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VIl Cele projektu w 2022 roku 14 Call e
badawczy zrealizowany

Ocena podatnosci klonéw jabtoni na stres suszy — porownanie
reakcji fizjologicznych roslin diploidalnych (2x) i
tetraploidalnych (4x) oraz ocena parametrow morfologicznych
tych roslin w warunkach stresu suszy.

Tak

Badanie aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych: dysmutazy
2 ponadtlenkowej (SOD), katalazy (CAT) i peroksydazy (POD) Tak
oraz badanie poziomu MDA i proliny w lisciach jabtoni.

Analiza metodg qRT-PCR ekspresji gendéw zwigzanych z
3 odpornoscig na stres suszy w lisciach jabtoni. Opracowanie Tak
kolejnych starteréw do analiz.

Analiza réznic fenotypowych pomiedzy tetraploidami jabtoni

(4x) a ich diploidalnymi odmianami wyjsciowymi (2x). Tak

Polowa ocena kwitnienia i owocowania tetraploidalnych
5 klonéw i diploidalnych odmian jabtoni (form wyjsciowych) oraz Tak
ocena zdolnosci do krzyzowania autotetraploidow jabtoni.

Ocena sity wzrostu siewek otrzymanych z programu

krzyzowan z udziatem autotetraploidéw jabtoni. Tak

Analiza poziomu ploidalnosci oraz potwierdzenie statusu
V4 mieszanca siewek uzyskanych z krzyzowan z udziatem Tak

tetraploidow odmiany ‘Pinova’.
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MATERIALY | METODY

Temat badawczy 1, 2 i 3. Porownanie fizjologicznej i molekularnej odpowiedzi na susze

tetraploidalnych klonéw ‘Redchief’ i ‘Free Redstar’ oraz ich diploidalnych form wyjsciowych.

1. Pomiary parametrow fizjologicznych: potencjat wody w lisciach, wymiana gazowa (transpiracja i
fotosynteza), zawartosc¢ chlorofilu i sprawnos¢ aparatu fotosyntetycznego

2. Pomiary parametréw wzrostu: wysokosc i srednica pedu gtéwnego, dtugosc i liczba pedow

bocznych.
3. Oznaczenie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy =~ == x =
(CAT) i peroksydazy (POD) oraz badanie poziomu dialdehydu malonowego (MDA) i proliny. —
4. Analiza metodg gRT-PCR ekspresji gendw zwigzanych z odpornoscig na stres suszy: SOD, CAT, /

APX, GPX, TIP1;1, PIP1;1, PIP2;1i PIP2;3, MYB4, MYB121, DREB2, WRKY42 i NCED2. e

Temat badawczy 4 i 5. Ocena fenotypowa 6-letnich, wlasnokorzeniowych i zaszczepionych

na podkiadce M.9 diploidéw i tetraploidéw jabtoni rosngcych w sadzie doswiadczalnym.

1. Pomiary parametrow wzrostu i kondyciji roslin: suma rocznych przyrostow, liczba i dtugosé T =
rocznych przyrostow, pole poprzecznego przekroju pnia, zawartos¢ chlorofilu w lisciach. ”

2. Obserwacje kwitnienia i owocowania: termin i intensywnos¢ kwitnienia i owocowania, wielko$¢
kwiatow, liczba kwiatow w kwiatostanie, plon, masa owocéw, powierzchnia rumienca. “

‘Pinova’ 4x x ‘Szampion’ 2x

3. Analiza wielkosci pytku, jego zywotnosci i zdolnosci do kietkowania na pozywkach i znamieniu '7 :
stupka oraz przerastania tagiewki pytkowej.

Temat badawczy 6 i 7. Ocena fenotypowa i genetyczna siewek
uzyskanych z krzyzowan z udziatem tetraploidéw ‘Pinova’.

1. Ocena sity wzrostu siewek: Srednica i wysokos¢ pedu
przewodnikowego.

2. Cytometryczna analiza poziomu ploidalnosci.
3. Potwierdzenie statusu mieszanca siewek: analiza markeréw SSR.
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WYNIKI

Temat badawczy 1. Ocena podatnosci klonéw jabtoni na stres suszy — poréwnanie reakcji fizjologicznych

roslin diploidalnych (2x) i tetraploidalnych (4x) oraz ocena parametréow morfologicznych tych roslin w
warunkach stresu suszy.

>

Odmiana

Kontrola Susza Kontrola Susza
‘Redchief’ -0,77 -2,84 -0,99 -1,88
‘Free Redstar’ -0,76 -2,40 -0,74 -1,54

Tetraploidalne klony odmian ‘Redchief’ i ‘Free Redstar’ charakteryzowaty sie
lepszymi parametrami fizjologicznymi w trakcie suszy niz rosliny diploidalne tych
samych odmian.

W warunkach stresu wodnego, potencjat wody byt wyzszy w lisciach klonéw
tetraploidalnych jabtoni ‘Redchief’ i ‘Free Redstar’ niz u diploidow tych samych
odmian.

Spadek wszystkich parametrow fizjologicznych: wspotczynnika zawartosci chlorofilu
CCI, maksymalnej wydajnosci reakcji fotochemicznej fotosystemu Il (wyrazonej
jako wspétczynnik Fv/Fm),natezenia fotosyntezy (Pn) i transpiracji (Tr) w lisciach
roslin poddanych suszy byt mniejszy u tetraploidéw niz diploidow tych samych
odmian.

Wigor drzewek jabtoni rosngcych w warunkach suszy byt ograniczony w
poréwnaniu z roslinami optymalnie nawadnianymi, zarowno u diploidow jak i
tetraploidéw badanych odmian.

Zaobserwowano, ze odmiana ‘Free Redstar’ charakteryzowata sie znacznie
lepszymi parametrami fizjologicznymi w warunkach suszy niz odmiana ‘Redchief’.

Potencjat wody w lisciach (MPa) po 23 dniach
suszy

Diploidy (2x) Tetraploidy (4x)
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umol CO, m2s?

mmol H,0 m2s!

'Redchief' - natezenie fotosyntezy

%\P

NN

B e
.

po 11 dniach po 21 dniach po 23 dniach
suszy suszy suszy
1 2x kontrola —m— 2X Susza
4x kontrola ——@=—4x susza

'Redchief' — natezenie transpiracji

po 11 dniach  po 21 dniach po 23 dniach
suszy suszy suszy
- 2x kontrola = 2X SUsza

4x kontrola 8= 4X susza
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WYNIKI

Temat badawczy 2. Badanie aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD), katalazy (CAT) i peroksydazy (POD) oraz badanie poziomu MDA i proliny w lisciach jabtoni.

» ZarOwno aktywnos¢ wszystkich badanych enzymow
antyoksydacyjnych jak i zawartos¢ proliny i MDA w lisciach jabtoni
‘Free Redstar’ wzrastata w warunkach stresu wodnego zaréwno u 3 a
diploidow jak i tetraploidéw. Podczas suszy u tetraploidow ‘Free
Redstar’ poziom wszystkich badanych markeréw byt wyzszy niz u
diploidow tej odmiany.

Zawartos¢ proliny

ug/mg DW

» Wyzsza aktywnosc¢ enzymodw antyoksydacyjnych oraz wyzszy poziom
proliny w lisciach tetraploidédw ‘Free Redstar’ $wiadczy o ich
zwiekszonej tolerancji na deficyt wody w podtozu w poréwnaniu z |
diploidami tej odmiany. o 1 15 18 2

Dni po zaindukowaniu suszy

Aktywno$¢ SOD Aktywnos¢ POX Aktywnos¢ CAT
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Dni po zaindukowaniu suszy Dni po zaindukowaniu suszy Dni po zaindukowaniu suszy INSTYTUT oGrooNIcTwA B




WYNIKI

Temat badawczy 3. Analiza metodg gRT-PCR ekspresji gendow zwigzanych z odpornoscia na stres
suszy w lisciach jabtoni. Opracowanie kolejnych starteréw do analiz.
SOD

I

» Poziom ekspresji wiekszosci badanych genow, zwigzanych z
odpornoscig na stres abiotyczny, byt wyzszy u tetraploiddéw niz u
diploidow jabtoni ‘Free Redstar’ rosngcych w warunkach stresu
wodnego. Podwyzszong ekspresje u tetraploidow w poréwnaniu z
diploidami wykazano dla nastepujgcych gendéw:

« CAT, SOD, APX i GPX (geny kodujgce enzymy PIP2:3
antyoksydacyjne), ’ ab

w

bc bc W 2x

[y
I

Wzgledna ekspresja
N
Q
o
=3

W 4x

o
i

0 11 15 18 23
Dni po zaindukowaniu suszy

* PIP1;11PIP2;3 (geny kodujgce akwaporyny),
« DREB2 i WRKY42 (geny kodujgce czynniki transkrypcyjne),

Wzgledna ekspresj

« NCED2 (gen kodujgcy kluczowy enzym szlaku biosyntezy 1
kwasu abscysynowego). 0d 11d 15d 18d 23d

Dni po zaindukowaniu suszy

» Wyzszy poziom ekspresji gendw zwigzanych z odpornoscig na stres
suszy u tetraploidow jabtoni ‘Free Redstar’ wskazuje na ich
podwyzszong tolerancje na deficyt wody w poréwnaniu z diploidami
tej odmiany.

NCED2

N

Wzgledna ekspresja
K=} =
o U1 Bk U1 N U1 W

» Sposrdéd 14 par starteréw, zaprojektowanych do analiz ekspres;i ]
gendw metodg gRT-PCR, 8 okazato sie przydatnych do dalszych 0 11 15 18 23

Dni po zaindukowaniu suszy
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WYNIKI

Temat badawczy 4. Analiza réznic fenotypowych pomiedzy tetraploidami jabtoni (4x) a ich
diploidalnymi odmianami wyjsciowymi (2x).

> Sita wzrostu klonéw tetraploidalnych rosngcych na = Medhier sumarocanych Soprzccness ety pria
wiasnych korzeniach jest znacznie ograniczona w == s a (o)
poréwnaniu z ich diploidalnymi odmianami wyjsciowymi. *
Zaszczepienie jabtoni na podkladce M.9 powoduje b i bo b
ograniczenie wzrostu u diploidow badanych odmian, 5 5 i
natomiast polepsza wzrost roslin tetraploidalnych. © " ssnoonenione  sxzepione © " snokoenione sxrepione

» Tetraploidy w poréwnaniu z diploidami charakteryzujg sie mo o
wyzszg zawartoscig chlorofilu w lisciach, wigkszymi ~ Redchier e rocenych st om0 Eost
kwiatami | owocami, mniejszg liczbg kwiatow w | 0
kwiatostanie oraz mniejszym plonem. * ] zz b b

> Ziarna pylku tetraploidow sa wieksze niz diploidow, ale x| e

majg ostabiong zywotnos¢ i kietkowanie. 2

10

‘o 3 . " . .
Plnova . wtasnokorzeniowe szczepione wtasnokorzeniowe szczeplone

H2x H4x H2x E4x

Wielkos¢ i kietkowanie ziaren pytku jabtoni 5 biploid Tetraploid

‘Redchief’; A — diploid, B — tetraploid.

‘Redchief = InHort 1
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WYNIKI

Temat badawczy 4 (cd.). Analiza réznic fenotypowych pomiedzy tetraploidami jabtoni (4x) a ich
diploidalnymi odmianami wyjsciowymi (2x).

» W przypadku krzyzowan interploidalnych w obu kierunkach
krzyzowan (2x x 4x i 4x x 2x) kietkowanie pytku oraz rozwdj
tagiewki pytkowej sg ograniczone. W kombinacjach krzyzowan z
wykorzystaniem form tetraploidalnych wiekszg zgodnosc¢

a b c o
krzyzowg obserwuje sie, gdy forma mateczna jest diploidalna. >
Kietkowanie ziaren pytku na znamieniu oraz penetracja stupka przez tagiewki pytkowe;
(a-d ) ‘Free Redstar’(2x) x ‘Pinova’ (2x); (e-h) ‘Pinova’ (2x) x ‘Free Redstar’ (4x-2). ! d

Temat badawczy 5. Polowa ocena kwitnienia i owocowania tetraploidalnych klonéw i diploidalnych
odmian jabtoni (form wyjsciowych) oraz ocena zdolnosci do krzyzowania autotetraploidéw jabtoni.

» Formy diploidalne kwitty obficiej niz tetraploidy, co swiadczy o
wydtuzonej fazie juwenilnej tetraploidéw jabtoni.

» Drzewka wszystkich odmian, zarowno diploidy jak i
tetraploidy, zaszczepione na podktadce M.9 kwitty obficiej niz
drzewka rosngce na wtasnych korzeniach.

> Poliploidyzacja powoduje opo6znienie zakwitania roslin w
ciggu sezonu wegetacyjnego o 2-6 dni.

» W 2022 roku zapylenia kwiatéw form tetraploidalnych odmian
‘Free Redstar’ i ‘Pinova’ pyikiem diploidalnej odmiany
‘Szampion’ byto mato efektywne.
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WYNIKI

Temat badawczy 6. Ocena sily wzrostu siewek otrzymanych z programu krzyzowan z udzialem
autotetraploidéw jabtoni.

Temat badawczy 7. Analiza poziomu ploidalnosci oraz potwierdzenie statusu mieszanca siewek
uzyskanych z krzyzowan z udziatem tetraploidéw odmiany ‘Pinova’.

» Krzyzowania interploidalne pomiedzy tetraploidami ‘Pinova’ i diploidalng odmiang
‘Szampion’ pozwalajg na uzyskanie zywotnych siewek.

» W wyniku zapylenia 57 kwiatow tetraploidow ‘Pinova’ pytkiem odmiany ‘Szampion’
uzyskano 20 nasion, z ktérych 6 wykietkowato.

» Uzyskane siewki charakteryzowaty sie duzg zmiennoscig fenotypowa.

» Krzyzowania interploidalne z udziatem |
tetraploidow odmiany ‘Pinova’ 1 SRR
pozwalajg na uzyskanie potomstwa o |

i
triploidalnym  poziomie ploidalnosci.

Analiza cytometryczna wykazata, ze Ny —— i ”
sposréd 6 siewek uzyskanych z o Dendrogram

krzyzowan, 5 siewek byto triploidalnych ) ; 2'_]_

natomiast 1 tetraploidalna. A .

Pinova

N

» W oparciu o wyniki reakcji PCR-SSR potwierdzono mieszancowy status Szampion ———
genetyczny uzyskanych siewek jabtoni. W przypadku siewek potomnych o e orions
numerach 2, 3, 4 zaobserwowano, ze ok. 46% alleli markerow SSR Similarity

pochodzito od odmiany ‘Pinova’, natomiast dla siewek o numerach 1, 5i 6 od

odmiany ‘Szampion’ (ok. 50%). II'IHOI't l.
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Wykaz publikacji wynikow projektu w 2022 r.

Doniesienia konferencyjne:

1.
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11th Annual University Research Symposium, The University of West Alabama, Livingston,
AL., USA, 8-9 marca 2022 r. (poster)
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Polskiego Towarzystwa Botanicznego, Warszawa, 26 czerwca — 3 lipca 2022 r. (poster)
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2022 r. (poster).
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