Zadanie 72 Ocena potencjalu genetycznego wybranych genotypéw boréwki
wysokiej (Vaccinium corymbosum L.) w oparciu o czynnikowy uktad
krzyzowan.

W roku 2016 w ramach tego Zadania realizowano 3 tematy badawcze:

Temat badawczy 1

Wstepna ocena cech fenotypowych 2100 siewek w doswiadczeniu, w warunkach polowych
oraz_ocena poziomu ploidalnosci 12 form rodzicielskich i wybranych mieszancow boréwki
wysokiej przy uzyciu cytometrii przeptywowej

Celem tego tematu badawczego byta ocena siewek pokolenia F; boréwki wysokiej pod
wzgledem sity wzrostu roslin w doswiadczeniu polowym. Drugim celem badan byto ustalenie
poziomu ploidalnosci 12 genotypow rodzicielskich boréwki wysokiej i wytypowanych siewek
(mieszancow) pochodzgcych z programu krzyzowan. Materiat roslinny stanowito 2.100
siewek, posadzonych w doswiadczeniu zatozonym na polu w Sadzie Pomologicznym
w Skierniewicach jesienig 2014 roku. Ponadto materiatem roslinnym byty krzewy 12 odmian
rodzicielskich (7 form matecznych — ‘Aurora’, ‘Bluecrop’, ‘Brigitta Blue’, ‘Chandler’, ‘Draper’,
‘Duke’ i ‘Northland’ oraz 5 form ojcowskich — ‘Earliblue’, ‘KazPliszka’, ‘Polaris’, ‘Toro’
i ‘Weymouth’), ktére uzyto w programie krzyzowan, w uktadzie czynnikowym (7 x 5) wiosng
w latach 2014-2015 oraz 100 mieszancow z populacji siewek boréowki. W 2016 roku
wykonano wstepng ocene sity wzrostu siewek w dwdch terminach: wiosng (pocz. maja)
i jesienig (Il pot. pazdziernika), wykorzystujgc dwie metody: skala bonitacyjna (1-9) i pomiar
wysokosci (cm). Ocene poziomu ploidalnosci wykonano cytometrycznie przy uzyciu
cytometru przeptywowego (CyFlow PA, Partec, Niemcy, z lampg UV LED 365 nm). Do
analizy cytometrycznej (FCM) wykorzystano proby 3-4 najmiodszych lisci. Do ekstrakgji
i barwienia jgder uzyto buforu Partec z dodatkiem 1% PVP, zawierajacego barwnik
fluorescencyjny DAPI. Poziom ploidalnosci okredlano na podstawie histogramoéw.
Wykorzystano standardy zewnetrzne: diploidalny gatunek boréwki czarnej (V. muyrtillus,
2n=2x=24) i tetraploidalng odmiane borowki wysokiej ‘Bluecrop’ (2n=4x= 48).

Mtode siewki boréwki wysokiej, nalezgce do 35 rodzin mieszancowych, charakteryzowaty sie
dos¢ stabym lub srednio silnym wzrostem. Wyniki oceny bonitacyjnej i pomiar wysokosci
siewek byly silnie, pozytywnie skorelowane ze sobg. Po usrednieniu wynikdw oceny tej
cechy okazato sie, ze najsilniejszym wzrostem charakteryzowaty sie siewki nalezgce do
o$miu rodzin mieszancowych: ‘Aurora’ x ‘Toro’, ‘Bluecrop’ x’ Earliblue’, ‘Bluecrop’ x ‘Toro’,
‘Brigitta Blue’ x ‘Earliblue’, ‘Chandler’ x ‘Earliblue’, ‘Duke’ x ‘KazPliszka’, ‘Duke’ x ‘Polaris’
i ‘Northland’ x ‘Weymouth’. Uzyskane wstepne wyniki badan nad oceng poziomu ploidalnosci
na podstawie histogramow analizy cytometrycznej wskazujg, ze wszystkie genotypy
rodzicielskie i zdecydowana wiekszo$¢ analizowanych mieszancéw bordéwki wysokiej
okazaty sie tetraploidami (2n=4x=48). Dla 6 siewek w kolejnych analizach cytometrycznych
uzyskiwano powtarzalne histogramy wskazujgce na ich aneuploidalnos¢.

Temat badawczy 2

Okreslenie warunkoéw inicjacji i stabilizacji kultur in vitro 10 genotypéw boréwki wysokiej:
sposobu odkazania, sktadu pozywki inicialnej oraz okreslenie stopnia wewnetrznej czystosci
mikrobiologicznej poszczegdlnych genotypéw

Celem badan byta optymalizacja warunkow in vitro do inicjacji i stabilizacji 10 genotypéw
boréwki wysokiej i ocena stopnia czystosci od bakterii endogennych poszczegdlnych
genotypdéw. Materiat badawczy stanowito 10 genotypdéw boréwki wysokiej: 5 wybranych
odmian rodzicielskich (‘Duke’, ‘Bluecrop’, ‘Chandler’, ‘KazPliszka’ i ‘Polaris’) i 5 mieszancow
(siewek) oznaczonych numerami: 30, 48, 57, 58, 69, uzyskanych z programu krzyzowan.
Materiat inicjalny stanowity tegoroczne pedy pobierane od maja do lipca. Paki inicjalne
wierzchotkowe i katowe pilukano pod biezgcg wodg oraz w roztworze detergentu.
Sprawdzano dwa sposoby odkazania powierzchniowego: w 0,1% roztworze chlorku rteci
oraz w 2,0% roztworze chloraminy. Zastosowano dwie pozywki inicjalne o sktadzie: % soli



WPM i 72 soli wg. Andersona, 5 mg/l 2iP, 30g/l sacharozy, agar Bacto. Na tych pozywkach
eksplantaty pozostaty 6 tygodni w fitotronie, w temperaturze 23-25°C, w $wietle
rozproszonym. Z eksplantatow inicjalnych pobierano dolne fragmenty peddéw i wyktadano na
pozywke bakteryjng, na ktorej po 10 dniach oceniano obecnos¢ bakterii endogennych.
Nastepnie eksplantaty przenoszono na pozywki do stabilizacji kultur o sktadzie: sole WPM
lub wg. Andersona, 5 mg/l 2iP, 309/l sacharozy, agar Bacto.

Wstepne wyniki wskazujg, ze inicjacja boréwki wysokiej do warunkéw in vitro jest trudna
i dlugotrwata. Proces trwat 6 miesiecy i obejmowat okres inicjacji i stabilizacji kultur. Wptyw
poszczegolnych czynnikéw byt zalezny od genotypu i zdolnosci do podejmowania wzrostu.
Podczas inicjacji kultur wypady na skutek uszkodzen i zakazeh powierzchniowych
u niektérych genotypdw, wynosity ok. 70%. Najtrudniej byto zainicjowac kultury in vitro
u odmian: ‘Duke’, ‘Bluecrop’, ‘Chandler’ i siewki 69, a fatwiej u odmiany ‘KazPliszka’ oraz
siewek 30 i 58. Jednym z powodéw licznych strat podczas stabilizacji kultur byta obecnos¢
bakterii endogennych, ktére wykryto u wszystkich badanych genotypéw. Nie odnotowano
wplywu pozywki na przezywanie eksplantatéw w okresie inicjaciji i stabilizacji kultur badanych
genotypow bordwki wysokie;j.

Temat badawczy 3
Estymacja zdolnosci kombinacyjnej (GCA i SCA) oraz okreslenie wspodtczynnikow
odziedziczalnosci i korelacji genetycznej dla ocenianych cech biologicznych

Celem badan byto okreslenie zdolnosci kombinacyjnej wybranych odmian rodzicielskich
borowki wysokiej w oparciu o 0godlng i specyficzng zdolno$¢ kombinacyjng (GCA i SCA) dla
wybranych cech uzytkowych. Materiatem roslinnym byta populacja mieszancow (2.100
siewek) borowki wysokiej rosngcych w metodycznym doswiadczeniu. W sezonie
wegetacyjnym 2016 roku wykonano wstepng ocene sity wzrostu siewek, w dwoch terminach
(wiosng i jesienig) i przy wykorzystaniu dwoch metod (skala bonitacyjna i pomiar roslin).
Zebrane dane z doswiadczenia poddano analizie statystycznej w dwoch etapach: srednie
z pomiaréw opracowano metodg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), estymacje
efektow GCA i SCA, analize wariancji i szczegétowe testowanie jednoczesne wykonano za
pomocg programu komputerowego SERGEN (opracowany przez naukowcow z Instytutu
Genetyki Roslin PAN w Poznaniu).

Wstepne wyniki badan i analizy statystycznej pokazujg, ze badane genotypy rodzicielskie
borowki wysokiej réznig sie zdolnoscig kombinacyjng (efekty GCA i SCA) pod wzgledem sity
wzrostu siewek. Oszacowane efekty GCA i SCA 12 form rodzicielskich i 35 rodzin
mieszancowych przyjmujg wartosci dodatnie i ujemne. Pozytywne i istotne warto$ci efektéw
GCA dla tej cechy roslin oszacowano dla odmian: ‘Bluecrop’, ‘Duke’ i ‘Earliblue’. Oznacza to,
ze badane odmiany uzyte w krzyzowaniach mogg przyczyni¢ sie do poprawy sity wzrostu
u potomstwa siewek. Odmiany ‘Aurora’ i ‘Brigitta Blue’ miaty istotne negatywne efekty GCA
dla tej cechy. Obie odmiany uzyte jako formy rodzicielskie sg wiec donorami gendw
warunkujgcych stabg site wzrostu u potomstwa siewek. Istotnie pozytywne efekty SCA
uzyskano dla 6 rodzin mieszancow: ‘Aurora’ x ‘Toro’, ‘Chandler x ‘Earliblue’, ‘Northland’
x ‘Weymouth’, ‘Bluecrop’ x ‘Toro’, ‘Draper’ x ‘KazPliszka’ i ‘Duke’ x ‘Polaris’. Oznacza to, ze
w przypadku tych rodzin genetyczne wspotdziatanie obu genotypdw rodzicielskich warunkuje
silny wzrost roslin. Istotnie negatywne efekty SCA dla tej cechy uzyskano dla 5 rodzin
mieszancowych: ‘Aurora’ x ‘Earliblue’, ‘Draper’ x ‘Earliblue’, ‘Brigitta Blue’ x ‘Weymouth’,
‘Chandler x ‘Toro’, i ‘Northland’ x ‘Toro’. Mieszance nalezgce do tych rodzin beda
charakteryzowac sie stabg sitg wzrostu.



Zatgcznik 1.
Poster prezentowany podczas Miedzynarodowej Konferencji ,European Congress on
Biotechnology”, Krakéw, Polska, lipiec 3-6, 2016, uwzglednia wyniki oceny poziomu
ploidalnosci 12 genotypdw rodzicielskich borowki wysokiej i 100 wytypowanych siewek
(mieszancow), pochodzacych z programu krzyzowan z roku 2016 (Temat badawczy 1 —
Sprawozdanie za rok 2016, str. 3-11)
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Introduction

Highbush blueberry {Vaceinium corymbosum L) is arown in Poland on commercial scale recently. [n 2015, growing acreage of this crop amounted to 6.9 thousand ha, and the fruft production was approximately 13.0 thousand metric tons. With this level of blueberry
production. Poland cumently ranks first in Europe and fifth in the workd. muehe-ry fruts are considered extremely dessert and contain numerous compounds with high nuriional and health-beneficial values. Due o the high mterest in new culivars of this species. the
Research Insttute of Horticulture in started the 2009. Among the wild sp: of Vaceinium cory . there are mainly tetrap . same diploids {2x) and hexaploids (6x) as well as their interploid hybrids - triploids
(34) and pertaploids (5¢) This species s known ta produce & small amount of unreduced gametes 21 that sometimes leads tothe frmation oftriploids from diploid parents or pentaplaids of tetrapiid parents. However, t 5 believed that the mos of highbush blusberry
cultivars are tetraploids. but pentaploids and diploids are also known. It is well known that in tetraploids of many various plant species. meiosis is mpaired, and gametes with variable chromoseme number may occur. Then. if there & a formation of hybrid. it can be an
neuplok] or a polyploid wh ancte ploidy eved than parenta forms. The:plokdy evel can afec fertiy of parental genatypes a5 wel s #uR and seed fomiation athybrdizaion. However, except of hree cuRvars which are Known to be teXaplods, the plody level of

other| selected for our m has been unk In our previous study, we evaluated of crossing potential of 12 genotypes of highbush blueberry after planned program polination. We have observed low seed formation in some crosses.
The aim ofthe present study was to elucidate whether th f poor fion could be the variation in ploidy levels of parental cultivars

Evaluation of the feasibilty of crossing 12 genatypes of highbush blueberry after planned

program polination o Abial B | ‘ Crossing designe (7 5} ‘ The steps of crossing parental forms of highbush blusberry

Patemalforms | [/ N

Preparation of parental highbu sh blueberry forms for pellination and the implementation of
the planned combination of 35 crosses in a factorial layout (7 x5)

A~ flawer buds ready for emasculation
B pullinatin

E~ soud fiom crass pollinations

=Tt of cress polinaions ‘

Material and Methods

Material
Twelve parental genatypes and 250 selected seedings (hybrids) obtained from the highbush blueberry crossing (6-10 seediings fom each OF 35 crossings) have been used for our studies. Among the parental genotypes, seven maternal forms ( ) - ‘Aurora, |
"Bluecrop’, Brigitta Blue', ‘Chandler’, Draper’ ‘Duke’ and ‘Nerthland and five: patemal forms ( ) - Earfiblue’, * KazPliszka', ‘Polaris’, Tora' and Weymouth' were used for the factorial (7x5) crossing design. Parental genotypes are characterized by many |
vakiatie foaturos and high genetic and phanotypic vartabity a2 well a6 dtferse: geographical oigh. |
Ploidy evaluation

Assessment of the ploidy level was performed by the flow cytometry. Samples, the second, third and forth youngest leaves were taken from the shoot tips, Leaf tissue (0.5-1 em?) was chopped in a Petri dish in 0.5 mL nuclei isolation Partec buffer with 1% |
PVP to which DAPI (50 pgimL) vas added (Siwinska 2008). After adding 1 mL of the isolation buffer. the samples viere fitered thraugh a 20-um filter and incubated for 45-60 min. in darkness at room temperature, The fluorescence of the nuclei was |
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three times. |
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Results
Cytometric analysis has shown that all the parental cubfvars are tetraploids, In case of their hybrids, except of sic ansuploids. all sthar sesdings have been proven to b tetraplaids. Phenotypically aneupioids differ markedly from other seedings. Since our
results all the p: genotypes of V. are tatraploids, other gent of poor seed
diploid tetraploid aneuploid
|
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DNA content of l: omng lenves of diploid standard
Vaeeinium myrtillus L, and tetraploid Vaccinjum corymbosum L (maternal form cw. ..., and Its seediin [._.| e T—T— T — D : basic rescarch, fadk TVZ015 |
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Zatgcznik 2
Abstrakt zamieszczony w materiatach konferencyjnych:
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Ploidy level evaluation of highbush blueberry parental geno types and ther hybrids Poland on
commercial scale recently. With the level of blueberry production of 13.0 thousand metric
tons in 2015, Poland currently ranks first in Europe and fifth in the world. Due to the high
interest in new cultivars, the Research Institute of Horticulture in Skierniewice started the
new blueberry breeding program in 2009. It is believed that the most of highbush blueberry
cultivars are tetraploids, but pentaploids and diploids are also known. The ploidy level can
affect fertility of parental genotypes as well as fruit and seed formation at hybridization.
However, except of three cultivars which are known to be tetraploids, the ploidy level of other
parental genotypes selected for our breeding program has been unknown. In our previous
study we have observed low seed formation in some crosses. The aim of the present study
was to elucidate whether the poor seed production could result different ploidy levels of
parental cultivars. Twelve parental genotypes (used for the factorial crossing design) and 100
selected seedlings (hybrids) of V. corymbosum have been used for our studies. Assessment
of the ploidy level was per formed by the flow cytometry. Cytometric analysis has shown that
all the parental cultivars are tetraploids. In case of their hybrids, except of six aneuploids, all
other seedlings have been proven to be tetraploids. Since our results demonstrate that all the
parental genotypes of V. corymbosum are tetraploids, other causative agent of poor seed
production in some crosses should be considered.
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