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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego
w  produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
nr HOR.hn.802.20.2018, Zadanie 70.

Indukowanie zmiennosci genetycznej jabtoni
na drodze poliploidyzacji in vitro oraz ocena
fenotypowa 1 genetyczna uzyskanych poliploidow
w odniesieniu do diploidalnych form wyjsciowych

Induction of genetic variability of apple via polyploidization in vitro and phenotypic
and genetic assessment of polyploids obtained in relation to their diploid
counterparts

Stowa kluczowe: Malus % domestica, in vitro, poliploidyzacja, tetraploidy, zmienno$¢ genetyczna,
AFLP, MSAP

WSTEP

Jednym z waznych Zroédet zmienno$ci jest proces poliploidyzacji. Poliploidy —
genotypy o zwielokrotnionej liczbie chromosomow sg szeroko wykorzystywane
w programach hodowlanych wielu roslin uzytkowych, gdyz charakteryzujg si¢ bujnym
wzrostem 1 czgsto wigkszg odpornoscig na czynniki stresowe biotyczne lub abiotyczne.
W poprzednich latach badan, dzigki opracowanej efektywnej metodzie poliploidyzacji
in vitro, uzyskano liczne tetraploidy sze$ciu odmian jabloni ‘Free Redstar’, ‘Gala Must’,
‘Pinova’, Co-op 32 (‘Pristine’), ‘Redchief” i ‘Sander’. Celem badan jest uzyskanie
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tetraploidow o nowych cechach uzytkowych, w tym zwigkszonej odpornosci na porazenie
przez grozne patogeny jabloni — Erwinia amylovora (sprawcy zarazy ogniowej) oraz
Venturia inaequalis (sprawcy parcha jabloniowego). W roku 2018 badania obejmowaty
ocen¢ uzyskanych autotetraploidoéw po wzgledem cech morfologicznych, parametrow
fizjologicznych oraz podatnosci na ww. patogeny, a takze zmian w strukturze i stopniu
metylacji DNA oraz wielkoSci genomu. Prace prowadzono w ramach 5 tematdéw
badawczych.

TEMAT 1

Ocena in vitro podatnosci na porazenie przez Erwinia amylovora uzyskanych

tetraploidéw wytypowanym testem w odniesieniu do ich diploidalnych genotypow

wyjsciowych

Wykorzystano wyizolowany z jabloni szczep E. amylovora nr 659 o S$redniej
wirulencji. Pedy dlugosci 4-5 cm inokulowano bakteriami poprzez usunigcie wierzchotka
pedu skalpelem zanurzonym w inokulum (10° jtk/ml), nastepnie pedy inkubowano przez
6 tyg. na pozywce do namnazania, wykonujac cotygodniowe obserwacje stopnia
porazenia. Do$wiadczenie wykonano z udzialem 17 kolejnych genotypow
tetraploidalnych 6 odmian; do badan wlaczono takze odmiang referencyjng ‘Lobo’
o wysokim stopniu podatnosci na patogen. U trzech odmian ‘Free Redstar’, ‘Pinova’
i ‘Sander’ wykryto w sumie 8 klonow tetraploidalnych charakteryzujgcych si¢ istotnie
nizszym stopniem porazenia bakteriozag w porownaniu do odmiany macierzystej
i referencyjnej ‘Lobo’.

TEMAT 2

Ocena efektywnos$ci ukorzeniania i aklimatyzacji w warunkach ex vitro ro§lin

klondéw tetraploidalnych

Poréwnywano efektywno$¢ aklimatyzacji pedow klonow tetraploidalnych w odnie-
sieniu do ich diploidalnych odpowiednikow w zalezno$ci od metody ukorzeniania pedow:
1) in vitro oraz 2) ex vitro. Metoda in vitro ukorzeniano pedy 15 klonoéw tetraploidalnych
5 odmian. Pe¢dy inkubowano przez 6—7 dni na pozywce indukcyjnej (1 IBA + 1 JAA +
putrescyna 13 [mg I"']), nastepnie 14-21 dni na pozywce bez auksyn, po czym sadzono je
ex vitro w miniszklarenkach; po 6 tyg. wykonywano obserwacje.

W drugiej metodzie pedy sadzono ex vitro bezposrednio po 6—7-dniowej indukcji
ukorzeniania na pozywce indukcyjnej (jw.). Wykorzystano 38 klonoéw tetraploidalnych
6 odmian. W porownaniu do metody ukorzeniania in vitro, dzigki zastosowaniu
bezposredniego ukorzeniania poprzedzonego 6-dniowa indukcjg rizogenezy in vitro,
znacznie zwigkszono efektywno$¢ aklimatyzacji mikrosadzonek jabtoni zaréwno
diploidow (np. u odm. ‘Redchief’ z 28,5% do 58%), jak i tetraploidow — srednio z 29%
do 45,7%.
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TEMAT 3

Ocena zmian genetycznych/epigenetycznych  uzyskanych tetraploidow

w odniesieniu do diploidalnych odmian wyjsciowych

Zmiany genetyczne oceniano wykorzystujac analize AFLP, do ktorej uzyto 5 par
starterow. Badano 12 kolejnych genotypdéw tetraploidalnych 4 odmian. Podjgto takze
probe wykrycia mutacji u autotetraploidow metodg sekwencjonowania genomowego
DNA. Sekwencjonowanie DNA klonu tetraploidalnego odmiany ‘Redchief’ (najbardziej
zmienionego genetycznie wedlug AFLP) w poréwnaniu do diploida wykonano,
wykorzystujac '1D Ligation Sequencing Kit', na sekwenatorze MinlON sterowanym
za pomocg komputera. Ponadto w celu wykrycia zmian spowodowanych duzymi
delecjami/inwersjami czy aneuploidalnoscia, u kolejnych tetraploidow oceniano wielkos¢
genomu (zawartos¢ jadrowego DNA), wykorzystujac analiz¢ cytometrii przeplywowe;.
Z kolei zmienno$¢ epigenetyczng oceniano wykonujac analiz¢ stopnia metylacji
z wykorzystaniem markerow MSAP. Analiz¢ t¢ prowadzono w celu wyjasnienia
przyczyn zahamowania wzrostu niektorych tetraploidow. Analizowano po 2 genotypy
tetraploidalne dwoch odmian charakteryzujgcych si¢ sklonnoscig do przedwczesnego
wchodzenia w spoczynek (rosliny o zahamowanym wzroscie, bgdace w spoczynku
i aktywnie rosngce, przed i po chlodzeniu) w odniesieniu do genotypow wyjsciowych.
Wykorzystano 8 par starteréw 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
ro$lin wyjsciowych. Natomiast nie wykryto zmian w zawarto$ci jadrowego DNA. Z kolei
wyzszy stopien metylacji wykazywaly rosliny tetraploidow wchodzace w okres
spoczynku.

Wykorzystujgc platforme¢ Oxford Nanopore MinlON odczytano sekwencje dwoch
bibliotek cDNA przygotowanych dla diploida i tetraploida odmiany ‘Redchief’. Jednak
uzyskane stosunkowo niskie catkowite liczby odczytow oraz poziom pokrycia sekwencji
referencyjnych nie pozwolily na przeprowadzenie wiarygodnej analizy ewentualnych
mutacji w badanym tetraploidzie. Mimo to uzyskane wyniki wskazuja na wielki potencjat
tej metody, ponad 70% uzyskanych odczytow miato dlugosci z przedzialu 5000—
25000 nt.

TEMAT 4

Ocena morfologiczna oraz parametréw fizjologicznych wytypowanych

tetraploidéw w odniesieniu do genotypow wyjsciowych

Ocenie morfologicznej poddano 6—7-miesi¢gczne rosliny 22 kolejnych tetraploidow,
a parametry fizjologiczne badano u 12 tetraploidalnych genotypow. Poliploidyzacja
jabtoni spowodowata wyrazng zmiang¢ fenotypu. W poréwnaniu z diploidami, nowo
otrzymane autotetraploidy mialy krotsze pedy i mniejsze liScie o zmienionym ksztatcie,
natomiast zawarto$¢ chlorofilu u tetraploidow byta wyzsza. Natezenie transpiracji
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i przewodnos¢ szparkowa byly z reguly wyzsze u tetraploidow. Aktywnos¢ foto-
syntetyczna i maksymalna wydajno$¢ kwantowa PSII (Fv/Fm), u tetraploidow byty
porownywalne do obserwowanych u diploidow.

TEMAT 5

Ocena podatnosci uzyskanych poliploidow na porazenie przez Venturia

inaequalis w warunkach szklarniowych

Rosliny inokulowano zawiesing zarodnikéw V. inaequalis o koncentracji ok. 10°
zarodnikdw/ml, umieszczono na 48 godzin w warunkach wysokiej wilgotnosci powietrza,
nastgpnie przenoszono do standardowych warunkéw szklarniowych. Oceng porazenia
lisci tetraploidow w odniesieniu do diploidalnych odmian wyj$ciowych oraz wrazliwej
odmiany referencyjnej ‘Lobo’ przeprowadzona po 4 tyg. od inokulacji przy uzyciu 5-
stopniowej skali. Doswiadczenie wykonano z udzialem 25 kolejnych genotypow
tetraploidalnych 5 odmian. Tetraploidy odmian o duzej i $redniej podatno$ci na parcha
(‘Redchief’ 1 ‘Gala Must’), charakteryzowaly si¢ podobna podatno$cia na V. inaequalis
jak odmiana macierzysta i odmiana referencyjna ‘Lobo’. Natomiast u odmian o matej
podatnosci: ‘Free Redstar’ — badane tetraploidy w ogodle nie byly porazone, natomiast
u ‘Pinova’ — polowa badanych tetraploidow byla porazona w znikomym stopniu,
a pozostale — podobnie jak diploid.

Badania wykazaly, ze w wyniku poliploidyzacji uzyskano kilka genotypow
tetraploidalnych wykazujacych znacznie mniejszy stopien porazenia przez E. amylowora
oraz V. inaequalis niz odmiany wyjsciowe. Ponadto wszystkie uzyskane tetraploidy
w mniejszym lub wigkszym stopniu roéznity si¢ morfologicznie od swoich diploidalnych
odpowiednikow. Zasadnicze rdéznice morfologiczne (krotsze pedy, zmieniony ksztatt
lisci, wigksze aparaty szparkowe i1 wyzsza zawartos¢ chlorofilu) wynikaja z podwojenia
liczby chromosomow. Ponadto wykazano, ze tetraploidy tej samej odmiany roznig si¢
pomigdzy sobg, np. pod wzgledem podatno$ci na choroby. Roznice w obrgbie
tetraploidow danej odmiany sg prawdopodobnie wynikiem zmian genetycznych i epi-
genetycznych na co wskazuje zmienno$¢ w strukturze DNA 1 stopniu metylacji, wykryta
przy uzyciu analizy AFLP i MSAP.
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