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Czy cel zostat
zrealizowany

L.p. Cele projektu w 2024 roku

Ocena podatnosci na porazenie grzybem Venturia inaequalis tetraploidalnych Tak
klonoéw jabtoni w odniesieniu do ich diploidalnych genotypow wyjsciowych.
Ocena podatnosci na porazenie Erwinia amylovora tetraploidalnych klonéw

o . L - Tak
jabtoni w odniesieniu do ich diploidalnych genotypow wyjsciowych. a

Poréwnanie aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych oraz badanie zawartosci
3 proliny i dialdehydu malonowego (MDA) w liciach diploidow i tetraploidéw Tak
jabtoni inokulowanych Venturia inaequalis.

Analiza ekspresji gendw zwigzanych z odpowiedzig na stresy biotyczne w

: o . . . Tak
lisciach diploidow i tetraploidow jabtoni inokulowanych Venturia inaequalis. a

Analiza réznic fenotypowych pomiedzy tetraploidami jabtoni a ich diploidalnymi
5 odmianami wyjsciowymi — polowa ocena kwitnienia, owocowania oraz sity Tak
wzrostu roslin.

Ocena mozliwosci krzyzowania tetraploidalnych klonéw jabtoni z odmianami

o . Tak
6 diploidalnymi. a
7 Ocena fenotypowa siewek otrzymanych z programu krzyzowan z udziatem Tak
autotetraploidow jabtoni pod katem sity wzrostu i parametréw morfologicznych.
3 Ocena wielkosci genomu, analiza liczby chromosomow oraz analiza obecnosci Tak

markeréw odpornosci na parcha w genotypach hybrydowych.
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MATERIALY | METODY

Temat badawczy 1 i 2. Badanie reakcji odpornosciowych tetraploidéw jabtoni w

odpowiedzi na porazenie grzybem Venturia inaequalis i bakterig Erwinia amylovora.

» Ocena podatnosci klonéw tetraploidalnych i diploidalnych odmian jabtoni na porazenie
przez parcha jabtoniowego i zaraze ogniowg po sztucznej inokulacji patogenami.

Temat badawczy 3 i 4. Poréwnanie odpowiedzi tetraploidéw i diploidéw odmiany
‘Redchief’ na porazenie przez parcha jabloniowego na poziomie biochemicznym i
molekularnym .

» Oznaczenie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD), katalazy (CAT) i peroksydazy (POD) oraz badanie poziomu dialdehydu
malonowego (MDA) i proliny.

» Opracowanie starteréw i analiza metodg qPCR ekspresji genéw zwigzanych z reakcjg
roslin na stresy biotyczne: SOD, CAT, APX, GPX, PR1, PR2 i PAL.

Temat badawczy 5 i 6. Obserwacje fenotypowe tetraploidéw jabtoni w fazie
generatywnej i ocena ich zdolnosci do krzyzowania.

* Polowa ocena intensywnosci kwithienia i owocowania oraz terminu kwitnienia. s |
+ Badanie sity wzrostu roslin wkasnokorzeniowych i rosngcych na podktadce M.9 (pomiary
srednicy pnia).
» Ocena zywotnosci pytku i jego kietkowania na pozywkach i na znamieniu stupka oraz
przerastania tagiewki pytkowej w kombinacjach krzyzowan z udziatem tetraploidéw. evia Zaven

asums
s s

* Przeprowadzenie programu krzyzowan z udziatem tetraploidéw.

il L e
E3 W

Temat badawczy 7 i 8. Ocena fenotypowa i genetyczna siewek uzyskanych z
krzyzowan interploidalnych.

1. Ocena sity wzrostu, zawartosci chlorofilu oraz dlugosci i gestosci aparatow szparkowych
siewek mieszancowych.

2. Cytometryczna analiza poziomu ploidalnosci i wielkosci genomu oraz analiza liczby :E :

chromosomow siewek.
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WYNIKI

Temat badawczy 1. Badanie reakcji odpornosciowych autotetraploidow w odpowiedzi na porazenie grzybem
Venturia inaequalis.

Temat badawczy 2. Badanie reakcji odpornosciowych autotetraploidow w odpowiedzi na porazenie Erwinia
amylovora.

* Na skutek poliploidyzacji jabtoni mozna uzyskaC genotypy [SEUCLT Stopieri porazenia pedéw
charakteryzujgce sie mniejszg podatnoscig na parcha jabtoniowego i
zaraze ogniowg niz diploidalne odmiany wyjsciowe.

przez V. inaequalis

., . .. . . . ‘Lobo’ 2x (odm. referencyjna) 3,7cd
 Stopien podatnosci na porazenie przez parcha jabtoniowego i zaraze

ogniowa rézni sie u poszczegdlnych klondw tetraploidalnych — ‘Gala Must’ 2x 0l

pochodzacych od tej samej odmiany. ‘Gala Must’ 4x-1 2,9 bed

‘Gala Must’ 4x-4 3,2 bcd

Stopien porazenia pedow przez zaraze ogniowa (%) . ,
Genotyp Gala Must’ 4x-13 2,0 be
Po 4 dniach Po 11 dniach Po 18 dniach ‘Pinova’ 2x 21bc

‘Najdared’ 2x

(odm. referencyjna) 18,8 a 54,5 a 67,2 a Pinova’ 4x-3 59
‘Redchief’ 2x 12,0a 31,7 ab 45,2 ab ‘Pinova’ 4x-4 03a
lRfedchifaf 4x-25 16,2 a 36,0 ab 44,5 ab Pinova’ 4x-16 0,0a
Pinova’ 2x 3,2a 10,6 b 21,0ab Redehief 2 i1d
‘Pinova’ 4x-3 2,1a 10,8 b 12,0b Redchief” 2x ’
‘Pinova’ 4x-4 8,9 14,0 20,3 ‘Redchief” 4x-5 2,3 bcd
‘Redchief’ 4x-8 0,2a
‘Redchief’ 4x-13 1,7b

Rosliny
inokulowane
Venturia

inaequalis. Rosliny zakazane bakterig

Erwinia amylovora. InHort -.
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WYNIKI

Temat badawczy 3. Analiza biochemicznych markeréw reakcji na czynniki stresowe abiotyczne i biotyczne (parch
jabtoni).

* Aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych oraz zawartos¢ proliny i MDA wzrasta po Prolina
inokulacji zarodnikami V. inaequalis zaréwno u diploidéw jak i tetraploidow jabfoni

odmiany ‘Redchief’. 4
oz q e . . L, . . 3,5
+ U tetraploidow ‘Redchief’ inokulowanych V. inaequalis aktywnos¢ wszystkich .3 c ¢
badanych enzymoéw antyoksydacyjnych oraz poziom proliny byt wyzszy natomiast % 25
poziom MDA — nizszy niz u diploidéw tej odmiany. £ 2
15
* Poliploidyzacja u jabtoni prowadzi do uzyskania genotypow charakteryzujgcych sie 1
lepszymi zdolnosciami przystosowawczymi do warunkéw stresowych niz diploidalne 0’3 ll
genotypy wyjsciowe.
Termin
B L. Aktywnos¢ dysmutazy MDA
Aktywnos¢ katalazy (CAT) Aktywno$¢ peroksydazy (POD) ponadtlenkowej (SOD) 4
300 3500 a
14
3,5
3000 a
250 b 12 3 b
b 2500 b o ab be bc
200 © o L 25
e : oo clff ) 2 9 e
S 150 = 2 de cde = de
E. dd & 1500 g ¢ Z 6 . ? 15 e
@ <
g 100 < w0 3, 1
50 500 II 5 0,5
0 0 0 0
od 3 d 154 od 3d d  15d od - 7d 15d
Termin Termin Term{r(wj 15 fermin
I diploid odmiany ‘Redchief’ (2x)
tetraploid odmiany ‘Redchief’ (4x-25) n ort -.
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Temat badawczy 4. Analiza molekularnych mechanizméw odpornosciowych autotetraploidéow na stresy abiotyczne
i biotyczne (parch jabtoni).

» Opracowano sekwencje starterow do analizy ekspresji genéw zwigzanych z reakcjg na stresy biotyczne u jabtoni i zoptymalizowano

warunki reakcji qPCR z wykorzystaniem tych starterow.

» Inokulacja drzewek jabfoni zarodnikami V. inaequalis powoduje wzrost poziomu ekspresji gendw zwigzanych z mechanizmami
obronnymi zaréwno u form diploidalnych jak i tetraploidalnych jabtoni odmiany ‘Redchief’.

» Klon tetraploidalny ‘Redchief’ 4x-25 po inokulacji zarodnikami V. inaequalis nie wykazuje wyzszego poziomu ekspresji genow
zwigzanych z mechanizmami obronnymi niz diploidalna odmiana wyjsciowa.
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Testowanie  starteréw do  analiz  gPCR: rozdziat
elektroforetyczny produktow reakcji RT-PCR ze starterami
komplementarnymi do genéw PR5 i PR14 na matrycy cDNA z
jabtoni ‘Redchief’ i ‘Free Redstar’, M - wzorzec wielkosci DNA.
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WYNIKI

Temat badawczy 5. Ocena fenotypowa autotetraploidéw jabtoni w fazie generatywnej.

* Na podstawie oceny pola porzecznego przekroju pnia
(PPPP) wykazano, ze sita wzrostu klonéw tetraploidalnych
rosngcych na wiasnych korzeniach jest znacznie
ograniczona w poréwnaniu z ich diploidalnymi odmianami
wyjsciowymi.

+ Zaszczepienie jabtoni na podkfadce M.9 powoduje
ograniczenie wzrostu u diploidéw  wszystkich badanych
odmian, natomiast polepsza wzrost roslin tetraploidalnych
‘Redchief’ i ‘Pinova’.

« Formy diploidalne jabtoni kwitty obficiej niz tetraploidy, co
Swiadczy o wydluzonej fazie juwenilnej u klonéw
tetraploidalnych.

* Poliploidyzacja powoduje opoznienie zakwitania roslin w
ciggu sezonu wegetacyjnego o 2-6 dni.
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Temat badawczy 6. Ocena zdolnosci do krzyzowania autotetraploidalnych klonéw jabtoni.
* Krzyzowania miedzy genotypami diploidainymi jabtoni sg
efektywniejsze niz krzyzowania z udziatem tetraploidéw. ST
* Efektywno$¢ krzyzowan interploidalnych jabtoni jest zalezna od
poziomu ploidalnosci genotypu matecznego — bardziej efektywne sag
100 320 460

krzyzowania, gdy genotyp mateczny jest diploidem. I(‘icit))a PEITYEHET LiRion
szt.

* W zaleznosci od uzytych genotypéw rodzicielskich, w réznych [jczha otrzymanych owocéw

kombinacjach krzyzowan obserwuje sig¢ réznice w intensywnosci (sz) 37 = 1
kietkowania ziaren pytku i wnikania fagiewek pytkowych do 9 wytworzonych owocow w
poszczegolnych czesci stupka. odniesieniu  do liczby 37,0 10,9 2,2

zapylonych kwiatéw

Kietkowanie pytku Liczba dobytych nasion
i przerastanie (szt) wydobyty 298 89 34

tagiewek przez Sredni i .
znamie stupka. rednia Iliczna nasion W 8.1 25 3,4
owocu

Niekietkujgce
ziarna pytku
na znamieniu
stupka.

Temat badawczy 7. Ocena fenotypowa siewek uzyskanych z krzyzowan z udziatem autotetraploidéw jabtoni.

Powierzchnia licia (cm?)

* Krzyzowania interploidalne pomiedzy formami = si20 =—
tetraploidalnymi i diploidalnymi jabloni pozwalajg na 7 == 60
uzyskanie zywotnych siewek. so2022 20
. . . o . . $5/2022 __ 40
+ Siewki uzyskane z krzyzowan interploidalnych z udziatem  ss202 == 30
tetraploidéw odmian ‘Pinova’ i ‘Free Redstar’ charakteryzujg ... so—— 20

. - . Vs . . Vs . j—

sie duzg zmiennoscig pod wzgledem sity wzrostu, zawartosSci  siz/x02 Em———— 10
S13/2022 0

chlorofilu oraz wielkosci i gestosci aparatow szparkowych.

=T

o

50 100

B Wysokos¢ pedu przewodnikowego (cm) B Srednica pedu przewodnikowego (mm)

$1/2022
$2/2022
$3/2022
$4/2022
$5/2022
$8/2022
$9/2022
$10/2022
$12/2022
$13/2022

Ocena fenotypowa siewek z krzyzowania ‘Pinova’ 2x x ‘Free Redstar’ 4x-3.

Aparaty szparkowe triploidalnej siewki In Hort
mieszancowej S1/2021 oraz jej genotypow -.

rodzicielskich INsTYTUT oGrooNicTwA [
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Temat badawczy 8. Potwierdzenie statusu mieszanca siewek uzyskanych z krzyzowan z udzialem autotetraploidéw.

Region | Catkowita
Vm liczba
(Rvi5) allelei

Analiza zawartosci jgdrowego DNA oraz liczby chromosomoéw Numer Region Region
. . i . e DX ) ‘ iewki/odmiana . Vbj

siewek mieszancowych z krzyzowania ‘Pinova’ 2x x ‘Free s'e“’d e vf(Rvi) | o2
Redstar’ 4x-3 potwierdzita, ze uzyskane siewki sg triploidami. —— (Rvi17)

Region
Vr (Rvi3)

$1/2022 12 6 3 2 23

* Na skutek zwiekszenia poziomu ploidalnosci, u triploidalnych $2/2022 10 7 o 3 23

genotypéw mieszancowych nastepuje zwiekszenie liczby alleli $3/2022 10 8 3 2 23

odpornoéci na parcha jabtoniowego w poréwnaniu do odmian $4/2022 1 8 3 3 25

rodzicielskich. E i 5 . 2 -

$8/2022 10 8 3 2 23

2C DNA (pg) $10/2022 12 6 3 3 21

159 o $12/2022 11 8 1 3 23

4 $13/2022 10 8 3 3 24

‘Free Redstar’ 4x-3 3,18 4x ‘Free Redstar’ 8 5 1 2 16

$4/2022 2,44 3x 10 6 3 2 21
$5/2022 2,49 3x

58/2022 2’45 3x M12 345 67 8 9101112M

$9/2022 2,31 3x
$10/2022 2,39 3x

s [

2
Zea mays 2 M1 2 3 456 7 8 9 1011 12 M
Lea mays

Zdjecia chromosomow
triploidalnych genotypow
mieszancowych jabtoni.

Histogramy analizy cytometrycznej
. siewki S9/2022 uzyskanej z
krzyzowania ‘Pinova’ 2x x ‘Free

2C e e Redstar’ 4x-3 oraz jej genotypdw Produkty uzyskane w reakcji PCR ze starterami: ACS-9 I H
“ e fame rodzicielskich. (specyficzny dla genu Rvi6) i TO6 (specyficzny dla genu n or
R . . Rvill). INSTYTUT OGRODNICTWA




Wykaz publikacji wynikéw projektu w 2024 r.

Doniesienia konferencyjne:

1. Marat M., Wojcik D., Marasek-Ciotakowska A., Lewandowski M., Podwyszynska M. “Use
of tetraploid forms of apple in breeding and evaluation of progeny seedlings”, 5t
European Horticultural Congress, Symposium 08: Genetic Resources in Hoticulture:
Screening, Propagation, Use, and Conservation. Bukareszt, Rumunia, 12-16 maja 2024
r. (poster).

2. Wojcik D., Marat M., Keller-Przybytkowicz S., Marasek-Ciotakowska A., Lewandowski M.,
Podwyszynska M. “Badania nad wykorzystaniem tetraploidéw jabtoni w hodowli
odpornosciowej”’, Ogodlnopolska Konferencja Naukowa ,Innowacyjne ogrodnictwo
zrodtem produktow wysokiej jakosci”, Lublin, 4-6 czerwca 2024 r. (poster)

3. Marat M., Wo¢jcik D., Broniarek-Niemiec A. “Badanie reakcji odpornosciowych
tetraploidow jabtoni na porazenie grzybem Venturia inaequalis” (,Research on resistant
reaction of apple tetraploids to infection with fungus Venturia inaequalis”), Dni Mtodego
Naukowca 2024, IHAR-PIB, Radzikéw, 24-25 pazdziernika 2024 r. (poster)

InHort..

INSTYTUT OGRODNICTWA



