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

W roku 2018 prace 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 genotypéw
wyjsciowych.

W poprzednich latach badan, dzieki opracowanej efektywnej metodzie poliploidyzacji in vitro,
uzyskano liczne tetraploidy szesciu odmian jabtoni ‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Pinova’, Co-
op 32 (‘Pristine’), ‘Redchief’ i ‘Sander’. Celem badan jest uzyskanie tetraploidéw o nowych
cechach uzytkowych, w tym zwiekszonej odpornosci na porazenie przez grozne patogeny
jabtoni - Erwinia amylovora (sprawcy zarazy ogniowej) oraz Venturia inaequalis (sprawcy
parcha jabtoniowego). Wykorzystano wyizolowany z jabtoni szczep E. amylovora nr 659 o
Sredniej wirulencji. Pedy dtugosci 4-5 cm inokulowano bakteriami poprzez usuniecie
wierzchotka pedu skalpelem zanurzonym w inokulum (10° jtk/ml), nastepnie pedy
inkubowano przez 6 tyg. na pozywce do namnazania, wykonujgc cotygodniowe obserwacje
stopnia porazenia. Doswiadczenie wykonano z udzialem 17 Kkolejnych genotypow
tetraploidalnych 6 odmian; do badan wtgczono takze odmianeg referencyjng ‘Lobo’ o wysokim
stopniu podatnosci na patogen. U trzech odmian ‘Free Redstar’, ‘Pinova’ i ‘Sander’ wykryto w
sumie 8 klonéw tetraploidalnych charakteryzujgcych sie istotnie nizszym stopniem porazenia
bakteriozg w poréwnaniu do odmiany macierzystej i referencyjnej ‘Lobo’.

Temat badawczy 2. Ocena efektywnosci ukorzeniania i aklimatyzacji w warunkach ex vitro
roslin klonéw tatraploidalnych

Poréwnywano efektywnos¢ aklimatyzacji pedoéw klondw tetraploidalnych w odniesieniu do ich
diploidalnych odpowiednikéw w zaleznosci od metody ukorzeniania pedéw: 1) in vitro oraz 2)
ex vitro. Metodg in vitro ukorzeniano pedy 15 klonéw tetraploidalnych 5 odmian. Pedy
inkubowano przez 6-7 dni na pozywce indukcyjnej (1 IBA + 1 IAA + putrescyna 13 [mg I™]),
nastepnie 14-21 dni na pozywce bez auksyn, po czym sadzono je ex Vvitro w
miniszklarenkach; po 6 tyg. wykonywano obserwacje. W drugiej metodzie pedy sadzono ex
vitro bezposrednio po 6-7-dniowej indukcji ukorzeniania na pozywce indukcyjnej (j.w.).
Wykorzystano 38 klonéw tetraploidalnych 6 odmian. W poréwnaniu do metody ukorzeniania
in vitro, dzieki zastosowaniu bezposredniego ukorzeniania poprzedzonego 6-dniowg indukcjg
rizogenezy in vitro, znacznie zwiekszono efektywnos¢ aklimatyzacji mikrosadzonek jabtoni
zaréwno diploidéw (np. u odm. ‘Redchief z 28,5% do 58%), jak i tetraploidéow - $rednio z
29% do 45,7%.

Temat badawczy 3. Ocena zmian genetycznych/epigenetycznych uzyskanych tetraploidow
w odniesieniu do diploidalnych odmian wyj$ciowych

Zmiany genetyczne oceniano wykorzystujgc analize AFLP, do ktorej uzyto 5 par starterow.
Badano 12 kolejnych genotypdéw tetraploidalnych 4 odmian. Podjeto takze prébe wykrycia
mutacji u  autotetraploiddw  metodg  sekwencjonowania  genomowego  DNA.
Sekwencjonowanie DNA klonu tetraploidalnego odmiany ‘Redchief’ (najbardziej zmienionego
genetycznie wedtug AFLP) w poréwnaniu do diploida wykonano, wykorzystujgc '1D Ligation
Sequencing Kit', na sekwenatorze MinlON sterowanym za pomocg komputera. Ponadto w
celu wykrycia zmian spowodowanych duzymi delecjami/inwersjami czy aneuploidalnoscia, u
kolejnych tetraploiddbw oceniano wielkos¢ genomu (zawarto$¢ jadrowego DNA),
wykorzystujgc analize cytometrii przeptywowej. Z kolei zmienno$¢ epigenetyczng oceniano
wykonujgc analize stopnia metylacji z wykorzystaniem markerow MSAP. Analize te
prowadzono w celu wyjasnienia przyczyn zahamowania wzrostu niektérych tetraploidéw.
Analizowano po 2 genotypy tetraploidalne  dwoch odmian charakteryzujgcych sie
sktonnoscia do przedwczesnego wchodzenia w spoczynek (rosliny o zahamowanym
wzroscie, bedgce w spoczynku i aktywnie rosnace, przed i po chfodzeniu) w odniesieniu do




genotypoéw wyjsciowych. Wykorzystano 8 par starterow MSAP. Wyniki badan potwierdzity, iz
proces poliploidyzacji indukuje zmiany genetyczne. Sredni stopien zréznicowania
genetycznego badanych 8 tetraploidéw 4 odmian analizowany przy uzyciu markerow AFLP
wynosit 2,4% w poréwnaniu do diploidalnych rodlin wyjsciowych. Z kolei wyzszy stopien
metylacji wykazywaty rosliny tetraploidow wchodzgce w okres spoczynku. Wykorzystujac
platforme Oxford Nanopore MinlON odczytano sekwencje dwoch bibliotek cDNA
przygotowanych dla diploida i tetraploida odmiany ‘Redchief’. Jednak uzyskane stosunkowo
niskie catkowite liczby odczytéw oraz poziom pokrycia sekwencji referencyjnych nie
pozwolity na przeprowadzenie wiarygodnej analizy ewentualnych mutacji w badanym
tetraploidzie. Mimo to uzyskane wyniki wskazujg na wielki potencjat tej metody — ponad 70%
uzyskanych odczytéw miato dlugosci z przedziatu 5 000-25 000 nt.

Temat badawczy 4. Ocena morfologiczna oraz parametréw fizjologicznych wytypowanych
tetraploidéw w odniesieniu do genotypow wyjsciowych

Ocenie morfologicznej poddano 6-7-miesieczne rosliny 22 kolejnych tetraploidéw, a
parametry fizjologiczne badano u 12 tetraploidainych genotypéw. Poliploidyzacja jabtoni
spowodowata wyrazng zmiane fenotypu. W poréwnaniu z diploidami, nowo otrzymane
autotetraploidy miaty krotsze pedy i mniejsze liscie o zmienionym ksztatcie, natomiast
zawartos¢ chlorofilu u tetraploidow byla wyzsza. Natezenie transpiracji i przewodnosé
szparkowa byty z reguly wyzsze u tetraploidéw. Aktywnos¢ fotosyntetyczna i maksymalna
wydajno$¢ kwantowa PSII (Fv/Fm), u tetraploidéow byty poréwnywalne do obserwowanych u
diploidéw.

Temat badawczy 5. Ocena podatnosci uzyskanych poliploidéw na porazenie przez Venturia
inaequalis w warunkach szklarniowych. Rosliny inokulowano zawiesing zarodnikéw V.
inaequalis o koncentracji ok. 10° zarodnikéw/ml, umieszczono na 48 godzin w warunkach
wysokiej wilgotnosci powietrza, nastepnie przenoszono do standardowych warunkéw
szklarniowych. Ocene porazenia lisci tetraploidow w odniesieniu do diploidalnych odmian
wyjsciowych oraz wrazliwej odmiany referencyjnej ‘Lobo’ przeprowadzona po 4 tyg. od
inokulacji przy uzyciu 5-stopniowej skali. Doswiadczenie wykonano z udziatem 25 kolejnych
genotypéw tetraploidalnych 5 odmian. Tetraploidy odmian o duzej i $redniej podatnosci na
parcha (‘Redchief’ i ‘Gala Must’), charakteryzowaty sie podobng podatnoscig na V.
inaequalis jak odmiana macierzysta i odmiana referencyjna ‘Lobo’. Natomiast u odmian o
matej podatnosci: ‘Free Redstar — badane tetraploidy w ogole nie byly porazone, natomiast
u ‘Pinova’ — potowa badanych tetraploidow byta porazona w znikomym stopniu a pozostate
— podobnie jak diploid.

Badania wykazaty, ze w wyniku poliploidyzacji uzyskano kilka genotypéw tetraploidalnych
wykazujgcych znacznie mniejszy stopieh porazenia przez E. amylowora oraz V. inaequalis
niz odmiany wyj$ciowe. Ponadto wszystkie uzyskane tetraploidy w mniejszym lub wiekszym
stopniu réznity sie morfologicznie od swoich diploidalnych odpowiednikéw. Zasadnicze
roznice morfologiczne (krétsze pedy, zmieniony ksztaft lisci, wieksze aparaty szparkowe i
wyzsza zawartos¢ chlorofilu) wynikajg z podwojenia liczby chromosoméw. Ponadto
wykazano, ze tetraploidy tej samej odmiany réznig sie pomiedzy sobg, np. pod wzgledem
podatnosci na choroby. R6znice w obrebie tetraploidéw danej odmiany sg prawdopodobnie
wynikiem zmian genetycznych i epigenetycznych na co wskazuje zmiennosS¢ w strukturze
DNA i stopniu metylacji, wykryta przy uzyciu analizy AFLP i MSAP.
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INTRODUCTION
The most severe bacterial disease of apple trees is the fire blight caused by the ium Erwinia (aq ism in the host plant propagation material).
Due to the lack of effective disease control it is ly to il apple cultivars with reduced susceptibility to this pathogen. One of the methods of
creating new cultivars is production of tetraploids. In our previous studles several neotetraploids for six apple cultivars have been obtained using in vitro method (Podwyszyriska
et al. 2017). Most of these parental cultivars used for polyploidisation characterized with the high or level to E. . We that newly

obtained tetraploids may show increased disease resistance as a result of doubling the resistance genes.

AIM
The aim of the study was to luate the E. (L i level of the apple tetraploids in relation to their diploid counterparts using in vitro assay. In the first stage of

the research, a method for in vitro testing resistance to fire blight was developed using parental diploid cultivars of known varying resistance levels. Then using the most
reliable method, ids were for the level.

MATERIAL AND METHODS

Stage |: Development of the in vitro method of testing apple cultivars for resistance to fire blight

Plant material. Shoots (3-4 cm in length) derived from in vitro cultures of six parental diploid cultivars of apple (for which tetrap were obtained) with varying to
E. amylovora were used: the less susceptible 'Free Redstar’, Co-op 32 and ible 'Gala Must' and the most susceptible 'Pinova’ as well as 'Sander'
of the unknown susceptibility. In addition, reference cultivars were used such as modara(ely susceptible 'Lobo’ and highly susceptible 'ldared'.

with The E. amy (strain 659) susp 1s of 10 or 10° cfu/ml were prepared for tests. Shoots were lnoculaled by applying 3 or 5 pl of bacterial
pension directly to the shoot apex or by cutting off the shoot apex with a scalpel previ in the p After ion, the shoots
were il on iplication MS medium containing BA, IBA and GA;, at 21°C and 16/8 h photopenod

Evaluation of the rate of bacterial lesion (necrosis). The rate of shoot infestation was assessed based on a 5-step scale from 0 (no signs of shoot necrosis) to 4 (totally
necrotic shoots and leaves); observations were performed every 7 days from 12" to 79" day post-inoculation; replications: 60 shoots of each diploid cultivar per each treatment.

Stage II: In vitro of p clones for to fire blight
Shoot (3-4 cm in length) of id clones ined in the previous study (Podwyszyriska et al., 2017) were inoculated with E. amylovora with the method considered most
reliable (developed during the first stage of the study), i.e., by g the shoot apex with a scalpel immersed in a bacterial suspension at the
ion of 10* cfu/ml; cultivars: ‘Lobo’ and ‘Idared’; the rate of shoot necrosis was S evaluated every 7 days from 12" to 79™ day post-inoculation; replications: 20-
30 shoots of each tetraploid clone.
In vitro tetrapioid induction Selecting MM: based  Diploid and tetraploid shoots of the apple cuitivars ‘Free Redstar', Inoculation vith £. amylovora Evaluation of the rate
“Gala Must’, Pinova’, Co-op 32, Redchief and ‘Sander’ (strain 659) suspension of 104 cfu/mi of bacterial lesion
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RESULTS
o The most convergent results of in vitro resistance tests with the known resistance level of each apple cultivar evaluated in vivo (reported by several authors) were obtained
using the inoculation method based on the cutting off the shoot apex with a scalpel immersed in a bacterial suspension of 10* cfu/ml with the observations performed 26-40
days after inoculation. This method was chosen for evaluation tetraploid clones.

o The individual tetraplold clones wnhm lhe cultivar differed in the resistance level. Some of the tetraploid clones showed similar resistance level to their diploid counterparts

and some of a greater resi; to fire blight: all the tetraploid clones of ‘Redchief’ (RC 4x-11pd, -23pd, -26pd and -51L) and tetraploid clone
of ‘Pinova’ (Pn 4x-17L).
Susceptibility to fire blight of apple diploid cultivars tested with the In vitro assay ‘Susceptibility to fire blight of the apple tetraploid clones tested in the in vitro assay determined with respect to their diploid counterparts
determined 40 days after inoculation and the reference cuttivar ‘Idared and/or Lobo"
Cultivar, Bacterial lesion Cultivar, Bacterial lesion
Erwinio amylovora lesion tetraplold clone  (shoot necrosis) | tetraploid clone  (shoot necrosis) =
lobo” 2x 2060 ‘Lobo” 2x 2.08b 1
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@0s Sax-2pd 1818 Pnax-Tpd 183ab
S 4x-6pd 217a P aciiL 12b ‘Idared’ ‘Lobo’ RC 2x RC 4x-11pd
Cultivar -
® Redchiet u Free Redstar = Co-op 32 « Gala Must m Sander w idared W Pinova ® Lobo
Duncan’s multiple range test: the means marked with the same letter do not differ at P=0.05
Rate of bacterial lesion (necrosis) of the shoots was evaluated according to the scale: 0 - no signs of shoot necrosis, 1 - hypersensitivity reaction,
2- necrosis of shoots up to 50% of its length, 3 - necrosis of shoots from 51% to 100% of its length, 4 - totally necrotic shoots and leaves
o The results obtained indicate that ids with lower ibility to fire blight can be as a result of idisation. However, these results require verification

by further testing the selected tetraploids for resistance to fire blight in the greenhouse and field conditions.
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