Zadanie 3.13. Wytworzenie materialow wyjsciowych jabloni (Malus domestica Borkh.)
0 jednolitej barwie skorki, owocujacych corocznie oraz odpornych na parcha jabloni.

Cele zadania:

1. wytworzenie nowych cennych materialow wyjsciowych jabloni o jednolitej barwie skorki
(zielone, zolte lub czerwone) i1 zrdéznicowanej porze dojrzewania owocoOw, zdolnych do
samoregulacji owocowania oraz odpornych lub malo podatnych na parcha jabtoni
(kontynuacja oceny materialdw hodowlanych jabtoni otrzymanych w latach 2014-2020 oraz
realizacja nowych programéw hodowlanych),

2. identyfikacja sekwencji genomowych, skorelowanych z badanymi cechami, jako potencjalne
markery molekularne, przydatne do selekcji najcenniejszych genotypow.

Opis zadania:

W ramach zadania 3.13 w 2021 r. wykonano nast¢pujace prace:

Zakres rzeczowy zadania 1 przyjete cele realizowano zgodnie z zalozeniami na 2021 r. Wykonano
15 kombinacji krzyzowan, zapylono 1820 kwiatow, zebrano 428 owocow iwydobyto 3 096
nasion, wyprodukowano w szklarni/ kontynuowano uprawe w tunelu 1 658 siewek jednorocznych
i 230 siewek dwuletnich oraz 408 siewek rosngcych na podkiadce M.9; w kwaterach selekcyjnych
oceniano 5096 siewek; rozmnozono 9 pojedynkow wyselekcjonowanych w poprzednim roku;
oceniano 184 klony selekcyjne; wyselekcjonowano 5 najcenniejszych klonow w celu ich
rozmnozenia 1 zalozenia  do$wiadczenia  odmianowo-podktadkowego;  prowadzono
3 doswiadczenia odmianowo-porownawcze i1 2 doswiadczenia demonstracyjno-wdrozeniowe.
Dla wyselekcjonowanych roélin  mieszancowych przeprowadzono weryfikacje tozsamosci
genetycznej stosujac 10 markerow molekularnych o sekwencjach komplementarnych do
fragmentow  mikrosatelitarnych  genomu  Malus. Dodatkowo w  genomach  roslin
wyselekcjonowanych klondéw, ich form rodzicielskich oraz odmian standardowych oceniono profil
ekspresji 2 wytypowanych genow uczestniczagcych w odpowiedzi roslin na porazenie
E. amylovora. Profile te sporzagdzono na matrycach materiatu skolekcjonowanego 24, 72 1 120 h po
inokulacji izolatem Ea 659. Lacznie dla 34 prob wykonano ponad 300 testow qPCR. Réwnolegle
przeprowadzono ocen¢ aktywnosci dwoch gendow uczestniczacych w regulacji mechanizmu
odpowiedzi genotypéw jabtoni na stresy abiotyczne. Profil ekspresji okreslono dla
wyselekcjonowanych siewek jabloni oraz ich form rodzicielskich. Lacznie dla 21 prob wykonano
190 testow qPCR.

1) wykonanie programu Kkrzyzowan z wykorzystaniem réznych form rodzicielskich
0 komplementarnych cechach fenotypowych i uzytkowych oraz zbior owocéow,
pozyskiwanie i wysiew nasion;

Oceniono wzrost 1 owocowanie 17 odmian i klonéw jabloni - ‘Ligol’, ‘Ligol Red’, ‘Ligol Spur’,

‘Ligolina’, ‘Gold Milenium’, ‘Free Redstar’, ‘Szampion’, ‘Topaz’, ‘Pink Braeburn’, ‘Putinka’,

70 (J-2003-11 — ‘Gold Milenium’ x ‘Szampion’), 69 (J-2003-05 — ‘Melfree’ x ‘Sawa’),

7 (J-2003-11-01 — ‘Gold Milenium’ x ‘Szampion’), 14 (J-2002-09-01 — ‘Gold Milenium’ x

‘6518 Malus floribunda 821°), 16 (J-2004-14 — ‘Melfree’ x ‘Topaz’), 1 (J-2002-21-01 — ‘Rubin’

X ‘Gold Milenium’) i 64 (J-2002-21 — ‘Rubin’ x ‘Gold Milenium’), jako potencjalnych form

rodzicielskich dla nowych programéw krzyzowan. Ocenianymi cechami fenotypowymi byly:

sita wzrostu drzew, pora 1 intensywno$¢ kwitnienia, pora dojrzewania owocow, plennos$¢ drzew,
wielko§¢ (masa) owocoéw, ksztalt owocow, wybarwienie skorki, barwa migzszu, podatno$¢
drzew na choroby (parch jabtoni, maczniak jabloni, zaraza ogniowa).

W oparciu o oceniane cechy za szczeg6lnie przydatne do nowych programow krzyzowan uznano

odmiany ‘Gold Milenium’, ‘Free Redstar’, ‘Szampion’, ‘Ligol’ i ‘Ligol Red’.

Wykonano 15 kombinacji krzyzowan z uzyciem 10 form rodzicielskich (‘Ligol Red’, ‘Ligolina’,

‘Pink Braeburn’, ‘Putinka’, ‘Gold Milenium’, ‘Szampion’, ‘Trinity’, ‘Zestar’, ‘Ligol’ i ‘Sawa’),

zapylono 1 820 kwiatow. Zebrano 428 owocow, z ktorych wydobyto 3 096 nasion.



2) produkcja siewek w szklarni i wysokim, nieogrzewanym tunelu foliowym;

W szklarni wyprodukowano 1 658 siewek jabloni, z nasion otrzymanych w roku 2020, ktore po
uzyskaniu stadium 2-3 lisci wilasciwych (10-15 cm) przesadzono z matych doniczek
plastikowych, wypelionych mieszaning substratu torfowego (warzywnego), ziemi kompostowe;j
I piasku (w stosunku objetosciowym 1:1:1) do 5-litrowych pojemnikow 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  tunelu foliowym prowadzono takze uprawe 230 dwuletnich siewek jabtoni,
wyprodukowanych z nasion otrzymanych w roku 2019.

3) przeszczepienie siewek na karlowa podkladke M.9;

W Iutym wykonano zimowe szczepienie w reku 408 siewek na kartowg podkiadke M.9,
po wczesniejszej ich selekcji na parcha i mgczniaka jabtoni. Nastgpnie szczepy te posadzono do
5-litrowych pojemnikow foliowych (cylindréw), napelnionych mieszaning substratu torfowego
(warzywnego) i ziemi kompostowej (w proporcji 1:1) i ustawiono na ziemi w wysokim,
nieogrzewanym tunelu foliowym, bez dodatkowego doswietlania. Wykonywano zabiegi ochrony
ros§lin i zabiegi pielegnacyjne: nawozenie, nawadnianie, odchwaszczanie, cigcie Siewek,
przywigzywanie pedow przewodnikowych siewek do palikow bambusowych.

4) sadzenie siewek w polowej kwaterze selekcyjnej, pielegnacja i ocena siewek;

Jesienig 408 siewek na podktadce M.9 posadzono w hodowlanej kwaterze selekcyjnej w Sadzie
Doswiadczalnym w Dabrowicach. W kwaterze hodowlanej (ok. 1,5 ha) w SD w Dabrowicach
kontynuowano uprawe¢ oraz wykonano ocen¢ sity wzrostu i intensywno$ci kwitnienia 5 096
siewek, wyprodukowanych w latach poprzednich. Z tej populacji siewek wyselekcjonowano 13
pojedynkéw oznaczonych numerami: J-2009-01 (18) (‘Ligol Redspur’ x ‘Trinity’), J-2009-01
(28) (‘Ligol Redspur’ x ‘Trinity’), J-2009-01 (43) (‘Ligol Redspur’ x ‘Trinity’), J-2009-01 (48)
(‘Ligol Redspur’ x ‘Trinity’), J-2014-01 (23) (‘Free Redstar’ x ‘Glogierowka’), J-2014-03 (45)
(‘Free Redstar’ x ‘Malinowa Oberlandzka’), J-2014-14 (32) (‘Gold Milenium’ x ‘Mclntosh’),
J-2014-26 (42) (‘Golden Delicious’ x ‘Oliwka Zolta’),J-2016-04 (50) (‘Free Redstar’ x ‘Ligol
Red”), J-2016-16 (2) (‘Ligolina’ x ‘Pinova’), J-2016-16 (5) (‘Ligolina’ x ‘Pinova’), J-2016-17
(15) (‘Ligolina’ x ‘Free Redstar’), J-2016-19 (109) (‘Ligol’ x ‘Gold Milenium’). Pojedynki te
odznaczaja si¢ wysoka zdrowotnoscia, wysokag jakoscia owocoOw, pdézng porg dojrzewania
owocow oraz zdolnoscig do samoregulacji owocowania.

5) oznaczanie (wybor) i rozmnazanie siewek (pojedynkow) bedacych nosnikami
pozadanych cech dla zalozenia kolekcji klonow;

Rozmnozono metodg tradycyjng (szczepienie na podkladce M.9) 9 perspektywicznych
pojedynkéw wyselekcjonowanych w roku 2020: BP-01-2013 (‘Free Redstar’ x ‘Sunrise’),
BP-01-2013-01 (‘Free Redstar’ x ‘Sunrise’), BP-06-2013 (‘Free Redstar’ x ‘Pinova’), J-2010-24
(‘Ligolina’ x ‘Rajka’), J-2010-27 (‘Free Redstar’ x ‘Idared’), J-2013-02 (‘Ariwa’ X ‘Sunrise’),
J-2014-08 (95) (‘Gold Milenium’ x ‘Glogierowka’), J-2014-25 (3) (‘Golden Delicious’ x
‘Kronselska’), J-2014-25 (42) (‘Golden Delicious’ x ‘Kronselska’). Kazdy pojedynek
reprezentowany po 3 drzewka, jesienia posadzono w polowej kolekcji klonow w Sadzie
Pomologicznym w Skierniewicach.

6) ocena wartosci produkcyjnej klonow selekcyjnych w kolekeji klonéw;

Oceniono site¢ wzrostu (wysoko$¢ i §rednica pedu), intensywno$¢ kwitnienia oraz owocowanie
184 klonéw rosnagcych w kolekcji klonow (ok. 0,5 ha) w Sadzie Pomologicznym
w Skierniewicach.

Rozmnozono materiat roslinny 4 klonéw jabloni hodowli IO-PIB (‘Red Szampion’ — J-2003-11-
01 —‘Gold Milenium’ x ‘Szampion’, ‘Freemal’ — J-2002-09-01 — ‘Gold Milenium’ x 6518 Malus
floribunda 821, Nr 1 — J-2002-21-01 — ‘Rubin’ x ‘Gold Milenium’, Nr 16 — J-2004-14 —
‘Melfree’ x ‘Topaz’) i 3 odmian standardowych (‘Szampion’, ‘Idared’ i ‘Free Redstar’)
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do testowania podatno$ci na zaraz¢ ogniowa. Najmniej porazonych pedow po inokulacji
zawiesing wysoko wirulentnego dzikiego szczepu bakterii Erwinia amylovora Ea 659
obserwowano u odmian ‘Red Szampion’ i ‘Free Redstar’. Najbardziej podatne okazaly si¢
odmiana ‘Idared’ oraz klony Nr 1 i Nr 16.

Na podstawie analizy profili ekspresji genéw: Beclinl (biatko obronne aktywowane w tkankach
roslinnych pod wplywem czynnika chorobotworczego) i WRKYS53 (koduje czynnik
tranksrypcyjny), regulujacych odpowiedz roslin na porazenie bakterig E. amylovora, ocenionych
w odstepach czasowych — 24 h, 72 h oraz 120 h po inokulacji, zaobserwowano istotny wzrost
aktywnos$ci obu gendw w genomach wyselekcjonowanych klonéw Nr 1 1 Nr 16 oraz odmian:
‘Goldmal’ / ‘Freemal’, ‘Szampion’, ‘Free Redstar’, ‘Red Szampion’. Dla zastosowanego
w uktadzie, podatnego standardu ‘Idared’ odnotowano istotnie stabsza aktywno$¢ badanych
genOw. Na tym etapie przeprowadzonych analiz wstgpnie zweryfikowano przydatno$¢ klonow
Nr 1 1Nr 16 jako cennych no$nikdéw cechy odpornosci na zarazg ogniowa.

7) wyznaczanie klonow, spelniajacych wymogi materialow wyjsciowych do hodowli
nowych odmian o pozadanych cechach i ich rozmnazanie w celu zalozenia hodowlanego
doswiadczenia porownawczego;

Wytypowano 5 najcenniejszych klonéow w celu ich rozmnozenia i zalozenia do$wiadczenia

odmianowo-podkiadkowego: Nr 23 (J-2002-25-03 — ‘Sawa’ x ‘Rubin’), Nr 41 (J-2002-14-01 —

‘J-79° x ‘Szampion’), Nr 44 (J-2002-10-01 — ‘J-79’ x ‘Topaz’), Nr 58 (J-2004-29 — ‘J-79° x

‘Rubinola’) i Nr 162 (J-2010-24-02 — ‘Ligolina’ x ‘Rajka’). W grudniu pobrano zrazy do

wykonania zimowego szczepienia w reku.

8) szczegotowa ocena wartosci produkcyjnej najbardziej wartosciowych genotypow
W doswiadczeniach porownawczych, z mozliwoscig zgloszenia ich do badan rejestrowych
COBORU, jako potencjalne nowe odmiany jabloni, z uwzglednieniem badan
laboratoryjnych (analiza zawartosci skladnikow bioaktywnych w owocach) oraz
molekularnych (molekularna weryfikacja tozsamosci genetycznej i statusu zdrowotnosci
mieszancéow pod katem chorob wirusowych);

Kontynuowano 3 do$wiadczenia odmianowo-porownawcze:

1. Jablon — 1/2012 - doswiadczenie porownawcze z 17 klonami jabloni na podktadce M.9;

odmianami standardowymi sg: ‘Ligolina’, ‘Szampion’ i ‘Topaz’.
Najintensywniej kwitty drzewa odmiany standardowej ‘Szampion’ oraz klonu J-2004-14.
Najwyzszy plon z drzewa otrzymano dla klonu J-2004-14, a najwicksze owoce wytwarzat
klon J-9805-01. Najsilniej rosty drzewa klonu J-2002-21-01, za$ najstabiej J-9805-03
i odmiany standardowej ‘Szampion’.

2. Jablon — 1/2015 - dos$wiadczenie odmianowo-porownawcze z klonami jabloni na

podktadce M.9 — obejmujace 5 klonoéw: Nr 70 (‘J-2003-11°), Nr 22 (‘J-2003-11-02’),
Nr26 (‘J-2003-11-05’), Nr 28 (‘J-2003-11-04), Nr 69 (‘J-2003-05’). Odmianami
standardowymi sg ‘Szampion’ i1 ‘Gold Milenium’.
Najintensywniej kwitly drzewa klonu Nr 22 (J-2003-11-02) i Nr 28 (J-2003-11-04).
Najwyzszy plon z drzewa otrzymano dla klonu Nr 28 (J-2003-11-04), a najwicksze owoce
wytwarzal klon Nr 69 (J-2003-05). Stwierdzono takze, Ze najsilniej rosty drzewa klonu
Nr 69 (J-2003-05), za$ najstabiej klonu Nr 70 (J-2003-11).

3. Jablon — 1/2016 - do$wiadczenie porownawcze z 11 klonami jabtoni: 21 (J-2002-050), 41
(J-2002-14-01), 44 (J-2002-10-01), 46 (J-2004-13), 47 (J-2002-15-02), 52 (J-2002-15-01),
58 (J-2004-29), 24 (J-2003-11-01), 28 (J-2003-11-04), 23 (J-2002-25-03), 36 (J-2002-21-
01) na podkfadce M.9; odmianami standardowymi s3: ‘Szampion’ i ‘Gold Milenium’.
Najintensywniej kwitlty drzewa klonu Nr 28 (J-2003-11-04). Najwyzszy plon z drzewa
otrzymano dla klonu Nr 28 (J-2003-11-04), a najwicksze owoce wytwarzat klon Nr 23
(J-2002-25-03). Najsilniej rosly drzewa odmiany standardowej ‘Gold Milenium’, za$
najstabiej odmiany standardowej ‘Szampion’.



9) zakladanie i prowadzenie doswiadczen demonstracyjno-wdrozeniowych dla
upowszechniania nowych odmian;
Kontynuowano 2 do$wiadczenia demonstracyjno-wdrozeniowe:

1. Jablon — DW-2010-13 — doswiadczenie z odmiang jabtoni ‘Ligolina’ na podktadkach P 14

i P 67 (Sad Doswiadczalny Dabrowice, powierzchnia ok. 0,3 ha).
W roku 2021 intensywniej kwitly drzewa odmiany ‘Ligolina’ na podktadce P 67. Dla tej
kombinacji komponentow (odmiana/ podkiadka) otrzymano takze wyzszy plon z drzewa
oraz wigksze owoce. Tegoroczne obserwacje potwierdzaja nasze wieloletnie badania,
ze podkladka P 67 stymuluje intensywniejsze wybarwienie skoérki owocow odmiany
‘Ligolina’.

2. Jablon - DW-2016 - doswiadczenie z nowymi odmianami jabloni: ‘Putinka’,
‘PinkBraeburn’, Nr 69 (J-2003-05) i Nr 70 (J-2003-11) na podkiadce M.9 (Sad
Doswiadczalny Dabrowice, powierzchnia ok. 0,1 ha).

Najintensywniej kwitly drzewa odmiany Nr 70 (J-2003-11). Dla tej odmiany otrzymano
takze najwyzszy plon z drzewa. Najwigcksze owoce wytwarzata odmiana Nr 69 (J-2003-
05), a najmniejsze odmiana Nr 70 (J-2003-11).

10) wytypowanie perspektywicznych genotypéw mieszancowych (wstepna ocena
fenotypowa) i wyizolowanie DNA/RNA z tkanek roslin przeznaczonych do badan;

Do badan molekularnych uzyto material ro$linny skolekcjonowany z wytypowanych
9 genotypow mieszancowych: BP-01-2013 i BP-01-2013-01 (‘Free Redstar’ x ‘Sunrise’), BP-06-
2013 (‘Free Redstar’ x ‘Pinova’), J-2010-24 (‘Ligolina’ x ‘Rajka’), J-2010-27 (‘Free Redstar’ x
‘Idared’), J-2013-02 (‘Ariwa’ x ‘Sunrise’), J-2014-08 (95) (‘Gold Milenium’ x ‘Glogierowka’),
J-2014-25 (3) oraz J-2014-25 (42) (‘Golden Delicious’ x ‘Kronselska’).

7 materialu pobranego z roslin potomnych oraz z form rodzicielskich wyizolowano matryce
DNA (wg Aldrich i Culis 1998) oraz RNA (wg metody Zeng i Yang 2000). Weryfikacje
tozsamosci genetycznej roslin mieszancowych przeprowadzono stosujac testy PCR w oparciu
o reakcje amplifikacji fragmentow mikrosatelitarnych (SSR) grnomu Malus. Dzieki
przeprowadzonym analizom molekularnym potwierdzono status genetyczny genotypow
mieszancowych,wytypowanych do dalszych badan.

11) wytypowanie sekwencji genéw kandydujacych (dostepne bazy, literatura, sekwencje
0 zroznicowanej ekspresji uzyskane z analiz NGS przeprowadzonych w poprzednich
latach badan, inne) do analizy qPCR poprzez opracowanie ich profili ekspresyjnych.

Do oceny profilu ekspresji genow kandydujacych, z tych samych perspektywicznych genotypow

potomnych przygotowano matryce RNA (pkt. 10), ktdre nastgpnie przeznaczono do ilosciowych

testow qPCR. Celem uzyskania stabilnych matryc do reakcji amplifikacji w czasie
rzeczywistym, wyizolowane RNA (0.5-1pg) poddano odwrotnej transkrypcji do cDNA (zestaw

Affinity Script QPCR cDNA Synthesis Kit (Agilent)).

Do oceny profilu ekspresji wytypowano dwa geny kodujace biatka dehydrogenaz (Deh5 i Deh9)

zwigzane z odpowiedzig ro$lin na stresy abiotyczne (mrdz, susza). Na podstawie analizy

uzyskanych profili ekspresji, zaobserwowano istotnic niskg aktywno$¢ badanych genow

w genomach odmian: ‘Rajka’, ‘Golden Delicious’, ‘Ariwa’, ‘Gold Milenium’ oraz siewki

J-2010-24 (‘Ligolina’ x ‘Rajka’). Wysoka aktywnos¢ genu kodujacego Deh9 uzyskano

w genomach pozostatych badanych genotypéw. Ponadto, wysoka aktywno$¢ obu gendw,

0szacowano w genomie siewki J-2014-25 (3) (‘Golden Delicious’ x ‘Kronselska’).

Wymierne/trwale rezultaty realizacji zadania:

W roku 2021 do Krajowego Rejestru Odmian (KR) i Ksiegi Ochrony Wylacznego Prawa (KO)
wpisano 1 odmiane jabtoni — ‘PUTINKA’ — Krajowy Rejestr 19.03.2021 r. (S 681), Ksiega
Ochrony 08.03.2021 r. (S 258).



Dzialania upowszechnieniowo-promocyjne:

Przygotowano prezentacj¢ multimedialng na temat ,,’LIGOLINA’ i ‘GOLD MILENIUM’ — czy
warto postawi¢ na polskie odmiany jabtoni”, wygloszong przez dr. Mariusza Lewandowskiego,
przedstawiong podczas Otwartych Drzwi Instytutu Ogrodnictwa w dniu 30 czerwca 2021 roku
(https://www.youtube.com/watch?v=ZsgXk_9-y68)

W dniu 23 listopada 2021 roku wygloszono referat pt. ,,Postep w hodowli nowych odmian
jabloni w IO-PIB”, autorstwa dr Mariusz Lewandowski, dr Sylwia Keller-Przybytkowicz,
w ramach seminarium on-line pt. ,,Kierunki i osiggniecia hodowli tworczej roslin ogrodniczych
w Instytucie Ogrodnictwa — PIB w Skierniewicach”
(https://www.youtube.com/watch?v=QTFdDBnpWAY)

Prowadzono spotkania informacyjne dla producentow owocdéw oraz szkotkarzy zainteresowanych
odmianami jabtoni wyhodowanymi w IO-PIB oraz udzielano licznych porad i konsultacji na
temat realizowanego programu hodowli 1 dotychczasowych osiggnie¢ w obregbie tego gatunku,
warto$ci produkcyjnej wyhodowanych odmian oraz ich przydatnosci do uprawy towarowe;j
w Polsce.

Wykonanie miernika:

1. liczba kombinacji w wykonanym programie krzyzowan — plan 15, wykonanie 15,

2. liczbawyselekcjonowanych i rozmnozonych materialdow wyjsciowych o pozadanych cechach
— plan 5 klonow, wykonanie 5 klonow,

3. liczba wytypowanych sekwencji DNA/RNA dla pozgdanych cech — plan 2, wykonanie 2.


https://www.youtube.com/watch?v=ZsgXk_9-y68
https://www.youtube.com/watch?v=QTFdDBnpWAY

