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 2016 badania prowadzono w ramach czterech tematéw badawczych.

Temat badawczy 1

Opracowanie metody poliploidyzaciji jabtoni in vitro

Bazujgc na opracowanej uprzednio metodzie regeneracji in vitro rodlin z eksplantatow
lisciowych dokonano oceny typu regeneracji w zaleznosci od stosowanych regulatorow
wzrostu (TDZ Ilub BAP). Analiza histo-morfologiczna wykazata, ze bez wzgledu na
stosowane regulatory wzrostu regeneracja bezposrednia miata charakter embriogenezy
somatycznej. Juz w ciggu dwdch tygodni w tkankach lisci, z komérek epidermalnych oraz
miekiszu ggbczastego odréznicowaty sie komorki merystematyczne, ktére dzielgc sie
tworzyty najpierw agregaty komorek embriogennych, a nastepnie formowaty sie zarodki
somatyczne w stadium globularnym, ktére po 4 tygodniach rozwijaty sie do stadium torpedy.
Nie obserwowano pofgczeh waskularnych tworzgcych sie struktur roslinnych z tkankg
macierzystg. Ponadto optymalizowano metode poliploidyzacji in vitro eksplantatow
pedowych i lisciowych z 6-dniowym traktowaniem antymitotykami: kolchicyng (125, 250),
trifluraling (50 i 100 mg I""), oryzaling (5 i 10 mg I") i APM (5 i 10 mg I"). W wyniku
poliploidyzacji eksplantatow pedowych dwdch odmian uzyskano 13 tetraploidéw u odm.
‘Pristina’ i 26 u ‘Gala Must’. Z wyjatkiem ftrifluraliny (najbardziej fitotoksycznej) pozostate
antymitotyki indukowaty podwajanie liczby chromosomow. Najwiecej tetraploidow uzyskano
poprzez traktowanie kolchicyng i APM. Gdy poliploidyzacji poddano eksplantaty lisciowe
pieciu odmian, tetraploidy uzyskano dla trzech z nich, najwiecej u ‘Pinova’ - 58, nastepnie u
‘Redchief’ — 38 i ‘Sander — 6. Najwyzszg efektywnos$¢ poliploidyzacji uzyskano dla
kolchicyny, po jej zastosowaniu uzyskano 82 tetraploidy. Dzieki uzyciu APM otrzymano 14
tetraploidéw. Najmniej skuteczne okazaty sie trifluralina i oryzalina. Podsumowujac, w ciggu
trzech lat badah uzyskano tetraploidy u wszystkich 6 badanych odmian w liczbie
wystarczajgcej do prowadzenia dalszych badan.

Temat badawczy 2

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

Celem doswiadczenia realizowanego w 2016 r. bylo sprawdzenie, czy podatno$é na
porazenie przez E. amylovora dwéch kolejnych odmian oceniana w tescie in vitro byta takze
odzwierciedleniem ich podatnosci okreslonej in vivo. W doswiadczeniu wykorzystano 8
odmian jabtoni o zrdéznicowanej podatnosci na zaraze ogniowg: 6 odmian, dla ktérych
uzyskano tetraploidy: ‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Pinova’, ‘Pristina’, ‘Redchief’ i ‘Sander’
oraz dwie odmiany standardowe ‘Lobo’ i ‘ldared’. Po przeanalizowaniu danych testéw in vitro
przeprowadzonych w 2015 r. i 2016 r. wykazano, iz wyniki oceny podatnosci badanych
genotypédw na E. amylovora przeprowadzonej in vitro sg dosé¢ dobrze skorelowane z
wynikami oceny prowadzonej w warunkow naturalnych. W 2016 r. testy in vitro wykazaty, ze
najmniej porazone przez E. amylovora byty pedy odmian ‘Free Redstar’, ‘Pristina’ i ‘Gala
Must’, srednio porazone ‘Redchief i ‘Sander’, a najbardziej ‘ldared’, ‘Pinova’ i ‘Lobo’.
Podobnie w 2015 stopien porazenia byt najnizszy dla ‘Gala Must’ i ‘Free Redstar’, sredni dla
‘Pinova’ nieco wyzszy dla ‘Redchief i ‘Sander’, a najwyzszy réwniez dla ‘Lobo’. Dla odmian
najmniej i najbardziej podatnych wyniki okazaty sie powtarzalne. W zwigzku z tym wydaje
sie, ze testy in vitro sg wiarygodng metodg oceny podatnosci na zaraze ogniowg genotypow
jabtoni i mogg byC¢ wykorzystane do dalszych badan, w ktérych takiej ocenie bedg
poddawane nowo uzyskane tetraploidy.




Temat badawczy 3

Optymalizacjia ukorzeniania in vitro trudno ukorzeniajgcych sie odmian oraz wykrytych
tetraploidéw czterech genotypdw a takze ich aklimatyzacja w warunkach szklarniowych
Celem doswiadczen byto poszukiwanie optymalnych warunkéw do ukorzenia pedow in vitro
oraz ich aklimatyzacja. Stosowano system 2-stopniowego ukorzeniania z wykorzystaniem
pozywki indukcyjnej zawierajgcej 5 uM IBA lub 1,3-5,2 yM NAA stosowanych oddzielnie lub
tacznie z 5 yM IAA i 50 pyM putrescyny. Uzycie IBA oddzielnie lub fgcznie z IAA nie poprawito
ukorzeniania pedow trudno ukorzeniajgcych sie odmian ‘Free Redstar’ i ‘Pinova’ oraz odmian
standardowych ‘Idared’ i ‘Lobo’. Znaczacy postep w efektywnosci ukorzeniania pedow ‘Free
Redstar’ i ‘Pinova’ do 60-85% uzyskano dopiero poprzez aplikacje NAA oddzielnie lub
tacznie z IAA. Tetraploidy dwoch odmian ‘Free Redstar’ i ‘Pinova’ charakteryzowaly sie
nizszymi zdolnosciami do formowania korzeni w poréwnaniu do ich diploidalnych
odpowiednikéw, a w przypadku odmian ‘Redchief i ‘Gala Must’ nie stwierdzono réznic w
zdolnoSciach rizogennych pomiedzy diploidami i tetraploidami. Poprzez tgczng aplikacje
auksyn (IAA z IBA lub NAA) i putrescyny oraz stosowanie dwuetapowego ukorzeniania,
uzyskano zwiekszenie efektywnosci ukorzeniania pedow in vitro wiekszosci badanych
odmian. Jednak indukcja rizogenezy in vitro w pedach tetraploidow i odmian standardowych
oraz aklimatyzacja roslin do warunkow ex vitro wymagajg dalszej optymalizaciji.

Temat badawczy 4

Ocena zmian genetycznych/epigenetycznych uzyskanych tetraploiddw w odniesieniu do
diploidalnych genotypow wyjsciowych.

Celem badan byta ocena wielkosci i charakteru zmiennosci nowopowstatych mitotycznych
tetraploidow jabtoni w odniesieniu do ich diploidalnych genotypdw wyjsciowych - czy ma ona
zrodlo w zmiennosci epigenetycznej (zmiana stopnia metylacji DNA) czy genetycznej
(mutacje DNA, aneuploidalno$é, delecje). Do badan wykorzystano po 2 genotypy
tetraploidalne 4 odmian oraz ich diploidalne genotypy wyjsciowe. Analiza markerow AFLP i
MSAP potwierdzita tozsamos¢ genetyczng roslin macierzystych pochodzacych z sadu oraz
roslin matecznych badanych odmian, ktére utrzymywane sg w kulturach in vitro. Sredni
stopien zrdéznicowania genetycznego badanych 8 tetraploidow 4 odmian wynosit 2% w
porownaniu do diploidalnych roslin wyjsciowych w analizie markeréw AFLP. Jeden z
tetraploidalnych klonéw odmiany ‘Gala Must’ wykazywat ponad 10-cio procentowg réznice w
poréwnaniu z genotypem wyjsciowym w analizie markeréw AFLP. Analiza MSAP wykazata,
ze $redni stopien metylacji DNA obydwu badanych odmian jest na zblizonym poziomie: 5,3%
dla ‘Redchief’ i 5,1% dla ‘Free Redstar. W przypadku odmian ‘Redchief i ‘Free Redstar’
wyzszy stopien metylacji wykazywat jeden z dwoch tetraploidalnych klondw kazdej z odmian.
Przedstawiono wstepny wzoér metylacji DNA dla badanych genotypdéw jabtoni. Ponadto
analiza cytometryczna wykazata, ze zawarto$¢ jgadrowego DNA dla wszystkich badanych
odmian wyjsciowych (2x) wynosita okoto 1,65 pg, a dla nowo uzyskanych tetraploidéw (4x)
od 3,17 pg do 3,22 pg. Niewielkie procentowe roznice w zawartosci jagdrowego DNA (nie
przekraczajgce 4%) pomiedzy wartosciami teoretycznymi dla tetraploidow danej odmiany a
ocenionymi cytometrycznie u nowo uzyskanych tetraploidéw raczej nie sSwiadczg o
znaczgcych ubytkach DNA, np. wyeliminowaniu pojedynczych chromosoméw i powstaniu
aneuploidow. Mogg natomiast wskazywa¢ na niewielkie delecje, czesto zdarzajgce sie na
skutek procesu poliploidyzaciji.




