Zadanie 3.5. Wytworzenie materialow wyjsciowych boréwki wysokiej (Vaccinium
corymbosum L.) o wysokiej jako$ci owocow oraz analiza molekularna specyficznych
fragmentow genomow.

Cel zadania:

Uzyskanie materiatow wyjsciowych do hodowli nowych odmian deserowych oraz przydatnych do
przetworstwa i przechowalnictwa (mrozenie), plennych, odznaczajacych si¢ wysoka jakoscia i1 trwatoScia
owocOw i o roznej porze dojrzewania owocow. Kontynuacja oceny materiatow selekcyjnych borowki
wysokiej otrzymanych w latach 2015-2020 oraz realizacja nowych programéw hodowlanych. Identyfikacja
sekwencji genomowych, skorelowanych z cechami jako$ci owocow i wytypowanie markeréw
molekularnych, przydatnych do selekcji materiatéw hodowlanych boréwki wysokiej pod wzgledem
badanych cech.

Opis zadania:

Zakres rzeczowy zadania oraz przyjete cele zrealizowano zgodnie z zatozeniami w 2021 roku. Wykonano
40 kombinacji krzyzowan, uzyskujac 1385 owocoéw, z ktorych wydobyto nasiona oddzielnie dla kazdej
kombinacji, w sumie ok. 16,6 tys. nasion. Przeprowadzono wstepng oceng starszych siewek pod wzglgdem
sity wzrostu i pokroju krzewow, intensywnosci kwitnienia, zawigzywania owocdéw oraz plonowania
i jako$ci owocow.

Przeprowadzono weryfikacje tozsamo$ci genetycznej DNA siedmiu odmian (potencjalnych form
rodzicielskich). Wykonano wstepng oceng fenotypowa 10 nowych klonéw hodowlanych w kolekcji pod
wzgledem wybranych cech. Prowadzono rozmnazanie metoda in vitro 10 klonow hodowlanych w szklarni,
a takze prowadzono 2 doswiadczenia odmianowo-poréwnawcze.

Ponadto, wykonano oceng zrdéznicowania genetycznego sze$ciu odmian borowki wysokiej, w wyniku
ktorej mozliwe bylo pogrupowanie genotypoéw na takie, ktore produkuja owoce z nalotem oraz na te,
u ktorych nie odnotowano cechy woskowosci skorki. Dla wytypowanych odmian, zréznicowanych pod
wzgledem badanej cechy, przeprowadzono analize poziomu ekspresji genéw KCS4 i FAR2, zwigzanych
z produkcja warstwy kutykuli na owocach borowki. Lacznie przeprowadzono ponad 120 testéw qPCR.

1) Wykonanie programu Kkrzyzowan z wykorzystaniem réznych form rodzicielskich
0 komplementarnych cechach fenotypowych i uzytkowych, zbior owocow, wybieranie
nasion, stratyfikacja i wysiew nasion.

Wykonano program krzyzowan (40 kombinacji zapylen). Przy wyborze form rodzicielskich brano pod
uwage cechy fenotypowe oraz opisy pomologiczne i pokrewienstwo genetyczne DNA. W sumie
wykastrowano i zapylono 2971 kwiatow, tacznie uzyskano 1385 owocow, z ktorych wydobyto nasiona
oddzielnie dla poszczegdlnych kombinacji, w sumie uzyskano ok. 16,6 tys. nasion. Nasiona odpowiednio
przygotowano i przechowywano w lodéwce (temperatura 6-8°C) do momentu stratyfikacji. Aktualnie
nasiona poddane sg okoto 2-2,5 miesiecznej stratyfikacji (22.11.2021 — 30.01. 2022 r.) w specjalnym
inkubatorze do stratyfikacji nasion z automatycznie kontrolowang temperatura, wilgotno$ca
i doswietlaniem. Na przedwio$niu 2022 roku nasiona poddane bedg kietkowaniu i produkcji kolejnej
populacji siewek borowki wysokiej pokolenia F.

2) Uprawa, ocena i selekcja siewek w polowych kwaterach selekcyjnych.

Wykonano podstawowe zabiegi uprawowe i pielggnacyjne w 4 kwaterach hodowlano-selekcyjnych
(wsumie 9697 siewek), ktore posadzono w latach 2015-2016 i 2019-2020 na polach w Sadzie
Doswiadczalnym w Dabrowicach, zajmujacych powierzchni¢ ok. 0,5 ha. W kwaterach selekcyjnych
(PS-6-BOR’2015 i PS-7-BOR’2016) wykonano oceng starszych siewek pod wzglgdem sity wzrostu
i pokroju krzewow, intensywnosci kwitnienia i zawigzywania owocow, plonowania roslin, wielkosci
i jakosci owocow w celu selekcji wartosciowych pojedynkow. W sumie wyselekcjonowano 468
pojedynkow, ktore jesienia posadzono na specjalnie przygotowanym izakwaszonym polu w SD
w Dgbrowicach. Natomiast pozostate siewki zlikwidowano, a pole po kwaterach selekcyjnych przeznaczno
do rekultywacji.



3) Rozmnazanie najcenniejszych genotypow o okreslonym statusie mieszanca (molekularna
weryfikacja tozsamosci genetycznej) dla uzyskania cennych klonow.

Kontynuowano rozmnazanie w kulturach in vitro 10 klonéw hodowlanych (10, 13, 104, 132B, 140, 156A,
159, 160, 181, 228). Rozpoczeto proces ich ukorzeniania i adaptacji do warunkéw ex vitro. Lacznie
uzyskano 811 roslin. Ponadto, tacznie w kulturach in vitro utrzymywano rosliny 31 genotypow.
Zweryfikowano tozsamo$¢ genetyczna 21 roslin, reprezentujacych 7 odmian borowki wysokiej
(‘Compact’, ‘Sierra’, ‘Star’, ‘Elliot’, ‘Legacy’, ‘Simulta’, ‘Duke’). Lacznie wykonano 1512 reakcji PCR,
w wyniku ktorych potwierdzono identycznos$¢ wszystkich badanych roslin.

4) Ocena wartosci produkcyjnej klonéw selekcyjnych w kolekcji klonow i rozmnozenie
najcenniejszych klonow.

Wykonano wstepng oceng fenotypowa 10 nowych klonéw hodowlanych w kolekeji pod wzgledem cech

morfologicznych (sita wzrostu i pokrdj krzewu), terminu i intensywnosci kwitnienia, uszkodzen

mrozowych pedow oraz przymrozkowych pakow i kwiatow, a takze terminu dojrzewania owocow,

plonowania roslin, wielko$ci, barwy, obecnosci nalotu na skorkce, jedrnosci i smaku, w celu selekcji

najbardziej wartosciowych genotypoéw w roku 2022 oraz w kolejnych 3-4 latach.

5) Ocena wartosci produkcyjnej klonow selekcyjnych w kolekcji klonéw i rozmnozenie
najcenniejszych klonow.

W 2021 roku prowadzono 2 doswiadczenia odmianowo-poréwnawcze zlokalizowane na polu w Sadzie
Pomologicznym w Skierniewicach.

Borowka 1/2019 — doswiadczenie poréwnawcze z 19 klonami hodowlanymi (04/2010, 26/2010, 30/2010,
48/2010, 49/2010, 51/2010, 53/2010, 57/2010, 58/2010, 59/2010, 65/2010, 68/2010, 69/2009, 70/2010,
75/2010, 76/2010, 77/2009, 77/2010, 9P) oraz 3 odmiany standardowe (‘Bluecrop’, ‘Duke’ i ‘KazPliszka’).
Materiatem do badan byly doniczkowane (P9) rosliny boréwki wysokiej pochodzace z dwdch metod
wegetatywnego rozmnazania: sadzonki zielne (ex vitro) i z kultur tkankowych (in vitro). Doswiadczenie
zatozono wiosng 2019 roku, w uktadzie blokéw losowych, w 3 powtodrzeniach po 5 roslin na poletku.
Rozstawa sadzenia roslin wynosita 3,0 x 0,75 m. Rosliny nawadniano automatycznie systemem
kroplowym. Wszystkie zabiegi uprawowe i pielggnacyjne stosowano jak na plantacjach towarowych tego
gatunku. W 2021 roku wykonano wstepng oceng w/w genotypow rosngcych w tym do$wiadczeniu. Ocena
dotyczyta sity wzrostu (pomiar wysokosci i szerokosci roslin), plonu i jako$¢ owocow.

Sita wzrostu, oceniana na podstawie wysoko$ci i1 szerokosci roslin, badanych klonéw hodowlanych
i odmian standardowych byta zréznicowana i uzalezniona od genotypu i metody wegetatywnego
rozmnazania ro$lin. Ogolnie $rednia sita wzrostu wszystkich ocenianych genotypéw rozmnazanych in vitro
byta troch¢ wigksza niz rozmnazanych przez sadzonki zielne (ex vitro). Wyniki wskazuja, ze wsrod
genotypdw rozmnazanych ex vitro najsilnej rosty krzewy klonéw: 9P, 59/2010, 53/2010, 68/2010, 26/2010,
57/2010 i 49/2010, a najstabiej — odmiana ‘Duke’ oraz klony: 76/2010, 75/2010 i 04/2010. W przypadku
badanych genotypéw rozmnazanych in vitro najwigksze krzewy miaty 49/2010, 9P, 57/2010, 59/2010,
53/2010, 26/2010 i 51/2010, najmniejsze — odmiany standardowe (‘Bluecrop’, ‘KazPliszka’ i ‘Duke’) oraz
klony: 04/2010, 48/2010, 77/2009 i 69/2009.

Wstepne wyniki wskazuja, ze plonowanie mlodych roslin borowki wysokiej byto takze zréznicowane
i uzaleznione od genotypu i metody rozmnazania. Generalnie, $redni plon owocow z krzewow wszystkich
klonéw hodowlanych i odmian standardowych rozmnazanych w kulturach in vitro byt wyzszy o okoto
35%, w porownaniu do metody ex vitro. W przypadku rozmnazania metoda ex vitro najwyzsze plony (1,36-
3,69 kg/poletko) zebrano z krzewow kilku klonow oznaczonych 30/2010, 76/2010, 75/2010, 04/2010,
77/2009 i151/2010. Dla metody in vitro najwyzsze (1,80-3,37 kg/poletko) plony owocow wydaty rosliny
odmiany ‘Bluecrop’ oraz szesciu klonow: 59/2010, 51/2010, 30/2010, 49/2010, 77/2010 i 48/2010.
Wielko$¢ owocow bylta takze zrdznicowana i uzalezniona od genotypu i metody rozmnazania badanych
klon6éw i odmian. Ogolnie, srednia masa owocow wszystkich genotypow rozmnazanych ex vitro byta nieco
wyzsza niz dla metody in vitro, wynosita odpowiednio 26,4 i 23,1 g/10 szt. owocoéw. Dla metody
rozmnazania €X Vitro najwieksze (27,5-35,8 g/10 szt.) owoce wytwarzaty dwie odmiany standardowe
(‘KazPliszka’ 1 ‘Bluecrop’ oraz kilka klonow: 58/2010, 77/2010, 51/2010, 76/2010, 59/2010, 68/2010
i 70/2010. Genotypy rozmnazane in vitro takie, jak: ‘Duke’, 59/2010, 77/2010, 76/2010, 58/2010 i 70/2010
wytwarzaty najwigksze owoce, o §redniej masie od 24,0 do 38,5 g/10 szt.



Wykonano takze oceng jakos$ci owocow, tj. zawarto$¢ ekstraktu i witaminy C w owocach 22 genotypow
boréwki wysokiej. Srednia zawartosé ekstraktu w owocach boréwki wysokiej analizowanych odmian
standardowych i klonow byta identyczna i wynosita 11,9%, niezaleznie od metody wegetatywnego
rozmnazania. Ws$rdd genotypow rozmnazanych ex vitro najwigcej ekstraktu (13,4-14,3%) okreslono dla
czterech klonow: 65/2010, 26/2010, 69/2009 i 57/2010. Najwigkszg zawarto$¢ ekstraktu (13,5-15,2%)
W owocach testowanych genotypéw rozmnazanych in vitro uzyskano dla odmiany ‘KazPliszka’ oraz
klonéw oznaczonych: 59/2010, 68/2010, 26/2010 i 69/2009.

Zawartos¢ witaminy C w owocach badanych genotypow boréwki wysokiej byta takze bardzo zréznicowana
i uzalezniona od metody wegetowanego rozmnazania. Srednia ogdlna zawartosé tej witaminy wszystkich
genotypow wynosita 12 mg/100 ml (ex vitro) oraz 14,9 mg/100 ml (in vitro). Najwiecej (14,0-17,8 mg/100
ml) witaminy C w owocach ocenianych genotypow rozmnazanych ex vitro okreslono u odmiany ‘Duke’
oraz pigciu klonow: 76/2010, 30/2010, 04/2010, 68/2010 i 75/2010. W przypadku metody rozmnazania
invitro stwierdzono, ze najwiecej witaminy C (17,3-23,7 mg/100 ml) w owocach miata odmiana
‘KazPliszka’ oraz cztery klony: 65/2010, 49/2010, 75/2010 i 68/2010.

Borowka 2/2020 - do$wiadczenie pordwnawcze z 15 klonami (BOR-91, BOR-101, BOR-134A), BOR-
143, BOR-143, BOR-147, BOR-161, BOR-181, BOR-198, BOR-230, BOR-232, BOR-234B, BOR-234E,
BOR-235B, BOR-251 i BOR-263) oraz 2 odmianami stardadowymi (‘Bluecrop’ i ‘Duke”) rozmnozonymi
in vitro, zatozone polu w Sadzie Pomologicznym w Skierniewicach, wiosng 2020 roku.

Ze wzgledu na mlody wiek roslin, wiosng 2021 roku wykonano ocen¢ przezimowania i adaptacji ro$lin,
anastepnie wstgpne obserwacje 1 oceng sily wzrostu ro§lin w/w genotypéw rosnacych w tym
doswiadczeniu polowym. Na podstawie wstepnych wynikéw badan stwierdzono mate zroéznicowanie
ocenianych genotypoéw pod wzgledem sity wzrostu. Zaklada si¢, ze ocena wybranych cech uzytkowych
(cech morfologicznych) bedzie kontynowana w nadchodzacym roku 2022, a plonowanie i jako$¢ owocow
bedzie prowadzona w kolejnych 3-4 latach.

W badaniach molekularnych wykonano nastepujace etapy prac:

6) Wytypowanie perspektywicznych genotypéw mieszancowych (wstepna ocena
fenotypowa) i wyizolowanie DNA/RNA 1z tkanek roslin form rodzicielskich
zroznicowanych pod katem obecnosci woskowego nalotu na owocach.

Zrbéznicowanie genetyczne szesciu odmian: ‘Liberty’, ‘Aurora’, ‘Rubel’, ‘Toro’, ‘Bluegold’ i ‘Bonifacy’
(potencjalnych form rodzicielskich), przeprowadzono przy zastosowaniu metod SSR-PCR (na matrycy
wyizolowanego DNA) oraz qPCR (na matrycy wyizolowanego RNA). Do testow uzyto oligonukleotydow
specyficznych dla regionéw mikrosatelitarnych genomu V. corybosum. Przeprowadzona analiza pozwolita
zgrupowac badane odmiany borowki w dwa klastry. Jeden zawierat odmiany wytwarzajace woskowy nalot
na owocach, drugi — odmiany wytwarzajace owoce bez nalotu lub ze stabym nalotem. W ramach
przeprowadzonych analiz, najmniejsze podobienstwo genetyczne (28%) odnotowano pomiegdzy
odmianami ‘Bonifacy’i ‘Buegold’.

7) Wytypowanie sekwencji genéw kandydujacych (dostepne bazy, literatura) do analizy
PCR i qPCR poprzez opracowanie ich profili ekspresyjnych.

Do badan nad molekularng oceng regulacji cechy woskowosci owocow boréwki wysokiej wykorzystano
matryce RNA wyizolowane z odmian ‘Liberty’, ‘Aurora’, ‘Rubel’, ‘Toro’, ‘Bluegold’ i ‘Bonifacy’. Z ro$lin
tych w sezonie wegetacyjnym sukcesywnie zbierano: kwiaty, zawigzki owocow, owoce niedojrzate oraz
owoce dojrzate - w petni wybarwione, z ktorych wyizolowano catkowite RNA. Przygotowane na matrycy
RNA probki cDNA, przeznaczono do ilosciowych testow PCR w czasie rzeczywistym (qPCR).

Do analizy poréwnawczej aktywnosci badanych genow wytypowano gen referencyjny GADPH (koduje
dehydrogenaz¢ gliceraldehydo-3-fosforanowg) o stabilnym poziomie ilosci transkryptu w uktadzie
badawczym (gen ref. vs. gen badany) oraz dwa geny KCS4 (koduje syntaze beta ketoacylo CoA) i FAR2
(koduje tluszczowg reduktaze acylo-CoA), uczestniczgce w regulacji szlaku produkcji kutykuli i wosku na
powierzchni owocow. W uzyskanych wynikach, zaobserwowano istotnie wysokg aktywnos¢ obu badanych
genow w skorce owocow odmian ‘Liberty’, ‘Bluegold’ i ‘Bonifacy’. Odmiany te charakteryzujg si¢
obecnoscig warstwy kutykuli, co $wiadczy o potencjalnej korelacji wytypowanych genéw z badang cecha.
Dla obu badanych genow odnotowano takze niskg aktywno$¢ w migzszu i skorce owocow odmian:
‘Aurora’ i ‘Toro’ (wcale Iub stabo produkuja wosk). Jedynie w owocach odmiany ‘Rubel’ duza aktywnos¢
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badanych genow zaobserwowano w owocach dojrzatych, co moze wskazywac na inny sposéb regulacji
cechy, specyficzny dla tej odmiany.

Dzialania upowszechnieniowo-promocyjne:

Prowadzono spotkania informacyjne dla producentdéw owocoéw oraz szkotkarzy zainteresowanych odmianami
boréwki amerykanskiej (wysokiej) oraz udzielano licznych porad i konsultacji na temat realizowanego
programu hodowli twoérczej w Instytucie Ogrodnictwa — PIB i dotychczasowych osiggnigé, wartosci
produkcyjnej r6znych odmian oraz ich przydatnosci do uprawy w Polsce.

W dniu 23 listopada 2021 wygloszono referat nt. ,,Zastosowanie markerow molekularnych do
potwierdzenia tozsamosci odmianowej W ochronie praw hodowcy ” —dr Anita Kuras, w ramach seminarium
on-line pt. ,,Kierunki i osiggnigcia hodowli tworczej roslin ogrodniczych w Instytucie Ogrodnictwa — PIB
w Skierniewicach” (https://www.youtube.com/watch?v= QTFdDBnpWAY).

Przygotowano raport nt. ,,Wstepna ocena plonowania i jakos¢ owocow genotypow borowki wysokiej
(Vaccinium corymbosum L.) w 2021 roku”, ktory zamieszczono na stronie internetowej 10 — PIB.

Wykonanie miernika:

1. Wykonanie programu krzyzowan — plan 40 kombinacji, wykonanie 40 kombinacji.

2. Wyselekcjonowanie i rozmnozenie materialow wyjsciowych (klonéw) o pozadanych cechach — plan
10 klonow, wykonanie 10 klonow.

3. Wytypowanie sekwencji DNA/RNA dla pozadanych cech — plan 2, wykonanie 2.

4. Przygotowanie publikacji lub artykutu popularno-naukowego — plan 1, wykonanie 1.
Pluta S. Keller-Przybytkowicz S. 2021. Post¢p w hodowli jako$ciowej borowki wysokiej. Jagodnik
nr 8(70)/2021:66-69.

5. Raport upowszechniajacy uzyskane wyniki badan i osiggniecia zamieszczony na stronie internetowe;j
IO — PIB: plan 1, wykonanie 1.


https://www.youtube.com/watch?v=%20QTFdDBnpWAY

