Zadanie 75: Badania nad mozliwoscig poszerzenia zmiennosci genetycznej maliny wtasciwej
(Rubus idaeus) pod wzgledem réznej pory dojrzewania i jakosci owocow

W roku 2018 realizowano cztery tematy badawcze:

Temat badawczy 1
Indywidualna ocena cech fenotypowych roslin _maliny wilasciwej (siewek i ich form
rodzicielskich, rosnacych w_doswiadczeniu polowym, zalozonym w 2014 r.) pod wzgledem
nastepujacych cech: plonowanie roslin, jakosé owocéw, sita wzrostu roslin, pokréj roslin,
kolczasto$¢ pedow.

Celem badan przeprowadzonych w temacie, realizowanym w Pracowni Genetyki i Hodowli Roslin
Sadowniczych Instytutu Ogrodnictwa byto uzyskanie wynikéw oceny fenotypowej wybranych cech
maliny wtasciwej, niezbednych do oszacowania efektéw GCA i SCA dla badanych form rodzicielskich
oraz wspofczynnikdw odziedziczalnosci i korelacji genetycznej dla tych cech.

Materiatem roslinnym byta populacja krzewéw maliny wiasciwej, rosngca w doswiadczeniu polowym,
zatozonym jesienia 2014 roku. Populacja ta obejmuje krzewy-siewki mieszancow pokolenia Fi,
otrzymane ze skrzyzowania w ukltadzie diallelicznym, wedtug Il metody Griffinga, oraz 10 odmian
maliny wiasciwej (‘Canby’, ‘Glen Ample’, ‘Laszka’, ‘Polana’, ‘Polka’, ‘Radziejowa’, ‘Schénemann’,
‘Sokolica’, ‘Veten’ i ‘Willamette’). Przy doborze odmian do programu krzyzowan brano pod uwage ich
rézne pochodzenie geograficzne i rézne wtasciwosci biologiczne, w tym rézne cechy fenotypowe.
Oceniano nastepujgce fenotypowe cechy roslin: plonowanie, jako$¢ owocéw (w tym atrakcyjnosé,
barwe i wielkos¢ owocow), site wzrostu roslin, pokroj roslin oraz kolczastos¢ pedéw. Stwierdzono, ze
oceniane siewki w réznym stopniu tgczg cechy form rodzicielskich, zgodnie z prawem Mendla,
wskazujgcym, ze cechy dziedziczg sie niezaleznie. W zwigzku z tym wykazano, ze jest mozliwe
poszerzenie istniejgcej zmiennosci genetycznej w obrebie gatunku Rubus idaeus, do ktérego nalezg
uprawiane odmiany maliny wfasciwej. Szczegdlnie pozadane jest potgczenie w jednym genotypie
takich cech maliny, jak zdolno$¢ do wytwarzania wysokiej jakosci owocow, wydtuzone letnio-jesienne
owocowanie oraz bezkolcowos¢ peddéw. Wyniki badan pokazujg, ze w obrebie duzej populacji
mieszancéw mozna znalez¢ pojedynki bezkolcowe lub o zredukowanych kolcach, produkujgce dobrej
jakosci owoce w wydtuzonym okresie czasu.

Temat badawczy 2

Optymalizacja warunkéw rozmnazania in vitro i rozmnozenie w warunkach in vitro 10
pojedynkow (klonéw) maliny wilasciwej, wyselekcjonowanych w latach 2016-2017 z siewek
rosngcych w doswiadczeniu polowym, zatozonym w 2014 r., dla zalozenia kolekcji klonéw
(w pojemnikach i w gruncie).

Celem tego tematu, realizowanego w Zaktadzie Biologii Stosowanej i w Pracowni Genetyki i Hodowli
Roslin Sadowniczych Instytutu Ogrodnictwa, byta optymalizacja warunkéw rozmnazania in vitro
i rozmnozenie in vitro wyselekcjonowanych pojedynkéw dla zatozenia kolekcji klonéw w pojemnikach
i w gruncie (w celu kontynuowania ich dalszej oceny dla uzyskania klondéw elitarnych) oraz
przekazania do zasobow genowych 10. Materiatem roslinnym byty pojedynki (siewki)
wyselekcjonowane w temacie badawczym nr 1, fgcznie 10 pojedynkéw. Paki wierzchotkowe i kgtowe
uzywane jako eksplantaty inicjalne byty pobierane w okresie od stycznia do czerwca 2018 roku.
W miesigcach styczen — marzec z pojedynkéw matecznych odcinane byty jednoroczne pedy
i wstawiane do wody w warunkach szklarniowych w celu pobudzenia pgkéw do rozwoju. Od kwietnia,
po ruszeniu wegetacji, paki inicjalne pobierano z wytypowanych pojedynkéw rosngcych w kolekcji
polowej. Eksplantaty inicjalne po sterylizacji powierzchniowej w 0,1 % roztworze chlorku rteci,
wyktadane byly po jednym do probéwki na pozywke inicjalng i umieszczane w fitotronie w statej
temperaturze 23°C, diugosci dnia 16 godzin, $wiatlo biate o natezeniu 10 pmoli m™ sec™. Eksplantaty
inicjalne przebywaty w tych warunkach 4 tygodnie, te z nich ktére podejmowaty wzrost, przenoszono
na pozywke do namnazania pedéw. Do ukorzeniania przeznaczano dobrze wyksztatcone pedy



o diugosci = 1,0 cm. Etap wytwarzania korzeni trwat okoto 4 tygodni. Ukorzenione w warunkach in
vitro sadzonki sadzano do tac wielokomérkowych wypetnionych substratem do ukorzeniania. Tace
umieszczano w tunelach przykrytych szkétkarskg folig mleczng i cieniowano. Sadzonki podlewano
profilaktycznie mieszaning fungicydow 0,25% Previcur Energy + 0,2% Topsin. Proces aklimatyzacji
trwat ok. 30 dni. Od 14 dnia aklimatyzacji rozpoczynano nawozenie dolistne wielosktadnikowym
nawozem w stezeniu 0,2%. Gdy korzenie przerastaty komorki tacy, rosliny przesadzano do doniczek.
Po dwdoch miesigcach intensywnego wzrostu w warunkach szklarniowych, przy petnej ochronie przed
chorobami i szkodnikami, rosliny byty gotowe do przekazania Pracowni Genetyki i Hodowli Roslin
Sadowniczych w celu ich posadzenia w gruncie i w pojemnikach dla kontynuowania dalszej oceny.
Podczas zaktadania kultur in vitro oceniano procent wypaddéw, ktory wahat sie od 0 do 85,7%.
Odsetek pagkéw inicjalnych, ktéry pozostat w kulturach in vitro do dalszego namnazania, zalezat
przede wszystkim od genotypu, a takze od pory pobierania pgkoéw. Najstabiej przebiegata izolacja
w miesigcach styczen-marzec z pgkéw zimowych. Wiele z nich miato zawigzki kwiatostanow i te paki
zamieraty po przeniesieniu do warunkow in vitro. Ponadto, wiele z nich miato objawy szklistosci.
Bardziej efektywne byly izolacje w miesigcach maj-czerwiec, kiedy paki wierzchotkowe sg dobrze
wyksztatcone. Wplyw genotypu zaznaczat sie silnie réwniez na etapie namnazania kultur. Widoczne
byty bardzo duze rdznice w potencjale rozmnozeniowym genotypow tzw. “atwych’, z ktérych
uzyskanie pedéw z przeznaczeniem do ukorzeniania nie sprawiato wiekszych trudnosci. Jednak dla
wiekszosci genotypdw uzyskanie liczebnosci peddéw przydatnych do ukorzeniania wymagato 2-3
pasazy na pozywce do namnazania. Wspétczynnik namnazania wahat sie od 1,6 do 4,4 pedow
z jednego eksplantatu. Efektywno$é ukorzeniania in vitro i aklimatyzacji byta réwniez zalezna od
genotypu i wahata sie od 52,3% do 100%, $rednio wynosita 88,2%. Podczas aklimatyzacji oceniano
procent roslin, ktére pomysinie przeszty adaptacje do warunkéw szklarni.

Temat badawczy 3

Analizy chemiczne owocéw z roslin__najwartosciowszych klonéw _maliny wlasciwej,
otrzymanych z rozmnozenia pojedynkow, wyselekcionowanych z populacji siewek ocenianej
w_latach 2016-2017 (razem 40 genotypow, w tym 30 klonow i 10 form rodzicielskich) pod
wzgledem zawartosci nastepujacych zwigzkéw: substancje rozpuszczalne (ekstrakt), kwasy
(cytrynowy, jablkowy i L-askorbinowy), zwiazki fenolowe ogétem, antocyjany.

Celem badan, realizowanych w Zakfadzie Przechowalnictwa i Przetworstwa Owocéw i Warzyw
Instytutu Ogrodnictwa, byto uzyskanie informacji, czy mozliwa jest poprawa jakosci wewnetrznej
owocow maliny wiasciwej w oparciu o uzyte w badaniach odmiany rodzicielskie. Wykonano analize
sktadu chemicznego owocdw, w tym zawartosci substancji rozpuszczalnych, kwaséw organicznych
i kwasu L-askorbinowego, zawartosci zwigzkéw fenolowych ogétem oraz zawartosci barwnikéw
antocyjanowych (przy uzyciu metod spektrofotometrycznych). Do analizy skfadu chemicznego
owocéw malin wykorzystano proby mieszane owocéw, zebranych w petni dojrzewania z wszystkich
roslin kazdego genotypu. Analizy wykonywano na prébach zamrozonych, w dwdch powtdrzeniach
technicznych (40 préb x 2 powtérzenia, tgcznie 80 préb analitycznych). Proby owocéw zamrazano do
czasu analiz w temperaturze co najmniej -32°C. Przed analizg owoce rozdrobniono w statym CO..
Powstatg w ten sposéb srednig prébke laboratoryjng poddano analizom chemicznym. W prébkach
oznaczono: ekstrakt refraktometryczny (°Brix), zawarto$¢ kwasu jabtkowego, cytrynowego
i L-askorbinowego, zawarto$¢ antocyjanéw oraz zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych ogétem (TPC).
Badane genotypy byly zréznicowane pod wzgledem zawartosci badanych zwigzkéw chemicznych w
owocach. Zawarto$¢ polifenoli ogétem w badanych prébach miescita sie w przedziale 250 — 505
mg/100 g. Zawarto$¢ antocyjanéw w probach owocéw miescita sie w zakresie 21-57 mg/100 g.
Dominujgcym kwasem organicznym w owocach malin jest kwas cytrynowy, ktérego zawarto$¢
w badanych owocach ksztattowata sie na poziomie 1307 — 2420 mg/100 g. Poziom kwasu
askorbinowego w owocach badanych czterdziestu genotypéw wynosit od 19 do 50 mg/100 g. Owoce
ocenianych genotypéw maliny bardzo réznig sie jakoscig wewnetrzng, posiadajg zaréwno wyzsza, jak
i nizszg zawartos¢ zwigzkow chemicznych w poréwnaniu do odmian rodzicielskich. Mozliwe jest
jednak uzyskanie genotypéw maliny, ktérych owoce bedg zawieraty wiecej zwigzkéw chemicznych,
decydujgcych o ich jakosci wewnetrznej, zaréwno pod wzgledem ilosciowym jak i jako$ciowym.



Temat badawczy 4

Analiza molekularna 10 klonéw _maliny wlasciwej otrzymanych z rozmnozenia
najwartosciowszych pojedynkéw, wyselekcionowanych w latach 2016-2017 z populacji siewek,
ocenianej w doswiadczeniu polowym, zatozonym jesienig 2014 roku.

Celem badan, realizowanych w Pracowni Niekonwencjonalnych Metod Hodowli Roslin Instytutu
Ogrodnictwa, byta weryfikacja statusu mieszanca z planowanego zapylenia 10 klonéw maliny
wiasciwej i opracowanie dla nich profili genetycznych (,DNA-fingerprinting”). Badania przeprowadzono
na roslinach 10 klonéw maliny wiasciwej i ich formach rodzicielskich. tacznie przeprowadzano 1.326
reakcji amplifikacji, w ktérych wygenerowano 180 amplikondéw, w tym 169 polimorficznych. Diugosc
uzyskanych amplikonéw wahata sie od 120 do 520 pz. Kazdy z testowanych genotypdw zostat
oceniony na podstawie 7-10 charakteryzujgcych go fragmentéw DNA. Okreslono réwniez procentowy
udziat amplikonéw pochodzacych od formy matecznej, ktéry wynosit od 22 do 100%. Ponadto
oszacowano procentowy udziat alleli pochodzacych od formy ojcowskiej, ktory wynosit od 78 do 25%.
Najwyzszy udziat fragmentéw DNA charakterystycznych dla formy matecznej obserwowano na
matrycy DNA wydzielonych z genotypu nr 335 (‘Polana’ x ‘Sokolica’), najnizszy za$ dla genotypu nr
316 (‘Glen Ample’ x ‘Polana’). Dla wszystkich testowanych genotypéw opracowano ich profil
genetyczny ,DNA-fingerprinting” metodg SSR z wytypowanymi 5 parami oligonukleotydow.

Mieszance z planowanego zapylenia o potwierdzonym statusie stanowig 9 z 10 testowanych
mieszancow F; maliny wtasciwej.



