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

W roku 2019 prowadzono 4 tematy badawcze:

Temat badawczy 1

Ocena fenotypowa populacji siewek pokolenia F; (2.800 siewek) pod katem sity wzrostu,
wczesnosci_wchodzenia w_okres kwitnienia i _owocowania, wysokiej jakosci owocow,
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, wczesno$¢ wchodzenia w okres
kwitnienia i owocowania, intensywnos¢ kwitnienia i owocowania, wysoka jakos¢ owocow,
odpornoé¢ roslin na choroby) w oparciu o ocene potomstwa 28 rodzin mieszancow.

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 uktadzie losowanych blokéw kompletnych w 4
powtérzeniach po 25 siewek na poletku, czyli kazda rodzina mieszancéw reprezentowana
jest przez 100 siewek. Siewki wysadzone sg w rozstawie 3,50 x 1,0 m. W roku 2019 dla
kazdej rosliny/siewki wykonano: (a) ocene sity wzrostu wyrazong Srednicg (W mm) i
wysokoscig pedu przewodnikowego (w cm) po zakonczeniu wegetacji roslin (pazdziernik),
(b) ocene wczesnosci wchodzenia w okres kwitnienia i owocowania (termin), (c) ocene
intensywnosci kwitnienia i owocowania siewek rosngcych na podktadce 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 10-14 pazdziernika 2019 roku poprzez pomiar
wszystkich siewek. Wyniki analizy statystycznej (program SERGEN) ogodlnej zdolnosci
kombinacyjnej (GCA) dla sity wzrostu siewek, wyrazonej $rednicg (w mm) i wysokos$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: ‘Glogierowka’, ‘Kronselka’, ‘Kosztela’, ‘Mclintosh’,
‘Oliwka Zétta’, ‘Malinowa Oberlandzka’, ‘Koksa Pomaranczowa’), krzyzowanych w uktadzie
czynnikowym (94 x 47) wykazaty, 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’, ‘Gold Milenium’
(dla srednicy pedu przewodnikowego), ‘Alwa’ i ‘Koksa Pomaranczowa’. Oznacza to, ze
genotypy te przekazujg potomstwu zdolnos¢ do tworzenia drzew o silnym wzroscie.
Natomiast odmiany ‘Gold Milenium’ (dla wysokosci pedu przewodnikowego), ‘Golden
Delicious’, ‘Kosztela’ i ‘Oliwka Zétta’ mialy istotnie negatywne efekty GCA dla tej cechy.
Odmiany te uzyte jako formy rodzicielskie sg wiec donorami gendéw warunkujgcych staby
wzrost u potomstwa siewek jabtoni.

Efekty SCA dla analizowanych 28 rodzin mieszancowych przyjmowaty warto$¢ zaréwno
dodatnig, jak i ujemng. Dla sity wzrostu siewek jabtoni, wyrazonej Srednicg (w mm) i
wysokoscig pedu przewodnikowego (w cm), istotnie pozytywne efekty SCA uzyskano dla 10
rodzin mieszancow: ‘Free Redstar’ x ‘Glogierowka’, ‘Free Redstar x ‘Kronselska’ (dla
srednicy pedu przewodnikowego), ‘Free Redstar x ‘Koksa Pomaranczowa’' (dla wysokosci
pedu przewodnikowego), ‘Free Redstar x ‘Mclntosh’, ‘Gold Milenium’ x ‘Kosztela’, ‘Gold



Milenium’ x ‘Malinowa Oberlandzka’, ‘Alwa’ x ‘Malinowa Oberlandzka’, Alwa’ x ‘Kronselska’,
‘Golden Delicious’ x ‘Kronselska’ (dla wysokosci pedu przewodnikowego) i ‘Golden Delicious’
x ‘Oliwka Zétta’. Oznacza to, ze w przypadku tych rodzin genetyczne wspodtdziatanie obu
genotypéw rodzicielskich warunkuje silny wzrost roslin. Istotnie negatywne efekty SCA dla tej
cechy uzyskano dla 10 rodzin mieszancéw: ‘Free Redstar x ‘Kosztela’, ‘Free Redstar x
‘Malinowa Oberlandzka’, ‘Free Redstar x ‘Kronselska’ (dla wysokosci pedu
przewodnikowego), ‘Free Redstar’ x ‘Oliwka Zé#ta’, ‘Free Redstar’ x ‘Koksa Pomaranczowa’
(dla $rednicy pedu przewodnikowego), ‘Gold Milenium’ x ‘Glogierowka’, ‘Gold Milenium’ x
‘McIntosh’, ‘Alwa’ x ‘Glogierowka’, ‘Golden Delicious’ x ‘Malinowa Oberlandzka’ i ‘Golden
Delicious’ x ‘Kronselska’ (dla $rednicy pedu przewodnikowego). Zatem nalezy oczekiwac, ze
mieszance nalezgce do tych rodzin bedg charakteryzowac sie stabym wzrostem.

W okresie od 23 kwietnia do 28 czerwca 2019 roku wykonano ocene wczesnosci (termin)
oraz intensywnosci kwitnienia i owocowania siewek rosngcych na podktadce M.9 w kwaterze
hodowlanej w Sadzie Doswiadczalnym w Dagbrowicach. Wyniki analizy ogdélnej zdolnosci
kombinacyjnej (GCA) dla intensywnosci kwitnienia i owocowania siewek dla wszystkich
rodzin mieszancéw, stanowigcych potomstwo 11 genotypow jabtoni, krzyzowanych w
uktadzie czynnikowym (94 x 37) wykazaty, Zze badane formy rodzicielskie miaty istotnie
zréznicowane efekty GCA dla tej cechy morfologicznej. Istotnie dodatnig wartos¢ efektu GCA
dla tej cechy roslin oszacowano dla odmiany ‘Free Redstar. Oznacza to, ze genotyp ten
przekazuje potomstwu zdolnos¢ do obfitego kwitnienia i owocowania siewek jabtoni.
Natomiast odmiana ‘Golden Delicious’ miata istotnie negatywny efekt GCA dla tej cechy.
Odmiana ta uzyta jako forma rodzicielska sg wiec donorem gendw warunkujgcych stabe
kwitnienie i owocowanie u potomstwa siewek jabtoni.

Efekty SCA dla analizowanych 28 rodzin mieszahcowych przyjmowaty wartos¢ zaréwno
dodatnig, jak i ujemna. Dla intensywnosci kwitnienia i owocowania siewek jabtoni, istotnie
pozytywne efekty SCA uzyskano dla 2 rodzin mieszancéw: ‘Free Redstar’ x ‘Glogierowka’ i
‘Gold Milenium’ x ‘Kosztela’. Oznacza to, ze w przypadku tych rodzin genetyczne
wspoétdziatanie obu genotypdéw rodzicielskich warunkuje obfite kwitnienie i owocowanie
siewek jabtoni. Istotnie negatywne efekty SCA dla tej cechy uzyskano dla 2 rodzin
mieszancow: ‘Free Redstar’ x ‘Kosztela’ i ‘Gold Milenium’ x ‘Glogierowka’. Zatem nalezy
oczekiwaé, ze mieszance nalezgce do tych rodzin bedg charakteryzowac¢ sie stabym
kwitnieniem i owocowaniem.

W dniach 08-12.07.2019 r. zostata wykonana takze ocena stopnia porazenia siewek przez
parcha i maczniaka jabtoni. Wyniki analizy ogodlnej zdolnosci kombinacyjnej (GCA) dla
stopnia porazenia siewek przez parcha i maczniaka jabtoni dla wszystkich rodzin
mieszancow, stanowigcych potomstwo 11 genotypdw jabtoni, krzyzowanych w uktadzie
czynnikowym (94 x 47) wykazaty, ze badane formy rodzicielskie miaty istotnie zréznicowane
efekty GCA dla tych cech morfologicznych. Istotnie rozne od zera wartosci efektéw GCA dla
stopnia porazenia siewek przez parcha jabtoni oszacowano dla odmiany ‘Free Redstar’.
Pomimo, ze byla to wartos¢ ujemna, ale dla hodowcy oznacza to, ze genotyp ten jest
donorem gendw warunkujgcych ‘odpornosé’ lub matg podatnos¢ na parcha jabtoni u
potomstwa siewek jabtoni. Natomiast odmiany ‘Alwa’ i ‘Oliwka Zétta’ miaty istotnie dodatnie
efekty GCA dla tej cechy. Odmiany te uzyte jako formy rodzicielskie sg wigc donorami genéw
warunkujgcych podatno$é na parcha jabtoni u potomstwa siewek jabtoni. Istotnie ujemna
wartos¢ efektow GCA dla stopnia porazenia siewek przez maczniaka jabtoni oszacowano dla
odmiany ‘Free Redstar’. Genotyp ten jest wiec donorem gendw warunkujgcych ‘odpornos¢’
lub matg podatno$¢ 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 gendéw warunkujgcych podatnos¢ na maczniaka jabtoni u
potomstwa siewek jabtoni.



Efekty SCA dla analizowanych 28 rodzin mieszancowych przyjmowaty warto$¢ zaréwno
dodatnig, jak i ujemng. Dla stopnia porazenia siewek przez parcha jabtoni, wartos¢ ujemna
efektéw SCA uzyskano dla 3 rodzin mieszancow: ‘Free Redstar x ‘Mcintosh’, ‘Alwa’ x
‘Malinowa Oberlandzka’ i ‘Alwa’ x ‘Mcintosh’. Oznacza to, ze w przypadku tych rodzin
genetyczne wspoidziatanie obu genotypow rodzicielskich warunkuje ‘odporno$¢’ lub matg
podatnos¢ roslin na parcha jabtoni. Wartos¢ dodatnig efektéw SCA dla tej cechy uzyskano
dla 6 rodzin mieszancow: ‘Free Redstar x ‘Kosztela’, ‘Free Redstar x ‘Malinowa
Oberlandzka’, ‘Gold Milenium’ x ‘MclIntosh’, ‘Alwa’ x ‘Kronselska’, ‘Alwa’ x ‘Koksa
Pomaranczowa’ i ‘Golden Delicious’ x ‘Oliwka Zétta’. Zatem nalezy oczekiwaé, ze mieszance
nalezgce do tych rodzin bedg charakteryzowaé sie podatnoscig na parcha jabtoni. Dla
stopnia porazenia siewek przez maczniaka jabtoni, wartos¢ dodatnig efektéw SCA uzyskano
dla 3 rodzin mieszancow: ‘Gold Milenium’ x ‘Malinowa Oberlandzka’, ‘Alwa’ x ‘Kronselska’ i
‘Alwa’ x ‘Koksa Pomaranczowa’. Zatem nalezy oczekiwac, ze mieszance nalezgce do tych
rodzin bedg charakteryzowac¢ sie podatnoscig na maczniaka jabtoni.

W roku 2019 wyselekcjonowano 30 genotypow, z ktérych pobrano owoce w celu wykonania
analizy sktadu chemicznego owocdéw, w tym jedrnosé owocow, ekstrakt, kwasowos¢ oraz
zawartos¢ kwasu L-askorbinowego. Zawartos¢ ekstraktu badanych préb jabtek miescita sie
w przedziale 12,3 — 17,1°Bx, przy czym wiekszo$¢ genotypdw posiadata ekstrakt w zakresie
13,0-14,5°Bx (24 probki). Kwasowos$é badanych probek jabtek miescita sie w zakresie 0,2-
1,1%, przy czym dwie probki (nr 2 i 19) charakteryzowaly sie wyjgtkowo niskg kwasowoscig
(odpowiednio 0,19% i 0,22%). Zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego w badanych trzydziestu
genotypach byfa na poziomie 2,6 — 20,2 mg/100g. Genotypy nr 3, 4 i 26 posiadaty najmnigj
kwasu L-askorbinowego ponizej 3 mg/100g, zas najwiecej tego kwasu zawieraty genotypy nr
15 i 18, odpowiednio 19,2 mg/100 g i 20,2 mg/100 g. Jedrnos¢ owocdéw badanych
genotypdw miescita sie w zakresie 58,5 N — 135,7 N, jednak wiekszos¢ wykazywata jedrnosc
powyzej 70 N (26 probek). Cztery z badanych genotypdw (nr 11, 13, 14, 20) posiadaty
jedrnos¢ 63 — 58 N, jakg mogg wykazywac owoce w dojrzatosci konsumpcyjnej.

Temat badawczy 2

Zageszczanie _mapy genetycznej genoméw odmian ‘Free Redstar oraz ‘Oliwka Zotta’,
reprezentujgcych wysoki stopien polimorfizmu genetycznego oraz istotnie réznigcych sie
dtugoscig fazy juwenilnej.

Celem tematu byto zageszczenie kolejnych grup sprzezen mapy genetycznej odmian ‘Free
Redstar’ i ‘Oliwka Zé#ta’ (uzyskana w latach 2015-2019) poprzedzone analizg segregadii
alleli markerow SSR w populacji mapujgcej uzyskanej ze skrzyzowania obu form
rodzicielskich, odmiennych pod wzgledem dtugosci fazy juwenilnej.

Materiat do badan stanowity miode liscie pobrane tgcznie z 200 roslin: 198 genotypdw
potomnych o potwierdzonym statusie genetycznym, reprezentujgcych wytypowang populacje
oraz dwoch krzyzowanych form rodzicielskich jabtoni odmian ‘Free Redstar’ i ‘Oliwka Zétta’.

Genomowe DNA wyizolowano z mtodych 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 I, VI, XIl, XIV, XVII mapy
referencyjnej genomu Malus x domestica. Do amplifikacji fragmentéw SSR i identyfikaciji
alleli polimorficznych, segregujgcych w populacji mapujgcej uzyto oligonukleotydy
nieznakowane, ktorych amplikony analizowano w $wietle bialym po rozdziale
elektroforetycznym w 7% zelach poliakrylamidowych wybarwionych roztworem azotanu
srebra oraz wyznakowane (WelRed, Sigma), ktorych detekcje i ocene wielkosci



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

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 wspétczynnika wartosci krytycznej LOD (Logarythm Odd Ratio;
prog wartosci LOD = 3), maksymalnego prawdopodobienstwa ML (Maximum Likelihood)
oraz oceny zaleznosci pomiedzy rzeczywistym a oczekiwanym (teoretycznym) rozktadem
genotypéw w populacji segregujgcej (test CHI-KWARAT: X?). Czesto$¢ rekombinadii
pomiedzy zidentyfikowanymi allelami w badanej populacji mapujgcej oszacowana zostata
przy uzyciu wspoétczynnika REC < 50 (JoinMap v.3.0). Do graficznego przedstawienia mapy
genetycznej wykorzystano program Map Chart 2.0.

a). Analiza markeréw SSR wytypowanych w roku 2019, przeprowadzona dla populacji
uzyskanej ze skrzyzowania odmian ‘Free Redstar’ x ‘Oliwka Zéta'.

W wyniku reakcji amplifikacji przeprowadzonych z 50 markerami SSR zidentyfikowano 184
polimorficzne allele, segregujgce w badanej populaciji mapujacej, dla ktérych okreslono loci w
genomach obu badanych form rodzicielskich. Analiza typu segregacji oraz frekwenciji
rekombinacji pomiedzy zidentyfikowanymi allelami, pozwolita na sporzgdzenie ‘szkieletu’
grup sprzezen stanowigcych homologi chromosomow |, VI, XIl, XIV, XVII genomu jabtoni,
dotychczas niezmapowanych odmian tego gatunku. Uzyskany szkielet mapy wybranych
chromosoméw zawiera tgcznie loci 46 markerow SSR pokrywajgcych 452 cM
sporzadzonego fragmentu genomu jabtoni.

b). Analiza uzyskanej (2015-2019) mapy genetycznej genomdéw jabtoni odmian ‘Free
Redstar oraz ‘Oliwka Zéita’

Na podstawie analizy fgcznie 247 zidentyfikowanych (2015-2019) heterozygotycznych alleli,
réznicujgcych genomy odmian ‘Free Redstar oraz ‘Oliwka Zétta’, okreslono typ segregaciji
oraz ich rozktad w populacji mapujacej (test X?), uzyskanej w wyniku skrzyzowania obu form
rodzicielskich. Po okresleniu typu segregacji oszacowano, ze 102 wprowadzonych na mape
alleli markerow wystepujgcych w siewkach potomnych pochodzito z genomu odmiany ‘Free
Redstar’, natomiast 104 z genomu odmiany ‘Oliwka Zoétta’. W przypadku 80 markeréw
zidentyfikowano allele, ktére pochodzity z genomoéw obu form rodzicielskich.

Na tym etapie badah sporzgdzono odrebne mapy genetyczne genoméw jabtoni odmian ‘Free
Redstar’ i ‘Oliwka Zétta'. Uzyskana mapa genomu odmiany ‘Free Redstar’ zawiera 41 grup
sprzezen w obrebie, ktérych zidentyfikowano loci 215 alleli markerow SSR, segregujgcych w
populacji mapujgcej. Natomiast na mapie genomu odmiany ‘Oliwka Zétta’ zlokalizowano 231
alleli markeréw SSR sprzezonych w 51 grupach LG. Uzyskane dla obu odmian grupy
sprzezen wykazaty homologie do 17 chromosomoéw referencyjnego genomu Malus. Wielko$é
zmapowanego genomu odmiany ‘Free Redstar’ wyniosta 2 520 cM, natomiast genomu
odmiany ‘Oliwka Zétta’ — 2 166 cM. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze loci oraz kolejnosé¢
zidentyfikowanych alleli wprowadzonych na mape markerow SSR nieznacznie roznig sie w
poréwnaniu do loci tych samych markeréw zlokalizowanych na mapach referencyjnych. W
przypadku okoto 36% zastosowanych markeréw zaobserwowano zjawisko duplikacji ich loci
w badanych genomach obu odmian jabtoni. Poziom homologii uzyskanych map fragmentow
genomow badanych odmian jabtoni z referencyjnym genomem gatunku Malus oceniono po
uprzednim oszacowaniu loci zmapowanych markeréow SSR dla zintegrowanej mapy
genetycznej ‘Free Redstar x ‘Oliwka Zotta’). Stopien kolinearnosci uzyskanych map
genetycznych, po analizie poréwnawczej sporzadzonej mapy z mapami referencyjnymi
oszacowano na poziomie okoto 43%.

Temat badawczy 3



Analiza korelacji cech fenotypowych i molekularnych badanej populacji F; uzyskanej ze
skrzyzowania odmian ‘Free Redstar’ i ‘Oliwka Zotta'.

Celem tematu byta identyfikacja regionédw genomu jabtoni warunkujgcych wazne cechy
owocOw oraz biorgcych udziat w regulacji dtugosci fazy juwenilnej poprzedzona analizg
korelacji cech fenotypowych oraz markerow zlokalizowanych na mapie genomoéw odmian
‘Free Redstar’ i ‘Oliwka Zéftta'.

Testy PCR-SSR prowadzono przy uzyciu standardowych  oligonukleotydow
komplementarnych do sekwencji mikrosatelitarnych genomu jabtoni, w zoptymalizowanych
warunkach termicznych (temperatura przytgczania oligonukleotydow w zakresie 60°C-65°C).
Korelacje fenotypowo-genotypowg potwierdzono poprzez analize zaleznosci pomiedzy loci
markeréw zlokalizowanymi na sporzadzonej mapie obu genomoéw jabtoni oraz warto$ciami
parametrow pieciu cech fenotypowych: wysokos¢ i srednica peddw, termin kwitnienia,
stopien podatnosci na maczniaka oraz parcha jabtoni (opis oceny siewek podano w
metodyce tematu badawczego 1). Stopieh sprzezenia pomiedzy lokalizacjg markerow na
sporzadzonej mapie genetycznej, a fenotypem badanych roslin okreslono przy uzyciu
programu MapQTL6. Wspdtczynnik korelacji obliczono przy pomocy testu Kruskal Wallis
K*>3 oraz przy poziomie istotnosci P= 0,05**.

Badania prowadzono na populacji mapujacej (198 siewek) o potwierdzonym statusie
mieszanca. Na podstawie analizy rozktadu alleli markeréw w ros$linach z populacji mapujacej
‘Free Redstar x ‘Oliwka Zéf#ta’, poddanych ocenom fenotypowym w latach 2014-2019
oszacowano stopien korelacji genotypowo fenotypowych. Dla kazdej siewki oceniano pieé
cech: wzrost pedéw, Srednica peddw, intensywnos¢ kwitnienia oraz stopieh porazenia roslin
larwg Podosphaera leucotriha (sprawca maczniaka) oraz grzybem Venturia inequalis
(sprawca parcha).

W wyniku analizy uzyskanych wartosci korelacji genotypowo - fenotypowych w genomach
obu odmian zidentyfikowano regiony potencjalnie zwigzane z regulacjg ocenianych cech
uzytkowych jabtoni. W przypadku odmiany ‘Free Redstar wysoki stopien korelacji
zaobserwowano pomiedzy terminem kwitnienia, Srednicg, wysokoscig pedu, a markerami
zlokalizowanymi w grupach sprzezen LG1, 2, 3, 8, 10, 11, 16 (K* 4 -7) jej genomu. Natomiast
w przypadku cechy odpornosci na parcha i maczniaka, w genomie tej odmiany
zidentyfikowano markery zlokalizowane w grupach sprzezen odpowiednio LG1, 2, 10 i LG2,
8, 17, dla ktérych odnotowano istotng warto$¢ wspotczynnika korelacji pomiedzy okreslonym
loci a warto$cig badanej cechy (K*5 — 4). W genomie odmiany ‘Oliwka Zé6tta’ odnotowano
natomiast wysoki stopien korelacji ocenianych cech zwigzanych z rozwojem pedow (termin
kwitnienia, wysokos$c¢ i Srednica) oraz markerami zlokalizowanymi w grupach LG2, 3, 4, 6, 7,
8, 10, natomiast markery zlokalizowane w grupach LG1 i 2 wykazaty wysoki stopien
sprzezenia z cechg odpornoéci tej odmiany na porazenie grzybem Venturia inequalis. Dla
sporzadzonej mapy genomu tej odmiany nie odnotowano istotnych korelacji pomiedzy
lokalizacjg markerow SSR, a odpornoscig na porazanie larwg Podosphaera leucotricha.

Temat badawczy 4
Potwierdzenie statusu mieszanca dla 30 genotypdw wyselekcionowanych pod katem
krotkiego okresu juwenilnego i dobrej jakosci zewnetrznej i wewnetrznej owocow.

Celem tematu byla weryfikacja wyselekcjonowanych siewek otrzymanych z programu
krzyzowan wykonanego w latach 2014-2015, przy uzyciu markerow SSR z mapy genomow
odmian ‘Free Redstar i ‘Oliwka Zétta’, dla ktdrych okreslono wysoki stopien korelacji z
badanymi cechami fenotypowymi.



Materiat roslinny stanowity liscie skolekcjonowane z ro$lin 30 genotypow potomnych
(wyselekcjonowane z puli siewek otrzymanych z programu krzyzowan wykonanego w latach
2014-2015 w uktadzie czynnikowym (4% x 73) — 28 kombinacji krzyzowan x 100 siewek, 4
powtérzenia po 25 roslin). W programie krzyzowan wykorzystano odmiany charakteryzujgce
sie krétkim okresem juwenilnym tj: ‘Alwa’, ‘Golden Delicious’, ‘Free Redstar’, ‘Gold Milenium’
oraz "starych” odmian odznaczajgcych sie bardzo zréznicowanym smakiem owocéw —
‘Glogierowka’, ‘Kronselka’, ‘Kosztela’, ‘Mcintosh’, ‘Oliwka Zota’, ‘Malinowa Oberlandzka’,
‘Koksa Pomarahczowa’. Wyselekcjonowane genotypy pochodzity z krzyzowanych form
rodzicielskich: ‘Golden Delicious’ x ‘Malinowa Oberlandzka’ (24/1, 24/2), ‘Free Redstar x
‘Glogieréwka’ (01/1, 01/2, 01/3, 01/4, 01/5, 01/6, 01/7, 01/8, 01/9, 01/10, 01/11, 01/12,
01/13), ‘Golden Delicious’ x ‘Glogieréwka’ (22/1, 22/2), ‘Free Redstar’ x ‘Kronselska’ (04/1,
04/2), ‘Free Redstar’ x ‘McIntosh’ (07/1), ‘Gold Milenium’ x ‘Mclintosh’ (14/1), ‘Gold Milenium’
X ‘Glogierowka’ (08/1), ‘Free Redstar x ‘Koksa Pomaranczowa’ (06/1, 06/2, 06/3), ‘Golden
Delicious’ x ‘MciIntosh’ (28/1), ‘Golden Delicious’ x ‘Oliwka Zé#ta’ (26/1, 26/2, 26/3), ‘Gold
Milenium x Kronselska’ (11/1).

Genomowe DNA wyizolowano przy uzyciu metody opisanej przez Aldrich’a i Culis’a. Testy
molekularne prowadzono w obecnosci starterow komplementarnych do markeréw SSR
Zlokalizowanych na mapie genoméw jabtoni odmian ‘Free Redstar i ‘Oliwka Zéta® w
zoptymalizowanych warunkach reakcji PCR. Weryfikacje wyselekcjonowanych genotypéw
poprzedzono analizg porownawczg wzorow prazkowych badanych genotypow i ich form
rodzicielskich. Baza skolekcjonowanych polimorficznych amplikonéw wykorzystana zostata
do sporzadzenia matrycy binarnej (01). Na jej podstawie opracowano dendrogram
reprezentujgcy stopien pokrewienstwa genetycznego wyselekcjonowanych genotypdw.
Odlegtos¢ genetyczng miedzy wyselekcjonowanymi siewkami jabtoni oceniono przy uzyciu
algorytmu UPGMA oraz wspotczynnika korelacji Spearmana. Do sporzgdzenia dendrogramu
zastosowano oprogramowanie NTSYS.

W wyniku przeprowadzonej weryfikacji molekularnej dla badanej puli rosli nie odnotowano
genotypéw pochodzacych z niekontrolowanego zapylenia. Badania dystansu genetycznego
przeprowadzono zatem dla 30 siewek potomnych o potwierdzonym statusie mieszanca przy
zastosowaniu 15 markeréw molekularnych o znanej lokalizacji na mapie ‘Free Redstar i
‘Oliwka Zotta’. Markery wytypowano na podstawie oszacowanego najwyzszego
wspotczynnika genotypowo-fenotypowego K*.

Zgodnie z przeprowadzong analizg dystansu genetycznego wybrane rosliny zgrupowano w
trzech klastrach. W pierwszym klastrze (1) znalazty sie genotypy potomne o numerach
24/1(1R), 01/3(5R), 01/5(8R) oraz krzyzowana odmiana ‘Glogieréwka’(33R) reprezentujgce
poziom podobienstwa miedzy 79-81%, drugg grupe (ll) utworzyty rosliny oznaczone
04/1(18R), 28/1(26R) i odmiana ‘Gold Milenium’(36R), dla ktérych poziom podobienstwa
wynosit 80-85%. Pozostate ros$liny reprezentujgce podobienstwo genetyczne na poziomie
70-92% zgrupowano w trzecim klastrze (lll). Ponadto rosliny: 01/7(10R) i ‘Kronselka’(38R)
(b) zostaty pogrupowane osobno, a poziom podobienstwa ich genomoéw oszacowano na
poziomie 79%. Najbardziej genetycznie oddalone, niepowigzane z zadng z prezentowanych
grup, byty genotypy o numerach 24/1(1R) (a) i 22/1(7R) (c) pochodzgce odpowiednio ze
skrzyzowania odmian: ‘Golden Delicious’ x ‘Malinowa Oberlandzka’ i ‘Golden Delicious’ x
‘Glogieréwka’. Generalnie podobienstwo genetyczne w obrebie analizowanej puli roslin byto
stosunkowo wysokie (75-93%).
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BREEDING VALUE OF SELECTED APPLE CULTIVARS [ HoOfta=
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MATERIALS AND METHODS

INSTYTUT OGRODNICTWA

The aim of the study was to assess the suitability of several apple cultivars for breeding of new genotypes resistant/low susceptible to
apple scab and powdery mildew based on their general (GCA) and specific (SCA) combining abilities.

Evaluation of the infection level of the apple seedlings (being the progeny of 11 apple genotypes crossed in the factorial cross-design
94 x A7 including 4 maternal: ‘Alwa’ (1), ‘Golden Delicious’ (2), ‘Free Redstar’ (3), ‘Gold Milenium’ (4) and 7 paternal: ‘Glogieréwka’ (5),
‘Kronselka’ (6), ‘Kosztela' (7), ‘Mclntosh’ (8), ‘Oliwka Zélita’ (9), ‘Malinowa Oberlandzka’ (10), ‘Koksa Pomarariczowa’ (11) genotypes) by
apple scab and the powdery mildew was performed between July 4 and 7, 2018.

RESULTS

Table 1

Table 2

Estimates of SCA effects for the infection degree by apple scab and powdery
apple seedlings belonging to 28 hybrid families obtained from 11 apple genotypes

- E, N crossed in the factorial design .4 x /7, Dabrowice, 2018
Estimates of GCA effects for the infection level by apple scab and powdery

mildew of 4 maternal and 7 paternal apple genotypes crossed
in the factorial design 74 x 7, Dabrowice, 2018 Family BOA foritfection leve]
Wy Hybrid family of apple genotypes
GCA for infection level : Apple scab | Powdery mildew
Parent Painatal cultiver of apple genotypes 1 Free Redstar x Glogierowka t_zuema 0,189 0,048
No. } 2 Free ar x Kosztel -0,061 0,021
Apple scab | Powdery mildew 3 Free Redstar x Malinowa Oberlandzka 0,346™ 0,014
= Free Redstar x Kronselska 0,054 0,042
Maternal geno -5 4 A s
genotypes 5 Free Redstar x Oliwka Zofta 0,052 0,077
1 Free Redstar -0,339* -0,064** 0 Free Redstar x Koksa Pomaranczowa -0,298" 0,029
2 Gold Milenium -0,132** -0,039 7 Free Redsfar x Mclnfosh 0,173 0,008
3 Alwa 0,050 0,082* 8 nium x lerowka 0,267 0,048
= ) Gold WMilenium x Koszela 0,368 0,004
4 Golden Delicious 0,421 0,021 ) old Milenium x Malinowa Oberlandz) 0,113 20,036
Gold Milenium x Kronselska
Paternal genotypes - 3 1 0,037 0,017
9 d 12 Gold Milenium x Oliwka ZoHta 0,080 20,048
1 Glogieréwka 0,238 0,054 13 Gold Milenium x Koksa Pomaranczowa 0,245 0,146"
2 Kosztela 0,188 0,040 14 Gold Milenium x Mclntosh 0,130 0,008
= Alwa X Glogierowk
3 |Malinowa Oberlandzka -0,143 0,029 :: bl bt il :;25: _‘;‘:’:"1
4 Kronselska -0,287 -0,015 17 /a X Malinowa [andz] .o'_ou -o:o:z
5 Oliwka Z6tta -0,218 0,029 18 Alwa x Kronselska -0,094 0,062
6 Koksa Pomarariczowa 0,182 -0,040 19 Ax 2 0413 9,080
20 Alwa x Koksa Pomaranczowa 0,312" 0,151
7 Mcintosh 0,038 -0,015 21 Alwa x Mcintosh 0,412" 0,012
. . . 22 en iclous x a -0,296" 0,066
Explanation: *, ** - GCA effects significantly negative or positive at P<0.05 or P<0.01
Pl 9 Iy neg posi ’a e Delicious X g 0,404 0,015
The results of the statistical analysis showed that the studied parental forms had 24 len Delicious x Malinowa Oberlandzka 0,365 0,054
significantly different GCA effects for the infection level by apple scab and powdery 25 Golden Delicious x Kronselska 0,185 0,003
mildew. Significantly negative values for the GCA effects for the infection level by apple 26 SN MNCAOUS X A 0.441™ 0,109
scab were estimated for cultivars ‘Free Redstar' and ‘Gold Milenium'. Positive GCA effect 27 S USRCIONE X \ONSE.1. OMAIANICIOWA -0.269 0,035
3 - > Golden Deli WMclntosh
values for the trait are a disadvantage for breeding cultivars tolerant or low susceptible to 28 SIPeScioUs X MONNaS! 0,109 0,028

apple scab due to possibility of high susceptibility to the disease in F, generation of
studied genotypes. Cultivar ‘Golden Delicious’ however, had a significant positive GCA
effect for this characteristic meaning that this cultivar is a donor of genes that determined
susceptibility of progeny seedlings to apple scab. Cultivar ‘Free Redstar', on the other
hand, showed a negative value of GCA effects for susceptibility of apple seedlings to
powdery mildew. As a result, ‘Free Redstar’ cv. could be a donor of genes that would carry
the resistance or high tolerance to powdery mildew to its progeny. Cultivar ‘Alwa’ had a
significant positive effect GCA for this characteristic meaning that if used as a donor, its
progeny will be susceptible to powdery mildew.

Explanation: *, ** - mean for a sibling family significantly different from the general mean at P<0.06 or P<0.01

The SCA effects for analyzed 28 cross-combinations showed both positive and negative values for the studied
characteristics. The negative SCA effects values were obtained for 5 hybrid families: ‘Free Redstar’ x ‘Koksa
Pomaranczowa’, ‘Gold Milenium’ x 'Kosztela', ‘Alwa’ x ‘Oliwka Zolta', ‘Golden Delicious’ x ‘Glogieréwka' and
‘Golden Delicious' x ‘Malinowa Oberlandzka'. It indicates the genetic of both parental in
genetic determination of resistance or high tolerance to apple scab in their progeny. The positive SCA effects for
this characteristic were obtained for the following 5 hybrid families: ‘Free Redstar' x ‘Malinowa Oberlandzka’,
'Alwa’ x 'Koksa Pomarariczowa', ‘Alwa’ x ‘Mcintosh', ‘Golden Delicious' x 'Kosztela' and ‘Golden Delicious' x
‘Oliwka Z6tta'. So it can be expected that seedlings belonging to these families will be susceptible to apple scab.
The negative SCA effect for powdery mildew susceptibility was obtained for only one family: ‘Alwa’ x ‘Koksa
Pomaranczowa'. It means, the genetic interaction of both parental genotypes will provide resistance or high
tolerance to powdery mildew to its progeny. The positive SCA effects for this characteristic were estimated for the
family ‘Gold Milenium' x 'Koksa Pomaraficzowa', meaning the seedlings belonging to this family will be
susceptible to powdery mildew.

The results obtained in the framework of the project No. 71 funded by the Polish
Ministry of Agriculture and Rural Development.
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Breeding value of selected apple cultivars (Malus domestica) for the resistance to
apple scab and powdery mildew

Mariusz Lewandowski, Edward Zurawicz
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e-mail: Mariusz.Lewandowski@inhort.pl

Key words: apple, Malus domestica L., apple scab, powdery mildew

Suitability of several apple cultivars for breeding of new genotypes resistant/low susceptible
to apple scab and powdery mildew based on their general (GCA) and specific (SCA)
combining abilities.

Infection degree of the apple seedlings, being the progeny of 11 cultivars crossed in the
model: 24 x 47 — 4 maternal cultivars (‘Alwa’, ‘Golden Delicious’, ‘Free Redstar’, ‘Gold
Milenium’) and 7 paternal cultivars (‘Glogieréwka’, ‘Kronselka’, ‘Kosztela’, ‘Mclntosh’, ‘Oliwka
Zotta’, ‘Malinowa Oberlandzka’, ‘Koksa Pomaranczowa’) by both apple pathogens was
evaluated in July 2018. Results of the statistical analysis (SERGEN programme) have shown
the significant GCA effects for the infection degree by apple scab and powdery mildew for
some cultivars. Significantly negative values for the GCA effects for the infection degree by
apple scab were estimated for ‘Free Redstar and ‘Gold Milenium’. It indicates that both
cultivars are good donors of genes responsible for resistance to apple scab in the progeny
seedlings. Negative value of GCA effects for susceptibility to powdery mildew was stated for
‘Free Redstar’ only. It means this cultivar may serve as good donor of genes determining
resistance/low susceptibility to powdery mildew in its progeny.

The SCA effects estimated for 28 cross combinations have shown both positive and negative
values for the studied characteristics. The negative SCA effects for resistance/low
susceptibility to apple scab were stated for 5 cross combinations: ‘Free Redstar x ‘Koksa
Pomaranczowa’, ‘Gold Milenium’ x ‘Kosztela’, ‘Alwa’ x ‘Oliwka Zétta’, ‘Golden Delicious’ x
‘Glogieréwka’ and ‘Golden Delicious’ x ‘Malinowa Oberlandzka’. The negative SCA effects
for powdery mildew resistance/low susceptibility was stated for one cross combination only:
‘Alwa’ x ‘Koksa Pomaranczowa’.

The results obtained in the framework of the project No. 71 funded by the Polish Ministry of
Agriculture and Rural Development.
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WSTEP

wartosci 2zwigksza y j hodowli. Badano warto$¢ hodowlang (ogéing - GCA i specyficzng - SCA
2zdolnos$é kombmscqu) 1" odmuan jabloni (1. ‘Alwa’, 2. ‘Golden Delicious’, 3. ‘Free Redstar’, 4. ‘Gold Milenium’, 5. ‘Glogieréwka’, 6. ‘Kronselka', 7. ‘Kosztela’, 8. Mclntosh 9. ‘Oliwka
2Zéita’, 10. ', 1. ‘Koksa P ') pod sity wzrostu uzy siewek, wy 3 $rednica i ig ich pedu p go.

MATERIAL | METODY

Przedmiotem badan byta populacja 2800 siewek jabloni otrzymanych ze skrzyzowania 11 odmian jabloni (Tab. 1). Bylo to 28 i w ukladzie (94 x A7)

(Tab. 2). ie siewki byly na M.9. Doswi: ie polowe jesienig 2017 w kwaterze j w Sadzie Doswi: wD i w

ukladzie blokéow w4 i po 25 siewek na poletku, w rozstawie 3,50 x 1,0 m. Ocena sity wzrostu siewek polegata na pomiarze ich $rednicy (mm) i
y: i pedu (cm) w dniach 12-16 pazdziernika 2018 .

WYNIKI

Tabela 1. Efekty GCA dla 11 odmian jabtoni (krzyzowanych w ukladzie
czynnikowym ;4 x '7) dla sity wzrostu uzyskanych siewek.

Tabela 2, Efekty SCA dla kombinacji krzyzowar 11 odmian jabloni w ukiadzie
czynnikowym ( ;4 x '7) dla sity wzrostu uzyskanych siewek.

Sila wzrostu siewek Sifa wzrostu siewek
Srednica pedu Wysokost pedu
przewodnik przewodnikowego
Ne Krzyzowane formy rodzicielskie ﬁm. smbﬁ
rodziny Ocena Fdia Ocena Fdla
efektu A efektu .
9I0wnedo | giéwnego | #ON | giéwnego |
Tree Redstar x Glogierowka 1,720~ 3315 | 686 66
Free Redstar x Kosziela 0,509 02 15 .02
X Free Redstar x Malinowa 327~ | 1972 L
Free Redstar X 047~ 95 07
T Kiytyczne dia festowania 7 7 Free Redstar x Oliwka ZoHa 1,479 52 7
indywidualnego na poziomie .95 1 95 Free Redstar x Koksa 1,120~ 4,07 B
95 95 Free Redstar x Wclntosh 758 45 379~ 1.7
Wartosci krytyczne dia testowania 21 21 Gold Milenium X 1,541 .62 .70 .74
fednoczesnego na poziomie 52 .52 Gold Milenium x Kosztela 1,610~ 07 315 504
C 72 7 Gold Milenium x Malinowa 0677 14 81 99
Told Mitenium x Kronselska 323 Kid 0,04 00
- ’007‘-—‘:‘. 3593 ] E 7;3 Told Mitenium x Oliwka Zoka 730 X
0451 AL} 036 15 Gold Milenium x Koksa 574 66
0 5 5 %] Told Milentum X Melntosh 41,0207 ]
0,746 83 3227 16 Awax 655 | 4
1497 04 008 o1 Alwa x Kosziola 0,500
361 37 0,68 54 Alwa x Malinowa 7,562 pi
Wartosci krytyczne oia testowania .77 0.10 .77 wa x Kronselska 523 | 3
indywidualnego na poziomie 95 0,05 95 Awa X Oliwka 2008 296
95 0,01 95 fvia ¥ Koksa 197 | 0
Warlosc kiytyczne dia testowania 26 0,10 26 YT R T G
poziomie 60 005 60 olden DElcious X ATO
L] (L] 58 Tolden Delicious x Kozl 0505
Objatavenie: * - wartosci =005 Tolden Delicious x Malinowa 7
- wartosci stolmie rozne od Srednie) ogoine) pezy poziommie =001 Tolden Delicious X 847 3
o " s A ) Tolden Delicious x Olfwka Z5Ha a5 T
Uzyskane wyniki analizy ogdinej zdolnosci kombinacyjnej (GCA) dla sity Golden Dalicious x Koksa 743
wzrostu siewek, wyrazonej érednica (w mm) i wysokoscia pedu SRR AR & GO 003 X
(w em) dia 11 jabloni, , #e badane w0200 O il = -
formy mialy istotnie efekty GCA dla tej cechy 95 9!
morfologicznej. Istotnie dodatnie wartosci efektow GCA dia tej cechy roslin e oo — s e
oszacowano dla odmian: ‘Free Redstar’, ‘Alwa’ i ‘Koksa Pomarariczowa’ (tab. [oor 1385 13,85

1). Oznacza to, 2e genotypy te 2dolnoéé do
drzew o silnym wzroscie. Z kolei odmiany ‘Golden Delicious’, ‘Kosztela’ i
“‘Oliwka Z6Mta’ mialy istotnie negatywne efekty GCA dia tej cechy. Odmiany te

** - wartosci istotnie rézne od Sredniej ogdine] przy poziomie a=0,01

Dla sity wzrostu siewek jabloni istotnie pozyty efekty SCA

dia 7

uzyte jako formy ie sa wiec i genow staby ‘Free Redstar' x ‘Glogieréwka’, ‘Free Redstar’ x ‘Kronseiska’, ‘Free Redstar’ x
wazrost u potomstwa tych odmian. ‘Mclintosh’, ‘Gold Milenium’ x ‘Kosztela', ‘Gold Milenium' x ‘Malinowa Oberlandzka’, ‘Alwa’ x

‘Malinowa Oberlandzka’ i ‘Golden Dehcmus X Ohwka Zéita'. Oznacza to, ze genetyczne
LlTERATURA wspbidziatanie ww. par silny wzrost roélin. Istotnie

Calinski T, Czajka S., Kaczmarek Z, Krajewski P. 2003. Podrecznik uzytkowania programu
SERGEN 4. Metodyka statystyczna | obsluga programu SERGEN (Wersja 4 dia Windows)
do seni i Wyd. IGR PAN w

Poznaniu. ss 77
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negatywne efekty SCA dla tej cechy dla 10 ‘Free Redstar’ x
‘Kosztela’, ‘Free Redstar’ x ‘Malinowa Oberlandzka’, ‘Free Redstar’ x ‘Kronselska’, ‘Free
Redstar’ x ‘Oliwka Zofta’, ‘Free Redstar' x ‘Koksa Pomaranczowa', ‘Gold Milenium' x
‘Glogierowka’, ‘Gold Milenium’ x ‘Mcintosh’, ‘Alwa’ x ‘Glogieréwka’, ‘Golden Delicious’ x
Malmowa Oberlandzka’ i ‘Golden Delluous x ‘Kronselska'. Zatem nalezy oczekiwaé, ze
z tych i beda Y. sie shbym
‘wzrostem, zarowno pod wzgledem $rednicy pedu jak i jego wy L
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Wartos$¢ hodowlana wybranych odmian jabtoni (Malus domestica)
pod wzgledem sity wzrostu roslin

Mariusz Lewandowski, Edward Zurawicz
Instytut Ogrodnictwa, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice
e-mail: Mariusz.Lewandowski@inhort.pl

Celem badan byto oszacowanie efektéw GCA (ogdlna zdolno$¢ kombinacyjna) i SCA
(specyficzna zdolnos¢ kombinacyjna) dla badanych form rodzicielskich jabtoni pod wzgledem
sity wzrostu roslin, w oparciu o ocene potomstwa 28 rodzin mieszancow.

Wyniki analizy GCA dla sity wzrostu siewek, wyrazonej srednicg w mm i wysokoscig
pedu przewodnikowego w cm dla wszystkich rodzin mieszancow, stanowigcych potomstwo
11 genotypdw jabtoni, krzyzowanych w uktadzie czynnikowym (94 x J47) wykazaly, ze
istotnie dodatnie wartosci efektéw GCA dla tej cechy roslin oszacowano dla odmian: ‘Free
Redstar’, ‘Alwa’ i ‘Koksa Pomaranczowa’. Oznacza to, ze genotypy te przekazujg potomstwu
zdolnos¢ do tworzenia drzew o silnym wzroscie. Natomiast odmiany ‘Golden Delicious’,
‘Kosztela’ i ‘Oliwka Zétta’ mialy istotnie negatywne efekty GCA dla tej cechy, mogg wiec byé
donorami gendéw warunkujgcych staby wzrost u potomstwa siewek jabtoni.

Dla sity wzrostu siewek jabtoni, istotnie pozytywne efekty SCA uzyskano dla 7 rodzin
mieszancow: ‘Free Redstar x ‘Glogierowka’, ‘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 wspotdziatanie obu genotypow 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 Zélta’, ‘Free Redstar’ x ‘Koksa Pomaranczowa’, ‘Gold
Milenium’ x ‘Glogieréwka’, ‘Gold Milenium’ x ‘Mcintosh’, ‘Alwa’ x ‘Glogieréwka’, ‘Golden
Delicious’ x ‘Malinowa Oberlandzka’ i ‘Golden Delicious’ x ‘Kronselska’. Zatem nalezy
oczekiwaé, ze mieszance nalezgce do tych rodzin bedg charakteryzowac¢ sie stabym
wzrostem.

Badania wykonano w ramach Badan Podstawowych na rzecz postepu biologicznego w
produkcji roslinnej — Zadanie 71
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