Zadanie 70 Indukowanie zmiennosci genetycznej jabtoni na drodze poliploidyzacji in
vitro oraz ocena fenotypowa i genetyczna uzyskanych poliploidéw w
odniesieniu do diploidalnych form wyjsciowych

W roku 2014 badania prowadzono w ramach dwoch tematéw badawczych

Temat badawczy 1
Testowanie na obecnos$¢ najwazniejszych wirusoéw i fitoplazm roslin donorowych oraz
zapoczatkowanie kultur in vitro jabtoni i optymalizacja warunkéw kultury dla poszczegolnych

genotypow

Otrzymanie sterylnych kultur pedéw in vitro jabtoni wolnych od patogendéw oraz uzyskanie
informacji o wymaganiach poszczegdlnych genotypéw co do warunkéw kultury w celu
szybkiego rozmnozenia materialu stuzgcego do dalszych badan nad uzyskaniem
poliploidéw. W pierwszym etapie testowano drzewa donorowe jabtoni 7 genotypéw na
obecnos¢ wirusa mozaiki jabtoni (Apple mosaicvirus, ApMV) i wirusa chlorotycznej
plamistosci lisci jabtoni (Apple chloroticleaf spot virus, ACLSV) metodg DAS-ELISA; wirusa
jamkowatos$ci pnia jabtoni (Apple stem pitting virus, ASPV) i wirusa ztobkowatosci pnia
jabtoni (Apple stemgroovingvirus, ASGV metodg RT-PCR oraz fitoplazm metodg PCR. Z
powodu porazenia przez wirusy jednej odmiany, do zapoczatkowania kultur in vitro
wykorzystano 6 odmian (‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Pinova’, ‘Sander’, ‘Ariwa’, ‘Redchief’),
ktérych drzewa uznano za wolne od patogendw. Jako eksplanataty inicjalne uzyto paki
boczne i szczytowe izolowane z dlugopeddéw przechowywanych w chtodni w temperaturze
5°C. Srednia efektywno$¢ zapoczagtkowania kultur in vitro wynosita 16,4% czystych
eksplantatéw rozwijajgcych sie w rozkrzewione pedy. Najwyzszg efektywnoscig
charakteryzowata sie odm. ‘Sander’ (41,7%) a najnizszg ‘Redchief’ (1,4%) i ‘Ariwa’ (6,1%).
Badano wplyw BAP (1; 1,5 i 2 mg I'") oraz dodatku argininy na efektywno$¢ namnazania
pedow. Najwiecej pedéw uzyskano dla odmian ‘Free Redstar, ‘Gala Must’ i ‘Redchief na
pozywce zawierajgcej 2 mg I BAP z dodatkiem argininy - uzyskiwano ponad 10 pedéw
potomnych z jednego pedu matecznego w ciggu 5 tygodni. Najnizszym wspétczynnikiem, o
pofowe nizszym niz u ww. odmian, charakteryzowata sie ‘Pinova’. Dluzsze pedy (powyzej 30
mm), niezbedne do badan nad opracowaniem testdow in vitro podatnosci na Erwinia
amylovora, uzyskano na pozywce zawierajgcej BAP w steZzeniu 1-1,5 mg I*. Natomiast do
namnazania pedow w celu zwiekszenia wspoétczynnika rozmnazania mozna okresowo
stosowa¢ dodatek argininy. Jednak ciggte stosowanie tego aminokwasu nasilato objawy
szklistosci.

Temat badawczy 2
Indukowanie tetraploidéw in vitro - optymalizacja warunkéw regeneracji i poliploidyzaciji in
vitro dla poszczegdlnych genotypow

Celem badan byto wytypowanie optymalnych warunkéw do regeneracji pedéw
przybyszowych z eksplantatow lisciowych wykorzystywanych nastepnie do indukowania
poliploidéw oraz optymalizacja sposobu traktowania antymitotykami eksplantatéw lisciowych
i pedowych. Badania nad optymalizacjg regeneracji pedéw przybyszowych z eksplanatow
lisciowych z udziatem trzech odmian (‘Free Redstar, ‘Gala Must’ i ‘Sander’) wykazaty, ze
regulatory wzrostu BAP oraz TDZ stosowane zaréwno w pasazu poprzedzajacym jak i w
trakcie indukowania regeneracji pedow istotnie wptywaty na ten proces. Znacznie wyzszg
efektywnos¢ regeneracji uzyskano dzieki zastosowaniu w pozywce regeneracyjnej TDZ
zamiast BAP. Najwiecej eksplantatow lisciowych regenerujgcych pedy — 89% oraz
najwiekszg liczbe zregenerowanych pedéw na eksplantat — 14,2 obserwowano u odm. ‘Gala
Must’. Z kolei badania nad opracowaniem metody poliploidyzacji (wykorzystano 1 odmiane
‘Gala Must”) pokazaly, ze wszystkie antymitotyki w zastosowanych stezeniach (kolchicyna —
125 i 250 mg I'!, oryzalina i amiprofos metylu - po 5 i 10 mg I"* oraz trifluralina -50 i 100 mg I
1) ograniczaly w mniejszym lub wiekszym stopniu zdolno$ci regeneracyjne zaréwno



eksplantatéw lisciowych jak i pedowych. Sposréd badanych antymitotykow zdolnosci
regeneracyjne znaczgco obnizyto traktowanie kolchicyng oraz APM, gdy zwigzki te
zastosowano w wyzszych stezeniach. Obserwowano silniejsze zamieranie ekplantatéw
pedowych jak i lisciowych. Po traktowaniu kolchicyng 250 mg I'* oraz APM 10 mg I przezyto
nieco ponad 60% peddéw, podczas gdy w kontroli 100%. Ponadto traktowania te
spowodowaly istotne zmniejszenie wspotczynnikéw rozmnazania do 5,1-5,7 z 8 uzyskanego
w kontroli. Nalezy zaznaczy¢, ze wyrazny efekt fitotoksyczny ujawnit sie dopiero 8 tyg. po
zakonczeniu traktowania tymi antymitotykami. Jednak ich uzycie w badanych stezeniach nie
prowadzito do silnego zamierania eksplantatow. O ich przydatnosci do indukowania
tetraploidéw bedzie mozna wnioskowa¢ w 2015 r. po wykonaniu analizy cytometrycznej
poziomu ploidalnosci uzyskanych regenerantéw.



