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

Celem badah 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). W poprzednich latach
badan, dzieki opracowanej efektywnej metodzie poliploidyzacji in vitro, uzyskano liczne
tetraploidy szes$ciu odmian jabtoni ‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Pinova’, Co-op 32, ‘Redchief’ i
‘Sander’. W roku 2019 celem badan byta ocena uzyskanych autotetraploidéw po wzgledem
cech morfologicznych, parametrow fizjologicznych oraz podatnosci na ww. patogeny, a takze
zmian genetycznych. Prace prowadzono w ramach 5 tematow badawczych.

Temat badawczy 1. Ocena in vitro podatnosci na porazenie przez Erwinia_amylovora
uzyskanych tetraploidéw wytypowanym testem w odniesieniu do ich diploidalnych genotypow
wyjéciowych.

Wykorzystano wyizolowany z jabtoni szczep E. amylovora nr 659 o sredniej wirulencji. Pedy
inokulowano bakteriami poprzez usuniecie wierzchotka pedu skalpelem zanurzonym w
inokulum (10° jtk/ml), nastepnie inkubowano je przez 6 tyg. na pozywce do namnazania,
wykonujagc cotygodniowe obserwacje stopnia porazenia. Ocenie poddano 31 kolejnych
genotypéw tetraploidalnych 6 odmian i odmiany referencyjnej ‘Lobo’ o wysokim stopniu
podatnoéci na patogen. U czterech odmian ‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Pinova’ i ‘Redchief
wykryto w sumie 10 klonow tetraploidalnych charakteryzujgcych sie istotnie nizszym stopniem
porazenia bakteriozg w poréwnaniu do odmiany macierzystej i referencyjnej.

Temat badawczy 2. Ocena efektywno$ci ukorzeniania i aklimatyzacji w warunkach ex vitro
roslin klonéw tatraploidalnych

Pedy 18 réznych klonow tetraploidalnych sze$ciu odmian oraz ich diploidalnych genotypéw
wyjéciowych inkubowano przez 6-7 dni na pozywce indukcyjnej z dodatkiem auksyn i
putrescyny, po czym sadzono je ex vitro w miniszklarenkach; po 6 tyg. wykonywano
obserwacje. Mikrosadzonki tetraploidow charakteryzowaty sie stabszymi zdolnosciami do
rizogenezy w porownaniu do diploiddw. W warunkach ex vitro ukorzenito sie 34,8%
tetraploidow i 54,3% diploidow. Aktywnie rosngce tetraploidy w liczbie umozliwiajgcej
przeprowadzenie badan nad oceng fenotypowg uzyskano dla 11 sposrod 18 badanych klonow
tetraploidalnych.

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

W badaniach wykorzystano neotetraploidy jabtoni ‘Free Redstar’ wykazujgce wysoki stopien
odpornosci na parcha jabtoni (V. inaequalis) oraz ich diploidalny genotyp wyjsciowy - odmiane
wzglednie odporng na te chorobe. Badania realizowano w ramach 3 zadan.

W zadaniu 1. przeprowadzono analize transkryptoméw trzech tetraploidalnych genotypow
jabtoni ‘Free Redstar’ metodg cDNA-AFLP w odniesieniu do diploida. Wykonano réwniez
sekwencjonowanie fragmentéw AFLP ulegajacych zréznicowanej ekspresji u tetraploidéw i
diploida pod wptywem infekcji. Préby do izolacji RNA pobierano przed i po 2 dniach od
inokulacji. Transkrypty genow, ktorych ekspresja byta zréznicowana po inokulacji roslin V.
inaequalis u genotypéw tetraploidalnych i diploida zostaly wytypowane do reamplifikacji i
sekwencjonowania (zsekwencjonowano 30 fragmentéow takich gendw). Przy pomocy
oprogramowania BLAST analizowano stopieh podobienstwa reamplifikowanych produktow
AFLP do sekwencji gendw zebranych w bazie danych NCBI. Wykazano, ze sposréd genow
ulegajagcych nadekspresji u tetraploidalnych roslin infekowanych V. inaequalis, 83% gendéw
byto homologicznych do genéw kodujgcych znane biatka rodlinne. Trzy z nich wykazywaty
podobienstwo do gendw kodujgcych biatka zaangazowane w reakcje odpornosciowe roslin:
czynnik transkrypcyjny RAP2, biatko EFR3 oraz hydrolaze ABH. Pozostate fragmenty cDNA-
AFLP wykazywaty podobienstwo do gendw kodujgcych biatka, ktére mogg byé posrednio




zwigzane z reakcjg roslin na porazenie patogenem; biatka regulujgce ekspresje gendw, biatka
transportowe oraz biatka transdukcji sygnatu.

W zadaniu 2. wykonano analize obecnosci czterech gendw odpornosci na parcha Rvi5 (Vm),
Rvi6é (Vf), Rvill (Vbj) oraz Rvil5 (Vr) u trzech tetraploidow ‘Free Redstar’. Wyniki badan
potwierdzity obecnos¢ ww. genéw odpornoéci na te chorobe, zaréwno u diploida, jak i u
wszystkich tetraploidéw. Przy czym u tetraploidéw wykryto znacznie wieksze ilosci produktéw
amplifikacji DNA w poréwnaniu do diploida dla 3 gendéw: Rvi6, Rvill i Rvil5.

W zadaniu 3. przeprowadzono analize ekspresji dwoch gendow odpornosci PR2 oraz Rvi6
podczas infekcji V. inaequalis u jednego genotypu tetraploidalnego ‘Free Redstar’ metoda real-
time PCR. W poréwnaniu do diploida, u tetraploida wykazano znaczne zwiekszenie poziomu
ekspresji gendéw odpornosci: 5-krotne genu PR2 oraz 2-krotne genu Rvi6 (w drugim dniu po
inokulacji patogenem).

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

Ocenie poddano rosngce w sadzie 1-2-letnie drzewka (wlasnokorzeniowe oraz zaszczepione
na podktadce M 9) 28 tetraploidalnych klonéw 5 odmian (‘Free Redstar, ‘Gala Must,
‘Redchief’, ‘Pinova’ i ‘Sander’) oraz ich diploidalnych odmian wyj$ciowych. Poliploidyzacja
jabtoni spowodowata wyrazng zmiane fenotypu szczegdlnie widoczng u roslin
witasnokorzeniowych: tetraploidy byly znacznie nizsze, miaty mniejsze liscie i w Kilku
przypadkach nizszg aktywnos¢ fotosyntetyczna niz diploidy. Tetraploidy jabtoni szczepione na
podkfadce M9 charakteryzowaty sie wiekszym wigorem niz wtasnokorzeniowe - wskazywaty
na to wyraznie mniejsze réznice lub brak roznic pomiedzy tetraploidami i diploidami w
wysokosci pedéw, wielkosci lisci i aktywnosci fotosyntetycznej. W poprzednim roku u mtodych
wiasnokorzeniowych ro$lin tetraploidalnych obserwowano wyzsze niz u diploidéw natezenie
transpiracji. Natomiast w biezgcym roku u tetraploidéw szczepionych na podktadce wykazano
porownywalne lub nizsze natezenie transpiraciji.

Temat badawczy 5. Ocena podatnosci uzyskanych poliploidéw na porazenie przez Venturia
inaequalis w warunkach szklarniowych.

Rosliny 28 genotypow tetraploidalnych 6 odmian inokulowano zawiesing zarodnikow 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
wyjéciowych oraz wrazliwej odmiany referencyjnej ‘Lobo’ przeprowadzona po 4 tyg. od
inokulacji przy uzyciu 5-stopniowej skali. Wykazano, ze tetraploidy odmian o duzej i $redniej
podatnosci na parcha (‘Redchief i ‘Gala Must’), charakteryzujg sie z reguly podobng
podatnos$cig na patogen, jak odmiany macierzyste. Natomiast u odmian o matej podatnosci,
tetraploidy nie sg w ogdle porazone, jak u ‘Free Redstar’, podczas gdy odmiana wyjsciowa
ulega porazeniu. U odmiany ‘Co-op 32’ o wysokim stopniu odpornosci na parcha zaréwno
odmiana wyjsciowa jak i jej tetraploidy nie byty porazane przez grzyb.

Whnioski

- W porownaniu do tetraploidow witasnokorzeniowych, tetraploidy jabtoni szczepione na
podkfadce M9 odznaczajg sie wiekszym wigorem - wskazujg na to wyraznie mniejsze réznice
lub brak roéznic w wysokosci pedow, wielkosci lisci i aktywno$ci fotosyntetycznej pomiedzy
tetraploidami i diploidami; u roslin wtasnokorzeniowych, tetraploidy sg znacznie nizsze, maja
mniejsze liscie i w kilku przypadkach nizszg aktywno$c¢ fotosyntetyczng niz diploidy.

- Tetraploidy szczepione na podktadce M9 charakteryzujg sie porownywalnym lub nizszym
natezeniem transpiracji. Wskazuje to na bardziej oszczedng gospodarke wodng tetraploidow
w poréwnaniu do diploidéw. Te korzystne zmiany ujawniajg sie dopiero u tetraploidow
szczepionych na podktadkach. Wynika to prawdopodobnie z postepujgcej stabilizacji genomu
po zaburzeniach w jego funkcjonowaniu spowodowanych poliploidyzacja.



- Na skutek poliploidyzacji pojawity sie tetraploidy wykazujgce mniejszy stopien podatnosci na
porazenie zarazg ogniowg lub parchem jabtoniowym. W wyniku podwojenia liczby
chromosomoéw nastgpito podwojenie liczby kopii tych gendw i nie uleglty one mutacji.

- Potwierdzeniem podwyzszonej odpornosci na parcha jabtoni tetraploidow ‘Free Redstar’ jest
znaczne zwiekszenie poziomu ekspresji gendw odpornosci PR2 i Rvi6 u tetraploidow w
poréwnaniu do diploidéw. Analizy molekularne dowodzg, ze zwiekszona odpornosé moze by¢
takze wynikiem podwyzszonej u tetraploidow w poréwnaniu do diploida ekspresji innych
genow zwigzanych z reakcjami odpornosciowymi: czynnika transkrypcyjnego RAP2, biatka
EFRS3 oraz hydrolazy ABH.
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Ocena fenotypowa autotetraploidéw jabtoni
ze szczegblnym uwzglednieniem podatno$ci
na porazenie przez Venturia inaequalis
1 Erwinia amylovora *

Jednym z waznych Zrédet zmiennosei dla hodowli, w Polsce niedocenianym, jest
proces poliploidyzacji. Poliploidy — genotypy o zwielokrotnionej liczbie chromosoméw
sg szeroko wykorzystywane w programach hodowlanych wielu roglin uzytkowych, gdyz
charakteryzujg si¢ bujnym wzrostem, wigkszymi rozmiarami organéw, np. kwiatow,
owocow, mniejszg liczbg kwiatéw w kwiatostanie, czasem krétszymi pedami i bardziej
zwartym pokrojem, wyzsza zawartoscia chlorofilu, pozniejszym kwitnieniem oraz
zwigkszonymi zdolnosciami adaptacyjnymi na stresowe czynniki biotyczne (patogeny i
szkodniki) i abiotyczne (np. deficyt wody w podiozu). W naszym kraju jablon jest
najwazniejszych gatunkiem sadowniczym uprawianym na duzg skale. Wielkim
zagrozeniem dla sadéw jabloniowych sg choroby grzybowe i bakteryjne. Sposréd chordb
grzybowych jabtoni duze straty w plonie powoduje parch jabtoni wywolywany przez
Venturia inaequalis. Z kolei najpowazniejsza chorobg bakteryjna jest zaraza ogniowa,
powodowana przez Erwinia amylovora. Bakteria ta ma status organizmu
kwarantannowego w materiale rozmnozeniowym roslin zywicielskich. W zwigzku z
brakiem skutecznych $rodkéw ochrony przeciwko zarazie ogniowej niezwykle istotnym
Jest wprowadzenie do produkcji odmian o zmniejszonej podatnosci na tego patogena. Z
kolei regulacje prawne oraz informacje o przelamywaniu genetycznie uwarunkowanej
odpornoscei na choroby takie jak parch czy maczniak sktaniaja do poszukiwania nowych

“ Badania finansowane w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego w produkciji roslinnej
(MRIRW, zad. 70)
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metod uzyskiwania odmian jabloni o bardziej ustabilizowanej odpornosei a jednoczesnie
o wysokich walorach produkcyjnych.

W pierwszych latach realizacji badaf opracowano metod¢ poliploidyzacji in vitro
jabtoni, w wyniku ktérej uzyskano tetraploidy 6 odmian. Nalezy zaznaczy¢, ze s3 to
pierwsze tetraploidy jabtoni uzyskane w kraju. Dokonano tez wstepnej oceny
fenotypowej i genetycznej uzyskanych tetraploidéw.

Celem prezentowanego zakresu badan jest ocena wielkosci i charakteru zmian
fenotypowych jakie pojawily sig u autotetraploidéw oraz ocena tych zmian pod
wzgledem uzytkowym, zwlaszcza odpornosci na ww. grozne choroby jabtoni.

Do badan wykorzystano tetraploidy 6 odmian: ‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Pinova’,
‘Redchief”, “Sander” i ‘Co-op 32°. Ich fenotyp oceniano w odniesieniu do diploidalnych
odmian wyjsciowych. W przypadku oceny stopnia odpornosci na choroby, w testach
dodatkowo stosowano odmiany referencyjne o duzej wrazliwosci na badane choroby
‘Idared’ i ‘Lobo’.

W naszych badaniach, podwojenie liczby chromosoméw spowodowato wyrazng
zmiang fenotypu. Korelacja pomiedzy zwielokrotnieniem liczby chromosoméw a
wartosciami kilku cech morfologicznych byta ujemna. W poréwnaniu z diploidami, nowo
otrzymane autotetraploidy mialy krétsze pedy i mniejsze liscie o zmienionym ksztalcie.
Jednak zawarto$¢ chlorofilu w lisciach byla znaczaco wyzsza, takze wydajnosc
fotosyntezy i fluorescencja byly zwigkszone w roslinach autotetraploidalnych.

Podatnos¢ na parcha jabtoni oceniano w do$wiadczeniu szklarniowym prowadzonym
na uzyskanych 5-6 miesiecznych i |-rocznych tetraploidach. Rosliny inokulowano
zawiesing zarodnikéw V. inaequalis o koncentracji ok. 10° zarodnikéw/ml, uzyskang w
wyniku zmywania zarodnikéw z silnie porazonych lisci jabloni pobranych z sadu. Po
inokulacji rosliny umieszczano na 48 godzin w warunkach sprzyjajacych infekcji (98-
100% wilgotnosci wzglednej powietrza i temperaturze 20-25°C). Po tym czasie rosliny
przenoszono do standardowych warunkéw szklarniowych (temperatura 18-25°C). Ocena
porazenia lisci zostata przeprowadzona po 4 tyg. od inokulacji przy uzyciu 6-stopniowej
skali od 0 (brak objawow porazenia) do 5 (75,0% powierzchni liscia zajetej przez grzyb).
Wykazano, ze sposréd diploidalnych odmian wybranych do poliploidyzacji, mniej
podatne na porazenic przez V. inaequalis okazaly si¢ ‘Free Redstar’, ‘Redchief i
‘Pinova’, dla ktérych porazenie wedtug skali bonitacyjnej wyniosto od 2,8 do 3,7. Nalezy
zaznaczy¢, ze mniejsza podatno$¢ na parcha jabloniowego odmian ‘Pinova‘ i ‘Free
Redstar’ warunkowana jest obecnoscia gendw V7 (Rvi6), Vr (Rvil5), Vbj (Rvill) i Vm
(Rvi 5). Bardziej podatne okazaty si¢ odmiany ‘Gala Must’ i ‘Sander’ (stopien porazenia
powyzej 4,8). Sposréd 25 testowanych tetraploidalnych klonéw badanych odmian,
wykryto 8 klonéw. ktére okazaly sie istotnie mniej podatne na parcha w poréwnaniu do
odmian wyjsciowych (stopien porazenia pedéw wynosit od 0 do 0,8). Obnizona
podatnos¢ obserwowano u tetraploidalnych klonéw nastepujgcych odmian: ‘Free Redstar’
(wszystkie 4 badane klony), ‘Pinova’ (2 klony sposréd 7), Redchief (1 klon sposréd 6) i
‘Sander’ (1 spo$réd 6). W przypadku odmiany ‘Free Redstar’, tetraploidy testowano
dwukrotnie w 2017 i 2018 r. i w Zadnym z testéw nie stwierdzono objawow porazenia w
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Abstract:

One of the important sources of variation is the polyploidization process. Polyploids - genotypes with the multiplied
chromosome sets are widely used in breeding programs of many crop plants, because they are characterized by
a lush growth and often greater resistance to biotic or abiotic stress factors. The aim of the research is to obtain
tetraploids with new functional traits, including increased resistance to infection by dangerous apple pathogens.
In the previous studies using the in vitro techniques, numerous tetraploids were obtained for six apple cultivars:
‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Pinova’, Co-op 32, ‘Redchief’ and ‘Sander’. The six-month-old plants of tetraploid
clones of all apple cultivars were subjected to evaluation of morphological traits and physiological parameters.
Polyploidization caused a marked change in the phenotype. In comparison with diploids, the newly obtained
autotetraploids had shorter shoots and smaller leaves of altered shape; the chlorophyll content of the tetraploids
was higher. Transpiration rate and stomatal conductivity were generally higher in tetraploids. The photosynthetic
activity and maximum PSII quantum yield (Fv / Fm) in tetraploids were comparable to those observed in diploids.
In addition, several tetraploid genotypes have been found showing a significantly lower degree of infection by
Erwinia amylovora and Venturia inaequalis than the diploid cultivars. Molecular analysis confirmed that the
differences within tetraploids of a given cultivar are associated with genetic and epigenetic changes as indicated
by the variation in DNA structure and methylation degree, detected using AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) and MSAP (Methylation Sensitive Amplification Polymorphism) analysis. The mean degree of
genetic differentiation of the tetraploids tested in the four cultivars analyzed with the AFLP markers was 2.4%
compared to the diploid counterparts. The analysis of MSAP was carried out to explain the reasons for the
inhibition of the growth of some tetraploids. The tetraploid genotypes of two cultivars characterized by the
tendency to early (premature) dormancy (plants with inhibited growth) or plants actively growing, cooled and
uncooled were analyzed in relation to their diploid counterparts. Higher DNA methylation levels were exhibited
by tetraploid plants entering early dormancy.
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Ocena stopnia metylacji DNA autotetraploidéw jabtoni
w odniesieniu do diploidalnych form wyjsciowych
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Wstep i cel badan

Jablori jest jednym z najwazniejszych gatunkéw sadowniczych uprawianych w Polsce na duzg skale. W poszukiwaniu genotypow
o nowych, wartosciowych cechach uzytkowych, w Instytucie Ogrodnictwa prowadzone sg szeroko zakrojone prace hodowlane. Jedna z metod
uzyskania zmiennosci jest wytwarzanie mitotycznych poliploidow, ktére moga byé wykorzystywane w programach hodowlanych,
gdyz charakteryzujq si¢ bujnym wzrostem i czesto wigksza odpornoscig na czynniki stresowe biotyczne lub abiotyczne. Mimo, ze proces
poliploidyzacji nie wprowadza nowych genéw, to powoduje powazne zmiany funkcjonalne i/lub strukturalne DNA (mutacje punktowe, delecje,
duplikacje). Dzigki opracowanej efektywnej metodzie poliploidyzacii in vitro uzyskano liczne tetraploidy dla kilku odmian jabfoni, jednak u wielu
tetraploidalnych klonow, szczegélnie u odmiany ‘Sander’ oraz Co-op 32 obserwowano silng tendencje miodych roslin do przedwczesnego
wchodzenia w spoczynek, co przejawiato sie¢ zahamowaniem wzrostu.

Celem badan byta ocena stopnia metylacji DNA u nowopowstatych autotetraploidéw jabtoni dwéch odmian w odniesieniu do diploidalnych
form wyj$ciowych oraz wyjasnienie czy przedwczesne zahamowanie wzrostu roslin moze mie¢ zwigzek ze zmiennoscig epigenetyczng
powodowang zmiang wzoru i stopnia metylacji materiatu genetycznego.

Materiat i metody
; & ]
ypy jabtoni Préby do analiz: Analiza MSAP i it . Analiza wynikéw
oraz tetraploidalne: k amplification polymorphism) (wg Fulneéek i Kowarik, 2014)
«‘Sander’ (S 2L 4x, S 6L 4x, S 2x) « rosliny aktywnie rosngce: przechlodzone « trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi (EcoRl +  « peina metylacja — 5'-mCmCGG-3'
+ Co-op 32 (P 3pd 4x, P13pd 4x, P 2x) (5°C,10 tyg.) i niechiodzone, Hpall; EcoRI + Mspl; EcoRI + Hpall + Mspl) + brak metylacji — 5-CCGG-3'
+ rosliny z zahamowanym wzrostem: « ligacja adapterow » metylacja wewnetrznych reszt
przechtodzone (5°C,10 tyg.) i niechlodzone « reakcje wstepnych i réznicujgcych PCR z 8 cytozyny — 5-CmCGG-3'
parami starteréw wzbogaconych o 2 nukleotydy « metylacja zewnetrznych reszt
(wg Xiong i wsp. 1999, Peraza-Echeverria i wsp. 2001) cytozyny — 5-mCCGG-3'

Wyniki

Analiza MSAP wykazata, ze $redni stopieri metylacji wynosit 13,4% dla odmiany Co-op 32 i 15,6% dla odmiany ‘Sander’. Okreslono takze wzér rodzaju metylacji dla
badanych odmian — $rednio 86% DNA nie ulegato metylacji, 3,6% ulegato pelnej metylacji, natomiast 8,5% DNA wykazywato metylacje wewnetrznych reszt cytozyny,
a 1,9% — zewnetrznych reszt cytozyny.
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Fot. Tetraploidy odmiany Co-op 32 (A): od lewej - roslina  Wykres. Wz6r metylacji DNA dla dwach badanych Wykres. Sredni stopief metylacji roslin wyjéciowych diploidalnych oraz tetraploidéw dla odmian ‘Sander” i Ca-op 32.
aktywnie rosngca i wchodzaca w spoczynek oraz odmian jabloni ‘Sander’ oraz Co-op 32
‘Sander’ (B): od lewej - aktywnie rosnacy diploid i
tetraploid oraz wehodzacy w spoczynek tetraploid
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Wykres. Ocena rodzaju metylacji u rodlin diploidalnych i tetraploidalnych odmiany ‘Sander’: klon 2L: (A) oraz klon 6L (B), aktywnie rosnacych oraz przedwezeénie wehodzacych w okres ku, niechl h oraz chi
Podsumowanie

v wyzszy stopien metylacji wykazano dla roslin tetraploidalnych szybko wchodzacych w przedwczesny spoczynek, z zahamowanym wzrostem;
v aktywnie rosnace genotypy diploidaine charakteryzowaty sie nizszym stopniem metylacji DNA niz uzyskane genotypy tetraploidaine;
¥ potwierdzono wzér metylacji DNA dla jabtoni: 5-mCCGG-3' > 5-CmCGG-3' > 5-mCmCGG-3' > 5-mCCGG-3'

Prace finansowane przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi w ramach zadania nr 70 Badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w produkdji roélinnej.
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Jednym z waznych zrédel zmiennosci jest proces poliploidyzacji. Poliploidy — genotypy
o zwielokrotnionej liczbie chromosoméw sa szeroko wykorzystywane w programach
hodowlanych wielu roslin uzytkowych, gdyz charakteryzuja si¢ bujnym wzrostem i czgsto
wieksza odpornoscia na czynniki stresowe biotyczne lub abiotyczne. W poprzednich latach
badan, dzieki opracowanej efektywnej metodzie poliploidyzacji in vitro, uzyskano liczne
tetraploidy sze$ciu odmian jabloni. Celem badan jest uzyskanie tetraploidéw o nowych cechach
uzytkowych, w tym zwigkszonej odpornosci na porazenie przez grozne patogeny jabloni,
m.in. Venturia inaequalis (sprawcy parcha jabloniowego). Ocenie poddano 6-miesigczne oraz
1,5-roczne roéliny tetraploidow rosnacych na wiasnych korzeniach oraz zaszczepionych na
podktadce M-9. Poliploidyzacja jabtoni spowodowata wyrazng zmiang fenotypu. W poréwnaniu
z diploidami, nowo otrzymane autotetraploidy miaty krétsze pedy oraz liscie o zmienionym
ksztalcie i znacznie wyzszej zawarto$ci chlorofilu. Natgzenie transpiracji i przewodnos¢
szparkowa byly z reguly wyzsze u tetraploidow. Aktywnos¢ fotosyntetyczna i maksymalna
wydajno$é¢ kwantowa PSII (Fv/Fm), u tetraploidow wiasnokorzeniowych byty porownywalne,
a szczepionych na podkiadce wyzsze w odniesieniu do diploidéw. Z kolei wstgpna ocena
podatnosci uzyskanych tetraploidow na porazenie przez V. inaequalis w warunkach
polowych potwierdzita wczesniejsze obserwacje podatnosci na chorobg¢ wykowywane
w tescie szklarniowym. Tetraploidy odmian o duzej i sredniej podatnosci na parcha, z reguly
charakteryzowaly si¢ podobna podatnoscia na V. inaequalis jak odmiana macierzysta, natomiast
u odmiany o matej podatnosci: ‘Free Redstar’ — badane tetraploidy byly porazone w niewielkim
stopniu, znacznie nizszym niz rosliny diploidalnej odmiany. Obserwowano réwniez wyrazne
roznice fenotypowe w obrebie tetraploidow danej odmiany. Sg one prawdopodobnie wynikiem
zmian genetycznych i epigenetycznych, na co wskazuje zmienno$¢ w strukturze DNA i stopniu

metylacji, wykryte przy uzyciu analizy AFLP i MSAP.
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In vitro testing of apple tetraploids for resistance to fire
blight

M. Podwyszyniska, 1. Sowik, ]. Putawska
Research Institute of Horticulture, Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice, Poland

Abstract

The most severe bacterial disease of apple tree is the fire blight caused by Erwinia
amylovora. Due to the lack of effective disease control methods, it is extremely important
to introduce into cultivation apple cultivars with reduced susceptibility to this disease. In
our previous studies, several neotetraploids for 6 apple cultivars (‘Free Redstar’, 'Gala
Must', Co-op 32, 'Pinova’, 'Redchief and 'Sander’) have been obtained using in vitro
method. Most of the cultivars used for polyploidisation exhibited high or moderate
resistance level to E. amylovora. We suppose that due to the resistance gene duplication,
some tetraploids with enhanced resistance to E. amylovora could be achieved. The aim of
the study was to evaluate the level of E. amylovora resistance in the apple tetraploids
compared to their diploid counterparts using in vitro assay. In the first stage of research,
an in vitro method for apple resistance to fire blight assessment was developed. Eight apple
cultivars including those used for polyploidisation and the reference cultivars highly
susceptible to E. amylovora (‘1dared’ and ‘Lobo’) were used for experiments. Shoots from in
vitro cultures were inoculated with pathogen (isolate 659) inoculum at various
concentrations with different inoculation methods. The best correlation of in vitro test
with the assessments performed in natural conditions were obtained using the pathogen
inoculation on the cut surface of shoot apex with a scalpel immersed in a bacterial
inoculum of 104 cfu mL-1. This method was selected for evaluation of resistance level to E.
amylovora of the neotetraploids compared to their diploid counterparts. Two to five
tetraploid clones of four cultivars were tested. The individual tetraploid clones within the
cultivar differed in the resistance level. Most of the tetraploid clones showed similar
resistance level to their diploid counterparts and some of tetraploids revealed a
significantly greater or lower resistance to the pathogen.

Keywords: fire blight, Malus x hybrida, susceptibility, in vitro assay, inoculation

INTRODUCTION

The most serious bacterial disease of apple tree is fire blight, caused by Erwinia amylovora (having
the status of a quarantine organism in propagation material) (Nybom et al., 2012). One of the ways
to reduce the occurrence of diseases is, inter alia, selection of apple cultivars with lower
susceptibility to diseases (Sobiczewski et al., 2015). The legal regulations as well as information
about breaking the genetically determined resistance to fire blight tend to search for new methods
of obtaining apple varieties with more stable immunity and, at the same time, high production
values.

Due to the use of in vitro testing and selection techniques, a number of interesting genotypes were
obtained with increased resistance to the diseases caused by e.g. Phytophthora cactorum and
Verticillium dahliae (strawberry and apple), and Rhizoctonia fragariae and Botrytis cinera
(strawberry) (Sowik et al,, 2001; 2008; Rai et al., 2011). There have also been several attempts to
develop testing methods for E. amylovora susceptibility using in vitro shoot cultures of pear and
apple genotypes (Duron et al.,, 1987; Chevreau et al., 1998; Abdollahi et al., 2004; Paprstein et al.,
2011; Sedlak et al., 2015).



