Zadanie 3.16 Wytworzenie materialow wyjsciowych jagody kamczackiej (Lonicera
caerulea) o zroznicowanej porze dojrzewania, wysokiej jakosci owocow i tolerancji na
choroby grzybowe, susze¢ i poparzenia sloneczne.

Kierownik Zadania: dr inz. Seliga Lukasz

Cel zadania: Uzyskanie materialow wyjsciowych do hodowli nowych odmian jagody
kamczackiej, przydatnych zardwno do przetworstwa jak i bezposredniego spozycia.

W Polsce od kilku lat obserwuje si¢ rosnace zainteresowanie uprawag towarowa jagody
kamczackiej (suchodrzewu jadalnego), ktorego owoce sg przydatne zaréwno do przetworstwa,
jak 1 do bezposredniego spozycia. Owoce suchodrzewu jadalnego dojrzewaja najwczesniej w
sezonie (juz pod koniec maja) i zawierajg wiele witamin, makro- i mikroelementow oraz
polifenoli, niezwykle cennych dla organizmu czlowicka. Krzewy maja mate wymagania
glebowe, sg mrozoodporne, a kwiaty wykazuja wysoka tolerancje na przymrozki wiosenne
(nawet do -7°C). Niestety, dostepne na rynku odmiany w wiekszo$ci sg mato plenne, a ich
owoce s3 malo atrakcyjne (male, o przecigtnym smaku z goryczka) i nieprzystosowane do
dlugiego transportu (malo jedrne). Ponadto wiele z tych odmian wykazuje tendencje do
opadania owocow w trakcie dojrzewania. W zwigzku z duzym zainteresowaniem producentow
nowymi odmianami o lepszych cechach w stosunku do obecnie dostgpnych istnieje pilna
potrzeba rozpoczecia hodowli tego gatunku, celem uzyskania nowych odmian
przystosowanych do uprawy towarowej w Polsce.

Opis zadania:

1) wykonanie programu krzyzowan w uktadzie diallelicznym z wykorzystaniem 6 rdéznych
form rodzicielskich jagody kamczackiej (Lonicera caerulea) o komplementarnych cechach
fenotypowych i uzytkowych, zbiér owocoéw, wybieranie nasion, stratyfikacja i wysiew
nasion (dialleliczny uktad krzyzowan 6 odmian x 6 kombinacji krzyzowan = 36 kombinacji
krzyzowan);

Przeprowadzony program krzyzowan jagody kamczackiej obejmowatl 36 kombinacji
w uktadzie diallelicznym, korzystajac z roéznorodnych form rodzicielskich, w tym odmian
rosyjskich, kanadyjskich 1 japonskich. W ramach tych badan zastosowano metode¢ Griffinga,
gdzie 1 796 kwiatow zostato poddanych procesowi kastracji i zapylania, co zaowocowalo
uzyskaniem 470 owocow. Wybrane formy rodzicielskie charakteryzowaty si¢ zréznicowanym
genotypem, obejmujacym réznice w porze dojrzewania, ksztatlcie owocow 1 zdrowotnos$ci
roslin. Oceny 32 form genotypowych, obejmujace site¢ wzrostu, pokrdj krzewdw, intensywnos¢
kwitnienia, zawigzywanie owocOw, plonowanie oraz mas¢ owocow, zostaly przeprowadzone
na kolekcji odmian w Sadzie Pomologicznym w Skierniewicach. R6znice migdzy odmianami
w intensywno$ci kwitnienia i owocowania ukazaty ich zréznicowany potencjat wydajnosci.
Niektére odmiany, takie jak 'Leningradzkij Velikan'i 'Vostorg', uzyskaty wysokie oceny w obu
kategoriach, co wskazuje na ich potencjalng wydajnosé. Z kolei 'Bakczarskaja Jubilejnaja’
otrzymata nizsze oceny, co moze sugerowac specyficzne wymagania uprawowe lub mniejszg
wydajnos$¢. Zbior owocow przeprowadzony na poczatku czerwca, migdzy 5 a 10 czerwca,
ujawnil znaczace roznice w plonie migdzy odmianami. Odmiany, takie jak 'Wojtek', 'Zojka'
I 'Vostorg', osiagnely wysokie wartosci plonu z krzewu. Roznice w jedrnosci i wadze owocow
miaty wptyw na ich trwato$¢ 1 potencjat transportowy, co jest istotne z punktu widzenia
logistyki i marketingu. Odmiana 'Duet' wyr6zniata si¢ najwyzszg jedrnoscia, co moze wptywac
na jej atrakcyjnos¢ rynkowaq. zréznicowanie mig¢dzy odmianami. W analizie sktadu owocow,
zwrdcono uwage na parametry takie jak zawarto$¢ cukru, sucha masa, pH, kwasowos$¢ ogoélna,
polifenole, antocyjany i kwas askorbinowy (witamina C). Wyniki te dostarczyly informacji na



temat dojrzatosci, stodyczy oraz wtasciwosci zdrowotnych probek. Odmiana 'Kamczadalka'
wyrdzniata si¢ najwyzsza zawarto$cig kwasu askorbinowego, co podkresla jej potencjalne
zdrowotne korzys$ci w porownaniu do innych odmian.

2) cytometryczna ocena poziomu ploidalno$ci wszystkich odmian rodzicielskich
przewidzianych do wykorzystania do krzyzowan, rowniez w kolejnych latach (32) i liczby
chromosomoéw (6) odmian wykorzystanych w programie hodowlanym w 2023 r;

W przeprowadzonej analizie wykorzystano probki mtodych li§ci pobrane wiosng z roznych
genotypow roslin. Poziom ploidalno$ci oceniano za pomocg cytometru przeplywowego
CyFlow PA (Partec, Niemcy) na jadach komorkowych izolowanych z rozdrobnionego
materiatu roslinnego. Zastosowano barwnik fluorescencyjny DAPI z dodatkiem 1% PVP,
a poziom fluorescencji DNA odniesiono do standardu 'Aurora’. Analiza cytometryczna
wykazala, Ze wszystkie badane odmiany i linie hodowlane (32 genotypy) sa tetraploidami,
potwierdzajac tetraploidalng liczbe chromosoméw 2n=4x=36, co potwierdzono réwniez
analiza mikroskopowa preparatow korzeni traktowanych 8-hydroksychinoling (Fot. 1).
Dodatkowo, analiza cytometryczna jodku propidyny ocenita wielko$§¢ genomu genotypow,

ktore miescity sie w zakresie od 4,6 do 4,8 pg 2C DNA.
-
-

Fot. 1. Obserwacje mikroskopowe liczby chromosoméw w merystemach wierzchotkowych korzeni. (A)
‘Jugana’ (2n = 4x = 36). (B) ‘Sinji Utes’ (2n = 4x = 36). (C) ‘Boreal Blizzard’ (2n = 4x = 36) (D) ‘Boreal
Beast’ (2n = 4x = 36) (E) ‘Colin’ (2n = 4x = 36) (F) ‘Lori’ (2n = 4x = 36). Odcinek = 10um.

3) sprawdzanie zywotno$¢ pytku na podstawie wybarwienia ziaren oraz na podstawie
kietkowania na pozywkach (6);

Zywotnoéé pytku zostata oceniona w dwdch termiach: na poczatku marca u kwitngcych
roslin uprawianych w szklarni 6 genotypow rodzicielskich oraz w potowie kwietnia w pelni
kwitnienia ro$lin w warunkach polowych. Procent wybarwionych ziaren pytku dla
wszystkich analizowanych odmian byt znacznie wyzszy niz procent skietkowanego pytku
na pozywce. Wykazano, ze ocena Zywotno$ci pytu na podstawie wybarwienia pytu nie jest
miarodajna metoda oceny zywotnoéci pylku jagody kamczackiej. Zywotno$¢ pytku na
podstawie kietkowania pytku na pozywkach w warunkach szklarniowych wynosita Jugana
-7,46%, Sinji Utes - 11,85%, Boreal Blizzard -5,34%, Boreal Beast — 13,13%, Colin-6,64%,
Lori — 16,59. Zywotnos$¢ pytku dla tych odmian w warunkach polowych byla wyzsza
I wynosita odpowiednio Jugana -34.50%, Boreal Blizzard -21,42% Boreal Beast — 36.01%,
Lori —67.09% (Fot. 2)
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Fot 2. Kietkowanie ziaren pytu odmiany ‘Jugana’ na pozywce z dodatkiem sacharozy w st¢zeniu 15%. (A) pytek
z ro$lin uprawianych w szklarni (B) pytek z roélin uprawianych w polu.

4) analiza kietkowania ziaren pytku na znamieniu oraz przerastanie tagiewek pytkowych przez
poszczeg6lne elementy stupka (wybrane 12 kombinacji);

Przeprowadzono 12 kombinacji krzyzowan w celu analizy kietkowania ziaren pytku na
Znamieniu oraz przerastania tagiewek pytkowych przez poszczegdlne elementy stupka. Stupki
pobrano z trzech kwiatow dla kazdej kombinacji krzyzowania, analizujac je po 24, 48 i 72
godzinach od zapylenia. Procedur¢ obejmujaca maceracj¢ w 4N NaOH w temperaturze 60°C
przez 13 minut oraz barwienie 3% roztworem bigkitu aniliny zastosowano przed analizg
mikroskopowa w mikroskopie fluorescencyjnym Optiphot-2 (Nikon). Wyniki analizy
mikroskopowej wykazaly zrdéznicowanie miedzy kombinacjami krzyzowan pod wzgledem
liczby kietkujacych ziaren pylku na znamieniu oraz sity wzrostu tagiewek pytkowych przez
stupek. W szczegdlnosci, w kombinacji 10 stwierdzono, ze tagiewki pytkowe dotarty do zalgzni
po 72 godzinach od zapylenia (Fot. 3).

Fot. 3. Obserwacje mikroskopowe kietkowania ziaren pylku na znamieniu oraz penetracji slupka jagody
kamczackiej przez tagiewki pytkowe. (A ) Niekietkujace ziarna pytku na znamieniu stupka w krzyzowaniu nr 2
po 24 godzinach od zapylenia. (B) Pojedyncze kietkujace ziarna pytku na znamieniu po 24 godzinach po zapyleniu
w krzyzowaniu nr 8. (C) Fragment zalazni z krzyzowania nr 8 niezaplodnionym zalgzkiem 24 godziny po
zapyleniu. (D) Kietkujace ziarna pylku na znamieniu stupka w kombinacji krzyzowan 10 - 72 godziny po
zapyleniu. (E) Fragment stupka z przerastajgcymi tagiewkami 72 godzin po zapyleniu — krzyzowanie nr 10. (F)
Obecnos¢ tagiewek pylkowych na terenie zalazni 72 godziny po zapyleniu w krzyzowaniu 10.



5) molekularna weryfikacja genotypow rodzicielskich i okreslenie ich stopnia pokrewienstwa
odmian jagody kamczackiej — 6 form wykorzystanych w 2023 r. i 4 przewidziane do
wykorzystania w 2024 r.;

Przeprowadzono weryfikacje genotypoéw rodzicielskich jagody kamczackiej oraz ocen¢ ich
stopnia pokrewienstwa dla dziesigciu roznych form: 'Jugana', 'Sinij Utes', 'Boreal Blizzard',
'Boreal Beast', Nr 5, Nr 6, Nr 44, 'Rebeka’, 'Wojtek', 'Indigo Gem'. Materiat ro§linny w postaci
mtodych lisci zostatl poddany izolacji DNA zgodnie z metodg opartag na CTAB, a uzyskane
preparaty DNA (30 prob) poddano analizie spektrofotometrycznej w zakresie 230, 260, 280
i 320 nm w celu oceny czystosci i jako$ci. Technika mikrosatelitow (SSR) zostata zastosowana
do analizy regionow mikrosatelitarnych genomu. W wyniku 900 testéw PCR uzyskano 120
polimorficznych fragmentéw DNA o dtugosci od 100 do 690 pz za pomocg 16 z trzydziestu
testowanych oligonukleotydow. Oceng¢ pokrewienstwa genetycznego przeprowadzono na
podstawie obecnosci lub braku tych polimorficznych fragmentow DNA. Dystans genetyczny
miedzy badanymi genotypami zostal okreslony na podstawie analizy kodow binarnych 0/1,
gdzie "0" oznaczat brak fragmentu DNA o okres$lonej dlugosci, a "1" - jego obecno$¢, stosujac
metode Jaccarda. Na podstawie tych danych skonstruowano dendrogram obrazujacy
pokrewienstwo genetyczne genotypdéw za pomoca metody UPGMA (unweighted pair group
method with arithmetic mean). Wyniki te moga by¢ istotne dla dalszych prac hodowlanych,
umozliwiajgc selekcje genotypow o preferowanych cechach genetycznych.

6) ocena porazenia roslin jagody kamczackiej rosngcej w kolekcji przez patogeny grzybowe
i bakteryjne (32);

W roku 2023 przeprowadzono dwie inspekcje (19.05.2023 i 02.06.2023) w celu monitorowania
choréb bakteryjnych i grzybowych na réznych odmianach jagody kamczackiej. Podczas
pierwszej obserwacji zauwazono objawy chorobowe przypominajace raka bakteryjnego na
lisciach odmian takich jak 'Baczkarskaja', 'Bakczarskij Vielikan', 'Docz Velikana', 'Jugana',
'‘Morena' A, 'Morena' B, 'Silginka’, Tomiczka' A, 'Tomiczka' B, 'Uslada’. Bakterie uzyskano ze
wszystkich prob z wyjatkiem 'Docz Velikana'. Testy patogeniczno$ci wykazaty, ze izolaty
Z prob 'Bakczarskij Vielikan' 1 'Jugana' byly niepatogeniczne. Pozostale izolaty, wywolujace
reakcje nadwrazliwosci na lisciach tytoniu (HR+), zaklasyfikowano jako Pseudomonas na
podstawie analizy sekwencji genu metabolizmu podstawowego gyrB. Podczas pierwszej
inspekcji zauwazono rowniez zasychanie kwiatostanow odmian 'Honeybee' 1 'Indigo Trent'.
Analiza molekularna grzybow z porazonych kwiatostanow wykazata obecno$¢ takich grzybow
jak Seimatosporium lichenicola 1 Botrytis cinerea, oraz grzyby z rodzajéw Epicoccum
I Alternaria. W trakcie drugiej inspekcji skupiono si¢ na objawach na owocach odmian 'Indigo
Gem', 'Jugana', 'Leningradzkij Velikan', 'Boreal Beast' oraz 'Lawina'. Izolowano sprawcow
zaobserwowanych objawow na owocach, a byly nimi grzyby: Aureobasidium pullulans,
Epicoccum sp., Seimatosporium lichenicola oraz Mytothecium vermucaria. Po dodatkowym
przechowywaniu dojrzalych owocow przez 10 dni w warunkach pokojowych, zaobserwowano
objawy szarej plesni spowodowanej przez grzyb Botrytis cinerea.

7) ocena zasiedlenia jagody kamczackiej rosnacej w kolekcji przez rozne gatunki szkodnikoéw

W pierwszym poiroczu 2023 roku, przeprowadzono dwie lustracje w miesigcach maj i czerwiec
w celu oceny zasiedlenia wszystkich odmian jagody kamczackiej przez szkodniki. Pierwsza
lustracja miata miejsce 12.05.23, a druga 09.06.2023. W trakcie tych obserwacji stwierdzono
obecno$¢ nielicznych osobnikow w  postaci larwalnej, ktore zostaly zebrane
I przetransportowane do laboratorium entomologii ZORS 10 w celu doktadnego oznaczenia
gatunku. Zidentyfikowano je jako larwy zwdjki rézoweczki (Archips rosana) z rodziny
zwojkowatych (Tortricidae).



Wykonane mierniki:

1.
2.

w

liczba kombinacji w wykonanym programie krzyzowan: plan: 36, wykonanie: 36
cytometryczna ocena poziomu ploidalnosci: plan: 32, wykonanie: 32, ocena liczby
chromosomow— plan: 6 odmian, wykonanie: 6

sprawdzenie zywotno$ci pytku wykorzystanych odmian: plan: 6 odmian, wykonanie: 6
analiza kietkowania ziaren pytku dla wybranych kombinacji krzyzowan: plan: 12,
wykonanie: 12

molekularna  weryfikacja genotypow rodzicielskich 1 okreslenie ich stopnia
pokrewienstwa: - plan: 10, wykonanie: 10

ocena porazenia roslin przez patogeny i szkodniki: 32 odmiany plan: 32, wykonanie: 32
liczba doniesien (na konferencjach krajowych plan: 1, wykonanie: 1

pt. ,,Ocena poziomu ploidalnosci oraz zywotno$ci pytku genotypoéw jagody kamczackiej
(Lonicera caerulea)” — VI zjazd PTNO 21-22 czerwca 2023, Olsztyn



