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 2017 badania prowadzono w ramach 5 tematéw badawczych.

Temat badawczy 1

Ocena in vitro podatno$ci na porazenie przez Erwinia amylovora uzyskanych tetraploidéw
wytypowanym testem w odniesieniu do ich diploidalnych genotypdw wyjsciowych

W biezgcym roku ocene podatnosci na zaraze ogniowg, najgrozniejszg chorobe bakteryjng jabtoni,
ktérej sprawca jest E. amylovora, wykonano poprzez przeprowadzenie jednej serii doswiadczenia z
udziatem 6 genotypdw tetraploidalnych uzyskanych z poliploidyzacji 3 odmian ‘Redchief’, ‘Sander’ i
‘Pinova’ oraz 3 diploidalnych genotypow wyjsciowych, a takze jednej odmiany referencyjnej - ‘Lobo’
0 wysokiej podatnosci na zaraze ogniowg. Uzyto pedéw o dtugosci 4-5 cm. Do badan wykorzystano
wyizolowany z jabtoni szczep E. amylovora nr 659 o $redniej wirulencji. Pedy inokulowano
bakteriami poprzez usuniecie wierzchotka pedu skalpelem zanurzonym w inokulum (10° bakterii w
mililitrze), nastepnie inkubowano je in vitro przez 37 dni na standardowej pozywce do hamnazania.
Istotne réznice w podatnosci na porazenie przez E. amylovora ocenianej wedtug skali od 0 (brak
porazenia) do 4 (catkowita nekroza pedu) uzyskano dla dwéch klonéw tetraploidalnych otrzymanych
dla odmiany ‘Redchief’. Tetraploidy te okazaly sie najmniej podatne na porazenie E. amylovora -
stopieh porazenia wyniost odpowiednio 0.9 oraz 1,25 i byt istotnie nizszy w poréwnaniu do peddow
odmiany referencyjnej ‘Lobo’ (2,13) i diploidalnej odmiany wyjsciowej (1,61). U pozostatych odmian
klony tetraploidalne nie roznity sie istotnie od odmian wyjsciowych pod wzgledem podatnosci na
parcha jabtoniowego.

Temat badawczy 2

Optymalizacja ukorzeniania pedéw in vitro odmian jabtoni oraz uzyskanych tetraploidow a takze ich
aklimatyzacja w warunkach szklarniowych

W pierwszym etapie badan w ramach dwoch doswiadczen optymalizowano warunki ukorzeniania
in vitro diploidalnych odmian wyjsciowych. W pierwszym doswiadczeniu wykazano, ze cytokininy:
standardowo uzywana 6-benzyloaminopuryna (BAP) i alternatywna cytokinina - meta-Topolina
(mT), zastosowane w ostatnim cyklu namnozeniowym (poprzedzajgcym ukorzenianie in vitro)
znaczgco wplynety na jakos¢ peddw i nastepczo wptywaty na ich zdolnos¢ do ukorzeniania.
Standardowe zastosowanie BAP w ostatnim cyklu namnozeniowym w wyzszym stezeniu - 4 i 8 uM,
jak rowniez mT - 4 pM, zwiekszato skutecznosS¢ ukorzeniania w porownaniu z traktowaniem
cytokining w nizszym stezeniu (2 pM). Najwyzszy procent ukorzeniania wynoszgcy 76% u ‘Free
Redstar’ i 67% u ‘Pristine’ notowano dla traktowania 4 yM mT. Podobnie u ‘Gala Must’ i ‘Redchief’,
najwyzszg efektywnos¢ ukorzeniania od 80% do 90% uzyskano dla pedéw mnozonych w obecnosci
4 i 8 uM BAP lub 4 uM mT. Natomiast zastgpienie standardowo stosowanej BAP w pozywne w
ostatnim cyklu namnozeniowm jej pochodng mT pozytywnie wptyneto na zdolnosci aklimatyzacyjne
roslin. U trzech sposrod czterech badanych odmian diploidalnych najwiecej pedow
zaaklimatyzowato sie, gdy w pozywce do namnazania stosowano mT. W drugim doswiadczeniu
wykazano, ze temperatura (21°C i 26°C) i 16-godzinny fotoperiod lub ciemno$¢ podczas
siedmiodniowej fazy indukcji rizogenezy znaczgco wptynety na wydajnos¢ ukorzenienia pedow
odmian o niskich zdolnosciach do formowania korzeni - ‘Free Redstar i ‘Pinova’. Pozywka
indukcyjna — MS o zmniejszonej zawartosci azotu zawierata 2,5 yM IBA + 5 yM IAA + 50 uM
putrescyny. Po 7 dniach pedy przenoszono z pozywki indukcyjnej na pozywke bez auksyn i
putrescyny, sprzyjajgca wyrastaniu korzeni. Obserwacje ukorzeniania in vitro przeprowadzano po 3
tyg. a nastepnie rosliny aklimatyzowano ex vitro przez 6 tyg. Po 7-dniowej indukcji rizogenezy w
ciemnosci istotny wzrost efektywnosci ukorzenienia do 77,5% obserwowano u ‘Pinova’, podczas
gdy prowadzenia indukcji w swietle skutkowato ukorzenieniem 48,3% pedow. U ‘Free Redstar’
procent ukorzenionych peddéw - 48% - byt najwyzszy w ciemnosci i w wyzszej temperaturze 26°C.
Swiatto catkowicie hamowato tworzenie korzeni u tej odmiany.

W drugim etapie badan wykazano, ze mikrosadzonki tetraploidow charakteryzujg sie stabszymi
zdolno$ciami do ukorzeniania in vitro i aklimayzacji w poroéwnaniu do ich diploidalnych




odpowiednikow. Uzycie w ostatnim cyklu namnozeniowym 4 uM mT wptyneto bardzo korzystnie na
zdolnosci korzeniotworcze pedow niemal wszystkich genotypdw zaréwno diploidalnych jak i
tetraploidalnych. Najsilniejszy pozytywny wptyw mT uzyskano dla ‘Pristine’ i ‘Sander’, u ktorych
uzycie tej cytokininy podczas etapu namnazania wyraznie poprawiato efektywnosé ukorzeniania i
warunkowato uzyskanie zaaklimatyzowanych aktywnie rosngcych roslin. U odmian ‘Pinova’ i
‘Sander’ rosliny tetraploidalne wprawdzie aklimatyzowaty sie w zadowalajgcym procencie lecz
wiekszo$¢ z nich nie kontynuowata wzrostu i wchodzita w spoczynek.

Temat badawczy 3

Ocena zmian _genetycznych/epigenetycznych uzyskanych tetraploiddw w__odniesieniu do
diploidalnych genotypdw wyjsciowych.

Celem badan byta ocena wielkosci i charakteru zmiennosci kolejnych nowopowstatych tetraploidow
jabtoni w odniesieniu do ich diploidalnych genotypéw wyjsciowych. Okreslano, czy zmiennos¢ ma
zrodto w zmiennosci epigenetycznej (zmiana stopnia metylacji DNA) czy genetycznej (mutacje
DNA, aneuploidalnos¢, delecje). W roku 2017 kontynuowano analizy AFLP oraz analizy MSAP
wybranych tetraploidéw w celu wykrycia ewentualnych zmian genetycznych oraz zmian w stopniu
metylacji DNA. Do badan wykorzystano po 2 genotypy tetraploidalne 4 odmian: ‘Pinova’, ‘Gala
Must’, ‘Redchief’ oraz ‘Free Redstar’ oraz ich genotypy wyjsciowe. W sumie analizowano materiat
genetyczny pozyskany z 8 tetraploidéw i 4 diploidalnych genotypdw wyjsciowych.

Catkowita liczba produktéw amplifikacji uzyskanych w obecnosci 5 par starterow AFLP wynosita
769, z czego jedynie 91 byto produktami polimorficznymi, co stanowito 12%. Liczba fragmentow
generowanych przy uzyciu jednej pary starterébw wahata sie od 127 dla pary Pst-AA/Mse-AC do
maksymalnie 177 dla pary Pst-AT/Mse-AT. Rozmiary uzyskanych prgzkéw wynosity od 100 do 700
pz. Tetraploidy odmiany ’Redchief’ charakteryzowaty sie najbardziej zréznicowanym stopniem
polimorfizmu w poréwnaniu do genotypow wyjsciowych - ponad 10% zréznicowaniem genetycznym
w porownaniu do roslin macierzystych. Najmniejszym stopniem polimorfizmu charakteryzowaty sie
badane tetraploidy odmiany ‘Pinova’: klon 3 — 1,1% polimorfizmu oraz klon 6L — 3,4% polimorfizmu
w poréwnaniu do diploidalnych roslin macierzystych.

Nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy wielkoscig genomdw tetraploidow uzyskanych w obrebie
poszczegolnych odmian. Rdznica wielkosci genomdéw pomiedzy wartoscig teoretyczng wynoszaca
od 2,90 do 2,96 pg 2C DNA a wartosciami uzyskanymi z pomiaréw cytometrycznych (2,80-2,86 pg)
wynosita od 1,4% do 4,4%. Wskazuje to, ze nowo uzyskane poliploidy jabtoni sg petnymi
tetraploiadami.

Temat badawczy 4

Ocena morfologiczna oraz parametréw fizjologicznych wytypowanych tetraploidow

Do badan uzyto po 2 lub 3 genotypy tetraploidaline 4 odmian - ‘Free Redstar (FR), ‘Gala Must’
(GM), ‘Redchief’ (RC) i ‘Pinova’ (Pn) oraz ich genotypy wyjsciowe. Najwigksze réznice pomiedzy
diploidami a tetraploidami notowano przy ocenie cech morfologicznych. W poréwnaniu do odmian
wyjsciowych tetraploidy byly istotnie nizsze i miaty znacznie mniej weztéw. W przypadku $rednicy
pedu, istotnie ciensze pedy w poréwnaniu do diploiddow obserwowano tylko dla dwoch
tetraploidalnych klonow: FR 4x-3pd oraz RC 4x-13pd. Liscie tetraploidow byty z reguty mniejsze niz
diploidéw, przy czym u dwoch odmian GM i RC, réznice pomiedzy diplo- i tetraploidami byty istotne.
Z kolei zawartosc¢ chlorofilu w lisciach byta istotnie wyzsza dla tetraploidéw trzech odmian - FR, Pn i
RC, w poréwnaniu do diploidéw. Liscie tetraploidow réznity sie takze ksztattem — byly bardziej
okragte, o czym swiadczy obserwowany u nich istotnie wyzszy stosunek szerokosci do dtugosci w
porownaniu do notowanego u diploidalnych odmian wyjsciowych. Pomiary wymiany gazowej i
fluorescencji wykonano dla tetraploidow 3 odmian. W obrebie kazdej odmiany, obserwowano
gtownie klony tetraploidalne charakteryzujgce sie istotnie nizszym natezeniem fotosyntezy i
znacznie nizszg maksymalng wydajnoscig kwantowg PSIl w poréwnaniu do diploidéw lub warto$ci
te byly poréwnywalne u roslin diplo- i tetraploidalnych. Istotnie wyzszg zarowno aktywnos¢
fotosyntetyczng jak i natezenie transpiracji hotowano tylko u jednego tetraploidalnego klonu - RC
4x-13pd.




Temat badawczy 5

Ocena podatnoéci uzyskanych poliploiddw na porazenie przez Venturia inaequalis w warunkach
szklarniowych

Podatno$¢ na porazenie przez Venturia inaequalis (sprawca parcha jabtoniowego) oceniano w
doswiadczeniu szklarniowym prowadzonym na uzyskanych 5-6 miesiecznych i 1-rocznych
tetraploidach jabtoni. Do badah uzyto po 2 lub 3 genotypy tetraploidalne 4 odmian - ‘Free Redstar’,
‘Gala Must’, ‘Redchief’ i ‘Pinova’ oraz ich genotypy wyjsciowe. Rosliny inokulowano zawiesing
zarodnikdw Venturia inaequalis o koncentracji ok. 10° zarodnikéw/ml, uzyskang w wyniku zmywania
zarodnikow z silnie porazonych lisci jabtoni pobranych z sadu. Wyniki przeprowadzonej w
warunkach szklarniowych oceny podatnosci na parcha diploidalnych odmian wyjsciowych, byty z
reguty zgodne z oceng prowadzong w warunkach polowych (wedtug danych literaturowych).
Badanym odmianom mozna przyporzgdkowac nastepujgcg podatno$¢ na parcha: matg - ‘Pinova’,
‘Free Redstar’ i ‘Pristine’, srednig — ‘Redchief’ i duzg - ‘GalaMust’. Dla nowej odmiany ‘Sander’ test
szklarniowy (brak porazenia) nie byt zbiezny z oceng polowg (Srednia podatnos¢). Z kolei tetraploidy
odmian o duzej i sredniej podatnosci na parcha (‘Redchief,‘Gala Must’) charakteryzowaly sie
podobng podatnoscig na patogena jak odmiany macierzyste. Natomiast w przypadku odmian o
matej podatnosci, tetraploidy ‘Free Redstar’ nie byty w ogdle porazone (podczas gdy odmiana
wyjsciowa w niewielkim stopniu), a tetraploidy ‘Pinova’ — w bardzo matym stopniu — podobnie jak
odmiana wyjsciowa. W przypadku tetraploidéw odmiany ‘Sander’ jeden z tetraploidéw nie przejawiat
oznak porazenia, natomiast dwa inne byty silnie porazone.

Mozna przypuszczaé, ze na skutek poliploidyzacji pojawity sie tetraploidy wykazujgce mniejszy
stopien podatnosci na porazenie zarazg ogniowg lub parchem jabtoniowym. Wyniki te wymagaja
weryfikacji w kolejnych latach badan.

Prezentacja i publikacja wynikdw uzyskanych w ramach zadania nr 70 w roku 2016 oraz
2017:

1) Podwyszynska M., Markiewicz M. 2017. Phenotypic and genetic evaluation of apple
neotetraploids obtained by in vitro method. Materialy konferencyjne: Fourtf International
Horticulture Research Conference. 16-20th July 2017, East Malling, Umited Kingdom,
#HortRes17, P3-11, str. 94
Prezentacja posterowa zostata nagrodzona za najbardziej interesujgce wyniki, do ktérych
zastosowanie najnowszej generacji sekwenatora bytoby najbardziej przydatne; nagrode w
postaci sekwenatora MinlON ufundowata firma Oxford Nanopore Technologies z Wielkiej
Brytanii (#HortRes17) - Poster

2) Markiewicz M, Podwyszynska M. 2017. Ocena zmian genetycznych/ epigenetycznych
uzyskanych tetraploidow jabtoni w odniesieniu do diploidalnych genotypdw wyjsciowych.
Materiaty konferencyjne. Ogdlnopolska Ogrodnicza Konferencja Naukowa (30-Lecie PTNO)
,Ziemia — Roslina — Czlowiek”, 20-21 wrzesnia 2017, Krakow, str. 107 - Poster

3) Podwyszynska M., Sowik |., Machlanska A., Kruczynska D., Dyki B., 2017. In vitro tetraploid
induction of Malus x domestica Borkh. using leaf or shoot explants. Sci. Hortic 226: 379-388
- Publikacja oryginalna

4) Podwyszynska, M., Cieslinska, M., 2018. In vitro shoot rooting optimization of apple scion
cultivars and rooting ability evaluation of their neotetraploids. Acta. Sci. Pol., Hortorum
Cultus 17 (1) (w druku) (w wersji elektronicznej zatgczono pierwszg strone publikacji)
- Publikacja oryginalna
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[ INTRODUCTION

Apple (Malus x domestica Borkh.) is the most important fruit species cultivated in Poland. In search
of genotypes with new valuable traits, extensive breeding works have been carried out at the Institute
of Horticulture in Skierniewice, Poland. One of the methods applied was the induction of variation via
mitotic polyploidisation, which in addition to doubling the number of chromosomes, can also cause func-
tional and/or structural changes in DNA such as point deletion: or

changes.

The aim of the study is evaluation of newly obtained tetraploids for their suitability for further breeding.

| MATERIALS AND METHODS

were induced in vitro using shoot cultures and one of the antimitotic agents: colchicine, triflu-
ralin, oryzalin or amij thyl (APM). Mi i of selected ids and their diploid coun-
terparts were rooted in vitro and lhen planted ex vitro. Phenotypic observations were performed after six
months growing in a greenhouse. In this report, we wish to present results obtained for three cultivars:
‘Free Redstar’, ‘Gala Must' and ‘Redchief’.

We also assessed the range and nature of changes in newly obtained apple tetraploids in relation to
their diploid donor genotypes (standards) - whether these changes are due to epigenetic or genetic vari-
ation. For each cultivar studied, two tefraploid genotypes (tetraploid clones) were used and compared
with diploid standard. Plant samples were collected from /n vitro shoot cultures. In order to evaluate ge-
netic changes in tetraploid plants, the AFLP analysis (amplified fragment length polymorphism) was per-
formed using the 5 pairs of primers that differentiate tested cultivars; three cultivars were analysed. To
evalualed epigenetic changes resulting from DNA methylation, the MSAP analysis (methylation-sensitive

was using 8 pairs of primers according with Xiong et al. (1999),

oo et al. (2001) and Fulnecek i Kowahk (2014) The analysis was done for 'Free Redstar
Reurriph it edbiad e b and ‘Redchief. Nuclear DNA content was by flow cy y for all of the
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Compared to diploids, the newly obtained tetraploids had shoots shorter by 30-60%, stem diameter CONCLUSIONS
similar od smaller by 20% and leaf area slightly smaller. Besides, leaf blades were rounder (shorter
and wider) in tetraploids.

Chiorophyll content was higher in tetraploids of ‘Free Redstar’ and ‘Gala Must', by approximately
40% and 20%, respectively.

Transpiration and stomatal were i i in to di-
ploids in two of three cultivars tested.

Photosynthetic activity was higher in tetraploids of 'Free Redstar’.

Tetraploids differ significantly from diploids in terms of morphological and physiological features.
Genetic variation between tetraploids derived from the same diploid genotype, confirmed by AFLP
analysis, may result from structural changes in DNA .

Some of the changes in may be due to the varying degree of DNA
methylation.

The neotetraploids obtained are currently being evaluated for diseases’ resistance, and in the following
years their suitability for further breeding will be assessed.

The results obtained in the framework of a project No. HOR hn — 801 - 6/16_70 funded by the Polish Ministry of Ag-
riculture and Rural Development



Ocena zmian genetycznych/epigenetycznych
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Wstep v A F
Jablon jest jednym z najwazniejszych gatunkéw sadowniczych uprawianym w naszym kraju na duzg
skale. W poszukiwaniu genotypéw o nowych, wartoSciowych cechach uzytkowych, w Instytucie
Ogrodnictwa prowadzone sg szeroko zakrojone prace hodowlane. Jedng z metod uzyskania zmienno$ci
jest uzyskiwanie mitotycznych poliploidéw. Mimo, ze proces ten nie wprowadza nowych genéw, to
powoduje powazne zmiany funkcjonalne i/lub strukturalne DNA (mutacje punktowe, delecje, duplikacje).

Cel badan

Celem badarn byla ocena wielkosci i charakteru zmienno$ci nowopowstatych mitotycznych tetraploidéw jabtoni w odniesieniu do ich diploidalnych
genotypéw wyjsciowych. Czy ma ona zrédio w zmienno$ci epigenetycznej — zmiana stopnia metylacji DNA, czy genetycznej — mutacje DNA,

aneuploidalnos¢, delecje. Materiat | metody

Materiat do badan stanowity po dwa genotypy tetraploidalne uzyskane dla czterech odmian diploidalnych: ‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Pinova’ i ‘Red
Chief'. Tetraploidy indukowano w kulturach in vitro poprzez traktowanie pedéw kolchicyna, trifluraling, oryzaling lub amiprofosem metylowym (APM).
Uzyskane tetraploidy byly ukorzeniane in vitro oraz aklimatyzowane. Prébki roslin do analiz pobierano zaréwno z roslin diploidalnych (standardéw)
rosnacych w sadzie oraz w mateczniku in vitro, a takze z ro$lin tetraploidalnych. W pierwszym etapie badari wykonano analize réznicujgcg odmiany
wyjéciowe metodg AFLP z wykorzystaniem 10 par primeréw, a w celu oceny zmian genetycznych u tetraploidéw, przeprowadzono analize AFLP z
wykorzystaniem 5 par primeréw oraz MSAP z wykorzystaniem 8 par primeréw. Oceniono takze zawarto$¢ jadrowego DNA u nowopowstatych
tetraploidéw przy pomocy cytometrii przeptywowej.
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Wyniki

Analiza markeréw AFLP wykazala, ze stopient zréznicowania genetycznego badanych odmian diploidalnych wynosit 20,1%, natomiast pomiedzy
badanymi tetraploidami wynosit érednio 2% w poréwnaniu do standardéw. Podczas analiz AFLP genotypéw tetraploidalnych uzyskano 749 produktow
AFLP, z czego jedynie 17 bylo fragmentami polimorficznymi. Liczba fragmentéw generowanych przy uzyciu jednej pary starteréw wahata sie od 124 dla
pary Pst-AA/Mse-AC do maksymalnie 176 dla pary Pst-AT/Mse-AT. Wielkosci uzyskanych prazkéw wynosity od 100 do 700pz.

Analiza MSAP wykazata, ze $redni stopienn metylacji wynosit 5,3% dla odmiany ‘Red Chief' i 5,1% dla odmiany ‘Free Redstar’. W sumie u dwéch
badanych odmian jabtoni brak metylacji wykazano dla 84,3% produktéw, peing metylacje dla 6% amplifikowanego DNA. Zewnetrzne reszty cytozyny
metylowane byly $rednio u 0,8% DNA, natomiast wewnetrzne reszty cytozyny metylowane byly u 8,9% amplifikowanego DNA.

Zawartosc¢ jadrowego DNA mierzona cytometrycznie u wszystkich badanych odmian wyjéciowych (2x) wynosita okoto 1,65 pg, a dla nowo uzyskanych
tetraploidéw (4x) od 3,17 pg u tetraploida ‘Redchief’ nr 11 do 3,22 pg u tetraploida ‘Free Redstar’ nr 3. Nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy
wielko$cig genomow tetraploidow uzyskanych w obrebie danych odmian. Réznica wielkosci genoméw pomiedzy wartoscig teoretyczng wynoszaca
okoto 3,30 pg, a warto$ciami uzyskanymi z pomiaréw cytometrycznych wynosita od 2,4% do 3,9%. Te niewielkie procentowe réznice w zawarto$ci
jadrowego DNA pomiedzy wartosciami teoretycznymi dla tetraploidéw danej odmiany raczej nie $wiadcza o znaczacych zmianach na poziomie DNA, np.
wyeliminowanie pojedynczych chromosomoéw, czy ich fragmentéw. Takie nieznaczne réznice mogg sugerowaé niewielkie delecje czesto zachodzace
podczas poliploidyzacji.
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genotypbw wyjsciowych metoda AFLP. oraz tetraploidéw dla odmian ‘Red Chief i ‘Free Redstar’ metodg MSAP. kukurydza CE 777 (2C=2,54 pg).
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1. Introduction of mitotic chmomosome doubling have been developed for plants such
= Pyne ok {Son o al, X11), Acimida sp (Wo ot al, 2011),

213, Hemerocallis

Ome of the impariant sounces of vamiability is the proces of paly-
ploidisation . Polyploids are the genotypes that contain more than two
s=ts of chromosomes. They are widey nsad in bresding programmes far
crops bemuse they remlt in lush growth, lrger fowers and froits, 2
smaller mumber of fiowers per inflonsoence, sometimes shorer and
muare compac shoot habit or g reader nes istanee to biobc or abiobic stress
(Chen, 2007; Dhooghe et 2l 2011; Mason, X6)

Polyploidisstion hes been med io breed crops for decades (Mason,
2016) It is well documented that palyploidisation leads to novel phe-
notypes throogh several mechaniems; for example, alerations in dose-
regulated gpene expression and rapid genetic and epigenetic changes
(Parisod et al_, 2010; Mason, 2016} Reemnily, several in witro methods
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Hemmbs  bpedis  (TrojpkGoluch et al,
{Podwysryfiska o al_, 2015), mphanobresica (Niimi o al , 2015) and
Popibe (n =tal , 2016}

Apple spedes and cultivars differ in the mumber of chromaosome
sets. The majority of the apple cultivars are diploids (2x = 34), but
there are some irploids {(3xr = 51} and a few teiraploids (4 = 68)
(Eorhan etal., 2{09; Considine etal , 2012; Podwysryfiska etal , 20160
Triploid and tetraploid apple genotypes are generally characterived by
thisir larg e frits and ofen displ ay other phenotypes thatarevalnahls to
both growers and comuomers {Jamck =t al, 19496; Sedysheva and
Garbadheva, 20013 Podwysryfiska ot al, 2016} The mentioned ahove
anthors estimated that approcimasely 104 of the commonly growm



ROOTING SHOOTS OF APPLE VARIETIES AND THEIR TETRAPLOIDS OBTAINED BY THE IN VITRO
TECHNIQUE

Malgorzata Podwyszynska, Mirostawa Cieslinska
Research Institute of Horticulture, Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice
Malgorzata.Podwyszynska@inhort.pl

Abstract. For breeding purposes, the number of neo-tetraploids of apple cultivars have been derived by in vitro
technique. The first attempts at rooting and acclimatization of tetraploid shoots failed. The aim of the study was to
develop an effective method for rooting microcuttings of apple neo-tetraploids. In the first stage of the study, in vitro
rooting method was optimized for the shoots of diploid donor cultivars. Shoots were rooted on Murashige and Skoog
(1962) (MS) medium with a reduced content of nitrogen, in the presence of auxins alone or in combination (indole-3-
butyric acid — IBA, 1l-naphthaleneacetic acid — NAA and indole-3-acetic acid — IAA) with addition of putrescine,
arginine or ornithine. The compounds were applied continuously for 25 days (one-step rooting system) or for seven days
with subsequent transplanting shoots onto a medium without these compounds (two-step rooting method). Tetraploid
microcuttings of the cultivars ‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Pinova’ and ‘Redchief” were evaluated for rooting on the
selected medium considered optimal for their diploid counterparts. The shoots of all diploid apple scion cultivars had low
rooting capacity. IBA alone poorly stimulated root formation. Significant improvement of rooting to 60-80% was
achieved through the application of auxins, 2.5 uM IBA or 1.3 uM NAA combined with 5 uM TAA and 50 uM
putrescine in the two-step rooting system with darkness and increased temperature of 26°C during seven-day induction
phase. The replacement of benzyladenine (BA) by meta-Topolin (m-T) in the last multiplication subculture influenced
positively shoot acclimatization. Tetraploids had comparable or slightly lower rooting and acclimatization ability
compared to their diploid counterparts.

Key words: Malus x domestica, tetraploids, auxins, meta-Topolin, putrescine, arginine, darkness
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