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ARTYKUL PRZEGLADOWY

Postepy w hodowli odpornosciowej jabtoni na zaraze ogniowg

Progress in apple breeding for resistance to fire blight

Sylwia Keller-Przybytkowicz®, Mariusz Lewandowski®, Piotr Sobiczewski*

Streszczenie

W pracy przedstawiono najwazniejsze zagadnienia dotyczgce hodowli odpornosciowej jabtoni na zaraze ogniowa stwarzajacej ogromne
mozliwosci zwiekszenia efektywnosci produkcji jabtek bez uzycia innych metod ochrony, w tym metody chemicznej. Fenotypowa ocene
podatnosci genotypdw jabtoni na chorobe prowadzi sie w oparciu o obserwacje wystepowania objawdéw w warunkach polowych i/lub
obiektach zamknietych np. w szklarni. Narzedziem przyspieszajgcym proces hodowli sg metody biologii molekularnej, w tym identyfika-
cja markeréw odpornosci oraz biotechnologia. W programach hodowlanych prowadzonych w réznych osrodkach na swiecie wykorzystuje
sie dzikie gatunki rodzaju Malus oraz uprawiane odmiany jabtoni. Wyhodowano juz podktadki jabtoni z bardzo wysoka odpornoscig na
zaraze ogniowq (USA) oraz szereg odmian parchoodpornych wykazujgcych réwniez wysokg odpornosc na chorobe (Niemcy, Szwajcaria).
W Polsce w ostatnich latach wyhodowano dwa genotypy jabtoni, odmiane Early Szampion i klon nr 69 (J-2003-05), charakteryzujace sie
bardzo wysoka odpornoscig oraz wytwarzajgce atrakcyjne i smaczne owoce. Oba genotypy majg perspektywe wykorzystania w progra-
mach hodowlanych i nasadzeniach produkcyjnych.

Stowa kluczowe: Erwinia amylovora, ocena fenotypowa, Zzrédta odpornosci, molekularne markery odpornosci, biotechnologia

Abstract

The paper presents the most important issues concerning the breeding of apple trees resistant to fire blight, which creates great op-
portunities to increase the efficiency of apple fruit production without the use of other protection methods, including the chemical
treatment. The phenotypic assessment of susceptibility of apple genotypes to the disease is based on observations on the occurrence of
symptoms in field and/or closed facilities, e.g. in the greenhouse. Molecular biology methods, including identification of resistance mark-
ers, and biotechnology are valuable tools to accelerate the breeding process. Breeding programs conducted in various research centers
around the world use wild species of the genus Malus and commercial cultivars of apple. Apple rootstocks with very high resistance
to fire blight (USA) and a number of scab-resistant cultivars, also showing high resistance to the disease (Germany, Switzerland) have
already been bred. In recent years cultivar Early Szampion and clone No. 69 (J-2003-05) have been bred in Poland. Both genotypes are
characterized by a very high resistance, and produce attractive tasty fruit. They have the prospect of being used in breeding programs
and commercial plantings.
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Wstep / Introduction

Zaraza ogniowa powodowana przez bakteri¢ FErwinia
amylovora, byta pierwszg wykryta bakteryjna chorobg ro-
$lin. Pod koniec XVIII wieku zaobserwowano w poblizu
Nowego Jorku masowe zamieranie drzew jabtoni, gruszy
i pigwy, gtownie odmian sprowadzanych przez emigrantow
z Europy. W tym czasie nie znano jeszcze bakterii jako
patogendéw roslin, a zauwazone objawy przypisywano roz-
nym czynnikom, w tym szkodliwym owadom, wytadowa-
niom atmosferycznym, ztemu sokowi, uszkodzeniom mro-
zowym czy karze boskiej. Dopiero w 1878 roku Amerykanin
Thomas Burrill pracujacy na Uniwersytecie stanu Illinois
stwierdzil, ze w §luzowatym wycieku towarzyszacym ne-
krozom i zgorzelom na gruszach, wystepuja zywe bakterie.
Dwa lata pdzniej wykazat, ze wprowadzenie tego wycieku
do zdrowych drzew jabtoni i gruszy powodowalo typowe
objawy zarazy ogniowej. Jej sprawce nazwal Micrococcus
amylovorus. Thomas Burrill nie wyizolowal jednak bakterii
na sztuczng pozywke w czystej kulturze. Uczynit to dopie-
ro kilka lat p6zniej Joseph Arthur, ktéry wykonal na Uni-
wersytecie Cornella w Ithaca w stanie Nowy Jork, pierwsza
w historii prace doktorska na temat zarazy ogniowej (van
der Zwet i wsp. 2012).

Zaraza ogniowa nalezy do najbardziej szkodliwych cho-
rob jabtoni, gruszy i ponad 130 gatunkéw roslin z rodziny
r6zowatych (Rosaceae Juss.) (Vanneste 2000; van der Zwet
i wsp. 2012). Wystepuje w co najmniej 65 krajach powo-
dujac straty o znaczeniu gospodarczym (EPPO data base
2020). Atakuje wszystkie organy nadziemnej czgsci roslin,
a najbardziej podatne sg kwiaty i mtode pedy. Powstaja-
ce nekrozy i zgorzele nierzadko prowadza do zamierania
catych ro$lin. Wystepowanie choroby jest nieregularne
i zalezy glownie od wspoétdziatania takich czynnikow, jak:
wielko$¢ zrodta infekcji, podatno$¢ rosliny oraz warunki
srodowiska, zwlaszcza przebieg pogody w sezonie wegeta-
cyjnym. W niektore lata szkodliwo$¢ zarazy ogniowej jest
bardzo duza, w inne wystepuje na ograniczonym obszarze
i w niewielkim nasileniu.

Ochrona roslin przed choroba obejmuje integracje rdz-
nych metod, w tym chemicznej, agrotechnicznej i biolo-
gicznej. Jest ukierunkowana na eliminacj¢ zrodta infekcji,
zapobieganie infekcji oraz obnizenie podatnosci roslin na
chorobe (Psallidas i Tsiantos 2000; Steiner 2000; Norelli
i wsp. 2003; Sobiczewski 2011; A¢imovi¢ i wsp. 2015).
Asortyment chemicznych $rodkéw ochrony roslin jest jed-
nak bardzo maty i gtownie oparty na zwigzkach miedzi dzia-
ajacych prawie wylacznie powierzchniowo i zapobiegaw-
czo. Ponadto preparaty miedziowe moga by¢ fitotoksyczne
powodujac ordzawienia owocoéw i liSci. Istnieja réwniez
obawy przed akumulacja miedzi w glebie i jej szkodliwym
wplywem na zasiedlajace glebe organizmy. Na forum Unii
Europejskiej rozwaza si¢ ograniczenie stosowania miedzi
w ochronie ro$lin (Lamichhane i wsp. 2018).

W niektorych krajach do walki z choroba zarejestro-
wane sa antybiotyki i fungicydy oparte na fosetylu glinu
(Psallidas i Tsiantos 2000; Stockwell i Duffy 2012; Schoofs
i wsp. 2014). Stosowanie streptomycyny, Srodka ktory jest
bardzo skuteczny przeciwko zarazie ogniowej, stwarza jed-
nak zagrozenia, m.in. indukcji opornosci na ten antybiotyk
bakterii E. amylovora oraz innych bakterii np. patogenow
ludzkich i zwierzgcych, a takze ma negatywny wplyw na
srodowisko (Ac¢imovi¢ i wsp. 2015). Dlatego prawodaw-
stwo Unii Europejskiej zabrania stosowania antybioty-
kéw w ochronie roslin (Dyrektywa 2004/129/EC). Godne
rozwazenia jest uzycie induktorow odpornosci roslin na
chorobe np. opartych na proheksadionie wapnia (Rega-
lis, Apogee), a takze biopreparatow na bazie bakterii czy
drozdzy np. Blossom Protect (Norelli i wsp. 2003; Sobi-
czewski 1 Buban 2004; McGrath i wsp. 2009; van der Zwet
i wsp. 2012).

Ze wzgledu na to, ze zadna z wymienionych metod
nie jest w petni skuteczna, duze perspektywy upatruje si¢
w hodowli odpornos$ciowej jabtoni. Zapoczatkowano ja
w drugiej potowie XIX wieku w Stanach Zjednoczonych.
Obok obserwacji podatnosci uprawianych odmian jabtoni,
organizowane sg wyprawy naukowe do Europy, Azji i na
Bliski Wschod, w celu poszukiwania zrodet odpornosci
i zebrania genotypow charakteryzujacych si¢ wyzsza odpor-
noscia na zaraz¢ ogniowa (Norelli i wsp. 2003; Peil i wsp.
2009, 2020; Kellerhals i wsp. 2011, 2017; van der Zwet
i wsp. 2012).

Fenotypowa ocena podatnosci genotypow jabtoni
/ Phenotypic assessment of susceptibility of apple
genotypes

Celem hodowli nowych odmian jabtoni, podobnie jak in-
nych gatunkéw roslin sadowniczych, jest wytworzenie
genotypow bardziej wartosciowych pod wzgledem uty-
litarnym w stosunku do istniejacych. Odbywa si¢ ono
poprzez kontrolowane krzyzowanie form rodzicielskich
o uprzednio rozpoznanych cechach. W programach hodow-
lanych realizowanych w réznych osrodkach naukowych na
$wiecie znaczace miejsce zajmuje hodowla odpornosciowa
na choroby infekcyjne. W przypadku zarazy ogniowe;j fe-
notypowa ocen¢ podatnosci genotypdw jabloni na chorobe
prowadzi si¢ w oparciu o obserwacje wystgpowania ob-
jawow powstajacych w wyniku infekcji naturalnych i/lub
sztucznych inokulacji (Peil i wsp. 2009). W zaleznosci od
tego czy choroba wystepuje endemicznie czy sporadycznie,
a takze od prawnego statusu jej sprawcy, ocena taka jest pro-
wadzona w warunkach polowych i/lub kontrolowanych np.
w szklarni. W tym kontek$cie nalezy przypomnieé, ze Pol-
ska byta jednym z pierwszych krajow Europy kontynental-
nej, w ktorym wykryto zarazg (Sobiczewski i Suski 1988).
W roku 1966 jej ogniska stwierdzono takze w Holandii.
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Przez wiele lat bakteria E. amylovora miala status organi-
zmu kwarantannowego, co m.in. wigzato si¢ z wymogiem
eradykacji choroby oraz ré6znymi ograniczeniami w uprawie
i produkcji roslin—gospodarzy. Z czasem zaraza rozprze-
strzenita si¢ do nowych rejonow zaréowno w naszym kraju,
jak 1 na $wiecie, a prowadzone badania umozliwity pozna-
nie wielu istotnych aspektéw jej epidemiologii i opraco-
wanie bardziej skutecznych strategii zwalczania (Vanneste
2000; van der Zwet i wsp. 2012). Obecnie, w krajach Unii
Europejskiej E. amylovora jest zaliczania do regulowanych
organizmow niekwarantannowych (Sobiczewski i Bielicki
2022).

W ocenie podatnosci jabtoni na zaraz¢ ogniowa pro-
wadzonej w warunkach polowych najczestszym obiek-
tem obserwacji sa objawy na kwiatach i mtodych pgdach
(przyrostach). Stosowane sa przy tym rézne skale porazenia
wyrazane w stopniach, w zalezno$ci od wielkosci uszko-
dzen. W przypadku pedéw wskaznikiem moze by¢ dlugosé
porazonej cze$ci w stosunku do catkowitej dlugosci pedu,
a kwiatow — porazenie poszczegélnych czgsci kwiatu.
W okreéleniu stopnia porazenia pomocne jest takze osza-
cowanie nasilenia choroby, czgsto wyrazane w procentach
oraz podanie liczby porazonych organow w stosunku do
wszystkich wystepujacych na roslinie, niezaleznie od stop-
nia ich porazenia (Lespinasse i Aldwinckle 2000; Dougherty
iwsp. 2021). Zaleta oceny polowej, prowadzonej zwtaszcza
przez kilka lat, jest uwzglednianie wptywu warunkéw §ro-
dowiskowych na wystgpowanie i rozwdj zarazy ogniowej.

W celu wyeliminowania zmiennosci zwigzanej z r6zna
wielkos$cig inokulum wystgpujacego w srodowisku stosu-
je si¢ inokulacje, najczes$ciej mtodych pedoéw. Generalnie
mniej uwagi zwraca si¢ na podatno$¢ kwiatdéw, chociaz — co
nalezy podkreslic — kwiaty sa najbardziej podatnym i naj-
cze¢sciej zakazanym przez E. amylovora organem jabtoni.
Na podstawie wynikow badan odmiany Gala, Thibaulti Le
Lezec (1990) wykazali staba korelacje miedzy podatnoscia
pedow i kwiatéw (0,25 <r < 0,44) (pedy — mato podatne,
kwiaty — wysoce podatne). Natomiast Kellerhals i wsp.
(2014) udowodnili na podstawie testdw z zastosowaniem
inokulacji pedéw jabtoni w szklarni oraz inokulacji kwia-
tow jabtoni w warunkach naturalnych, podobng podatnosé¢
tych organdéw u 9 genotypdéw jabtoni. Takze Peil i wsp.
(2019) wykazali, ze mechanizm odpornosci pedoéw i kwia-
tow jabloni na zaraze ogniowa jest taki sam, przynajmniej
w przypadku klonu jabtoni Mr5.

W programach hodowlanych wielu krajow, w tym
w Polsce, oceng podatnosci genotypow jabtoni wykonuje
si¢ w obiektach zamknigtych, w ktorych panuja warunki
sprzyjajace rozwojowi choroby. Pozwala to na wyselekcjo-
nowanie z duzym prawdopodobienstwem osobnikéw wy-
soce podatnych oraz wysoce odpornych, co potwierdzono
réwniez obserwacjami w warunkach naturalnych. Do oceny
fenotypowej wybiera si¢ mtode, wyrownane pedy w fazie

ich aktywnego wzrostu. Podatno$¢ pedow maleje bowiem
z ustaniem aktywnoS$ci miazgi (Sobiczewski i wsp. 2015;
Harshman i wsp. 2017). Oznacza to, ze pedy konczace
wzrost s3 mato podatne lub nawet w ogole niepodatne na
chorobg. W przeprowadzanych badaniach do oceny podat-
no$ci genotypow jabloni stosowana jest skala opracowana
we Francji (Le Lezec i wsp. 1997), ktdra jest takze uzywana
w innych krajach. W testach z uzyciem inokulacji bardzo
wazny jest rowniez wybor szczepu patogena. Poszczegol-
ne szczepy moga roznic si¢ wirulencja (Sobiczewski i wsp.
2008; Putawska i Sobiczewski 2012). Istnieje takze moz-
liwo$¢ réznej interakcji migdzy szczepami a genotypem
jabtoni (Norelli i wsp. 1984; Peil i wsp. 2011; Emeriewen
i wsp. 2019). Najczesciej do inokulacji stosuje si¢ jeden
wyselekcjonowany szczep, ale niektérzy badacze stosu-
ja mieszanke kilku szczepow. Stwierdzono jednak, ze taki
sposob nie zawsze daje oczekiwany efekt (Paulin i Lespi-
nasse 1990). Wirulencja szczepdéw wybranych do inokula-
cji decyduje o rozwoju choroby. Lee i wsp. (2010) badajac
6 szczepow E. amylovora wykazali, ze takie czynniki wiru-
lencji, jak produkcja amyloworanu, tworzenie biofilmu oraz
poziom rozmnazania bakterii na niedojrzatych jabtkach de-
terminowaly w ponad 70% zmiennos$¢ nasilenia choroby
na drzewkach jabtoni odmiany Gala. Norelli i wsp. (1984)
udowodnili r6zng wirulencje szczepdw w zalezno$ci od
inokulowanego genotypu. Wyniki uzyskane przez réznych
autorow moga dostarcza¢ réznych informacji. Harshman
i wsp. (2017) stwierdzili, ze niska korelacja migdzy podat-
noscia pedow Malus sieversii w warunkach szklarniowych
i polowych mogta by¢ zwigzana z zastosowaniem réznych
szczepow do inokulacji, zmieniajacymi si¢ warunkami $ro-
dowiskowymi oraz zbyt matlg liczba porazonych pedow,
ktore byty niejednorodne. Autorzy podkreslaja rowniez zna-
czenie wptywu warunkoéw srodowiskowych na skutecznosé
inokulacji. Na uwage zastuguja wyniki badan prowadzo-
nych w ramach projektu COST 864. Zarowno w Instytucie
Ogrodnictwa — Panstwowym Instytucie Badawczym (10 —
PIB) w Skierniewicach, jak i w Julius Kithn-Institut (JKI)
w Dreznie — Pillnitz (Niemcy) oceniano podatno$¢ pedow
mtodych drzewek jabtoni na zaraze¢ ogniowa w warunkach
szklarniowych. Sposréd wybranych 25 odmian i klonow
pochodzacych z sze$ciu krajow Unii Europejskiej (Belgia,
Niemcy, Polska, Szwajcaria, Szwecja i Wegry), 17 wykaza-
o taka sama lub podobng podatnos¢ w obu lokalizacjach,
pomimo ze inokulowano rozne organy (IO — PIB — pedy,
JKI — liscie), a takze stosowano rézne inokulum (IO — PIB
— jeden szczep, JKI — mieszanka trzech szczepow). Row-
niez porownawcza analiza znaczenia rodzaju inokulum te-
stowanego na pedach odmian o réznej podatno$ci (niskiej
— Enterprise 1 Free Redstar oraz wysokiej — Idared i Spar-
tan) z uzyciem powyzszych metod inokulacji wykazata brak
istotnych réznic w podatnosci poszczegdlnych odmian na
chorobe (Sobiczewski i wsp. 2015).
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Podatnosé odmian i podkiadek jabtoni z hodowli
klasycznej / Susceptibility of apple cultivars and
rootstocks from classical breeding

W ramach programu hodowlanego prowadzonego w Niem-
czech, parchoodporne odmiany oznaczone symbolem Re
(Realka, Reanda, Rebella, Regia, Regine, Remo, Rene,
Resi, Rewena) wykazaty takze wysoka odpornos¢ na zarazg
ogniowa, a ceche tg potwierdzono wieloletnimi badaniami
(Richter i Fischer 2002; Fischer i Richter 2004; Peil i wsp.
2009).

We wstepnych badaniach prowadzonych w Szwajcarii
wsrod 13 ocenianych odmian jabtoni, sze$§¢ bylo bardziej
podatnych niz uzyta dla poréwnania odmiana Gala, nato-
miast odmiana Schneiderapfel okazata si¢ najbardziej od-
porna (Szalatnay i wsp. 2009). Na podkreslenie zastuguje
takze odmiana Alant, charakteryzujaca si¢ bardzo wysoka
odpornoscia, porownywalna, a nawet wyzsza niz odmiana
Enterprise. Jest wykorzystywana w krzyzowaniach w celu
uzyskania nowych odmian o podwyzszonej odpornosci na
zaraz¢ ogniowa i wysokiej jakosci owocow (Kellerhals
i wsp. 2012). Program zaowocowal wyhodowaniem nowej
odmiany Ladina, wykazujacej odporno$¢ na parcha, tole-
rancje na zaraz¢ ogniowsg i wartosciowe cechy produkcyjne,
w tym wysoka jakos¢ owocow (Baumgartner i wsp. 2012;
Kellerhals i wsp. 2017). Odmiana ta pochodzi ze skrzyzo-
wania form rodzicielskich Topaz i Fuji, podatnych na zarazg
ogniowy.

Sposrod 69 odmian jabloni ocenianych w USA, niekto-
re okazaly si¢ wysoce odporne na parcha jabtoni i zarazg
ogniowa, np. Florina, Liberty i MacFree (Aldwinckle i wsp.
1999). Odmiany Liberty i Enterprise wykazaly najnizszy
procent zamierania pedow sposrdd 14 sztucznie zainoku-
lowanych odmian, testowanych w warunkach polowych
(Mohan i wsp. 2002). Jednak odmiany te nie sg uprawiane
na skale produkcyjna. Z drugiej strony na rynku jest wie-
le znaczacych odmian jabtoni charakteryzujacych si¢ niska
lub $rednia podatnoscia, np. Starkrimson, Boskoop, Golden
Spur, ale takze odmian wysoce podatnych na chorobg, np.
Braeburn, Gala, czy Jonagold (Lespinasse i Aldwinckle
2000; Kellerhals i wsp. 2012; Sobiczewski i wsp. 2015).
W badaniach przeprowadzonych we Francji, odporne na
parcha odmiany Priscilla, Perpetu-Evereste, Golden Gem
i Nova Easygro charakteryzowatly si¢ rowniez wysoka od-
pornoscig zarowno pedow, jak i kwiatow (Le Lezec 1 wsp.
1987).

Na uwage zashluguje opracowanie van der Zweta
i Keila (1979), ktérzy na podstawie dostepnej literatury ze-
stawili dane dotyczace podatnosci odmian jabloni (Malus
x domestica). 1 tak sposréd 193 odmian wprowadzonych
do uprawy przed rokiem 1920, okoto 28% wykazywalo
wysoka odporno$¢ na chorobg, a sposrdd 197 odmian uzy-
skanych w latach 19201978, 41% bylo rowniez wysoce
odpornych. Nalezy doda¢, ze wysoka podatnos¢ na zara-

z¢ ogniowa stwierdzono u kilku podktadek jabtoni (Cum-
mins i Aldwinckle 1983). Natomiast sposrdd 28 badanych
klonéw podktadek (serie Malling i Malling-Merion) tylko
dziewig¢ bylo mato podatnych, a podktadka M.9 okaza-
fa si¢ bardzo wysoce podatna. Z programu Stacji Geneva
uzyskano cztery podkladki wegetatywne (G65, G16, Gl11,
G30) charakteryzujace si¢ réznag sila wzrostu, a jedno-
czesnie bardzo wysoka odporno$ciag na zarazg ogniowa
(Norelli i wsp. 2002).

W latach 2007-2009, w ramach projektu COST Action
864, oceniano podatno$¢ tacznie 38 odmian i klonow jabto-
ni i wykazano, ze klony Pi-As 12.53 i Pi-As 50.74 (pocho-
dzace z Niemiec) oraz MR-10 (z Wegier) wykazaty bardzo
wysokg odporno$¢ na chorobg (Sobiczewski 1 wsp. 2015).
Stosujac metode inokulacji lisci, Kostick i wsp. (2019) oce-
niajac 94 odmiany jabtoni, w tym formy rodzicielskie uzy-
wane w hodowli, wykazali ze 16 z nich, m.in. Aurora Gol-
den Gala, Dolgo, Empire, Fireside, Frostbite, bylo $rednio
do bardzo wysoce odpornych na zaraz¢ ogniowa.

Ponadto w Czechach, na Wegrzech i w Polsce prowa-
dzi si¢ ocen¢ podatno$ci rodzimych genotypow. Badania
przeprowadzone w Czechach wykazaty, ze odmiana Sele-
na (Britemac x Prima), charakteryzujaca si¢ umiarkowa-
nym wzrostem, jest wysoce odporna na zarazg ogniowa
i przewyzsza odpornoscig wszystkie uprawiane w tym kraju
odmiany jabloni (Sillerova i wsp. 2014). Wsrod 11 lokal-
nych genotypoéw ocenianych na Wegrzech, odmiany Ponyik
alma, Sikulai i Szemes alma wykazaty bardzo wysoka od-
porno$¢, ktora byla nawet wyzsza niz uzytych dla porow-
nania odmian Liberty i Remo. Natomiast odmiany Batul,
Alexander 1 Simonffy piros oceniono jako $rednio odporne
(Kasa i wsp. 2004).

Wsrod rodzimych genotypow jabtoni ocenianych w Pol-
sce na szczegb6lng uwage zastuguje odmiana Free Redstar
(Sobiczewski 1 wsp. 2004, 2006). Wczesniejsze badania
cytowanych autorow pozwolity na zaklasyfikowanie tej
odmiany do grupy mato podatnych (Sobiczewski i wsp.
2004). Réwniez ocena przeprowadzona w JKI wykazata, ze
jest to genotyp mato podatny (Sobiczewski i wsp. 2015).
W innych badaniach odmiana ta zostala oceniona jako bar-
dzo mato podatna (Sobiczewski i wsp. 2006, 2015). Nato-
miast w testach wykonanych w 2017 roku, ze wzgledu na
stosunkowo duzy odsetek pedéw porazonych (32,1% w kla-
sie 5) oraz znaczacy odsetek pedow niewykazujacych obja-
wow chorobowych (42,9%) stwierdzono, ze cecha odporno-
$ci/podatnosci tej odmiany moze by¢ niestabilna. Wniosek
ten potwierdzajg wyniki testow wykonanych w 2018 roku,
ktoére ujawnity odpornosé az 84,4% pedoéw (brak objawow).
Nie bylo takze pedéw silnie i bardzo silnie porazonych
(Sobiczewski i wsp. 2021). W latach 2016-2018 oceniono
podatno$¢ na zaraz¢ ogniowa siedmiu genotypow jabtoni,
w tym czterech nowo wyhodowanych w 10 — PIB. Stwier-
dzono, ze dwa z nich (odmiana Early Szampion i klon nr 69
(J-2003-05) sa wysoce odporne na chorobg. Analiza poraze-
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nia poszczegolnych pedow obu genotypow wykazala brak
objawdéw odpowiednio na 92 i 100% pedoéw zainokulowa-
nych w 2016 r., na 83,8 1 77,0% pedoéw zainokulowanych
w 2017 r. oraz na 87,8 i 77,3% peddéw zainokulowanych
w 2018 r. Ponadto, badania z wykorzystaniem 16 markerow
genetycznych wykazatly, ze klon nr 69 ma 10 alleli gendéw
odpornosci zlokalizowanych w pigciu grupach sprzgzen
(ang. linkage groups) LG 3, 5,7, 101 12 genomu Malus. Ge-
notyp ten pochodzi ze skrzyzowania odmian Melfree i Sawa
i wytwarza bardzo duze, ciemnoczerwone, smaczne owo-
ce. Podobnie odmiana Early Szampion bedaca wyselekcjo-
nowanym mieszancem odmian Gold Milenium i Sampion
o duzych, jaskrawoczerwonych, atrakcyjnych owocach,
rowniez posiada 10 alleli odpornosci (zlokalizowanych
w LG 3,7, 101 12). Nalezy podkresli¢, ze oba genotypy maja
perspektywe wykorzystania w programach hodowlanych
i nasadzeniach komercyjnych (Sobiczewski i wsp. 2021).

Zrédta odpornosci jabtoni na zaraze ogniowa /
Sources of apple fire blight resistance

Jednym z gtéwnych przodkow M. x domestica jest gatunek
M. sieversii, pochodzacy z Azji Centralnej. W celu poszu-
kiwania zrodet odpornosci na chorobg, Ministerstwo Rol-
nictwa USA zorganizowato w latach 1989-1996, 4 ekspe-
dycje do 12 klimatycznie réznych miejsc zlokalizowanych
w Kazachstanie, Kirgistanie, Tadzykistanie i Uzbekistanie.
Lacznie zebrano okoto 130 000 nasion z ponad 900 drzew,
ktére nastepnie rozprowadzono do réznych osrodkéw ho-
dowlanych w USA i w innych krajach (Luby i wsp. 2000).
Przeprowadzona w warunkach polowych i kontrolowanych
fenotypowa ocena podatno$ci siewek uzyskanych z tych na-
sion umozliwita wyselekcjonowanie najbardziej odpornych
(Luby i wsp. 2002; Fazio i wsp. 2009). Badania Harshmana
i wsp. (2017) okoto 200 wybranych osobnikow M. sieversii
wykazaly, ze 12 z nich byto podobnie wysoce odpornych
lub odpornych jak uzyte dla porownania standardy. U kilku
osobnikdw zaobserwowano unikalng reakcj¢ odpornoscio-
wa niestwierdzong dotychczas u M. x domestica, charak-
teryzujaca si¢ ogolnie niewielka liczba porazanych pedow,
ale wysokim nasileniem choroby na tych pedach po zajéciu
infekcji. Wybrano kilka osobnikoéw M. sieversii do progra-
mu hodowlanego jabtoni.

Na uwagg zastuguja takze badania prowadzone w Niem-
czech. Inokulacje pedow siewek gatunkoéw dzikich oraz
mieszancoéw uzyskanych w wyniku ich krzyzowan wyka-
zaly wysoka zmienno$¢ odpornosci osobnikow wewnatrz
gatunkéw, wskutek czego nie mozna bylo wytypowaé ga-
tunkow wylacznie odpornych czy wytacznie podatnych.
Najwyzszg proporcj¢ odpornosci testowanych osobnikow
stwierdzono u gatunkow M. baccata, M. fusca, M. siebol-
dii, M. x atrosanguinea, M. x floribunda, M. prunifolia
i M. x zumi (Peil 1 wsp. 2009).

Badania Dougherty i wsp. (2021) przeprowadzone na
puli 667 genotypdw Malus, potwierdzily ze najwickszy sto-
pien uszkodzen wywolanych porazeniem przez E. amylovo-
ra odnotowano w puli krzyzowanych odmian M. x domesti-
ca, a najmniejszy w przypadku gatunkéw dzikich.

Odpornos¢ jabtoni (M. x domestica) na porazenie przez
E. amylovora jest regulowana wielogenowo, m.in. dominu-
jacymi genami addytywnymi w postaci heterozygotycznej
(Malnoy i wsp. 2012; Khan i wsp. 2018). W poszukiwaniu
nowych zrédel odpornosci narzedziem przyspieszajacym
proces hodowli sa metody biologii molekularnej, w tym
markery odpornosci oraz biotechnologia. W cyklu wielo-
letnich badan w genomie rodzaju Malus zidentyfikowano
gtowne i drugorzgdowe loci cech ilosciowych (QTL — ang.
Quantitative Trait Loci), zwigzane z odporno$cia na choro-
be oraz z wirulencjg okre$lonych szczepow E. amylovora
(Vogt i wsp. 2013). Khan i wsp. (2006) zmapowali QTLe
odporno$ci w obrebie 7 chromosomu genomu odmiany Fie-
sta, ale ich wystgpowanie potwierdzono réwniez u gatun-
kéw dzikich (Dougherty i wsp. 2021). Regiony QTL, defi-
niujace 40-70% zmiennosci cechy odporno$ci na zarazg
ogniowa, zidentyfikowano takze w grupie sprzezen LG 12
genomu odmiany Evereste (jablon ozdobna) oraz w geno-
mach M. floribunda i M. arnoldiana 821 (Emeriewen i wsp.
2020, 2021). Dodatkowe QTLe, odpowiedzialne za 50%
i 85% zmienno$ci fenotypowej jabtoni, zidentyfikowano
odpowiednio w 10 grupie sprzezen genomu M. baccata
iw LG 12 genomu M. fusca (Emeriewen i wsp. 2014). Za
perspektywiczne zrodta odpornosci uznaje si¢ zatem osob-
niki, u ktérych rozpoznano i zmapowano grupy sprzezen
LG 3,5, 7, 101 12, zawierajace allele genow wystepujace
u gatunkéw dzikich: M. X robusta 5, M. fusca, M. flori-
bunda 821, M. X arnoldiana i odmiany Evereste, a takze
u niektérych odmian, jak Fiesta, Discovery, Florina i Ho-
neycrisp (Calenge i wsp. 2005; Khan i wsp. 2006, 2007,
2013; Peil i wsp. 2007; Durel i wsp. 2009; Emeriewen 1 wsp.
2013, 2021; Kostick i wsp. 2021). Moga by¢ one przydatne
w doborze form rodzicielskich w biezacych i nowych pro-
gramach hodowlanych.

Badania roslin mieszancowych z populacji segregu-
jacej (GMAL 4593), uzyskanej w wyniku krzyzowania
odmiany Royal Gala i gatunku M. sieversii, umozliwily
zidentyfikowanie nowych regionow QTL, zlokalizowa-
nych w LG 8 (Desnoues i wsp. 2018). Réwniez Emeriewen
i wsp. (2019, 2021) wykazali, ze duza zmienno$¢ odpor-
no$ci jabloni na zaraz¢ ogniowa wywodzi si¢ od gatun-
kéw dzikich lub odmian powszechnie uprawianych, ale
wykazujacych wysoka odporno$¢ na chorobe. Bazujac na
ocenie populacji mieszancowych, pochodzacych z krzy-
zowania M. floribunda 821, Evereste 1 M. X arnoldiana
MALO0004, zidentyfikowano gen odpornosci FB Marl2
w grupie sprzgzen LG 12 genomu wysoce odpornego na
zaraz¢ ogniowa gatunku M. x arnoldiana (Emeriewen
i wsp. 2021).
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Warto podkresli¢, ze mato podatne genotypy jabtoni,
w tym gatunki dzikie, wykorzystano réwniez do selekcji
serii podktadek dla jabtoni wykazujacych bardzo wyso-
ka odpornos¢ na zaraz¢ (Forsline i Aldwinckle 2002; No-
relli 1 wsp. 2002; Bonasera i wsp. 2006; Peil i wsp. 2020;
Tegtmeier i wsp. 2020). We wstepnych badaniach gatunkéw
dzikich i podktadek dla jabtoni, w grupach sprzezen LG 3
i 7 genomu M. robusta 5, wyodrebniono geny NBS-LRR
oraz FB_MRS (Fahrentrapp 1 wsp. 2012; Gardiner i wsp.
2012; Broggini i wsp. 2014; Kost i wsp. 2015). Inne badania
przeprowadzone przez Jensena i wsp. (2003, 2012) potwier-
dzity wptyw podktadki na podatno$¢ zaszczepionej na niej
odmiany szlachetnej, wskazujac na zlozone mechanizmy
zwigzane z globalng ekspresja genow.

Molekularne podstawy regulacji odpornosci
jabtoni na zaraze ogniowg / Molecular basis
of regulation of apple resistance to fire blight

Jednym z priorytetow hodowli odpornosciowej jabtoni,
ukierunkowanej na uzyskanie genotypoéw o wysokiej odpor-
nosci na zarazg ogniowa, jest piramidyzacja czyli kumula-
cja alleli gen6w odpornosci na t¢ chorobe (Kellerhals i wsp.
2013). Okreslenie mozliwosci ich segregacji w nowych pro-
gramach krzyzowan jest naturalng konsekwencja postepu
w badaniach na rzecz praktyki sadowniczej. W prowadzo-
nych w 10 — PIB badaniach oceniono podatnos¢ na chorobe
dziewigciu genotypow jabtoni (Enterprise, Rebella, Mel-
free, Spartan Swiss type, MR 03, Pi-A 18,24, Free Redstar,
Idared, Blavachauer Wadenswil) oraz okreslono liczbe alle-
li markeréw molekularnych: CHO3e03, CHO3gl2, AE10,
GE-8019, CH-F7-Fbl1, zlokalizowanych w gtéwnych regio-
nach odpornosci (LG 3 1 LG 7) genomu Malus (Keller-Przy-
bytkowicz 1 wsp. 2009). Markery uzyte w powyzszych ba-
daniach zostaly opracowane przez zespoty badawcze m.in.
z Nowej Zelandii (Gardiner i wsp. 2012), Francji (Durel
i wsp. 2009), Niemiec (Peil i wsp. 2009) oraz USA (Khan
i wsp. 2012). W badanej puli roslin, zaleznie od genotypu,
obserwowano od 1 do 5 wariantow ich sekwencji. Naj-
wigksza liczbe alleli odpornosci (3-5) zidentyfikowano
w genomach klonu PiA 18,24 i odmiany Rebella (pochodza
z Niemiec) oraz w genomach odmiany Enterprise (wyhodo-
wanej w USA) i odmiany Free Redstar (selekcji IO — PIB,
z nasion otrzymanych z USA). Najmniej, tj. 1-2 allele od-
pornosci wykryto natomiast w genomach odmian Spartan
Swiss type 1 Blauchauer Wéadenswil, podatnych na chorobe.

W genomach klonu nr 69 (J-2003-05) i odmiany Early
Szampion pochodzacych ze skrzyzowania odpowiednio od-
mian Melfree i Sawa oraz Gold Milenium i Sampion ziden-
tyfikowano ré6zng liczbe (od 5 do 13) alleli genéw zwigza-
nych z regulacja cechy odpornosci na chorobe. U ich form
rodzicielskich, o wysokiej i §redniej podatnosci na zarazg,
tj. Gold Millenium, Sampion i Melfree, zidentyfikowano

od 5 do7 alleli wyzej wymienionych markeréw molekular-
nych. Natomiast w genomach genotypéw mato podatnych,
tj. klonu nr 69 i odmiany Early Szampion, a takze formy
rodzicielskiej Sawa wykryto od 10 do 13 alleli zwigzanych
z odporno$cia na zaraze ogniowa (Sobiczewski i wsp. 2021).

W badaniach nad poznaniem mechanizmu odpornosci
na chorobg wazne jest zbadanie odpowiedzi transkrypcyjnej
testowanych ro$lin na porazenie przez E. amylovora. Obec-
nie w tego typu pracach wykorzystuje si¢ metode opartg na
okresleniu profili ekspresji genow w tkankach porazonych
ro$lin. Zastosowano jg do analizy zainokulowanych wege-
tatywnych podktadek dla jabtoni (G.41 i M.26). Zgodnie
z metodyka przedstawiong przez Baldo i wsp. (2010), z lisci
ro$lin porazonych oraz roslin kontrolnych (nieinokulowa-
nych, ale poddanych stresowi uszkodzenia tkanki — mock
challenger control) izoluje si¢ catkowity RNA. Duza czu-
1o$¢ metody umozliwita wykrycie, oprocz sekwencji typo-
wych dla odporno$ci na zaraz¢ ogniowa, takze wielu innych,
oznaczanych jako EST (ang. Expressed Sequence Tags —
fragmenty gendéw ulegajace ekspresji, znaczniki ekspresyj-
ne). Sekwencje te, roznicujg genotypy odporne i podatne,
awiele z nich przypisano do kategorii genow — regulatorow,
m.in. odpowiedzi na czynniki stresu. Badajac ich profile
ekspresyjne Norelli i wsp. (2009) zdefiniowali aktywnos¢
gendéw m.in. kodujacych chitynazg, B-1,3-glukanaze i liaze
fenyloalaninowo-amoniakalng, a takze genow kodujacych
biatka zwigzane z patogeneza (ang. pathogenesis related
proteins — PR-2, PR-5, PR-8 i PR-1a) (Bonasera i wsp. 2006;
Norelli i wsp. 2009).

Wysoki poziom ekspresji genéw regulujacych konkret-
ne szlaki metaboliczne jest wskaznikiem wptywu infekcji
E. amylovora na wzrost rosliny. Wynika to z faktu, ze pro-
cesy regulowane przez geny odpowiedzialne za reakcje
obronne na stresy sa silnie indukowane (Khan i wsp. 2018).
Ponadto, w badaniach odmian Empire i Gala stwierdzo-
no, ze zréznicowane profile ekspresji gendw odpornosci
mogg by¢ takze zwigzane z ich odrgbnoscia rodowodowa
oraz lokalizacja uprawy. Empire, stodko-cierpka odmiana
jabtek, zostata bowiem wyhodowana w stacji doswiadczal-
nej w Genevie (USA) w latach czterdziestych XX wieku
w programie krzyzowan z udzialem odmian McIntosh i Red
Delicious, podczas gdy odmiang Gala, o tagodnym smaku,
jasnozotto-czerwonym kolorze skorki, wyhodowano w No-
wej Zelandii w wyniku skrzyzowania odmian Kidd’s Oran-
ge Red i Golden Delicious (Evans i wsp. 2011).

Transgeniczne genotypy jabtoni z wyzsza
odpornoscia na zaraze ogniowg / Transgenic
apple genotypes with improved resistance
to fire blight

Zastosowanie metod inzynierii genetycznej, po raz pierw-
szy w USA, pozwolito na uzyskanie roslin transgenicznych
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charakteryzujacych si¢ podwyzszona odporno$cia na po-
razenie przez E. amylovora (Vogt 1 wsp. 2013; Peil i wsp.
2020). Podktadka dla jabtoni M.26 zawierajaca gen atacyny
E (biatko wytwarzane przez poczwarki jedwabnika morwo-
wego) okazala si¢ bardziej odporna na chorobe w poréwna-
niu z genotypem nietransgenicznym, zaliczanym do bardzo
podatnych (Norelli i wsp. 1994). W warunkach polowych,
pierwsze testowania transgenicznych jabloni w kierunku
odporno$ci na zaraz¢ ogniowag przeprowadzono w 1998
roku na jabtoniach odmiany Royal Gala, ktérych genom
wzbogacono o sekwencje genow kodujacych atacyng lub
biatka lityczne, takie jak cekropina czy lizozym bakteriofa-
ga T4. Wykazano wowczas, ze kilka roslin transgenicznych
mialo znacznie podwyzszong odpornos¢ na porazenie przez
E. amylovora, ale najwyzszy jej poziom zaobserwowano
u roslin zawierajacych gen biatka atacyny (Aldwinckle
i wsp. 2000).

W badaniach przeprowadzonych przez Borejsza-Wy-
sockg 1 wsp. (2007) w celu uzyskania odpornych na cho-
robg¢ linii transgenicznych odmiany Galaktyka zastosowano
metode kumulacji czasteczek RNAi (RNA intereferencyj-
ny), odpowiedzialnych za wyciszenie ekspresji interesu-
jacych gendéw. Konstrukcje genowe zastosowane w pracy
zawieraly sekwencje zblizone do czterech gendéw z grupy
DIPM (odpowiedzialnych za regulacje podatnosci jabloni
na porazenie przez E. amylovora). Ich wybor jest zgodny
z rozpoznanym mechanizmem relacji patogen—gospodarz,
w ktorym bakteria E. amylovora produkuje biatko DspA/E,
wchodzace w interakcje z biatkami jabloni DspA/E (Inte-
racting-Protein-Molecules — kodowane przez geny DIPM).
W wyniku tych oddziatywan obserwuje si¢ zmiany w na-
sileniu objawdw choroby. Wyciszenie dwoch lub wiecej
genow z grupy DIPM w genomie odmiany Galaktyka skut-
kowato wzrostem jej odpornosci na zaraze ogniowa (Borej-
sza-Wysocka 1 wsp. 2004, 2007).

Inng metoda zwigkszania odpornosci roslin jabtoni na
zaraz¢ ogniowa jest cisgeneza, pozwalajaca na poprawienie
warto$ci hodowlanych odmian poprzez genetyczng mody-
fikacje roslin za pomoca gendéw o rozpoznanej funkcji, po-
chodzacych z tego samego gatunku (Schouten i wsp. 2006;
Gessler 1 Patocchi 2007). Zgodnie z definicja Schoutena
i wsp. (2006) rosliny cisgeniczne opisywane sg jako orga-
nizmy, ktore nie zawieraja gendéw, pochodzacych z innych
gatunkéw. W innych badaniach, przeprowadzonych przez
Broggini i wsp. (2014) podatna na zaraz¢ ogniowa odmiang
Gala transformowano rozpoznanym wcze$niej genem od-
porno$ci FB_MRS5, pochodzacym z dzikiego gatunku M. ro-
busta 5 (Mr5). Wyniki tych badan wskazatly, ze wprowadze-
nie pojedynczego genu, wyizolowanego z puli odpornych
genotypow jabtoni, powodowato zwigkszenie odpornosci
podatnych odmian (Broggini i wsp. 2014). Cisgeniczng li-
ni¢ jabloni odmiany Gala Galaxy zawierajacg ten sam gen
odpornosci, uzyskano réwniez poprzez jego wprowadze-
nie do genomu tej odmiany, stosujac metodyke z udziatem

specyficznego wektora (nosnika genu) i potwierdzono jej
zmniegjszong podatno$¢ (Wiirdig i wsp. 2015). Linia jabtoni
C44.4.146, opracowana przez Kost i wsp. (2015), u ktorej
potwierdzono wysoka odpornos¢ na zarazg, zawiera gen
FB MR kontrolowany przez sekwencje promotora i termi-
natora [zgodnie z definicjg ro$lin cisgenicznych Schoutena
i wsp. (2006)]. Pomimo, ze zbadano tylko jedna tak uzy-
skang lini¢ cisgeniczna, a odporno$¢ regulowana pojedyn-
czym genem FB_MR5 ma ograniczong trwalos¢, to pelna
ocena polowa uzyskanych roslin potwierdzita przydatnosé¢
cisgenezy jako narzedzia do uzyskania nowych odmian
o lepszych cechach uzytkowych (Schlathélter i wsp. 2023).

Wprowadzanie czynnikéw edycyjnych do komoérek ro-
slinnych i edycja genomow, w ktorej posredniczy kompleks
CRISPR (fragment kwasu nukleinowego oraz endonukleazy
DNA CAS9), moga odbywac si¢ przez transfekcje protopla-
stow [transfer DNA (T-DNA)], za posrednictwem Agrobac-
terium tumefaciens lub wstrzeliwanie (ang. bombardment)
wyzej wymienionych czasteczek. Transfekcja protopla-
stow jest zwykle stosowana do przejsciowej oceny ekspre-
sji wprowadzanych gendw, podczas gdy transformacja za
posrednictwem Agrobacterium 1 wstrzeliwanie czasteczek
to dwie gtowne metody uzyskiwania roslin zawierajacych
edytowany genom (Chen i wsp. 2019). Edycja za pomoca
systemu CRISPR/Cas9 jest technologia coraz powszechniej
stosowana w badaniach naukowych, a takze w programach
hodowlanych w celu nadania nowej lub ulepszonej cechy
u odmian/genotypéw nowo wytworzonych (Nishitani i wsp.
2016). Pomimo wysokiej ztozonos$ci oraz heterozygotycz-
no$ci genomu jabloni, utrudniajacych jego edycje, dotych-
czasowym sukcesem byto edytowanie genow regulujacych
wazne cechy, jak wezesne kwitnienie i obnizona podatnosé
na zaraz¢ ogniowg u odmian Gala i Golden Delicious.
W genomach obu odmian, aktywno$¢ genu DSP — kodu-
jacego biatko DspE 4 oraz genu podatno$ci DIPM4, wy-
edytowano za pomoca systemu CRISPR/Cas9. Wszystkie
ro$liny homozygotyczne wykazaly znaczng redukcje, $red-
nio o 50%, podatno$ci na zaraz¢ ogniowa, w poréwnaniu
z roslinami kontrolnymi obu odmian (Pompili i wsp. 2020).

Podsumowanie / Concluding remarks

Ocena podatno$ci odmian i klondw jabloni na zaraze ognio-
wa jest przydatna nie tylko z punktu widzenia doboru form
rodzicielskich do prac hodowlanych, ale przede wszystkim
doboru odmian do zaktadania sadow, zwlaszcza na terenach
endemicznego wystgpowania choroby. Prowadzenie tej
oceny w warunkach naturalnych jest utrudnione ze wzgle-
du na ograniczenia zwigzane z mozliwoscig wystepowania
réznego poziomu zrddla inokulum w poszczegdlnych latach
oraz zmiennych warunkow srodowiskowych.

Dzigki zastosowaniu technik biologii molekularne;j,
w tym nowoczesnych metod opartych na transgenezie,
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cisgenezie i edycji genomow roslinnych, genetyczna od-
powiedz jabloni na zaraz¢ ogniowa zostata szeroko roz-
poznana. Uzyskane dane sg obecnie wykorzystywane do
weryfikacji hipotez dotyczacych mechanizméw odpornosci
lub podatnosci gatunkow rodzaju Malus na porazenie przez
E. amylovora. Wstepnie skategoryzowano takze geny, ktdre
biorg udziat m.in. w rozpoznawaniu infekcji, wezesnej sy-
gnalizacji odpowiedzi i ostatecznie w ksztattowaniu odpor-
nosci roslin na chorobe. Dane te dostarczajg rowniez poten-
cjalnych genow kandydatéw do szybkiej oceny uzyskanych
genotypow jabtoni odpornych na chorobe, poprzez selek-
cj¢ wspomagang markerami (Marker Assisted Selection —

z zidentyfikowanymi loci odpornosci i korelujg z warto$cia
cechy fenotypowe;.

Finansowanie / Funding

Badania zrealizowano w ramach dotacji celowej Minister-
stwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi — Hodowla i nasiennictwo
ro$lin uprawnych — Zadanie 3.13: ,,Wytworzenie materia-
low wyjsciowych jabtoni (Malus domestica Borkh.) o jed-
nolitej barwie skorki, owocujacych corocznie oraz odpor-
nych na parcha jabtoni”.

MADS). Przyszte badania okresla, czy geny te wspotdziataja
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