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Poliploidyzacja jest zjawiskiem powszechnym w swiecie 1. Zaobserwowano, ze zywotno$¢ i kietkowanie pytku klonu tetraploidalnego ‘Free Redstar’ 4x-3 bylo ostabione w poréwnaniu z
roslin, majgcym istotne znaczenie ewolucyjne, jest rowniez diploidaing odmiana wyjéciowa ‘Free Redstar’.
szeroko wykorzystywana w hodowli roslin. Poliploidy jabtoni, 2. W wyniku krzyzowania interploidalnego ‘Pinova’ 2x x ‘Free Redstar’ 4x-3 uzyskano 12 zywotnych siewek.
a w szczegolnosci triploidy, charakteryzujg si¢ lepszymi niz 3. Analiza cytometryczna oraz obserwacje liczby chromosoméw wykazaly, ze wszystkie uzyskane siewki sq triploidalne. W jadrach
genotypy diploidalne cechami fenotypowymi, w tym takze metafazowych siewek obserwowano 51 chromosoméw, co u jabtoni stanowi potréjny garnitur chromosomow.
zwigkszong zdolnoscig adaptacji do czynnikow stresowych. 4. Analiza markeréw SSR potwierdzita, ze wszystkie siewki pochodza od form rodzicielskich uzytych w krzyzowaniach.
Autotetraploidy jabtoni odmiany ‘Free Redstar’, uzyskane w 5. Analiza pod katem obecnosci gendw odporno$ci na parcha jabtoniowego Rvi wykazata, ze genotyp ojcowski ‘Free Redstar’ 4x-3
Instytucie Ogrodnictwa-PIB, wykazujg mniejszg podatnosc na oraz wiekszos¢ siewek triploidalnych charakteryzuje sie obecnoscia 3 sposréd badanych gendw.

parcha jabtoniowego (wywotywanego przez Venturia
: CN : TR TAB. 1. Charakterystyka pytku formy diploidalnej (2x) i tetraploidalnego klonu ‘Free Redstar’.
inaequalis) 1 wiekszg tolerancje na susze niz diploidalna

. . - y Kietkowanie pytk
odmiana wyjsciowa. Celem prezentowanych badan jest Zywotnosc pytku (%)
ocena ,mOZ|IWOS.CI kr.zyzcl)wa.nla agtotetraplmdow Frge Free Redstar’ x 66 67
Redstar’ z odmianami diploidalnymi w celu uzyskania
genotypow ftriploidalnych o wysokie] odpornosci na stresy
biotyczne i abiotyczne.
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1) Przeprowadzono krzyzowania interploidalne, w ktorych
genotypem matecznym byfa diploidalna odmiana ‘Pinova’, a
genotypem ojcowskim - autotetraploidalny klon ‘Free
Redstar’ 4x-3. Zapylenia poprzedzono zebraniem pytku z
kwiatow genotypow ojcowskich oraz kastracjg kwiatow roslin
matecznych. Pytek klonu tetraploidainego ‘Free Redstar’ 4x-
3 oraz formy diploidaine] ‘Free Redstar’ przebadano pod o - Aalnodei - 1™ - C

TAB. 2. Zawartos¢ jadrowego DNA oraz poziom ploidalnosci wybranych siewek

wzgledem zywotnosci | zdolnosci do kietkowania na triploidalnych oraz diploidalnego genotypu matecznego ‘Pinova’. | RYS. 3. Przykladowe histogramy analizy
cytometrycznej genotypdw jabtoni o réznym

podtozach oraz na znamieniu stupka. Genotyp Zawartos¢ 2C DNA (pg) ‘E ilordping poziomie ploidalnosci: A - diploid (odmiana
2) Uzyskane siewki oceniono pod wzgledem poziomu eIl e g Szampion), B - genotyp tetraploidalny

‘Free Redstar’ 4x-3 41 26

RYS. 1. Obserwacje mikroskopowe kietkowania ziaren pytku na znamieniu i wzrostu
tagiewek pytkowych w stupkach.
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RYS. 2. Siewki uzyskane z krzyzowanla —_
‘Pinova’ 2x x ‘Free Redstar’ 4x-3.

‘Pinova’ 1,61 2X (‘Pinova’ 4x-3), C - genotyp triploidainy
(siewka 1 z krzyzowania ‘Pinova’ 2x x ‘Free

ploidalnosci, wielkosci genomu i liczby chromosomow:

Siewka 1 2,46 3x |
a)poziom ploidalno$ci oraz zawarto$¢ jadrowego DNA Siewka 3 244 3 Redstar’ 4x-3).
(wielkos¢ genomu) badano przy uzyciu cytometru
przeptywowego, Dendrogram
b)liczbe chromosomow u siewek potomnych oceniano na A :
preparatach chromosomowych wykonanych Z RYS. 4. Dendrogram podobiefistwa
merystemc')w korzeni. : genetycznego roslin potomnych (1-
: : : , , b —— 13) oraz ich form rodzicielskich
3) Do potwierdzenia statusu mieszanca genotypow potomnych 3 Pinova’ 2x i ‘Eree Redstar 4x-3 na
zastosowano mikrosatelitarne markery molekularne (SSR). ] podstawie identyfikacji loci markerow
Przeprowadzono reakcje PCR z 10 oligonukleotydami = , | — mikrosatelfamych.
komplementamyml do fragmentow SSR genomu Malus: | | smtary | RYS. 5. Zdjecia chromosoméw triploidalnych genotypow hybrydowych uzyskanych z
CN581493, BPPCTOZB, AJ001681, AJ000761, AJ32188, krzyzowania ‘Pinova’ 2x x ‘Free Redstar’ 4x-3.
AT000400, AJ187627, AU301431, CN496913, AJ251116, TAB. 3. Startery uzyte do analizy obecnosci gendw odpornosci na parcha jabtoniowego Rvi.
h tawi I f - A - _ T _ - . TAB. 4. ObecnoSC¢ genow odpornosci na parcha jabtoniowego Rvi w
Wyznaczopyc .na postawie anlg IZy map rererencyjnyc Gen Ryi Nazwa Sekwencja starterow (5’- 3’) Wielkos$¢ produktéow genotypach rodzicielskich i triploidalnych siewkach potomnych.
genomu jabtoni oraz sekwencji dostepnych w bazach startera _
danveh Rvi5 (Vm) OBP12 F: CCTTGACGCAGCTT 690 (R) Genotyp Gen Rvi
yen. R: CCTTGACGCATCTACG Rvi5  Rvis  Rvitl  Rvit5
4) Triploidalne rosliny potomne oraz rosliny rodzicielskie Rvi6 (V) ACS-7 F: GTGCCAATGTAATCAGAGTGACGTG 320 ‘Pinova’ 2x - - + +
analizowano pod katem obecno$ci 4 genéw odpornosci na et G Eall A RO TN G T Free Redstar’ 4x-3 : + + +
ha Rvi Rvis. Rvie. Ruit1 i Rvi15 Reakcie PCR ACS-9 F: ACATGGAAGATGAAGGAGAAGGAG 490 Siewka 1 ] " ; ;
parcha  Rvi: Rvio, RvIo, Rvi | RVITo. Reakcle R: GATAAATTGAGTGACTGCAAAGCG Siewka 2 : " " "
prowadzono z /7 parami starterow. Wielkos¢ 1 liczbe Rvi11 (Vbj)  |KO08 F: GAACACTGGGCAAAGGAAAC 740 (R), 900 Siowka 4 - . " "
uzyskanych produktow amplifikacji oceniano na podstawie R: TAAAAGCCACGTTCTCTCGC Siewka 5 ] + + +
analizv elektroforoaramow T06 F: CGTTCAACTCATAAGTGGTCC 400 (R), 790 T - - "
N y g ' Y R: AAGGGCAGAATGATAAAAGCC IEWKa -
Z13 F: CCCTAGCATGCCATAAAACC 770 (R) Siewka 9 - v v v
4 A Siewka 11 i i + +
R: CCCAGTGGAATATTTCGAGG |
Rvi15 (Vr) AD13 F: GGTTCCTCTGTAAAGCTAG 950 (R), 1100, 1200, Siewka 12 - * + +
R: GGTTCCTCTGCCCAACAA 1300 Siewka 13 - + + +

1. Pomimo ostabionego kietkowania 1 zywotnosci pytku
tetraploidalnego klonu ‘Free Redstar’ 4x-3, moze byC on z

R - fragment sprzezony z odpornoscig na parcha jabtoni

powodzeniem uzytywkrzyzowaniach. M 12 3 456 7 8 9 101112M M1 2 3 456 7 8 9101112 M M1 2 3 4 56 78 9101112 M

2. Krzyzowania interploidalne ‘Pinova’ 2x x ‘Free Redstar’ 4x-3 10op 790 pz
pozwalajg na uzyskanie friploidalnego potomstwa o 700 pz ; —— s
mieszancowym statusie genetycznym. 500 pz

3. Obecnos¢ genow Rvi w uzyskanych siewkach triploidalnych

WSkaqu?’ .Ze genOtypy. te m(.)gq Charakteryzowac Slg ma*q RYS. 6. Elektroforogramy produktow uzyskanych w reakcji PCR ze starterami: ACS-9 (specyficznym dla genu Rvi6), Z13 i TO6 (specyficznymi dla genu Rvi11). M - marker wielkosci DNA 100
podatnoscig na parcha jabtoniowego. pz (Thermo Scientific); 1 — ‘Pinova’ 2x; 2 - ‘Free Redstar’ 4x-3; 3 — Siewka 1; 4 — siewka 2; 5 — siewka 4; 6 — siewka 5; 7 — siewka 8; 8 — siewka 9; 9 — siewka 11; 10 — siewka 12; 11 — siewka

13; 12 - kontrola negatywna reakgji.
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Badania finansowane przez MRiRW: Badania podstawowe na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej, zadanie nr49. www.inhort.pl




