 E ¢hil. Del Norte x Elsanta 649 3.61 28 43
T-201585-01 F. chil. Yaquina A * Matis 335 4.53 3.7 45
T-201590-01 F. chil. Yaquina B * Panvik 1408 4.49 27 43
Srednia dla wszystkich genotypow 1051 9.05 387 458

Average for all genotypes

Objasnienie: !Ocena wediug skali bonitacyjnej 1-3, gdzie 1 oznacza najnizszq wartosé, zas 5 — najwyziszq wartosé badanej cechy.
Explanation: ' Assessment according to the rating scale 1-3, where I is the lowest value and 5 - the highest value of the examined trait

Zawartos¢  ekstraktu  refraktometrycznego
(substancji rozpuszczalnych) w owocach 90 bada-
nych genotypdéw wahala sie od 5,3% do 12,7% (Tab.
2). Najwyzsza zawartos¢ ekstraktu (powyzej 11%)
wykazano w owocach klonéw: T-201508-03 (‘Alice’
x ‘Matis’), T-201517-05 (‘Chandler’ x ‘Matis’),
T-201536-09 i T-201536-16 (‘Clery’ x ‘Grandaro-
sa’), T-201567-01 1 T-201567-04 (‘Patty’ x ‘Panvik’)
oraz T-201580-01 (F. chiloensis Del Norte * ‘Elsan-
ta’). Nalezy podkreslié, ze owoce tych klonow
w naszych badaniach zawieraja wiecej cukrow
rozpuszczalnych w poréwnaniu z ocenianymi przez
Hasinga i wspoélautoréw (2013) owocami mieszan-
cow, otrzymanych w wyniku czynnikowego uktadu
krzyzowan (5 x 4), w ktérych stwierdzono zawar-
tos¢ ekstraktu na poziomie 5,1% do 9,9% oraz 6,5%
do 10.6%, zaleznie od sezonu. Podobnie Voca i in.
(2008), badajac sklad chemiczny owocéw siedmiu
odmian truskawki (‘Clery’, ‘Maya’, ‘Alba’, ‘Miss’,
‘Camarosa’, ‘Queen Elisa’ i ‘Elsanta’), wykazali
zawartosc substancji rozpuszczalnych na poziomie
od 6% dla odmiany ‘Maya’ do 10,1% dla odmia-
ny ‘Elsanta’. Poziom cukréw rozpuszczalnych
w owocach truskawki, przede wszystkim sacharo-
zy, glukozy i fruktozy, jest wazng cecha jakoscio-
w3, decydujaca o ich smaku (Cordenunsi iin., 2002;
Perkins-Veazie, 1995).

Zawarto$¢ kwasu askorbinowego w owocach
badanych klonéw wahatla sie od 24 do 106 mg/100 g.
Tak duze zroznicowanie tej cechy jest typowe pomie-
dzy odmianami uprawnymi truskawki (da Silva
-Pinto i in., 2008; van De Velde i in., 2013). Jednak
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z punktu widzenia zdrowia ludzkiego najcenniejsze
sa owoce o wysokiej zawartosci kwasu askorbino-
wego (Cruz-Rus i in., 2011). W naszych badaniach
najwyzszym poziomem kwasu askorbinowego
w owocach (powyzej 90 mg/100 g) odznaczaly
sie klony: T-201501-03 (‘Alba’ x ‘Grandarosa’),
T-201526-02 i T-201526-05 (‘Cigaline’ x ‘Grandaro-
sa’), T-201536-08 i T-201536-15 (‘Clery’ x ‘Granda-
rosa’), T-201537-02 (‘Clery’ x ‘Matis’), T-201539-01
(‘Darselect’ x ‘Grandarosa’), T-201555-02, T-201555-
08 1 T-201555-09 (‘Marmolada’ x ‘Grandarosa’)
oraz T-201567-01 1 T-201567-03 (‘Patty’ x ‘Panvik’).
Zawartos¢ tego skladnika w owocach wymienio-
nych klonéw jest zatem znacznie wyzsza od prze-
cietnej, wynoszacej okolo 60 mg/100 g swiezych
owocow (Miller i in., 2019). Wedlug Cruz-Rus
1 wspolautoréw (2011), jeszcze nizsza zawartoscia
kwasu askorbinowego (50 mg/100 g) charaktery-
zuja sie owoce odmiany ‘Camarosa’, bedacej forma
mateczna szesciu, sposrod 90 genotypow opisywa-
nych w niniejszej pracy.

Zawartos¢ antocyjanow w owocach wszystkich
badanych klonéw wahata sie od 8 do 70 mg/100 g.
Nalezy podkresli¢, ze bardzo wysoka zawartosc
antocyjanoéw w spozywanych owocach jest pozada-
na z uwagi na silne wlasciwosci przeciwutleniajace
tych zwigzkéw. W naszych badaniach zawartos¢
antocyjanow przekraczajaca 50 mg/100 g owocow,
stwierdzona zostala w owocach klonéw T-201508-
01 (‘Alice’ = ‘Matis’), T-201512-03 (‘Camarosa’
x ‘Panvik’), T-201514-02 i T-201514-08 (‘Candiss’
x ‘Panvik’), T-201517-05 (‘Chandler’ x “Matis”),



BIULETYN IHAR Nr 291 /2020

Mozliwosci poprawy jakosci owocow truskawki metodg hybrydyzacji wewnatrz- i miedzygatunkowey...

T-201567-04 (‘Patty’ x ‘Panvik’) oraz T-201580-01
(Fragaria chiloensis Del Norte x ‘Elsanta’). Swiad-
czy to o wysokiej wartosci prozdrowotnej owocow
wymienionych klonéow. Wedlug Voca i wspolauto-
row (2008), najmniej antocyjanow (sposrod siedmiu
badanych przez nich odmian truskawki) zawieraty
owoce odmiany ‘Elsanta’ (114,76 mg/kg), podczas
gdy najwyzsza zawartoscig tych zwigzkéw odzna-
czala sie odmiana ‘Camarosa’ (327,39 mg/kg),
bedaca forma mateczna jednego z wymienionych
wyzej mieszancow. Na bardzo wysoka zawartos¢
antocyjanéw w owocach odmiany ‘Camarosa’
(840,2 mg/kg), zwrocili rowniez uwage Garcia-Vi-
guera i wspolautorzy (1998).

Zawartos¢ zwiazkéw fenolowych w owocach
badanych genotypéw wynosita od 257 do 478
mg/100 g Swiezych owocodw. Najwyzszym pozio-
mem zwigzkoéw fenolowych w owocach (powyzej
430 mg/100 g) wyrdznialy sie genotypy: T-201501-02
1 T-201501-03 (‘Alba’ x ‘Grandarosa’), T-201512-04
1 T-201512-05 (‘Camarosa’ x ‘Panvik’), T-201567-
01, T-201567-02 1 T-201567-04 (‘Patty’ x ‘Panvik’)
oraz T-201585-01 (Fragaria chiloensis Yaquina A
x  ‘Matis’). Tak wysokiego poziomu zwigzkow
fenolowych wymaga sie zwlaszcza od owocow,
przeznaczonych na rynek owocow deserowych,
ze wzgledu na ich wysoka wartosé prozdrowotna.
Jednakze, mimo ogromnego znaczenia polifenoli
dla diety czlowieka, nadmierny poziom tych zwiaz-
kéw moze powodowac lekko cierpki smak truska-
wek i przez to obnizac¢ ich warto$¢ sensoryczna.
Z kolei dla owocéw przeznaczonych do przetwor-
stwa, wysoki poziom zwigzkéw fenolowych moze
wigza¢ sie z szeregiem problemow technologicz-
nych, a wiec najlepsze do tego celu sa owoce o $red-
niej zawartosci tych zwigzkow, ktora w przypadku
badanych klonow wynosita 360 mg/100 g swiezych
owocodw. W badaniach, przeprowadzonych przez
Palmieri i in. (2017), zawartos¢ fenoli w dojrzatych

truskawkach takze byla zalezna od odmiany
1 wynosita od 33,2 mg/100 g swiezych owocow
dla odmiany ‘Marmolada’ do 127.3 mg/100 g dla
odmiany ‘Eva’, a wiec znacznie mniej w pordwna-
niu z klonami wyhodowanymi w Instytucie Ogrod-
nictwa.

Biorgc pod uwage kompleks analizowanych
skladnikow bioaktywnych, za szczegdlnie cenne
klony uznano T-201510-02 (‘Asia’ x ‘Matis’),
T-201514-02 i T-201514-08 (‘Candiss’ x ‘Panvik’),
T-201517-05 (‘Chandler” x ‘Matis”), T-201526-
01 i T-201526-04 (‘Cigaline’ x ‘Grandarosa’),
T-201567-03 1 T-201567-04 (‘Patty’ x ‘Panvik’) oraz
T-201571-02 (‘Sophie’ x ‘Pink Rosa’), ze wzgle-
du na wysoka zawartos¢ w owocach zwiaz-
kéw fenolowych ogolem, antocyjanéw, a takze
kwasu askorbinowego. Ponadto, z uwagi na fakt,
ze zwigzki fenolowe oddzialywaja synergi-
stycznie na organizm czlowieka wraz z kwasem
L-askorbinowym (Kazimierczak i in., 2009),
do wartosciowych genotypow zaliczono takze
klony T-201501-02 i T-201501-03 (‘Alba’ x ‘Gran-
darosa’), T-201526-05 1 T-201526-06 (‘Cigali-
ne’ x ‘Grandarosa’), T-201536-04, T-201536-05,
T-201536-06, T-201536-14, T-201536-15 1 T-201536-
16 (‘Clery’ x ‘Grandarosa’) oraz T-201571-02
(‘Sophie’ x ‘Pink Rosa’), posiadajace owoce
o wysokiej zawartosci obu tych skladnikéw. Nale-
zy takze podkresli¢, ze cztery z wymienionych
klonéw (T-201501-03, T-201526-06, T-201536-05,
T-201536-06) odznaczaly sie rowniez wysoka jako-
scig zewnetrzng owocow. Mozna zatem oczekiwac,
ze owoce tych klondéw beda szczegélnie cenione
przez konsumentow ze wzgledu na ich wysokie
walory jakosciowe i prozdrowotne. Klony te moga
w przyszlosci da¢ poczatek nowym, cennym odmia-
nom, jezeli potwierdza swoje inne walory produk-
cyjne, w tym odpornos¢ lub matg wrazliwos¢ roslin
na stresy biotyczne i abiotyczne.

Tabela 2
Table 2

Sklad chemiczny owoc6éw 90 genotypow truskawki (Skierniewice, 2019)

Chemical composition of fruit of 90 strawberry genotypes (Skierniewice, 2019)

Zawartos¢ zwiazkow Zawartodd kwasu
_ Ekstrakt fenolowych Zawartos¢ antocyjanow ] = ) N
Genotyp . b . S L-askorbinowego
’ Extract Content of phenolic Content of anthocyanins - =
Genotype b Content of L-ascorbic acid
[%6] compounds [mg/100 g] [mg/100 g]
[mg /100 g] grve
T-201501-01 9.0 306 20 73
T-201501-02 93 478 20 89
T-201501-03 8.8 434 18 103
T-201506-01 7.9 265 42 52
T-201506-02 7.2 369 48 26
T-201508-01 9.0 322 5 39
T-201508-02 86 337 48 32
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Table 2 cd.

Sklad chemiczny owoc6éw 90 genotypow truskawki (Skierniewice, 2019)

Chemical composition of fruit of 90 strawberry genotypes (Skierniewice, 2019)

Zawarto$é zwiazkéw .. L Zawartos¢ kwasu
Genotyp Ekstrakt fenolowych ) Zawartos¢ antocyjanow L-askorbinowego
Genotype Ex;:ract Content of phenolic Content of fanﬂlocyanms Content of L-ascorbic acid
[%6] compounds [mg/100 g] [mg/100 g]
[mg /100 ¢] ST
T-201508-03 11.1 366 34 61
T-201508-04 8.9 201 39 60
T-201510-01 8.8 303 26 74
T-201510-02 8.7 372 50 71
T-201510-03 9.3 360 37 66
T-201510-04 7.2 208 31 41
T-201511-01 93 325 20 69
T-201512-01 9.0 383 35 44
T-201512-02 9.0 362 33 50
T-201512-03 7.5 391 55 58
T-201512-04 9.9 452 36 52
T-201512-05 10,2 433 46 45
T-201512-06 10,0 388 43 56
T-201513-01 9.8 348 24 39
T-201513-02 10.1 421 50 59
T-201513-03 9.6 358 38 54
T-201513-04 9.1 3%0 26 53
T-201513-05 8.6 362 41 46
T-201513-06 9.6 422 40 59
T-201514-01 8.0 304 27 61
T-201514-02 93 354 65 75
T-201514-03 9.1 322 33 71
T-201514-04 9.1 367 34 52
T-201514-05 11.0 356 41 75
T-201514-06 10,0 301 36 67
T-201514-07 9.2 321 23 61
T-201514-08 10.5 403 70 70
T-201514-09 10.1 397 40 65
T-201517-01 8.0 381 36 54
T-201517-02 8.6 328 32 55
T-201517-03 94 359 44 59
T-201517-05 11.2 390 54 81
T-201524-01 53 318 21 25
T-201524-02 10,5 344 37 84
T-201525-01 9.6 326 34 61
T-201526-01 7.8 407 33 83
T-201526-02 9.0 351 26 98
T-201526-03 10,0 319 23 83
T-201526-04 97 392 34 88
T-201526-05 9.9 422 28 106
T-201526-06 9.1 377 25 80
T-201529-01 93 344 24 88
T-201536-01 94 306 31 85
T-201536-02 94 347 20 87
T-201536-03 9.1 313 25 75
T-201536-04 8.6 385 21 73
T-201536-05 10,5 368 19 78
T-201536-06 o4 385 23 74
T-201536-07 83 320 39 65
T-201536-08 8.8 340 22 98
T-201536-09 11.6 280 12 86
T-201536-10 10.5 325 20 76
T-201536-14 10.2 427 24 60
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Tabela 2 cd.
Table 2 cd.

Sklad chemiczny owoc6éw 90 genotypow truskawki (Skierniewice, 2019)

Chemical composition of fruit of 90 strawberry genotypes (Skierniewice, 2019)

Average for all genotypes

Zawartosé zwiazkéw .. L Zawartos¢ kwasu
Genotyp Ekstrakt fenolowych ) Zawartos¢ antocyjandw L-askorbinowego
Genotype Exl:ract Content of phenolic Content of:.anthocyanms Content of L-ascorbic acid
[%a] compounds [mg/100 g] [me/100 g]
[mg /100 ¢] gro0e
T-201536-15 11,0 373 30 102
T-201536-16 11,8 418 22 83
T-201536-17 7.0 341 27 33
T-201537-01 6.0 295 22 24
T-201537-02 10.9 354 27 98
T-201539-01 10.3 354 27 91
T-201555-01 10,0 258 35 73
T-201555-02 9.7 257 32 98
T-201555-04 9.5 318 27 57
T-201555-06 9.0 367 24 54
T-201555-07 6.6 333 25 27
T-201555-08 8.5 335 25 94
T-201555-09 8.1 340 16 97
T-201560-01 6.3 309 9 47
T-201560-02 8.2 367 29 46
T-201560-04 10.1 366 27 73
T-201560-05 7.1 281 35 46
T-201560-07 9.5 327 18 49
T-201560-08 8.7 345 27 62
T-201567-01 11,2 454 8 102
T-201567-02 10.7 442 33 64
T-201567-03 10.1 386 34 98
T-201567-04 12.7 442 52 80
T-201571-01 8.2 419 24 76
T-201571-02 11.0 419 33 74
T-201571-03 10,0 332 28 65
T-201580-01 11.1 367 54 57
T-201580-02 10,0 314 43 59
T-201585-01 8.8 435 34 44
T-201590-01 10.9 416 18 45
Srednia dla wszystkich
genotypow 931 3595 319 66.5

Whioski

L.

8]

Mozliwe jest poprawienie zewnetrznej jakosci
owocodw truskawki oraz zwiekszenie w nich
zawartosci skladnikéw bioaktywnych metoda
hodowli konwencjonalnej opartej na hybrydy-
zacji wewnatrz- i miedzygatunkowej w obrebie
rodzaju Fragaria.

Szczegodlne cenne dla diety czlowieka sa owoce
klonéw T-201510-02 (‘Asia’ x ‘Matis’),
T-201514-021T-201514-08 (‘Candiss’ x ‘Panvik’),
T-201517-05 (‘Chandler’ x ‘Matis’), T-201526-
01 i T-201526-04 (‘Cigaline’ x ‘Grandarosa’),
T-201567-03 i T-201567-04 (‘Patty’ x ‘Panvik’)
oraz T-201571-02 (*Sophie’ x ‘Pink Rosa’),

ze wzgledu na wysoka zawartosc¢ takich zwigz-
kéw bioaktywnych, jak zwiazki polifenolowe,
antocyjany, a takze kwas askorbinowy.
Genotypy o wysokiej jakosci zewnetrznej
1 wewnetrznej owocOw moga stac sie¢ W przy-
szlosci cennymi odmianami uprawnymi lub
by¢ wykorzystane w dalszych pracach hodow-
lanych jako zrédlo genow warunkujacych te
cechy.

Badania finansowano ze srodkow  projektu

MRiRW: Badania podstawowe narzecz postepu
biologicznego w produkcji roslinnej, decvzja HOR.
hn.802.4.2019 = dnia 14.05.2019 r., Zadanie nr 76.
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Ocena zdolnosci kombinacyjnej wybranych form
rodzicielskich boréwki wysokiej (Vaccinium
corymbosum L.) dla sily wzrostu siewek

Assessment of the combining ability of selected highbush blueberry (Vaccinium
corymbosum L.) parental forms for seedling’s growth

Stanistaw Pluta“*, Lukasz Seliga"

Instytut Ogrodnictwa, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96—-100 Skierniewice,
< e-mail: Stanislaw.Pluta@inhort.pl

Celem badan bylo okreslenie wartosci hodowlanej 12 genotypow rodzicielskich borowki wysokiej (Vaccinium
coryvmbosum L.) na podstawie oceny ich ogdlnej i specyficznej zdolnosci kombinacyjnej (GCA i SCA) dla sity wzrostu
siewek. Materiat badawezy stanowita populacja 2100 siewek F, uzyskanych z programu krzyZzowania w 2014 roku.
Krzyzowania 7 form matecznych (2) — < Aurora’, ‘Bluecrop’, ‘Brigitta Blue’, ‘Chandler’, ‘Draper’, ‘Duke’, ‘Northland’
oraz 5 form ojcowskich (J) — ‘Earliblue’, ‘KazPliszka’, ‘Polaris’, ‘Toro’, ‘“Weymouth® byty wykonane w uktadzie
czynnikowym (7x5). Jesienia 2014 r. zaloZono doswiadczenie polowe w ukiadzie kompletnych blokow losowych,
w 4 powtorzeniach, z 15 siewkami na poletku. W 2019 r. wykonano oceng fenotypowa populacji siewek pod katem
sily wzrostu roslin. Stwierdzono, Ze siewki roznily sig istotnie ta cecha morfologiczna roslin. Na podstawie wynikow
oceny fenotypowej populacji siewek okreslono efekty GCA dla 12 rodzicielskich odmian i efekty SCA dla 35 rodzin
mieszancowych dla tej cechy. Analiza statystyczna wykazata, Ze formy rodzicielskie roznily sie istotnie pod wzgledem
zdolnosci kombinacyijnej (efekty GCA i SCA) dla sily wzrostu. Formy rodzicielskie posiadajace istotne i dodatnie
wartosci efektow GCA byly potencjalnie przydatnymi dawcami genow determinujacvch silny wzrost, natomiast
istotne i negatywne wartosci efektow innych form rodzicielskich wskazywaty na pogorszenie tej cechy u ocenianego
potomstwa. Statystycznie istotne dodatnie lub ujemne wartosci efektéw SCA byly wynikiem interakcji genetycznej
obu form rodzicielskich w tych rodzinach mieszancowych, a zatem mogly wplyna¢ na poprawe lub pogorszenie sity
wzrostu siewek borowki wysokiej.

Slowa kluczowe: boréwka wysoka, GCA, hodowla, ocena fenotypowa, SCA, sita wzrostu.

The aim of the study was to determine the breeding value of 12 highbush blueberry (Vaccinium coryvmbosum L.)
parental genotypes based on the estimation of their general and specific combining ability (GCA and SCA) for seedling
growth. The research material was a population of 2,100 F, plants obtained from the 2014 crossing program. Crosses
of 7 maternal forms (2) - ,Aurora’, ,Bluecrop’, ,Brigitta Blue®, ,Chandler’, ,Draper’, ,Duke’, ,Northland® - and 3
paternal forms () - .Earliblue’, ,KazPliszka’, .Polaris’, ,Toro’, .Weymouth’ - were made in a factorial design (7x5).
In autumn 2014, the field experiment was established in complete randomized block design, in 4 replications, with 15
seedlings per plot. In 2019, a phenotypic evaluation of the seedling population was done for plant growth . We found that
the seedlings differed significantly in this plant morphological trait. Based on the results of the phenotypic evaluation
of the seedling population, the GCA effects for 12 parental cultivars and SCA effects for 35 hybrid families for this trait
were determined. Statistical analysis showed that the parental forms differed significantly in their combining ability
(GCA and SCA effects) for plant growth. The parental forms possessing significant and positive values of GCA effects
were potentially useful donors of genes determining strong growth, while, conversely, significant and negative effects
in other parental forms influenced the deterioration of this trait in the assessed offspring. Statistically significant positive
or negative values of SCA effects were the results of genetic interaction of both parental forms within these hybrid
families, and could, therefore, inform the breeder of the improvement or deterioration of plant growth in blueberry
seedlings.

Key words: highbush blueberry, breeding, GCA, phenotypic evaluation, plant growth, SCA

Original research paper

Oryginalny artykut naukowy

Wstep

W tradycyjnej hodowli roslin uprawnych,
w tym borowki wysokiej (Vaccinium corymbosum
L.), wazny jest wybor odpowiednich form rodzi-
cielskich do programow krzyzowan. Poznanie
wartosci hodowlanej form rodzicielskich i gene-
tyczne okreslenie cech iloSciowych w populacii,
poziom i sposob ich dziedziczenia zwiekszaja

prawdopodobienstwo szybkiego osiagniecia celow
hodowlanych. Wartos¢ hodowlana genotypu rodzi-
cielskiego jest okreslana na podstawie efektéw
ogdlnej (GCA) i specyficznej zdolnosci kombi-
nacyjnej (SCA), korelacji genetycznej miedzy
cechami, wariancji genetycznej cech i ich odzie-
dziczalnosci (Sprague i Tatum, 1942; Sherrif i in.,
1985; Zurawicz i in., 2006; Pluta i in., 2014).

Redaktor prowadzacy: Magdalena Szechynska-Hebda
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Ogdlna zdolnos¢ kombinacyjna (GCA) formy
rodzicielskiej dla rozwazanej cechy ilosciowe]
okresla jej mozliwos¢ do przekazywania sredniego
poziomu tej cechy potomstwu (Baker, 1978; Vieira
1 in., 2009). Efekt GCA jest miarg addytywnego
dzialania gendéw formy rodzicielskiej na te ceche
(Griffing 1956 a, b). Genotypy rodzicielskie uzyte
w programach krzyzowan charakteryzujace sie
istotnie dodatnimi efektami GCA dla danej cechy
znacznie zwiekszaja prawdopodobienstwo uzyska-
nia siewek (mieszancéw) o pozadanych wartosciach
tej cechy (Bestfleisch i in., 2014; Masny i in., 2014;
Pluta i in., 2014).

Specyficzna zdolnos¢ kombinacyjna (SCA)
pary form rodzicielskich dla danej cechy jest efek-
tem interakcji genetycznej obu rodzicéw, objawiaja-
cej sie w ich potomstwie (Griffing, 1956 a, b; Baker,
1978). Efekt SCA jest wynikiem nieaddytywnego
dzialania gendéw (dominacja i epistaza). Pokazuje
roznice miedzy srednia wartoscig cechy u potom-
stwa (pelne rodzenstwo dwoch form rodzicielskich)
a sumg efektéw GCA dla tych form rodzicielskich
(Bestfleisch i in., 2014).

Efekty GCA i SCA form rodzicielskich testowa-
ne w ukladach krzyzowan sa miernikami ich warto-
sci hodowlanej dla rozwazanych cech uzytkowych.
Oznacza to przydatnos¢ genotypow rodzicielskich
do programéw hodowlanych ukierunkowanych
na poprawe tych cech u nowych odmian (Baker,
1978; Masny 1 in., 2005; 2016; Bestfleisch i in.,
2014; Pluta i Zurawicz 2014). Sukces wyboru
wartosciowych form rodzicielskich w programie
hodowlanym moze by¢ dodatkowo zwiekszo-
ny, jesli rozwaza sie efekty SCA poszczegdlnych
kombinacji rodzicielskich. Ponadto, zréznicowanie
efektéw SCA w danym programie krzyzowania
wskazuje na duze znaczenie interakcji genetycz-
nej obu form rodzicielskich w dziedziczeniu cech
u potomstwa (Baker, 1978). Zaréwno efekty GCA,
jak i SCA majg wartosci istotne dodatnie i ujem-
ne. Oznacza to, ze testowane formy rodzicielskie
w programach hodowlanych moga mie¢ pozytyw-
ny lub negatywny wplyw na wystepowanie cech
ocenianych siewek.

Celem badan bylo okreslenie ogdlnej i specy-
ficznej zdolnosci kombinacyjnej (GCA i SCA) 12
form rodzicielskich borowki amerykanskiej i 35
rodzin mieszancowych na podstawie oceny feno-
typowej silty wzrostu siewek rosngcych w doswiad-
czeniu polowym.

Materialy i Metody

Material badawezy. Material roslinny stanowila
populacja 2100 siewek (mieszancow) pokolenia F,
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borowki wysokiej nalezacych do 35 rodzin mieszan-
cowych,uzyskanaz programu krzyzowan 12 odmian
rodzicielskich, w ukladzie czynnikowym (7x5).
Genotypami rodzicielskimi bylo 7 form matecznych
(Y) — ‘Aurora’, ‘Bluecrop’, ‘Brigitta Blue’, ‘Chan-
dler’, ‘Draper’, ‘Duke’ i ‘Northland’ oraz 5 form
ojcowskich () — ‘Earliblue’, ‘KazPliszka’, ‘Pola-
ris’, “Toro’ i “Weymouth’, ktére uzyto w progra-
mie krzyzowan, wykonanym wiosng w 2014 roku.
Odmiany rodzicielskie pochodza z réznych rejonow
geograficznych (USA, Nowa Zelandia i Polska)
oraz charakteryzuja sie wieloma wartosciowymi
cechami uzytkowymi i duza zmiennoscig fenoty-
powa i genetyczng (sila wzrostu i pokroj krzewu,
termin kwitnienia i dojrzewania owocow, plonowa-
nie, masa i atrakcyjnos¢ owocéw oraz, odpornosc
na glowne choroby i szkodniki). Siewki nalezace
do 35 rodzin mieszancowych wysadzono jesienia
2014 roku w doswiadczeniu polowym w Sadzie
Pomologicznym w Skierniewicach. Doswiadcze-
nie zalozono w ukladzie blokéw kompletnych,
w 4 powtorzeniach z 15 siewkami na poletku.
Siewki rosna w rzedach wylozonych agrowlékni-
na. Uprawa, pielegnacja siewek, nawozenie gleby
i dokarmianie roslin prowadzone byly zgodnie
z zaleceniami dla plantacji towarowych boréwki
wysokiej. Wiosna w rzedy krzewow, stosowano siar-
czan amonu (21% N) w dawce przeliczeniowej 100
kg/ha, podzielonej (50%:50%), w odstepie 3-4 tygo-
dni. Po kwitnieniu krzewow (II pol. maja) rozsie-
wano wieloskladnikowy nawdz Yara Mila Complex
(12-11-18+Mg+S+Mikro) w dawce 150 kg/ha. Jesie-
nia (koniec wrzesnia) stosowano siarczan potasu
(42% K20), w dawce 120 kg/ha. W sezonie wegeta-
cyjnym siewki byly nawadniane przy uzyciu syste-
mu kroplowego, 2 razy dziennie, rano i pod wieczor.
Weczesng wiosng w rzedy roslin na agrowldknine
zastosowano trociny, ktére co roku sa uzupelniane.
Regulowanie zachwaszczenia prowadzono poprzez
pielenie reczne lub mechanicznie, w miare potrzeby
stosowano herbicydy (Fusilade Forte 150 EC i Basta
150 SL). Na podstawie monitoringu siewek w ogra-
niczonym zakresie stosowano integrowang ochrone
roslin przed chorobami grzybowymi i szkodnika-
mi, (szkodniki: Calypso 480 SC, Spin Tor 240 SC,
choroby grzybowe: Switch 62,5 WG, Topsin M 500
SC), zgodnie z zaleceniami Poradnika Integrowanej
Ochrony Roélin Jagodowych na rok 2019. Ochro-
na przed ptakami (szpaki, kwiczoly, kosy i gole-
bie), ktore stanowia powazny problem w uprawie
boréwki, polegala na rozciagnieciu siatki polietyle-
nowej na drutach przymocowanych w gornej czesci
do impregnowanych drewnianych shupkéw o wys.
35m.
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Warunki pogodowe okre§lono na podstawie
danych meteorologicznych ze stacji METOS-
COMPACT (firmy Pessl Instruments) Przebieg
warunkow pogodowych w kazdym miesigcu sezo-
nu wegetacyjnego w roku 2019 przedstawiono
w tabeli 1.

Najnizsza temperature powietrza na wysokosci
2 m od poziomu gleby odnotowano 16 kwietnia
(-4,92°C). Maksymalna temperature stwierdzono
w czerwceu (36,6°C), chociaz wysokie temperatury
panowaly takze w miesigcach letnich (lipiec-wrze-
sief). Opady atmosferyczne wystepowaly cyklicz-
nie w ciggu calego okresu wegetacyjnego w roku
2019. Najwieksze opady deszczu odnotowano
W maju, sierpniu i wrzesniu. W pozostalych miesia-
cach tego roku notowano stabsze opady atmosfe-
ryczne, ktore nie mialy wplywu na stabszy wzrost
krzewéw borowki wysokiej w prowadzonym
doswiadczeniu, gdyz stosowano nawodnienie
kroplowe roslin.

Ocena fenotypowa. W sezonie wegetacyjnym
2019 roku wykonano ocene fenotypowa siewek pod
wzgledem sily wzrostu siewek. Pomiar wysokosci
1 szerokosci (cm) wykonano w dwoch terminach:
wiosng, na poczatku wegetacji roslin oraz jesie-
nia, po zakonczeniu wzrostu i wegetacji. Pomiar
wysokosci (cm) — siewki mierzono indywidual-
nie od powierzchni ziemi do wierzchotka rosli-
ny; pomiar szerokosci (cm) — siewki mierzono
w kierunku poprzecznym do rzedow roslin.

Zdolnos¢ kombinacyjna. Na podstawie wyni-
kéw oceny fenotypowej sily wzrostu siewek
borowki wysokiej oszacowano ogdlng zdolnosé
kombinacyjna (efekty GCA) dla 12 odmian rodziciel-
skichborowkiwysokiejispecyficznazdolnos¢ kombi-
nacyjna (efekty SCA) dla 35 rodzin mieszahcowych.

Analiza statystyezna. Uzyskane wyniki (dane)
poddano analizie statystycznej w dwoch etapach.
Na podstawie obserwacji oraz pomiarow sily
wzrostu roslin obliczono $rednie arytmetyczne dla
kazdego poletka do$wiadczalnego. Srednie te uzyto
do ich wstepnego opracowania statystycznego meto-
da jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA)
wg modelu losowanych blokéw, w ktorym czyn-
nikiem sa rodziny mieszancow. Po stwierdzeniu
istotnego zréznicowania srednich tej cechy u bada-
nych mieszancow wykonano analize wariancji dla
kompletnego ukladu czynnikowego (97 x A95),
w celu oszacowania efektow ogdlnej (GCA) i specy-
ficznej (SCA) zdolnosci kombinacyjnej dla badanej
cechy morfologicznej roslin. Wszystkie obliczenia,
dotyczace estymacji efektow GCA i SCA w powyz-
szym modelu, analize wariancji i szczegolowego
testowania jednoczesnego wykonano za pomocg
programu komputerowego SERGEN, opracowane-
go przez naukowcow z Instytutu Genetyki Roslin
PAN w Poznaniu (Calinski i in., 2003).

Wyniki
Ocena fenotypowa

Wryniki oceny sily wzrostu badanych siewek
boréwki wysokiej (okreslonej na podstawie pomia-
ru wysokosci i szerokosci roslin) przedstawiono
w tabeli 2.

Oceniane siewki boréwki wysokiej w doswiad-
czeniu polowym wykazywaly umiarkowana sile
wzrostu. Szczegdlowa analiza wynikow uzyska-
nych w I terminie (wiosna) i w II terminie (jesief)
wskazuje na zwyzkowy trend w sile wzrostu
siewek. W sezonie wegetacyjnym 2019 roku siewki
wykazywaly silniejszy wzrost (wysokos¢ i szero-
kos$¢ roslin) w obrebie poszczegdlnych rodzin

Tabela 1.
Table 1.

Minimalne i maksymalne temperatury oraz suma opadéw w okresie wegetacji w roku 2019, érodkowa Polska

Minimum and maximum temperatures and total precipitation during the growing season in 2019, central Poland

Temperatura powietrza (°C)/Air temperature (°C)

Miesiace/Months Mj.n.in_lalna.-' Maksymalna/ Srednia/ Su:lu;rfl;;i?g szigr;u(nrzun)
Min Max. Average

Marzec/March 3,49 17.35 5.73 34.60
Kwiecie/April 492 27.59 951 17.00
Maj/May 41,99 26,05 12,56 61.00
Czerwiec/June 7.68 36,60 24 63 46,20
Lipiec/Tuly 6,49 33,48 18,24 55.40
Sierpien/August 6,25 33,48 19,74 77,80
Wrzesien/September 2,59 3144 13,79 82.80
Pazdziernik/October 325 2378 10,23 21.60
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mieszancowych, jak i pomiedzy nimi, stwierdzo-
ny w II ocenie jesienia, po zakofhczeniu wegetacji
roslin (tab. 2).

Srednie wyniki pomiaréw wysokosci i szero-
kosci siewek obu terminéw wskazuja, ze najsil-
niejszym  wzrostem  charakteryzowaly  sie
siewki boréwki wysokiej nalezagce do nastepuja-
cych rodzin mieszancowych: ‘Aurora’ x ‘Polaris’,
‘Bluecrop” x ‘Polaris’, ‘Bluecrop’ x ‘KazPlisz-
ka’, ‘Bluecrop’ x ‘Toro’, ‘Bluecrop’ x ‘Weymo-
uth’, ‘Chandler’ x ‘Polaris’, ‘Duke’ x ‘Earliblue’,
‘Duke’ x “Toro’, ‘Duke’ x “Weymouth’, ‘Northland’
X ‘Toro’ i ‘Northland’ x “Weymouth’. Najslabszy
wzrost siewek stwierdzono dla 9 rodzin mieszan-
cowych pochodzacych ze skrzyzowania: ‘Aurora’
x ‘Weymouth’, ‘Aurora’ x ‘KazPliszka’, ‘Brigitta
B.” x ‘KazPliszka’, ‘Brigitta B.” x ‘Polaris’, ‘Brigit-
ta B.” X ‘Toro’, ‘Chandler’ x ‘Earliblue’, ‘Chandler’
x ‘KazPliszka’, ‘Chandler’ x “Weymouth’, ‘Draper’
X ‘Toro’, ‘Northland” x ‘KazPliszka’ i ‘Northland’
x ‘Polaris’. Rosliny nalezace do pozostalych rodzin
mieszancowych cechowaly sie srednig silg wzrostu
(tab. 2).

Zdolnosé kombinacyjna (GCAi SCA)

Wryniki analizy statystycznej dotyczace ogol-
nej i specyficznej zdolnosci kombinacyjnej (GCA
1 SCA) dla sity wzrostu siewek boréwki wysokiej
zamieszczono w tabelach 3—4. Efekty GCA i SCA
przyjmuja dodatnie i ujemne wartosci i mogg wply-
wac pozytywnie lub negatywnie na przekazywanie
cech uzytkowych u analizowanego potomstwa.

Efekty GCA

Wartosci efektéw GCA (dodatnie i ujemne) dla
12 odmian rodzicielskich boréwki wysokiej pod
wzgledem sily wzrostu okreslonej na podstawie
pomiaru wysokosci i szerokosci wszystkich siewek
wykonanych w 2019 roku przedstawiono w tabeli 3.

Analiza wynikéw w tabeli 3 pokazuje, ze dla
wysokosci siewek boréwki istotne statystycznie
1 dodatnie wartosci efektow GCA uzyskano dla 2
form (odmian) matecznych: ‘Bluecrop” i ‘Duke’.
Oznacza to, ze obie odmiany uzyte jako formy
rodzicielskie w programie krzyzowan przekazuja
potomstwu zdolnos¢ do wytwarzania wyzszych
krzewéw, w poréownaniu do pozostalych badanych
odmian. Istotnie ujemne wartosci efektow GCA dla
tej cechy roslin stwierdzono dla jednej odmiany
matecznej, tj. ‘Brigitta Blue’ oraz dla jednej odmia-
ny ojcowskiej ‘KazPliszka’. Odmiany te w krzyzo-
waniach sg wiec donorami gendéw warunkujacych
staby wzrost u potomstwa siewek boréwki wyso-
kiej. W przypadku szerokosci krzewdw istotne
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statystycznie i dodatnie wartosci efektéow GCA
uzyskano dla 2 odmian matecznych: ‘Bluecrop’
i ‘Duke’. Natomiast istotnie ujemne wartosci efek-
tow GCA dla tej cechy morfologicznej oszacowano
dla 2 innych odmian matecznych: ‘Brigitta Blue’
i ‘Chandler’ oraz dla jednej odmiany ojcowskie]
‘KazPliszka’. W praktyce te ostatnie trzy formy
rodzicielskie uzyte w programach krzyzowan
z duzym prawdopodobiefnstwem przekazuja potom-
stwu zdolnos¢ do tworzenia krzewdéw wezszych
i bardziej wzniesionych (istotne 1 ujemne efekty
GCA), zas dwie wymienione wczesniej — szerszych
i bardziej rozlozystych (istotne i dodatnie efekty
GCA).

Efekty SCA

Efekty specyficznej zdolnosci kombinacyjne;
(SCA) oszacowane dla sity wzrostu siewek, nale-
zacych do 35 rodzin mieszancowych, przedstawio-
no w tabeli 4. Wartosci efektéw SCA (dodatnie lub
ujemne) oceniane dla konkretnej pary form rodzi-
cielskich moga wplywaé pozytywnie lub nega-
tywnie na uwarunkowanie danej cechy u populacji
siewek.

Analizawynikowwskazuje, ze oszacowane efek-
ty SCA dla wysokosci i szerokosci siewek bordw-
ki wysokiej byly istotnie zréznicowane dla kilku
rodzin mieszancowych. Dla wysokosci roélin istot-
ne statystycznie i dodatnie wartosci efektow SCA
w roku 2019 uzyskano tylko dla 2 rodzin mieszan-
cowych: ‘Aurora’ x ‘Polaris’ i ‘Chandler’ x ‘Polaris’.
Nalezy zatem oczekiwac, ze potomstwo uzyskane
w wyniku genetycznej interakcji obu form rodzi-
cielskich bedzie odznaczac sie silnym wzrostem.
Istotnie negatywne wartosci SCA dla tej cechy
roslin obliczono dla innych 4 kombinacji krzyzo-
wan: ‘Aurora’ x ‘Weymouth’, ‘Draper’ x ‘Toro’,
‘Duke’ x ‘Polaris’ i ‘Northland” x ‘Polaris’. Ozna-
cza to, ze w przypadku tych rodzin mieszahcowych
genetyczne wspoldzialanie obu odmian (form)
rodzicielskich warunkuje i slaby wzrost uzyskane-
go potomstwa (tab. 4).

W przypadku drugiej cechy morfologicz-
nej (szerokosci roslin) istotne i dodatnie wartosci
efektow SCA uzyskano dla 4 rodzin mieszancow:
‘Aurora’ x ‘Polaris’, ‘Chandler” x ‘Polaris’, ‘Draper’
x ‘KazPliszka’ i ‘Northland” x ‘Weymouth’. Zatem
siewki boréwki wysokiej nalezace do tych rodzin
mieszancowych beda wytwarza¢ krzewy szersze
i bardziej rozlozyste. Istotne ujemne wartosci efek-
tow SCA dla tej cechy roslin uzyskano dla innych
3 rodzin mieszancowych: ‘Aurora’ x “Weymouth’,
‘Draper’ x ‘Toro’ i ‘Northland” x ‘Polaris’. Ujem-
na warto$¢ oszacowanego efektu SCA wskazuje
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na duze prawdopodobiefstwo, ze siewki naleza-
ce do tych rodzin mieszahcowych bedg cechowac

sie wezszymi i bardziej wzniesionymi krzewami

(tab. 4).

Tabela 2
Table 2

Sila wzrostu siewek boréwki wysokiej rosnacych w do$wiadezeniu polowym

Growth strength of highbush blueberry seedlings grown in the field

Sita wzrostu siewek Growth strength of seedlings

Nt kombinacji Rodowod Wysokos¢ roslin (cm) Szerokoié roslin (cm)

Lp. Combination no P‘idlgrfe Plant height (cm) Plant width (cm)

rXc I termin ® IT termin ® I termin @ IT termin ®
1% term @ 2% teym I rerm @ 2 teym b

1 11 Aurora X Earliblue 40,3 52.6 38.0 574
2 12 Aurora x KazPliszka 35.1 429 382 457
3 13 Aurora x Polaris 50,9 66.5 51.6 65.3
4 14 Aurora x Toro 48,7 59.0 51,4 542
5 1\5 Aurora x Weymouth 264 328 296 337
srednia average 40,3 30,8 41,7 51,2
6 2\ Bluecrop x Earliblue 421 60.5 399 56,0
7 22 Bluecrop x KazPliszka 46.8 67.1 47.5 66.2
g 23 Bluecrop x Polaris 484 66.9 48 4 62.7
9 24 Bluecrop x Toro 47.0 692 454 64.1
10 25 Bluecrop x Weymouth 523 68.3 584 713
srednia average 47,3 66,4 47.9 64.1
11 31 Brigitta B. x Earliblue 425 46,8 428 58.1
12 32 Brigitta B. x KazPliszka 412 417 375 424
13 33 Brigitta B. x Polaris 320 441 343 453
14 34 Brigitta B. x Toro 339 411 36,3 413
15 3\5 Brigitta B. x Weymouth 36,1 50,7 37.7 48.7
srednia average 37,1 449 37.7 472
16 411 Chandler x Earliblue 32,7 426 326 416
17 42 Chandler x KazPliszka 271 343 33,7 36.4
18 43 Chandler x Polaris 52.8 72.0 4872 65.8
19 44 Chandler x Toro 40,6 541 40,6 58.1
20 45 Chandler x Weymouth 30,1 40.6 296 38.1
srednia average 36,7 487 36.9 48.0
21 511 Draper x Earliblue 37.7 534 38.0 50,5
22 512 Draper x KazPliszka 463 61.9 542 66.9
23 53 Draper x Toro 456 60.2 491 60,7
24 5\4 Draper x Polaris 323 436 384 433
25 5\5 Draper x Weymouth 40,7 56.8 111 554
srednia average 40,5 55.2 442 554
26 61 Duke x Earliblue 499 63.2 485 61.0
27 62 Duke x Polaris 40,6 55.2 40,8 514
28 6'3 Duke x KazPliszka 36,3 486 399 50,2
29 64 Duke x Toro 463 65.3 51,0 69.5
30 6\5 Duke x Weymouth 512 68.5 541 649
srednia average 44,0 60,2 46,9 50,4
31 71 Northland x Earliblue 2.5 496 478 516
32 72 Northland x KazPliszka 28,6 411 34,1 427
33 73 Northland x Polaris 32,9 405 35,5 439
34 74 Northland x Toro 4472 66.2 507 66.6
35 75 Northland x Weymouth 50,1 65.3 56.8 68.2
srednia average 30,7 32,6 45,0 54,6

a— [ termin — ocena wykonana 15-16.05.2019 ., ® — II termin — ocena wykonana 22-24.10.2019 r.
a_ ] term — evaluation done on 15—-16.05.2019, *— 2 term — evaluation done on 22-24.10.2019.
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Tabela 3

Table 3
Wartoéci efektéw GCA 12 odmian rodzicielskich boréwki wysokiej dla sily wzrostu siewek w doswiadczeniu

Values of GCA effects of 12 highbush blueberry parental cultivars for seedling’s growth in the experiment

Wysokos¢ roslin (cm) * Szerokoié roélin (cm) *
. ] Plant height (em) Plant width (cm)
Nr matki lub ojca . L
No of mother Formy rodzicielskie Ocena efektu Statystyka F dla Ocena efektu Statystyka F
or father Parental forms glownego efektu glownego glownego dla efektu gltownego
Main effect F statistics Main effect evalu- F statistics
evaluation for the main effect ation for the main effect
Analiza wzgledem form matecznych Analysis in relation to maternal forms ()

1 Aurora 334 2.70 3,02 2.88

2 Bluecrop 12,31%* 36,67 9,80%* 30,44

3 Brigitta Blue -9.22%% 20,57 S711%* 16.01

4 Chandler 537 6.98 6,25%% 12,39

5 Draper 1,09 0.29 1.10 0.38

6 Duke 6,08% 8.94 5.14% 8.36

7 Northland 1,55 0.58 0.34 0,04

Wartosci krytyczne dla testowania 0,10 2,76 0,10 276

indywidualnego na poziomie

Critical values for individual testing at 0.05 3,93 0.05 3.93

the level 0,01 6.89 0,01 6.89

Wartosci krytyezne dla testowania 0.10 621 0,10 621
Jednoczesnego na poziomie

Critical values for simultaneous testing at 0,05 7,54 0.05 7,34

the level 0,01 10,75 0,01 10,75

Analiza wzgledem form ojcowskich Analysis in relation to paternal forms (o)

8 Earliblue 144 0.75 20,53 0,13

9 KazPliszka _4.91% 8.76 401% 7.64

10 Polaris 2.90 3.05 2.00 191

1 Toro 2.82 2.88 2.47 2.90

12 Weymouth 0.63 0.15 0,06 0,00
Wartosci krytyczne dla testowania 0,10 2,76 0,10 276
e v
the level 0,01 6.89 0,01 6.89

Wartosci krytyczne dla testowania 0,10 5,59 0,10 5,59
e T R Y
the level 0,01 10,06 0,01 10,06

* —wartosci efektow GCA istomie rozne od zera przy poziomie a=0,035

* —values of GCA effects significantly different from zero at the level of a = 0.05

**_wartosci efektow GCA istotnie roine od zera przy poziomie a=0,01

** —values of GCA effects significantly different from zero at the level of a = 0.01

2 — na podstawie srednich wynikow pomiaru siewek wykonanego w II terminie, jesieniq 2019 roku
2 — based on average vesults of seedling measurement done in the second term, in autumn 2019
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Tabela 4
Table 4

Wartosci efektéw SCA dla sily wzrostu siewek borowki wysokiej nalezacych do 35 rodzin mieszaicowych

Values of SCA effects for the growth of highbush blueberry seedlings belonging to 35 hybrid families

Wysokosé roslin (cm) ® Szerokosé roslin (cm) *
1.\'1- quin_\_i _ Krzyzowane formy rodziciel- Plant height (cm) Plant width (cm)
e - skie Ocena efektu Statystyka F dla Ocena efektu Statystyka F dla
No of hybrid . . . efektu glownego . efektu glownego
Familv Crossed parental forms glownego o E glownego =T
: Main effect value F a‘ratlgncs Main effect value F s‘ratlgncs
for the main effect for the main effect
1 Auyrora x Earlibblue 3.26 0,64 6.68 3,53
2 Aurora x KazPliszka -2.92 0,52 -1,54 0,19
3 Aurora x Polaris 12.87* 10,03 12.05% 11,51
4 Aurora x Toro 5.40 1,77 0.45 0,02
5 Aurora x Weymouth -18.61%* 20,97 -17 64%* 24 66
6 Bluecrop x Earliblue -4.49 1,22 -7.53 450
7 Bluecrop x KazPliszka 5.64 1,92 6,15 3,00
8 Bluecrop x Polaris -2.40 0,35 -3.34 0,88
9 Bluecrop x Toro -0,04 0,00 -2.43 0,47
10 Bluecrop x Weymouth 1,29 0,10 7.16 4,06
11 Brigitta B. x Earliblue 334 0,67 11.42 10.34
12 Brigitta B. x KazPliszka 1,74 0,18 0,73 0,04
13 Brigitta B. x Polaris 3,65 0,80 -3.89 1,20
14 Brigitta B. x Toro -6.62 2,65 -8.28 5.44
15 Brigitta B. x Weymouth 5.19 1.63 1,48 0,17
16 Chandler x Earliblue -4.71 35 -5.86 2,73
17 Chandler x KazPliszka 9.49 5,45 756 453
18 Chandler x Polaris 20,40%% 252 15,76%* 19.69
19 Chandler x Toro 2.56 0,40 7.61 4,60
20 Chandler x Weymouth -8.76 464 995 7.85
21 Draper x Earliblue -0,37 0,01 -4.34 1.49
22 Draper x KazPliszka 11,63 8,19 15, 54%% 19.16
23 Draper x Polaris 2,12 0.2 331 0,87
24 Draper x Toro -14.40% 12,55 J14.51%% 16,7
25 Draper x Weymouth 1.01 0,06 0,00 0,00
26 Duke x Earliblue 4.49 1,22 2,13 0,36
27 Duke x KazPliszka 0,06 0,00 3,99 1,26
28 Duke x Polaris -14.44% 12.62 1118 9,91
29 Duke x Toro 2.29 32 7.60 459
30 Duke x Weymouth 7.72 3,61 5.44 235
31 Northland x Earliblue 151 0,14 2.48 0,49
32 Northland x KazPliszka 6,53 2,58 7,87 491
33 Northland x Polaris -14.92% 13.47 -12.71% 12.81
34 Northland x Toro 10,81 7.08 955 7.23
35 Northland x Weymouth 12,15 8,03 13 51%% 14.48

* —wartosci efektow SCA istotnie roine od zera przy poziomie a=0,03

* —values of SCA effects significantly different from zero at the level of a = 0.05

**_wartosci efeltow SCA istotnie roine od zera przy poziomie a=0,01

** —values of SCA effects significantly different from zero at the level of o = 0.01

2 — na podstawie srednich wynikow pomiaru siewek wykonanego w II terminie, jesieniq 2019 roku
2 — based on average vesults of seedling measurement done in the second term, in autumn 2019
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Tabela 4 cd.
Table 4 cd.

Wartoéci efektéw SCA dla sily wzrostu siewek boréwki wysokiej nalezacych do 35 rodzin mieszancowych

Values of SCA effects for the growth of highbush blueberry seedlings belonging to 35 hybrid families

Wysokos¢ roslin (cm) ®

Szerokosé roslin (cm) *

Nr rodziny . . Plant height (cm) Plant width (cm)
mieszailcm;-'ej Krzyzowane formy rodziciel- = omr— emr—
No of hybrid skie Ocena efektu S?gg“i @ Fdla Ocena efektu S?gj“i @ Fda
o Crossed parental forms cléwnego elextu glownego oléwnego efektu glownego
family Main effect value F statistics Main effect value F statistics
) for the main effect ' for the main effect
Wartoéci krytyezne dla testowania 0.10 2.76 0.10 2,76
indywidualnego na poziomie 0.05
- N L ) 0,05 393 3 3,93
Critical values for ndividual testing at the level ’ ’ ’
0,01 6.89 0,01 6,89
Wartosci krytyezne dla testowania jednoczesnego 0.10 9.34 0.10 934
na poziomie 0.05
.- - . 0,05 10,75 ; 10,75
Critical values for simultaneous testing at the ’ ’ ’
level 0,01 14,12 0,01 14,12

* —wartosci efektow SCA istomie réine od zera przy poziomie a=0,05

* —values of SCA effects significantly different from zevo at the level of a = 0.03

**_wartosci efektow SCA istotnie roZne od zera przy poziomie a=0,01

** —values of SCA effects significantly different from zero at the level of a = 0.01
2 — na podstawie srednich wynikow pomiaru siewek wykonanego w II terminie, jesieniq 2019 roku
2 — based on average results of seedling measurement done in the second term, in autumn 2019

Dyskusja
Ocena fenotypowa siewek

Boréwka amerykanska (wysoka, poélnocnego
typu) ma specyficzne wymagania w uprawowe.
Prawidlowy wzrost i rozwdj, kwitnienie oraz plono-
wanie roslin i wielkos¢ (masa) owocow uzalez-
nione sg od czynnikdéw genetycznych (genotypu)
i warunkéw $rodowiska oraz ich wspdldzialania
(interakcji). Wspoldzialanie genotypu i srodowiska
(GXE) jest zjawiskiem biologicznym, ktére definiu-
je sie w kategoriach jego mechanizmoéw lub zazwy-
czaj jego efektow fenotypowych dla danej cechy.
Jest wiec ona okreslana jako niejednakowa reakcja
genotypow na warunki srodowiskowe (miejscowo-
§ci w poszczegdlnych latach, miejscowosci Srednio
w latach, lata w poszczegdlnych miejscowosciach,
lata $rednio w miejscowosciach) albo jako niejed-
nakowe roéznice srednich genotypowych w roznych
srodowiskach (Madry i in., 2006).

Do drugiej grupy czynnikéw nalezy zaliczy¢:
wybor odpowiedniego stanowiska, kwasna glebe
(pH 4.5-5,5) i jej przygotowanie (wzbogacenie
w substancje organiczng) oraz wszystkie zabiegi
pielegnacyjne i agrotechniczne, w tym niezbed-
ne nawadnianie kroplowe (Smolarz, 2003; 2006;
Smolarz i Pluta, 2014). Bardzo wazny jest takze
wplyw czynnikow genetycznych, gdyz odmiany
(genotypy) borowki wysokiej roznia sie pod wzgle-
dem sily wzrostu i innych cech uzytkowych.

W naszych badaniach stwierdzono wplyw geno-
typoéw rodzicielskich boréwki wysokiej, uzywa-
nych w programie krzyzowan, na sile wzrostu
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ocenianej populacji siewek (potomstwa). Wykona-
na ocena fenotypowa siewek pod katem w/w cechy
morfologicznej roslin byla czesto zgodna z opisa-
mi i charakterystyka pomologiczna odmian
rodzicielskich boréwki wysokiej (Smolarz, 2000;
Pliszka, 2002). Ocena sily wzrostu wszystkich
siewek w doswiadczeniu polowym byta zréznico-
wana i uzalezniona od pochodzenia (odmian rodzi-
cielskich). Uzyskane wyniki oceny fenotypowej
(obserwacje i pomiary roslin) siewek potwierdzily
przydatnos¢ niektorych genotypow rodzicielskich
do poprawy sily wzrostu u potomstwa ocenianych
roslin. Jest to wazna cecha, gdyz na ogdl siewki
boréwki wysokiej charakteryzuja sie powolnym
i stabszym wzrostem, w pordéwnaniu do siewek
porzeczki czarnej i maliny.

Efekty GCAiSCA

W 2019 roku wykonano badania nad wartoscia
fenotypowa i genetyczna populacji siewek bordw-
ki wysokiej na podstawie indywidualnej oceny ich
sily wzrostu (pomiar wysokosci i szerokosci roslin).
Potencjal genetyczny wybranych 12 odmian (form)
rodzicielskich do programu krzyzowan w uktadzie
czynnikowym (7 — matecznych i 5 — ojcowskich)
okreslono za pomocg ogoélnej (GCA) i specyficzne]
(SCA) zdolnosci kombinacyjnej (Griffing, 1956 a,
b; Madry i Ubysz-Borucka, 1982; Ubysz-Borucka
1in. 1985).

Ogolna zdolnos¢ kombinacyjna (GCA) pod
wzgledem rozpatrywanej cechy okresla ogol-
ng przydatnos¢ form rodzicielskich do tworzenia
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nowych odmian roslin uprawnych. Specyficzna
zdolnos¢ kombinacyjna (SCA) dla rozpatrywane]
cechy odnosi sie do pary form rodzicielskich i jest
interakcja (wspoldzialaniem) obu form rodziciel-
skich, ujawniana w postaci zachowania tej cechy
w potomstwie. Istotnie pozytywne lub negatyw-
ne efekty SCA oszacowane sg tylko w niektorych
kombinacjach krzyzowan iwskazuja na poprawe
(dodatnie) lub pogorszenie (ujemne) wartosci cech
u potomstwa. Wysokie i istotne wartosci efektow
SCA, stwierdzone w poszczegdlnych populacjach
mieszancowych dotycza najczesciej pojedynczych
cech uzytkowych roslin (Spangelo i in., 1971).

W praktyce najwartosciowsze potomstwo pod
wzgledem pozadanej cechy uzyskuje sie w wyni-
ku krzyzowania form rodzicielskich, ktére odzna-
czaja sie istotnymi i dodatnimi (pozytywnymi)
wartosSciami efektow GCA (Griffing, 1956 a, b).
W naszych badaniach genetycznych stwierdzo-
no, ze wsrod 12 genotypdw rodzicielskich (7x5)
boréwki wysokiej wiekszos¢ form matecznych
mialo istotne (na plus lub minus) wartosci efek-
tow GCA dla badanych cechy morfologicznych
roslin. W przypadku sily wzrostu dla odmian:
‘Bluecrop” i ‘Duke’ oszacowano istotne i dodat-
nie efekty GCA. a dla ‘Brigitta Blue’, ‘Chan-
dler’ i ‘KazPliszka’ istotne i ujemne efekty GCA.
Odmiany te uzyte w programach krzyzowan
sa z duzym prawdopodobiefnstwem donorami cech
wytwarzania wyzszych/nizszych lub wezszych/
szerszych krzewéw u potomstwa. Oszacowane
wartosci efektow GCA 12 wybranych form rodzi-
cielskich borowki wysokiej oraz wyniki oceny
fenotypowej badanych cech siewek rosngcych
w doswiadczeniu polowym sa czesto skorelowane.
Na przyklad siewki, ktére w swoim rodowodzie
mialy odmiany ‘Bluecrop’ lub ‘Duke’, charaktery-
zowaly sie silniejszym wzrostem, w pordwnaniu
do ogdlnej sredniej wartosci dla tej cechy morfolo-
gicznej roslin.

Wartos¢ efektow SCA 1 ich zrdznicowanie
w obrebie badanego ukladu krzyzowan swiadczy
o duzym znaczeniu genetycznego wspoldzialania
obu form rodzicielskich w uwarunkowaniu cech
w potomstwie (Baker, 1978). Wysokie i istotne
statystycznie wartosci efektéw SCA, stwierdzone
w konkretnych krzyzowaniach (rodzinach mieszan-
cow), dotycza najczesciej pojedynczych cech uzyt-
kowych. Sprawia to, ze uzyskanie nowych odmian
o poprawionych kilku cechach jednoczesnie jest
bardzo trudne, jak np. u truskawki (Spangelo i in.,
1971; Hortynski, 1987; Simpson i Sharp, 1988;
Masny i in., 2008, Zurawicz, 1990), czy porzeczki
czarnej (Pluta, 1994; Zurawicz i in., 1996; Madry

1in., 2004; Pluta i in., 1993; 2008).

W naszych badaniach nad zdolnoscig kombi-
nacyjng 12 form rodzicielskich boréwki wysokiej
stwierdzono kilka istotnych wartosci efektow SCA
(dodatnie lub ujemne) dla silty wzrostu siewek. Dla
tej cechy (okreslonej jako wysokos¢ i szerokosc
roslin) istotnie dodatnie wartosci efektow SCA dla
wysokosci roslin oszacowano tylko dla 2 rodzin
mieszancow, a istotnie ujemne dla innych 4 rodzin.
Wiecej istotnych efektow SCA oszacowano dla
szerokosci siewek, dla 4 rodzin mieszancow byly
to wartosci dodatnie, zas dla 3 rodzin — ujemne.
Oznacza to, ze genetyczne wspoldzialanie obu
genotypow rodzicielskich w ramach tych rodzin
mieszancowych warunkuje z duzym prawdo-
podobienstwem wysoki/niski lub szeroki/waski
charakter wzrostu u potomstwa (siewek). Nalezy
podkresli¢, ze wyniki oceny fenotypowej w/w cech
morfologicznych siewek borowki wysokiej rosng-
cych w doswiadczeniu byly zgodne w wiekszosci
przypadkoéw z oszacowanymi wartosciami efektow
SCA rozpatrywanych rodzin mieszancowych.

W przegladzie krajowej literatury brak jest
informacji i doniesien naukowych dotyczacych
zdolnosci kombinacyjnej form (genotypéw) rodzi-
cielskich boréwki wysokiej. Podobnie literatura
zagraniczna przedstawiajaca te zagadnienia dla
omawianego gatunku uprawnego jest bardzo
uboga. Jest to zwigzane gléwnie z trudnosciami
wykonania kompletnego programu krzyzowan
(uklad dialleliczny lub czynnikowy) i uzyskania
duzej populacji siewek F do oceny fenotypowej.
Bariera do prowadzenia tego typu badan jest takze
duza pracochlonno$¢ wykonania indywidualne;
obserwacji, pomiaréw i oceny wielu cech uzytko-
wych dla kilku tysiecy siewek, co jest powigzane
z duzymi nakladami finansowymi.

Na podstawie uzyskanych wynikéow badan
okreslono wartos¢ hodowlang oraz przydatnosé
wybranych form rodzicielskich do programow
krzyzowan boréwki wysokiej, w celu uzyskania
wartosciowego potomstwa. W wyniku przeprowa-
dzonej oceny fenotypowej i genotypowej populacji
siewek pokolenia F, wyselekcjonowano ponad 30
warto$ciowych pojedynkéw, ktére posadzone beda
w kolekcji klondw.

Whioski
1. Ocena fenotypowa siewek boréwki wysokiej
wskazuje na ich zréznicowanie pod wzgledem
sity wzrostu.
Badane odmiany rodzicielskie boréwki wyso-
kiej réznig sie zdolnoscia kombinacyjna (efek-
ty GCA 1 SCA) pod wzgledem ocenianej cechy

[
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morfologicznej siewek.

3. Oszacowane wartosci efektow GCA dla 12
wybranych odmian (form) rodzicielskich
boréwki wysokiej oraz efektéw SCA dla 35
rodzin mieszafncowych przyjmuja wartosci
dodatnie i ujemne. Zatem odmiany te, uzyte
w programach krzyzowah, moga przyczynic
sie do poprawy lub pogorszenia wartosci anali-
zowanej cechy u potomstwa.

Badania finansowvano ze srodkow projektu
MRiRW: Badania podstawowe na rzecz postepii
biologicznego v produkcji roslinnej, decyzja HOR.
hn.802.4.2019 = dnia 14.05.2019 r., Zadanie nr 72.
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Wpilyw wybranych form rodzicielskich

na zawigzywanie owocoéw i nasion w hybrydyzac
oddalonej trzech gatunkéw drzew owocowych

z rodzaju Prunus (Sliwa japonska, morela, atycza)

Influence of selected parental forms on fruit and seed set in distant hybridization
of three fruit tree species of the genus Prunus (Japanese plum, apricot, myrobalan
plum)
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Celem badan byla ocena efektywnosci hybrydvzacji oddalonej wybranych genotypow drzew owocowych nalezacych
do trzech gatunkow z rodzaju Prunus — sliwa japonska (P salicina Lindl.), morela (P armeniaca L.) i alycza
(P cerasifera Ehrh.). Program hybrydyzacji wykonano w wysokim funelu foliowym w Sadzie Pomologicznym
Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach, wiosng 2019 r. Do badan uzyto 8 genotypdw rodzicielskich, tj. morela
— 4 genotypy (‘Early Orange’, ‘Harcot’, ‘Sirena’, ‘Somo’), sliwa japonska — 3 genotypy (‘Czarnuszka’, ‘Trumlar’,
D 17-73) oraz atycza — 1 genotyp (*Amelia”). Program hybrvdyzacji wykonano w ukiadzie: sliwa japonska * morela —
12 kombinacji krzyzowan, $liwa japonska » atycza — 3 kombinacje krzyZzowan. Uzyskane wyniki pokazaly, ze wptyw
genotypu sliwy japonskiej jako formy matecznej jest wigkszy niz moreli jako formy ojcowskiej na zawigzywanie
owocow w hybrydyzacji oddalonej tych gatunkéw. Sliwa japoniska ‘Czarnuszka’ znacznie lepiej zawiazywata owoce niz
‘Trumlar’ po zapyleniu pyikiem tych samych form ojcowskich moreli. W dojrzatych owocach znajdowaly sie zardwno
nasiona wyksztalcone prawidlowo (Zywotne), jak i takie, ktore mialy pomarszczona okrywe nasienna i w réznym
stopniu znieksztalcone zarodki (niezywotne). Udzial owocow z niewyksztalconymi nasionami byt rézny i zalezat
od krzyzowanych gatunkow oraz od genotypu formy matecznej. W kombinacjach krzyzowan sliwa japonska * alycza
uzyskano wigcej wyksztatconych nasion niz w kombinacjach sliwa japonska * morela, w stosunku do catkowitej liczby
uzyskanych nasion (pestek). Obumieranie zarodkow i nieprawidiowe wyksztalcenie otrzymanych nasion wskazuje
na istnienie postzygotycznych barier krzyzowalnosci w krzyZzowaniu sliwy japonskiej, moreli i atyczy.

Slowa kluczowe: alycza, krzyZzowanie miedzygatunkowe, morela, Prunus, sliwa japonska

The aim of the study was to evaluate the efficiency of distant hybridization of selected fruit tree varieties in three
species of the genus Prunus — Japanese plum (P salicina Lindl.), apricot (P armeniaca L.) and myrobalan plum
(P, cerasifera Ehrh.). The hybridization programme was carried out in a high plastic tunnel in the Pomological Orchard
of the Research Institute of Horticulture in Skierniewice, in the spring of 2019. Eight parental genotypes, i.e. apricot
— 4 genotypes (‘Early Orange’, ‘Harcot’, ‘Sirena’, ‘Somo”), Japanese plum — 3 genotypes (‘Czarnuszka’, ‘Trumlar’,
D 17-73) and myrobalan plum — 1 genotype (*Amelia’) were used for the study. The hybridization programme was
carried out while following the system of Japanese plum * apricot — 12 cross combinations, Japanese plum * myrobalan
plum— 3 cross combinations. The obtained results showed that the influence of the Japanese plum genotype as a maternal
form was greater than that of apricot as a paternal form on fiuit-setting in the distant hybridization of these species.
Furthermore, JTapanese plum *Czarnuszka’® set fruit much better than *Trumlar” after pollination with pollen of the same
paternal forms of apricot. The ripe fruit also contained both properly developed seeds (viable), as well as those that
had a wrinkled seed coat and malformed embryos (non-viable). The proportion of fruits with underdeveloped seeds
varied and depended on the crossed species and on the genotype of the maternal form. In the crossing of Japanese
plum * myrobalan plum, less underdeveloped seeds were obtained in relation to the total number of seeds (stones)
obtained than in the crossing of Japanese plum > apricot. Embryo mortality and abnormal seed formation indicate
the existence of post-zygotic barriers to crossability in the crossing of Japanese plum, apricot and myrobalan plum.

Keywords: apricot, interspecific crossing, Japanese plum, myrobalan plum, Prunus,

Wstep charakteryzujacych sie innowacyjnymi cecha-

Krzyzowanie roslin nalezacych do odlegtych mi, jak np. zwiekszona odpornosc/tolerancja
genetycznie gatunkéw (hybrydyzacja oddalo- na czynniki biotyczne i abiotyczne, mniejsza sila
na) umozliwia uzyskanie nowych genotypoéw, wzrostu roslin lub lepsza jakos¢ owocow. Metoda
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ta znajduje zastosowanie zwlaszcza wowczas, gdy
w obrebie okreslonego gatunku roélin brak jest
zrodel gendw, warunkujacych pozadane cechy lub
ich ekspresja jest niewystarczajaca (Layne i Sher-
man, 1986).

Hybrydyzacje oddalong stosuje sie takze
w hodowli roslin sadowniczych, w tym w hodowli
drzew owocowych z rodzaju Prunus (Layne i Sher-
man, 1986, Duval i in., 1994; Hakoda i in., 1998).
Jednak z krzyzowan oddalonych w obrebie rodza-
ju Prunus zazwyczaj otrzymuje sie bardzo malo
owocOw w stosunku do liczby zapylonych kwiatéw
(Yoshida i in., 1975; Jun i Chung, 2007). Powodem
niskiej efektywnosci hybrydyzacji oddalonej jest
istnienie licznych barier o charakterze morfologicz-
nym, anatomicznym i fizjologiczno-biochemicz-
nym (Zenkteler, 1990). Bariery te uniemozliwiaja
zaplodnienie i powstanie zarodka (bariery prezygo-
tyczne) lub zaburzajg jego rozwdj (bariery postzy-
gotyczne) (Perez i More, 1985; Rubio-Cabates,
Socias i Company, 1996; Liu i in., 2007).

Literatura dotyczaca otrzymywania mieszan-
cow miedzygatunkowych drzew owocowych
w rodzaju Prunus nie jest bogata, ale sa doniesienia
o mieszancach sliwy japonskiej (P. salicina Lindl.),
alyczy (P. cerasifera Ehrh.) lub ich mieszancow
z morelg (P. armeniaca L.), ktére nazwano plum-
cot (Okie, 2005). W wyniku krzyzowania wstecz-
nego (Sliwa japonska x morela) x sliwa japonska
otrzymano mieszance, ktorym nadano nazwe
pluot. Przykladem takich mieszancow sg odmiany
‘Flavor Fall’ i ‘Flavorich’, otrzymane i uprawiane
w cieplym klimacie Kalifornii (Top i in., 2012).

Brak odmian moreli i sliwy japonskiej dobrze
przystosowanych do uprawy w warunkach chlod-
niejszej strefy klimatu umiarkowanego stanowi
jeden z najwazniejszych problemdéw w uprawie
tych gatunkéw w krajach srodkowej i polnocne]
Europy, w tym w Polsce. Drzewa tych gatunkow
nie posiadaja dostatecznej wytrzymalosci na ujem-
ne temperatury w czasie zimy, w wyniku czego
czesto przemarzaja ich paki kwiatowe (Szabo
1 Nyeki, 1994; Szabd, 2003; Yao, 2011; Szymajda
1in, 2013). Hybrydyzacja oddalona moze umozliwic
transfer gendéw warunkujacych wyzsza wytrzyma-
lo$¢ na mrozy zimowe np. z gatunkéw P. spinossa
(tarnina) lub P. cerasifera do gatunkow P. arme-
niaca 1 P. salicina (Duval i in., 1994; Layne i Sher-
man, 1986; Neumiiller, 2011). Dobrym przykiadem
takich mozliwosci sg ukrainskie odmiany ‘Kometa’
1 ‘Najdiena’, ktore sa mieszafncami sliwy japonskiej
i alyczy. Odmiany te odznaczaja sie wieksza tole-
rancja na mrozy zimowe niz tradycyjne odmiany
sliwy japonskiej.
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Celem prezentowanych badan jest ocena efek-
tywnosci hybrydyzacji oddalonej wybranych geno-
typow drzew owocowych nalezacych do trzech
gatunkéw z rodzaju Prunus — sliwa japoniska, more-
la i alycza.

Material i Metody
Lokalizacja badan i material roslinny

Badania prowadzono w 2019 r. w Zakladzie
Hodowli Roslin Ogrodniczych Instytutu Ogrod-
nictwa w Skierniewicach. Krzyzowano 8 genoty-
pow rodzicielskich nalezacych do rodzaju Prunus,
tj. morela — 4 genotypy (‘Early Orange’, ‘Harcot’,
‘Sirena’, ‘Somo’), sliwa japonska — 3 genotypy
(‘Czarnuszka’, ‘“Trumlar’, ‘D 17-73’) oraz alycza —
1 genotyp (‘Amelia’).

Program zapylen

Zapylenia wykonano na drzewach rosngcych
w wysokim tunelu foliowym w Sadzie Pomolo-
gicznym w Skierniewicach (Polska Centralna).
Prowadzono je na kwiatach wykastrowanych
w fazie bialego, mocno nabrzmialego zamknietego
paka. Stabo wyksztalcone paki kwiatowe usuwano.
Bezposrednio po kastracji na znamiona stupkow
wykastrowanych kwiatéw nanoszono, przy pomo-
cy pedzelka, pylek o znanej zywotno$ci. Nakla-
danie pylku powtarzano w drugim dniu. Program
zapylen wykonano w nastepujacym ukladzie: sliwa
japofiska x morela — 12 kombinacji krzyzowan,
sliwa japonska x atycza — 3 kombinacje krzyzowan.

Przed zapyleniami zbadano zdolnos¢ kietkowa-
nia ziaren pylku form ojcowskich moreli i atyczy.
W celu pozyskania pylku wybierano pylniki
z mocno nabrzmialych pakéw kwiatowych (tuz
przed ich otwarciem). Pylniki suszono w tempe-
raturze pokojowej na papierowych tackach przez
kilkanascie godzin. Wysuszone ziarna pylku
wykladano na sztuczna pozywke wedhig Sharafi
(2011), o skladzie: sacharoza (15%), H,BO, (5 mg
L7) i Bactoagar (1%). Wzrost lagiewek oceniano
po 20 godzinach inkubacji ziaren pytku w ciemno-
sci, w temperaturze 24°C. Za zywotne uznawano fte
ziarna, dla ktérych dlugos¢ wyrastajacej lagiewki
co najmniej dwukrotnie przekraczala srednice ziar-
na pylku (Khan i Perveen, 2008). Zywotnosé pylku
oceniano na minimum 100 ziarnach pylku, pobra-
nych losowo z wiekszej proby, w obrebie kazdego

genotypu.

Zawiqzywanie owocow i nasion

Uzyskane owoce liczono w fazie ich dojrzato-
sci zbiorczej, a ich zawigzanie wyrazono w procen-
tach w stosunku do zapylonych kwiatow. Wydobyte
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z dojrzalych owocéw pestki dokladnie oczyszczo-
no z resztek migzszu poprzez kilkakrotne ich mycie
pod biezaca woda oraz pozbawiono endokarpow
za pomocg imadla stolowego w celu wydobycia
nasion. Nasiona dzielono na dwie grupy — prawidlo-
wo wyksztalcone oraz zdeformowane. Do dalszych
badan (ocena zdolnosci kietkowania nasion) prze-
znaczono tylko nasiona prawidlowo wyksztalco-
ne. Wyksztalcanie nasion wyrazono w procentach
w stosunku do calkowitej liczby otrzymanych
nasion (pestek).

Stratyfikacja nasion

Prawidlowo wyksztalcone nasiona odkazono
w 0,5% roztworze fungicydu Kaptan zawiesinowy
50 WP (50% kaptan) (Arysta Life Science North
America Co., San Francisco, USA) poprzez mocze-
nie przez okres 45—60 minut. Po odkazeniu nasiona
wymieszano z wilgotnym podlozem do stratyfikacji
(perlit), zapakowano do foliowych torebek i podda-
no stratyfikacji, ktorg prowadzono w inkubatorze
do stratyfikacji nasion ‘MIR-554" (‘SANYO’, Mori-
guchi, Japan) w temperaturze ok. 5°C. Nasiona
z poszczegdlnych kombinacji poddawano stratyfi-
kacji w réznych terminach w zaleznosci od termi-
nu dojrzewania owocow. Pierwsze dwa przeglady
nasion wykonano po 30 i 60 dniach od rozpoczecia
stratyfikacji, a nastepne co 10 dni. W trakcie tych
przegladéw wybierano i liczono kielkujace nasiona.
Za skietkowane uznawano nasiona z widocznym
5-15 mm korzonkiem zarodkowym. Stratyfikacje
nasion prowadzono do 160 dnia. Zdolnos¢ kietko-
wania nasion wyrazono w procentach w stosunku
do liczby nasion poddanych stratyfikacji.

Wryniki i Dyskusja
Ocena efektywnosci wykonanej hybrydyzacji

W wykonanych 15 kombinacjach krzyzowan
oddalonych uzyskano 1047 owocow, co stanowi
15,2% liczby zapylonych kwiatéw. W krzyzowaniu
sliwa japofiska x morela i sliwa japoniska x alycza
zawigzanie owocow bylo podobne, uzyskano
15.6% oraz 12,1% owocéw (Tabela 1). Poniewaz
byly to krzyzowania miedzygatunkowe, w ktérych
wystepuja rozne bariery krzyzowalnosci, wynik
ten mozna uzna¢ za dobry. Pozytywny wplyw
na zawigzanie owocow na pewno mial wybor,
dokonany na podstawie badan przeprowadzonych
w poprzednich latach (Szymajdaiin. 2015), krzyzo-
wan w kierunku sliwa japoniska x morela oraz sliwa
japofiska x alycza zamiast w kierunku odwrot-
nym oraz genotypow Sliwy japonskiej zgodnych

z formami ojcowskimi moreli i alyczy. Wiece]
owocOw w krzyzowaniu Sliwa japonska x morela
niz w krzyzowaniu odwrotnym uzyskali rowniez
Yoshida i in. (1975) oraz Jun i Chung (2007).
Potwierdza to wieksza przydatnosé sliwy japon-
skiej niz moreli jako form matecznych w progra-
mach krzyzowan oddalonych tych gatunkéw.

Przyczyng dobrego zawigzywania owocOw
w krzyzowaniu sliwa japofiska x morela mogta
by¢ takze wieksza zdolnos¢ do szybszego wzro-
stu lagiewek pylkowych moreli niz lagiewek sliwy
japonskiej (Perez i Moore, 1985). Ponadto kwiaty
sliwy japonskiej i alyczy posiadaja krotszy shupek
niz kwiaty moreli w zwiazku z czym lagiewka
pyikowa moreli, aby dotrze¢ do zalazni ma do prze-
bycia krotsza droge niz lagiewka sliwy japonhskie]
w krzyzowaniu tych gatunkéw (Jun i Chung, 2007;
Perez i Moore, 1985). Czynniki te, w malo sprzy-
jajacych warunkach pogodowych w czasie zapy-
leni, mogly mie¢ znaczacy wplyw na zawigzanie
OWOCOW.

Powstawanie owocow zalezalo od formy
matecznej $liwy japonskiej. Genotypy sliwy japon-
skiej ‘Czarnuszka’ i D 17-73, srednio dla uzytych
form ojcowskich moreli, duzo lepiej zawigzywa-
ty owoce niz $liwa japonska ‘Trumlar’. Wyniki te
sugeruja, ze wplyw genotypu sliwy japonskiej jako
formy matecznej jest wiekszy niz moreli jako formy
ojcowskiej na zawigzywanie owocéw w hybrydy-
zacji oddalonej tych gatunkéw. Ocena zdolnosci
kietkowania pytku na sztucznej pozywce wykazala,
ze pylek kazdej formy ojcowskiej posiadal wysoka
zdolnos¢ kielkowania. Zywotno$¢ pytku nie miala
wiec wplywu na réznice w zawigzywaniu owocow
u form matecznych sliwy japonskie;j.

Zawigzywanie owocow zalezalo tez od krzy-
zowanych form rodzicielskich. Sliwa japonska
‘Czarnuszka’ bardzo dobrze zawigzywala owoce
po zapyleniu pylkiem moreli ‘Somo, * natomiast
D 17-73 po zapyleniu pyikiem moreli ‘Early Oran-
ge’. Swiadezy to o réznej zgodnoéci genetycznej
krzyzowanych form rodzicielskich sliwy japonskiej
1 moreli oraz o ich specyficznej zdolnosci kombi-
nacyjnej pod wzgledem tej cechy. Rozna zgod-
nos¢ genetyczng form rodzicielskich wykazano tez
w krzyzowaniu sliwa japonska x alycza. Genotyp
‘Trumlar’ zawigzywal lepiej owoce niz genoty-
py ‘Czarnuszka’ i D 17-73 po zapyleniu pylkiem
alyczy ‘Amelia’. W badaniach Arbeola i in. (2006)
zawigzywanie owocow w krzyzowaniu alyczy
i moreli takze bylo uzaleznione od krzyzowanych
form rodzicielskich i wynosito od 0,9% do 18,7%.
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Tabela 1.
Table 1.

Efektywno&¢ hybrydyzacji oddalonych $liwy japonskiej, alyczy i moreli (Skierniewice, 2019 r.)

Effectiveness of distant hybridization of Japanese plum, apricot and myrobalan plum (Skierniewice, 2019 r.)

Krzvs formv rodzicielski Zapylone Uzyskane owoce Wyksztalcone nasiona Skietkowane nasiona
Zyzowane TOrLy ToCzICcIelsie kwiaty (szt.) Obtamed fruit Developed seeds Germinated seeds
Crossed parental forms -
Do 7 Polinated ]
- flowers (No.) | (szt) (No.) (%) (szt.) (No.) (%) (szt.) (No.) (%)
sliwa japonska x morela
Czarnuszka » Early Orange 720 162 225 68 42.0 60 882
Czarnuszka » Harkot 730 143 19.6 75 524 70 933
Czarnuszka = Sirena 200 17 8.5 15 882 6 40,0
Czarnuszka * Somo 790 208 26.3 173 832 158 913
Suma 2440 530 21,7 331 625 204 288
Total
Trumlar * Early Orange 170 18 10.6 9 50,0 9 100,0
Trumlar * Harkot 220 8 36 5 62.5 5 100,0
Trumlar % Sirena 110 7 6.4 6 857 6 100,0
Trumlar * Somo 85 6 7.1 5 833 5 100,0
Suma
Total 585 39 6.7 25 64.1 25 100,0
D 17-73 x Early Orange 570 158 277 110 69.6 108 98.2
D 17-73 = Harkot 830 82 9.9 63 76.8 60 95,2
D 17-73 = Sirena 750 23 3.1 21 913 21 100,0
D 17-73 % Somo 860 109 12,7 104 954 104 100,0
Suma
Total 3010 372 12.4 298 80,1 293 98.3
Suma
Total 6035 941 15.6 654 69.5 612 93.6
(sliwa japonska * morela)
sliwa japoniska x atycza
Czarnuszka * Amelia 150 10 6.7 10 100,0 6 60,0
Trumlar x Amelia 133 35 263 34 97.1 34 100,0
D 17-73 % Amelia 590 61 10.3 54 88,5 52 96.3
Suma
Total 873 106 12.1 98 92.5 92 939
($liwa japonska * alycza)
Suma (dla wszystkich kombinacji
krzyzowar) 6908 1047 152 752 71,8 704 936

Total (for all crosses)

* procent z liczby zapylonych kwiatow

* percentage of the number of pollinated flowers

¥ procent z liczby z catkowitef liczby uzyskanych nasion

¥ percentage of the total number of seeds obtained

* procent z liczby z liczby nasion zastratyfikowanych

* percentage of the total number of seeds subjected o stratification

W dojrzalych owocach znajdowaly sie zardw-
no nasiona wyksztalcone prawidlowo — zywot-
ne, jak i takie, ktére mialy pomarszczona okrywe
nasienng i niewyksztalcone zarodki — czyli uznane
za niezywotne. Z 15 kombinacji krzyzowan lgcznie
uzyskano 752 prawidlowo wyksztalcone nasiona
mieszancowe $liwy japonskiej i moreli lub alyczy,
co stanowi 71,8% calkowitej liczby otrzymanych
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nasion oraz tylko 10,9% liczby zapylonych kwia-
toéw. Udzial owocow z niewyksztalconymi nasiona-
mi byt rozny i zalezal od krzyzowanych gatunkow
oraz od genotypu formy matecznej (Tabela 1).
W krzyzowaniu sliwa japofnska x alycza uzyskano
wiecej wyksztalconych nasion niz w krzyzowaniu
sliwa japonska x morela w stosunku do catkowi-
tej liczby uzyskanych nasion (pestek). Natomiast
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sposrod form matecznych genotyp sliwy japonskiej
D 17-73, bez wzgledu na uzyta forme ojcowska,
lepiej wyksztalcal nasiona niz genotypy ‘Czarnusz-
ka’ i ‘Trumlar’. Obumieranie zarodkéw i nieprawi-
dlowe wyksztalcenie nasion wskazuje na istnienie
postzygotycznych barier krzyzowalnosci, co wecze-
sniej obserwowali w swoich badaniach takze inni
autorzy (Rubio-Cabates, Socias i Company, 1996;
Liu i in., 2007). Pokonanie barier postzygotycz-
nych i uratowanie przynajmniej czesci zarodkow
mieszancowych jest mozliwe poprzez zastosowanie
techniki embryo-rescue (Golis i in, 2002; Kukhar-
chyk i Kastrickaya, 2006; Liu i in., 2007). Umozli-
wia ona rozwoj niedojrzatych zarodkow i ich wzrost
w warunkach in vitro, przez co staje sie bardzo
uzytecznym narzedziem w hybrydyzacji oddalone;
roslin z rodzaju Prunus (Arbeola i in., 2003).

Zdolnosé kielkowania uzyskanych nasion mie-
szancowych

Nasiona gatunkéw z rodzaju Prunus w chwili
wydobycia z owocdw nie sg zdolne do kietkowania,
poniewaz znajduja sie w fazie glebokiego spoczyn-
ku fizjologicznego (Suszka 1962, 1967). Nasiona
te nie kietkuja, nawet jezeli warunki srodowisko-
we, tj. temperatura, wilgotnos¢ podloza i dostep
tlenu sa odpowiednie do ich skietkowania (Baskin
i Baskin, 2004). Spoczynek ten jest przelamywany
w trakcie stratyfikacji (Szymajda i Zurawicz, 2014;
Szymajda i in. 2019b) pod wplywem chlodu, ktéry
powoduje rozklad zwiazkéw chemicznych zwanych
inhibitorami kietkowania. Z poddanych straty-
fikacji 752 nasion skietkowalo 704 czyli 93,9%.
Cho¢ nie wszystkie nasiona wykietkowaly, to ich
zdolnos¢ kielkowania byla dos¢ dobra. Zdolnos¢
ta zalezala bardziej od genotypu formy matecz-
nej niz ojcowskiej. Niezaleznie od formy ojcow-
skiej moreli lub alyczy nasiona sliwy japonskiej
‘Trumlar’ posiadaly wieksza zdolnos¢ kietkowania
niz nasiona sliwy japonskiej ‘Czarnuszka’ Wplyw
genotypu formy matecznej na zdolnos¢ kietkowa-
nia nasion gatunkéw z rodzaju Prunus stwierdzono
takze w badaniach wlasnych (Szymajdaiin., 2019a;
2019b) oraz innych autoréw (Jensen i Kristiansen,
2009; Seliga i Zurawicz, 2011; Souza i in., 2017).

Whioski

1. Tradycyjna hybrydyzacja oddalona Sliwy
japonskiej 1 moreli lub atyczy odznacza sie
malg efektywnoscia, w wyniku czego uzysku-
je sie malg liczbe owocdw i nasion mieszanco-
wych w stosunku do zapylonych kwiatow.
Genotyp sliwy japonskiej uzytej jako forma
mateczna ma wiekszy wplyw niz genotyp

8]

ojcowski moreli na zawiazywanie owocOw
w hybrydyzacji oddalonej tych gatunkow.

3. Duza czes¢ nasion uzyskanych w krzyzowa-
niach oddalonych $liwa japonska x morela oraz
sliwa japofiska x alycza jest nieprawidlowo
wyksztalcona (niezywotna).

4. Nie wszystkie dobrze wyksztalcone nasiona
mieszaficowe krzyzowanych genotypow sliwy
japonskiej i moreli lub atyczy, pomimo diugo-
trwalej stratyfikacji, sa zdolne do kietkowania.
Przy nieduzej liczbie uzyskiwanych nasion jest
to duzym utrudnieniem w uzyskaniu siwek
mieszafcowych krzyzowanych gatunkow.

5. Zdolnos¢ kietkowania nasion uzyskanych
w krzyzowaniu sliwa japofnska x morela
uzalezniona jest od genotypu matecznego
sliwy japonskie;.

Badania finansowano ze srodkow  projektu
MRiRW: Badania podstawowe narzecz postepu
biologicznego w produkcji roslinnej, decvzja HOR.
hn.802.4.2019 = dnia 14.05.2019 r., Zadanie nr 77.
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Ocena obiektow cebuli (Allium cepa L.) pod
wzgledem tolerancji na susze w fazie kietkowania
I wzrostu siewek

Evaluation of onion (Allium cepa L.) accessions for drought tolerance at
germination and seedling growth

Urszula Klosinska™*

Pracownia Genetyki i Hodowli Roslin Warzywnych, Instytut Ogrodnictwa, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96—100
Skierniewice
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Celem badan byla ocena wptywu niedoboru wody na zdolnos$¢ kietkowania nasion i wzrost siewek cebuli oraz
identyfikacja obiecujacych obiektow do wykorzystania w przysztych programach hodowli nowych odmian cebuli
tolerancyjnych na stres suszy. Oceniono 150 linii/odmian cebuli pochodzacych z polskich i zagranicznych firm
hodowlano-nasiennych oraz z Banku Genéw Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach. Doswiadczenia prowadzono
w warunkach laboratoryjnych indukujgc stres suszy przez zastosowanie 18% poliglikolu etylenowego (PEG,)
w fazie kietkowania nasion i 10% PEG w fazie siewek. Badane obiekty cebuli wykazaly istotne zrdéznicowanie
pod wzgledem tolerancji na stres suszy, potwierdzone wysokimi wartosciami wspolczynnika zmiennosci (CV) dla
ocenianych parametrow: maksymalny procent skietkowanych nasion (35,3%), $wieza masa siewek (38,5%), dlugos¢
liscieni siewek (42,9%) i dlugos¢ korzeni siewek (56,3%). Zanotowano, ze niedobor wody najmniej ograniczyt
kietkowanie nasion o 23%, nastepnie dlugos¢ korzeni o 36%, a najbardziej §wieza masg siewek i dtugos¢ liscieni,
odpowiednio o 52% i 53,5%. Stwierdzono silng korelacj¢ (r = 0,81-0,86) migdzy cechami opisujacymi wzrost siewek
w warunkach suszy, wskazujac, ze deficyt wody redukuje wzrost calych siewek. Natomiast zalezno$ci pomigdzy nimi
a kietkowaniem w stresie suszy okazaty si¢ nieistotne (r = 0,19-0,24). Sposrod 150 obiektéw cebuli, genotyp 171026
wykazal wysoki poziom tolerancji na susz¢ zarowno w fazie kietkowania, jak i w fazie siewek.

Stowa kluczowe: Allium cepa, glikol polietylenowy (PEG), niedobér wody, tolerancja

The aim of this study was to assess the effect of water deficiency on germination ability and growth of onion seedlings,
and identify promising accessions for use in future breeding programs of new onion varieties with drought tolerance.
We evaluated 150 onion lines/cultivars derived from Polish and foreign breeding and seed companies and from
the Gene Bank of the Institute of Horticulture in Skierniewice. Experiments were performed under laboratory
conditions inducing drought stress by using 18% polyethylene glycol (PEG, ) in the seed germination phase and 10%
PEG in the seedling phase. Significant differences in reaction to drought stress were observed among onion accessions,
confirmed by the high values of the coefficient of variation (CV) for the assessed parameters: maximum percentage
of germinated seeds (35,3%), fresh weight of seedling (38,5%), cotyledons length of seedling (42,9%) and root length
of seedling (56,3%). The received results showed, that water deficiency reduced seed germination the least by 23%,
then the root length by 36%, and the fresh weight of seedling and cotyledon length by 52% and 53,5%, respectively.
A high correlation (r = 0,81-0,86) between the features describing the growth of seedlings under drought conditions
was found, indicating that water deficit reduced growth of whole seedlings. However, no correlation (r = 0,19-0,24)
between them and germination under drought conditions was observed. Among 150 onion accessions, genotype 171026
showed a high level of drought tolerance, both in seed germination stage and in seedling growth stage.

Keywords: Allium cepa, polyethylene glycol (PEG), tolerance, water deficit

Original research paper

Oryginalny artykut naukowy

Wstep

Cebula nalezy do gatunkow warzyw
o najwiekszym znaczeniu pod wzgledem wielko-
$ci produkcji, zarowno w Polsce, jak i na $wiecie.
Polska z rocznymi plonami przekraczajacymi
650 tysiecy ton, jest trzecim producentem cebu-
li w UE, po Holandii i Hiszpanii (EUROSTAT
2017). Pod wzgledem areatu uprawy warzyw
w naszym kraju, cebula zajmuje pierwsze miej-
sce (GUS 2018). Gatunek ten jest szczegolnie

wrazliwy na stres suszy w fazie kietkowania
nasion i wschodow oraz w fazie wigzania i przy-
rostu cebul (Addai i in., 2014; Hanci i Cebeci,
2015). Niedobor wody wystepujacy w fazie kiel-
kowania nasion powoduje opoOznienie wscho-
doéw, zmniejszenie liczby roslin na jednostce
powierzchni, a w konsekwencji obnizenie plonu.
Okresy suszy wystepujace przed i w trakcie
wigzania, a nastepnie przyrostu cebul prowadza
do zahamowania ich wzrostu, skutkujac nie tylko
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redukcja wysokosci plonu, ale takze obnizeniem
jakosci przechowalniczej. Najlepsza metoda zabez-
pieczajaca uprawy cebuli przed negatywnymi skut-
kami suszy jest hodowla odmian o podwyzszonej
tolerancji na stres niedoboru wody. Jest to szcze-
golnie wazne w zwiazku z prognozowanym wzro-
stem deficytu wody wskutek postepujacych zmian
klimatu (Ziernicka-Wojtaszek, 2015).

W ostatnim czasie podj¢to w Instytucie Ogrod-
nictwa (IO) w Skierniewicach badania, ktorych
pierwszym etapem byto opracowanie metody testo-
wania cebuli w fazie kietkowania nasion i wzrostu
siewek przy uzyciu glikolu polietylenowego (PEG)
— substancji osmotycznie czynnej obnizajacej
potencjat wody (Michel, 1983). PEG jest polime-
rem indukujgcym stres osmotyczny w warunkach
in vitro powszechnie stosowanym w testach tole-
rancji réznych gatunkow roslin na niedobor wody:
kukurydzy (Hohl i Schopfer, 1991), sosny (Zhu
i in., 20006), pszenicy (Kolasinska, 2009), sorga
(Bibi i in., 2012), ryzu (Wang i in., 2013), soczewicy
(Muscolo i in., 2014), pomidora (Brdar-Jokanovié¢
i Zdravkovi¢, 2015) i ogérka (Ktosinska i in., 2016).

Bioragc pod uwage szeroka pule zarejestrowa-
nych odmian cebuli (Rejestr COBORU odnotowuje
57 odmian, a rejestr EU — ok. 1200 odmian) oraz
kolekcje tego gatunku w Banku Genow IO, istnieje
duze prawdopodobienstwo identyfikacji materia-
16w o wysokiej tolerancji na deficyt wody. Dlatego
tez podje¢to badania, ktorych celem byta ocena kiet-
kowania nasion i wzrostu siewek 150 linii/odmian
cebuli r6znego pochodzenia w warunkach symulo-
wanej suszy przy uzyciu PEG.

Material i Metody

Materiatem badawczym bylo 150 obicktow
pochodzacych z polskich i zagranicznych firm
hodowlano-nasiennych oraz z Banku Genow
Instytutu Ogrodnictwa w Skierniewicach (tab. 1).
Badania przeprowadzono w roku 2019 w fazie kiet-
kowania nasion oraz w fazie siewek w warunkach
laboratoryjnych. Stres suszy indukowano przez
zastosowanie poliglikolu etylenowego (PEG,,)
obnizajacego potencjal wody wedtug metody zopty-
malizowanej w Instytucie Ogrodnictwa w Skier-
niewicach (Ktosinska i in., 2019).

Faza kietkowania nasion

Nasiona 150 obiektow cebuli wyktadano
do szalek wylozonych bibulg nasgczong 4 ml PEG
w stezeniu 18% oraz 4 ml dH,O (kontrola). Test
przeprowadzono w 3 powtorzeniach, w kazdym
po 50 nasion x 2 kombinacje (18% PEG i dH,0O).
Szalki umieszczono w ciemno$ci w fitotronie
w temperaturze 18°C. Na podstawie liczby skietko-
wanych nasion notowanych codziennie od wysiewu
przez 14 dni, obliczono: wskaznik gMAX (maksy-
malny% skietkowanych nasion), oraz procent
skietkowanych nasion w 18% PEG w odniesieniu
do kontroli.

Faza siewek

Skietkowane nasiona (dt. 10—15 mm) 150 obiek-
tow cebuli wyktadano do szalek wytozonych bibu-
a nasaczong 4 ml PEG w stezeniu 10% oraz 4 ml
dH,O (kontrola). Test przeprowadzono w 3 powto-
rzeniach, w kazdym po 10 nasion x 2 kombinacje

Tabela 1
Table 1

Pochodzenie i liczebno$¢ badanych obiektéw cebuli

Origin and accessions number of onion used in study

Pochodzenie
Origin

Liczba obiektow
Accessions number

Bank Genow, Instytut Ogrodnictwa, Skiernie-

wice
,,Polan”, Krakow
,Plantico”, Zielonki

»Spojnia”, Nochowo

PNOS, Ozaréw Mazowiecki

Bejo Zaden
Enza Zaden
Nunhems Bayer

Syngenta

34

22

59

20

94



BIULETYN IHAR Nr 291 /2020

Ocena obiektéw cebuli (Allium cepa L.) pod wzgledem tolerancji na susze...

(10% PEG i dH,0). Szalki umieszczono w fitotro-
nie typu walk-in w temperaturze 24°C/dzien i 20°C/
noc oraz 12 h fotoperiodzie. Po 12 dniach wykona-
no pomiary dtugosci korzenia i li§cieni oraz §wie-
7ej masy.

Wykonano zestawienie uzyskanych wynikow,
obliczajac srednie arytmetyczne dla cech badanych
odmian w warunkach kontrolnych i stresowych.
Oddzielnie dla kazdej linii/odmiany przeprowa-
dzono analize¢ wplywu deficytu wody na wielko$¢
badanych parametrow wyrazona w procentach
wzgledem kontroli oraz obliczono wspolczynnik
zmiennosci (CV) 1 wspotczynnik korelacji (r).

Wyniki i Dyskusja

Proces kietkowania i wzrost siewek to najbar-
dziej krytyczne fazy w cyklu zyciowym roslin
(Ahmed i in., 2009). Narazenie nasion na nieko-
rzystne warunki takie jak susza ma destrukcyjny
wpltyw na wyksztatcanie siewek i czesto dalszy

przebieg rozwoju roslin (Albuquerque i Carval-
ho, 2003). W celu symulacji suszy, w niniejszych
badaniach w fazie kietkowania cebuli zastosowano
18% PEG, natomiast w fazie siewek — 10% PEG.
Substancje te w znaczny sposob obnizyty zdolno$¢
kietkowania nasion (tab. 2), a takze zahamowaty
wzrost siewek (tab. 3). Badane obiekty cebuli istot-
nie r6znity pod wzgledem tolerancji na niedobor
wody, co potwierdzaja wysokie warto$ci wspot-
czynnika zmiennosci (CV) dla ocenianych parame-
trow: maksymalny procent skietkowanych nasion
(35,3%), $wieza masa siewek (38,5%), diugosc¢
liscieni siewek (42,9%) i dtugos$¢ korzeni siewek
(56,3%) (tab. 2, 3).

Nasiona 150 testowanych odmian/linii cebu-
li odznaczaty si¢ dobra zdolnoscig kietkowania
w warunkach kontrolnych (0% PEG), o czym $wiad-
czy $rednia warto$¢ parametru gMAX (maksymal-
ny% kietkowania nasion) wynoszaca 76,1% (tab. 2).
Zastosowany w niniejszych badaniach 18% PEG

Tabela 2
Table 2

Maksymalny% Kkielkowania nasion (gMAX) 150 obiektéw cebuli w warunkach kontrolnych (0% PEG) i stresu suszy
(18% PEG) oraz liczba skielkowanych nasion w 18% PEG wzgledem kontroli w%

Maximum% of seed germination (M AX) of 150 onion accessions under control treatment (0% PEG) and drought stress
(18% PEG); and number of seed germinated under 18% PEG treatment relative to control in%

gMAX (%) .
Parametr % kontroli
Parameter kontrola stres % control
control stress
Srednia 76,1 58,6 77,0
Mean
Zakres 11,3-100 4,7-96,7 7,5-139.3
Range
CV* (%) 23,0 35,3 30,0

*wspolczynnik zmiennosci; the coefficient of variation

Tabela 3
Table 3

Swieza masa, dlugosé liscieni i dlugo§é korzeni siewek 150 obiektéw cebuli w warunkach kontrolnych (0% PEG) i stresu
suszy (10% PEG) oraz wartos$ci tych parametréw w 18% PEG wzgledem kontroli w%

Fresh weight, cotyledons length and root length of seedlings of 150 onion accessions under the control treatment (0%
PEG) and drought stress (10% PEG); and values of these parameters under the 10% PEG treatment relative to control

in%
Swieza masa siewek Dtugo$é¢ liscieni siewek Dtugos$¢ korzeni siewek
Fresh weight of seedlings Cotyledons length of seedlings Root length of seedlings
Parametr
Parameter kontrola stres % kontroli kontrola stres % kontroli kontrola stres % kontroli
control stress % control control stress % control control stress % control
(mg) (mg) (cm) (cm) (cm) (cm)
Srednia 37.0 17,5 48,1 438 2.2 46,5 43 2,7 64,0
Mean
Zakres
Range 24,0-55,5 7,4-35,9 19,3-89,6 2,6-7,6 0,7-5,1 15,2-112,1 1,4-7.4 0,5-7,7 16,7-149,5
CV* (%) 18,8 38,5 40,6 20,3 42,9 44,8 29,6 56,3 48,1

*wspolczynnik zmiennosci, the coefficient of variation
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zostatl takze uzyty w badaniach nad ogérkiem przez
Zhang 1 wsp. (2013) oraz Klosinska i wsp. (2016).
Jednakze porownujac otrzymane wyniki z wynika-
mi ww. autorow stwierdzono, ze cebula jest bardziej
wrazliwa na stres suszy w fazie kietkowania nasion
niz ogodrek. U szesciu obiektow cebuli zanotowano
wiekszy wskaznik kietkowania w warunkach stre-
sowych wzgledem kontroli $rednio od 10 do 36,3%
(tab. 4), co moze wskazywa¢ na ich wysoki poziom
tolerancji na susz¢. Najbardziej wrazliwe na deficyt
wody w fazie kietkowania okazaty si¢ trzy linie,
u ktorych% skietkowanych nasion po 14 dniach
traktowania 18% PEG miescil si¢ w przedziale
od 7,5 do 12,7% w poréwnaniu do kontroli (tab. 4).

Ze wzgledu na zréznicowang sile wzrostu
siewek w warunkach kontrolnych, oddzielnie
dla kazdej linii/odmiany przeprowadzono anali-
z¢ wplywu 10% PEG na wielko$¢ badanych cech
w odniesieniu do kontroli. Pozwolito to na wytypo-
wanie linii charakteryzujacych si¢ skrajng reakcja
na stres suszy. U 33 genotypoéw cebuli zanoto-
wano dtugos¢ korzenia na poziomie 90-149,5%
w stosunku do kontroli, z czego u 14 obiektéw
dtugos¢ korzenia w 10% PEG przekroczyta 110%
kontroli (tab. 4). Na szczegdlne wyrdznienie zastu-
guja trzy linie: ZS/113, ZS/109 i 171026, ktérych
dtugos¢ korzeni w stresie suszy byta wyzsza odpo-
wiednio o 49,5, 42,4 i 33,6% wzgledem kontroli,
co moze wskazywac na ich wysoki poziom toleran-
cji na badany stres, zwazywszy ze réwniez u linii
tych odnotowano niewielki spadek $wiezej masy.
Natomiast najwigksza redukcje dtugosci korzenia,
o ponad 80% w stosunku do kontroli, obserwo-
wano u szesciu obiektéw (tab. 4). Badano rowniez
wpltyw 10% PEG na dlugos¢ liscieni siewek cebu-
li. U dwoch linii ZS/105 i ZS/117 obserwowano
wzrost tej cechy odpowiednio o 12 i 11% wzgledem
kontroli, natomiast u pozostatych 148 stres suszy
spowodowal zahamowanie wzrostu liscieni, ktore
byto najwigksze u szesciu linii i przekroczyto 80%
w stosunku do kontroli (tab. 4). Zastosowanie 10%
stezenia PEG takze u wszystkich obiektow zmniej-
szylo $wieza mase siewek. Sposrod 150 ocenianych
linii najmniejszy stopien redukcji $wiezej masy
w stosunku do kontroli (10 — 24%) stwierdzono
u 12 obiektdéw, natomiast najwyzszy (80%) u dwoch
genotypow NOE/61 i 171009.

Na podstawie S$rednich wartosci z wszyst-
kich linii stwierdzono, ze stres niedoboru wody
najmniej ograniczyt kietkowanie nasion — o 23%
(tab. 2), nastepnie dlugos¢ korzeni — o 36%,
natomiast §wieza masa i dlugos$¢ liscieni byly
zahamowane odpowiednio o 52 i 53,5%, co stano-
wito 48 1 46,5% wzgledem kontroli (tab. 3). Wiele
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doniesien literaturowych podkresla, ze deficyt
wodny w podlozu bardziej obniza wzrost czgsci
nadziemnej niz wzrost korzeni roslin réznych
gatunkow: fasoli (Turkan i in., 2004), melona (Tuna
iin., 2010), pomidora (Prokic i Stikic, 2012) i sorgo
(Bibi in. 2012), co potwierdzily rowniez niniejsze
badania dotyczace cebuli. Dlatego tez zahamowa-
nie wzrostu czes$ci nadziemnej i zwigkszenie wzro-
stu korzeni jest jednym z wazniejszych wskaznikow
tolerancji na stres suszy.

Wyniki badan sugeruja, ze takie parametry, jak
kietkowanie nasion, §wieza masa siewek, dlugos¢
korzenia i li§cieni moga by¢ wykorzystane do szyb-
kiej selekcji genotypow tolerancyjnych na stres
suszy we wczesnej fazie wzrostu. Na podstawie
pozytywnie lub negatywnie wyrdzniajacego si¢
przynajmniej jednego z ocenianych parametrow,
badane linie klasyfikowano jako tolerancyjne lub
wrazliwe (tab. 4). Sposrod 150 obiektéw cebuli,
wytypowano 23 linie/odmiany tolerancyjne i 13
wrazliwych, a pozostate 114 obiektow charak-
teryzowato si¢ $rednim stopniem tolerancji lub
wrazliwosci na niedobor wody. Najwiecej toleran-
cyjnych obiektow (14) pochodzito z firmy ,,Planti-
co”, co moze wynika¢ z duzej liczby testowanych
obiektow (59), ktore stanowity az 40% wszystkich
badanych. Na drugiej pozycji uplasowaty si¢ tole-
rancyjne obiekty z Banku Gendéw (6), natomiast
najmniej obiektow tolerancyjnych pochodzito
z firm: ,,Spojnia”, ,,Polan” i PNOS (tab. 4). Wsrod
23 linii tolerancyjnych, az 20 odznaczato si¢ dobra
i bardzo dobrg zdolnoscia kietkowania w stresie
suszy wynoszacg od 77,4 do 136,3% wzgledem
kontroli (tab. 4). Jednakze dwie z nich ZS/131
i 171007 o najwyzszych parametrach kietkowania
w warunkach deficytu wody, przewyzszajacych
kontrolg odpowiednio o 21,4 i 36,3%, cechowaty si¢
silng redukcja $wiezej masy siewek, dtugosci liscie-
ni i korzeni, od 63,3 do 73,4%. Podobng zaleznos$¢
zaobserwowano u wigkszosci linii wrazliwych,
ktore takze przy dobrych parametrach kietkowania
od 73,4 do 105,6% wzgledem kontroli charaktery-
zowaty si¢ silnym zahamowaniem wzrostu siewek.
Wsrod linii wrazliwych byto 6 linii z Banku Genow,
po trzy z ,,Plantico” i ,,Spojni” oraz jedna z ,,Pola-
na” (tab. 4). Wytypowane linie ze skrajng reakcja
na stres suszy postuza do badan fizjologicznych
1 biochemicznych czynnikéw warunkujacych tole-
rancj¢ cebuli na deficyt wody.

W celu poznania zaleznos$ci pomigdzy badany-
mi cechami w warunkach stresu suszy obliczono
wspolczynnik korelacji (r) (tab. 5). Stwierdzono silng
korelacje migdzy $wieza masa siewek a dlugoscia
ich liScieni i korzeni w warunkach niedoboru wody,
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Table 4

Charakterystyka tolerancyjnych i wrazliwych obiektéw cebuli w warunkach stresu suszy (18% PEG — faza kielkowania;
10% PEG — faza siewek) wzgledem kontroli w%

Characteristics of tolerant and sensitive onion accessions under drought stress conditions (18% PEG — germination stage;
10% PEG — seedlings stage) relative to control in%

Swieza masa siewek

Dlugo$é liscieni

Obiekt Pochodzenie K‘;: ﬁ((:)r::::)rﬁe Y kontrpli siewek % kontroli Dmgog"i i%r;tizilismwek
Accession Origin Germination Fresh we}ght Cotyledons' length Root length of seedlings
9% control oof seedlings of seedlings 9% control
% control % control
Tolerancyjne
Tolerant
ZS/105 Plantico”, Zielonki 80,6 80,3 112,1 124,2
ZS/109 Plantico”, Zielonki 89,1 77,5 64,4 142,4
ZS/110 ,Plantico”, Zielonki 100,8 75,6 64,4 121,4
ZS/111 ,,Plantico”, Zielonki 81,6 88,2 68,5 120,0
ZS/113 ,,Plantico”, Zielonki 65,3 83,0 72,8 149,5
ZS/115 ,,Plantico”, Zielonki 90,8 37,6 81,0 112,5
ZS/117 ,,Plantico”, Zielonki 91,0 67,0 111,0 104,7
ZS/118 ,,Plantico”, Zielonki 64,1 57,4 70,7 113,2
ZS/119 ,Plantico”, Zielonki 81,6 69,2 90,9 120,5
ZS/131 ,,Plantico”, Zielonki 121,4 26,6 29,7 36,7
7S/134 ,,Plantico”, Zielonki 116,7 61,8 61,5 94,7
ZS/135 ,,Plantico”, Zielonki 112,8 57,8 69,6 84,4
ZS/138 ,Plantico”, Zielonki 85,9 83,4 80,2 116,1
ZS/158 ,Plantico”, Zielonki 86,2 58,6 65,2 113,9
171007 Bank Genow, 10 136,3 29,6 31,0 33,6
171011 Bank Genow, 10 91,7 85,4 66,2 91,0
171017 Bank Genow, 10 102,4 88,7 79,0 86,1
171018 Bank Genow, 10 103,1 89,6 79,9 116,9
171026 Bank Genow, 10 112,2 82,0 75,8 133,6
171099 Bank Genow, 10 63,5 86,8 71,9 116,9
NOE/64 ,»Spojnia”, Nochowo 92,6 82,2 71,9 87,9
P/37 ,,Polan”, Krakow 77,4 52,8 54,6 115,5
Bolero F, PNOS, Ozarow Maz. 115,3 39,2 35,3 40,1
Wrazliwe
Sensitive
ZS/46 ,~Plantico”, Zielonki 8,1 53,8 49,3 36,9
ZS/159 Plantico”, Zielonki 12,7 38,3 39,2 47,0
ZS/181 ~Plantico”, Zielonki 7,5 41,4 33,8 35,3
171009 Bank Genow, 10 73,4 19,7 15,2 18,0
171035 Bank Genow, IO 74,4 25,6 21,3 16,7
171036 Bank Genow, 10 82,6 28,3 16,4 22,1
171040 Bank Genow, 10 105,6 25,2 18,7 24,1
171042 Bank Genow, 10 83,4 25,7 25,8 18,6
171051 Bank Genow, 10 95,7 23,5 19,0 21,5
NOE/59 ,»Spojnia”, Nochowo 67,5 27,9 18,7 19,9
NOE/60 »Spojnia”, Nochowo 83,4 234 16,9 21,3
NOE/61 »Spodjnia”, Nochowo 84,9 19,3 23,0 18,2
P/32 ,Polan”, Krakow 77,6 35,0 22,7 18,2
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Tabela 5
Table 5

Wspétezynnik korelacji (r) pomiedzy badanymi cechami 150 obiektéw cebuli w warunkach stresu suszy (18% PEG)

Correlation coefficient (r) between the studied features of 150 onion accessions under drought stress conditions (18% PEG)

Parametr Kietkowanie Swieza masa siewek Dlugos¢ liscieni siewek Dlugo$é korzeni siewek
Germination Fresh weight of seedlings Cotyledons length of Root length of seedlings
Parameter .
(%) (mg) seedlings (cm) (cm)
Kietkowanie s s -
Germination (%) 1 0,2363 0,1919 0,2116
Swieza masa siewek
Fresh weight of seedlings 0,2363™ 0,8645" 0,8322"
(mg)
Dlugos$¢ liscieni siewek
Cotyledons lenght of 0,1919" 0,8645" 1 0,8116"
seedlings (cm)
Dtugos¢ korzeni siewek
Root lenght of seedlings 0,2116" 0,8322° 0,8116" 1

(cm)

*istotne na poziomie a. = 0,01; significant at o. = 0,01 level

o czym $wiadczg warto$ci wynoszace odpowiednio
0,8645 1 0,8322. Zanotowano takze istotny zwigzek
licieni z dhugoscig korzeni (0,8116). Jest to zgod-
ne z wynikami Klosinskiej i wsp. (2016), ktorzy
takze zaobserwowali t¢ sama zaleznos¢ dla siewek
ogorka traktowanych 18% PEG. Podobne wyniki
otrzymano dla melona (Kavas i in., 2013). Auto-
rzy stwierdzili silng korelacje miedzy dlugoscia
korzenia a dtugoscia czes$ci nadziemnej w warun-
kach suszy. Natomiast zalezno$¢ pomigdzy kietko-
waniem a parametrami opisujagcymi wzrost siewek
(Swieza masa, dtugosc¢ liscieni i korzeni) w stresie
deficytu wody okazata si¢ nieistotna. Potwierdzaja
to niskie wartosci wspolczynnika korelacji wyno-
szace odpowiednio 0,2363, 0,2116 1 0,1919 (tab. 5).
Otrzymane wyniki moga wskazywac¢, iz mechani-
zmy warunkujgce tolerancj¢ na stres suszy w fazie
kietkowania sg prawdopodobnie inne od tych, ktore
determinujg t¢ ceche w fazie siewek. Podobna hipo-
teze sformutowata Klosinska i in. (2016) w przy-
padku badan dotyczacych ogorka.

Dzigki duzej zmiennos$ci pod wzgledem tole-
rancji na deficyt wody, oceniane obiekty beda uzyte
jako materiat do badan polimorfizmu genomowego
cebuli przy wykorzystaniu platformy DArTseq.
Uzyskane wyniki pozwolity takze na wskazanie
obiektow, ktore mogg by¢ wykorzystane jako cenny
material wyjsciowy w programach hodowli twor-
czej nowych odmian cebuli tolerancyjnych na suszg.
Do najbardziej tolerancyjnych w fazie kietkowania
nasion zaklasyfikowano szes$¢ linii/odmian: ZS/131,
ZS/134, 7S/135, 171007, 171026 iBolero F,
a w fazie wzrostu siewek dziewieé: ZS/105, ZS/109,
ZS/110, ZS/111, ZS/113, ZS/138, 171018, 171026
1 171099. Obiekty te pochodzity z firmy ,,Plantico”

98

iz Banku Genéw, aodmiana Bolero F, z firmy
PNOS. Na szczegdlng uwage zastuguje genotyp
171026, ktéry wyroznit sie¢ wysokim poziomem
tolerancji na susze zaro6wno w fazie kietkowania,
jak i w fazie siewek.

Whioski

1. Badane obiekty cebuli okazaty si¢ istotnie
zroznicowane pod wzgledem tolerancji na stres
suszy w fazie kielkowania i wzrostu siewek.
Dzigki temu stanowig cenny materiat do geno-
typowania, a nastepnie identyfikacji regionow
genomu odpowiedzialnych za tolerancje cebuli
na deficyt wody.

2. Zwigkszenie dtugosci korzenia pod wpltywem
stresu suszy moze by¢ wskaznikiem tolerancji
cebuli na deficyt wody.

3. Stwierdzono silng korelacje migdzy S$wiezg
masg siewek a dlugoscia ich liscieni i1 korzeni
w warunkach niedoboru wody. Natomiast
zaleznos$ci pomig¢dzy kietkowaniem a parame-
trami opisujacymi wzrost siewek (§wieza masa,
dhugos¢ liscieni 1ikorzeni) w stresie suszy
okazaly si¢ nieistotne. Moze to wskazywac
na zupetnie inne mechanizmy warunkujace
tolerancj¢ cebuli w poszczegdlnych fazach
wzrostu.

4.  Wytypowano obiekty cebuli, ktére moga by¢
cennym materialem wyjsciowym do wykorzy-
stania w programach hodowli cebuli z toleran-
Cja na stres suszy.

Badania finansowano ze srodkow projektu
MRiRW: Badania podstawowe na rzecz postepu
biologicznego w produkcji roslinnej. Zadanie nr 104.
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