Ocena fenotypowa autotetraploidéw jabloni pod wzgledem cech morfologicznych,
anatomicznych, odpornosci na stres suszy oraz zdolnosci do krzyzowania

Streszczenie

Poliploidyzacja, czyli zwigkszenie  liczby  zestawéw  chromosomoéw
w komoérkach roslinnych, stanowi istotne narzedzie w nowoczesnej hodowli roslin
sadowniczych. W Zakladzie Biologii Stosowanej Instytutu Ogrodnictwa - PIB
w Skierniewicach opracowano efektywng metode wytwarzania tetraploidow jabloni in vitro, w
wyniku kt6rej uzyskano liczne stabilne genotypy tetraploidalne.

Celem niniejszych badan byta szczeg6towa ocena ww. tetraploidow w odniesieniu do
ich diploidalnych odpowiednikéw pod wzgledem cech morfologicznych, fizjologicznych,
cytologicznych, zdolnosci do krzyzowania i tolerancji na stres suszy.

Oceng autotetraploidéw jabloni na poziomie wybranych cech fenotypowych
i molekularnych prowadzono na 5-8-letnich drzewach szczepionych na podkladce M.9, w
zaleznosci od zagadnienia, z udzialem Jednej, dwoch lub trzech odmian ‘Redchief’, ‘Pinova’ i
‘Free Redstar’ oraz ich wybranych klonow tetraploidalnych. Badania wykazaly, ze
autotetraploidy jabloni znaczaco roznily si¢ fenotypowo od swoich diploidalnych
odpowiednikéw. W poréwnaniu do diploidow liscie u autotetraploidéw byly wyraznie krotsze
1 bardziej okragle, zawieraly istotnie wigeej chlorofilu i charakteryzowaly sie wigkszymi
aparatami szparkowymi, ale mniejsza ich liczbg na jednostke powierzchni, co moglo
wskazywa¢ na bardziej oszczedne gospodarowanie wodsg w warunkach suszy. Kwiaty
autotetraploidow byly istotnie wigksze, a pylek mniej Zywotny niz u diploidéw. W poréwnaniu
do diploidow owoce tetraploidéw byly wicksze, zawieraly wiecej ekstraktu ogolnego oraz
kwas6éw organicznych, ale bardziej podatne na zaburzenia fizjologiczne - szklisto$¢ migzszu i
gorzka plamistos¢ podskérna. W odniesieniu do diploidéw autotetraploidy wykazywaly wyzszg
tolerancj¢ na deficyt wody w podlozu na co wskazywaly wyzsze u tetraploidéw poddanych
stresowi suszy parametry wzrostu, a takze wyzsza zawarto$¢ chlorofilu, lepsze utrzymanie
potencjatu wodnego liéci, mniejszy spadek fotosyntezy oraz wicksza stabilnos$¢ parametréw
fluorescencji chlorofilu (Fv/Fm). W odpowiedzi na stres suszy tetraploidy jabloni wykazywaly
mniejsze uszkodzenia oksydacyjne niz diploidy. Potwierdzity to obserwowany u tetraploidow
Wyzszy poziom proliny oraz nizsza zawarto$é MDA, a takze wyzsza aktywnosé enzymow
antyoksydacyjnych (SOD, CAT, POD) i jednoczesnie wczesniej indukowana i wyzsza
ekspresja gen6w kodujacych enzymy antyoksydacyjne (SOD, CAT, APX, GPX). W wyniku
krzyzowan interploidalnych uzyskano liczne siewki triploidalne. Jednak efektywnos¢ takich
krzyzowar u jabloni zalezala od kierunku krzyzowania. Byla znacznie wyzsza w przypadku,
gdy roslinami matecznymi byly diploidy, a roslinami ojcowskimi (dawcami pyiku) tetraploidy
(2x x 4x) - wynosila $rednio okolo 0,16 siewki na zapylony kwiat (78 siewek na 480
zapylowych kwiatéw). W krzyzowaniach odwrotnych (4x x 2x) efektywnosé¢ ta byla
czterokrotnie nizsza - $rednio okolo 0,04 siewki na zapylony kwiat (33 siewki na 840
zapylonych kwiatow). Niemal wszystkie siewki uzyskane z krzyzowan interploidalnych
okazaly si¢ mieszanicami na co wskazywata ich triploidalno$¢ (3x), potwierdzona na podstawie




analiz cytometrycznych poziomu -ploidalnosci i zawartosci Jadrowego DNA (wykonanych
metoda cytometrii przeptywowej), a takze obserwacji mikroskopowych liczby chromosoméw
(2n=3x=751).

Otrzymane wyniki- stanowia podstawe do dalszego wykorzystania wybranych
autotetraploidéw jabloni w programach hodowlanych, ze szczeg6lnym uwzglednieniem
poprawy odpornosci na niekorzystne warunki srodowiskowe oraz uzyskiwania wartosciowych
genotypdw triploidalnych.




Phenotypic evaluation of apple autotetraploids in terms of morphological and
anatomical traits, drought stress tolerance and crossing ability

Summary

Polyploidization, i.e. increasing the number of chromosome sets in plant cells, is an
important tool in modern fruit plant breeding. The Department of Applied Biology
of the National Institute of Horticultural Research (NIHR) in Skierniewice developed an
effective method for producing apple tetraploids in vitro, resulting in numerous stable tetraploid
genotypes.

The aim of this study was to thoroughly evaluate these tetraploids in relation to their
diploid counterparts in terms of morphological, physiological, cytological traits, cross-breeding
ability, and drought tolerance.

The evaluation of autotetraploid apple trees at the level of selected phenotypic and
molecular traits was conducted on 5-8-year-old trees grafted onto M.9 rootstock, depending on
the subject, using one, two, or three cultivars: 'Redchief, 'Pinova, and 'Free Redstar', and their
selected tetraploid clones. Studies have shown that autotetraploid apples differed significantly
phenotypically from their diploid counterparts. Compared to diploids, autotetraploid leaves
were shorter and rounder, contained si gnificantly more chlorophyll, and were characterized by
larger stomata, but fewer stomata per unit area, which could indicate more efficient water
management in drought conditions. Autotetraploid flowers were significantly larger, and pollen
was less viable than diploids. Compared to diploids, tetraploid fruits were larger, contained
more total solids and organic acids, but were more susceptible to physiological disorders such
as glassy pulp and bitter pit. Compared to diploids, autotetraploids demonstrated greater
tolerance to water deficit in thesoil, as evidenced by higher growth parameters in drought-
stressed tetraploids, higher chlorophyll content, better leaf water potential maintenance, lesser
photosynthesis decline, and greater stability of chlorophyll fluorescence parameter (Fv/Fm). In
response to drought stress, apple tetraploids exhibited less oxidative damage than diploids. This
was confirmed by higher proline levels and lower MDA content observed in tetraploids, as well
as higher activity of antioxidant enzymes (SOD, CAT, POD) and, concomitantly, earlier
induced and higher expression of genes encoding antioxidant enzymes (SOD, CAT, APX,
GPX). Interploid crosses produced numerous triploid seedlings. However, the efficiency
of such crosses in apple trees depended on the direction of the cross. It was significantly higher
when the mother plants were diploids and the father plants (pollen donors) were tetraploids (2x
*x 4x), averaging approximately 0.16 seedlings per pollinated flower (78 seedlings per 480
pollinated flowers). In reciprocal crosses (4x x 2x), this efficiency was four times lower,
averaging approximately 0.04 seedlings per pollinated flower (33 seedlings per 840 pollinated
flowers). Almost all seedlings obtained from interploid crosses proved to be hybrids, as
indicated by their triploidy (3x), confirmed by flow cytometric analyses of ploidy level and
nuclear DNA content, as well as microscopic observations of chromosome number (Cn=3x=
51). |

The obtained results constitute the basis for further use of selected autotetraploid apples
in breeding programs, with particular emphasis on improving resistance to unfavorable
environmental conditions and obtaining valuable triploid genotypes.




