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

Temat badawczy 1

Zapoczagtkowanie kultur in vitro jabtoni wolnych od wiruséw i fitoplazm oraz dalsza
optymalizacja mikrorozmnazania

W 2015 roku zapoczgtkowano kultury peddéw in vitro wolne od wirusow i fitoplazm 3
kolejnych odmian: ‘Pristina’, ‘ldared’ i ‘Lobo’. W sumie uzywanych jest obecnie 6 odmian do
poliploidyzacji i 2 odmiany standardowe do opracowania testéw oceny stopnia podatnosci in
vitro na Erwinia amylovora. Optymalizowano sktad pozywki do ukorzeniania pedow.
Wykazano, ze pedy odmian uzytych do badan charakteryzujg sie bardzo niskg zdolnoscig do
ukorzeniania. Efektywnos¢ ukorzeniania zwiekszono znaczgco do 60-80% dla 4 sposrod 6
testowanych odmian dzieki zastosowaniu w pozywce kombinacji dwoch auksyn (IBA i IAA) i
dodatku putrescyny (50 mg I') lub argininy (250 mgl™).

Temat badawczy 2

Opracowanie efektywnej metody poliploidyzaciji in vitro jabtoni.

Z udziatem kolejnych 3 odmian opracowywano efektywng metode regeneracji pedow
przybyszowych z eksplantatow lisciowych, co jest warunkiem do prowadzenia dalszych
badan nad poliploidyzacjg z wykorzystaniem tego typu eksplantatow. Regulatory wzrostu
BAP oraz TDZ stosowane zaréwno w pasazu poprzedzajgcym jak i w trakcie indukowania
regeneracji pedoéw istotnie wptywaty na proces morfogenezy. U odmian ‘Redchief’ i ‘Gala
Must’, o najwyzszych zdolnosciach regeneracyjnych, niemal 90% lisci pochodzgcych z
pedéw mnozonych w obecnosci TDZ a nastepnie inkubowanych na pozywce regeneracyjnej
zawierajgcej takze TDZ wytworzyto po okoto 14 peddéw na eksplantat. Stabsza regeneracjg
chrakteryzowatly sie liscie odm. ‘Pristina’. Ponadto optymalizowano metode traktowania
antymitotykami eksplantatéw pedowych i liSciowych. Wykorzystano pedy 5 odmian. Pedy
traktowano antymitotykami poprzez 6-dniowg inkubacje na pozywce zawierajgcej kolchicyne
(125 i 250 mg I'"), trifluraline (50 i 100 mg 1), oryzaline (5 10 mg I'*) lub APM (5i 10 mg I™).
Poliploidy wykrywano metodg cytometrii przeptywowej (FCM). U odmian ‘Gala Must’ i
‘Redchief’ zdolnosci regeneracyjne znaczgco obnizyta kolchicyna oraz APM, gdy zwigzki te
stosowano w wyzszych stezeniach. U odm. ‘Sander’ dziatanie fitotoksyczne obserwowano
dla kolchicyny uzytej w wyzszym stezeniu, a u ‘Pinova’ dla wszystkich zwigzkéw z wyjgtkiem
kolchicyny. Tetraploidy uzyskano dla wszystkich odmian, ale tylko gdy stosowano
eksplantaty pedowe; najwiecej u ‘Free Redstar (26) i ‘Redchief’ (27), u pozostatych odmian
od 2 do 5. APM okazat sie najbardziej skutecznym antymitotykiem. Jego uzycie w stezeniu
10 mg I skutkowato 12,3% efektywnoscig poliploidyzacji. W sumie uzyskano 64 tetraploidy.

Temat badawczy 3

Opracowanie metody testowania in vitro podatno$ci na Erwinia amylovora genotypow jabtoni
z wykorzystaniem zywych bakterii

Do badan wykorzystano pedy pozyskiwane z kultur in vitro 6 odmian jabtoni o zréznicowanej
podatnoéci na porazenie przez E. amylowora: ‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Lobo’, ‘Pinova’,
‘Redchief’ i ‘Sander’. Do testéw uzyto szczep E. amylovora 659. Pedy jabtoni wszystkich
odmian rosngce na pozywce MS inokulowano bakteriami trzema sposobami: 1. poprzez
ususniecie wierzchotka wzrostu skalpelem zanurzonym w zawiesinie bakteryjnej, a nastepnie
aplikowano 3 pl inokulum na zranienie; 2. zawiesine bakteryjna (5 ul) nanoszono na
niezraniony wierzchotek wzrostu; 3. odciecie wierzchotka wzrostu skalpelem uprzednio
zanurzonym w inokulum. Stosowano inkulum o stezeniu bakterii 10% i 10° jtk/ml. Najsilnie]
skorelowane wyniki testu in vitro ze znang z warunkéw naturalnych podatnoscig badanych
genotypdw na zaraze ogniowa, uzyskano przy zastosowaniu metody inokulacji polegajgcej
na odcieciu wierzchotka pedu skalpelem zanurzonym w zawiesinie bakteryjnej o stezeniu 10*
jtk/ml.




