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CELE PROJEKTU

v"Ocena fenotypowa populacji siewek jabtoni pokolenia F, otrzymanej ze skrzyzowania wybranych
genotypéw jabtoni (‘Trinity’ i ‘Free Redstar’) i wyodrebnienie z niej genotypéw o0 czerwonej barwie
migzszu i zwiekszonej odpornosci na zaraze ogniowg (temat badawczy 1).

v'Ocena sprzezen pomiedzy polimorficznymi dla odmian ‘Trinity’ oraz ‘Free Redstar’ allelami
markeréw SSR oraz identyfikacja ich loci w genomach obu form rodzicielskich (temat badawczy 2).

v'Ocena podatnosci na zaraze ogniowg 5 genotypow jabtoni wyselekcjonowanych z populacji
segregujacej ‘Trinity’ x ‘Free Redstar’ (temat badawczy 3).

v"Ocena podstawowych cech fizykochemicznych owocoéw oraz zasobnos¢ w sktadniki bioaktywne
(kwas askorbinowy i antocyjany) 5 genotypow jabtoni wyselekcjonowanych =z populacji
segregujacej ‘Trinity’ x ‘Free Redstar’ (temat badawczy 4).

v Poréwnanie barwy migzszu 5 genotypéw jabtoni wyselekcjonowanych z populacji segregujacej
‘Trinity’ X ‘Free Redstar’ oraz wyznaczenie indeksu poréwnawczego migzszu (temat badawczy 5).

v Wytypowanie ze skolekcjonowanej bazy sekwencyjnej transkryptomow (NGS 2024) odmian ‘Free
Redstar’ i ‘Trinity’, kolejnych 10 genéw o zréznicowanej ekspresji w owocach o biatym i czerwonym
wybarwieniu migzszu oraz ocena poziomu ich ekspresji (metoda RT-gPCR) w owocach
skolekcjonowanych z roslin mieszancowych populacji ‘Free Redstar’ x ‘Trinity’ (temat badawczy 6).

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

Temat badawczy 1

1. Materiat do badan — 696 siewek pokolenia F;, otrzymane ze skrzyzowania:
v" 1.TRINITY’ — czerwona barwa migzszu — (forma mateczna)
v" 2.‘FREE REDSTAR’ - biata barwa migzszu, donor cech odpornosci na parcha
jabtoni, maczniaka jabtoni i zaraze ogniowg — (forma ojcowska)

2. Ocena fenotypowa 696 siewek, pod katem:

v sity wzrostu wyrazonej srednica pedu przewodnikowego (mm),

v wczesnosci wchodzeniaw okres kwitnienia i owocowania (termin),
v intensywnosci kwitnieniai owocowania (1-9),

v' stopnia porazenia siewek przez parcha i maczniaka jabtoni (1-5),

v podatnosci drzew na zaraze ogniowg (1-5),
v
v
v
v
v

wygladu (atrakcyjnosci) owocow (1-5),
smaku owocéw (1-5),

wielkosci owocéw (1-9),

ksztaltu owocéw (1-7),

barwy migzszu owocow (1-6).

Temat badawczy 2

Analizy bioinformatyczne (program JoinMap v.3.0):

. e , v" Odlegtosci mapowe (cM) — funkcja Kosambi.
Materiat: populacja "Trinity’ x ‘Free Redstar’ v Sprzezenia miedzy allelami— LOD (LOD 2 3)
— 94 siewki o potwierdzonym statusie mieszanca v Prawdopodobienstwo sprzezen — ML (Maximum Likelihood)
Metody analityczne: v" Analiza rozktadu alleli polimorf. — test CHI-KWARAT: X?
v lzolacja DNA (Aldrich & Culis) v' Czestos¢ rekombinacji pomiedzy allelami — REC < 50
v PCR - 20 SSR, chr. X i XVl genomu Malus v graficzny obraz mapy genetycznej — (program Map Chart 2.0)

Temat badawczy 3

v Ocena podatnosci na zaraze ogniowa 5 genotypéw jabtoni:
nr 39, nr 66, nr 113, nr 414, nr 448, 2 form rodzicielskich
(‘Trinity’ i ‘Free Redstar’) i odmiany standardowej ‘Idared’.

InHort..
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MATERIALY | METODY

Temat badawczy 4
v" Ocena jakosci wewnetrznej owocow (ocena instrumentalna) 5 genotypow (Nr 12, Nr 16, Nr 24, Nr 31, N 45):
1. jedrnos¢ owocow (N),
2. ekstrakt refraktometryczny (Brix), |
3. zawartos¢ kwasu L-askorbinowego (KA),
4. kwasowos¢ (g/100g),
5. zawartos¢ ogélna antocyjanéw (mg/100g).

Temat badawczy 5 Refraktometr RE 50
v" Ocena 5 genotypoéw (Nr 12, Nr 16, Nr 24, Nr 31, N 45) pod katem:

1. dygitalizacji barwy i wyznaczenia indeksu RGB skérki owocéw,

2. dyqgitalizacji barwy i wyznaczaenia indeksu RGB migzszu owocoéw.

Jedrnosciomierz INSTRON 4303
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Temat badawczy 6 a) “Froe Redstar' ND “Trisity' ND o 195D nAD “Np X o
Material: miazsz owocoéw a) niedojrzatych ¥ ’ ( *\ > + @ ‘ > @ ( D (‘&: )‘ O
I b) dojrzatych odmian ‘Trinity’ i ‘Free Redstar’ b -
oraz 10 genotypow mieszancowych

populacji “Trinity’ X ‘Free Redstar’ B) erours s

Metody analityczne: 5 ‘ G » @ ‘ O *) @ @ @ ‘

Izolacja RNA (Zeng & Yang, 2002),

Odczyt sekwencji bibliotek cDNA w systemie MineSeq, Genomed,

Analiza réznicowa genéw (DEG’s) — program DSEQ2, (pakiet programu R). (RNAseq: ‘Free Redstar’ vs. ‘Trinity’),
Mapowanie do genomu referencyjnego ‘Golden Delicious’ (ASM211411v1: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-
hub/genome/GCF 002114115.1/),

Mapowanie do szlakéw metabolicznych bazy KEGG (Kyoto Encyclopedia for Genes and Genomes),

Walidacja i profilowanie DEG’s metoda RT-gPCR — 10 wytypowanych genéw o zréznicowanej ekspresiji.

InHort..
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/genome/GCF_002114115.1/

Temat badawczy 1

WYNIKI

v Wykonana ocena intensywnosci kwitnienia i owocowania potwierdzita, ze z populacji 696 siewek zakwitto i zaowocowato
605 roslin, czyli 86,9% z catej populacji siewek.

v" W trzecim roku oceny zaobserwowano objawy porazenia lisci i pedéw roslin, tzn. obserwowano na tych organach
roslinnych bialy, mgczysty nalot w przypadku maczniaka jabtoni (332 rosliny, czyli 47,7% z catej populacji siewek) i ciemno-
oliwkowe plamy pokryte aksamithym nalotem na gérnej stronie lisci w przypadku parcha jabtoni (2 rosliny, czyli 0,3% z
catej populacji siewek).

v" W badanej populacji siewek nie obserwowano objawéw zarazy ogniowej.

Ocena wygladu (atrakcyjnosci), smaku, wielkosci, ksztattu i barwy migzszu owocéw

(Skierniewice, 2025)
_ _ Wyglad Smak Wielkos¢ Ksztatt Barwa miazszu

Numer siewki (1-5) (1-5) (1-9) (1-7) (1-6)
Free Redstar 4 4 7 2 1
Trinity 4 3 6 6 6

Nr 12 3 4 4 6 6

Nr 16 4 4 3 7 6

Nr 24 4 4 4 6 6

Nr 31 5 4 6 2 6

Nr 45 4 3 5 7 6

Objasnienia:

» wyglad (atrakcyjnos¢) owocow (1-5): 1-mato atrakcyjne, 5-bardzo atrakcyjne,

smak owocéw (1-5): 1-mato smaczne, 5-bardzo smaczne,

wielko$¢é owocéw (1-9): 1-bardzo mate, 2-bardzo mate do matych, 3-mate, 4-mate do srednich, 5-$rednie, 6-Srednie do duzych, 7-duze, 8-duze do bardzo duzych, 9-bardzo duze,
ksztatt owocow (1-7): 1-cylindryczny wciety, 2-stozkowaty, 3-jajowaty, 4-walcowaty, 5-elipsoidalny, 6-kulisty, 7-kulisty sptaszczony,

barwa miazszu (1-6): 1-biata, 2-kremowa, 3-z6ttawa, 4-zielonkawa, 5-rézowawa, 6-czerwonawa.

Y V V VY
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‘ Temat badawczy 2 WYN I KI

v Na odrebnych mapach genetycznych form rodzicielskich (2025 r.) zidentyfikowano 558 alleli segregujach

v 240 z nich pochodzito od odmiany ‘Trinity’, 268 — z genomu odmiany ‘Free Redstar’i 281 — z genomoéw obu form

rodzicielskich

“Trinity’: 11 LG, 48 loci, 353 cM (przedstawmnofragment)

‘Free Redstar’: 5 LG, 25 loci, 144 cM (fragment)
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Sporzadzono zintegrowana mape genetyczna Chr. X i XVI dila obu odmian (2022-2025)

‘Trinity’ ‘Free Redstar’

v' Charakterystytka uzyskanych map
genetycznych (fragment):

» mapa genomu odmiany ‘Trinity’ zawiera 8
grup sprzezen (LG, ang. linkagegroups)
pokrywajacych 499 cM genomu jabtoni

» mapa genomu odmiany ‘Free Redstar’
zawiera 8 grupy sprzezen, na ktérych
zidentyfikowano pokrywajacych 856 cM

jej genomu.
InHort..
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Temat badawczy 3

WYNIKI

Procent porazenia pedow po inokulacji zawiesing wysoko wirulentnego dzikiego szczepu bakterii Erwinia amylovora Ea 659 (Skierniewice, 2025)

Genotyp Procent pora!ienia pe'c'iéw Procent pora?enia pefiéw Procent porgienia pe'clzléw
(2 tyg. po inokulacji) (4 tyg. po inokulaciji) (6 tyg. po inokulaciji)
Idared 13,72+1,23b 56,92+17,73c 56,92+17,73c
Trinity 17,66+2,46b 85,80+12,71d 86,89+13,37d
Free Redstar 2,66+0,74a 2,66+0,74a 2,66+0,74a
Nr 39 7,64+4,69a 31,06+18,02b 32,25+18,54b
Nr 448 2,73+0,49a 14,76+8,00ab 14,76+8,00ab
Nr 113 3,80+0,66a 25,40+7,03ab 26,06+6,76ab
Nr 66 3,63+1,50a 12,35+7,14ab 13,75+9,01ab
Nr 414 16,41+10,40b 81,56+29,28d 82,41+29,57d

Srednie oznaczone ta sama litera nie réznia sie istotnie wedtug testu NEWMAN - KEULS'A przy 0.=0,05

Temat badawczy 4

Dla pieciu genotypéw mieszancowych wytwarzajacych jabtka o czerwonym migzszu oceniono podstawowe parametry fizykochemiczne
skolekcjonowanych owocow (jedrnosé, ekstrakt i kwasowos¢) oraz zawartosé sktadnikéw bioaktywnych
(antocyjany i kwas askorbinowy) (Skierniewice, 2025)

Jedrnos¢* [N] Kwasowos¢é Antocyjan Kwas
Numer siewki “ear Ekstrakt [Brix] . yiany askorbinowy
x (min.—max.) g/100g ogoétem mg/100g
mg/100g
Nr 12 81,8 (63,5-97,2) 11,2 1,05 11,7 7,4
Nr 16 121,4 (100,3 -133,7) 12,4 1,47 17,7 12,1
Nr 24 78,2 (57,9 - 93,5) 12,6 1,26 14,5 9,9
Nr 31 106,9 (89,5 -120,8) 11,1 0,93 19,7 8,0
Nr 45 70,3 (44,5-97,9) 12,0 1,80 18,2 16,4

* x — warto$é srednia z 15 pomiaréw; (min. — max.) — przedziat warto$ci minimalnej i maksymalnej jedrnosci.
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Temat badawczy 5 WYN I KI InHort ll
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Temat badawczy 6 WYN I KI

Analiza ré6znicowa genéw (DEG’s) zidentyfikowanych dla ukladu eksperymentalnego
RNAseq (‘Free Redstar’ vs. ‘Trinity’) — zmapowanych na genom referencyjny Malus

Baza sekwencji: 28 G danych sekwencji, - 7 065 (DEGs zidentyfikowanych. -1 153 geny wykazywato ekspresje w gore
(FC22),a759 w dét (FC < -2)
funkcja molekularna (MF), umozliwita wykrycie istotnej grupy genéw
odpowiednio: n = 3064 w obrebie proceséw bilogicznych a)(BP), n =
488 w obrebie komponenty komérkowe b)(CC) i n = 860 w kategorii
czynniki transkrypcyjen c)(MF).
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Przyktadowe profile ekspresji genoéw o rozpoznaej funkcji i
zweryfikowanym typie regulacji w testach RNAseq i qPCR -
przeprowadzone na matrycach RNA z owocdéw dojrzafych
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Wytypowane geny wykazaly korelacje genotypowo-fenotypowa tj: istotng aktywnosé w genomach siewek produkujacych

owoce o0 czerwonym migzszu. Moga mie¢ wptyw na regulacje cechy czerwonej barwy migzszu owocoéw jabtoni. InHort“
8

INSTYTUT OGRODNICTWA




INSTYTUT OGRODNICTWA .

v' Badane genotypy/siewki jabloni réznig sie pod wzgledem sily wzrostu, wyrazonej srednica pedu przewodnikowego (w mm). Genotypy
rodzicielskie (‘Trinity’ i ‘Free Redstar’) uzyte w programie krzyzowan moga przyczynic¢ sie do poprawy lub pogorszenia sity wzrostu u potomstwa
oraz modyfikowaé zdolnos¢ do obfitego lub stabszego kwitnienia i owocowania siewek jabtoni.

Temat badawczy 1

v' Genotypy rodzicielskie jabtoni moga takze warunkowac zwiekszenie lub obnizenie podatnosci na parcha i maczniaka jabtoni oraz zaraze ogniowa
u siewek jabtoni.

Temat badawczy 2

v' Uzyskana mapa genetyczna dla odmian ‘Trinity’ (wytwarza owoce o czerwonym miazszu) i ‘Free Redstar’ (produkuje owoce o bialym miagzszu),
bedzie przydatna do dalszej identyfikacji regionéw genoméw Malus, regulujacych ceche barwy migzszu owocéw jabtoni.

v" Uzyskane w wyniku mapowania interwalowego grupy sprzezen LG wykazaly istotng homologie do chromosoméw X i XVI genomu Malus.
Temat badawczy 3
v Wstepne wyniki badan pokazuja, ze rosliny badanych genotypéw jabtoni réznia sie znaczaco pod wzgledem podatnosci na zaraze ogniowa.

v" Najmniej porazonych pedoéw po inokulacji zawiesing wysoko wirulentnego dzikiego szczepu bakterii Erwinia amylovora Ea 659 obserwowano
u odmiany ‘Free Redstar’ oraz klonéw Nr 66 i Nr 448.

v" Nowo wyselekcjonowane klony Nr 113 i Nr 39 odznaczaty sie $rednig wrazliwoscig na czynnik chorobotwérczy.
v" Najbardziej podatne okazaty sie odmiany ‘Trinity’ i ‘ldared’ oraz klon Nr 414.
Temat badawczy 4

v Wstepne wyniki badan pokazuja, ze badane owoce genotypow jabtoni nie réznig sie znaczaco pod wzgledem zawartosci antocyjanow,
Z wyjatkiem genotypu Nr 12, ktoéry wykazuje nizsze zawartosci barwnika czerwonego.

v" Wyniki potwierdzily, ze genotypy jablek czerwonomiazszowych wykazuja wyzsza kwasowos¢ (powyzej 0,93%) niz owoce o biatym miazszu.
v' Genotypy Nr 45i Nr 16 wykazujg najwyzsze wartosci skladu zaréwno cech podstawowych, jak i bioaktywnych sposréd 5 badanych genotypow.
Temat badawczy 5

v' Wyniki badan potwierdzaja przydatnos¢ metody analizy obrazu i zastosowanie modelu RGB jako wlasciwe narzedzie do poréwnania barwy
migzszu 5 genotypow jabtoni wyselekcjonowanych z populacji segregujacej ‘Trinity’ x ‘Free Redstar’ oraz do wyznaczenia indeksu
poréwnawczego migzszu.

v' Sposréd analizowanych genotypéw najwyzsze parametry w kontekscie barwy skoérki obserwowano u genotypu Nr 16, a migzszu u genotypu
Nr 45.

Temat badawczy 6
v' Wszystkie zidentyfikowane geny wykazaly identyczny typ regulacji w gére (up-regulation) w owocach odmiany czerwono-migzszowej ‘Trinity’.

v' Trzy wytypowane geny: CYP865B1, MDR-TAP, F3Mo (koduja odpowiednio: biatko cytochromu B, biatko transportera B oraz monooksygenaze
flawonoidu) wykazaly istotne sprzezenie z cecha czerwonej barwy migzszu owocéw.
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Ocena wybranych cech uzytkowy k jabloni Malus domestica
Borkh.) w populacji segregujace] Trinity’ x ‘Free Redstar'

Ocena wybranych eech uzytkowych siewek jabloni (Malus domestica
Borkh.) w populacji segregujgeej “Trinity’ * ‘Free Redstar'

MARIUSZ LENANDOWSKT, SYLWIA KELLER-PRZYBYLKOWICZ,
AGNIESZKA WALENCIK, KRZYSZIOF STROJNY, KATARZYNA TRZASKA

Evaluation of selected agronomic traits of apple seedlings
(Malus domestica Borkh.) in the ‘Trinity' % ‘Free Redstar’
segregating population
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