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

Celem prowadzonych badan jest weryfikacja hipotezy zakladajgcej, ze metodg hodowli
konwencjonalnej mozliwe jest poszerzenie istniejgcej zmiennosci genetycznej w obrebie maliny
wlasciwej (czerwonej), poprzez wykorzystanie potencjatu genetycznego wybranych genotypow
(odmian), pochodzgcych z réznych regionéw geograficznych swiata. Rok 2019 byt szdéstym i zarazem
przedostatnim rokiem prowadzenia badan rozpoczetych w roku 2014. Dla uzyskania celu
prowadzonych badan, w roku 2019 realizowano cztery szczegdtowe tematy badawcze:

Temat badawczy 1

Indywidualna ocena cech fenotypowych roslin _maliny wlasciwej (siewek i ich form
rodzicielskich, rosnacych w_doswiadczeniu polowym, zalozonym w 2014 r.) pod wzgledem
nastepujacych cech: plonowanie roslin, jako$¢ owocdéw, sita wzrostu roslin, pokrdj roslin,
kolczastosé pedow.

Badania prowadzono w Zaktadzie Hodowli Roslin Ogrodniczych Instytutu Ogrodnictwa. Obejmowaty
one ocene fenotypowa populacji roslin (krzewdéw) maliny wiasciwej, rosngcej w doswiadczeniu
polowym (zatozonym latem 2014 roku), w Sadzie Pomologicznym Instytutu w Skierniewicach.
Oceniana populacja obejmowata krzewy (siewki) mieszancow pokolenia F;, otrzymane ze
skrzyzowania (ukfad dialleliczny, 1l metoda Griffinga) 10 odmian (form rodzicielskich) maliny wtasciwej,
pochodzacych z réznych regionéw geograficznych swiata. Krzyzowanymi formami rodzicielskim byty:
‘Canby’, ‘Glen Ample’, ‘Laszka’, ‘Polana’, ‘Polka’, ‘Radziejowa’, ‘Schénemann’, ‘Sokolica’, ‘Veten’
i ‘Willamette’. Oceniano nastepujace fenotypowe cechy wszystkich roslin w doswiadczeniu:
plonowanie, jakos¢ owocow (w tym atrakcyjnosc, barwe i wielkos¢ owocow), site wzrostu i pokrgj
roslin oraz kolczastos¢ peddéw. W ocenie stosowano skale bonitacyjng. Stwierdzono, ze oceniane
rosliny bardzo réznig sie pod wzgledem wszystkich ocenianych cech, a siewki (mieszance otrzymane
z krzyzowania réznych odmian), w réznym stopniu tgczg cechy form rodzicielskich. Jest to zgodne
z oczekiwaniami, poniewaz wiadomo, ze cechy dziedziczg sie niezaleznie. Potwierdzono wiec, ze
mozliwe jest poszerzenie istniejgcej zmiennosci genetycznej w obrebie gatunku Rubus idaeus, do
ktérego nalezg uprawiane odmiany maliny wtadciwej. Szczegdlnie pozadane jest potgczenie w jednym
genotypie takich, waznych cech uzytkowych maliny wtasciwej, jak zdolno$¢ do wytwarzania wysokiej
jakosci owocoéw, wydtuzone letnio-jesienne owocowanie oraz bezkolcowos¢ peddw. Uzyskane wyniki
badan potwierdzity, 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

Optymalizacia i rozmnozenie (rozklonowanie) w warunkach in vitro pojedynkéw maliny
wlasciwej, wyselekcjonowanych w latach 2016-2018, dla zatozenia kolekcji klonéw
w pojemnikach i w gruncie oraz przekazania do zasobéw genowych Instytutu Ogrodnictwa.

Badania prowadzono w Zaktadzie Biologii Stosowanej Instytutu Ogrodnictwa. Materiatem roslinnym
byty pojedynki (siewki) wyselekcjonowane w temacie badawczym nr 1, tgcznie byto to 10 pojedynkdw.
Paki wierzchotkowe i katowe uzywane jako eksplantaty inicjalne byty pobierane w okresie od stycznia
do czerwca 2019 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
rosnacych w kolekcji polowej. Eksplantaty inicjalne po sterylizacji powierzchniowej w 0,1 % roztworze
chlorku rteci, wyktadane byty po jednym do probdéwki na pozywke inicjalng i umieszczane w fitotronie
w statej temperaturze 23°C, dtugosci dnia 16 godzin, $wiatto biate o natezeniu 10 pymoli m? sec™.
Eksplantaty inicjalne przebywaty w tych warunkach 4 tygodnie, te z nich ktére podejmowaty wzrost,
przenoszono na pozywke do namnazania peddw. Do ukorzeniania przeznaczano dobrze
wyksztatcone pedy o diugosci = 1,0 cm. Etap wytwarzania korzeni trwat okoto 4 tygodni. Ukorzenione
w warunkach in vitro sadzonki wysadzano 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 przerastalty komorki tacy, rosliny
przesadzano do doniczek. Po dwdch 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. Liczba wypaddéw pgkéw inicjalnych wahata sie od 16,7 do 77,2 procent.
Odsetek pgkéw inicjalnych, ktoéry pozostat w kulturach in vitro do dalszego namnazania, zalezat
przede wszystkim od genotypu, a takze od pory pobierania pgkéw. Najstabiej przebiegata izolacja
w miesigcach styczen-marzec z pgkéw zimowych. Wiele z nich miato zawigzki kwiatostanéw i te paki
zamieraty po przeniesieniu do warunkow in vitro. Ponadto u wielu obserwowano objawy szklistosci.
Bardziej efektywne byly izolacje w miesigcach maj-czerwiec, kiedy paki wierzchotkowe sg dobrze
wyksztatcone. Wptyw genotypu zaznaczat sie silnie réwniez na etapie namnazania kultur oraz
ukorzeniania. Widoczne byly bardzo duze réznice w potencjale rozmnozeniowym genotypow tzw.
‘tatwych’, z ktorych uzyskanie pedéw z przeznaczeniem do ukorzeniania nie sprawiato wiekszych
trudnosci, takich jak pojedynki 297, 325, 395 oraz genotypow ‘opornych’ takich jak 381, 388, 400 czy
403. Jednak dla wiekszosci genotypdw uzyskanie liczebnosci pedéw przydatnych do ukorzeniania
wymagato 2-3 pasazy na pozywce do namnazania pedéw. Wspdtczynnik namnazania wahat sie od
0,8 do 3,9 peddw z jednego eksplantatu. Efektywnos$¢ ukorzeniania in vitro i aklimatyzacji byta zalezna
od genotypu i wahata sie od 63,5 do 91,2 procent. Potwierdzono, ze inicjacje kultur in vitro malin
mozna prowadzi¢ z pgkow zimowych, jak tez w okresie wiosny i lata. Powodzenie inicjacji oraz
dalszych etapéw rozmnazania w kulturach in vitro jest przede wszystkim zalezne od genotypu,
a nastepnie od warunkéw zewnetrznych.
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Analizy chemiczne owocéw z roslin__najwartosciowszych klonéw maliny wlasciwej,
otrzymanych z rozmnozenia_pojedynkdédw, wyselekcijonowanych z populacji siewek ocenianej
w_latach 2016-2018 (razem 40 genotypoéw, w tym formy rodzicielskie) pod wzgledem zawartosci
nastepujgcych zwigzkow: substancje rozpuszczalne (ekstrakt refraktometryczny), kwasy
organiczne (cytrynowy, jabtkowy i kwas L -askorbinowy), zwigzki fenolowe ogétem, antocyjany.

Badania realizowano w Zaktadzie Przechowalnictwa i Przetworstwa Owocéw i Warzyw Instytutu
Ogrodnictwa. Stwierdzono, ze owoce badanych genotypéw maliny wiasciwej bardzo réznity sie pod
wzgledem zawarto$ci ocenianych zwigzkéw chemicznych. Zawarto$¢ ekstraktu miescita sie
w przedziale 9 — 15 °Bx, przy czym owoce wiekszo$ci genotypdw miaty ekstrakt w zakresie 10-11 °Bx
(31 probek). Najwiecej ekstraktu stwierdzono w owocach klonéw 403 i 271 oraz odmiany ‘Willamette’.
Zawarto$¢ polifenoli ogétem w owocach miescita sie w przedziale 298 — 543 mg/100g, przy czym
najwyzszg zawarto$é polifenoli stwierdzono w owocach klonu nr 207, a nastepnie nr 341. Srednia
zawartos¢ polifenoli ogétem w owocach badanych czterdziestu genotypéw wynosita 388 mg/100 g,
przy czym zawartos¢ zwigzkow fenolowych w owocach 20 genotypdw byla wyzsza od tej wartosci
sredniej. Zawartos¢ antocyjanédw w badanych owocach miescita sie w zakresie 2-93 mg/100 g.
Srednia warto$¢ antocyjanéw w owocach badanych genotypéw wynosita 41 mg/100 g; w owocach 22
badanych klonéw wykazano zawartos¢ antocyjandw powyzej wartosci Sredniej. Najwyzszg
zawartoscig antocyjandéw odznaczaty sie owoce klonu nr 341. Kwas cytrynowy byt dominujgcym
kwasem organicznym w owocach badanych genotypéw maliny wiasciwej, jego zawartos¢ ksztattowata
sie na poziomie 1065 — 2509 mg/100 g. Najwiecej kwasu cytrynowego zawieraty owoce klonéw nr 317
i nr 336 oraz odmian ‘Polana’ i ‘Polka’. Zawarto$¢ kwasu jabtkowego w malinach miescita sie
w przedziale 34 — 99 mg/100 g, najwiekszg jego zawartoscig odznaczaty sie owoce klonéw nr 336,
400, 42 i 412 oraz odmian ‘Willamette’ i ‘Poemat. Zawarto$¢ kwasu askorbinowego w owocach
badanych genotypow byta na poziomie 12 — 46 mg/100 g. Sposrdéd badanych genotypéw, w owocach
18 klonéw stwierdzono wyzszg zawartos¢ kwasu askorbinowego, w poréwnaniu do wartosci Sredniej,
ktéra wynosita 21 mg/100 g. Najwiecej kwasu askorbinowego zawieraty owoce klonu nr 95.
W owocach odmiany ‘Radziejowa’ oraz genotypdw o nr 341, 387 i 400 stwierdzono wyzszg zawartos¢
polifenoli ogétem, antocyjanow, jak i kwasu L-askorbinowego w poréwnaniu do wartosci srednich tych
zwigzkéw, uzyskanych dla wszystkich badanych préb. Owoce ocenianych genotypdéw maliny bardzo
réznig sie jakoscig wewnetrzng, okreslang zawartoscig ekstraktu, polifenoli, antocyjanéw, kwasu
askorbinowego, kwasu jabtkowego i kwasu cytrynowego. Owoce wielu genotypow, sposréd 40
badanych, posiadajg zaréwno wyzszg, jak i nizszg zawarto$¢ zwigzkéw chemicznych w poréwnaniu



do odmian rodzicielskich, od ktérych sie wywodzg, zatem mozliwe jest uzyskanie genotypow maliny,
ktorych owoce bedg zawieraly wiecej zwigzkéw chemicznych, decydujgcych o ich jako$ci
wewnetrznej, zarowno pod wzgledem ilosciowym jak i jakosciowym.

Temat badawczy 4

Wykonanie analiz _molekularnych dla zweryfikowania rodowodu i opracowania profili
genetycznych ,fingerprinting” dla wyselekcjonowanych genotypoéw.

Badania prowadzono w Zaktadzie Hodowli Roslin Ogrodniczych. tacznie przeprowadzono 1.562
reakcje amplifikacji, w ktorych wygenerowano 174 amplikony, w tym 170 polimorficznych. Dtugos$é
uzyskanych amplikonéw wahata sie od 110 do 520 pz. Kazdy z testowanych genotypoéw zostat
oceniony na podstawie 7-10 charakteryzujgcych go fragmentéw DNA. Status mieszanca
z planowanego zapylenia potwierdzono dla wszystkich testowanych genotypéw. Okreslono réwniez
procentowy udziat amplikondéw pochodzacych od formy matecznej, ktéry wynosit od 100 do 27%.
Ponadto oszacowano procentowy udziat alleli pochodzgcych od formy ojcowskiej i wynosit on od 73
do 25%. Najwyzszy udziat fragmentéw DNA charakterystycznych dla formy matecznej obserwowano
na matrycy DNA wydzielonych z genotypu nr: 6 (‘Polana’ x ‘Schénemann’), najnizszy zas dla
genotypu nr 279 (‘Radziejowa’ x ‘Schénemann’). Dla wszystkich testowanych genotypéw opracowano
ich profil genetyczny ,DNA-fingerprinting” metodg SSR z wytypowanymi 5 parami oligonukleotydéw.
W przeprowadzonych badaniach potwierdzono status mieszanca z planowanego zapylenia dla
wszystkich testowanych genotypow. Najwyzszy udziat fragmentéw DNA charakterystycznych dla
formy matecznej obserwowano na matrycy DNA wydzielonych z genotypu nr 6 (‘Polana’ x
‘Schénemann’) najnizszy zas dla genotypu nr 279 (‘Radziejowa’ x ‘Schénemann’) i wynosit on
odpowiednio 75 i 62%. Na matrycy wydzielonej z mieszancow nr 47 (‘Polka’ x ‘Sokolica’), 57 (‘Polka’ x
‘Sokolica’), 121 (‘Schénemann’ x ‘Sokolica’), 242 (‘Polka’ x ‘Veten’) i 279 (‘Radziejowa X
‘Schénemann’) zamplifikowano fragmenty DNA charakterystyczne dla formy matecznej, ktérych
procentowy udziat miescit sie w przedziale 27-55%. Po analizie wzorow DNA uzyskanych dla
mieszancow nr 6 (‘Polana’ x ‘Schénemann’), 52 (‘Polana’ x ‘Sokolica’) i 242 (‘Polka’ x ‘Veten’)
obserwowano najnizszy procentowy udziat fragmentéow DNA charakterystycznych dla formy
ojcowskiej, ktory wynosit odpowiednio 25, 38 i 45%. Natomiast najwyzszy procentowy udziat
amplikonow DNA charakterystycznych dla formy ojcowskiej wynoszacy 73%, oszacowano dla
mieszahca nr 279 (‘Radziejowa x ‘Schdonemann’). Na matrycy wydzielonej z genotypu nr 121
(‘Schénemann’ x ‘Sokolica’) obserwowano 50% udziat alleli charakterystycznych dla obu form
rodzicielskich. W przypadku mieszancéw oznaczonych numerami 83 (‘Polka’ x ‘Polka’), 176 (‘Laszka x
‘Laszka’) i 179 (‘Polana’ x ‘Polana’), po amplifikacji z testowanymi starterami obserwowano wytgcznie
fragmenty DNA typowe dla form rodzicielskich, co dowodzi, ze planowane krzyzowanie doszio do
skutku. Stwierdzono, ze mieszance o potwierdzonym statusie stanowig 100% testowanych
mieszancéw F; maliny wiasciwej.

Whniosek

U gatunku Rubus idaeus (malina wtasciwa, czerwona) istnieje mozliwos¢é poszerzenia istniejgcej
zmiennosci genetycznej pod wzgledem wielu cech fenotypowych, przy wykorzystaniu odmian
pochodzacych z réznych regiondw geograficznych swiata.



Zatacznik 1.
Abstrakt zamieszczony w materiatach konferencyjnych:

Masny Agnieszka, Zurawicz Edward, Mynett Katarzyna, Kubik Jolanta, Instytut Ogrodnictwa
w Skierniewicach, ,Plonowanie i jako$¢ owocow mieszancow maliny z hybrydyzacji
wewnatrzgatunkowej Rubus idaeus”. V Zjazd Polskiego Towarzystwa Nauk Ogrodniczych,
Konferencja Naukowa ,Miejsce Ogrodnictwa we wspotczesnym zyciu czlowieka i ochronie
srodowiska”, SGGW Warszawa, 16-18 wrzesnia 2019 r. Streszczenia: 121

Plonowanie i jako$¢ owocow mieszancow maliny z hybrydyzacji wewnatrzgatunkowej
Rubus idaeus
Agnieszka Masny, Edward Zurawicz, Katarzyna Mynett, Jolanta Kubik
Zaktad Hodowli Roslin Ogrodniczych, Instytut Ogrodnictwa w Skierniewicach
Agnieszka.Masny@inhort.pl

Celem badan byla ocena wybranych cech fenotypowych ro$lin maliny wilasciwej (Rubus
idaeus). Materialem roS§linnym byla populacja liczaca 2760 krzewoéw tej maliny, rosngca
w doswiadczeniu polowym, zatozonym jesienia 2014 roku w Sadzie Pomologicznym
w Skierniewicach. Populacja ta obejmowala krzewy-siewki mieszancow pokolenia Fy, otrzymane ze
skrzyzowania w ukladzie diallelicznym, wedlug II metody Griffinga, oraz 10 odmian maliny
wlasciwej (‘Canby’, ‘Glen Ample’, ‘Laszka’, ‘Polana’, ‘Polka’, ‘Radziejowa’, ‘Schonemann’,
‘Sokolica’, ‘Veten’ i ‘Willamette’). W doswiadczeniu oceniano plonowanie oraz jako$¢ owocow,
W tym atrakcyjnos¢, barwe i wielko$¢ owocow.

W roku 2018 najobficiej plonowaty mieszance o rodowodach ‘Canby’ x ‘Glen Ample’ i ‘Glen
Ample’ x ‘Laszka’ (po 5,9 kg owocdéw z poletka) oraz ‘Canby’ x ‘Polana’ (5,8 kg). Najslabiej
plonowaly mieszance z rodzin ‘Canby’ x ‘Polka’, ‘Polka’ x ‘Willamette’ (po 1,7 kg), ‘Radziejowa’ x
‘Radziejowa’ (1,5 kg), ‘Glen Ample’ x ‘Sokolica’ (1,4 kg) i ‘Schonemann’ x ‘Schénemann’ (0,9 kg).
Najbardziej atrakcyjne byly owoce siewek z rodzin ‘Polana’ x ‘Polana’, ‘Polana’ x ‘Polka’, ‘Polka’ x
‘Polka’, ‘Schonemann’ x ‘Schonemann’ i ‘Schénemann’ x ‘Willamette’. Najtadniejsza barwe¢ miaty
owoce mieszancéw o rodowodach ‘Glen Ample’ x ‘Polana’, ‘Polana’ x ‘Veten’, ‘Polka’ x ‘Polka’,
‘Polka’ x ‘Schonemann’, ‘Polka’ X ‘Sokolica’, ‘Veten’ X ‘Veten’, ‘Willamette’ X ‘Willamette’.
Najwicksze owoce wytwarzaly mieszance nalezace do rodzin ‘Polana’ X ‘Polka’, ‘Polana’ x
‘Sokolica’ i ‘Polka’ x ‘Polka’.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, Ze jest mozliwe poszerzenie istniejgcej zmiennosci
genetycznej w obrebie gatunku Rubus idaeus. Szczegodlnie pozadane i mozliwe jest potaczenie
w jednym genotypie takich cech maliny wlasciwej, jak duza plenno$¢, wysoka jako$¢ owocow,

wydituzone w czasie owocowanie oraz mata kolcowos¢ i bezkolcowos¢ pedow.

Badania wykonano w ramach Badar Podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej —
Zadanie 75


mailto:Agnieszka.Masny@inhort.pl

Zatacznik 2.
Doniesienie konferencyjne prezentowane podczas V Zjazdu Polskiego Towarzystwa Nauk

Ogrodniczych, Warszawa, 16-18 wrzesnia 2019 r.; wyniki plonowania i jako$ci owocoéw mieszancoOw
maliny (Rubus idaeus) z hybrydyzacji wewnatrzgatunkowej, uzyskane w roku 2018 (Sprawozdanie za
rok 2018, Temat badawczy 1, str. 8-14):

Masny Agnieszka, Zurawicz Edward, Mynett Katarzyna, Kubik Jolanta, Instytut Ogrodnictwa

w Skierniewicach, ,Plonowanie i jako$S¢ owocow mieszancow maliny (Rubus idaeus)
z hybrydyzacji wewnatrzgatunkowej”

PLONOWANIE | JAKOSC OWOCOW MIESZANCOW OWOCE MALINY WLASCIWEJ (CZERWONEJ)
MALINY WEASCIWEJ (Rubus idaeus)

ZHYBRYDYZACJI WEWNATRZGATUNKOWEJ

MALINA CZARNA

(zachodnia, jezynowata) ‘
A. Masny, E. 2urawi=x, K. Mynett, J. Kubik (Rubus acc’denta”s)
INSTYTUT OGRODNICTWA W SKIERNIEWICACH
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DOSWIADCZENIE POLOWE |  NAJLEPSZE RODZINY DLA BADANYCH CECH

(2018 r.)
ROSLINY OWOCE
Warost Pokréj Kolce () Atrakcyjnosé Barwa Wielkosé
Canby x Glen Ample  Glen Schonemann Polanax Polana x
Laszka x Laszka Ample  xWillamette  Veten Sokolica
Canby x Laszka X Canby x Radziejowa  Willamette x  Radziejowa
Willamette Laszka Canby Willamette
Canby x Canby x Canby x Polana x Polka x Polka x
Radziejowa Polka Laszka Polka Polka Polka
Canby Schonemann Canby x Polka X Polka Polka x Polana x
x Sokolica Polana Schénemann Polka

Schionemann Canby x Laszka Schonemann Vetenx Veten Polka

Schonemann x Polana x
Schonemann




Genotypy zawierajace najwiecej badanych SREDNI PLON DLA RODZIN (kg/poletko)
Zwigzkow (2018 r.)
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SREDNI PLON DLA BADANYCH RODZIN
(kg/poletko)
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JESIENNE ODMIANY

Najcenniejsze klony selekcyjne (2019)

» Nr 217 (Polka x Sokolica) - kion o bezkolcowych pedach
oraz duzych (7 w skali 1-9) i atrakcyjnych (7) owocach

» Nr 345 (Canby x Polana) - kilon o pedach prawie

bezkolcowych oraz bardzo duzych (8) i bardzo
atrakcyjnych (8) owocach

v

Nr 378 (Glen Ample x Polka) - klon o bezkolcowych
pedach, posiadajacy duze (7) i dos¢ atrakcyjne (6) owoce

Y

Nr 255 (Glen Ample x Polka) - kion o bezkolcowych pedach
oraz duzych (7) i atrakcyjnych (7) owocach

» Nr 47 (Polka x Sokolica) - kion o bezkolcowych pedach,
posiadajacy atrakcyjne (7) i dos¢ duze (6) owoce

> Nr 104 (Canby x Polana) - kion o bardzo duzych (8) i bardzo
atrakcyjnych (8) owocach

10

LETNIE ODMIANY MALINY

Przehyba

Efektywnos$é krzyzowania uzytych w badaniach form
rodzicielskich maliny wiasciwej (odmian uprawnych) jest
rézna, ale mozliwe jest uzyskanie populacji siewek o
zréznicowanych cechach uzytkowych.

Krzyzujac odmiany uprawne maliny wiasciwej, rézniace sie
pod wzgledem wielu cech, mozliwe jest otrzymanie
nowych genotypéw, poszerzajacych istniejaca zmiennosé
genetyczna w obrebie gatunku Rubus idaeus.

Bardzo cenna jest mozliwos¢ potaczenia w jednym
genotypie zdolnosci roslin do owocowania w terminie
jesiennym i wytwarzania wysokiej jako$ci owocéw na
pedach bez kolcéw.

[DZIEKUJEMY ZA UWAGE |

ych na rzecz

Prace wyk wr
hiol j - Zadanie 75
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Zatacznik 3.
Abstrakt zamieszczony w materiatach konferencyjnych:
Kuras Anita, Masny Agnieszka, Zurawicz Edward, Instytut Ogrodnictwa w Skierniewicach,
»Wykorzystanie markerow SSR do molekularnej weryfikacji mieszancowosci i opracowania
profili genetycznych ,,DNA-fingerprinting” najwartosciowszych klonéw maliny wlasciwej”.
V Zjazd Polskiego Towarzystwa Nauk Ogrodniczych, Konferencja Naukowa ,,Miejsce Ogrodnictwa
we wspoltczesnym zyciu cztowieka i ochronie srodowiska, SGGW Warszawa, 16-18 wrzesnia 2019 r.
Streszczenia: 118

WYKORZYSTANIE MARKEROW SSR DO MOLEKULARNEJ WERYFIKACJI
MIESZANCOWOSCI I OPRACOWANIA PROFILI GENETYCZNYCH ,,DNA-
FINGERPRINTING” NAJTWARTOSCIOWSZYCH KLONOW MALINY

WLASCIWEJ

Anita Kuras, Agnieszka Masny, Edward Zurawicz

Instytut Ogrodnictwa, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice

e-mail: Anita. Kuras@inhort.pl

Celem badan wykonanych w roku 2018 byla molekularna weryfikacja statusu
mieszanca z planowanego zapylenia klonéw maliny wlasciwe] wyselekcjonowanych w latach
2016-2017 z populacji siewek, oceniane] w doswiadezeniu polowym, zalozonym jesienia
2014 roku 1 opracowanie dla nich profili genetycznych (,,DNA-fingerprinting”™) przy uzyciu
metody SSR. Metoda ta bazuje na obecnosci w genomie sekwencji mikrosatelitarnych, w
ktorych motyw powtarzalny ma dlugosé 1-4 nukleotydéw. Markery SSR sa cenione wéréd
badaczy ze wzgledu na wysoki stopien polimorfizmu 1 kodominwjacy charakter dziedziczenia.

Do amplifikacji uzyto 9 par starteréw mikrosatelitarnych (weryfikacja statusu
mieszanca) oraz 5 par oligonukleotydéw. (,DNA-fingerprinting”) z 25 testowanych par
starterow SSR. specyficznych dla genomu maliny. Lacznie przeprowadzano 1.326 reakeji
amplifikacji, w ktérych wygenerowano 169 polimorficznych amplikonow o dlugosci od 120
do 520 pz. Kazdy z testowanych genotypéow =zostal oceniony na podstawie 7-10
charakteryzujacych go fragmentéw DNA. Status mieszanca potwierdzono dla 9 z 10
testowanych genotypow. Okreslono rowniez procentowy udzial amplikonow pochodzacych
od formy matecznej. ktory wynosil od 100 do 22%. Ponadto oszacowano procentowy udzial
alleli pochodzacych od formy ojcowskiej, ktory wynosit od 78 do 25%. Dla testowanych
genotypow opracowano ich profil genetyczny ,DNA-fingerprinting” metoda SSR z

wytypowanymi 5 parami oligonukleotydow.

Badania wvkonano w ramach Badarn Podstawowvch na rzecz postepu biologicznego w

produkcji roslinnej — Zadanie 73
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Zatacznik 4.
Poster prezentowany podczas V Zjazdu Polskiego Towarzystwa Nauk Ogrodniczych, Warszawa,
16-18 wrze$nia 2019 r.; wyniki molekularnej weryfikacji statusu mieszancow maliny wlasciwej
z planowanego zapylenia, uzyskane w roku 2018 (Sprawozdanie za rok 2018, Temat badawczy 4, str.
24-28):
Kuras Anita, Masny Agnieszka, Zurawicz Edward, Instytut Ogrodnictwa w Skierniewicach,

»Wykorzystanie markerow SSR do molekularnej weryfikacji mieszancowosci i opracowania
profili genetycznych ,,DNA-fingerprinting” najwartosciowszych klonéw maliny wlasciwej”.

WYKORZYSTANIE MARKEROW SSR DO MOLEKULARNEJ WERYFIKACJI MIESZAN-
COWOSCI I OPRACOWANIA PROFILI GENETYCZNYCH , DNA-FINGERPRINTING”
NAJWARTOSCIOWSZYCH KLONOW MALINY WEASCIWEJ

Iﬂ “ °'t yn ANITAKURAS, AGNIESZKA MASNY, EDWARD ZURAWICZ
SKIERNIEWICE

WSTEP

Metody molekulame oparte na analizie polimorfizmu DNA, umozliwiaja szybka i precyzyjna ocene toZsamesci odmianowe roslin, pozwalaja na oceng odrebnosci odmiany oraz
okreélenie stopnia pokrewiefistwa genetycznego badanych rodlin w odniesienin do przypuszezalnych form rodzicielskich Jest to istotne zwlaszeza przy charakteryzowanin odmian ro-
slin sadowniczych, ktore ze wzgledu na specyfike hodowli sq czesto bliske spokrewnione i trudne do rozréZnienia jedynie na podstawie cech morfologicznych lub tez na ich rozréznie-
nie nie pozwala etap rozwoju, w ktdrym znajduja sie rodliny.

Celem przedstawianych badan jest molekularna weryfikacja statusn mieszanca z planowanego zapylenia kKlondw maliny wlasciwe] wyselekejonowanych z populacyi siewek 1 ocenia-
nych w doswiadczeniu polowym oraz opracowanie dla nich profili genetycznych (( DNA-fingerprinting ™) przy uzycin metody SSE. bazujacej na cbecnoéci w genomie selowencji mikro-
satelitarnych, w ktdrych motyw powtarzalny ma diugosé 1-4 nukleotydéw. Markery SSE sa cenione wirdd badaczy ze wzgledun na wysold stopiedi polimorfizou i kodominujacy cha-
rakter dziedziczenia.

MATERIALY METODY
MATERIAL ROSLINNY: IZOLACJA DNA OCENA JAKOSCIDNA AMPLIFIKACJA DNA
Nrmieszaiica | Rodowsd mieszagica Doyle & Doyle (1990) - SIMPLE SEQUENCE REPEAT TECHNIQUE (SSR)
7 Polana x Schinemann s SSR (13 pl)— 5 ng DNA, 1.25 mM dNTF, 0,35 pM starter, 10 x PCR
18 Canby x Radziejowa - buffer T, 2.5 mM MgCl; 0325 U polimerazy (Ampplied Taq
32 Polka x Veten - Biosystems)
4_0 Polka x Soko]_ic_a * Warunki termiczne PCR - 4 cycles: 54°C/ 90 s, 65°C - 55°C/ 60 s
158 Polka x Radziejowa ‘ (spadek temperatury o 1°C na cykl), T2°C/ 60 5, 30 cykli: 94°C/ 60 5,
316 Glen £ le x Polana ‘ ‘ 60°C - 50°CY 90 5, 72°C/ 60 5), 72°C/ 10 min.
57
3_1 Polana x Plolka ] SPEKTROFOTOMETR » 15 par olizonukleotydéw:
335 Polana x Sokolica y
J L (Gene Quant Pro Amersham o : A
345 Canby x Polana P cia Biotech) *  Wizualizacja — 2% 2el agarozowy, bromek etydyny, swiatlo UV
400 Laszka x Polka L
WYNIKI

POLIMORFIZM DNA
~DNAFINGERPRINTING™

a4 B) =] L] B
] =] H I n

» Ocenie metodg SSR poddano najcenniejsze klony maliny wlasciwe), nzyto 25 par
starterdw, specyficznych dla analizowanego genomm. Lacznie przeprowadzono 1326
reakcyi amplifikacji.

W reakcjach z 9. parami starterdw uzyskano 169 polimorficznych amplikondw (98%
wygenerowanych fragmentow DNA), o dlugosei od 120 do 520 pz.

Kazdy z testowanych genotypéw zostal scharakteryzowany na podstawie 7-10 poli-
morficznych fragmentéw DNA

OCENA POKREWIENSTWA GENETYCZNEGO MIESZANCOW ORAZ
POTWIERDZENIE STATUSU MIESZANCA

(Mieszance (NT) 7 18 33 40
Liczba amplikonow mieszanca 15 1 14 21
Produkty mono 4 4 2 5
Produkty polimorf. M 7 4 7 12
Produkty polimorf. O 3 3 5 4 - -
Pokrewienstwo M: 0% 37% 58% 75% - -
Pokrewienstwo O 30% 43% 42% 25% = = E
Mieszaice (ND) 158 316 327 135 p-s - 4
-
Liczba amplikonéw mieszarica 15 14 15 13 — E
Produkty mono 5 b 8 7 .
Produkty polimorf. M 5 2 4 6 - -
Produkty polimorf. O 5 7 3 -
Pokrewienstwo M: 30% 2% 57% % .
{e".\"fE]ilS o ) - 21 100% Profile genetyczne uzyskane metody SSR z 5 parami starterdw dla roslin nr: A) 7; B) 18;
Pokrewienstwo O 30% 78% 43% - C) 32; D) 40; E) 158; F) 316; G) 327; H) 335; I) 345; J) 400.
(Mieszance (INT) 345 400
Liczba amplikondw mieszafica 18 16 PODSUMOWANIE
Produkty mono [ 6 . . .
Produkty polimorf. M 5 [ * Status ica p izono na 9z 10 ych genotypéw p Zu
Produkty polimorf, O 7 4 or 333 cbserwowano allele pochodzace jedynie od formy matecznej
Pokrewiefistwo M: 42% 60% + Procentowy udziat alleli pochod: ‘h of formy ojcowskie wynosil od 78 do 25%
Pokrewiedistwo O 38% 4% + Procentowy udzial alleli pochod h of formy ojcowskie wynosit od 100 do 22%
Badania wykonano w ramach Badari Podstawowych na rzecz postepu biologicznege w produkci rodlimg |+ Dia ych genotypéw op ich profil genetyczay , DNA-fingerprinting”
— Zadanie 7§ metoda SSR z wytyp ymi 5 parami ol Kleotyds




