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Wstep

Poliploidyzacja jest jednym z najpowszechniejszych zjawisk wystepujacych
w procesie ewolucji roslin. Obecnie niemal potowe gatunkow uprawnych stanowig
poliploidy (48). Sa to zazwyczaj autopoliploidy, ktore powstaty poprzez podwoje-
nie jednogatunkowego zestawu chromosoméw lub allopoliploidy, u ktorych z kolei
zwielokrotnieniu ulegly genomy dwoch lub kilku gatunkow, prowadzac tym samym
do powstania zupetie nowego gatunku (23). Przyktadem naturalnego allopoliploida
jest tyton szlachetny Nicotiana tabacum L. (2n = 4x = 48), ktory powstat w wyniku
podwojenia liczby chromosomoéw po hybrydyzacji N. sylvestris (Spegazzini i Comes)
(2n=2x=12) 1 N. tomentosiformis (Goodspeed) (2n =2x = 12) (31). Szczegdlnymi
formami poliploidow sg autoallopoliploidy oraz segmentalne allopoliploidy (54).
Wsréd metod uzyskiwania poliploidow nalezy wymieni¢ spontanicznie wystepujace
zaburzenia mejozy prowadzace do powstania niezredukowanych gamet i zaburzenia
mitozy zwykle w komoérkach merystematycznych (46) oraz indukcj¢ z wykorzysta-
niem roznych srodkdéw chemicznych, gtdéwnie cytostatykow zaburzajacych dziatanie
wrzeciona kariokinetycznego (18, 53). Rosliny poliploidalne w poréwnaniu z formami
diploidalnymi odznaczaja si¢ najczesciej zwigkszonym rozmiarem komorek, wigk-
szymi organami wegetatywnymi oraz wigksza biomasa. Zazwyczaj takze sg bardziej
odporne na stresy abiotyczne i biotyczne oraz wykazujg zmiany w zawartosci i jako$ci

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 6.3 pt. ,,Upowszechnianie wiedzy o wynikach uzyski-
wanych w ramach realizacji zadania (hodowla i nasiennictwo chmielu i tytoniu)” z dotacji budzetowej
przeznaczonej na realizacj¢ zadan MRiRW w 2022 r.
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substancji czynnych (46). Zwielokrotnienie genomow jest zatem czesto stosowane
przez hodowcow w celu poprawy wybranych cech roslin uzytkowych, uzyskania
odpornosci na choroby, ale takze przezwyciezania niezywotno$ci i nieptodnosci
mieszancow miedzygatunkowych (46). Otrzymywanie poliploidow, w szczegdlno-
$ci triploidoéw jest alternatywa do osiagniecia sterylnosci genetycznej, ktora zostata
wykorzystana w programach hodowlanych wielu gatunkow roslin, np. do produkcji
bezpestkowych owocow cytrusowych (10) czy uzyskania niemal beznasiennych
szyszek chmielu (1, 64).

Metody otrzymywania poliploidow tytoniu i chmielu

W $wiecie ro$lin istnieje szereg metod zwielokrotnienia genomu. Poliploidyza-
cja moze zachodzi¢ na skutek zaktocen podziatow mejotycznych lub mitotycznych.
Zaburzenia podziatdéw mejotycznych moga powstawac spontanicznie. Wiasnie takie
zjawisko i pojawienie si¢ niezredukownych gamet wystapilo miedzy innymi u bez-
ptodnych miedzygatunkowych mieszancow (amfihaploidow) N. tabacum x N. glauca
Grah. (57). Fuzja gamet 2n tychze mieszancow data poczatek ptodnym osobnikom
amfidiploidalnym. Powielenie genomu i powstawanie gamet 2n moze by¢ wywota-
ne takze czynnikami zewnetrznymi, wsrod ktorych wymieniane sg, m.in.: wysoka
temperatura, zranienia roslin, niedobor wody czy sktadnikow odzywczych (32, 43).

W przypadku zaburzen mitozy poliploidyzacja moze zachodzi¢ spontanicznie,
zwykle poprzez podwojenie liczby chromosomow w komorkach merystematycznych
lub w wyniku indukcji z wykorzystaniem zwiazkéw antymitotycznych, najczesciej
kolchicyny lub oryzaliny. Kolchicyna (C,,H,,O,N) pozyskiwana z nasion i cebulek
Colchicum autumnal L. zaktoca przebieg tworzenia wrzeciona kariokinetycznego
i blokuje rozejscie si¢ siostrzanych chromatyd do biegunéw komoérki w anafazie
mitozy. O efektywnosci tego procesu decyduje wiele czynnikow, takich jak: genotyp
ro$liny, rodzaj eksplantatu, warunki wzrostu czy sposob aplikacji, tj. czas eskpozycji
i stezenie srodka antymitotycznego (13). Optymalna dawke kolchicyny oraz czas
inkubacji dobiera si¢ eksperymentalnie, w zaleznos$ci od gatunku rosliny i warunkow
wzrostu (18). Kolchicyna jest stosowana w formie czystych roztworow wodnych lub
roztworow wodnych z agarem. Moze by¢ uzywana in situ na roslinach rosngcych na
polu lub w szklarni oraz w warunkach aseptycznych kultur in vitro. W przypadku
tytoniu najczesciej jest aplikowana in vivo podczas kietkowania nasion lub rozwoju
stozkéw wzrostu (5). Berbe¢ (4) prowadzit 4-godzinng inkubacje kietkujacych nasion
w 0,2% roztworze kolchicyny w temperaturze 27°C i uzyskal tetraploidalne ro$liny
N. tabacum odmiany Nadwislanski Maty (2n =96). Otrzymane poliploidy skrzyzowat
z N. alata Link et Otto (2n = 18) i otrzymat seskwidiploidalne formy mieszancowe.
Z kolei EI-Morsy i in. (18), moczac nasiona w wodnym roztworze kolchicyny,
otrzymali tetraploidalne formy N. alata. Najwyzsza wydajnos¢ osiagneli po zastoso-
waniu 0,5% roztworu kolchicyny przez 48 godzin. Warmke i Blekeslee w roku
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1939 (66) uzyli kolchicyny in vivo do podwojenia liczby chromosoméw mieszancow
N. tabacum % N. glutinosa L. Oprocz trucizn mitotycznych innymi czynnikami indu-
kujacymi poliploidalno$¢ w komdrkach somatycznych moga by¢ bardzo wysokie lub
bardzo niskie temperatury, promieniowanie X czy uszkodzenia roslin (39). Poliploidy
tytoniu mozna takze otrzymac, stosujac technike regeneracji roslin z fragmentow walca
osiowego todygi. Pierwsza poliploidyzacje mitotyczng tytoniu w warunkach in vitro,
wykorzystujaca jako eksplantaty fragmenty walca osiowego lodygi przeprowadzili
Murashige i Nakano w 1966 r. (40). W wyniku spontanicznej poliploidyzacji
w warunkach in vitro otrzymali kalus z komorkami poliploidalnymi i aneuploidal-
nymi. Réwniez poprzez kulture na pozywce LS wzbogaconej kinetyna o stgzeniu
2,0 mg-1"' i IAA (kwas indolilo-3-octowy) w ilosci 2,0 mg-1"!' (37) mozna zainduko-
wac podzial komorek, tworzenie tkanki kalusowej i regeneracje pedow (15). Czgsé
uzyskanych regeneratoéw wskutek spontanicznej poliploidyzacji ma podwojona
w stosunku do ro$lin wyjsciowych liczbe chromosomow w komoérkach somatycznych.
Doroszewska i Berbe¢ (16) w wyniku kultury fragmentow rdzenia todygi mie-
szancow F | N. tabacum * N. africana Merx. (2n = 47) uzyskali formy mieszancowe
zawierajace podwojong liczbg chromosomow (2n = 94).

Poliploidy tytoniu mozna takze otrzymac, stosujac kontrolowane krzyzowanie
migdzygatunkowe. Clausen i Goodspeed (9), krzyzujac gatunek N. glutinosa
z N. tabacum, uzyskali nowy, syntetyczny, amfidiploidalny gatunek N. digluta. Na-
tomiast Ternovsky (56), krzyzujac N. tabacum z N. glauca, otrzymal syntetyczny,
amfidiploidalny gatunek N. ditagla.

W przypadku chmielu otrzymywanie poliploidow w warunkach in vivo zapoczat-
kowatw 1948 r. Dark (12). W latach siedemdziesiatych i osiemdziesiatych ubiegtego
wieku istotne zastugi dla hodowli poliploidow tego gatunku wniesli Roborgh (44)
i Haunold (26). Roborgh (44) opracowat technike indukcji tetraploidéw pole-
gajaca na zanurzaniu wierzchotkow pedoéw wraz z trzema parami pakéw bocznych
w roztworze kolchicyny. Wykazat, ze optymalne stezenie antymitotyku wynosi 2
13%, natomiast czas inkubacji 6 godzin. Z kolei Haunold (26), stosujac raz dziennie
przez 4 dni 0,5 lub 0,75% wodny roztwodr kolchicyny na paki boczne, uzyskat sze-
reg tetraploidow odmiany Fuggle. W prace nad uzyskiwaniem poliploidow chmielu
zaangazowany byl takze Roy wraz z zespotem (45). Opracowal technike indukcji
poliploidow chmielu odmiany H138 w warunkach in vitro. Umieszczal 3—6 mm paki
wierzchotkowe w ptynnym podlozu MS zawierajacym rozne stezenia kolchicyny
—0,01%; 0,05%; 0,1% 1 0,5% i inkubowal w temperaturze 25°C przez 24, 48, 72,
96 1 120 godzin. Najwyzszy odsetek roslin (25,6%) z podwojong zawartoscia DNA
w komorkach uzyskat przy zastosowaniu 0,05% kolchicyny przez 48 godzin.
Trojak-Goluch i Skomra (60) w celu indukcji tetraploidow chmielu odmiany
Sybilla umiescity merystemy wierzchotkowe pedéw w ptynnej pozywce MS za-
wierajacej kolchicyne w stezeniach: 0,01%; 0,05% 1 0,1%. Inkubacja materiatu ro-
slinnego przebiegata na wytrzasarce rotacyjnej przez 24, 48 i 72 godziny. Podobnie
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jak w badaniach Roya i in. (45) najwyzsza wydajno$¢ poliploidyzacji uzyskano,
utrzymujgc merystemy w 0,05% roztworze przez 48 godzin. Svécarova i in. (53)
stosowali jeszcze inne techniki indukcji poliploidow. Prowadzili przez 2 tygodnie
hodowle fragmentow pedow z weztami na podtozu MS wzbogaconym oryzaling
o stezeniach: 1; 5 lub 10 uM. Ponadto umiescili fragmenty pedow na ptynnej pozywce
MS z dodatkiem oryzaliny o stezeniu 10 1 20 uM. Znacznie bardziej efektywna oka-
zala si¢ pierwsza z metod, zwlaszcza wykorzystanie podtoza zawierajacego 10 pM
oryzaliny. Natomiast Skof i in. (49) w celu poliploidyzacji genomu chmielu in vitro
wykorzystali technike organogenezy posredniej pedow, w ktorej regeneracje pedow
poprzedzato powstanie kalusa. Analiza poziomu ploidalnos$ci regeneratow wykazata
wysoka frekwencje tetraploidow (58,6%). Dodatkowa zaletg zastosowanej techniki
w porownaniu z metodami wykorzystujacymi $rodki antymitotyczne byt catkowity
brak miksoploidow wsrdd regeneratéw (49). Metode organogenezy posredniej do
otrzymania tetraploidalnego chmielu wykorzystano takze w IUNG-PIB w Putawach.
Metoda ta jest uznawana za dos$¢ trudng z uwagi na to, ze efektywnos$¢ uzyskiwania
poliploidow zalezy od szeregu czynnikow, takich jak: rodzaj eksplantatu, genotyp
ro$liny, sktad pozywki czy zastosowane hormony wzrostowe. W wyniku dtugotrwate;j
hodowli kalusa pochodzacego z todyg i ogonkoéw lisciowych chmielu odmiany Tunga
Trojak-Goluch i in. (61) otrzymaly szereg tetraploidalnych roslin. W badaniu
oceniono wplyw typu eksplantatu i regulatorow wzrostu na efektywnos$¢ regeneracji
ro$lin oraz indukcje poliploidow. Prowadzenie dlugotrwalej kultury kalusa powyzej
23 tygodni doprowadzito do podwojenia ilosci DNA i pojawienia si¢ tetraploidow
wsrdd zregenerowanych ro$lin. Najwigkszg ich liczbe — 9,4%, uzyskano z kalusa
pochodzacego z ogonkdw lisciowych. Liczbe tworzacych si¢ poliploidow wyraznie
zwigkszal dodatek IAA (kwas indolilo-3-octowy) do pozywki regeneracyjne;.

Metody otrzymywania podwojonych haploidow (DH)

W badaniach nad uzyskiwaniem ulepszonych odmian tytoniu powszechnie stoso-
wane jest zwielokrotnianie genomu i otrzymywanie homozygotycznych linii podwojo-
nych haploidow (DH). Technika ta pozwala wydatnie skroci¢ czas wyhodowania nowej
odmiany tytoniu, przywroci¢ ptodnosc¢ roslinom, wyeksponowac cechy warunkowane
przez geny recesywne. Podwojone haploidy tytoniu mozna uzyska¢ zarowno w wa-
runkach in vivo, jak i in vitro. W metodzie in vivo wykorzystuje si¢ pylek dzikiego
gatunku, np.: N. africana do zapylania N. tabacum. Zapylenie stymuluje podziaty
partenogenetyczne komorki jajowej i powoduje powstanie haploidalnych zarodkow
(14). W nastepnym etapie haploidalne siewki poddaje si¢ dziataniu cytostatykow
i otrzymuje linie DH. Pierwsze podwojone haploidy tytoniu in vitro uzyskano w latach
60. XX wieku w wyniku kultury fragmentdw lisci (7). Do rutynowego otrzymywania
podwojonych haploidow tytoniu w warunkach in vitro stosuje sie jednak techniki
androgenezy z wykorzystaniem niedojrzatych pylnikéw lub izolowanych mikrospor.
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Uzyskane haploidalne zarodki poddaje sie najczesciej dziataniu kolchicyny. Warto
nadmieni¢, ze bardzo skutecznym sposobem podwojenia materialu genetycznego
haploidow jest organogeneza posrednia lub bezposrednia. W metodzie organogenezy
posredniej rozwdj zarodkdw i roslin jest poprzedzony tworzeniem tkanki kalusowe;.
Z kolei w organogenezie bezposredniej zarodki somatyczne i mtode rosliny tworza
si¢ bezposrednio na powierzchni eksplantatu. Uzyskane w ten sposdb regeneraty
stanowig populacje ztozong zaréwno z haploidow, jak i podwojonych haploidow.
Wysoka frekwencje linii DH tytoniu uzyskano po wytozeniu fragmentow lodyg
dojrzatych ro$lin haploidalnych na pozywke MS wzbogacong kinetyna o stgzeniu
2,0 mg-1"! oraz kwasem indolilooctowym (IAA) w stezeniu 2,0 mg-1"' (37). Hamada
iin. (24) zastosowali jeszcze inne warunki regeneracji roslin, uzyskujac zdecydowanie
wyzszg frekwencje podwojonych haploidow. Autorzy utrzymywali fragmenty todyg
w ciemnosci na pozywce MS zawierajacej 2,0 mg 1" TAA 1 0,5 mg-1"! kinetyny. Na-
stepnie eksplantaty po 28 dniach przeniesiono na podtoze MS zawierajace 2,0 mg-1™!
TAA 12,0 mg-1"! kinetyny lub 1,0 mg-1"! BAP (6-benzylaminopuryna) i oswietlano
$wiattem fluorescencyjnym o natezeniu 30,3 pmol-m s

Zmiany morfologii i skladu waznych metabolitow u poliploidéw tytoniu
i chmielu

Modyfikacja poziomdéw ploidalnosci roslin powoduje zmiany wielkosci komo-
rek roslinnych, co z kolei prowadzi do zmian w anatomicznej strukturze organow,
a takze fizjologii ro$lin i ich sktadzie chemicznym. Zmiany morfologiczne dotycza
wielko$ci aparatow szparkowych oraz ich liczby przypadajacej na jednostke po-
wierzchni, wielkosci i liczby lisci, korzeni, pedoéw, bulw, klaczy, kwiatow, nasion,
pyltku, stosunku dtugosci lisci do ich szerokosci, a takze struktury $ciany komorkowej
(38). Rosliny poliploidalne r6znia sie tez zwykle wysokoscia i ogdélnym pokrojem
od swoich diploidalnych odpowiednikéw. Zmiany fizjologiczne dotycza natomiast
transpiracji, aktywnos$ci fotosyntetycznej czy dlugosci trwania fazy wegetatywnej
i generatywnej (52, 55).

Jak wykazaly badania Berbecia (4), tetraploidy N. tabacum Nadwislanski
Maty (2n = 96) charakteryzowaty si¢ wolniejszym wzrostem, grubszymi i bardziej
kruchymi li§¢mi o nieregularnym unaczynieniu oraz wiekszymi pylnikami w sto-
sunku do diploidow. Z kolei tetraploidy N. alata miaty dtuzsze todygi oraz wigksza
liczbe i dlugo$¢ miedzywezli w porownaniu z diploidami. Byly wigksze, bardziej
zielone, a ponadto odznaczaty sie wieksza liczba lisci w fazie formowania kwiatow.
Dodatkowo tworzyty wiecej kwiatow, ktore posiadaly dluzsze szypulki kwiatowe
i wieksza $rednice stupka. Nie wykazywaty natomiast znaczacych réznic w §rednicy
lodygi czy liczbie pedow przypadajacych na rosling. Ponadto liscie tetraploidow
N. alata w porownaniu z diploidalnymi odpowiednikami zawieraty wiecej takich
makroelementow, jak azot i fosfor (18). Trojak-Goluch i in. (62) przeprowadzili
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ocen¢ morfologiczng oraz analize sktadu chemicznego podwojonych haploidéw (DH)
mieszancow F  powstatych ze skrzyzowania linit WGL3 odpornej na Thielaviopsis
basicola (Berk. & Broome) Ferraris z linig PW-834 odporng na TSWV (ang. Tomato
spotted wilt virus). Podwojone haploidy kwitty pozniej, byty zwykle nizsze i mialy
mniej li$ci niz ich formy rodzicielskie, co byto cechg pojawiajaca si¢ z najwicksza
regularnos$cig. Ich liscie byty wezsze, co w konsekwencji przyczynito si¢ do spadku
plonowania linii DH. Szczegdlnie wyrazne bylo zmniejszenie powierzchni srodkowych
lisci. Natomiast potgczenie odpornosci na Th. basicola i TSWV w jednym genomie
nie miato wptywu na zmiany zawartos$ci nikotyny i innych alkaloidéw w poréwnaniu
z formami rodzicielskimi.

Triploidalny chmiel (2n = 3x = 30) charakteryzuje si¢ lepsza zywotnoscig, in-
tensywnym wzrostem w poréwnaniu z diploidami (2n = 2x = 20), a dodatkowo jest
bardziej bujny i daje wyzszy plon (42, 45). Dowodem na to mogg by¢ przedstawione
przez Haunolda (26) rezultaty dotyczace przyrostow diploidalne;j i triploidalnej formy
chmielu odmiany Fuggle. Autor wykazal, ze dzienny przyrost roslin o zwigkszone;j
ploidalnosci byt o 18 mm wigkszy niz ich diploidalnych odpowiednikow. Z punktu
widzenia producentdw chmielu jedng z wazniejszych zalet triploidow jest wyzszy
potencjat plonowania w poréwnaniu z formami diploidalnymi. Probasco i in. (42)
podali, ze triploidalna odmiana Millenium miata o 560,7 kg wiekszy plon niz macie-
rzysta, diploidalna odmiana Nugget. Triploidy maja ponadto dluzsze migdzywezla
1 pedy owocujace, zmienng dtugos¢ szyszek i odznaczajg si¢ wyzszym wskaznikiem
skrecalnosci pedow, co pozwala im lepiej piac si¢ po konstrukcji. Najistotniejsze jest
jednak to, ze charakteryzujg si¢ prawie catkowita beznasiennoscig. Poniewaz biatka
1 thuszcze zawarte w nasionach szyszek osobnikdéw zefiskich chmielu niekorzystnie
wplywaja na proces fermentacji piwa (30), surowiec uzyskany z beznasiennych
szyszek jest najbardziej odpowiedni do produkcji granulatow i ekstraktow chmielo-
wych. Jak podaje Haunold (26), przy swobodnym zapyleniu $rednia liczba nasion
w triploidalnych formach odmiany Fuggle wyniosta 1,7, podczas gdy w formach
diploidalnych — 12,3. Takze $rednia masa nasion triploidow byla znacznie nizsza
niz masa nasion diploidéw (28). Pedy roslin triploidalnych w przeciwienstwie do
tetraploidalnych sa utozone luzniej dzigki dluzszym migdzywezlom. Wsrdd zalet
chmielu triploidalnego nalezy wymieni¢ takze szybkie zamykanie si¢ szyszek po
uformowaniu, co znacznie ogranicza wnikanie do nich patogenicznych grzybow
Pseudoperonospora humuli (Miyabe & Takah.) G.W. Wilson powodujacego maczniaka
rzekomego oraz Podosphaera macularis (Wallr.) U. Braun & S. Takam. powodujacego
maczniaka prawdziwego chmielu. Cecha ta przyczynia si¢ do ograniczenia liczby
zabiegow profilaktycznych na plantacji. Szyszki triploidéw sa bardziej wytrzymate
1 mniej kruche, co pozwala na zachowanie surowca w lepszym stanie podczas me-
chanicznego zbioru i transportu (50), z drugiej jednak strony potrzebujg one znacz-
nie dluzszego czasu do osiggnigcia dojrzatosci technologicznej. Wprowadzenie do
uprawy odmian chmielu p6zno dojrzewajacych poszerzyloby asortyment odmianowy
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gatunku, co byloby korzystne dla wielu gospodarstw, szczegolnie tych wielkoobsza-
rowych, w ktérych uprawia si¢ kilka odmian chmielu, gdyz pozwolitoby roztozy¢
w czasie zbior szyszek (64). Krajl (33) donosita, ze w szyszkach triploidalnego chmie-
lu odmiany Atlas zaobserwowata znacznie wigksza liczbg gruczotéw lupulinowych
niz w odmianie matecznej. Takze srednica gruczotdéw lupulinowych byta wigksza, co
z kolei miato wptyw na zwigkszong zawartos¢ zywic migkkich w szyszkach. Wszystkie
triploidy uzyskane przez Trojak-Goluch i Skomre (64) charakteryzowaly si¢ dtuz-
szymi p¢dami owocujacymi i dtuzszymi migdzywezlami, co skutkowato luzniejszym
pokrojem roélin (rys. 1), wyzszym wskaznikiem skrecalno$ci pgdow w porownaniu
z diploidalng odmiang mateczng. Wigkszos¢ uzyskanych triploidow zawigzywata
niewielkg ilo$¢ nasion w szyszkach, a tylko dwa osobniki byly prawie beznasienne
1 wytwarzaty odpowiednio tylko 1,41 i 1,46 nasion na szyszke (64) (rys. 2).

Rys. 1. Pokrdj ogélny triploidalnych roslin chmielu (a) oraz ich owocostany (b)
Zrodto: A. Trojak-Goluch, zasoby wiasne ZHiBR ITUNG-PIB
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Rys. 2. Szyszki triploidalnych roslin chmielu: a) szyszka diploidalnej odmiany
Sybilla (lewa strona panelu) oraz szyszka triploida ATG 16/33; b) szyszka diploidalnej odmiany
Sybilla (lewa strona panelu) oraz szyszka triploida ATG 17/34

Zrédlo: A. Trojak-Goluch, zasoby wtasne ZHiBR TUNG-PIB

Tetraploidalne formy chmielu charakteryzuja si¢ znacznie gorszymi cechami
uzytkowymi w poréwnaniu z diploidami oraz triploidami, co sprawia, ze nie znajdu-
ja zastosowania w produkcji rolniczej. Sg nizsze, maja znacznie mniejsza srednice
pedow, krotsze miedzywezla, co skutkuje wytwarzaniem krotszych pedow bocznych
i bardziej zwartym pokrojem roslin (53, 60). Poza tym stabiej si¢ ukorzeniaja i gorze;j
aklimatyzuja do warunkéw polowych. W badaniach prowadzonych w IUNG-PIB
w Putawach z 20 roslin wysadzonych na polu po trzech latach przetrwato tylko 6 (60).
Podobnie tetraploidalne sadzonki chmielu uzyskane przez Svécarova i in. (53) byty
mniejsze i stabiej si¢ ukorzeniaty. Dodatkowo tetraploidalny chmiel charakteryzuje sig
op6znionym kwitnieniem i wytwarza mniejsze kwiaty zenskie (rys. 3). Jego szyszki
maja zwickszong mase¢ w stosunku do diploidéw, co jednak nie jest korzystne ze
wzgledu na problemy w suszeniu takiego surowca. Gruczoty lupulinowe produkujace
lupuling sa prawie dwa razy wieksze, natomiast jest ich znacznie mniej (60).

Rys. 3. Kwiaty i liscie diploidalnego i tetraploidalnego chmielu odmiany Sybilla: a) kwiaty zenskie
ro$lin diploidalnych (dolna czg$¢ fotografii) i roslin tetraploidalnych (gorna czes¢ fotografii);
b) 1is¢ rosliny tetraploidalnej (po lewej) i rosliny diploidalnej (po prawej)
Zrodto: A. Trojak-Goluch, zasoby whasne ZHiBR TUNG-PIB
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Chmiel jest zroédlem wielu substancji o zroznicowanej aktywnosci biologicznej,
w tym polifenoli, ktore wykazuja silne dziatanie antyoksydacyjne i tym samym
przeciwnowotworowe (21). Zaobserwowano, ze poziom produkcji korzystnych me-
tabolitow wtornych lub zmiany ich sktadu i proporcji zalezg od stopnia ploidalnosci
ro$lin. Triploidy chmielu najczesciej wytwarzaja znacznie lepszej jakosci surowiec
browarniczy, tj. 0 wyzszej zawartosci zywic migkkich, garbnikow i polifenoli w po-
rownaniu z diploidami (34). Prabasco iin. (42) donosza, ze zawartos¢ alfa kwasow
w szyszkach triploidalnej odmiany Millenium sigga 15,5%, podczas gdy w macie-
rzystej, diploidalnej odmianie Nugget wynosi 13,0%. Wskazujg oni takze na wyzsza
zawarto$¢ olejkow eterycznych humulenu i kariofilenu, co nadaje piwu przyjemny,
chmielowy aromat. Triploidalne odmiany chmielu Crystal, Mount Hood i Liberty
uzyskane przez Haunolda i in. (29) takze charakteryzuja si¢ wyzsza zawarto$cia
alfa i beta kwasow oraz olejkéw chmielowych w poréwnaniu z diploidalng odmiang
mateczng Hallertauer Mittlefrith. Populacje triploidalnego chmielu uzyskane przez
Trojak-Goluch i Skomrg (64) charakteryzuja si¢ zroznicowang zawarto$cig alfa
kwasow. Wystepuja osobniki o stosunkowo niskiej zawarto$ci tych zwigzkow. Ponadto
wyselekcjonowano genotypy, ktore wyrdzniajg si¢ wysoka zawartoscia alfa kwasow
rowniez w stosunku do roslin diploidalnych. Wedlug doniesien literaturowych wraz
z powieleniem genomu zmienia si¢ rowniez sktad gtéwnych zwigzkéw chemicznych
odpowiedzialnych za aromat. W przypadku tetraploidéw chmielu catkowita zawarto$¢
olejkéw eterycznych ulega obnizeniu, natomiast notuje si¢ wzrost zawarto$ci cennego
humulenu, limonenu, kariofilenu i farnezenu (60).

Wykorzystanie réznych metod poliploidyzacji oraz poliploidow w hodowli
tytoniu i chmielu

W wielu programach hodowlanych do krzyzowania z tytoniem szlachetnym wy-
korzystuje si¢ dzikie gatunki z rodzaju Nicotiana. Znaczna ich cze$¢ posiada bowiem
genetycznie warunkowana odporno$¢ przynajmniej na jedna chorobe badz szkodnika.
Krzyzowanie dzikich krewniakow z gatunkiem uprawnym daje szans¢ przeniesienia
genow, ktore warunkuja odpornos¢ na patogeny czy wptywaja na lepszy plon. Technika
ta wigze si¢ jednak z wieloma problemami wynikajacymi z barier krzyzowalnosci form
rodzicielskich, do ktorych naleza niezgodnos¢ krzyzoéwkowa, niska przezywalnosé
mieszancoéw czy ich bezptodnos¢. Bezptodnos¢ mieszancow Nicotiana wywolana jest
gldwnie roznicami w liczbie chromosomow gatunkow rodzicielskich oraz struktural-
nymi réznicami w chromosomach zaburzajacymi ich koniugacje. Poliploidyzacja jest
wykorzystywana do przywracania ptodnosci sterylnym mieszancom miedzygatunko-
wym. Przyktadem moga by¢ prace nad przeniesieniem odpornosci na czarng zgnilizng
korzeni z N. glauca do genomu Wislicy, ktorych efektem byto uzyskanie poczatkowo
linii hodowlanych WGL, a nastgpnie w wyniku dalszego doskonalenia uzytkowego
tych linii — odpornej, cytoplazmatycznie meskosterylnej odmiany Wigola. W trakcie
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procesu hodowlanego uzyskano bezptodne mieszance migdzygatunkowe N. tabacum
Wislica x N. glauca (amfihaploidy), ktorych siewki przez 4 godziny poddano dziata-
niu 0,25% roztworu kolchicyny celem podwojenia liczby chromosomow. W efekcie
otrzymano czgsciowo ptodne amfidiploidy, ktore nastepnie skrzyzowano wstecznie
z N. tabacum i otrzymano ptodne seskwidiploidy (pokolenie BC,) (57, 58). Innym
przyktadem wykorzystania poliploidyzacji do przywrdcenia ptodnosci mieszancom
migdzygatunkowym sg prace nad liniami hodowlanymi BPA. W wyniku spontanicz-
nego podwojenia liczby chromosoméw na wczesnym etapie rozwoju migdzygatun-
kowych mieszancow N. tabacum x N. africana uzyskano plodne, zawierajace po
dwa haploidalne genomy kazdego z gatunkow, genotypy (16). W kolejnych etapach
programu hodowlanego zostaly one skrzyzowane z N. tabacum i daty poczatek se-
skwidiploidom. Dalsze krzyzowanie wsteczne seskwidiploidow z tytoniem pozwolito
uzyskac¢ kolejne pokolenia i ostatecznie doprowadzito do uzyskania stabilnych linii
hodowlanych BPA wykazujacych tolerancje na PVY (17). Uzyskanie poliploidow,
w tym amfidiploidow, nastgpnie ich krzyzowanie z drugim tetraploidalnym gatunkiem
rodzicielskim badz krzyzowanie amfidiploida z gatunkiem diploidalnym pozwala
uzyskac czgsciowo ptodne pokolenie seskwidiploidalne i jest najskuteczniejszym
sposobem przywracania ptodnosci mieszancom miedzygatunkowym (16).

Rosliny poliploidalne moga stanowi¢ takze form¢ pomostowa w tzw. bridge
crossing, kiedy bezposrednie krzyzowanie dwoch gatunkow nie jest mozliwe ze
wzgledu na niezgodno$¢ genetyczna. W charakterze formy pomostowej wykorzystuje
si¢ trzeci gatunek, ktory jest zgodny z docelowymi gatunkami rodzicielskimi badz
forme poliploidalng jednego z gatunkow rodzicielskich. W celu przeniesienia reakcji
nadwrazliwosci na TSWV z N. alata do N. tabacum jako formy pomostowej uzyto
N. otophora Grise. (20). Amfidiploidy N. tabacum x N. alata skrzyzowano wstecz-
nie z N. tabacum, a nastgpnie uzyskane seskwidiploidy skrzyzowano z mieszancem
amfidiploidalnym N. tabacum % N. otophora (19). Uzyskano kilka plodnych linii
hodowlanych wykazujacych reakcje nadwrazliwosci na TSWV, w tym ostatecznie
nalezaca do typu papierosowego ciemnego odmiane Polalta. Nadwrazliwo$¢ otrzy-
manych kreacji hodowlanych byta jednak zwigzana z wystepowaniem deformacji
morfologicznych roélin w postaci nieregularnego unerwienia lisci, guzoéw na kwiato-
stanach. Chaplin i Mann (8) w celu przezwycig¢zenia niezgodnosci krzyzowkowej
pomiedzy N. tabacum a dzikimi gatunkami N. rustica L. oraz N. alata uzyli tetraplo-
idalnych form tytoniu. Metoda krzyzowania przy uzyciu tetraploidow tytoniu okazata
si¢ takze przydatna w uzyskiwaniu zywotnych mieszancéw N. tabacum i N. alata,
ktore zamieraty w fazie siewki (4). Laskowska i Berbe¢ (35) w swoich badaniach
skrzyzowali tetraploidy N. tabacum TB-566 z N. alata, w wyniku czego uzyskali se-
skwidiploidalnego mieszanca N. tabacum TB-566 tetra x N. alata o znacznym tempie
wzrostu i przezywalno$ci. Nastepnie forme seskwidiploidalng krzyzowali wstecznie
z N. alata i uzyskali zywotnego mieszanca (N. tabacum TB-566 tetra x N. alata) %
N. alata. Zaleta wykorzystania w hodowli tytoniu tetraploidalnych form N. tabacum



Poliploidy tytoniu i chmielu — metody otrzymywania, ocena fenotypu... 121

jest nie tylko mozliwo$¢ ominigcia barier krzyzowalnosci, ale takze pominigcie etapu
otrzymywania amfidiploidéw i tym samym skrocenie czasu niezbednego do uzyskania
pokolenia seskwidiploidow (6).

Opracowanie i stosowanie efektywnych metod powielania genomu ro$lin haplo-
idalnych w celu produkcji ptodnych, homozygotycznych linii podwojonych haploidow
(DH) jest stata czescig wielu programow hodowlanych realizowanych w kraju i na
swiecie. W IUNG-PIB technika androgenezy, nastepnie podwojenia liczby chromo-
somow zostaty wykorzystane miedzy innymi do otrzymania odpornych na czarng
zgnilizne korzeni linii DH. Materiat wyjsciowy w badaniach stanowily mieszance
podatnej na czarng zgnilizne korzeni odmiany K 326 i odpornej odmiany Wentura.
Sposrod 24 otrzymanych linii DH osobniki odporne stanowity 20,8%. Ostatecznie
do dalszych prac hodowlanych wybrano jedna linie¢ DH wyr6zniajaca si¢ najlep-
szymi cechami uzytkowymi (59) (rys. 4). Podobne techniki stosowali Laskowska
i Berbe¢ (36), ktorzy uzyskali podwojone haploidy mieszancow F, N. tabacum
Polalta x Wislica charakteryzujace si¢ petna odpornoscia na TSWV pochodzaca
od odmiany Polalta oraz brakiem deformacji morfologicznych lisci. Wymienione
linie DH wykazywaly wiele cech charakterystycznych dla tytoniu papierosowego
ciemnego reprezentowanego przez odmiang rodzicielska Polalta, dlatego zostaty
wiaczone do dalszych prac hodowlanych obejmujacych odtworzenie i doskonalenie
cech tytoniu papierosowego jasnego reprezentowanego przez odmiang Wislica. Po-
dwojone haploidy otrzymano takze w wyniku kultury fragmentow todyg haploidow
uzyskanych z odmiany Wislica, linii hodowlanych PW834 i WGL3 oraz dwukierun-
kowych mieszancoéw F | linii hodowlanych BPA 1 WGL3, WABPA3 1 WGL3, PW834
1 WGL3. W zaleznosci od kombinacji mieszancowej podwojone haploidy stanowity
0d 10,61% do 32,99% ogotu regeneratow (63). Techniki poliploidyzacyjne wykorzy-
stano takze w IUNG-PIB do szybkiego otrzymania stabilnych, transgenicznych linii
podwojonych haploidow odpornych na najwazniejsze gospodarczo izolaty wirusa Y
ziemniaka (PVY). Formy haploidalne mieszancéw transgenicznych linii hodowla-
nych z formami nietransformowanymi poddano diploidyzacji, stosujac kolchicyne
oraz metode regeneracji pedow z fragmentdéw todyg in vitro. Druga z zastosowanych
metod okazata si¢ wydajniejsza w otrzymaniu linii podwojonych haploidéw (11).
Roéwniez w literaturze $wiatowej mozna znalez¢ wiele przyktadow otrzymywania
linii DH w tytoniu. Walker i Aycock (65) skrzyzowali tyton Maryland MD 609
wykazujacy odporno$¢ na Phytophthora parasitica var. nicotianae (Breda de Haan)
z tytoniem MD 341 odpornym na wirusa mozaiki tytoniu (TMV) i Pseudomonas
syringae pv. tabaci (Wol & Foster) Young et al. Sposrod 315 haploidalnych roslin
mieszancowych uzyskanych drogg androgenezy otrzymali 133 podwojone haploidy,
z czego 16 (12%) wykazywato poziom odpornosci rowny odmianie MD 609. Z kolei
Smalcelj i Curkovic Perica (51) skrzyzowali chorwacka linie¢ GV3 odporna na
maczniaka rzekomego tytoniu i PVY z niemiecka, odporna na PVY, ale podatng na
maczniaka odmiang Virginia D i uzyskali mieszanca DH10. Mieszaniec ten wyka-
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zywal odpornos¢ na PVY. Hamada 1 in. (24), stosujac polaczona technike andro-
genezy oraz nas§wietlanie wigzka jonow, otrzymali haploidalne mutanty odporne na
wirusa PVY, a nastgpnie, stosujac metode regeneracji fragmentdw todyg, uzyskali
podwojone haploidy z frekwencja 45,7% ogotu badanych. Sposrod roslin nastepnych
pokolen uzyskanych w wyniku samozapylenia okoto 50% wykazywato odpornos¢
na PVY (24). Indukcja podwojonych haploidow zajmowali si¢ takze Shahadati-
-Moghaddam iin. (47). Do badan wybrali odporng na PVY odmiang VAM 1 wyso-
kiej jakosci, ale podatng na PVY odmiang K326. Pylniki mieszancow F, wylozono na
pozywke MS, a nastgpnie powstale zarodki somatyczne poddano dziataniu kolchicyny
(0,4%) przez 8 godzin. Powstale sadzonki przeniesiono ze szklarni na pole i poddano
samozapyleniu. Ostatecznie uzyskano trzy odporne na PVY linie DH o pozadanych
cechach morfologicznych i chemicznych.

b)

Rys. 4. Podwojony haploid wyprowadzony z mieszanca tytoniu odmian K326 i Wentura:
a) pokroj ogodlny roéliny i b) wyglad liscia
Zrodho: A. Trojak-Goluch, zasoby wiasne ZHiBR ITUNG-PIB

Formy poliploidalne roslin przemystowych takich jak tyton i chmiel s wykorzy-
stywane nie tylko jako narzedzie do pokonywania barier krzyzowalnosci, ale takze
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do generowania genotypow o pozadanych cechach uzytkowych. W hodowli chmielu
tetraploidy sa wykorzystywane jako formy rodzicielskie do produkcji odmian triplo-
idalnych, ktore pod wzgledem genotypowym i fenotypowym sg zblizone do odmiany
matecznej. Jest to bardzo istotne w hodowli tej rosliny, poniewaz pozwala zachowac
korzystne cechy odmiany matecznej, a jednoczesnie daje mozliwos$¢ pewnej zmienno-
$ci gatunku, np. wprowadzenia nowych cech uzytkowych pochodzacych od genotypu
meskiego. Wiekszos¢ triploidalnych odmian chmielu otrzymano w wyniku kontrolo-
wanego lub naturalnego zapylenia tetraploidalnych form zenskich uznanej odmiany
diploidalnym pytkiem meskim (3, 42). Rosliny triploidalne moga takze powstac
w potomstwie roslin uzyskanych w wyniku niekontrolowanego zapylenia triploidow
pytkiem roslin diploidalnych (2). Ponadto uzyskano triploidalng rosling chmielu,
w wyniku krzyzowania diploidalnej odmiany Talisman z osobnikiem meskim, ktory
powstat z kolei ze skrzyzowania diploidalnej odmiany Lubelski z chmielem meskim
pochodzacym z Jugostawii (22). Wymieniony poliploidalny osobnik chmielu powstat
prawdopodobnie w wyniku potaczenia gamet, z ktérych jedna nie ulegta redukcji
w procesie mejozy. Na plantacjach chmielu nadal przewazaja odmiany diploidalne
(2n=2x = 20), ale wieloletnie prace nad uzyskaniem pozadanych odmian triploidal-
nych (2n = 3x = 30) zaowocowaly wprowadzeniem ich do uprawy w wielu krajach
$wiata. Proby uprawy chmielu triploidalnego byly podejmowane w Stanach Zjedno-
czonych juz w latach 70. XX wieku (25). Haunold (25), krzyzujac tetraploidalne
formy odmiany Fuggle z diploidalnymi osobnikami meskimi, uzyskat 778 mieszancow
ro$lin, z ktorych wigkszos¢, bo az 76,3% stanowity triploidy, natomiast 20,8% — aneu-
ploidy. Badania te doprowadzity do uzyskania i wprowadzenia do uprawy w 1977 r.
aromatycznych, triploidalnych odmian chmielu Willamette i Columbia, ktore cha-
rakteryzowaly si¢ intensywnym wzrostem i dawaty wysoki plon (27). Haunold
i Nickerson (28) prowadzili takze badania nad wykorzystaniem triploidalnego
pytku do poprawy plonowania, a takze poprawy jakosci surowca chmielowego na
plantacjach. Zapylenie diploidalnych roslin zenskich Brewer’s Gold pytkiem triplo-
idalnym spowodowato istotny wzrost plonu uzyskiwanego z jednostki powierzchni
w wyniku zwiekszenia wielkosci i masy szyszek chmielowych. W uzyskanym su-
rowcu stwierdzono takze istotnie mniejszg ilo$¢ nasion, ktore zawieraty 23% mniej
thuszezu 1 14% mniej biatka niz w przypadku surowca uzyskanego w wyniku wolnego
zapylenia odmiany Brewer’s Gold meskim pytkiem diploidalnym. Innymi odmianami
triploidalnymi uzyskanymi przez Haunolda i in. (29) byty Crystal, Mount Hood
i Liberty. Odmiany te w poréwnaniu z aromatyczna, diploidalng odmiana Hallertauer
Mittlefriih, z ktorej sie wywodza dawaty prawie dwukrotnie wigksze plony. Beatson
i Brewer (1) uzyskali triploidalne, warto§ciowe odmiany Pacific Gem, Wakatu
i Pacifica. Wszystkie byty niemal beznasienne i zawieraty znacznie wigksze ilo$ci
alfa kwasow niz ich formy rodzicielskie. Krajl (41) w latach 90. uzyskat szereg tri-
ploidalnych odmian aromatycznych, m.in.: Cekin, Celeia, Cerea, Cicero (41). Prace
hodowlane nad uzyskaniem wysokogoryczkowych i aromatycznych triploidalnych
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odmian chmielu prowadzone sa takze w IUNG-PIB. Przeprowadzono konwencjonalne
krzyzowanie tetraploidalnych form aromatycznej odmiany Sybilla z diploidalnymi
osobnikami meskimi i otrzymano 6 populacji mieszaficowych F, z czego 83,8%
stanowily formy triploidalne, natomiast 15,2% — aneuploidy. Wyselekcjonowano
genotypy charakteryzujace si¢ lepszymi cechami morfologicznymi oraz wyzsza
zawartos$cig alfa kwasdw w poréwnaniu z forma diploidalng. Genotypy te moga by¢
zrodtem surowca dla przemystu piwowarskiego (64).

Podsumowanie

Poliploidyzacja jest powszechnym, cennym narzgdziem w programach hodow-
lanych wielu roslin, w tym takze chmielu i tytoniu, a jej zastosowanie nie ogranicza
sie¢ do poprawy potencjalu plonowania. Poliploidy sg wazne jako formy pomostowe
dla transferu genetycznego migdzy gatunkami, u ktérych bezposrednie krzyzowanie
nie jest mozliwe, jak réwniez do przywracania ptodnosci sterylnym mieszancom.
Zastosowanie przez hodowcow poliploidyzacji jako narzedzia pozwolito na uzyska-
nie nowych, lepiej plonujacych i odpornych odmian. Od czasu odkrycia kolchicyny
zwielokrotnianie genomow in vitro z zastosowaniem tego antymitotyku jest najczesciej
stosowane, poniewaz daje mozliwo$¢ wickszej kontroli tego procesu, co zwigksza
efektywno$¢ i tempo powstawania roslin poliploidalnych. W przypadku pozostatych
metod poliploidyzacji gldownymi przeszkodami sa niska czgstotliwo§¢ wytwarzania
niezredukowanych gamet czy pracochtonno$¢, dtugi czas trwania oraz niska efektyw-
no$¢ organogenezy w kulturach in vitro. Jednym z priorytetow programow hodow-
lanych chmielu jest pozyskanie nowych, beznasiennych odmian triploidalnych i tym
samym surowca dobrej jakosci. W hodowli tytoniu krzyzowanie miedzygatunkowe
1 potaczenie metod hodowli tradycyjnej z technikami biotechnologicznymi, w tym
poliploidyzacja w warunkach in vitro, wptywa na skrdcenie procesu hodowlanego
1 daje szans¢ na uzyskanie ulepszonych, odpornych genotypdw tytoniu, ktére decy-
dujg o optacalnosci produkceji. Poza tym w ostatnich dekadach dzi¢ki wykorzystaniu
najnowszych technik biologii molekularnej nastapit znaczny postep w badaniach
wyjasniajacych, w jaki sposob zmiany wielko$ci genomu, w tym poliploidyzacja,
wplywaja na cechy fenotypowe i fizjologi¢ roslin oraz sktad chemiczny surowca.
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