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

 
Celem badań było uzyskanie tetraploidów o nowych cechach użytkowych, w tym zwiększonej 
odporności na porażenie przez groźne patogeny jabłoni -  Erwinia amylovora (sprawcy zarazy 
ogniowej) oraz Venturia inaequalis (sprawcy parcha jabłoniowego). W poprzednich latach 
badań, dzięki opracowanej efektywnej metodzie poliploidyzacji in vitro, uzyskano liczne 
tetraploidy sześciu odmian jabłoni ‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Pinova’, Co-op 32, ‘Redchief’ i 
‘Sander’. W roku 2020 celem badań była ocena uzyskanych autotetraploidów po względem 
cech morfologicznych, parametrów fizjologicznych oraz podatności na ww. patogeny, a także 
poznanie mechanizmu molekularnego zwiększonej odporności na parcha jabłoni tetraploidów 
‘Free Redstar’. Prace 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. 
Wykorzystano wyizolowany z jabłoni szczep E. amylovora nr 659 o średniej wirulencji. Pędy 
inokulowano bakteriami poprzez usunięcie wierzchołka pędu skalpelem zanurzonym w 
inokulum (105 jtk/ml), następnie inkubowano je przez 6 tyg. na pożywce do namnażania, 
wykonując cotygodniowe obserwacje stopnia porażenia. Testowano 24 genotypy 
tetraploidalne wykazujące w poprzednich testach mniejszy stopień porażenia patogenem, 
wyselekcjonowane dla 5 odmian (‘Redchief’, ‘Gala Must’, ‘Free Redstar’, ‘Pinova’ i Co-op 32 - 
‘Pristine’), w porównaniu do diploidalnych genotypów wyjściowych, a także odmiany 
referencyjnej ‘Idared’ o wysokiej podatności na zarazę ogniową. U dwóch odmian ‘Gala Must’ 
i ‘Pinova’,  obserwowano po 2 klony tetraploidalne, które wykazywały istotnie mniejszy stopień 
porażenia pędów przez E. amylovora w porównaniu do odmiany wyjściowej i/lub odmiany 
referencyjnej. Natomiast u ‘Free Redstar’, ‘Redchief’ i ‘Co-op 32’ niemal wszystkie 
obserwowane klony wykazały istotnie niższy stopień porażenia pędów; w sumie w bieżącym 
roku potwierdzono istotnie mniejszy stopień porażenia dla 13 genotypów 5 odmian. 
 
Temat badawczy 2. Ocena efektywności ukorzeniania i aklimatyzacji w warunkach ex vitro 
roślin klonów tatraploidalnych  
Mikrosadzonki 7 genotypów tetraploidalnych odmian ‘Free Redstar’ i Co-op 32 oraz 2 
diploidalnych odm. wyjściowych i referencyjnych ukorzeniano stosując metodę 
bezpośredniego ukorzeniania ex vitro. U klonów tetraploidalnych ukorzeniło się ex vitro średnio 
77,7% pędów. Jednakże w okresie dalszych 6 tyg. (po 12 tyg. od posadzenia) część roślin 
zamarła i w rezultacie uzyskano od 4 do 7 roślin dla klonów tetraploidalnych, średnio 29,9% 
aktywnie rosnących roślin. Zapewniło to jednak wystarczającą liczbę roślin do dalszych badań.   
Podobnie jak we wcześniejszych badaniach, średnia efektywność ukorzeniania i aklimatyzacji 
tetraploidów – 29,9% była niższa niż diploidów – 38,1%. Wszystkie ukorzenione rośliny 
przeznaczono do testowania podatności na parcha i do analiz molekularnych. 
   
Temat badawczy 3. Ocena zmian genetycznych/epigenetycznych uzyskanych tetraploidów w 
odniesieniu do diploidalnych odmian wyjściowych  
Badano molekularny mechanizm zwiększonej odporności na parcha jabłoni u tetraploidów 
‘Free Redstar’. W badaniach wykorzystano neotetraploidy ww. odmiany jabłoni wykazujące 
wysoki stopień odporności na parcha jabłoni (V. inaequalis) oraz ich diploidalny genotyp 
wyjściowy - odmianę względnie odporną na tę chorobę. Badania realizowano w ramach 2 
zadań.  
W zadaniu 1. wykonano analizę obecności czterech genów odporności na parcha: Rvi7, Rvi8, 
Rvi14 oraz Rvi17 u trzech tetraploidów ‘Free Redstar’ (FR4x-1, FR4x-2, FR4x-3) 
wykazujących całkowitą odporność na parcha w testach szklarniowych, w porównaniu z 
genotypem diploidalnym ‘Free Redstar’ oraz genotypem wrażliwym ‘Idared’. Wyniki badań 
potwierdziły obecność trzech genów Rvi8, Rvi14 oraz Rvi17, zarówno u diploida, jak i u 



wszystkich tetraploidów. Przy czym u tetraploidów wykryto znacznie większe ilości produktów 
amplifikacji DNA w porównaniu do diploida dla ww. genów. 
 
W zadaniu 3. przeprowadzono analizę ekspresji trzech genów PR1, CDPK oraz MPK4 
podczas infekcji V. inaequalis u jednego genotypu tetraploidalnego ‘Free Redstar’ i diploida 
metodą real-time PCR. W porównaniu do diploidalnej odmiany wyjściowej, u tetraploida 
wykazano znaczne zwiększenie poziomu ekspresji genów odporności 2-12-krotne w 2 lub 7 
dniu po inokulacji V. inaequalis w zależności od genu. 
 
Temat badawczy 4. Ocena morfologiczna oraz parametrów fizjologicznych wytypowanych 
tetraploidów w odniesieniu do genotypów wyjściowych  
Obserwacjom poddano drzewka 6 odmian (‘Free Redstar’, ‘Gala Must’, ‘Redchief’,  ‘Pinova’, 
‘Sander’ i Co-op 32),  diploidy i tetraploidy, własnokorzeniowe i szczepione.  Poliploidyzacja 
jabłoni spowodowała wyraźną zmianę fenotypu szczególnie widoczną u roślin 
własnokorzeniowych: tetraploidy były znacznie niższe, miały mniejsze liście i w kilku 
przypadkach niższą aktywność fotosyntetyczną niż diploidy. Tetraploidy jabłoni szczepione na 
podkładce M9 charakteryzowały się większym wigorem niż własnokorzeniowe - wskazywały 
na to wyraźnie mniejsze różnice lub brak różnic pomiędzy tetraploidami i diploidami w 
wysokości pędów, wielkości liści i aktywności fotosyntetycznej. W przeciwieństwie do 
obserwowanego w pierwszym sezonie uprawy u młodych własnokorzeniowych  tetraploidów 
wyższego niż u diploidów natężenia transpiracji, w dwóch następnych latach uprawy u 
tetraploidów szczepionych na podkładce M.9 obserwowano porównywalne lub niższe 
natężenie transpiracji. Wskazuje to na bardziej oszczędną gospodarkę wodną tetraploidów w 
porównaniu do diploidów. 
 
Temat badawczy 5. Ocena podatności uzyskanych poliploidów na porażenie przez Venturia 
inaequalis w warunkach szklarniowych.  
Rośliny 28 genotypów tetraploidalnych 6 odmian inokulowano zawiesiną zarodników V. 
inaequalis o koncentracji ok. 105 zarodników/ml, umieszczono na 48 godzin w warunkach 
wysokiej wilgotności powietrza, następnie przenoszono do standardowych warunków 
szklarniowych. Ocenę porażenia liści tetraploidów w odniesieniu do diploidalnych odmian 
wyjściowych oraz wrażliwej odmiany referencyjnej ‘Lobo’ przeprowadzona po 4 tyg. od 
inokulacji przy użyciu 5-stopniowej skali. Podobnie jak w 2017, 2018 i 2019 r., w 2020 r. żadna 
z roślin tetraploidalnych ‘Free Redstar’ nie wykazywała objawów porażenia, podczas gdy 
stopień porażenia dla odmiany wyjściowej oceniono na 2,67. Z kolei u odmiany ‘Pinova’, 
pośród 3 badanych znaleziono 1 klon tetraploidalny, wykazujący istotnie mniejsze porażenie 
przez patogen. Spośród 5 klonów tetraploidalnych odmiany ‘Sander’, 2 klony  nie wykazały 
oznak porażenia, odmiana wyjściowa była porażona w minimalnym stopniu – genotypy te 
istotnie różniły się od wrażliwej na parcha odmiany ‘Idared’. U odmiany ‘Redchief’, u której 
badano 9 klonów tetraploidalnych, u 5 z nich w ogóle nie stwierdzono porażenia liści, u 
pozostałych stopień porażenia liści był podobny do obserwowanego u diploida jednak istotnie 
mniejszy w stosunku do ‘Idared’. 
 
Wnioski 
 

1. Mikrosadzonki tetraploidów jabłoni mają słabsze zdolności do ukorzeniania i 
aklimatyzacji w porównaniu do ich diploidalnych odpowiedników.  

2. Podobnie jak w poprzednim roku, tetraploidy jabłoni szczepione na podkładce M.9 
charakteryzują się większym wigorem niż własnokorzeniowe. Wskazują na to wyraźnie 
mniejsze różnice lub brak różnic pomiędzy tetraploidami i diploidami szczepionymi w 
wysokości pędów, wielkości liści i w wiekszości przypadków - aktywności 
fotosyntetycznej. Natomiast u roślin własnokorzeniowych, tetraploidy są znacznie 
niższe i w kilku przypadkach charakteryzują się niższą aktywnością fotosyntetyczną niż 
diploidy.  



3. W przeciwieństwie do obserowanego w pierwszym sezonie uprawy u młodych 
własnokorzeniowych  tetraploidów wyższego niż u diploidów natężenia transpiracji, w 
dwóch następnych latach uprawy u tetraploidów szczepionych na podkładce M.9 
obserwowano porównywalne lub niższe natężenie transpiracji. Wskazuje to na bardziej 
oszczędną gospodarkę wodną tetraploidów w porównaniu do diploidów.  

4. Na podstawie opracowanych w poprzednich latach testów in vitro podatności na 
porażenie przez Erwinia amylovora – sprawcy zarazy ogniowej, w bieżącym roku u 14 
klonów tetraploidalnych 5 odmian stwierdzono istotnie niższy stopień porażenia 
bakteriozą w porównaniu do odmian macierzystych. Są to wszystkie tetraploidy ‘Free 
Redstar’, 6 spośród 7 badanych tetraploidów ‘Redchief’ oraz po 1 lub 2 tetraploidy ‘Gala 
Must’, ‘Pinova’ i Co-op 32. 

5. U odmian mało podatnych na parcha, takich jak ‘Free Redstar’ i Co-op 32 (‘Pristine’) - 
tetraploidy nie są w ogóle porażane, a u ‘Pinova’ – w mniejszym stopniu. W przypadku 
odmiany o dużej i średniej podatności na parcha - ‘Redchief’, 5 spośród 9 badanych 
tetraploidów charakteryzuje się istotnie niższą podatnością na patogen w porównaniu 
do odmiany macierzystej. U odmiany ‘Sander, 2 tetraploidy nie wykazują objawów 
porażenia, a 3 są porażane znacznie silniej niż diploid i odmiana referencyjna ‘Idared’. 

6. Analiza molekularna genotypów odmiany ‘Free Redstar’, uznawanej za względnie 
odporną na parcha jabłoni, potwierdziła obecność 6 genów odporności na tę chorobę: 
3 genów zidentyfikowanych w 2019 r. – Rvi5, Rvi6 i Rvi11 oraz genów Rvi8, Rvi14 oraz 
Rvi17, co należy podkreślić, zidentyfikowanych po raz pierwszy w bieżącym roku 
zarówno u diploidalnej odmiany wyjściowej, jak i u wszystkich tetraploidów. Przy czym 
znacznie większe ilości produktów amplifikacji tych genów wykryto u tetraploidów. 
Świadczy to o tym, że w wyniku podwojenia liczby chromosomów nastąpiło podwojenie 
liczby kopii tych genów i nie uległy one mutacji. Wpłynęło to na znaczne zwiększenie u 
tetraploidów poziomu odporności na parcha, czego dowodem są wyniki oceny fenotypu 
– tetraploidy ‘Free Redstar’ nie były porażane przez patogen.  

7. Dalszym potwierdzeniem podwyższonej odporności tetraploidów na parcha jabłoni jest 
znaczne zwiększenie poziomu ekspresji kolejnych badanych w tym roku genów 
związanych z odpornością: PR1, CDPK i MPK3. 

8. Na skutek poliploidyzacji można uzyskać tetraploidy wykazujące mniejszy stopień 
podatności na porażenie zarazą ogniową lub parchem jabłoni. Wyniki te wymagają 
weryfikacji poprzez ocenę odporności roślin w warunkach polowych w kolejnych latach 
badań (2021-2027).  

 
Osiągnięcia projektu badań realizowanych 

 w latach 2014-2020 
 
 Opracowano wydajny system regeneracji pędów przybyszowych in vitro z eksplantatów 

liściowych oraz efektywną metodę wytwarzania tetraploidów jabłoni. 
 Opracowano efektywną metodę ukorzeniania mikrosadzonek tetraploidów. 
 Uzyskano tetraploidy jabłoni o mniejszej podatności na zarazę ogniową i parcha jabłoni, 

które będą  wykorzystane do dalszych badań oraz w hodowli odpornościowej jabłoni. 
 Potwierdzono, że zmienność fenotypowa pomiędzy diploidami i tetraploidami oraz 

pomiędzy siostrzanymi tetraploidami jest m.in. wynikiem zmian genetycznych i 
epigenetycznych. 

 Wyjaśniono, że mechanizm molekularny wysokiej odporności tetraploidów ‘Free Redstar’ 
na parcha jabłoni, polega m.in. na zwiększeniu poziomu ekspresji genów zaangażowanych 
w reakcje odpornościowe na choroby.  

 Na podstawie analizy transkryptomu zidentyfikowano geny Rvi oraz inne geny, które mogą 
być związane z ww. zwiększoną odpornością na porażenie przez V. inaequalis.  
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