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CELE PROJEKTU

vOcena mozliwosci skrzyzowania wybranych genotypow
jabtoni (‘Trinity’ i ‘Free Redstar’) w oparciu o wykonanie
zaplanowanej kombinacji zapylen dia uzyskania
mieszancow pokolenia F;, o czerwonej barwie miazszu i

zwiekszonej odpornosci na zaraze ogniowa. (femat
badawczy 1)

vOcena stopnia polimorfizmu DNA form rodzicielskich
(‘Trinity’ i ‘Free Redstar’) zréznicowanych pod wzgledem
barwy miazszu owocow, wykorzystanych w programie
krzyzowan. (femat badawczy 2)

Tematy zostaty w peini zrealizowane, a cele osiagniete.
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MATERIALY | METODY

1. Krzyzowanie — 2 form rodzicielskich:
v forma mateczna — 1.“TRINITY’ — czerwona barwa miazszu

v forma ojcowska — 2.‘FREE REDSTAR’ — biata barwa miazszu,
donor cech odpornosci na parcha jabtoni, maczniaka jabtoni i
zaraze oghiowq

2. Materiat do badan - 696 siewek pokolenia F; (produkcja
szklarniowo-tunelowa)

3. Stopnien polimorfizmu (heterozygotycznosci) form rodzicielskich
— ‘TRINITY’, ‘FREE REDSTAR’ — (po 10 roslin na genotyp), 100
oligonukleotydéw (baza SSRApple Database www.hidras.unimi.it,
www.rosaceae.org)

4.Biblioteka polimorficznych fragmentéow DNA réznicujacych
mieszance wytworzone z kombinacji krzyzowan ‘TRINITY’ x
‘FREE REDSTAR’ oraz analiza dystansu genetycznego UPGMA
(program XLStat 2000)

5. Markery molekularne dla sporzadzenia mapy genetycznej —
zastosowanie testow SSR-PCR do oceny segregaciji
zidentyfikowanych polimorficznych alleli markerow

mikrosatelitarnych |I'I|'|Ol't Il
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MATERIALY | METODY

6. Markery molekularne do wstepnej oceny profilu ekspresji genéw zwigzanych z barwg migzszu owocow

phenylalanirne

M TRINITY
. P R [
. SekwenC]e genow: prcoumanoyl-Cow, 3 X maroyl-Cos,

szlaki metaboliczne, emus Ty chalcone
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cyanidin 3-glucoside cyanidin 3-galactoside

odwrotna transkrypcja
Nazwa oligo Sekwencja 5’ Sekwencja 3’ do cDNA
MdJANS caatttggcctcaaacacct tgagcttcaacaccaagtgc (Affinity Script QPCR
UFGIuT cggaaacttggactcggtaa gatggagcectcttgcttgtc AP e L0,
pDFR gagtccgaatccgtttgtgtca atgtttgtgggggctgtcgatg
PUFGIUT tccctttcactagccatgcaag gtggaggatggagtttttacc @
MdF3H ggtgaactcaaacagcagca ccactttggctttctccaag q PCR InH o rt ..

MdCHS ref. acccacttggtcttttgcac actaggccctcggaaggtaa INSTYTUT 06RODNICTWA 0




WYNIKI

v Zapylenia poprzedzono zebraniem pytku odmiany ‘Free Redstar’
oraz kastracjg i izolacja kwiatdw odmiany ‘Trinity’. kacznie
wykastrowano i zapylono 220 kwiatéw, uzyskano 161 owocow
wydobyto 1 062 nasiona.

v'Nasiona odkazono 0,5% roztworem fungicydu Aliette 80 WG
(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.
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WYNIKI

v Kietkujgce nasiona sukcesywnie wyjmowano z piasku i wysadzano
pojedynczo (1 nasiono do 1 doniczki) do malych doniczek
plastikowych o wymiarach 7 x 7 cm, wypetnionych mieszaning
substratu torfowego (warzywnego), ziemi kompostowej i piasku w
stosunku objetosciowym 1:1:1. Doniczki z umieszczonymi
nasionami ustawiano na parapecie w szklarni ze zmienng
temperaturg (dzien +22°C, noc +18°C), pod sztucznym
doswietlaniem, przy zapewnieniu 16-to godzinnego dnia.

v Siewki (696 szt.) po uzyskaniu stadium 2-3 lisci wlasciwych (10-15
cm) przesadzono z matych doniczek plastikowych do 5-litrowych
pojemnikéw foliowych (cylindréw), napetnionych mieszaning
substratu torfowego (warzywnego) i ziemi kompostowej (w proporcji
1:1) i ustawiono na ziemi, wylozonej czarng folig ogrodniczg i biata
agrotkaning (aby zabezpieczy¢ siewki jabtoni przed chorobami
odglebowymi i chwastami) w wysokim, nieogrzewanym tunelu
foliowym, bez dodatkowego doswietlania.
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WYNIKI

Analiza poziomu heterozygotycznosci (DNA) genoméw odmian
‘Trinity’ i ‘Free Redstar’ - SSR-PCR

Polimorfizm: 256 fragmentéw DNA
199 sekwencji réznicujacych

Analiza dystansu genetycznego obu odmian

Q

a '’FreeRedstar’ - 63,5%.

TRINITY FREE REDSTAR Dendrogram
Il |
—— -.l B .-II — . "'!l —- - . 'll
Free Redstar
— uld . 1L 'ul_._._' | L Trinity
Liczba zidentyfikowanych
fragmentow DMNA . . .
0,8652967 D,3652967 —D,13I4TDS -0,634703
Similarity
200 164
- Trimity . s . . Tt s 0
150 Stopien polimorfizmu ‘Trinity’ - 58%
m Free Redstar ‘Free Redstar, = 64%
100 — 57
W Trinity i Free Dystans genetyczny pomiedzy ’Trinity’
50 - l Redstar
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WYNIKI

Rozpoznanie poziomu aktywnosci genéw zidentyfikowanych w genomach odmian
‘Trinity’ i ‘Free Redstar’, zr6znicowanych pod katem barwy migzszu owocow

40 - 60 - » Wszystkie wytypowane geny
50 - aktywne w genomie 'Trinity’.
30 A B Trinity 10 - B Trinity yw g y
20 1 = Frec 30 - » Dla genu pDFR - 100-krotnie,
10 - Redstar | | 20 - ';;Zestar a dla ANS - 2-krotnie wigksza
10 - ilos¢ transkryptu odnotowano u
0 ' 0 . odmiany ’Trinity’.
ANS MdF3H
» Mata aktywnos¢ genéw MdF3H
i pUFGIlut w owocach odmiany
30 - 2500 - ‘Free Redstar’.
25 1 2000 m Trinit :
20 1 = Trinity A rnty-| > Dla genu CHS nie odnotowano
| oczekiwanej ilosci transkryptu
15 1000 mF
10 4 W Free ree w odniesieniu do genu ref. - co
Redstar =00 - Redstar . g s .
5 - uniemozliwito analize.
C' T ﬂ T
pUFGlut pDFR
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WNIOSKI

v Dlugos¢ okresu stratyfikacji nasion w rodzinach mieszancéw jest zmienna i zalezy przede
wszystkim od genotypu krzyzowanych form rodzicielskich, a takze warunkéw przebiegu
wegetacji w okresie formowania sie i dojrzewania nasion, pory zbioru owocoéw (ich dojrzatosci),
pory wydobywania nasion z migzszu oraz warunkéw stratyfikacji (rodzaj podioza, wilgotnos¢ i
temperatura).

v Silny wzrost siewek mozna uzyskaé¢ uprawiajac je w pojemnikach, np. w cylindrach foliowych
ustawionych pod ostonami, w nieogrzewanych wysokich tunelach foliowych. Zaletg produkcji
siewek jabtoni w pojemnikach jest znaczne skrécenie ich okresu juwenilnego. W takich
warunkach, w ciggu jednego roku uprawy, pedy przewodnikowe siewek uzyskuja wysokosé
nawet ponad 2 m. Po naszczepieniu wierzchotkéw takich pedéw na podkiadke kartowg uzyskuje
sie drzewka, ktére w duzym procencie zakwitng i zaowocujg juz w nastepnym roku po
posadzeniu w polu.

v Wytypowane do badan ‘Trinity’ (reprezentuje odmiane czerwono-migzszowg) oraz ‘Free Redstar’
(reprezentuje odmiane o bialym wybarwieniu miagzszu jablek) wykazaly wysoki stopien
heterozygotycznosci pod wzgledem liczby zidentyfikowanych alleli markeréw SSR, jak réwniez
pod wzgledem aktywnosci gendw zwiagzanych z regulacjg szlakoéw syntezy antocyjanéw. Obie
odmiany, wiaczone do programoéw krzyzowan, stanowi¢ moga cenne zrédto gendéw oraz ich alleli
uczestniczacych w regulacji cechy barwy miazszu owocow. I H
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