
Zadanie 70. Indukowanie zmienności genetycznej jabłoni na drodze poliploidyzacji in vitro 
oraz ocena fenotypowa i genetyczna uzyskanych poliploidów w odniesieniu do 
diploidalnych form wyjściowych 

 
W roku 2017 badania prowadzono w ramach 5 tematów badawczych. 
 
Temat badawczy 1 
Ocena in vitro podatności na porażenie przez  Erwinia amylovora uzyskanych tetraploidów 
wytypowanym testem w odniesieniu do ich diploidalnych genotypów wyjściowych  
W bieżącym roku ocenę podatności na zarazę ogniową, najgroźniejszą chorobę bakteryjną jabłoni, 
której sprawcą jest E. amylovora, wykonano poprzez przeprowadzenie jednej serii doświadczenia z 
udziałem 6 genotypów tetraploidalnych uzyskanych z poliploidyzacji 3 odmian ‘Redchief’, ‘Sander’ i 
‘Pinova’ oraz 3 diploidalnych genotypów wyjściowych, a także jednej odmiany referencyjnej - ‘Lobo’ 
o wysokiej podatności na zarazę ogniową. Użyto pędów o długości 4-5 cm. Do badań wykorzystano 
wyizolowany z jabłoni szczep E. amylovora nr 659 o średniej wirulencji. Pędy inokulowano 
bakteriami poprzez usunięcie wierzchołka pędu skalpelem zanurzonym w inokulum (105 bakterii w 
mililitrze), następnie inkubowano je in vitro przez 37 dni na standardowej pożywce do namnażania. 
Istotne różnice w podatności na porażenie przez E. amylovora ocenianej według skali od 0 (brak 
porażenia) do 4 (całkowita nekroza pędu) uzyskano dla dwóch klonów tetraploidalnych otrzymanych 
dla odmiany ‘Redchief’. Tetraploidy te okazały się najmniej podatne na porażenie E. amylovora - 
stopień porażenia wyniósł odpowiednio 0.9 oraz 1,25 i był istotnie niższy w porównaniu do pędów 
odmiany referencyjnej ‘Lobo’ (2,13) i diploidalnej odmiany wyjściowej (1,61). U pozostałych odmian 
klony tetraploidalne nie różniły się istotnie od odmian wyjściowych pod względem podatności na 
parcha jabłoniowego. 
 
Temat badawczy 2 
Optymalizacja ukorzeniania pędów in vitro odmian jabłoni oraz uzyskanych tetraploidów a także ich 
aklimatyzacja w warunkach szklarniowych 
W pierwszym etapie badań w ramach dwóch doświadczeń optymalizowano warunki ukorzeniania  
in vitro diploidalnych odmian wyjściowych. W pierwszym doświadczeniu wykazano, że cytokininy: 
standardowo używana 6-benzyloaminopuryna (BAP) i alternatywna cytokinina - meta-Topolina 
(mT), zastosowane w ostatnim cyklu namnożeniowym (poprzedzającym ukorzenianie in vitro) 
znacząco wpłynęły na jakość pędów i następczo wpływały na ich zdolność do ukorzeniania. 
Standardowe zastosowanie BAP w ostatnim cyklu namnożeniowym w wyższym stężeniu - 4 i 8 μM, 
jak również mT - 4 μM, zwiększało skuteczność ukorzeniania w porównaniu z traktowaniem 
cytokininą w niższym stężeniu (2 μM). Najwyższy procent ukorzeniania wynoszący 76% u ‘Free 
Redstar’ i 67% u ‘Pristine’ notowano dla traktowania 4 μM mT. Podobnie u ‘Gala Must’ i ‘Redchief’, 
najwyższą efektywność ukorzeniania od 80% do 90% uzyskano dla pędów mnożonych w obecności 
4 i 8 μM BAP lub 4 μM mT. Natomiast zastąpienie standardowo stosowanej BAP w pożywne w 
ostatnim cyklu namnożeniowm jej pochodną mT pozytywnie wpłynęło na zdolności aklimatyzacyjne 
roślin. U trzech spośród czterech badanych odmian diploidalnych najwięcej pędów 
zaaklimatyzowało się, gdy w pożywce do namnażania stosowano mT. W drugim doświadczeniu 
wykazano, że temperatura (21oC i 26oC) i 16-godzinny fotoperiod lub ciemność podczas 
siedmiodniowej fazy indukcji rizogenezy znacząco wpłynęły na wydajność ukorzenienia pędów 
odmian o niskich zdolnościach do formowania korzeni - ‘Free Redstar’ i ‘Pinova’. Pożywka 
indukcyjna – MS o zmniejszonej zawartości azotu zawierała 2,5 μM IBA + 5 μM IAA + 50 μM 
putrescyny. Po 7 dniach pędy przenoszono z pożywki indukcyjnej na pożywkę bez auksyn i 
putrescyny, sprzyjającą wyrastaniu korzeni. Obserwacje ukorzeniania in vitro przeprowadzano po 3 
tyg. a następnie rośliny aklimatyzowano ex vitro przez 6 tyg. Po 7-dniowej indukcji rizogenezy w 
ciemności istotny wzrost efektywności ukorzenienia do 77,5% obserwowano u ‘Pinova’, podczas 
gdy prowadzenia indukcji w świetle skutkowało ukorzenieniem 48,3% pędów. U ‘Free Redstar’ 
procent ukorzenionych pędów - 48% - był najwyższy w ciemności i w wyższej temperaturze 26oC. 
Światło całkowicie hamowało tworzenie korzeni u tej odmiany.  
W drugim etapie badań wykazano, że  mikrosadzonki tetraploidów charakteryzują się słabszymi 
zdolnościami do ukorzeniania in vitro i aklimayzacji w porównaniu do ich diploidalnych 



odpowiedników. Użycie w ostatnim cyklu namnożeniowym 4 μM mT wpłynęło bardzo korzystnie na 
zdolności korzeniotwórcze pędów niemal wszystkich genotypów zarówno diploidalnych jak i 
tetraploidalnych. Najsilniejszy pozytywny wpływ mT uzyskano dla ‘Pristine’ i ‘Sander’, u których 
użycie tej cytokininy podczas etapu namnażania wyraźnie poprawiało efektywność ukorzeniania i 
warunkowało uzyskanie zaaklimatyzowanych aktywnie rosnących roślin. U odmian ‘Pinova’ i 
‘Sander’ rośliny tetraploidalne wprawdzie aklimatyzowały się w zadowalającym procencie lecz 
większość z nich nie kontynuowała wzrostu i wchodziła w spoczynek. 
 
Temat badawczy 3 
Ocena zmian genetycznych/epigenetycznych uzyskanych tetraploidów w odniesieniu do 

diploidalnych genotypów wyjściowych. 

Celem badań była ocena wielkości i charakteru zmienności kolejnych nowopowstałych tetraploidów 
jabłoni w odniesieniu do ich diploidalnych genotypów wyjściowych. Określano, czy zmienność ma 
źródło w zmienności epigenetycznej (zmiana stopnia metylacji DNA) czy genetycznej (mutacje 
DNA, aneuploidalność, delecje). W roku 2017 kontynuowano analizy AFLP oraz analizy MSAP 
wybranych tetraploidów w celu wykrycia ewentualnych zmian genetycznych oraz zmian w stopniu 
metylacji DNA. Do badań wykorzystano po 2 genotypy tetraploidalne 4 odmian: ‘Pinova’, ‘Gala 
Must’, ‘Redchief’ oraz ‘Free Redstar’ oraz ich genotypy wyjściowe. W sumie analizowano materiał 
genetyczny pozyskany z 8 tetraploidów i 4 diploidalnych genotypów wyjściowych. 
Całkowita liczba produktów amplifikacji uzyskanych w obecności 5 par starterów AFLP wynosiła 
769, z czego jedynie 91 było produktami polimorficznymi, co stanowiło 12%. Liczba fragmentów 
generowanych przy użyciu jednej pary starterów wahała się od 127 dla pary Pst-AA/Mse-AC do 
maksymalnie 177 dla pary Pst-AT/Mse-AT. Rozmiary uzyskanych prążków wynosiły od 100 do 700 
pz. Tetraploidy odmiany ’Redchief’ charakteryzowały się najbardziej zróżnicowanym stopniem 
polimorfizmu w porównaniu do genotypów wyjściowych -  ponad 10% zróżnicowaniem genetycznym 
w porównaniu do roślin macierzystych. Najmniejszym stopniem polimorfizmu charakteryzowały się 
badane tetraploidy odmiany ‘Pinova’: klon 3 – 1,1% polimorfizmu oraz klon 6L – 3,4% polimorfizmu 
w porównaniu do diploidalnych roślin macierzystych. 
Nie stwierdzono istotnych różnic pomiędzy wielkością genomów tetraploidów uzyskanych w obrębie 
poszczególnych odmian. Różnica wielkości genomów pomiędzy wartością teoretyczną wynoszącą 
od 2,90 do 2,96 pg 2C DNA a wartościami uzyskanymi z pomiarów cytometrycznych (2,80-2,86 pg) 
wynosiła od 1,4% do 4,4%. Wskazuje to, że nowo uzyskane poliploidy jabłoni są pełnymi 
tetraploiadami.  
 
Temat badawczy 4  
Ocena morfologiczna oraz parametrów fizjologicznych wytypowanych tetraploidów 
Do badań użyto po 2 lub 3 genotypy tetraploidalne 4 odmian - ‘Free Redstar’ (FR), ‘Gala Must’ 
(GM), ‘Redchief’ (RC) i ‘Pinova’ (Pn) oraz  ich genotypy wyjściowe. Największe różnice pomiędzy 
diploidami a tetraploidami notowano przy ocenie cech morfologicznych. W porównaniu do odmian 
wyjściowych tetraploidy były istotnie niższe i miały znacznie mniej węzłów. W przypadku średnicy 
pędu, istotnie cieńsze pędy w porównaniu do diploidów obserwowano tylko dla dwóch 
tetraploidalnych klonów: FR 4x-3pd oraz RC 4x-13pd. Liście tetraploidów były z reguły mniejsze niż 
diploidów, przy czym u dwóch odmian GM i RC, różnice pomiędzy diplo- i tetraploidami były istotne. 
Z kolei zawartość chlorofilu w liściach była istotnie wyższa dla tetraploidów trzech odmian - FR, Pn i 
RC, w porównaniu do diploidów. Liście tetraploidów różniły się także kształtem – były bardziej 
okrągłe, o czym świadczy obserwowany u nich istotnie wyższy stosunek szerokości do długości w 
porównaniu do notowanego u diploidalnych odmian wyjściowych. Pomiary wymiany gazowej i 
fluorescencji wykonano dla tetraploidów 3 odmian. W obrębie każdej odmiany, obserwowano 
głównie klony tetraploidalne charakteryzujące się istotnie niższym natężeniem fotosyntezy i 
znacznie niższą maksymalną wydajnością kwantową PSII w porównaniu do diploidów lub wartości 
te były porównywalne u roślin diplo- i tetraploidalnych. Istotnie wyższą zarówno aktywność 
fotosyntetyczną jak i natężenie transpiracji notowano tylko u jednego tetraploidalnego klonu - RC 
4x-13pd.  



Temat badawczy 5  
Ocena podatności uzyskanych poliploidów na porażenie przez Venturia inaequalis w warunkach 
szklarniowych  
Podatność na porażenie przez Venturia inaequalis (sprawca parcha jabłoniowego) oceniano w 
doświadczeniu szklarniowym prowadzonym na uzyskanych 5-6 miesięcznych i 1-rocznych 
tetraploidach jabłoni. Do badań użyto po 2 lub 3 genotypy tetraploidalne 4 odmian - ‘Free Redstar’, 
‘Gala Must’, ‘Redchief’  i ‘Pinova’  oraz  ich genotypy wyjściowe. Rośliny inokulowano zawiesiną 
zarodników Venturia inaequalis o koncentracji ok. 105 zarodników/ml, uzyskaną w wyniku zmywania 
zarodników z silnie porażonych liści jabłoni pobranych z sadu. Wyniki przeprowadzonej w 
warunkach szklarniowych oceny podatności na parcha diploidalnych odmian wyjściowych, były z 
reguły zgodne z oceną prowadzoną w warunkach polowych (według danych literaturowych). 
Badanym odmianom można przyporządkować następującą podatność na parcha: małą - ‘Pinova‘, 
‘Free Redstar’ i ‘Pristine’, średnią – ‘Redchief’ i dużą - ‘GalaMust’. Dla nowej odmiany ‘Sander’ test 
szklarniowy (brak porażenia) nie był zbieżny z oceną polową (średnia podatność). Z kolei tetraploidy 
odmian o dużej i średniej podatności na parcha (‘Redchief’,‘Gala Must’) charakteryzowały się 
podobną podatnością na patogena jak odmiany macierzyste. Natomiast w przypadku odmian o 
małej podatności, tetraploidy ‘Free Redstar’ nie były w ogóle porażone (podczas gdy odmiana 
wyjściowa w niewielkim stopniu), a tetraploidy ‘Pinova’ – w bardzo małym stopniu – podobnie jak 
odmiana wyjściowa. W przypadku tetraploidów odmiany ‘Sander’ jeden z tetraploidów nie przejawiał 
oznak porażenia, natomiast dwa inne były silnie porażone.  
 
Można przypuszczać, że na skutek poliploidyzacji pojawiły się tetraploidy wykazujące mniejszy 
stopień podatności na porażenie zarazą ogniową lub parchem jabłoniowym. Wyniki te wymagają 
weryfikacji w kolejnych latach badań.  
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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, 1-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 µM IBA or 1.3 µM NAA combined with 5 µM IAA and 50 µM 

putrescine in the two-step rooting system with darkness and increased temperature of 26oC 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.  
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