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PODWAJANIE LICZBY CHROMOSOMOW (Amelanchier alnifolia Nutt.) ‘AMELA’
METODA POLIPLOIDYZACJI MITOTYCZNEJ IN VITRO

WSTEP

Swidosliwa olcholistna (Amelanchier alnifolia Nutt.) jest nowym gatunkiem roslin jagodowych w Polsce. W ostatnich latach obserwuje sie
zainteresowanie tym gatunkiem, jako uzupetnienie lub alternatywe do uprawy porzeczki czarnej, czerwonej lub aronii, z uwagi na kombajnowy zbiér
owocow. Poglebiona analiza chromosoméw w podziale metafazowym istniejgcych odmian uprawnych $widosliwy wykazata, iz sg one tetraploidami
(2n=4x=68), podobnie jak nowa, polska odmiana tego gatunku ‘Amela’. W programach hodowlanych wielu roslin uzytkowych czesto stosowane sg
poliploidy - genotypy o zwielokrotnionej liczbie chromosomoéw, ktére charakteryzujg sie wigkszymi rozmiarami kwiatéw, owocoéw, bujnym wzrostem oraz
wigkszg odpornoscig na czynniki stresowe biotyczne i abiotyczne.

CEL BADAN

Celem badan bylo podwojenie liczby chromosoméw i otrzymanie oktoploidéw, tetraploidalnej odmiany $widosliwy olcholistnej ‘Amela’,
przy wykorzystaniu metody poliploidyzacji mitotycznej in vitro, jako rozszerzenie puli poliploidéw do dalszych prac hodowlanych, w obrebie gatunku. Fot. 1. Owocujacy krzew oraz

owoce $widosliwy 'Amela’.
MATERIALY | METODY

Materiatem do badan byly pedy z 4-tygodniowych kultur in vitro, utrzymywane na pozywce do namnazania $widosliwy zawierajgcej: sole MS, 325 mg L' CaCl,, 175 mg L""MgSO,,
1.0 mg L' BA, 1.0 mg L' GA;, 0.1 mg L' IAA. Eksplantaty pedowe inkubowano przez 2 tygodnie (6 dni w ciemnosci i 8 dni w 16-godzinnym fotoperiodzie) na pozywce do
namnazania z dodatkiem antymitotykéw: kolchicyny (125, 250 mg L"), lub amiprofosu metylu (APM) (5 i 10 mg L-"). Nastepnie pedy przekiadano na pozywke bez antymitotykéw. Po
4 tygodniach oceniano wspdtczynnik namnazania oraz fitotoksycznos¢ antymitotykéw poprzez liczbe pedéw nekrotycznych. Poliploidy wykrywano metodg cytometrii przeptywowej.
Do okreslenia poziomu ploidalnosci uzyto buforu Partec z barwnikiem DAPI, z wykorzystaniem diody UV (365nm). Status oktoploidéw dla uzyskanych 6 klonéw swidosliwy Amela’
potwierdzono poprzez oceng zawartosci jadrowego DNA (okoto 4,6 pg 2C DNA). Oktoploidy namnazano i ukorzeniano w kulturach in vitro na pozywce %2 MS z dodatkiem 1.0 mg L'
IBA. Ukorzenione pedy poddawano aklimatyzacji i dalszej uprawie w szklarni.

Do analizy chromosomoéw w fazie matafazowej pobierano wierzchotki korzeni, ktére traktowano 2 mM 8-hydroksychinoling przez 4 godziny, utrwalano w roztworze 3:1 etanolu i
kwasu octowego 12 godzin, a nastgpnie trawiono mieszaning enzymoéw: 20% pektynazy,1% celulazy i 1% celulozy w 37°C przez godzing. Merystemy korzeniowe gnieciono w 45%
kwasie octowym. Po zamrozeniu w ciektym azocie, preparaty odwodniano w absolutnym etanolu, suszono i zabarwiono 2,5 g mL"' 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu (DAPI). Przypadki
metafazy fotografowano za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego, przy uzyciu swiatta UV.

Tab. 1 zanie in vitro $widosliwy ‘Amela’ po

7| traktowaniu antymitotykami.

Wspéiczynnik namnazania pedéw na pozywce po antymitotykach wynosit od 3.5 do 1,6 i byt nizszy niz w kontroli, jednak umozliwit ------
rozmnazanie pedéw traktowanych antymitotykami. Zaden z zastosowanych antymitotykéw nie byt fitotoksyczny dla pedéw in vitro $widosliwy
odm. ‘Amela’ (Tab. 1). Wykonano {acznie 106 analiz ploidalnosci i otrzymano 18 miksoploidéw. Pedy pochodzace z rozmnozenia
miksoploidéow poddawano dalszej analizie. Wigkszo$¢ z nich okazata sig tetraploidalna. Na podstawie analiz cytometrycznych
wyselekcjonowano w kulturach in vitro 6 oktoploidéw: 3 po traktowaniu 250 mg L' kolchicyny: B6/2-8x, B21-8x, B23-8x, 2 po traktowaniu T::a 2I 3"?’“,:“:,’“”;” znrz rr;lslmy ;omrlolnej oraz
5 mg L' APM: H5-8x, H16-8x oraz G10-8x po traktowaniu 10 mg L- APM. CRDROCATNCS. ToNow: IOt Wy - mes

Oktoploidy roznity sie fenotypowo od swoich odpowiednikéw tetraploidalnych byly krétsze, grubsze, posiadaly ciemniejsze i drobniejsze -----
liscie. W przypadku oktoploidéw zaobserwowano wigksze trudnosci w ukorzenianiu pedoéw in vitro (Tab. 2, Fot. 4 a-f). Odsetek
ukorzenionych pedéw wynosit od 14,6% dla IV klonu do 66,7% dla V klonu. Na tym etapie wystapity znaczne réznice w liczbie i diugosci
korzeni oraz procencie pedéw ukorzenionych pomigdzy klonem 111-B23-8x a pozostatymi. Rosliny oktoploidalne aklimatyzowano i uprawiano
w szklarni. Status oktoploida uzyskanych klonéw zostat potwierdzony poprzez oceng zawartosci jadrowego DNA (okoto 4,6 pg 2C DNA)
(2n= 8x=136) (Fot. 3). Ponowne analizy ploidalnosci wykazaty, iz klon Il-B23-8x jest tetraploidalny a czgs¢ roslin klonu V-H16-8x to | . . Liczba i dugose sparatéw szparkowych rosiny
aneuploidy (Tab. 2, Rys 1 d i Fot. 4 ¢ i e). Rosliny oktoploidalne wykazywaty tendencje do przedwczesnego wchodzenia w spoczynek, oraz Klonu $wi Amela’.
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Rys. 1. a-e. Hlstogramy cytometrii przeptywowej zawartosci 2C DNA wybranych klonéw $widosliwy ‘Amela’: ‘ Fot. 2. Aparaty szparkowe sw|dosl|wy Amela’: Fot. 3. Chromosomy w podziale metafazowym:
a. kontrola 4x, b. klon |-B6/2-8x, c. klon 1I-B21-8x, d. Il-B23-4x, e. IV-H5-8x. | a. kontrola 4x, b. oktoploid klon II-B21-8x. a. kontrola (2n=4x=68), b. oktoploid (2n=8x=136).
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a. 1-B6/2-8x b. I-821-8x c. I-B23-4x d. IV-H5-8x e. V-H16-8x 1. VI-G10-8x
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|Fot, 4 a-f. Ukorzenianie pedow in vitro i aklimatyzacja oktoploidalnych klonéw swidosliwy ‘Amela”: a. I-B6/2-8x, b. II-B21-8x, c. llI-B23-4x, d. IV-H5-8x, e. V-H16-8x, f. VI-G10-8x.

Opisana metoda poliploidyzacji okazata sig skuteczna i pozwolita na otrzymanie oktoploidéw $widosliwy olcholistnej odmiany ‘Amela’.

+ Oktoploidy otrzymano po traktowaniu 250 mg L' kolchicyny oraz 5i10 mg L' APM.

* U dwdch z szesciu otrzymanych oktoploidéw, pod wplywem rozmnazania w kulturach in vitro, odnotowano powrét do statusu tetraploidalnego.

* Nowo uzyskane oktoploidy swidosliwy wykazywaty powolny wzrost i tendencje do przedwczesnego spoczynku.

* Przypuszcza sie, ze zjawisko powolnego wzrostu i przedwczesnego spoczynku nowo powstatych oktoploidow moze byé zwigzane ze zmiang poziomu wzorca metylacji DNA.

--- Prace zrealizowano w ramach zadan celowych 2022-2023 MRIRW, zadanie 3.11. www.inhort.pl




