Zadanie 109: Analiza fenotypowa i molekularna wybranej populacji segregujacej
jabtoni dla wyodrebnienia genotypow o zwiekszonej tolerancji na zaraze
ogniowq i wysokiej jakosci owocow

W roku 2011 badania realizowano w Zaktadzie Hodowli Roslin Sadowniczych Instytutu Ogrodnictwa w
Skierniewicach, w Pracowni Genetyki i Hodowli Roslin Sadowniczych oraz Pracowni
Niekonwencjonalnych Metod Hodowli Roslin Sadowniczych. Z uwagi na wieloletni charakter
prowadzonych badan (rosliny drzewiaste) do wyprodukowania segregujacej populacji jabtoni
wykorzystano nasiona, z programu krzyzowan wykonanego wiosng 2010 roku. Zapylenia
poprzedzono zebraniem pytku oraz kastracjq i izolacjg kwiatéw roslin matecznych. Nasiona otrzymano
w wyniku skrzyzowania dwoch form rodzicielskich, odmiany ‘Free Redstar’ bedacej donorem cech
odpornosci na parcha jabtoni, maczniaka jabtoni i tolerancji na zaraze ogniowa, ale o umiarkowanym
smaku owocéw oraz odmiany ‘ldared’ Srednio wrazliwej na parcha i maczniaka jabtoni, bardzo
wrazliwej na zaraze ogniowa, ale o lepszym smaku i bardziej przydatnej do przerobu, ktérej owoce
majg doskonate walory przechowalnicze. tacznie zapylono 1.020 kwiatéow, uzyskano 162 owoce, z
ktorych wydobyto 946 nasion. Nastepnie nasiona odkazono 0,1% roztworem fungicydu Benlate
(poprzez zamoczenie na 48 godz.) i poddano stratyfikacji polegajacej na umieszczeniu ich w
wilgotnym, ptukanym piasku w perforowanej torebce foliowej i przetrzymywaniu w chtodziarce w
temperaturze okoto +5°C. Nasiona kietkujace sukcesywnie wyjmowano z piasku i wysadzano do
matych plastykowych doniczek zespolonych, o ksztatcie odwrdconego stozka, o podstawie
prostokatnej i scietym wierzchotku, wymiarach 5,5 cm x 5,5 cm x 6,2 cm i pojemnosci 90 cm?®,
wypetnionych mieszaning substratu torfowego (warzywnego), ziemi kompostowej i piasku w stosunku
objetosciowym 1:1:1 (1 nasiono do 1 doniczki). Doniczki z wysianymi nasionami ustawiano na
parapecie w szklarni ze zmienng temperaturg (dzieh — 22°C, noc — 18°C), pod sztucznym
doswietlaniem, przy zapewnieniu 16-to godzinnego dnia. tacznie uzyskano 944 siewki, czyli 99,8 % w
stosunku do liczby wysianych nasion. Na poczatku maja 2011 r. po uzyskaniu stadium 2-3 lisci
wiasciwych (wysokos¢ siewek 10-15 cm) siewki przesadzono do 5-litrowych pojemnikéw foliowych
(cylindréw), napetnionych mieszaning substratu torfowego (warzywnego) i ziemi kompostowej (w
proporcji 1:1) i ustawiono na ziemi w wysokim, nieogrzewanym tunelu foliowym, bez dodatkowego
doswietlania. W roku 2011 w trakcie uprawy siewek w tunelu foliowym do podtoza w pojemnikach
dodawano nawozy mineralne (Osmocote), w ilosci 5 g/litr podtoza oraz wstawiano paliki bambusowe
do cylindréow i przywigzywano do nich pedy przewodnikowe siewek, aby zapobiec ich przewracaniu
sie, wytamywaniu i niewlasciwemu wzrostowi. W okresie wegetacji wykonywano takze pielegnacje
posadzonych siewek, uszczykiwano pedy boczne oraz niszczono chwasty w cylindrach. Nawadnianie
roslin prowadzono systemem kroplowym, sterowanym automatycznie. Ochrone siewek przed
chorobami i szkodnikami prowadzono wedtug zalecen dla sadow produkcyjnych. W dniu 5 lipca 2011
roku wykonano ocene stopnia porazenia siewek przez parcha jabtoni (Venturia inaequalis) w tunelu
foliowym. W wyniku tej oceny 935 siewek (99,05%) wykazato catkowitg odpornosé na parcha jabtoni w
warunkach tunelowych, 9 siewek (0,95%) wykazato wysokg odporno$¢ na parcha jabtoni w warunkach
tunelowych. W dniu 14 wrzesnia 2011 roku oceniane siewki potraktowano bioregulatorem o nazwie
Ethrel 480 SL, ktérego substancjg czynng jest etefon (kwas 2-chloro-etylo-fosfoniowy), w ilosci 2 ml/litr
wody, poprzez opryskanie catych roslin. Zabieg ten sprzyja¢ bedzie wczesniejszej indukcji pakéw
kwiatowych i kwitnieniu siewek w roku nastepnym, co pozwoli na wczesniejsza ocene jakosci owocow.
W 2011 roku przeprowadzono takze badania molekularne (miejsce realizacji: Pracownia
Niekonwencjonalnych Metod Hodowli Roslin  Sadowniczych), okreslajagce status genotypow
mieszancowych dla pojedynkéw ‘Free Redstar x ‘ldared’ (994 pojedynki) oraz badania nad
genetycznym uwarunkowaniem odpornosci, obejmujace analize materiatéw wyjsciowych pod katem
obecnosci markerow odpornosci na zaraze ogniowg (QTL — LG3 i LG7) i b) poszukiwanie nowych
markerdw odpornosci na zaraze ogniowg poprzez ocene zmian w ekspresji genéw kandydujacych. Do
oceny statusu mieszanca uzyto 5 starteréw mikrosatelitarnych, zsyntetyzowanych pod podstawie
sekwencji markerowych na genomowej mapie referencyjnej ‘Fiesta’ x ‘Discovery’ oraz analizie alleli w
systemie sekwencyjnym Beckman Coulter. Wérdd 214 roslin poddanych ocenie w 2011 roku zadna
nie wykazywata obecnosci fragmentéw genomu pochodzacego z nieznanego zrddta, Analiza
markerow sprzezonych z cechg odpornosci na zaraze ogniowg wykazata, ze kazdy z genotypdw
potomnych tj. ‘Idared’ (podatny) i ‘Free Redstar’ (cechy tolerancji) zawierajg w genomie 3 sposrod
pieciu testowanych markerow. Réwnoczesnie w testach PCR w czasie rzeczywistym (Real-time PCR)
stwierdzono odmienne profile dla kazdej z tych odmian w odmienieniu do czterech genéw z grupy PR,
genu Beclin 1, WRKY i dwéch domen CHS.



