Zadanie 3.14. Wytworzenie materialéw wyjsciowych podkladek wegetatywnych dla jabloni
(Malus Mill) odpornych na zgnilizne pierscieniowa podstawy pnia jabloni, wytrzymatych
na niskie ujemne temperatury oraz bezciernistych.

Cele zadania:

1. Wytworzenie cennych materialow wyjsciowych podkladek wegetatywnych dla jabtoni
odpornych na zgnilizng pier$cieniowa podstawy pnia jabloni (Phytophtora cactorum) oraz
wytrzymatych na niskie ujemne temperatury i charakteryzujacych si¢ brakiem cierni
(kontynuacja oceny materialow hodowlanych jabtoni otrzymanych w latach 2014-2020 oraz
realizacja nowych programéw hodowlanych).

2. Opracowanie markeréw przydatnych do selekcji najcenniejszych genotypéw opartych
na analizie sekwencji genomowych oraz ocenie stopnia zroznicowania poziomu ich ekspres;ji.

Opis zadania:

W ramach zadania 3.14 w 2021 r. wykonano nast¢pujace prace:

Zakres rzeczowy zadania i przyjete cele realizowano zgodnie z zalozeniami na rok 2021 r.
Wykonano 7 kombinacji krzyzowan, zapylono 590 kwiatow, zebrano 74 owoce 1 wydobyto 169
nasion, wyprodukowano w szklarni/ kontynuowano uprawe w polu 269 siewek; w mateczniku
selekcyjnym oceniano 3 039 siewek; rozmnozono 3 pojedynki wyselekcjonowane w poprzednim
roku; wyselekcjonowano 5 nowych pojedynkow; oceniano 220 klonow selekcyjnych;
wyselekcjonowano 4 najcenniejsze klony oraz rozmnozono materiat i zatozono doswiadczenie
podkitadowo-odmianowe. W kulturach in virto utrzymywano podktadk¢ P 68 (220 pedow) oraz
zainicjowano kultury dla podktadki P 66 (50 pedow).

Dla wyselekcjonowanych 15 podktadek przeprowadzono oceng¢ zrdznicowania genetycznego
(analiza UPGMA i PCA) z wykorzystaniem 10 sekwencji oligonukleotydowych
komplementarnych do fragmentow mikrosatelitarnych genomu Malus. Na podstawie ponad 300
testow PCR okreslono dystans genetyczny miedzy podkiadkami dla jabloni wzbogacajacymi
kolekcje I0-PIB. Do najbardziej zroznicowanych zakwalifikowano podkiadki P66, M.9, Jork9
i B9. kolekcje 10-PIB. Do najbardziej zroznicowanych zakwalifikowano podktadki, P66, M.9,
Jork9 i B9. Dla wytypowanych podkiadek PJ-173/2012, PJ-191/2016 sporzadzono metki
identyfikacyjne (DNA-fingerprinting).

W ramach badan w roku 2021 podj¢to takze probe opracowania potencjalnego testu molekularnego
(oceniono aktywno$¢ genéw COR i1 LHI w roznych tkankach podkiladek dla jabloni tj. korzen,
lodyga, 1is¢), ktory pozwolit na wstepne okreslenie specyfiki i lokalizacji (w strukturach
tkankowych) mechanizmu obronnego zwigzanego z odpowiedzig roslin na stres mrozu.

1) utrzymanie ro$lin ogrodniczych w formie wegetatywnych Kkolekecji polowych,
w karkasach, tunelach foliowych, kulturach in vitro orazwkriobankach zgodnie
Z normami mi¢edzynarodowymi;

Utrzymywano 3 039 siewek w polowym mateczniku selekcyjnym oraz 220 podkladek

w polowej kolekcji klonow. W kulturach in vitro (fitotron/chfodnia PGIHRS 10-PIB)

na pozywce agarowej (MS), jako zasoby genowe, utrzymywane sg rosliny podktadki dla jabtoni

P 68 (220 pedow).

2) dobér form rodzicielskich do krzyzowan w oparciu o ich cechy fenotypowe, testy
laboratoryjne i molekularna ocena stopnia pokrewienstwa;

Oceniono site wzrostu roélin, por¢ i intensywnos$¢ kwitnienia, por¢ dojrzewania owocow,

plenno$¢ drzew, wielkos$¢ i mas¢ owocow, podatno$¢ drzew na choroby (parch jabtoni, maczniak
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jabloni, zaraza ogniowa) 15 podktadek dla jabtoni, ktore moga by¢ potencjalnymi formami
rodzicielskimi do nowych programéw krzyzowan. Ocenianymi podktadkami byly: M.9, M.26,
‘Jork 9°, ‘Mark’, ‘Bemali’, CG 11, CG 16, CG 41, P 66, P 67, B 9, PB-4, Supporter 1vf,
Supporter 2vf i Supporter 3vf. W oparciu o oceniane cechy za szczegdlnie przydatne do nowych
programoéw krzyzowan uznano podktadki ‘Bemali’, CG 16, CG 41 i P 67.

Dodatkowo, na matrycy wyizolowanego catkowitego DNA oraz przeprowadzonych testow PCR,
przeprowadzono molekularng ocen¢ stopnia pokrewienstwa ww. podkladek (form
rodzicielskich). tacznie przeprowadzono ponad 300 reakcji, w ktorych zidentyfikowano
60 polimorficznych fragmentéw DNA roznicujacych badane genotypy. Najwyzszy stopien
zroznicowania genetycznego odnotowano dla podkiadek P66, B9, Jork9 1 M.9, najnizszy
natomiast dla podktadek z grupySupporter (1vf, 2vf, 3vf).

3) wykonywanie programéw krzyzowan oraz zbiér owocéw, pozyskiwanie i wysiew
nasion.

Wykonano 7 kombinacji krzyzowan z uzyciem 10 form rodzicielskich (‘CG 41°, ‘M.9’, ‘M.26°,
‘B 9°, Jork 9°, ‘Mark’, P 22, Supporter 1vf, Supporter 2vf i Supporter 3vf), zapylono 590
kwiatéw. Program krzyzowan ukierunkowany byl na uzyskanie podkladek tolerancyjnych na
zgnilizne pier§cieniowg podstawy pnia jabtoni i1 karlowych. Do zapylen wiaczono stabo rosnaca
podkiadke CG 41, wyhodowang w Nowojorskiej Stacji Doswiadczalnej w Genewie (USA) oraz
podkiadke B 9 (pochodzaca z Rosji) odporne na zarazg ogniowa, maczniaka jabtoni i zgnilizne
pierscieniowg podstawy pnia, charakteryzujace si¢ brakiem cierni oraz wytrzymate na mroz.
Zebrano 74 owoce i wydobyto 169 nasion.

4) produkcja siewek w szklarni i sadzenie siewek w polowej kwaterze selekcyjnej;

W szklarni prowadzono uprawe 269 siewek podktadek jabtoni, w matych doniczkach
plastikowych, o wymiarach 7 cm x 7 cm, wypetionych mieszaning substratu torfowego
(warzywnego), ziemi kompostowej 1 piasku w stosunku objetosciowym 1:1:1,
wyprodukowanych z nasion otrzymanych w roku 2020. Siewki produkowano na parapecie
W szklarni ze zmienng temperaturg (dzien +22°C, noc +18°C), pod sztucznym doswictlaniem,
przy zapewnieniu 16-to godzinnego dnia.W pierwszej polowic maja siewki te posadzono
w mateczniku selekcyjnym, w ktorym prowadzono =zabiegi ochrony ro$lin i zabiegi
pielegnacyjne: nawozenie, nawadnianie, odchwaszczanie.

5) pielegnacja, ocena i selekcja pozytywna w obrebie populacji siewek (oznaczanie
pojedynkow bedacych nosnikami pozadanych cech);

Kontynuowano uprawg i pielggnacj¢ oraz wykonano oceng sity wzrostu i zdrowotnosci 3 039
siewek wyprodukowanych w latach 2009-2020, rosngcych w mateczniku selekcyjnym (0,3 ha)
w Sadzie Pomologicznym w Skierniewicach. W mateczniku selekcyjnym prowadzono zabiegi
ochrony roslin i zabiegi pielggnacyjne: nawozenie, nawadnianie, odchwaszczanie, obsypywanie
podkiadek. Jesienia oceniono zdolno$¢ ukorzenienia wyrastajacych pedow, stosujac
picciostopniowa skalg bonitacyjna, gdzie 1 — oznacza brak korzeni, 5 — bardzo dobre
ukorzenienie. Wyselekcjonowano 5 pojedynkow [PJ-224/21 (PJ-2018-03— ‘CG 41’ x ‘Supporter
2vt’), PJ-225/21 (PJ-2018-04— ‘CG 41’ x ‘B 9°), PJ-226/21 (PJ-2018-06— ‘Mark’ x ‘Supporter
3vf”), PJ-227/21 (PJ-2018-06— ‘Mark’ x ‘Supporter 3vf’), PJ-228/21 (PJ-2018-07— ‘Jork 9 X
‘Supporter 1vf’)] o wysokiej zdolnosci ukorzeniania, tworzacych wzniesione i bezcierniste lub
nieznacznie cierniste pedy.



6) rozmnazanie tradycyjne i in vitro wyselekcjonowanych pojedynkéw dla zalozenia

kolekcji klonow w celu ich dalszej oceny pod katem poziomu pozadanych cech;
Rozmnozono metodg tradycyjng 3 pojedynki [PJ-221/20 (‘CG 16’ x ‘M.9’), PJ-222/20 (‘CG 41°
x ‘Supporter 2Vf), PJ-223/20 (‘CG 41’ x ‘M.9’)] wyselekcjonowane w poprzednim roku,
0 wysokiej zdolno$ci ukorzeniania, tworzacych wzniesione i bezcierniste lub nieznacznie
cierniste pedy. Dla stabo rosnacej w warunkach polowych podkiadki P 66, zatozono kutury
in vitro (uzyskano 50 pedow).

7) ocena wartosci produkcyjnej klonéw selekcyjnych i rozmnozenie najcenniejszych
genotypow;

Oceniano podstawowe parametry szkotkarskie 220 podkladek w kolekcji klondw (pow.

ok. 0,2 ha): wysoko$¢ i $rednice pedow, liczbe cierni oraz zageszczenie weztow. Wszystkie

badane podkiadki ukorzeniaty si¢ na podobnym poziomie, a bezcierniste pedy dawaty 4 klony:

PJ-165/2011 (M.26 x ‘Pajam 2°), PJ-168/2011 (M.9 x ‘Bemali’), PJ-173/2012 (BW x ‘Pajam 1°)

i PJ-191/2016 (‘Jork 9’ x ‘Bemali’). Klony te rozmnozono w belgijce.

8) szczegélowa ocena wartosci produkcyjnej najbardziej wartosciowych genotypow
w doswiadczeniach porownawczych, z mozliwoscia zgloszenia ich do badan
rejestrowych COBORU, jako potencjalne nowe podkladki wegetatywne dla jabloni,
Z uwzglednieniem badan molekularnych (molekularna weryfikacja tozsamosci
genetycznej i statusu zdrowotnos$ci mieszancow pod katem choréb wirusowych);

Rozmnozono materiat i zalozono jesienig doswiadczenie podktadowo-odmianowe: Podkiadki dla

jabloni — 1/2021 - do$wiadczenie porownawcze z 2 klonami podkiadek dla jabtoni: PJ-191/2016

i PJ-173/2012, standardowa podktadka M.9 i odmiana standardowa ‘Szampion’. Dla ww. ro$lin

oraz podkiladki standardowe; M.9 przeprowadzono ocen¢ molekularng poprzedzong

sporzadzeniem metek identyfikacyjnych.

9) testowanie wartosciowych genotypow pod wzgledem tolerancji na stresy biotyczne
i abiotyczne w warunkach kontrolowanych (sztuczne przemrazanie roslin, inokulacja
roslin zawiesing zarodnikéw grzyba Phytophtoracactorum);

Wybrano i rozmnozono najwartosciowsze genotypy pod wzgledem tolerancji na stresy biotyczne

i abiotyczne w warunkach kontrolowanych (sztuczne przemrazanie roslin, inokulacja roslin

zawiesing zarodnikow grzyba Phytophtora cactorum). Badania beda kontynuowane w roku

nastepnym.

10) zakladanie i prowadzenie doswiadczen demonstracyjno-wdrozeniowych dla
upowszechniania nowych genotypow;
Dla klonéw (pkt 8) zatozono doswiadczenie demonstracyjno-wdrozeniowe.

11) wytypowanie genotypoéw podkladek zréznicowanych pod wzgledem ocenianych cech
(wstepna ocena fenotypowa) i wyizolowanie DNA/RNA z tkanek roslin przeznaczonych
do badan;

Do badan molekularnych uzyto materiat roslinny (liscie, pedy i korzenie) skolekcjonowany

z wytypowanych 4 podkladek dla jabloni, tj.: bezciernistych podktadek PJ-173/2012,

PJ-191/2016 i B9 oraz wytwarzajacej ciernie podktadki M.9. Z pobranych probek wyizolowano

matryce DNA (wg. Aldrich i Culis 1998) i RNA (wg Zeng i Yang 2000). Wyziolowane DNA

wykorzystano w badaniach na potwierdzeniem tozsamosci genetycznej podkiadek (pkt 2).



12) 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.

Przygotowane matryce RNA, przepisane do stabilnego cDNA przy uzyciu zestawu

AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit (Agilent) uzyto do oceny profilu ekspresji (metoda

gPCR) wytypowanych gen6w kandydujacych.

Oceng ilosci transkryptu przeprowadzono dla gendw kodujacych biatko COR (cold resistance)

oraz genu indukujgcego odpowiedz rosliny na stres mrozu - LH1 (Cold-Induced bHLH1).

Lacznie przeprowadzono ponad 216 testow qPCR. Analizy profili ekspresji potwierdzily wysoka

aktywnos¢ genu COR w tkankach korzenia podktadki PJ-173 oraz w tkankach todygi podkiadek

PJ-191i B9.

W przypadku genu LH1 wysoka ilos¢ transkryptu odnotowano natomiast w tkankach lisci

badanych podktadek. Niska aktywno$¢ obu genow w tkankach korzeni podkiadek PJ-191 i B9,

moze wskazywac¢ na inny mechanizm regulacji cechy tolerancji tych roslin na mroz.

Wymierne/trwale rezultaty realizacji zadania:
Identyfikacja zréznicowania genetycznego w puli badanych podktadek z kolekcji 10-PIB

pozwoli na precyzyjniejszy 1 bardziej ukierunkowany dobdr form wyjsciowych/rodzicielskich
W planowanych programach krzyzowan. Wstepnie rozpoznano aktywno$¢ gendow, regulujacych
odpowiedz roslin na stres abiotyczny oraz wykazano ich przydatnos¢ jako markerow
funkcjonalnych, do wczesnej selekcji podktadek i monitorowania cechy mrozoodpornosci.

Dzialania upowszechnieniowo-promocyjne:
Prowadzono spotkania informacyjne dla producentow owocow oraz  szkotkarzy

zainteresowanych podktadkami dla jabtoni wyhodowanymi w I0O-PIB oraz udzielano licznych
porad 1 konsultacji na temat realizowanego programu hodowli i dotychczasowych osiggnieé
W obrebie tego gatunku, wartosci produkcyjnej wyhodowanych podkiadek oraz ich przydatnosci
do uprawy towarowej w Polsce.

W dniu 23 listopada 2021 roku wygloszono referat pt. ,Postep w hodowli nowych odmian
jabloni w 10 — PIB”, autorstwa dr Mariusz Lewandowski, dr Sylwia Keller- Przybytkowicz,
w ramach seminarium on-line pt. ,,Kierunki i osiggni¢cia hodowli tworczej roslin ogrodniczych
w Instytucie Ogrodnictwa — PIB w Skierniewicach”
https://www.youtube.com/watch?v=QTFdDBnpWAY

Wykonanie miernika:

1. liczba kombinacji w wykonanym programie krzyzowan — plan 7, wykonanie 7

2. liczba uzyskanych materiatow wyjsciowych o pozadanych cechach — plan 4 klony, wykonanie 4
3. liczba wytypowanych sekwencji DNA/RNA dla pozadanych cech — plan 2, wykonanie 2


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

