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 badan byto 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 2020 celem badan byta ocena uzyskanych autotetraploidéw po wzgledem
cech morfologicznych, parametréw fizjologicznych oraz podatnosci na ww. patogeny, a takze
poznanie mechanizmu molekularnego zwiekszonej odpornosci na parcha jabtoni tetraploidow
‘Free Redstar’. 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 genotypéw
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,
wykonujgc cotygodniowe obserwacje stopnia porazenia. Testowano 24 genotypy
tetraploidalne wykazujgce w poprzednich testach mniejszy stopien porazenia patogenem,
wyselekcjonowane dla 5 odmian (‘Redchief’, ‘Gala Must’, ‘Free Redstar’, ‘Pinova’ i Co-op 32 -
‘Pristine’), w pordéwnaniu do diploidalnych genotypdw wyjsciowych, a takze odmiany
referencyjnej ‘Idared’ o wysokiej podatnosci na zaraze ogniowg. U dwdch odmian ‘Gala Must’
i ‘Pinova’, obserwowano po 2 klony tetraploidalne, ktére wykazywalty istotnie mniejszy stopien
porazenia pedéw przez E. amylovora w poréwnaniu do odmiany wyjsciowej i/lub odmiany
referencyjnej. Natomiast u ‘Free Redstar, ‘Redchief’ i ‘Co-op 32° niemal wszystkie
obserwowane klony wykazaty istotnie nizszy stopien porazenia pedéw; w sumie w biezgcym
roku potwierdzono istotnie mniejszy stopien porazenia dla 13 genotypoéw 5 odmian.

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

Mikrosadzonki 7 genotypow tetraploidalnych odmian ‘Free Redstar i Co-op 32 oraz 2
diploidalnych odm. wyjsciowych i referencyjnych ukorzeniano stosujgc metode
bezposredniego ukorzeniania ex vitro. U klonéw tetraploidalnych ukorzenito sie ex vitro srednio
77,7% pedow. Jednakze w okresie dalszych 6 tyg. (po 12 tyg. od posadzenia) czesé roslin
zamarta i w rezultacie uzyskano od 4 do 7 roslin dla klonéw tetraploidalnych, srednio 29,9%
aktywnie rosngcych roslin. Zapewnito to jednak wystarczajgca liczbe roslin do dalszych badan.
Podobnie jak we wczesniejszych badaniach, srednia efektywnos¢ ukorzeniania i aklimatyzacji
tetraploidow — 29,9% byta nizsza niz diploidow — 38,1%. Wszystkie ukorzenione rosliny
przeznaczono do testowania podatnosci na parcha i do analiz molekularnych.

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

Badano molekularny mechanizm zwiekszonej odpornosci na parcha jabtoni u tetraploidow
‘Free Redstar’. W badaniach wykorzystano neotetraploidy ww. odmiany jabtoni wykazujgce
wysoki stopien odpornosci na parcha jabtoni (V. inaequalis) oraz ich diploidalny genotyp
wyjsciowy - odmiane wzglednie odporng na te chorobe. Badania realizowano w ramach 2
zadan.

W zadaniu 1. wykonano analize obecnosci czterech genéw odpornosci na parcha: Rvi7, Rvi8,
Rvil4 oraz Rvil7 u trzech tetraploidow ‘Free Redstar (FR4x-1, FR4x-2, FR4x-3)
wykazujgcych catkowitg odpornos¢ na parcha w testach szklarniowych, w poréwnaniu z
genotypem diploidalnym ‘Free Redstar’ oraz genotypem wrazliwym ‘ldared’. Wyniki badan
potwierdzity obecnos¢ trzech genéw Rvi8, Rvil4 oraz Rvil7, zaréwno u diploida, jak i u




wszystkich tetraploidéw. Przy czym u tetraploidéw wykryto znacznie wieksze ilosci produktéw
amplifikacji DNA w poréwnaniu do diploida dla ww. gendw.

W zadaniu 3. przeprowadzono analize ekspresji trzech genéw PR1, CDPK oraz MPK4
podczas infekcji V. inaequalis u jednego genotypu tetraploidalnego ‘Free Redstar’ i diploida
metodg real-time PCR. W poréwnaniu do diploidalnej odmiany wyjsciowej, u tetraploida
wykazano znaczne zwiekszenie poziomu ekspresji genow odpornosci 2-12-krotne w 2 lub 7
dniu po inokulacji V. inaequalis w zaleznosci od genu.

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

Obserwacjom poddano drzewka 6 odmian (‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Redchief’, ‘Pinova’,
‘Sander’ i Co-op 32), diploidy i tetraploidy, wlasnokorzeniowe i szczepione. Poliploidyzacja
jabtoni spowodowata wyrazng zmiane fenotypu szczegdlnie widoczng u ro$lin
wiasnokorzeniowych: tetraploidy byty znacznie nizsze, mialy 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 pedow, wielkosci lisci i aktywnosci fotosyntetycznej. W przeciwienstwie do
obserwowanego w pierwszym sezonie uprawy u miodych wiasnokorzeniowych tetraploidow
wyzszego niz u diploidow natezenia transpiracji, w dwoch nastepnych latach uprawy u
tetraploidéw szczepionych na podktadce M.9 obserwowano poréwnywalne lub nizsze
natezenie transpiracji. Wskazuje to na bardziej oszczedng gospodarke wodng tetraploidow w
poréwnaniu do diploidow.

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

Rosliny 28 genotypow tetraploidalnych 6 odmian inokulowano zawiesing zarodnikéw V.
inaequalis o koncentracji ok. 10° zarodnikow/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. Podobnie jak w 2017, 2018 i 2019 r., w 2020 r. Zadna
z roslin tetraploidalnych ‘Free Redstar nie wykazywata objawdw porazenia, podczas gdy
stopien porazenia dla odmiany wyjsciowej oceniono na 2,67. Z kolei u odmiany ‘Pinova’,
posréd 3 badanych znaleziono 1 klon tetraploidalny, wykazujgcy istotnie mniejsze porazenie
przez patogen. Sposréd 5 klonéw tetraploidalnych odmiany ‘Sander’, 2 klony nie wykazaty
oznak porazenia, odmiana wyjsciowa byta porazona w minimalnym stopniu — genotypy te
istotnie roznity sie od wrazliwej na parcha odmiany ‘ldared’. U odmiany ‘Redchief’, u ktérej
badano 9 klondéw tetraploidalnych, u 5 z nich w ogdle nie stwierdzono porazenia lisci, u
pozostatych stopieh porazenia lisci byt podobny do obserwowanego u diploida jednak istotnie
mniejszy w stosunku do ‘ldared’.

WhniosKki

1. Mikrosadzonki tetraploidéw jabtoni majg stabsze zdolnosci do ukorzeniania i
aklimatyzacji w poréwnaniu do ich diploidalnych odpowiednikow.

2. Podobnie jak w poprzednim roku, tetraploidy jabtoni szczepione na podktadce M.9
charakteryzujg sie wiekszym wigorem niz wtasnokorzeniowe. Wskazujg na to wyraznie
mniejsze réznice lub brak réznic pomiedzy tetraploidami i diploidami szczepionymi w
wysokosci pedow, wielkosci lisci i w wiekszosci przypadkow - aktywnosci
fotosyntetycznej. Natomiast u roslin wtasnokorzeniowych, tetraploidy sg znacznie
nizsze i w kilku przypadkach charakteryzuja sie nizszg aktywnoscia fotosyntetyczng niz
diploidy.



3. W przeciwienstwie do obserowanego w pierwszym sezonie uprawy u miodych
wiasnokorzeniowych tetraploidéw wyzszego niz u diploidéw natezenia transpiracji, w
dwodch nastepnych latach uprawy u tetraploidéw szczepionych na podktadce M.9
obserwowano poréwnywalne lub nizsze natezenie transpiracji. Wskazuje to na bardziej
oszczedng gospodarke wodng tetraploidéw w poréwnaniu do diploidow.

4. Na podstawie opracowanych w poprzednich latach testow in vitro podatnosci na
porazenie przez Erwinia amylovora — sprawcy zarazy ogniowej, w biezgcym roku u 14
klonéw tetraploidalnych 5 odmian stwierdzono istotnie nizszy stopien porazenia
bakteriozg w poréwnaniu do odmian macierzystych. Sg to wszystkie tetraploidy ‘Free
Redstar’, 6 sposrdd 7 badanych tetraploidéw ‘Redchief’ oraz po 1 lub 2 tetraploidy ‘Gala
Must’, ‘Pinova’ i Co-op 32.

5. U odmian mato podatnych na parcha, takich jak ‘Free Redstar’ i Co-op 32 (‘Pristine’) -
tetraploidy nie sg w ogole porazane, a u ‘Pinova’ — w mniejszym stopniu. W przypadku
odmiany o duzej i $redniej podatnosci na parcha - ‘Redchief’, 5 sposréd 9 badanych
tetraploidéw charakteryzuje sie istotnie nizszg podatnoscig na patogen w poréwnaniu
do odmiany macierzystej. U odmiany ‘Sander, 2 tetraploidy nie wykazujg objawow
porazenia, a 3 sg porazane znacznie silniej niz diploid i odmiana referencyjna ‘Idared’.

6. Analiza molekularna genotypéw odmiany ‘Free Redstar’, uznawanej za wzglednie
odporng na parcha jabtoni, potwierdzita obecnos¢ 6 genéw odpornosci na te chorobe:
3 genow zidentyfikowanych w 2019 r. — Rvi5, Rvi6 i Rvill oraz genow Rvi8, Rvil4 oraz
Rvil7, co nalezy podkredli¢, zidentyfikowanych po raz pierwszy w biezacym roku
zaréwno u diploidalnej odmiany wyjsciowej, jak i u wszystkich tetraploidéw. Przy czym
znacznie wieksze ilosci produktéw amplifikacji tych genow wykryto u tetraploidow.
Swiadczy to o tym, ze w wyniku podwojenia liczby chromosoméw nastgpito podwojenie
liczby kopii tych gendw i nie ulegty one mutacji. Wplyneto to na znaczne zwiekszenie u
tetraploidéw poziomu odpornosci na parcha, czego dowodem sg wyniki oceny fenotypu
— tetraploidy ‘Free Redstar’ nie byly porazane przez patogen.

7. Dalszym potwierdzeniem podwyzszonej odpornosci tetraploidow na parcha jabtoni jest
znaczne zwiekszenie poziomu ekspresji kolejnych badanych w tym roku genéw
zwigzanych z odpornoscig: PR1, CDPK i MPKS3.

8. Na skutek poliploidyzacji mozna uzyskaé tetraploidy wykazujgce mniejszy stopien
podatnosci na porazenie zarazg ogniowg lub parchem jabtoni. Wyniki te wymagajg
weryfikacji poprzez ocene odpornosci roslin w warunkach polowych w kolejnych latach
badan (2021-2027).

Osiagniecia projektu badan realizowanych
w latach 2014-2020

Opracowano wydajny system regeneracji pedow przybyszowych in vitro z eksplantatéw
lisciowych oraz efektywng metode wytwarzania tetraploidéw jabtoni.

Opracowano efektywng metode ukorzeniania mikrosadzonek tetraploidéw.

Uzyskano tetraploidy jabtoni o mniejszej podatnosci na zaraze ogniowa i parcha jabtoni,
ktére bedg wykorzystane do dalszych badan oraz w hodowli odpornosciowej jabtoni.
Potwierdzono, ze zmiennos¢ fenotypowa pomiedzy diploidami i tetraploidami oraz
pomiedzy siostrzanymi tetraploidami jest m.in. wynikiem zmian genetycznych i
epigenetycznych.

Wyjasniono, ze mechanizm molekularny wysokiej odpornosci tetraploidow ‘Free Redstar’
na parcha jabtoni, polega m.in. na zwigkszeniu poziomu ekspresji genéw zaangazowanych
w reakcje odpornosciowe na choroby.

Na podstawie analizy transkryptomu zidentyfikowano geny Rvi oraz inne geny, ktére mogag
by¢ zwigzane z ww. zwiekszong odpornoscig na porazenie przez V. inaequalis.
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Zatgcznik nr 1.

In vitro testing of apple tetraploids for resistance to
fire blight

M, Podwyszyriskas, L Sowik and |, Pulawska
Research Institate of Horticalture, Konstyacy 3 Maja 1/3, 96-100 Skerniewice, Poland,

Abstract

The most severe bacterial disease of apple tree is the fire blight cansed 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 & 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 amylovorn. We suppose that due to the resistance gene
duplication, some tetraploids with enhanced resistance to E amylovora counld be
achieved. The aim of the study was to evalunate the level of E. amylovera resistance in
the apple tetraploids compared to their diploid connterparts nsing 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 (Idared’ and ‘Lobo”) were nsed
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 10* cfu mL- 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 oultivar 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.

Kevwords: fire blight, Malus = hybrida, susceptibility, in vitro assay, inoculation

INTRODUCTION

The most serious bacterial disease of apple tree is fire blight, caused by Erwinia
amylovera [(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 epg.
Phytophthora cactorum and Verticillium dahlize (strawberry and apple), and Rhizoctonia
fragariae and Botrytis cinere (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; Ahdollahi et al, 2004; Paprstein et al., 2011; Sedlak et al, 2015).

In our previous studies, several neotetraploids for six apple cultivars [Free Redstar),
‘Gala Must, Co-op 32, ‘Pinova, ‘Redchief and ‘Sander”) have been obtained using in vitro
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Zatgcznik nr 2.

The genetic background of the phenotypic variability
observed in apple autotetraploids

Malgorzata Podwyszynska, Monika Markiewicz, Krzysztof Klamkowski, Agata Broniarek,
Agnieszka Marasek-Ciolakowska
Research Institute of Horticulturs, Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice, Poland

Abstract

The aim of the research is to obtain tetrapleids with new functional traits,
including increased resistance to infection by dangerous apple pathogens. In the
previous studies, numerous tetraploid versions were obtained for five apple (Malus x
domestica Borkh.) cultivars: ‘Free Redstar’, ‘Gala Must, ‘Pinova’, 'Redchief and
‘Sander’, using the in vitro technique. Polyploidization cansed a marked change of the
rhenotype. In comparison with diploids, the antotetraploids 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. But,
the photosynthetic activity and maximom PSI quantum yield (Fv/Fm) in tetraploids
were comparable to those observed in diploids. Several tetraploid genotypes were
much less susceptible to Venturia inaequalis infection than their diploid counterparts.
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 and MSAP analysis,
respectively. The mean degree of genetic differentiation of the tetraploids tested in
three cultivars analyvzed with the AFLP markers was 2.4% compared to the diploid
counterparts. Using MSAFP analysis, higher DNA methylation level was detected in
tetraploid cones compared to their diploid counterpart. Moreover, the tetraploid
clone with tendency to premamre dormancy (most of the plants of such clone
manifested growth inhibition) was characterized by the hizhest DNA methylation rate
(22.95%3), which was twice as high as in diploid.

Keywords: Malus = domestica, polyploidization, apple scab, Vemturia inaequalis,
susceptibility, MSAFP, AFLP

INTRODUCTION

One of the important sources of genetic variation is the polyploidization process.
Polyploids - genotypes with the multiplied chromosome sets - are characterized by a lush
growth and often grearer resistance to biotic or abiotic stress factors and thus are widely used
in breeding many crop plants. The most serious fungal disease of apple tree is apple scab
caused by Venturia inaequalis (Meszka and Bielenin, 2006). Protection against this disease is
based mainly on chemical treatments and accounts for approximately half of the total costs of
protection against pests and diseases. The obligatory implementation of Integrated Pest
Management limits the use of chemicals in plant protection and encourages using alternative
methods. One of the ways to limit the spread of disease is selection of cultivars with lower
susceptibility to infection by the pathogen (Sobiczewski et al, 2011). Significant progress in
apple breeding has led to the creation of many genetically resistant genotypes [Gessler and
Pertot, 2012),. However, reports on breaking genetically conferred scab resistance encourages
searching for new sources of genetic resistance, enabling obtaining apple cultivars with more
stable resistance and at the same time high production qualities [Sobiczewski et al., 2011).

In our previous studies, we have found that tetraploid clones obtained from the same
cultivar differed from each other phenotypically. Some of the tetraploid clones obtained from
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Abstract: Among the fungal diseases of apple trees, serious yield losses are due to an apple scab
caused by Venturia inaequalis. Protection ag; this di is based mainly on chemical treatments,
which are currently very li d. Therefore, it is ly important to introduce cultivars with
reduced susceptibility to this pathogen. One of the important sources of variability for breeding is
the process of polyploidization. Newly obtained polyploids may acquire new features, including
increased resistance to diseases. In our earlier studi ploids have been obtained
for several apple cultivars with ‘Free Redstar’ tetraploid ifesting enhanced resistance to apple
scab. In the p study, loids of ‘Free Redstar’ were d in terms of phenotype and
genotype with particular emphasis on the genetic background of their increased resistance to apple
scab. C d to diploid plants, tetraploids (own-rooted plants) were characterized with poor
growth, especially during first growing season. They had considerably shorter shoots, fewer branches,
smaller stem diameter, and reshaped leaves. In contrast to own-rooted plants, in M9-grafted three-
year old trees, no significant differences between diplo- and tetraploids were observed, either in
morphological or physiological parameters, with the exceptions of the increased leaf thickness
and chlorophyll ploids. Significant diff b sibling ploid

phyll content ded in
clones were recorded, particularly in leaf shape and some physiological parameters. The amplified
fragment length polymorphism (AFLP) analysis confirmed genetic polymorphism of tetraploid
clones. Methylation-sensitive amplification polymorphism (MSAP) analysis showed that the level of
DNA methylation was twice as high in young tetraploid plants as in a diploid donor tree, which may
explain the weaker vigour of neotetraploids in the early period of their growth in the juvenile phase.
Molecular analysis showed that ‘Free Redstar’ cultivar and their tetraploids bear six Rvi genes (Rvi5,
Rui6, Rvi8, Roill, Rvil4 and Rvil7). Transcriptome analysis confirmed enhanced resistance to apple
scab of “Free Redstar’ tetraploids since the expression levels of genes related to resistance were
strongly enhanced in tetraploids compared to their diploid counterparts.

1nidi

Keywords: polyp
inaequalis; Malus x domestica

; DNA methylation; disease-resistance related genes; Rvi genes; Venturia

1. Introduction

The most important fruit species in the temperate climate zone is the apple tree
(Malus x domestica Borkh.). Bacterial and fungal diseases are the greatest threats to ap-
ple cultivation in regions with a humid and cool climate. Among the fungal diseases
of apple trees, serious yield losses are caused by apple scab, of which the causal agent
is the ascomycete fungus Venturia inaequalis [1]. Protection against this disease is based
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