Zadanie 71 Analiza genetyczna i molekularna wybranych genotypéw jabtoni (Malus
domestica) dla skrécenia okresu juwenilnego i poprawy jakosci owocow

W roku 2018 prowadzono 2 tematy badawcze:

Temat badawczy 1

Ocena fenotypowa populacji siewek pokolenia F; (2.800 siewek) pod kgtem sity wzrostu,
wczesnosci wchodzenia w okres kwitnienia i owocowania oraz_odpornosci roslin na wazne
gospodarczo choroby (parch jabtoni, mgczniak jabtoni), a takze ocena efektow GCA, SCA
dla badanych form rodzicielskich pod wzgledem wybranych cech fenotypowych

Celem badan byto oszacowanie efektow GCA i SCA dla badanych form rodzicielskich pod
wzgledem wybranych cech fenotypowych (sita wzrostu, wczesnos¢ wchodzenia w okres
kwitnienia i owocowania, intensywno$¢ kwitnienia i owocowania, odpornos¢ roslin na
choroby) w oparciu o0 ocene potomstwa 28 rodzin mieszancéw.

Materiat do badan stanowito 2800 siewek (28 kombinacji krzyzowan x 100 siewek)
rosngcych na podktadce M.9 w kwaterze hodowlanej w Sadzie Doswiadczalnym
w Dabrowicach. Doswiadczenie zatozone jest w ukfadzie losowanych blokow kompletnych
w 4 powtdrzeniach po 25 siewek na poletku, czyli kazda rodzina mieszancoéw
reprezentowana jest przez 100 siewek. Siewki wysadzone sg w rozstawie 3,50 x 1,0 m.
W roku 2018 dla kazdej rosliny/siewki wykonano: (a) ocene sity wzrostu wyrazong srednica
(w mm) i wysokoécig pedu przewodnikowego (w cm) po zakohczeniu wegetacji roslin
(pazdziernik), (b) ocene wczesnosci wchodzenia w okres kwitnienia i owocowania (termin),
(c) ocene intensywnosci kwitnienia i owocowania siewek rosngcych na podkfadce M.9, (d)
ocene stopnia porazenia siewek przez parcha jabtoni (Venturia inaequalis), (e) ocene stopnia
porazenia siewek przez maczniaka jabtoni (Podosphaera leucotricha).

Ocene sity wzrostu roslin wykonano w dniach 12-16 pazdziernika 2018 roku poprzez pomiar
wszystkich siewek. Wyniki analizy statystycznej (program SERGEN) ogodlnej zdolnosci
kombinacyjnej (GCA) dla sity wzrostu siewek, wyrazonej srednicg (w mm) i wysokos$cig pedu
przewodnikowego (w cm) dla wszystkich rodzin mieszancow, stanowigcych potomstwo 11
genotypdw jabtoni (4 genotypy mateczne: ‘Alwa’, ‘Golden Delicious’, ‘Free Redstar’, ‘Gold
Milenium’ i 7 genotypow ojcowskich: ‘Glogieréwka’, ‘Kronselka’, ‘Kosztela’, ‘Mcintosh’,
‘Oliwka Zotta’, ‘Malinowa Oberlandzka’, ‘Koksa Pomaranczowa’), krzyzowanych w uktadzie
czynnikowym (94 x 47) wykazaly, ze badane formy rodzicielskie miaty istotnie zréznicowane
efekty GCA dla tej cechy morfologicznej. Wyniki pokazujg, ze istotnie dodatnie wartosci
efektow GCA dla tej cechy roslin oszacowano dla odmian: ‘Free Redstar’, ‘Alwa’ i ‘Koksa
Pomaranczowa’. Oznacza to, ze genotypy te przekazujg potomstwu zdolno$¢ do tworzenia
drzew o silnym wzroscie. Natomiast odmiany ‘Golden Delicious’, ‘Kosztela’ i ‘Oliwka Zoéftta’
miaty istotnie negatywne efekty GCA dla tej cechy. Odmiany te uzyte jako formy rodzicielskie
sg wiec donorami genow warunkujgcych staby wzrost u potomstwa siewek jabtoni.

Efekty SCA dla analizowanych 28 rodzin mieszancowych przyjmowaty warto$¢ zaréwno
dodatnig, jak i ujemna. Dla sity wzrostu siewek jabtoni, wyrazonej $rednicg (w mm)
i wysokoscig pedu przewodnikowego (w cm), istotnie pozytywne efekty SCA uzyskano dla



7 rodzin mieszahcow: ‘Free Redstar x ‘Glogieréwka’, ‘Free Redstar x ‘Kronselska’, ‘Free
Redstar x ‘Mcintosh’, ‘Gold Milenium’ x ‘Kosztela’, ‘Gold Milenium’ x ‘Malinowa
Oberlandzka’, ‘Alwa’ x ‘Malinowa Oberlandzka’ i ‘Golden Delicious’ x ‘Oliwka Zétta’. Oznacza
to, ze w przypadku tych rodzin genetyczne wspétdziatanie obu genotypdw rodzicielskich
warunkuje silny wzrost roslin. Istotnie negatywne efekty SCA dla tej cechy uzyskano dla 10
rodzin mieszancowych: ‘Free Redstar x ‘Kosztela’, ‘Free Redstar’ x ‘Malinowa Oberlandzka’,
‘Free Redstar x ‘Kronselska’, ‘Free Redstar x ‘Oliwka Zotta’, ‘Free Redstar x ‘Koksa
Pomaranczowa’, ‘Gold Milenium’ x ‘Glogieréwka’, ‘Gold Milenium’ x ‘Mcintosh’, ‘Alwa’ x
‘Glogierowka’, ‘Golden Delicious’ x ‘Malinowa Oberlandzka’ i ‘Golden Delicious’ x
‘Kronselska’. Zatem nalezy oczekiwaé, ze mieszance nalezgce do tych rodzin bedg
charakteryzowac sie stabym wzrostem.

W okresie od 25 kwietnia do 29 czerwca 2018 roku wykonano ocene wczesnosci (termin)
oraz intensywnosci kwitnienia i owocowania siewek rosngcych na podktadce M.9 w kwaterze
hodowlanej w Sadzie Doswiadczalnym w Dabrowicach. Jednak ze wzgledu na mtody wiek
roslin tylko pojedyncze drzewka zakwitty i zaowocowaty w niektérych rodzinach
mieszancowych. Zaklada sie, ze ocena i analiza zdolno$ci kombinacyjnej cech
morfologicznych roslin, wysokos$ci plonowania i jakosci owocow (w szczegdlnosci ich wygladu
i atrakcyjnosci, wielkosci owocow) bedg kontynuowane w kolejnych latach badan, kiedy siewki
wejdg w okres owocowania.

W dniach 04-06.07.2018 r. zostata wykonana takze ocena stopnia porazenia siewek przez
parcha i maczniaka jabtoni. Wyniki analizy statystycznej (program SERGEN) ogdlnej
zdolnosci kombinacyjnej (GCA) dla stopnia porazenia siewek przez parcha i mgczniaka
jabtoni dla wszystkich rodzin mieszancow, stanowigcych potomstwo 11 genotypow jabtoni,
krzyzowanych w uktadzie czynnikowym (94 x 47) wykazaly, ze badane formy rodzicielskie
miaty istotnie zréznicowane efekty GCA dla tych cech morfologicznych. Wyniki pokazujg, ze
istotnie rézne od zera wartosci efektéw GCA dla stopnia porazenia siewek przez parcha
jabtoni oszacowano dla odmian: ‘Free Redstar’ i ‘Gold Milenium’. Pomimo, ze byta to wartos¢
ujemna, ale dla hodowcy oznacza to, ze genotypy te sg donorami genow warunkujgcych
odpornoé¢ lub matg podatno$é na parcha jabtoni u potomstwa siewek jabtoni. Natomiast
odmiana ‘Golden Delicious’ miata istotnie dodatni efekt GCA dla tej cechy. Odmiana ta uzyta
jako forma rodzicielska jest wiec donorem gendéw warunkujgcych podatno$é na parcha
jabtoni u potomstwa siewek jabtoni. Istotnie ujemng wartos¢ efektow GCA dla stopnia
porazenia siewek przez mgczniaka jabtoni oszacowano dla odmiany ‘Free Redstar’. Genotyp
ten jest wiec donorem genow warunkujgcych odpornos¢ lub matg podatnos¢ na maczniaka
jabtoni u potomstwa siewek jabtoni. Natomiast odmiana ‘Alwa’ miata istotnie dodatni efekt
GCA dla tej cechy. Odmiana ta uzyta jako forma rodzicielska jest wiec donorem genow
warunkujgcych podatnos¢ na maczniaka jabtoni u potomstwa siewek jabtoni.

Efekty SCA dla analizowanych 28 rodzin mieszancowych przyjmowaty warto$¢ zaréwno
dodatnig, jak i ujemng. Dla stopnia porazenia siewek przez parcha jabtoni, wartos¢ ujemng
efektow SCA uzyskano dla 5 rodzin mieszancéw: ‘Free Redstar’ x ‘Koksa Pomaranczowa’,
‘Gold Milenium’ x ‘Kosztela’, ‘Alwa’ x ‘Oliwka Zoétta’, ‘Golden Delicious’ x ‘Glogierowka’
i ‘Golden Delicious’ x ‘Malinowa Oberlandzka’. Oznacza to, ze w przypadku tych rodzin
genetyczne wspotdziatanie obu genotypow rodzicielskich warunkuje odpornosc¢ lub matg
podatnos¢ roslin na parcha jabtoni. Wartos¢ dodatnig efektow SCA dla tej cechy uzyskano



dla 5 rodzin mieszancoéw: ‘Free Redstar x ‘Malinowa Oberlandzka’, ‘Alwa’ x ‘Koksa
Pomaranczowa’, ‘Alwa’ x ‘MclIntosh’, ‘Golden Delicious’ x ‘Kosztela’ i ‘Golden Delicious’ x
‘Oliwka Zotta’. Zatem nalezy oczekiwa¢, ze mieszance nalezgce do tych rodzin beda
charakteryzowaé sie podatnoscig na parcha jabtoni. Dla stopnia porazenia siewek przez
maczniaka jabtoni, wartos¢ ujemng efektow SCA uzyskano tylko dla jednej rodzin
mieszancow ‘Alwa’ x ‘Koksa Pomaranczowa’. Oznacza to, ze w przypadku tej rodziny
genetyczne wspétdziatanie obu genotypow rodzicielskich warunkuje odpornos¢ lub matg
podatno$¢ roslin na maczniaka jabtoni. Warto$¢ dodatnig efektéw SCA dla tej cechy
uzyskano takze dla jednej rodziny mieszancow ‘Gold Milenium’ x ‘Koksa Pomarahczowa’.
Zatem nalezy oczekiwac, ze mieszahce nalezgce do tej rodziny bedg charakteryzowaé sie
podatnoscig na maczniaka jabtoni.

Temat badawczy 2
Zageszczanie mapy genetycznej genoméw odmian ‘Free Redstar oraz ‘Oliwka Zéita’,
reprezentujgcych wysoki stopienn polimorfizmu genetycznego oraz istotnie réznigcych sie

dtugoscia fazy juwenilnej

Celem tematu bylo zageszczenie istniejgcych i nowych grup sprzezeh mapy genetycznej
odmian ‘Free Redstar’ i ‘Oliwka Zétta’, poprzedzone analizg segregaciji alleli markeréow SSR
w populacji mapujacej uzyskanej ze skrzyzowania obu form rodzicielskich, odmiennych pod
wzgledem dtugosci fazy juwenilne;.

Materiat do badan stanowity mtode liscie 198 genotypdéw potomnych ‘Free Redstar’ x ‘Oliwka
Zota', o potwierdzonym statusie genetycznym oraz dwoch form rodzicielskich. Genomowe
DNA wyizolowano z miodych lisci metodg Aldrich’a i Culis’a. Analizie poddano 50
oligonukleotydow, komplementarnych do sekwencji mikrosatelitarnych genomu Malus,
ktérych allele segregowaty w populacji mapujgcej (bazy SSR Apple Database
(www.hidras.unimi.it)), zlokalizowanych na chromosomach 1, VII i VIII mapy referencyjnej
genomu Malus x domestica. Do amplifikacji fragmentéw SSR i identyfikacji alleli

polimorficznych, segregujacych w populacji mapujgcej uzyto oligonukleotydy nieznakowane,
ktérych amplikony analizowano w $wietle biatym po rozdziale elektroforetycznym w 7%
zelach poliakrylamidowych wybarwionych roztworem azotanu srebra oraz wyznakowane
(WelRed, Sigma), ktorych detekcje i ocene wielkosci molekularnych obliczano za pomocg
programu komputerowego (CEQ 8000 Genomic Analysis System, CEQ 8000 Software v.5.0,
Beckman Coulter). Do analizy odlegtosci mapowych (cM) zidentyfikowanych alleli SSR w
badanej populacji zastosowano funkcje Kosambi programu JoinMap v. 3.0. Sprzezenia
pomiedzy badanymi markerami weryfikowano za pomocg wspotczynnika wartosci krytyczne;j
LOD (Logarythm Odd Ratio; prog wartosci LOD 2= 3), maksymalnego prawdopodobienstwa
ML (Maximum Likelihood) oraz oceny zaleznosci pomiedzy rzeczywistym a oczekiwanym
(teoretycznym) rozktadem genotypéw w populacji segregujacej (test CHI-KWARAT: X?).
Czestos¢ rekombinacji pomiedzy zidentyfikowanymi allelami w badanej populacji mapujgce;j
oszacowana zostata przy uzyciu wspétczynnika REC < 50 (JoinMap v.3.0). Do graficznego
przedstawienia mapy genetycznej wykorzystano program Map Chart 2.0.


http://www.hidras.unimi.it)/

a). Analiza markerow SSR wytypowanych w roku 2017, przeprowadzona dla populaciji
uzyskanej ze skrzyzowania odmian ‘Free Redstar’ x ‘Oliwka Zétta’

W wyniku reakcji amplifikacji przeprowadzonych z 50 markerami SSR zidentyfikowano 108
polimorficzne allele, segregujgce w badanej populacji mapujgcej, dla ktérych okreslono loci
w genomach obu badanych form rodzicielskich. Analiza typu segregacji oraz frekwencji
rekombinacji pomiedzy zidentyfikowanymi allelami pozwolita na sporzadzenie szkieletu grup
sprzezen stanowigcych homologi chromosomoéw |, VII oraz VIII genomu jabtoni. Uzyskany
szkielet mapy wybranych chromosomoéw obejmuje fragment genomu gatunku Malus
o dtugosci 595 cM.

b). Analiza uzyskanej (2015-2017) mapy genetycznej genoméw jabtoni odmian ‘Free
Redstar’ oraz ‘Oliwka Zéfita’

Na podstawie analizy tgcznie 230 zidentyfikowanych (lata 2015 — 2018) heterozygotycznych
alleli, réznicujgcych genomy odmian ‘Free Redstar oraz ‘Oliwka Zéf#ta’, okreslono typ
segregacji oraz ich rozktad w populacji mapujgcej (test X?), uzyskanej w wyniku

skrzyzowania obu form rodzicielskich. Po okresleniu typu segregacji oszacowano, ze 86
wprowadzonych na mape alleli markeréw wystepujgcych w siewkach potomnych pochodzito
z genomu odmiany ‘Free Redstar, natomiast 89 z genomu odmiany ‘Oliwka Zoha’.
W przypadku 55 markeréw zidentyfikowano allele, ktére pochodzity z genoméw obu form
rodzicielskich.

Na tym etapie badan sporzgdzono odrebne mapy genetyczne genomow jabtoni odmian ‘Free
Redstar’ i ‘Oliwka Zoétta'. Uzyskana mapa genomu odmiany ‘Free Redstar zawiera 36 grup
sprzezen, w obrebie ktérych zidentyfikowano loci 127 alleli markeréw SSR, segregujgcych
w populacji mapujacej. Uzyskane grupy sprzezen wykazaty istotny stopien homologi do
chromosoméw XIV, V, XVI, XIII, 1ll, X, IX, XVIII, VII, VI, VIII, XlI, Il oraz I, referencyjnego
genomu jabtoni. Natomiast na sporzgdzonej mapie genomu odmiany ‘Oliwka Zétta’
Zlokalizowano 180 alleli markerow SSR sprzezonych w 43 grupach sprzezen
homologicznych do chromosomoéw [, IX, VI, XVI, X, X, V, XV, XVII, XIV, VIII oraz lll
genomu Malus. Wielko$s¢ zmapowanego genomu odmiany ‘Free Redstar’ wyniosta 1 522 cM,
natomiast genomu odmiany ‘Oliwka Zétta’ — 2 130 cM. Stopien kolinearnosci zmapowanych
fragmentéw genomoéw obu odmian jabtoni z odczytami referencyjnej mapy rodzaju Malus
oszacowano na 58% (analiza poréwnawcza dla mapy zintegrowanej ‘Free Redstar’ x ‘Oliwka
Zotta’).



