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

Kierownik zadania: dr inz. Sylwia Keller-Przybylkowicz

Cel zadania:

1) Wytworzenie cennych materiatéw wyjsciowych podktadek wegetatywnych dla jabloni odpornych
na zgnilizne pierscieniowg podstawy pnia jabtoni (Phytophtora cactorum) oraz wytrzymatych na
niskie ujemne temperatury i charakteryzujacych si¢ brakiem cierni;

2) Opracowanie markerow opartych na analizie sekwencji genomowych oraz ocenie stopnia
zréznicowania poziomu ich ekspresji, przydatnych do monitorowania ww. cech 1 selekcji
najcenniejszych genotypéw podktadek dla jabtoni.

Zakres rzeczowy zadania i przyjete cele realizowano zgodnie z zatozeniami na 2023 rok.

Wykonano 7 kombinacji krzyzowan, zapylono 935 kwiatow, zebrano 93 owoce i wydobyto 544
nasiona; wyprodukowano w szklarni/ kontynuowano uprawe¢ w polu 429 siewek; w mateczniku
selekcyjnym oceniano 3 290 siewek; rozmnozono 4 pojedynki wyselekcjonowane w poprzednim roku;
oceniano 228 klonow selekcyjnych; prowadzono 1 doswiadczenie podktadowo-odmianowe i 1
doswiadczenie demonstracyjno-wdrozeniowe. Podobienstwo genetyczne (analiza UPGMA i PCA)
pomigdzy podktadkami CG14, CG13, ‘Bemali’, PB-4, P 59, ‘Supporter 2vf’, ‘Mark’, CG16, ‘Supporter
Ivf’, P 67, P 66, CG11, B9, P 60, PJ-173/2014, M.26, ‘Supporter 3vf’, PJ-191/2016, M.9 oraz ‘Jork 9’
oszacowano na poziomie 39%. Kontynuowano prowadzenie doswiadczenia (2021 r.), w ktorym
podktadki PJ-173, PJ-191, P 59, M.9 oraz P 60 zakazono grzybem Phytophtora cactorum (sprawca
zgnilizny pierScieniowej pnia korzeni). Z podkiadki PJ-173/2012 niezakazanej oraz porazonej P.
cactorum wyizolowano RNA do analizy NGS. W wyniku sekwencjonowania jej transkryptomu, 34 478
surowych sekwencji zmapowano na genom referencyjny ‘Golden Delicius’. Wylonionym genom
przypisano grupy funkcyjne: procesy biologiczne (7 681), komponenty komorkowe (2 724) i czynniki
molekularne (4 938). Zroznicowane geny zmapowano w szlaku przetwarzania biatlek w siateczce
srodplazmatycznej (KEGG, mdm4141) oraz wytypowano trzy geny: BiP, HsP70 oraz sHSF, ktore
wykazaty nadekspresje w ww. szlaku.

Opracowano profile ekspresji (w tkankach lisci, pedow i korzeni ww. podkladek) genow PR2 i PRS.
regulujacych odpowiedz roslin na czynnik chorobotwoérczy oraz Md827882 i Md187048 warunkujacych
tolerancje¢ ro$lin na mr6z. Dodatkowo, dla perspektywicznych genotypow podktadek dla jabtoni
sporzadzono metki identyfikacyjne (DNA fingerprinting) oraz zatozono kultury in vitro, celem ich
namnozenia i przekazania do dalszych do§wiadczen polowych.

W ramach zadania 3.14 w 2023 r. wykonano nastepujace prace:

1. Utrzymanie roS§lin ogrodniczych w formie wegetatywnych kolekcji polowych, w karkasach,
tunelach foliowych, kulturach in vitro oraz w Kkriobankach zgodnie z normami
miedzynarodowymi;

Utrzymywano 3 290 siewek w polowym mateczniku selekcyjnym oraz 228 klondéw selekcyjnych
podktadek w polowej kolekcji klonow.

Ponadto, w warunkach kontrolowanych in vitro (chtodnia/fitotron) utrzymywane sg pedy podktadek
P 66 i P 68, material jest sukcesywnie przekazywany do doswiadczen polowych 10-PIB.

2. Dobér form rodzicielskich do krzyzowan w oparciu o ich cechy fenotypowe, testy

laboratoryjne i molekularng ocene stopnia pokrewienstwa metodami SSR-PCR oraz przy

zastosowaniu programéw statystycznych przeznaczonych do analizy skupien PCA, UPGMA;
Oceniono sitg wzrostu roslin, pore i intensywno$¢ kwitnienia, por¢ dojrzewania owocow, plennosé
drzew, wielko$¢ i mas¢ owocow, podatnos¢ drzew na choroby (parch jabtoni, maczniak jabloni, zaraza
ogniowa) 19 podktadek dla jabtoni, ktore mogg by¢ potencjalnymi formami rodzicielskimi do nowych
programéw krzyzowan. Ocenianymi podktadkami byty: M.9, M.26, ‘Jork 9°, ‘Mark’, ‘Bemali’, CG 11,
CG 13,CG 16,CG 41, P 59, P 60, P 66, P 67, P 68, B 9, PB-4, Supporter 1vf, Supporter 2vf i Supporter
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3vf. W oparciu o badane cechy za szczegdlnie przydatne do nowych programéw krzyzowan uznano
podktadki ‘Bemali’, CG 16, CG 41, P 67iB 9.

W wyniku przeprowadzonych testow SSR-PCR oraz analizy pordwnawczej profilu elektroforetycznego
fragmentow DNA badanych genotypow podkladek dla jabtoni, ustalono ich stopien podobienstwa
genetycznego na poziomie 39%. Najbardziej oddalona genetycznie okazala si¢ podkladka P 59,
wykazujaca 20 procentowe podobienstwo do pozostatych badanych podktadek.

3. Wykonywanie programéw krzyzowan (7 kombinacji) oraz zbiér owocow, pozyskiwanie
i wysiew nasion;

Wykonano 7 kombinacji krzyzowan w kierunku uzyskania podktadek tolerancyjnych na zgnilizne
pier§cieniowa podstawy pnia jabtoni i kartowych. Uzyto 8 form rodzicielskich (‘CG 41°, ‘M.26°, ‘B 9°,
‘P 22’, ‘P 16°, ‘Supporter 1vf’, ‘Supporter 2vf” i ‘Supporter 3vf’), zapylono 935 kwiatow. Zebrano 93
owoce, z ktorych, po przechtodzeniu w temperaturze +2°C, skolekcjonowano 544 nasiona. Nasiona
umyto, wysuszono w warunkach pokojowych, odkazono 0,5% roztworem fungicydu Aliette 80 WG
(poprzez zamoczenie na 48 godz.) i poddano stratyfikacji (umieszczenie w wilgotnym, ptukanym piasku
i przechowaniu w temperaturze okoto +5°C do momentu wysadzenia).

4. Produkcja siewek w szklarni i sadzenie siewek w polowej kwaterze selekcyjnej;
W szklarni prowadzono uprawe 429 siewek podktadek dla jabtoni wyprodukowanych z nasion
otrzymanych w roku 2022. Siewki umieszczono na parapecie w szklarni ze zmiennag temperaturg (dzien
+22°C, noc +18°C), pod sztucznym doswietlaniem, przy zapewnieniu 16-to godzinnego dnia. W drugiej
polowie maja siewki te posadzono w mateczniku selekcyjnym, w ktorym prowadzono zabiegi ochrony
roslin i zabiegi pielggnacyjne: nawozenie, nawadnianie i odchwaszczanie.

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

Kontynuowano uprawe i pielegnacje oraz wykonano ocene silty wzrostu i zdrowotnosci 3 290 siewek
wyprodukowanych w latach 2009-2022, rosnacych w mateczniku selekcyjnym. Prowadzono zabiegi
ochrony ros$lin i zabiegi pielegnacyjne: nawozenie, nawadnianie, odchwaszczanie, obsypywanie
podkiadek. Jesienia oceniono zdolno$¢ ukorzenienia wyrastajacych pedow. Zastosowano
pieciostopniowa skalg bonitacyjna, gdzie 1 — oznacza brak korzeni, 5 — bardzo dobre ukorzenienie.
Wyselekcjonowano 4 pojedynki [PJ-233/23 (PJ-2020-02 (1) — CG 41 x ‘Supporter 2vf”), PJ-234/23 (PJ-
2020-02 (2) — CG 41 x ‘Supporter 2vf”), PJ-235/23 (PJ-2020-02 (3) — CG 41 x ‘Supporter 2vf’), PJ-
236/23 (PJ-2021-01 — M.9 x ‘Supporter 3vf’),] o wysokiej zdolno$ci ukorzeniania, tworzgcych
wzniesione i bezcierniste lub nieznacznie cierniste pedy.

6. Rozmnazanie tradycyjne i in vitro wyselekcjonowanych pojedynkéw dla zalozenia kolekeji
klonéw w celu ich dalszej oceny pod katem poziomu pozadanych cech;

Rozmnozono metoda tradycyjna 4 pojedynki [PJ-229/22 (PJ-2018-03— CG 41 x ‘Supporter 2v{”), PJ-
230/22 (PJ-2018-04— CG 41 x B 9), PJ-231/22 (PJ-2018-05— ‘Bemali’ x ‘Supporter 1vf”), PJ-232/22
(PJ-2018-09— P 67 x P 22)] o wysokiej zdolnosci ukorzeniania, tworzacych wzniesione i bezcierniste
lub nieznacznie cierniste pedy.
Z wyselekcjonowanych roslin podktadek PJ-173/2012 i PJ-191/2016 pobrano 50 pedow celem
zainicjowania kultur in vitro. Zaobserwowano, ze PJ-173/2012 charakteryzuje si¢ lepszg zdolnoscig do
regeneracji, w porownaniu do PJ-191/2016. Prace nad optymalizacjg metody (warunkéw wzrostu oraz
sktadu pozywki), najkorzystniejszej dla prowadzenia kultur wytypowanych podktadek dla jabtoni beda
kontynuowane w kolejnych latach.

7. Ocena wartosci produkcyjnej klonéw selekcyjnych i rozmnozenie najcenniejszych genotypow
(4 genotypy);
Oceniano podstawowe parametry szkotkarskie (wysoko$¢ i1 $rednice pedow, liczbe cierni oraz
zaggszezenie weztow) 228 podkladek w kolekeji klonow. Wszystkie badane podktadki 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. Szczegolowa ocena wartoSci produkcyjnej najbardziej wartoSciowych genotypow
W doswiadczeniach poréwnawczych, 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
zdrowotno$ci mieszancow pod katem chorob wirusowych);

W 2023 roku prowadzono 1 doswiadczenie podktadowo-odmianowe:

Podktadki dla jabtoni — 1/2021 - doswiadczenie poréwnawcze z 2 klonami podktadek dla jabtoni:
PJ 191/2016 i PJ-173/2012, standardowa podktadka M.9 i odmiany standardowe ‘Szampion’ i ‘Gloster’.
Oceniono intensywnos$¢ kwitnienia, wielko$¢ plonu i masg¢ 1 owocu oraz sitg wzrostu drzew (wyrazona
jako pole przekroju poprzecznego pnia). Najintensywniej kwitly oraz najwyzszy plon i najwicksze
owoce dawaly drzewa odmiany standardowej ‘Szampion’ rosngce na podkltadce PJ 173/2012.
W odniesieniu do podktadki standardowej M.9 drzewa odmian ‘Szampion’ i ‘Gloster’ rosty najsilniej na
podktadce PJ-191/2016, a stabiej na PJ-173/2012. Dla najbardziej perspektywicznych genotypoéw
podktadek PJ-173/2012 i PJ-191/2016+ sporzadzono metke identyfikacyjna (DNA fingerprinting).

9. Testowanie wartoSciowych genotypéw pod wzgledem tolerancji na stresy biotyczne
i abiotyczne w warunkach kontrolowanych (sztuczne przemrazanie roslin, wstepna ocena
fenotypowa i molekularna roslin inokulowanych Phytophtora cactorum (sprawca zgnilizny
podstawy pnia jabloni)) — w ramach doswiadczenia rozpoczetego w 2022 roku (tunel).
W ramach dos$wiadczenia (zatozone w 2021 r.) rosliny podktadek M.9, PJ-173/2012, PJ-191/2016, P 59
oraz P 60 inokulowano zarodnikami grzyba Phytophthora cactorum (sprawca zgnilizny pierscieniowej
korzeni). Celem selekcyjnej detekcji obecnosci aktywnych zarodnikow patogena dla prob ziemi,
w ktorej rosng rosliny wykonano testy putapkowe. Obecnos¢ czynnika chorobotwoérczego potwierdzono
w podtozu, w ktorym rosta podktadka PJ-173/2012. Z ros$lin zakazonych oraz kontrolnych podktadek
PJ-173/2012 i standardowej M.9 pobrano probki korzeni w celu izolacji calkowitego RNA do
przeprowadzenia porownawczej analizy transkryptomowej (NGS).
W wyniku sekwencjonowania ich transkryptomoéw w systemie Illumina uzyskano tacznie 34 478
surowych odczytow, ktére zmapowano na genomie referencyjnym odmiany ‘Golden Delicious’
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/data-hub/genome/GCF_002114115.1/).
Po przeprowadzeniu normalizacji surowych danych z eksperymentu, 9 335 genow byto aktywowanych,
a 9 342 - inhibowanych. Wyekstrahowane (Gene Ontology enrichment, analiza funkcjonalna) geny
przypisano do trzech glownych grup funkcyjnych/adnotacyjnych: procesy biologiczne (7 681),
komponenty komorkowe (2 724) oraz czynniki molekularne (4 938).
Wylonione geny zmapowano w szlakach metabolicznych bazy KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes https://www.genome.jp/kegg/pathway.html). Najwigksza liczbe zroznicowanych genow
zadnotowano w szlaku przetwarzania biatek w siateczce srodplazmatycznej (mdm4141). Trzy z nich tj:
BiP, HsP70 (bioracy udzial w tworzeniu kompleksu ligazy ubikwitynowej) oraz sHSF (istotnie up-
regulowane w ponizszym szlaku) zostang poddane dalszej analizie weryfikacyjnej (RT-gPCR).

10. Zakladanie i prowadzenie dos$wiadczen demonstracyjno-wdrozeniowych dla
upowszechniania nowych genotypow;

Prowadzono 1 do§wiadczenie demonstracyjno-wdrozeniowe:
Podktadki dla jabtoni — DW-2021 — doswiadczenie z 2 klonami podktadek dla jabtoni: PJ-191/2016 i
PJ-173/2012, odmiana standardowa ‘Szampion’ (SD Dabrowice).
Oceniono intensywnos¢ kwitnienia, wielko$¢ plonu i masg¢ 1 owocu oraz sitg wzrostu drzew (wyrazona
jako pole przekroju poprzecznego pnia). Najintensywniej kwitly drzewa odmiany standardowej
‘Szampion’ na podktadce PJ-173/2012. Dla tej kombinacji komponentéw (odmiana/ podktadka)
otrzymano wyzszy plon z drzewa oraz wigksze owoce, a drzewa odmiany standardowej ‘Szampion’
rosty silniej na podktadce PJ-191/2016 niz na podktadce PJ-173/2012.

W ramach badan molekularnych rownolegle prowadzono prace obejmujace:
11. Wyizolowanie DNA/RNA z tkanek ro$lin wytypowanych genotypéow podkladek

zréznicowanych pod wzgledem ocenianych cech (wstepna ocena fenotypowa),
przeznaczonych do badan.



Do badan molekularnych skolekcjonowano RNA z 5 podktadek: PJ -173/2012, PJ-191/2016, P 59, P 60
oraz standardowej M.9.

Profile ekspresyjne (testy RT-qPCR) sporzadzono dla genow z grupy PR (pathogenesis realated),
zwigzanych z regulacja z odpowiedzig roslin na czynniki biotyczne. Istotne rdéznice w liczbie
transkryptu genu PR2 odnotowano w probkach lisci, pedow oraz korzeni wszystkich badanych
podkiadek. W przypadku prob z lisci odnotowano jego wieksza aktywnos¢. Wzrost liczby transkryptu
tego genu zaobserwowano takze w pedach (4-krotny) podktadki P 60. Istotny spadek/brak aktywnos$ci
PR2 odnotowano natomiast w probach skolekcjonowanych z lisci podktadki P 59 oraz z prob korzeni
podktadek PJ-173/2012, PJ-191/2016, P 59 i P 60.

W przypadku genu PR8 w badanych probach nie odnotowano istotnych rézni¢ w oszacowanej liczbie
transkryptu, a jego aktywno$¢, we wszystkich badanych probkach podktadek dla jabtoni, byta
identyczna jak w prébie kontrolnej M.9.

12. Wytypowanie sekwencji genéw kandydujacych oraz sekwencji transpozomowych (dostepne
bazy, literatura, sekwencje o zréznicowanej ekspresji uzyskane z analiz NGS wylonione na
podstawie przeprowadzonego sekwencjonowania transkryptomow podkladek wzorcowych
— 2 sekwencje z odczytu bibliotek NGS), do analizy qPCR poprzez opracowanie ich profili
ekspresyjnych.

Do oceny profilu ekspresji wytypowanych gendéw kandydujacych, z tej samej puli podktadek
przygotowano matryce RNA/ cDNA (zgodnie z pkt. 11).

Oceng profilu ekspresji przeprowadzono dla genéw o identyfikatorach Md827882 1 Md187048 (biatka
regulujace odpowiedz roslin na stres mrozu - baza sekwencyjna genéw mrozoodporno$ci PGiHRO).

W odniesieniu do podktadki standardowej M.9 (wrazliwa na niskie temperatury), istotny wzrost
ekspres;ji (krotno$¢ od 15 do 70 razy), w probach skolekcjonowanych z pedéw podktadek PJ-173/2012,
PJ 191/2016, P 59 oraz P 60 odnotowano dla obu wybranych genéw. Moze to §wiadczy¢, ze pedy tych
podktadek wykazuja wieksza tolerancje na mréz. Dla prob lisci i korzeni badanej puli roslin
zaobserwowano natomiast istotny spadek ich aktywnosci.

Wyjazdy zagraniczne:

XVI EUCARPIA Symposium on Fruit Breeding and Genetics), Dresden-Pillnitz, Niemcy, 11-16
wrzesnia 2023 r. Na Sympozjum przedstawiono wyniki badan i osiggni¢cia w zakresie hodowli
podkladek wegetatywnych dla jabtoni pt. ,,Nowe kierunki hodowli podktadek dla jabtoni” (,,New
breeding directions for apple rootstocks™).

Wymierne/trwale rezultaty realizacji zadania:

Analiza fragmentéw DNA pozwolila na pogrupowanie badanych podktadek pod wzglgdem stopnia ich
réznorodnosci genetycznej. Podobienstwo - 39%.

Wstepnie  przeprowadzono  analize  bioinformatyczng  surowych  sekwencji  uzyskanych
z porownawczego eksperymentu RNA-seq, obejmujacego analize poréwnawcza prob RNA kontrolnych
i porazonych Phytophthora cactorum wyizolowanych z podktadki PJ-173/2012. Do dalszych badan
wytypowano trzy geny uczestniczace w procesie przetwarzania biatek w siateczce $rodplazmatycznej
komorek roslinnych.

Przeprowadzono charakterystyke profili gendow uczestniczacych w regulacji odpowiedzi wytypowanych
podktadek na stres abiotyczny (m.in. uszkodzenia mechaniczne tkanek i mrozoodpornos¢) Md187048
i Md827882 oraz genow z grupy pthogenesis related PR2 i PR8 regulujacych mechanizm odpowiedzi
roslin na porazenie P. cactorum. Podczas profilowania ekspresji, przydatno$¢ do wstepnej
charakterystyki molekularnego podtoza podatnosci podktadek na zgnilizn¢ pnia korzeni, wykazano dla
genu PR2. Uzyskane wyniki opisane zostaly w materiatach konferencyjnych XVI EUCARPIA
Symposium on Fruit Breeding and Genetics, abstrakt: S. Keller-Przybytkowicz, M. Lewandowski, A.
Walencik, K. Strojny: ,New breeding directions for apple rootstocks” (Nowe kierunki hodowli
podktadek dla jabtoni) str. 88.

Dzialania upowszechnieniowo-promocyjne:
W siedzibie Pracowni Genetyki i Hodowli Ro$lin Sadowniczych, a takze telefonicznie oraz e-mailowo
udzielano porad i konsultacji wielu producentom na temat realizowanego w I0-PIB programu hodowli



podktadek dla jabtoni, wartosci produkcyjnej wyhodowanych podktadek oraz ich przydatnosci dla
hodowli odmian przeznaczonych do uprawy towarowej w Polsce.

Prowadzono spotkania informacyjne dla producentow owocow oraz szkotkarzy posiadajacych lub
zainteresowanych licencjami na podktadki dla jabtoni wyhodowane w I0-PIB.

5 grudnia 2023. odbyly si¢ w Instytucie Ogrodnictwa — PIB w Skierniewicach wyktady dla studentow
Szkoly Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Podczas spotkania wygloszono prelekcje pt:
»Zastosowanie markerow molekularnych i metod biotechnologicznych w ogrodnictwie” — dr inz. Sylwia
Keller-Przybytkowicz.

8 grudnia 2023. dr inz. Mariusz Lewandowski prowadzit konsultacje w zakresie hodowli nowych
podkiadek wegetatywnych dla jabloni na Uniwersytecie Rolniczym w Krakowie.

14 grudnia 2023. dr Sylwia Keller-Przybytkowicz brata udziat w Konferencji Upowszechnieniowo-
Wdrozeniowej "Nauka-Praktyce" - zadania celowe finansowane przez MRiRW, podczas ktorej
przedstawione zostaly wyniki z realizacji badan w zakresie hodowli podktadek dla jabloni. Materialy
konferencyjne str. 63-64.

15 grudnia 2023. dr Mariusz Lewandowski bral udzial w seminarium hodowlano-naukowym
zorganizowanym przez Zwigzek Tworcow Odmian Roslin Uprawnych w Zaktadzie Roslin Oleistych
IHAR-PIB Poznan oraz prowadzit konsultacje w zakresie hodowli nowych podktadek wegetatywnych
dla jabtoni na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu.

Wykonanie miernikow zadania:
Mierniki na 2023 r. dla zadania 3.14.:
1. liczba kombinacji w wykonanym programie krzyzowan — plan: 7, wykonanie: 7
2. liczba uzyskanych materiatdéw wyj$ciowych o pozadanych cechach — plan: 4 klony, wykonanie: 4
klony
3. liczba wytypowanych sekwencji DNA/RNA dla pozadanych cech — plan: 2, wykonanie: 2
4. liczba doniesien (ustnych lub posteréw) na konferencjach miedzynarodowych: plan: 1, wykonanie: 1



