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Abstrakt. Material ro§linny stanowity haploidy uzyskane z kul-
tury in vitro pylnikéw dwukierunkowych mieszancow F (BPA
1 WGL3, WABPA3 i WGL3, PW834 i WGL3), linii hodowlanych
(PW834 i WGL3) oraz odmiany ‘Wislica’ uzyskane uprzednio
w ramach programu hodowlanego obejmujacego laczenie od-
pornosci na choroby grzybowe i wirusowe w genomie tytoniu.
Fragmenty walca osiowego todygi haploidow umieszczano na
pozywce Lloyd zawierajacej 2 mg/l IAA i 2 mg/1 kinetyny. Oce-
niano efektywnos¢ regeneracji pedow tytoniu, a nastgpnie stopien
ploidalnosci uzyskanych roslin za pomoca cytometru przeptywo-
wego. Efektywnos$¢ regeneracji wyrazona liczba pedéw na eks-
plantat byta zréznicowana i zalezala od pochodzenia haploidow
(mieszaniec F, linia hodowlana, odmiana). Najmniej zregenero-
wanych pedow (sr. 2,8/eksplantat) uzyskano z linii hodowlanej
PW834. Przyczyna stabych zdolnosci organogenetycznych byta
prawdopodobnie obecno$¢ w genomie PW834 materiatu gene-
tycznego pochodzacego od Nicotiana alata. Najwigksza liczba
zregenerowanych pedow (Sr. 13,8 i 10,2/eksplantat) charakte-
ryzowaly si¢ odpowiednio eksplantaty pozyskane z haploidow
mieszanca WGL3 X BPA oraz ‘Wislicy’. Ocena cytometryczna
zregenerowanych roslin wykazata, ze w zaleznosci od kombi-
nacji mieszancowej tytoniu od 59,84% do 89,39% osobnikoéw
pozostato haploidami, podczas gdy od 10,61% do 32,99% rege-
nerantow bylo podwojonymi haploidami. Wystepowata tez nie-
wielka liczba poliploidow. Najlepszym donorem eksplantatow do
indukcji podwojonych haploidow i poliploidow in vitro okazat
si¢ mieszaniec WGL3 x WABPA3.

stowa kluczowe: haploid, podwojony haploid, poliploid, organo-
geneza, efektywnos$¢ regeneracji

WSTEP

Tyton szlachetny (Nicotiana tabacum L.) jest jedna
z wazniejszych roslin przemystowych uprawianych w wie-
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lu rejonach $wiata. W ostatnich latach obserwuje si¢ inten-
syfikacje jego produkcji w wyniku wprowadzania do upra-
wy odpornych na patogeny i wysoko plonujacych odmian.
Uzyskiwanie nowych, homozygotycznych odmian tytoniu
z wykorzystaniem klasycznych metod hodowlanych jest
jednak procesem dlugotrwalym (Segui-Simarro, 2010).
Produkcja podwojonych haploidow (DH) tytoniu pozwa-
la na skrocenie tego okresu i otrzymanie nowej odmiany
w ciggu zaledwie kilku lat (Schnell i in., 1980). Umozliwia
takze selekcje¢ genotypow o pozadanych cechach jakoscio-
wych, dlatego produkcja linii DH jest integralng czgscia
wielu programéw hodowlanych na $wiecie. Pierwsze po-
dwojone haploidy tytoniu uzyskano w kulturze in vitro
fragmentow lisci haploidow w latach 60. XX w. (Bourgin,
Nitsch, 1967; Kasperbauer, Collins, 1972). Od tego cza-
su linie DH tytoniu uzyskuje si¢ zarbwno w warunkach in
vitro, jak 1 in vivo. W metodzie in vivo wykorzystuje si¢
dzikie gatunki z rodzaju Nicotiana wykazujace zdolno$¢
indukcji haploidéw (Burk i in., 1979). Zapylanie roslin V.
tabacum pytkiem N. africana stymuluje podziaty komorki
jajowej 1 partenogenetyczny rozwoj haploidalnych zarod-
kow (Doroszewska, 1994). Haploidalne siewki poddaje si¢
dziataniu $rodkéw mutagennych indukujacych poliploidy-
zacje genomu i powstawanie linii DH. Z kolei metoda in
vitro obejmuje kultury pylnikowe badz kultury izolowa-
nych mikrospor, regeneracj¢ struktur androgenicznych,
a nastgpnie podwojenie liczby chromosomow przy uzyciu
cytostatykéw. Podwojenie liczby chromosomow haplo-
idow moze takze nastgpi¢ droga organogenezy posredniej/
bezposredniej w warunkach in vitro. Uzyskane w ten spo-
sob regeneranty wymagaja weryfikacji cytologicznej, gdyz
wystepuja wsrod nich zardéwno osobniki haploidalne, jak
i rosliny o innym stopniu ploidalnosci.

Wydajnos¢ regeneracji podwojonych haploidéw
w wyniku organogenezy posredniej fragmentéw todyg
jest uzalezniona od wieku i stopnia rozwoju haploidalnej
ro$liny donorowej. Z reguty w tkankach starszych roslin,
znajdujacych si¢ w fazie generatywnej, zdecydowanie czg-
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Sciej wystepuja komorki endomitotyczne, dajace poczatek
podwojonym haploidom. Podobnie utrzymywanie przez
dhugi czas kultury eksplantatéw sprzyja wystgpowaniu
zmiennosci somaklonalnej, w tym poliploidyzacji genomu,
a w konsekwencji regeneracji podwojonych haploidow
(Hamada i in., 2001; Murashige, Nakano, 1967). Wydaj-
no$¢ regeneracji linii DH w wyniku organogenezy jest
takze uzalezniona od rodzaju uzytego eksplantatu. Wal-
ker i Aycock (1994), stosujac kultury fragmentow nerwu
gtéwnego lisci tytoniu typu Maryland, z 315 haploidow
uzyskali 133 podwojone haploidy. Podobnie Smalcelj
i Curkovic Perica (2000), wykorzystujac jako eksplantaty
nerwy lisci 29 haploidéw mieszanca GV3 x Virginia D,
uzyskali 47 podwojonych haploidéw. Z kolei Kasperbauer
i in. (1983) do indukcji ro$lin DH uzyli fragmentéw ko-
rzeni haploidow. U tytoniu bardzo dobre rezultaty indukcji
linii DH uzyskuje si¢ przez wylozenie w warunkach in vi-
tro fragmentow lodyg tytoniu na podtoze MS wzbogacone
w 2,0 mg/l kinetyny oraz 2,0 mg/l kwasu indolilooctowego
(IAA) (Lloyd, 1975). Czubacka i Doroszewska (2004) sto-
sujgc kultury rdzenia fodygi mieszancow F, transgenicz-
nych linii tytoniu i nietransformowanych odpowiednikow,
uzyskaty 66 roslin DH, co stanowito 34% ogotu regeneran-
tow. Badania Hamady i in. (2001) wykazaly, ze mozliwe
jest otrzymanie ta metoda wigkszej liczby podwojonych
haploidow (45,7% ogoétu badanych). Wymagane jest jed-
nak wstepne prowadzenie kultury w ciemnosci na podtozu
zawierajacym 2,0 mg/l TAA i 0,5 mg/1 kinetyny, a nastep-
nie na §wietle na podlozu zawierajagcym 4-krotnie wigksza
dawke kinetyny. Prezentowane przez autoré6w dane wska-
Zujg na znaczne zréznicowanie zdolnosci do regeneracji
ro$lin w zaleznos$ci od warunkéw prowadzenia kultury in
vitro.

Celem badan byto okreslenie efektywnosci regeneracji
ros$lin w wyniku organogenezy posredniej z fragmentow
todyg 6 mieszancow F| tytoniu, dwoch linii hodowlanych
tytoniu i odmiany uprawnej Wislica. Analizowano rowniez
wplyw uzytej formy tytoniu (haploid mieszanca F,, linii
hodowlanej i odmiany uprawnej tytoniu) na stopien plo-
idalnos$ci zregenerowanych ro$lin.

MATERIALY I METODY

Materiat do indukcji podwojonych haploidow stano-
wity haploidy mieszancow F  pochodzace z krzyzowa-
nia dwukierunkowego linii hodowlanych BPA i WGL3,
WABPA3 1 WGL3, WGL3 i PW834 (razem 6 obiektow ba-
dawczych). Rosliny te uzyskano w trakcie realizacji progra-
mu hodowlanego obejmujacego wprowadzenie odpornosci
na wirusa brazowej plamistosci pomidora i czarng zgnili-
zn¢ korzeni do odmian uprawnych tytoniu (Trojak-Goluch
iin., 2017). Zestaw badanych genotypow obejmowat takze
2 linie hodowlane WGL3 i PW834. Jako obiekt kontrolny
uzyto komercyjna diploidalng odmiang Wislica.

Fragmenty todyg (3,5 cm) pobrane z haploidéw beda-
cych w fazie kwitnienia odkazano powierzchniowo przez
20 minut w 10% roztworze podchlorynu sodu, po czym
ptukano trzykrotnie w sterylnej wodzie destylowanej. Na-
stepnie wycinano walec osiowy i wyktadano na pozywke
wg Lloyd (1975), zawierajaca 2 mg/l kinetyny, 2 mg/l
IAA oraz 0,5 mg/l kwasu foliowego i inicjujaca tworze-
nie pedow. Dla kazdego obiektu badawczego wytozono
po 5 eksplantatow na szalke, a do§wiadczenie wykonano
w trzech powtorzeniach (kazde reprezentowane przez frag-
menty lodyg innej rosliny). Laczna liczba eksplantatow
jednego obiektu badawczego wyniosta 5 x 3 = 15. Kultu-
ry prowadzono w temperaturze 24/26°C, przy o$wietleniu
45 pmol/m’s 16/8 godzin (dziefi/noc) przez 3 miesiace.
Okreslono zdolnosci regeneracyjne eksplantatow 6 mie-
szancow F, linii hodowlanych i odmiany tytoniu poprzez
okreslenie liczby pedow przypadajacych na wylozony
fragment i oznaczenie procentowego udziatu eksplantatow
produkujacych pedy. Aktywnie rosnace pedy zawierajace
co najmniej 2-3 liscie odcinano od kalusa i przekladano
na pozywke MS (Murashige, Skoog, 1962). Ukorzenio-
ne ro$liny przenoszono do doniczek z substratem torfo-
wym i aklimatyzowano do warunkow szklarniowych.
W celu okreslenia stopnia ich ploidalnosci fragmenty lisci
(1 ecm?) siekano w buforze ekstrakcyjnym Partec z do-
datkiem 2 pg/ml DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindolel,
Sigma) (Sliwinska, 2002). Mieszaning inkubowano przez
60 sekund, filtrowano przez siatki nylonowe @ 35 pm Par-
tec CellTrics i oceniano intensywnos$¢ fluorescencji DNA
w zawiesinie komodrek za pomoca cytometru przeptywo-
wego Beckman Coulter Cell Lab Quanta ™ SC wyposa-
zonego w lampe rteciowa. Kazda préba byla analizowa-
na dwukrotnie. Pojedynczy pomiar obejmowal minimum
5000 jader komorkowych. Jako wzorzec zewngtrzny
w badaniach wykorzystano diploidalng odmiang Wislica.
Okreslono pozycje (numer kanatu) gtéwnego piku G /G,
badanej rosliny i standardu zewnetrznego. Stopien ploidal-
no$ci wyznaczono ze wzoru:
$rednia pozycja piku G /G, proby ploidalnos¢

= . - — x  standardu
srednia pozycja piku G /G, Zewnetrznego

standardu zewngtrznego

ploidalnos¢
proby

Analiza statystyczna danych

Materiat ro§linny traktowano jako niezalezne obiek-
ty badawcze, nie analizowano zdolnosci kombinacyjnej
mieszancow, a uzyskane wyniki opracowano za pomoca
jednoczynnikowej analizy wariancji z wykorzystaniem
programu Statistica 9 (StatSoft). Istotno$¢ réznic pomieg-
dzy $rednimi oceniono na podstawie nieparametrycznego
testu Kruskala-Wallisa. Dane procentowe dotyczace liczby
eksplantatow regenerujacych pedy poddano transformacji
Blissa, x” = arcsinVx, a nastepnie zastosowano test Tukeya
przy poziomie istotno$ci a = 0,05.
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WYNIKI

Zdolnosci regeneracyjne mieszancoéw F , linii hodowla-
nych i odmiany uprawnej tytoniu

Eksplantaty wszystkich obiektow badawczych produ-
kowaty niewielka ilo§¢ tkanki kalusowej (ryc. 1a). Obser-
wowany kalus byt zielony i zwarty w strukturze. Po okoto
40 dniach kultury, na powierzchni eksplantatow i w miej-
scu ich zetkniecia z pozywka zaobserwowano pojawianie
si¢ zawigzkow pedow. Po kolejnych 7-14 dniach na po-
wierzchni eksplantatow pojawialy si¢ mitode pedy (ryc.
1b). Analiza wariancji wykazala, ze wykorzystane w ba-
daniach obiekty tytoniu (mieszaniec F, linia hodowlana,

odmiana) wptywatly w istotny sposob na zdolno$ci mor-
fogenetyczne eksplantatow, tj. liczbe regenerujacych eks-
plantatow i $rednig liczbe pedow/eksplantat. Stwierdzono
takze istotne réznice miedzy mieszancami tytoniu w zdol-
nosci do indukcji podwojonych haploidéw i poliploidow
(tab. 1).

W przypadku wigkszosci badanych mieszancow tyto-
niu udziat reagujacych eksplantatow byt wysoki i prze-
kraczat 80%. Statystycznie istotnie stabiej reagowaty
eksplantaty pochodzace z mieszancéw F| BPA x WGL3,
w przypadku ktorych zdolno$ci morfogenetyczne wy-
kazalo zaledwie 53,3% fragmentéw todyg. Poréwnanie
sredniej liczby pedéw na eksplantat wykazato, znaczne
zroznicowanie migdzy obiektami. Najwigcej regeneruja-

Tabela 1. Analiza wariancji efektywnos$ci regeneracji pedoéw, indukcji podwojonych haploidow i poliploidéw z fragmentow walca

osiowego todygi tytoniu

Table 1. Analysis of variance of the effectiveness of shoot regeneration and tobacco polyploid induction from stem pith fragments of

tobacco.

Cecha Zrodto zmiennosci

Trait Source of variation S8 df MS F P
Srednia liczba pedow/eksplantat 25581 8 31,977 7.99 0.0001*
Mean no. of shoots/explant
Reagujace eksplantaty [%] "
Responding explants [%] 21,07 8 2,6337 3,61 0,0011
Liczba haploidéw/eksplantat odmiana/linia %
No. of haploids/explant cultivar/line 726,28 8 9528 6,47 0,0000
Liczba DH/eksplantat "
No. of DH/explant 99,73 8 12,47 3,07 0,0034
Liczba poliploidow/eksplantat 573 8 072 3.49 0.0011%

No. of polyploids/explant

DH — podwojone haploidy, SS — suma kwadratow, df — stopnie swobody, MS — $rednie kwadraty, * p<0,05
DH — doubled haploid, SS — sum of squares, df — degree of freedom, MS — mean squares, * p<0.05

Rycina 1. Regeneracja pedow z fragmentow walca osiowego todygi tytoniu: (a) indukcja kalusa i zawiazkéw pedow po 40 dniach
kultury na pozywce Lloyd, (b) regeneracja pedow po 54 dniach kultury

Figure 1. Shoot regeneration from stem pith fragments of tobacco: (a) induction of callus and shoot buds formation after 40 days of
culture on Lloyd medium, (b) shoot regeneration after 54 days of culture.
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cych eksplantatow (100%) uzyskano z odmiany Wislica i linii ho-
dowlanej WGL3 (tab. 2). Mieszaniec F, WGL3 x BPA regenerowat
niemal pi¢¢ razy wigcej pedow niz linia PW834 i trzy razy wigcej
niz mieszaniec BPA x WGL3. Otrzymane réznice byly statystycznie
istotne. Efektywno$¢ regeneracji pedéw na eksplantat w przypadku
pozostatych mieszancow/linii hodowlanych byta na zblizonym po-
ziomie. Bardzo dobrym materialem do regeneracji pedow metoda
organogenezy posredniej okazata si¢ odmiana Wislica, dla ktorej
$rednia liczba pedoéw na eksplantat wyniosta 10,2. Otrzymane pedy
odcinano, ukorzeniano, a nastgpnie uzyskane ro$liny aklimatyzo-
wano do warunkéw szklarniowych. Zregenerowane rosliny bardzo
dobrze adaptowaly si¢ do warunkoéw in vivo. Ogoélem otrzymano
994 osobniki, ktorych stopien ploidalno$ci oceniano za pomoca cy-
tometru przeptywowego.

Tabela 2. Efektywnos$¢ regeneracji pedow z fragmentéw walca osiowego
todygi tytoniu w kulturach in vitro

Table 2. Effectiveness of shoot regeneration from stem pith explants of to-
bacco in the in vitro culture.

Liczba Regenerujace Srednia liczba
Linia/odmiana  eksplantatow eksplantaty [%] pegdow/eksplantat
Line/cultivar No. of ex- Regenerating Mean no. of
plants explants [%] shoots/explant
BPAXWGL3 ] 15 533a 4,4+06a
WGL3xBPA ] 15 93,3 ab 138422 ¢
WABPA3XWGL3 ] 15 86,7 ab 6,5 0,9 ab
WGL3xWABPA3 15 80,0 ab 8,5 +0,8 abc
PW834xWGL3 ] 15 80,0 ab 5,5+1,3 ab
WGL3xPW834 ] 15 93,3 ab 6,8 0,6 ab
wgLy ] 15 100,0 b 7,9 £0,1 ab
pwsgz4 ] 15 66,7 ab 2,8+0,8 a
Wislica 15 100,0 b 10,2 +£1,5 be

Warto$ci oznaczone ta sama litera w kolumnie (+ btad standardowy) nie roznia si¢
istotnie statystycznie.

Values in each column followed by the same letter (+ standard error) are not signifi-
cantly different.

All Data Points All Data Points

Poziom ploidalnosci zregenerowanych roslin

Stopien ploidalnosci zregenerowanych w wa-
runkach in vitro roélin tytoniu byt zréznicowany.
Wyrdzniono haploidy, podwojone haploidy oraz
poliploidy. Rycina 2 przedstawia histogramy ilu-
strujace zawarto$¢ DNA w jadrach komoérkowych
ros$lin o réznym stopniu ploidalnosci. Gtowny
pik standardu zewnetrznego byl umiejscowiony
w kanale 150, podczas gdy u roslin haploidalnych
usytuowany byt w kanale 75 (ryc. 2a). Natomiast
poliploidy generowaty pik w kanale 300 (ryc. 2c).
W badanej grupie regenerantéw przewazaly ha-
ploidy (73,03%) (tab. 3). Druga pod wzglgdem
liczebnosci grupe stanowily podwojone haplo-
idy (25,16%). Rzadko wystgpowaly poliploidy
(1,81%).

Liczba uzyskanych haploidow na eksplantat
roznifa si¢ w zaleznosci od obiektu badawczego.
Statystycznie istotne roznice odnotowano po-
mi¢dzy linia hodowlang PW834 a linia WGL3,
mieszancem WGL3 x BPA oraz odmiang Wisli-
ca. Test Kruskala-Wallisa potwierdzil takze sta-
tystycznie istotne réznice pod tym wzgledem po-
mi¢dzy mieszancami PW834 x WGL3 a WGL3
x BPA. Sposrod dziewigciu badanych obiektow,
najtrudniej podwojeniu materialu genetycznego
poddawaty si¢ haploidy linii PW834, dla ktorych
liczba osobnikow DH/eksplantat wyniosta zaled-
wie 0,27 (tab. 3). Podobnie staba zdolnoscia wy-
twarzania linii DH charakteryzowaty si¢ haploidy
mieszanca BPA x WGL3. Liczba ro§lin/eksplantat
z podwojona zawartoscia DNA wyniosta w tym
przypadku 0,46. Statystycznie istotnie wigkszymi
zdolnoséciami indukcji podwojonych haploidéw
wyr6znialy si¢ natomiast haploidy mieszancow

All Data Points
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Rycina 2. Histogramy cytometryczne charakterystyczne dla roslin zregenerowanych z fragmentow walca osiowego todygi tytoniu: (a)

haploid (1C/2C), (b) podwojony haploid (2C/4C), (¢) poliploid (4C/8C)

Figure 2. Flow cytometric histograms of plants regenerated from stem pith fragments of tobacco: (a) haploid (1C/2C), (b) doubled

haploid (2C/4C), (c) polyploid (4C/8C).
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Tabela 3. Frekwencja indukcji haploidow, podwojonych haploidow i poliploidow wsrod regenerantow uzyskanych z fragmentéw walca

osiowego todygi tytoniu w kulturach in vitro

Table 3. Frequency of haploids, doubled haploids and polyploids among regenerants obtained from stem pith explants of tobacco in

the in vitro culture.

Liczba pod-
. Liczba wojonych % podwo- Liczba
. . Liczba haploidéw/ . haploidéw/ jonych  poliploidéw/ % polip-
Linia/odmiana  regenerantow % haploidow 1 -
Line/cultivar No. of regen- eksplantat' % haploids eksplantat haploidow eksplantat IOIdOW.
erants No. of haploids/ No. of d0}1- % doul?led NQ. of poly- % polyploids
explant bled haploids/ haploids ploids/explant
explant
BPAWGLS 66 393:090abe 8939  046:021a 1061 000:000a 000
WGL3BPA 307 0674072 7729 3015068c 2233 0,004006a 045
WABPARWGLY 97 407i076abe 6289 2035033be 3299 027016 412
WGLIXWABPA3 127 S064099abe 5984 2735078be 3209 0.67:027b 787
PWEMWGLS 82 Ta00105ab 7195 id6+054ab 2683 0.10%006a 1227
WGLIPWS3 i02 4775061 abe 68,62 2.005030be 2969 01310034 169
woLy T 8 T6335055be 8051 1533046ab 1949 000:000a 000
W B3 E050a U8R 0075004 1667 00050008 000
Wislica 153 8,87 +1,17 be 77,12 2,33 +0,60 be 22,88 0,00 +£0,00 a 0,00
Ogolem; Total 994 5,37 40,38 73,03 1,84 +£0,18 25,16 0,13 +0,00 1,81

Wartosci oznaczone tg sama litera w kolumnie (+ btad standardowy) nie ro6znig si¢ istotnie statystycznie.
Values in each column followed by the same letter (+ standard error) are not significantly different.

F, tytoniu WABPA3 x WGL3, WGL3 x WABPA3, WGL3
x PW834, WGL3 x BPA i odmiana Wislica. Haploidy wy-
mienionych mieszancéw wyrdzniaty si¢ takze wigkszymi
zdolnos$ciami do indukcji roslin poliploidalnych w porow-
naniu do pozostatych, aczkolwiek uzyskane réznice po-
twierdzono statystycznie tylko w przypadku mieszancow
WGL3 x WABPA3.

DYSKUSJA

Regeneracja tytoniu in vitro od lat byla przedmio-
tem prac badawczych (Pathi i in., 2013; Skoog, Miller,
1957; Stolarz i in., 1991). Autorzy podkreslaja, ze jednym
z czynnikow determinujacych efektywnos$¢ regeneracji
pedow tytoniu szlachetnego jest genotyp. Rahman i in.
(2010) prowadzili kultury fragmentow lisci pieciu odmian
tytoniu. Wykazali, ze efektywno$¢ regeneracji pedow in
vitro wahala si¢ w zaleznos$ci od odmiany w przedziale od
40 do 95% (Rahman i in., 2010). Podobnie Ali i in. (2007)
wskazali na zréznicowane zdolnosci regeneracyjne od-
mian tytoniu. W przeprowadzonych badaniach wlasnych
réwniez zaobserwowano réznice w zdolnosciach do two-
rzenia pedow pomiedzy uzytymi mieszancami tytoniu.
Zdolnosci regeneracyjne mieszanca WGL3 x BPA byty
wysokie i osiggaty poziom zblizony do uzyskanego dla od-
miany uprawnej, podczas gdy dla mieszanca BPA x WGL3
byty istotnie nizsze (53,3%). Przyczyny zréznicowanych
zdolnosci organogenetycznych mieszancow BPA x WGL3
1 WGL3 x BPA s3 trudne do wyjasnienia. W literaturze do-

tyczacej mieszancoéw tytoniu brakuje doniesien na temat
efektywnosci regeneracji pedoéw in vitro w zaleznosci od
kierunku krzyzowania linii rodzicielskich. Znane autorom
prace obejmuja najczesciej oceng cech uzytkowych uzy-
skanych regenerantéw, struktury plonu (Burk, Chaplin,
1980; Walker, Aycock, 1994) badz odpornosci na PVY li-
nii DH (Smalcelj, Curkovic Perica, 2000). Wykorzystana
w niniejszych badaniach linia hodowlana BPA zostata uzy-
skana w wyniku krzyzowania migdzygatunkowego N. fa-
bacum ‘BP-210’ x N. afiricana, nastepnie podwojenia licz-
by chromosomoéw mieszanca i wielokrotnego krzyzowania
wstecznego z odmiang BP-210 (Doroszewska, 2007). Z
kolei do uzyskania linii WGL3 wykorzystano N. tabacum
‘Wislica’ i dziki gatunek N. glauca (Trojak-Goluch, Ber-
be¢, 2007). Najbardziej prawdopodobna przyczyna stab-
szej regeneracji pedow z haploidow mieszancéw BPA x
WGL3 w stosunku do mieszancow WGL3 x BPA wyda-
je si¢ by¢ niezgodnos¢ czynnikdéw cytoplazmatycznych
matecznej linii BPA z czynnikami jadrowymi ojcowskiej
linii WGL3. Efektem tej niezgodnos$ci moga by¢ zakloce-
nia funkcjonowania komoérek mieszancoéw i obnizenie ich
zdolnosci totipotencjalnych. Sagi i Barnabas (1989) po-
daja, ze brak wlasciwego wspotdziatania pomiedzy geno-
mem jadrowym i cytoplazmatycznym moze modyfikowac
przebieg i efektywno$¢ regeneracji roslin in vitro u réz-
nych genotypow pszenicy. Ponadto niezgodno$¢ genomow
jadrowego i cytoplazmatycznego moze by¢ powodem wy-
stepowania cytoplazmatycznej meskiej jalowosci u mie-
szancoOw miedzygatunkowych i form alloplazmatycznych
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tytoniu (Berbe¢, Berbe¢, 1992) oraz modyfikowaé poziom
odporno$ci na choroby czy wzrost i rozwo6j tytoniu (Ber-
be¢, 2001; Czubacka i in., 2019).

Maty udzial eksplantatow regenerujacych pedy, jak
réwniez niewielka liczbe pedow na eksplantat zanotowa-
no takze w przypadku linii hodowlanej PW384 oraz mie-
szanca PW834 x WGL3. Linia hodowlana PW834 zostata
otrzymana w wyniku androgenezy in vitro mieszaficow F,
uzyskanych z krzyzowania odmian ‘Polalta’ i ‘Wislica’,
a nastgpnie regeneracji podwojonych haploidow. Wielu
autorow uwaza, ze zmiennos¢ powstajaca w kulturze pyl-
nikow, a takze podczas podwajania liczby chromosomow
w trakcie regeneracji ros$lin DH in vitro wptywa negatyw-
nie na wzrost i rozwdj ro$lin uzyskanych linii hodowlanych
tytoniu (Brown, Wernsman, 1982; Czubacka, Doroszew-
ska, 2004; Laskowska, Berbe¢, 2006). Moze by¢ takze po-
wodem stabych zdolnosci organogenetycznych tych linii.
W naszych badaniach rownie prawdopodobna przyczyng
niewielkiej liczby reagujacych eksplantatow i malej licz-
by pedow/eksplantat byla obecno$¢ w genomie PW 8§34
1 PW834 x WGL3 materialu genetycznego odmiany ‘Po-
lalta’. Odmiana ta nie jest uprawiana ze wzgledu na sta-
be walory uzytkowe, a w jej potomstwie, uzyskanym
w wyniku krzyzowania z innymi genotypami tytoniu,
ujawniaja si¢ liczne zaburzenia wzrostu ro$lin, deforma-
cje lisci i pedéw spowodowane oddziatywaniem materiatu
genetycznego pochodzacego od dzikiego gatunku N. alata
(Laskowska, Berbe¢, 2010).

Szczegodtowa analiza cytometryczna roslin zregenero-
wanych in vitro wykazala, ze wigkszo$¢ z nich stanowity
haploidy zawierajace taka samg ilos¢ DNA (1C) jak rosli-
ny donorowe. Odnotowano jednak pewien udziat podwo-
jonych haploidéw oraz poliploidéow, w jadrach ktérych
stwierdzono odpowiednio 2C, 4C, 8C DNA. Ich obecnos¢
mozna tlumaczy¢ wystgpowaniem polisomatycznosci, tj.
obecnosci komoérek o réznych poziomach ploidalnosci
w wybranych tkankach/organach ro$lin donorowych. Jak
donosi Olszewska (1987), zjawisko to jest wynikiem en-
doreplikacji, czyli powtarzajacych si¢ cykli syntezy DNA,
separacji chromatyd i wzrostu liczby chromosoméw bez
wystepowania podzialéw komorkowych. Murashige i Na-
kano (1967) obserwowali endopoliploidalne jadra w tkan-
kach rdzenia todygi diploidalnej odmiany Wisconsin 39
N. tabacum. Ponadto prowadzac kultury in vitro, wykazali,
ze poziom endopoliploidyzacji w tych tkankach wzrasta
wraz z czasem trwania kultury.

W przeprowadzonym eksperymencie udzial podwo-
jonych haploidow wynosit 25,16% i byt zblizony do
podawanego przez innych autorow (Czubacka, Doro-
szewska, 2004; Matthews, Vasil, 1975). Zdecydowanie
wyzsza frekwencje podwojonych haploidow (45,7%
og6éhu badanych) uzyskali Hamada i in. (2001). Autorzy
zastosowali jednak nieco odmienne warunki regenera-
cji ro$lin. W pierwszym etapie kultury fragmenty lodyg
utrzymywano w ciemno$ci na pozywce MS zawieraja-
cej 2 mg/l IAA i 0,5 mg/l kinetyny. Nastepnie eksplanta-
ty przeniesiono na podloze MS zawierajace 2,0 mg/l [AA

12 mg/l kinetyny i o$wietlono $wiattem ciagtym o natezeniu
30,3 pmol'm?-s,

Ocena ploidalnosci zregenerowanych w kulturach in
vitro ro$lin wykazata zalezno§¢ pomiedzy genotypem ro-
$liny donorowej a zdolnoscia do indukcji podwojonych ha-
ploidéw. Najlepszym materialem donorowym do otrzymy-
wania linii DH byly mieszance WGL3 x BPA, WABPA3
x WGL3 oraz WGL3 x WABPA3. Liczba uzyskanych
z nich linii DH byla istotnie wigksza od uzyskanej dla
kombinacji mieszancowej BPA xWGL3 i linii PW834.
Takze Czubacka i Doroszewska (2004), wykorzystujac
kultury fragmentow rdzeni todygi mieszaficow F, uzyska-
nych ze skrzyzowania transgenicznych linii tytoniu z od-
mianami nietransformowanymi, wykazaty, ze genotyp ma
decydujacy wplyw na wydajnos¢ procesu poliploidyzacji.
Jak podajg, mieszance BY103 T, x ‘BY103” wyr6znialy
si¢ trzykrotnie wigksza zdolnos$cia indukceji podwojonych
haploidow niz mieszafice MN944 T x ‘Wislica’. Zastoso-
wana metoda regeneracji roslin z fragmentow todyg tyto-
niu wykazata takze wpltyw genotypu dawcy eksplantatow
na efektywno$¢ regeneracji roslin poliploidalnych.

WNIOSKI

1. Badane mieszafice F, wykazaly znaczne zrozni-
cowanie pod wzgledem regeneracji pedow z fragmentow
walca osiowego haploidalnych todyg tytoniu w warunkach
in vitro. Efektywnos$¢ regeneracji roslin, jak rdwniez in-
dukcji podwojonych haploidéw zalezata od kierunku krzy-
zowania form rodzicielskich mieszancow F .

2. Ograniczone zdolno$ci organogenetyczne walca
osiowego haploidalnych todyg tytoniu oraz mata frekwen-
cja poliploidow wsrdod regenerantow uzyskanych z dwu-
kierunkowych mieszancow F, tytoniu moga by¢ wynikiem
niezgodnoséci pomigdzy genomem jadrowym i cytopla-
zmatycznym form rodzicielskich.

3. Empiryczne okreslenie korzystnego kierunku krzy-
zowania komponentéw rodzicielskich utatwia uzyskiwa-
nie znacznej liczby linii DH z haploidow mieszancow F,
tytoniu, zwlaszcza tych zawierajacych geny dzikich gatun-
koéw, takich jak: N. africana, N. glauca i N. alata.
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A. Trojak-Goluch

SHOOT REGENERATION AND PLOIDY LEVEL
OF PLANTS OBTAINED FROM STEM PITH TISSUE
IN VITRO CULTURES OF TOBACCO
(NICOTIANA TABACUM L.)

Summary

The plant material were haploids obtained from anther in vi-
tro cultures of two-way F | hybrids (BPA x WGL3, WGL3 x BPA,
WABPA3 x WGL3, WGL3 x WABPA3, WGL3 x PW834, PW
834 x WGL3), breeding lines (WGL3 and PW834) and cultivar
Wiglica, previously obtained as part of a breeding program in-
volving combining resistance to fungal and viral diseases in the
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tobacco genome. Stem pith fragments of haploids were cultured
on Lloyd medium containing 2 mg/l IAA i 2 mg/l kinetin. The as-
sessment of shoots regeneration of tobacco as well as the degree
of plant ploidy were evaluated using flow cytometer. The efficien-
cy of regeneration, expressed as the number of shoots per explant,
varied and depended on the genetic origin of haploids (F, hybrid,
breeding line, cultivar). The lowest number of regenerated shoots
(2.8/explant) were obtained from the breeding line PW834. Poor
organogenetic abilities were probably due to the presence of ge-
netic material from Nicotiana alata in the PW834 genome. The
highest number of regenerated shoots (13.8 1 10.2/explant) was

obtained from haploids of F| hybrids WGL3 x BPA and cultivar
Wislica, respectively. Flow cytometry analysis of regenerants re-
vealed that, depending on the tobacco form, 59.84 to 89.39% of
the individuals remained haploids, whereas from 10.61 to 32.99%
of the regenerants were doubled haploids. There was also a small
number of polyploids. Hybrids WGL3 x WABPA3 proved to be
the best donor of explants for in vitro induction of doubled hap-
loids and polyploids.

Keywords: haploid, doubled haploid, polyploid, organogenesis,
regeneration efficiency
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