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Streszczenie

Poliploidyzacja, czyli zwiekszenie liczby zestawéw  chromosoméw
w komérkach roélinnych, stanowi istotne narzgdzie w nowoczesnej hodowli roslin
sadowniczych. W Zakladzie Biologii Stosowane] Instytutu Ogrodnictwa — PIB
w Skierniewicach opracowano efektywng metode wytwarzania tetraploidow jabloni in
vitro, w wyniku ktorej uzyskano liczne stabilne genotypy tetraploidalne.

Celem niniejszych badan byla szczegélowa ocena ww. tetraploidow
w odniesieniu do ich diploidainych odpowiednikéw pod wzglgdem cech
morfologicznych, fizjologicznych, cytologicznych, zdolnosci do krzyzowania
i tolerancji na stres suszy.

Ocene autotetraploidéw jabloni na poziomie wybranych cech fenotypowych
i molekularnych prowadzono na 5-8-letnich drzewach szczepionych na podktadce M.9,
w zaleznosci od zagadnienia, z udziatem jednej, dwdch lub trzech odmian ‘Redchief’,
‘Pinova’ i ‘Free Redstar’ oraz ich wybranych klonéw tetraploidalnych. Badania
wykazaly, ze autotetraploidy jabloni znaczgco réznily sig¢ fenotypowo od swoich
diploidalnych odpowiednikéw. W poréwnaniu do diploidow liscie u autotetraploidow
byly wyraznie krotsze i bardziej okragle, zawieraly istotnie wigcej chlorofilu
i charakteryzowaly sie wickszymi aparatami szparkowymi, ale mniejsza ich liczba na
jednostke powierzchni, co moglo wskazywaé na bardziej oszczgdne gospodarowanie
wodg w warunkach suszy. Kwiaty autotetraploidow byly istotnie wigksze, a pytek mnie;j
zywotny niz u diploidow. W poréwnaniu do diploidéw owoce tetraploidéw byly
wicksze, zawieraly wigcej ekstraktu ogdlnego oraz kwasdw organicznych, ale bardziej
podatne na zaburzenia fizjologiczne -  szklisto$¢ miazszu i gorzka plamistos¢
podskérng. W odniesieniu do diploidow autotetraploidy wykazywaly wyzsza tolerancje
na deficyt wody w podiozu na co wskazywaly wyzsze u tetraploidow poddanych
stresowi suszy parametry wzrostu, a takze wyzsza zawartos¢ chlorofilu, lepsze
utrzymanie potencjalu wodnego lisci, mniejszy spadek fotosyntezy oraz wigksza
stabilno$¢ parametréw fluorescencji chlorofilu (Fv/Fm). W odpowiedzi na stres suszy
tetraploidy jabloni wykazywaly mniejsze uszkodzenia oksydacyjne niz diploidy.
Potwierdzitly to obserwowany u tetraploidow wyzszy poziom proliny oraz nizsza
zawarto$é MDA, a takze wyzsza aktywnos¢ enzymdéw antyoksydacyjnych (SOD, CAT,
POD) i jednoczesnie wczesniej indukowana i wyzsza ekspresja genow kodujacych
enzymy antyoksydacyjne (SOD, CAT, APX, GPX). W wyniku krzyzowan
interploidalnych uzyskano liczne siewki triploidalne. Jednak efektywnos¢ takich
krzyzowan u jabloni zalezata od kierunku krzyzowania. Byla znacznie wyzsza
w przypadku, gdy roélinami matecznymi byly diploidy, a roslinami ojcowskimi
(dawcami pytku) tetraploidy (2x x 4x) - wynosila $rednio okolo 0,16 siewki na
zapylony kwiat (78 siewek na 480 zapylowych kwiatéw). W krzyzowaniach
odwrotnych (4x x 2x) efektywnos$¢ ta byla czterokrotnie nizsza - §rednio okolo 0,04
siewki na zapylony kwiat (33 siewki na 840 zapylonych kwiatéw). Niemal wszystkie
siewki uzyskane z krzyzowan interploidalnych okazaly si¢ mieszancami na co
wskazywata ich triploidalnos$¢ (3x), potwierdzona na podstawie analiz cytometrycznych
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poziomu ploidalno$ci i zawartosci jadrowego DNA (wykonanych metoda cytometrii
przeptywowej), a takze obserwacji mikroskopowych liczby chromosoméw (2n = 3x =
51).

Otrzymane wyniki stanowia podstawe do dalszego wykorzystania wybranych
autotetraploidéw jabtoni w programach hodowlanych, ze szczegdélnym uwzglednieniem
poprawy odporno$ci na niekorzystne warunki S$rodowiskowe oraz uzyskiwania
wartosciowych genotypdw triploidalnych.
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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 significantly 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 (2n = 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.
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Wykaz stosowanych skrotow

2C — zawarto$¢ jadrowego DNA w komoérce somatycznej (ang. nuclear DNA content in
somatic cell)

2n — zygotyczna liczba chromosomoéw, liczba chromosoméw w komoérce somatycznej
danego genotypu, posiadajagca 2 zestawy chromosoméw pochodzacych od kazdego
z rodzicow (ang. zygotic chromosome number)

2x — diploid (ang. diploid)
4x — tetraploid (ang. tetraploid)
ABA — kwas abscysynowy (ang. abscisic acid)

AFLP — polimorfizm dlugosci amplifikowanych fragmentéw DNA (ang. amplified
fragment length polymorphism)

APX — askorbinianowa peroksydaza (ang. ascorbate peroxidase)

BBCH - skala rozwojowa ro$lin (ang. BBCH scale — growth stages of plants)
CAT — katalaza (ang. catalase)

CCI - wzgledna zawarto$¢ chlorofilu (ang. chlorophyll content index)

c¢DNA - komplementarny DNA, uzyskany poprzez odwrotng transkrypcje na matrycy
RNA (ang. complementary DNA)

CRISPR/Cas9 — system edycji genomu (ang. clustered regularly interspaced short
palindromic repeats / CRISPR associated protein 9)

CTIFL - Centre Technique Interprofessionnel des Fruits et Légumes (ang. French
Technical Centre for Fruits and Vegetables)

DAPI - barwnik fluorescencyjny wiazacy DNA (ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole)
DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

DREB - czynnik transkrypcyjny, biatko wigzace element odpowiedzi na odwodnienie
(ang. dehydration-responsive element-binding protein)

E — transpiracja (ang. transpiration rate)
ERF - czynnik transkrypcyjny odpowiedzi na etylen (ang. ethylene response factor)
FCM - cytometria przeplywowa (ang. flow cytometry)

F./Fm — maksymalna wydajno$¢ kwantowa fotosystemu II (ang. maximum quantum
yield of photosystem II)

FW — $wieza masa (ang. fresh weight)
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GCA - ogblna zdolno$¢ kombinacyjna (ang. general combining ability)

GISH - hybrydyzacja fluorescencyjna z uzyciem genomowego DNA (ang. genomic in
situ hybridization)

GPX — peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase)
GR —reduktaza glutationowa (ang. glutathione reductase)

GS — sekcja genomowa (ang. genomic section)

Gs — przewodno$¢ szparkowa (ang. stomatal conductance)

I0-PIB - Instytut Ogrodnictwa — Panstwowy Instytut Badawczy (ang. The National
Institute of Horticultural Research)

MAPK - kinaza biatkowa aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein
kinase)

MAS - selekcja wspomagana markerami (ang. marker-assisted selection)
MDA — malondialdehyd (ang. malondialdehyde)
mRNA — matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

MSAP - polimorfizm metylacji sekwencji amplifikowanych (ang. methylation-
sensitive amplified polymorphism)

mSWP — spadek potencjatu wodnego fodygi (ang. minimum stem water potential)

MYB — jedna z rodzin czynnikéw transkrypcyjnych (ang. myeloblastosis transcription
factors)

MYC - rodzina czynnikéw transkrypcyjnych (ang. myelocytomatosis transcription
factors)

NAC - jedna z rodzin czynnikéw transkrypcyjnych (ang. NAM, ATAF1-2, CUC2
transcription factors)

NIP - bialko integralne blony zwigzane z kanatami akwaporynowymi (ang. nodulin-26-
like intrinsic protein)

NPQ - niefotochemiczne wygaszanie fluorescencji (ang. non-photochemical
quenching)

PCR - lancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
PI — jodek propidyny (ang. propidium iodide)

PIP - biatko integralne plazmolemy (akwaporyna) (ang. plasma membrane intrinsic
protein)

Pn —natezenie fotosyntezy netto (ang. net photosynthetic rate)
POX — peroksydaza (ang. peroxidase)
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PXs — peroksydazy klasy III (ang. class III peroxidases)

qRT-PCR - iloSciowa odwrotna transkrypcja-reakcja PCR w czasie rzeczywistym
(ang. quantitative reverse transcription PCR)

QTL - locus cechy ilosciowej (ang. quantitative trait locus)

RNA - kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

RNAI — interferencja RNA (ang. RNA interference)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

RuBP - rybulozo-1,5-bisfosforan (ang. ribulose-1,5-bisphosphate)

SCA - szczegblna zdolno$¢ kombinacyjna (ang. specific combining ability)
SIP — biatko integralne tonoplastu (ang. small basic intrinsic protein)
siRNA - maly interferujacy RNA (ang. small interfering RNA)

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

SSR - sekwencje mikrosatelitarne (ang. simple sequence repeats)

TBA - kwas tiobarbiturowy (ang. thiobarbituric acid)

TCA - kwas trikarboksylowy (ang. tricarboxylic acid)

TFs — czynniki transkrypcyjne (ang. transcription factors)

TIP — biatko integralne tonoplastu (ang. tonoplast intrinsic protein)

Tr — nateZenie transpiracja (ang. transpiration)

WGD - calogenomowa duplikacja (ang. whole genome duplication)
WRKY - rodzina czynnikéw transkrypcyjnych (ang. WRKY transcription factors)

XIP - biatko integralne blony o niejednorodnej charakterystyce (ang. X intrinsic
protein)
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Wstep

Jablon (Malus x domestica Borkh.) jest jedna z najwazniejszych ro$lin
sadowniczych na $wiecie, zarowno pod wzglgdem powierzchni upraw, jak i znaczenia
gospodarczego.

W Europie Polska zajmuje czolowe miejsce w produkcji jablek i od lat jest ich
najwigkszym producentem na kontynencie. Uprawa jabloni stanowi glowny kierunek
krajowego sadownictwa, a jablka maja istotny udzial w eksporcie owocéw oraz
znaczenie spoteczne i kulturowe — sg powszechnie obecne w diecie, przemysle
spozywczym i tradycji kulinarnej. Dynamiczne zmiany klimatu, coraz czestsze okresy
suszy, skrajne temperatury, zmniejszona dostepnos¢ wody oraz wzrost presji patogenow
i szkodnikéw wplywajg negatywnie na plonowanie, jakos¢ owocéw oraz trwalos¢
sadow. Wobec tych wyzwan, wspolczesna hodowla odmian jabloni stoi przed
konieczno$ciag poszukiwania nowych strategii poprawy odpornosci roslin przy
jednoczesnym zachowaniu lub podniesieniu ich wartosci uzytkowej i handlowe;j.
Jednym =z obiecujgcych podejé¢ wspomagajacych klasyczng hodowle jest
poliploidyzacja, czyli celowe zwickszanie liczby zestawéw chromosoméw w genomie
roslin. Naturalne i sztuczne poliploidy wykazuja szereg zmian fizjologicznych,
morfologicznych i molekularnych wynikajgcych z podwojenia materiatu genetycznego.

Do najczestszych efektow poliploidyzacji naleza: wigksze rozmiary komoérek,
zmiana anatomii lisci, todyg 1 aparatow szparkowych, zwigkszona zawarto$c
metabolitéw wtoérnych, poprawiona odpornos¢ na stresy abiotyczne i biotyczne,
wydtuzony cykl rozwojowy oraz czesto — zmniejszona plodnos¢. Poliploidyzacja
odgrywa kluczowa role w ewolucji roélin, a od dziesigcioleci znajduje zastosowanie
w hodowli odmian warzyw, zbdz, roslin ozdobnych oraz sadowniczych. U roslin
sadowniczych, takich jak jablon, poliploidyzacja stwarza nowe mozliwosci zaréwno
pod wzgledem modyfikacji cech jakosciowych (np. wielkosci i trwatosci owocow), jak
i zwiekszania odpornosci na czynniki srodowiskowe. Poliploidy moga cechowal si¢
bardziej stabilnym funkcjonowaniem mechanizmow fizjologicznych
i antyoksydacyjnych, lepsza gospodarka wodng oraz zwigkszong tolerancjg na susz¢ czy
zasolenie. Ponadto, zmiany w ekspresji gendéw u roslin poliploidalnych mogg wplywac
na ich wigksza zdolnos¢ do adaptacji i skuteczniejsza reakcj¢ na stres. W Zakladzie
Biologii Stosowanej Instytutu Ogrodnictwa — PIB, opracowano skuteczng metode
poliploidyzacji in vitro, ktéra umozliwila uzyskanie licznych autotetraploidow szesciu
odmian jabloni. Wstepne badania wykazaly, ze niektére z uzyskanych tetraploidow
wykazujg korzystne zmiany fenotypowe, w tym zwigkszona odpornos¢ na suszg
i choroby, a takze zmodyfikowang morfologie lisci i kwiatéw. Uzyskane formy
stanowig nie tylko Zzrédto materialu badawczego, lecz takze wartosciowe komponenty
do dalszych prac hodowlanych. Szczegdlne znaczenie maja réwniez krzyzowania
interploidalne (2x x 4x i 4x x 2x), ktore pozwalaja na uzyskiwanie mieszancoéw
triploidalnych — czesto laczacych =zalety obu typdéw rodzicielskich. Triploidy,
charakteryzujace si¢ wigkszymi owocami, wysoka jakoscig handlowa oraz ograniczona
plodnoécia, moga stanowi¢ cenny material dla nowoczesnych sadéw towarowych.
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Jednak ich efektywne uzyskiwanie wymaga znajomosci biologii pylku, zdolnosci do
krzyzowania oraz dokladnej oceny poziomu ploidalnosci potomstwa. Zastosowanie
poliploidyzacji w hodowli jabloni otwiera nowe perspektywy dla doskonalenia odmian
dostosowanych do zmieniajgcych sie warunkow klimatycznych 1 potrzeb rynku. Ocena
wlasciwosci fizjologicznych, genetycznych i hodowlanych form poliploidalnych oraz
ich udzial w krzyzowaniach moze w istotny sposdb przyczyni¢ sie do rozwoju
nowoczesnych programéw hodowlanych w sadownictwie.
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1. Przeglad literatury

1.1.Poliplodia i jej znaczenie w ewolucji

Poliploidia, definiowana jest jako obecno$¢ wigcej niz dwdch kompletdw
chromosoméw w organizmie, jest kluczowym zjawiskiem w ewolucji 1 genetyce roslin
(Meirmans i Kolaf, 2025). Jednym z procesow poliploidyzacji jest duplikacja catego
genomu (ang. whole genome duplication, WGD). Poliploidyzacja zwieksza
bioréznorodnos¢ i dostarcza nowy materiat genetyczny do ewolucji (Levin, 2002).
W przeciwienstwie do mutacji punktowych, ktore prowadzg do stopniowych zmian
w genomie, poliploidyzacja prowadzi do naglego zwielokrotnienia catego zestawu
chromosoméw, co moze powodowac znaczace modyfikacje w ekspresji gendw,
regulacji epigenetycznej oraz funkcjonalnosci biatek, moze takze wywolywaé mutacje
(Jiao i in., 2011; Van De Peer i in., 2017). Zainteresowanie poliploidami sigga poczatku
XX wieku (Hegarty i in., 2013). Szacuje sie, ze okoto 95% paproci, 15%
nagonasiennych oraz ponad 70% gatunkéw roslin okrytonasiennych przeszio w swojej
historii ewolucyjnej przynajmniej jeden epizod podwojenia liczby chromosomow
(Wendel, 2000; Soltis i in., 2014; Chen i in., 2023). Wigkszo$¢ eukariotéw jest
diploidalna (2n=2x), posiada dwa =zestawy chromosoméw. Poliploidia miata
fundamentalne znaczenie w ewolucji rodlin uzytkowych, wiekszo$¢ najwazniejszych
gatunkéw rolniczych, w tym pszenica (Iriticum aestivum, 6x), ziemniak (Solanum
tuberosum, 4x), rzepak (Brassica napus, 4x), bawetla (Gossypium hirsutum, 4x),
truskawka (Fragaria x ananassa, 8x) powstalo w procesie poliploidyzacji. Poliploidy
te cechujg si¢ wickszymi organami i wieksza produktywnoscig (Feldman i Levy, 2005;
Li, 2024). Wyrézniamy cztery podstawowe typy poliploidéw: autopoliploidy,
allopoliploidy, autoallopolploidy i segmentowe allopoliploidy (Grant, 1981; Rogalska
i in.,, 2007; Huang Zhu, 2019). Autoploiploidy obejmujg organizmy, ktére majg
zwielokrotniony zestaw chromosoméw jednego gatunku, typowy wz6r genomu
definiujgcy autoploiploidy zawiera pojedyncza powtarzajacg sie litere (np. AAAA,
BBBB). Autoploiploidy podczas mejozy tworza multiwalenty, ktére moga
nieprawidtowo przemieszcza¢ si¢ do komdrek potomnych, tworzac gamety
o zroéznicowanej liczbie chromosoméw, co czasem obniza ich plodnosé. Mechanizm
podwajania liczby chromosoméw moze zachodzi¢ spontanicznie lub by¢ indukowany
chemicznie np. za pomoca kolchicyny, oryzaliny czy trifluraliny (Ramsey i Schemske,
2002; Dhooghe i in. 2011). Przyktadami roélin autoallopoliploidalnych sg miedzy
innymi triploidalne banany (Musa spp.), ktore dzieki bezptodnosci nie wytwarzajg
twardych nasion czy tetraploidalna lucerna (Medicago sativa) charakteryzujaca si¢
wigkszg biomasa (Parisod i in., 2010). Allopoliploidy i autoallopoliploidy to hybrydy
mniej lub bardziej spokrewnionych gatunkow, powstajg na skutek hybrydyzacji miedzy
dwoma réznymi gatunkami, u ktérych nastepuje podwojenie liczby chromosomoéw
spontanicznie Iub indukowane sztucznie w celu przywrécenia plodnosci.
Autoallopoliploidy powstaja w wyniku podwojenia genomu po utworzeniu
allopoliploidu. Wzorem opisujgcym te grupe poliploidéw jest AABB, gdzie genom
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A pochodzi od jednego, a genom B od drugiego gatunku rodzicielskiego (Ramsey
i Schemske, 2002; Tate i in., 2005, Rogalska i in. 2007). Do ekonomicznie waznych
allopoliploidéw naleza m.in. bawelna (Gossypium hirsutum L.), ktoéra powstata
w  wyniku hybrydyzacji miedzy przedstawicielem  diploidalnego  gatunku
z genomem A (np. Gossypium arboreum), a gatunkiem z genomem D (np. Gossypium
raimondii), po czym doszto do spontanicznego podwojenia liczby chromosomow.
Innym przykladem jest tyton szlachetny (Nicotiana tabacum L.), bedacy wynikiem
krzyzowania Nicotiana sylvestris i Nicotiana tomentosiformis (Hu i in., 2019; Berbe¢
i Doroszewska, 2020; Kong i in., 2025). Segmentalne allopoliploidy, to formy
posrednie miedzy allopoliploidami i autopoliploidami, a ich chromosomy sg czgs$ciowo
homologiczne, co oznacza, ze moga rekombinowaé, ale w mniejszym stopniu niz
u autopoliploidéw. Ten typ poliploidii obserwuje si¢ u niektérych gatunkéw traw
i bawelny (Stebbins, 1947; Chester i in., 2012). Segmentalne poliploidy moga Igczy¢
cechy zaréwno autopoliploidow . (wigcksza  plastyczno$¢ genomowa) jak
i allopoliploidow (stabilniejsza segregacja chromosomoéw), co moze zwigksza¢ ich
zdolno$é adaptacyjng. Wystepuja tez poliploidy aneuploidalne, o nieregularnej liczbie
chromosomoéw co wynika z bledow w segregacji podczas podziatéw komorkowych.
Przyktadem moze byé truskawka (Fragaria * ananassa), ktéra jest oktoploidem
(2n=8x=56), ale moze wykazywa¢ réznice w liczbie chromosomow migdzy odmianami
(Hummer 1 in., 2009). Szczegdlnym przypadkiem poliploidii jest endopoliploidia
(endoreplikacja, endoreduplikacja), gdzie komérki w obrebie jednego organizmu réznig
sie zawartoscig jadrowego DNA (Koprivy i in., 2022). Zjawisko to wynika z lokalnego
zwielokrotnienia DNA w jadrze komoérkowym bez jego podziatlu, obserwowanego
w niektérych tkankach. Endopoliploidia czesto wystepuje w tkankach o wysokiej
aktywnos$ci metabolicznej, jest to strategia adaptacyjna pozwalajaca na zwigkszenie
produkcji bialek 1 metabolitow wtérnych w warunkach stresowych Iub
zintensyfikowania wzrostu np. owocow (Leitch i Dodsworth, 2017; Qi i Zhang, 2020).
Poliploidy majgce wiecej niz dwa zestawy chromosoméw doswiadczajg istotnych zmian
w biologii, fizjologii i zdolnosciach adaptacyjnych (Comai, 2005; Van De Peer i in.,
2017). Zjawisko poliploidyzacji odgrywa istotng role w ewolucji roslin, prowadzac do
powstawania nowych gatunkéw, zwickszania zmiennosci genetycznej oraz wplywajac
na wiele cech fenotypowych, takich jak wielko$¢ komoérek, nasion czy kwiatow (Soltis
i Soltis, 2009; Wendel i in., 2016).

1.1.1.Powstawanie poliploidéw

W populacjach naturalnych poliploidy najczesciej powstaja w przebiegu dwéch
podstawowych proceséw. Pierwszy obejmuje podwojenie liczby chromosoméw
w komérkach merystematycznych, najczgéciej merystemu wierzchotkowego dajac
poczatek nowym pedom poliploidalnym lub miksoploidalnym. Drugi proces to
wytwarzanie przez ro$liny niezredukowanych gamet - plemnikéw lub komoérek
jajowych, ktore po potaczeniu z normalng zredukowang gameta umozliwiajg powstanie
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roslin triploidalnych lub co =zdarza sie bardzo rzadko, polaczenia dwodch
niezredukowanych gamet i1 powstania ptodnego potomstwa (Sattler i in., 2016).
Polaczenie niezredukowanych gamet tego samego gatunku prowadzi do powstania
autopoliploidu, natomiast fuzja niezredukowanych gamet réznych gatunkéw skutkuje
powstaniem allopoliploidu. Formowanie niezredukowanych gamet moze mie¢ podtoze
genetyczne, czego przykladem sg triploidalne tulipany, tzw. mieszafce Darwina.
Powstaja one w wyniku krzyzowania diploidalneych gatunkéw Tulipa gesneriana
(2n = 2x = 24) i Tulipa fosteriana, sposrdd ktdrych 7. fosteriana wykazuje genetyczna
skionno$¢ do tworzenia niezredukowanego pyiku (2n), co zostalo potwierdzone
w badaniach cytogenetycznych z wykorzystaniem techniki GISH (Marasek-
Ciolakowska i in., 2018).

Poza podtozem genetycznym takze czynniki srodowiskowe, takie jak dostepnosé
nowych nisz ekologicznych, temperatura, stres wodny, niedobdr sktadnikow
odzywczych i uszkodzenia roélin indukujg pewien procent gamet 2n. Krzyzowania
miedzy rasami lub odmianami tego samego gatunku zazwyczaj prowadzg do powstania
allopoliploidow segmentalnych, ktére wyrdzniajg si¢ obecno$cia homologicznych
segmentdéw w chromosomach z réznych genoméw. W zwiazku z tym homologiczne
chromosomy paruja w mejozie, tak jak u diploidéw, co umozliwia produkcje
funkcjonalnych gamet. Ponadto, w procesie crossing-over dochodzi do wymiany
odcinkéw chromatyd pomiedzy chromosomami homologicznymi w czasie mejozy
(wymiany materialu genetycznego), w wyniku ktérego dodatkowo zwigksza sie
zmienno$¢ genetyczng ( Zhang i in., 2019; Trojak-Goluch i in., 2021;).

Uznaje sig, ze poliploidy mejotyczne charakteryzuja si¢ wigksza zmiennoscia
genetyczng niz diploidalni rodzice, wykazujg takze szerokie spektrum plastycznosci
genetycznej, ktore wynika z intensyfikacji/wyciszania ekspresji genow (Jackson i Chen,
2010; Marburger i in., 2019). Gléwnag przeszkodga w efektywnym stosowaniu
poliploidyzacji ptciowej jest niska czestotliwo$¢ powstawania nieredukowalnych gamet
(2n), ktére sg kluczowe dla generowania potomstwa o zwickszonej liczbie
chromosomow. W zwigzku z tym opracowuje si¢ réznorodne metody indukowania
produkcji takich gamet. Tradycyjne techniki, takie jak traktowanie roslin z zawigzanymi
pakami kwiatowymi niskimi lub wysokimi temperaturami oraz ekspozycja na podtlenek
azotu (N20), wplywaja na mechanizmy mejozy, powodujac jej zaburzenia i w efekcie
powstawanie niezredukowanych gamet. Jednak te metody czesto cechuje ograniczona
specyficzno$¢ i zmienna skuteczno$¢, co motywuje do poszukiwania bardziej
precyzyjnych rozwigzan (Dewitte i in., 2012; Sattler i in., 2016a). W tym kontekscie
obiecujaca strategia jest zastosowanie interferencji RNA (RNAi) do celowego
wyciszania genow kluczowych dla przebiegu mejozy. RNAi dziata poprzez specyficzne
hamowanie ekspresji docelowych genéw za pomoca malych interferujacych RNA
(siRNA), co pozwala na selektywna modulacj¢ procesu podziatu komérkowego. Geny
takie jak SPOI1, odpowiedzialny za inicjacje podwdjnych peknie¢ DNA niezbednych
do rekombinacji, RECS, uczestniczacy w utrzymaniu spdjnosci chromatyd siostrzanych,
czy OSDI, regulator przejscia miedzy fazami mejozy, sg naturalnymi kandydatami do
wyciszania. Obnizenie ich aktywnosci poprzez RNAi prowadzi do zaburzen
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w prawidlowym przebiegu mejozy, skutkujac powstawaniem gamet o niezredukowanej
liczbie chromosomo6w (2r) (Brownfield i Kéhler, 2011).

Poliploidia w komérkach somatycznych moze by¢ wywolana przez zaburzenie
rozdzialu chromosoméw w anafazie mitozy. W tym celu stosuje si¢ czynniki stresowe
takiej jak szok termiczny, uszkodzenie rosliny lub promieniowanie rentgenowskie
Najlepsze rezultaty uzyskuje si¢ stosujac bardzo wysokie lub bardzo niskie temperatury
na poczatkowym etapie embriogenezy podczas pierwszych podziatéw zygoty (Trojak-
Goluch i in., 2021).

Jednak najczesciej wykorzystywana metodg zwielokrotnienie liczby
chromosoméw w komérkach somatycznych jest poliploidyzacja mitotyczna przy uzyciu
zwiazkéw chemicznych, tzw. antymitotykow, ktore zaklocajg przebieg mitozy.
Najdluzej i najczeéciej stosowanym $rodkiem antymitotycznym jest kolchicyna
(Manzoor i in., 2019). Od kilku dekad coraz czeSciej stosuj¢ si¢ inne zwiazki
antymitotyczne takie, jak trifluralina, amiprofos metylu i oryzalina (Dhooghe i in.,
2011; Talebi i in., 2017; Podwyszyfska i in., 2017; Gyani i in., 2025; Zhang i in,,
2025). Czesto stosowang metodg indukcji poliploidéw jest moczenie nasion w wodnych
roztworach inhibitoréw mitozy. Kurtz i in., (2020) traktowali nasiona konopii siewnych
(Cannabis sativa) 0,05% kolchicyng przez 12 godzin, co dato wysoki 26-64% wskaznik
indukcji tetraploidéw. Oprocz moczenia nasion, mozna antymiotykami traktowac
rowniez siewki, czy sadzonki pedowe (Dhamayanthi i in., 2010). Efektywnos¢
wytwarzania poliploidéw zalezy od stgzenia antymitotykow. W zbyt wysokich dawkach
nasila sie ich dziatanie fitotoksyczne, co skutkuje zmniejszeniem przezywalnosci lub
nawet catkowitym zamieraniem eksplantatow, w zbyt niskich stg¢zeniach antymitotyki
nie indukuja poliploidéw (Podwyszyfiska i in. 2018; Trojak-Goluch i in., 2021). Od
wielu lat doskonalone sg techniki poliploidyzacji z wykorzystaniem kultur rodlinnych
in vitro. Umozliwiaja one wieksza kontrole i standaryzacje procesu poliploidyzaciji,
poprawiajac wydajnosé i skracajac czas uzyskiwania rolin poliploidalnych. Sukces
poliploidyzacji in vitro zalezy od wielu czynnikéw takich jak dostgpnos¢ do juz
opracowanych protokoléw regeneracji eksplantatéw in vitro danego gatunku, rodzaju,
stezenia i czasu traktowania $rodkiem antymitotycznym i rodzaju eksplantatu (Dhooghe
i in., 2011). Najczestszym stosowanym materiatem roslinnym do indukcji poliploidow
in vitro sa wierzcholki pedéw, ogonki lisciowe, liscie, korzenie, kalus (Trojak-Goluch
i in., 2021). Poliploidy uzyskane zaréwno w warunkach in vivo, jak i in vitro musza by¢
zbadane pod katem stopnia poliploidalnodci. W tym celu stosujg si¢ szybki
i niezawodny pomiar zawartosci jadrowego DNA za pomoca cytometru przeplywowego
(Maru i in., 2021). Stopien ploidalnosci mozna réwniez okresli¢ na podstawie liczby
chromosoméw w analizie mikroskopowej w komorkach somatycznych, oraz metodami
posrednimi opartymi na ocenie cech morfologicznych roslin, gléwnie wielkosci
aparatow szparkowych w odniesieniu do referencyjnego genotypu diploidalnego danego
gatunku ( Ravandi i in., 2013; He i in., 2018.).
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1.1.2. Wplyw poliploidyzacji na zmiany fenotypowe roslin

Zwielokrotnienie calego zestawu chromosoméw wywotuje szereg zmian, ktore
oddziatujg na strukture komorkowa, funkcjonowanie tkanek oraz fizjologi¢ roslin
(Trojak-Goluch i in., 2021). Proces zwielokrotnienia liczby genoméw wprowadza nie
tylko efekt zwigkszonej dawki genowej, ale réwniez modyfikuje regulacje genow
poprzez mechanizmy epigenetyczne, co w rezultacie wptywa na rozwdj morfologiczny
oraz adaptacyjne reakcje roslin na warunki srodowiskowe. Poliploidyzacja prowadzi do
zmian w anatomicznej strukturze roslin. Zwiekszenie rozmiaru komorki odgrywa
kluczowa rol¢ w zmianach fizjologicznych jak i rozwojowych u roflin przez
zmniejszenie stosunku powierzchni komorki do jej objetosci i zwykle objawia sig
najbardziej zauwazalnym efektem poliploidyzacji okreslanym jako efekt ‘gigas’, ktory
powoduje zmiane fenotypu roslin — obserwuje si¢ wieksze organy (Doyle i in., 2019).
Indukowane poliploidy czesto wytwarzajag wieksze klacza, bulwy i korzenie, jak
wykazano np. u imbiru (Zingiber officinale) (Kun-Hua i in., 2011; Hannweg i in.,
2016). Poliploidy charakteryzujg sie réwniez wigkszymi kwiatami, jak u Luculia
pinceana, Hemerocallis sp. czy Anthurium andraeanum (Podwyszyfiska i in. 2015;
Wang i in., 2025; Zhang i in., 2025), wigkszymi li§¢mi, np. u konopi (Cannabis) (Jafari
i in., 2025) oraz nasionami, co zaobserwowano u poliploidalnych form Cucumis melo
(Cho i in., 2021). Dodatkowo, poliploidy wykazuja lepsze wlasciwosci fotosyntetyczne
i wyzszg produkcje biomasy w pordwnaniu do diploidéw (Urwin, 2014). Poliploidy
czesto charakteryzujg sie opoznionym kwitnieniem i wolniejszym wzrostem, co
prowadzi do wydtuzenia fazy wegetatywnej oraz zwigkszenia produkcji biomasy, jak
zaobserwowano np. u autotetraploidow Arabidopsis thaliana (Del Pozo i Ramirez-
Parra, 2015). Dodatkowo, wykazujg one wyzsza tolerancje na niedobory skladnikow
pokarmowych i stresy abiotyczne, co jest zwigzane m.in. z nizszZym tempem
transpiracji, skuteczniejsza regulacjg poziomu ABA i reaktywnych form tlenu (ROS),
a takze lepszym pobieraniem skiadnikéw mineralnych. W przypadku ryzu, poliploidy
odznaczajg sie zwickszong odpornoscig na czynniki biotyczne i abiotyczne, co wiaze si¢
z podwyzszong ekspresja genow zwigzanych z odpornoscia, takich jak WRKY, NAC
i ERF, oraz z epigenetycznymi modyfikacjami, takimi jak zmiany w metylacji DNA
(Levin, 1983; Del Pozo i Ramirez-Parra, 2014; Sun i in., 2025). Wolniejszy wzrost
poliploidéw moze wigzaé si¢ ze zwigkszong zawartoScia DNA (wigkszg liczba
chromosoméw). Wieksza zawartos§¢ DNA wymaga wigcej czasu na replikacje, co
wydluza czas trwania cyklu komoérkowego i w rezultacie powoduje opdznienia wzrostu
merystemu wierzchotkowego. Przeklada si¢ to na wydtuzong fazg wegetatywna, ktéra
powoduje opdznienie kwitnienia roslin (Trojak-Goluch i in., 2021).

Poliploidy majg zazwyczaj wigksze niz u diploidow aparaty szparkowe, ale jest
ich znacznie mniej na jednostke powierzchni (Gomes i in., 2014). Przykladem moga
by¢ konopie siewne (Cannabis sativa) w przypadku ktérych rosliny tetraploidalne miaty
o polowe mniej aparatow szparkowych w poréwnaniu do diploidéw, a ponadto aparaty
szparkowe byly o okoto 30% wigksze (Parsons i in., 2019). Poliploidy zwykle
charakteryzujg sie mniejsza liczbg lisci, kwiatow, kloskéw czy owocoéw w poréwnaniu
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do diploidow. U tetraploidalnych roslin Jatropha curcas zaobserwowano znaczne
zmniejszenie liczby kwiatéw na kwiatostan, owocéw na owocostan a takze nasion
w owocach, co przypisuje si¢ obnizonej ptodnosci pytku u tetraploidow (Niu i in.,
2016). Liscie poliploidéw czgsto wyrozniaja sie wigkszg szerokoscig i gruboscia,
intensywniejszym zielonym zabarwieniem oraz wigeksza liczbg wloskow w pordéwnaniu
do diploidéw. Grubsze i ciemnozielone liscie obserwowano u tetraploidéw Ocimum
basilicum, Thymus vulgari, Vaccinium myrtillus. Takze u tetraploidow Aloe vera,
Lavandula angustifolia, Allium sativum L. obserwowano wigksze, grubsze i bardziej
zielone liscie niz u ich diploidalnych odpowiednikow (Urwin i in., 2007; Omidbaigi
iin., 2010; Dixit i Chaudhary, 2014; Navratilova i in., 2021; Paredes i Narvéaez, 2021,
Podwyszyfiska i in., 2021c). Natomiast u tetraploidow chmielu stwierdzono kroétsze
i wezsze liscie, zwlaszcza w srodkowej czeéei pedow gtéownych 1 bocznych (Trojak-
Goluch 1 in., 2013). U szalwii (Salvia coccinea) podwojenie liczby chromosomow
spowodowato wytwarzanie duzych kwiatostanéw ze zwigkszong liczbg elementdw
kwiatowych (Kobayashi i in., 2008). Tetraploidalne chryzantemy (Chrysanthemum
carinatum) mialy wigksze kwiaty z grubszymi platkami oraz wydluzong trwalosc¢
wazonowa (Kushwabh i in., 2018).

Poliploidyzacja prowadzi do istotnych zmian fizjologicznych i biochemicznych
w ro$linach. Jednym z obserwowanych efektow jest zwigkszona produkcja metabolitow
wtérnych, takich jak zwiazki fenolowe, terpenoidy czy olejki eteryczne. Na przykiad
w tetraploidalanej Artemisa annua zawarto$¢ artemisyniny, zwigzku o silnym dziataniu
przeciwmalarycznym, byla znaczaco wyzsza niz u form diploidalnych, co wigzano
z intensyfikacja ekspresji genow biosyntezy tego zwigzku (Madani i in., 2021). Wzrost
poziomu ploidalnosei wplywa takze na rozwoj trichoméw gruczolowych, ktore
odpowiadaja za syntezg i magazynowanie olejkow eterycznych. W przypadku Melissa
officinalis 1 Mentha spicata obserwowano istotne zwigkszenie liczby oraz wielkosci
trichoméw, co przetozylo si¢ na wzrost produkcji olejkow nawet o 64-75%
w poréwnaniu do form diploidalnych (Bharati, i in., 2023a; Bharati i in., 2023b).
Poliploidy wykazuja wicksza odporno$¢ zarowno na stresy abiotyczne jak i biotyczne.
W  przypadku tetraploidalnej migty pieprzowej (Mentha piperita), rosliny
charakteryzowaly si¢ wicksza aktywnoscig enzymow antyoksydacyjnych (katalazy
i dysmutazy ponadtlenkowej), co umozliwialo im lepsze przystosowanie si¢ do
warunkow zasolenia, m.in. przez ograniczenie uszkodzen oksydacyjnych (Zhao i in.,
2022). Podobne korzysci obserwowano takze w zakresie odpornosci na stresy biotyczne
— autotetraploidalne formy ziemniaka (Solanum tuberosum) wykazywaly zwigkszona
odporno$¢ na Phytophthora infestans, sprawce zarazy ziemniaczanej (Santa i in., 2018).

1.1.3. Poliploidy jabloni

Jablon domowa (Malus * domestica Borkh.) nalezy do rodziny Rosaceae,
podrodziny Maloideae i charakteryzuje si¢ podstawowa liczba chromosomow x = 17
(Giovannoni, 2010). Wigkszo$¢ gatunkéw rodzaju Malus wystgpuje w formie
diploidalnej (2n = 2x = 34), jednak spotykane sa réwniez formy triploidalne
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(2n = 3x = 51) oraz tetraploidalne (2n = 4x = 68) (Korban i in., 2009; Podwyszynska
i in., 2016). Przykladowo, triploidalne genotypy stwierdzono u takich gatunkow jak
M. toringoides, M. hupehensis i M. sieboldii, natomiast formy wylacznie tetraploidalne
reprezentujg m.in. M. angustifolia, M. glaucescens, M. lancifolia oraz M. platycarpa.
Zawartos¢ jadrowego 2C DNA dla Malus x domestica wynosi od 1,50 do 1,78 pg
u diploidow, od 2,27 do 2,58 pg u triploidéw oraz od 3,13 do 3,37 pg u tetraploidéw, co
potwierdza wyrazna zalezno$¢ migdzy poziomem ploidalnosci, a wielkoscig genomu
(Hofer 1 Meister, 2010; Podwyszynska i in., 2016; Podwyszynska i Marasek-
Ciotakowska, 2021). Tetraploidy jabloni nie sg uprawiane komercyjnie, ale
przechowywane sg w bankach gendéw w celu zachowania biordznorodnosci oraz do
wykorzystania ich w programach hodowlanych (Podwyszynska i Marasek-
Ciotakowska, 2021). W ciagu ostatnich lat w kilku osrodkach naukowych na $wiecie
uzyskano autotetraploidy jabloni z wykorzystaniem technik in vifro (Ou i in., 2008; Jia,
2009; Xue i in., 2015; Hias i in., 2017). Tetraploidy te wytworzono z wykorzystaniem
eksplantatéw lisciowych, a do podwojenia liczby chromosomow uzyto antomitotykéw
takich jak kolchicyna i oryzalina. Po raz pierwszy w Polsce zespol z Instytutu
Ogrodnictwa — PIB zastosowat z powodzeniem amiprofos metylu (APM) jako czynnik
indukujacy poliploidyzacje jabloni in vitro (Podwyszynska 1 in., 2017).
W eksperymencie, oprocz klasycznych zwigzkow jak kolchicyna i oryzalina,
wykorzystano takze APM do traktowania nie tylko eksplantatow lisciowych, ale tez
pedowych, co pozwolilo na uzyskanie autotetraploidéw az u szesciu odmian jabloni.
Uzyskane tetraploidy wykazywaly wyrazne zmiany fenotypowe w poréwnaniu do form
diploidalnych — cechowaly si¢ ograniczonym wzrostem, krotszymi pe¢dami oraz
mniejszymi, ciemnozielonymi lis¢émi o zmodyfikowanym ksztalcie i istotnie wyzszej
zawartosci chlorofilu. (Podwyszynska i in., 2021b). Jak informuje Xue i in. (2015,
2017). Zwigkszony wigor, wigksze organy oraz lepsze parametry fizjologiczne
obserwowano u mitotycznych neotetraploidow jabloni odmiany Hanfu' dopiero po
osiggnigciu fazy dojrzalosci generatywnej. Tetraploidy zakwitly w pigtym roku uprawy,
czyli 2 lata pézniej niz diploidy, a ich kwitnienie w ciagu sezonu wegetacyjnego bylo
opoznione o 5-7 dni (Xue i in., 2017). Autorzy obserwowali, ze tetraploidy
w poczatkowej fazie wzrostu wykazujg ceche karlowatosci. Przypisywali to
zroznicowanej  ekspresji  genow  zaangazowanych ~w  biosynteze  auksyn
i brassinosteroidow, na skutek podwojenia genomu, prowadzaca do obnizonych
poziomow tych regulatoréw wzrostu (Ma i in., 2016). Podobne cechy kartowatosci,
typowe dla nowo powstatych autotetraploidéw obserwowala Podwyszynska i in.
(2021b) (Rys. 1B). Niektére klony tetraploidalne wykazywaly tendencje do
przedwczesnego spoczynku, co przejawialo si¢ zahamowaniem wzrostu po dwodch
miesiacach od przeniesienia roslin z warunkow in vitro do ex vitro (Podwyszynska i in.,
2017). Autorzy przypuszczali, ze zjawisko to wigzatlo si¢ z mechanizmami
genetycznymi i/lub epigenetycznymi, w tym ze zwigkszonym poziomem metylacji
DNA, begdacym skutkiem podwojenia liczby chromosoméw. Analiza AFLP (amplified
fragment length polymorphism) wykazala zréznicowanie genetyczne miedzy
tetraploidami a ich diploidalnymi odpowiednikami na poziomie 2,4%. Najwigksze
réznice (3,64%) odnotowano dla klonu tetraploidalnego ‘Gala Must® GM4 x-21pd.
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Réwnolegle wykonana analiza MSAP (methylation-sensitive amplified polymorphism)
ujawnila, ze poziom metylacji DNA u tetraploidow wynosil az 22,95%, byt on niemal
trzykrotnie wyzszy niz u diploidéw (8,3%). Wyniki te jednoznacznie wskazujg, ze
proces poliploidyzacji wplywa nie tylko na struktur¢ genomu, ale rowniez na poziom
jego metylacji, co moze mie¢ istotne znaczenie dla fenotypowego roznicowania roslin,
w tym ich reakcji na warunki srodowiskowe (Podwyszynska i in., 2021a).

Rysunek 1 . Fenotyp diploidalnych i tetraploidalnych roélin jabloni odmiany ‘Free Redstar’:
(A) trzymiesigezne i (B) sze$ciomiesigczne rosliny wiasnokorzeniowe, (C) liscie, (D, E) aparaty
szparkowe, (F) trzyletnie rosliny wilasnokorzeniowe i (G) trzyletnie ro§liny szczepione na
podkladce M9 rosnace w sadzie doswiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa - PIB (Skierniewice);
(Podwyszynska i in., 2021b).

1.2.Stres suszy u roslin

Stres suszy jest jednym z najpowazniejszych stresow abiotycznych, ktore
negatywnie wplywaja na rozwoj roslin (Wach i Skowron, 2022). Zdefiniowany jest jako
stan, w ktdrym rosliny doswiadczaja niedoboru wody, co prowadzi do zaburzen w ich
funkcjonowaniu, zmniejszenia wydajnosci fotosyntezy 1 ograniczenia wzrostu.
Zjawisko to jest szczegolnie istotne w kontekscie zmian klimatycznych, ktére powodujg
czestsze i intensywniejsze okresy suszy na catym Swiecie (Chaves i in., 2003;
Ostrowska i in., 2023). Zmiany klimatyczne sa przyczyng deficytow wody zwigzanych
ze wzrostem temperatury, zwigkszonym parowaniem i zmniejszonymi opadami deszczu
w sezonie wegetacyjnym. Wplyw suszy na rolnictwo w duzej mierze zalezy od stopnia
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i czasu trwania obnizonych opaddw, a takze od gatunku roslin i ich faz rozwojowych
(Tardieu i in., 2018). Najczgsciej uprawy doswiadczajg suszy umiarkowanej, ktora
spowodowana jest dlugotrwalymi niedoborami opaddéw, obnizonym poziomem wod
gruntowych i1 ograniczonym dostepem do zasobéw wodnych. Stres biotyczny jak
i abiotyczny stanowi powazne zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosciowego, susza
powoduje wiecej rocznych strat w plonach niz wszystkie inne czynniki, w tym
patogeny. Zapotrzebowanie na wode w rolnictwie moze si¢ podwoi¢ do 2050 r.,
podczas gdy przewiduje sig¢, ze dostepnos¢ stodkiej wody spadnie o 50% z powodu
zmiany klimatu (Gupta i in., 2020). Dlatego tez badania nad mechanizmami odpornosci
roélin i poszukiwanie genotypow o wysokiej tolerancji na susze przyczynig sie do
znalezienia rozwigzan majacych na celu zapewnienie w przysztosci bezpieczenstwa
zywnosciowego (Eshed i Lippman, 2019).

1.2.1. Mechanizmy obronne roslin w odpowiedzi na stres suszy

Strategia Strategia Strategia
ucieczki unikania tolerowania
WFZ?S“? Minimalizowanie Maksymalizowanie Osmoregulacja
kwitnienie utraty wody poboru wody
Zamykanie Poprawa zdolnosci :
s f aparatéw Korzens 6o przenikania Regulacja
Skrécony okres raeh w glg gleby transpiracji
wegetacyjny
Zmniejszona
powierzchnia Reaktywne
sl formy tlenu
Zwijanie lisci

Rysunek 2. Strategie adaptacji roslin do suszy (wedlug De Leonardis i in., 2012).

Rosliny w odpowiedzi na stres wyksztalcilty mechanizmy adaptacyjne na
poziomie morfologicznym, fizjologicznym, biochemicznym i molekularnym, ktdre
pomagaja minimalizowaé¢ jego skutki i utrzymaé homeostaze (Rys. 3) (Amudha
i Balasubramani, 2011; Hura i in., 2022; Oguz i in., 2022; Haghpanah i in., 2024).
Wyréznia si¢ trzy podstawowe strategie: ucieczki przed susza, jej unikania oraz
tolerowania jej skutkéw (Rys. 2). Mechanizm ucieczki polega na unikaniu czynnika
stresowego poprzez tworzenie barier, ktore zapobiegajg jego przenikaniu do wngtrza
rosliny. Przykladem takiej bariery jest dostosowanie cyklu rozwojowego rosliny do
sezonowych zmian warunkow srodowiskowych. Tego rodzaju adaptacja najczesciej
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polega na skroceniu okresu wegetacyjnego i zakonczeniu fazy reprodukcyjnej przed
wystgpieniem dehydratacji komérek spowodowang deficytem wody (Araus i in. 2002;
Kopcewicz i Lewak, 2019; Lewak i in., 2019 ). Strategia unikania obejmuje procesy,
ktére zapobiegaja utracie wody w komorkach, zwigzane zaréwno z kontrola
transpiracji, jai mechanizmami wspomagajacymi pobér wody przez komorki, zaleznymi
od efektywnosci systemu korzeniowego. Zapobieganie dehydratacji komorek zwigzane
jest z kontrolowanym procesem transpiracji, ktory opiera si¢ na mechanizmach
zamykania aparatdow szparkowych, zmniejszaniu powierzchni liSci przez zwijanie
blaszek lisciowych, ograniczaniu ich rozmiaru, a takze zwigkszeniu grubosci warstw
ochronnych lisci, takich jak kutikula czy kutner (Kavar i in. 2008; Shohat 1 in. 2021).
Trzecia strategia — tolerancji, dotyczy roslin, ktére maja wysoki poziom tolerancji na
desykacje protoplastu i wyksztatcily mechanizmy tagodzgce negatywne skutki stresu.
Zjawisko tolerancji opiera si¢ na zmianach zachodzacych na poziomie fizjologicznym,
biochemicznym i molekularnym (Hura i in., 2022). W ramach tej strategii uruchamiane
sa mechanizmy osmoregulacyjne, a takze aktywowane molekularne mechanizmy
odpowiedzi komoérkowej, zwigzane z aktywacja gendw indukowanych przez susze
(Reddy i in., 2004; Hura i in., 2022). Podczas niedoboru wody systemy roslinne
aktywnie utrzymuja fizjologiczng réwnowage wodng przez zwigkszenie pobierania
wody przez korzenie, zmniejszenie utraty wody przez zamykanie aparatow
szparkowych i regulacje procesow osmotycznych w tkankach (Rodrigues i in., 2019).
Na deficyt wody w poczatkowej fazie reaguja korzenie i to one koordynujg reakcj¢ na
suszg. W okresach niedoboru wody w podlozu system korzeniowy ulega zmianom
morfologicznym po to, aby zwigkszy¢ zdolno$¢ do wchianiania wody i skladnikéw
odzywczych (Dinneny, 2019). Niedobor wody w gornej warstwie gleby stymuluje
korzenie do glebszej penetracji w poszukiwaniu wilgoci i sktadnikow odzywczych,
natomiast akumulacja biomasy nadziemnej jest ograniczana (Zhang i in., 2017; Wach
i Skowron, 2022). Rozbudowany system korzeniowy, sktadajacy si¢ z licznych krétkich
korzeni bocznych, zwigcksza strefe sorpcji co poprawia pobieranie tlenu i sktadnikéw
odzywcezych (Hulugalle i in., 2015).

Aparaty szparkowe pelnig kluczowa role w regulacji wymiany gazowe]j
i transpiracji u roslin. W warunkach stresu wodnego szybkie zamknigcie szparek jest
niezbednym mechanizmem ograniczajagcym utrat¢ wilgoci i pozwalajacym na
utrzymanie rownowagi wodnej organizmu (Khan i in., 2018). Ponad 90% wody tracone;
przez ro$liny ucieka w wyniku transpiracji, zachodzacej przez otwarte szparki.
W warunkach wysokiej transpiracji zamykanie aparatéw szparkowych stanowi pierwsza
lini¢ obrony przed nadmierng utrata wody, co jest kluczowe dla przetrwania roélin
w okresach suszy (Wan i in., 2009).

Fotosynteza jest jednym 2z najwazniejszych proceséw decydujacych
o produktywnosci roslin uprawnych, a jej wydajnos¢ znaczaco spada w warunkach
niedoboru wody. Zamkniecie aparatéow szparkowych, bedace wczesng reakcjg roslin na
stres wodny, ogranicza dostgp CO: do wnetrza liscia, prowadzac do zmniejszenia
aktywnosci Rubisco i zahamowania wiazania wegla (Wahab i in., 2022; Wang i in.,
2024). W efekcie dochodzi do odwodnienia chloroplastéw, zmniejszenia tempa
fotosyntezy i zaburzen réwnowagi wodnej. Ograniczenia transpiracyjne, w polaczeniu
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z uposledzeniem transportu elektronéw przez fotosystem II (PSII), cyklem Calvina
i akumulacja weglowodandéw, wplywaja na obnizenie produktywnos$ci fotosyntetycznej
(Wahid i Rasul, 2005; Anjum i in., 2011; Li 1 in., 2013). W warunkach suszy aktywno$¢é
Rubisco moze przeszej$s¢ z funkcji karboksylazy na oksygenazg, co prowadzi do
intensyfikacji procesu fotooddychania. Choé¢ fotooddychanie wigze si¢ z duzym
zuzyciem energii i utratg zwiazkow wegla, moze pelnié rowniez funkcje ochronng —
umozliwia rozproszenie nadmiaru energii $wietlnej, wspiera synteze glutationu poprzez
produkcje glicyny oraz uczestniczy w regeneracji rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBP),
niezbednego do kontynuacji cyklu Calvina. Jednoczesnie, fotooddychanie staje si¢
istotnym zrédiem reaktywnych form tlenu, zwlaszcza nadtlenku wodoru (H20:), co
w warunkach stresu wodnego moze nasila¢ uszkodzenia oksydacyjne w komorkach
rodlin C3 (Farooq i in., 2012; Sharma i in., 2019). Zamknigcie szparek powoduje takze
wzrost pochlonigtej energii $wietlnej bez efektywnego wykorzystania jej
w fotosyntezie, co prowadzi do fotoinhibicji. Efektem tego moze byé zmiana
parametréw fluorescencji chlorofilu — wzrost fluorescencji minimalnej (Fo), spadek
fluorescencji maksymalnej (Fn), a takze zaburzenia w funkcjonowaniu komplekséw
PSII (Efeoglu i in., 2009; Pour-Aboughadareh i in., 2017; Wach i Skowron, 2022).
Cho¢ wiele badan pokazuje wzgledng stabilno$¢ wskaznika F./Fn (wydajnosci
kwantowej PSII), wzrost gaszenia niefotochemicznego (NPQ) jest powszechnym
zjawiskiem ochronnym, redukujgcym fotoinhibicje poprzez rozpraszanie energii
w postaci ciepta (Ruban, 2016).

Regulacja osmotyczna jest jednym z najwazniejszych mechanizméw, ktory
pozwala ro$linom przystosowaé si¢ do warunkéw suszy poprzez utrzymanie turgoru
komoérkowego 1 retencji wody. Proces ten polega na akumulacji zwigzkow
osmotycznych takich jak: prolina, betaina glicynowa czy sorbitol, ktére nie zaklocajg
funkcjonowania komérek nawet przy wysokich stezeniach (Ashraf i Foolad, 2007; Tang
i in., 2025). W warunkach deficytu wody rosliny obnizajg swdj potencjal osmotyczny
komorek, umozliwiajac utrzymanie turgoru niezbednego do wzrostu 1 funkcjonowania
tkanek (Farooq i in., 2009). Prolina wystepuje powszechnie w roslinach wyzszych
i zazwyczaj gromadzi si¢ w duzych ilosciach w odpowiedzi na stresy $rodowiskowe,
oprécz roli osmolitu w regulacji osmotycznej, prolina przyczynia si¢ do stabilizacji
struktur subkomoérkowych np. bton (Kishor i in., 2005; Kucharska i in., 2018).
Akumulacja proliny pod wplywem stresu u wielu gatunkéw roslin jest skorelowana
z tolerancjg na stres, a jej stezenie jest wyzsze u roslin tolerujacych stres, niz u roslin
wrazliwych. U ogoérka (Cucumis sativus), wykazano, ze niedobér wody prowadzi do
zwigkszenia stezenia proliny w korzeniach (Fan i in., 2014). Autorzy wykazali, ze
zastosowanie PEG-6000, spowodowalo znaczacy wzrost proliny, co towarzyszylo
wzrostowi stabilno$ci blon i zwiekszonej odpornosci korzeni na stres. Podobne
zalezno$ci zaobserwowano w kukurydzy (Zea mays), gdzie stres suszy indukowat
akumulacj¢ proliny i askorbinianu, poprawiajac zdolno$¢ adaptacji roslin i ich
regeneracji po przywrdceniu nawadniania (Kubi$ i in., 2013; Meriem i in., 2021).
Jednym ze wskaznikéw odpornosci na stres abiotyczny, w tym réwniez na susze, jest
badanie peroksydacji lipidow, ktéra wyrazona jest jako stezenie dialdehydu
malonowego (ang. malondialdehyde, MDA) (Rombel-Bryzek i Pisarek, 2017). MDA
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jest ostatnim produktem peroksydacji lipidow, gtéwnie wielonienasyconych kwaséw
tluszczowych, wchodzacych w sktad fosfolipidow - sktadnikéw budulcowych bton
biologicznych, prowadzgcym do powstania nadtlenkéw tych zwigzkéw, proces ten ma
charakter lawinowy i wolnorodnikowy (Morales i Munné-Bosch, 2019). Reakcje
peroksydacji nasilaja si¢ w komérkach narazonych na dzialanie stresu oksydacyjnego.
MDA dziala uszkadzajaco na czasteczki kwaséw nukleinowych i bialek. Jego wysoki
poziom $wiadczy o silnym uszkodzeniu blon biologicznych i jednoczesnie o niskiej
odpornoéci na dzialanie stresu. Oznacza to, ze rosliny beda wytwarza¢ ROS
w warunkach stresu, tym samym uposledzajac produkcje bioczgsteczek takich jak:
lipidy, biatka i kwasy nukleinowe, co zwigksza zawarto§¢ MDA i przepuszczalnosé
bton plazmatycznych. Jest to mechanizm za pomoca ktérego regulowana jest odpornosé
ro$lin na susze (Munnik i in. 1999; Kong i in. 2016; Alché, 2019). W badaniach nad
kukurydzg (Zea mays) wykazano, ze juz po 24 godzinach stresu wodnego
indukowanego PEG-6000 poziom MDA znaczgco wzrasta, szczegdlnie w lisciach. Co
istotne, roéliny bardziej wrazliwe na susze wykazywaly wyzszy wzrost MDA niz
genotypy tolerancyjne, co §wiadczy o nasileniu peroksydacji lipidow i aktywacji stresu
oksydacyjnego (Fan i in., 2024). Podobne zaleznosci zaobserwowano u pszenicy
(Triticum aestivum), gdzie u wrazliwych odmian stwierdzono silniejszy wzrost MDA
oraz uszkodzenia bton komdrkowych, podczas gdy genotypy tolerancyjne wykazywaly
tylko umiarkowany wzrost poziomu tego wskaznika (Sheoran i in., 2015). Zawartos¢
MDA moze stanowi¢ przydatny wskaznik diagnostyczny w ocenie stresu
srodowiskowego u ro$lin, umozliwiajgc wczesne wykrycie zmian fizjologicznych
i podjecie dziatan zapobiegawczych wobec suszy (Moller i in., 2007; Zhang i in., 2021).

Stres suszy prowadzi do wytwarzania i akumulacji reaktywnych form tlenu (ang.
ROS), w tym tlenu singletowego (-O), ponadtlenku (O2"), nadtlenku wodoru (H20: )
i rodnika hydroksylowego (OH-). Te wolne rodniki moga powodowaé uszkodzenia
oksydacyjne komorek roslinnych. Akumulacja ROS powoduje uszkodzenia DNA,
biatka, lipidéw i blony komodrkowej, co ostatecznie prowadzi do S$mierci komoérki
(Dumanoglu i in., 2025). ROS powstaja w wyniku pobudzenia lub niepeinej redukeji
tlenu czasteczkowego. W niskich stezeniach ROS sg skladnikami niezbednymi szlakow
sygnalizacji komoérkowej, ale zbyt wysokie wytwarzanie ROS uszkadza
makroczagsteczki 1 prowadzi ostatecznie do $mierci komodrki (Gechev i in., 2006).
Roéliny, aby zminimalizowaé¢ szkodliwy wplyw stresu oksydacyjnego, wyksztatcity
ztozony system antyoksydacyjny, w ktérego sktad wchodza enzymy antyoksydacyjne.
Enzymy antyoksydacyjne takie jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), peroksydazy
(PXs) i katalaza (CAT), stanowig pierwszg lini¢ obrony przed ROS, dlatego ich poziom
w tkankach roélin stuzy jako wskaznik stresu oksydacyjnego (Kumar i in., 2018; Wach
i Skowron, 2022; Konieczna i in., 2023). Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) jest
metaloenzymem i jednym z kluczowych elementéw systemu obrony antyoksydacyjnej
komoérek roslinnych przed toksycznymi reaktywnymi formami tlenu. Katalizuje
przemiang¢ anionorodnika ponadtlenkowego (O2) do tlenu czasteczkowego (O2)
i nadtlenku wodoru (H20,) zapobiegajac uszkodzeniom oksydacyjnym (Mishra i in.,
2023). Enzym ten wystepuje we wszystkich organellach wykorzystujacych tlen
(w chloroplastach, mitochondriach, jgdrach, cytoplazmie) (Mahanty i in., 2012).
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Peroksydazy roslinne (POX) to enzymy, ktére sg odpowiedzialne za usuwanie
nadtlenku wodoru (H202). Wspdldzialaja z systemem askorbinian-glutation
w utrzymaniu homeostazy redoks i pelnig kluczowa role w drugiej linii obrony przed
stresem oksydacyjnym obok zwigzkow fenolowych i flawonoidow. POX syntezowane
sq w aparacie Golgiego, a nastgpnie kierowane do wakuoli (Rajput i in., 2021). Katalazy
(CAT) to tetrameryczne enzymy hemowe, ktore katalizuja rozklad nadtlenku wodoru
(H202) do wody i tlenu. Katalazy sa kluczowe w ochronie przed stresem oksydacyjnym
poprzez usuwanie H>O;, ktérego nadmiar powstaje podczas stresu srodowiskowego.
Katalaza nie wymaga zadnego reduktora do swojej aktywnosci katalitycznej (Mishra
i in., 2023; Rajput i in.,, 2021). Badania przeprowadzone przez Sun i in. (2015)
wykazaly, ze w lisciach truskawek po 6 dniach suszy nastapil znaczacy wzrost
aktywnosci SOD, POX i CAT wraz z podwyzszonym st¢zeniem proliny i cukréw
rozpuszczalnych, co sugeruje wzmozong obrong antyoksydacyjna. Z kolei rosliny sliwy
transformowane genem peroksydazy askorbinianowej pod wptywem suszy wykazywaty
wyzszg aktywno$¢ enzyméw APX, POX, CAT i SOD nawet od 3 do 7 razy
w poréwnaniu do roslin nietransformowanych (D’laz-Vivancos i in., 2016). Skutkowato
to obnizeniem poziomu MDA oraz zwigkszong tolerancjg na niedobdér wody.

Na poziomie molekularnym, rosliny w odpowiedzi na stres srodowiskowy
aktywujg kompleksowa sie¢ sygnalows, ktéra prowadzi do zwigkszenia ekspresji
gendéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne (Espinosa-Vellarino i in., 2024). Kluczowa
role w reakcjach odporno$ciowych odgrywajg biatka regulatorowe, czynniki
transkrypcyjne (TFs, ang. transcription factors), ktoére reguluja ekspresje genow
zwigzanych z adaptacjg do niekorzystnych warunkéw (Hura i in., 2022). Do gtéwnych
rodzin czynnikéw transkrypeyjnych zaangazowanych w reakcje na suszg nalezg: MYB,
WRKY, NAC, MYC i1 DREB. Wiekszoé¢ z nich dziala w sposoéb zalezny od kwasu
abscysynowego (ABA), a czes$¢ niezaleznie (Janiak i in., 2016; Erpen i in., 2017,
Andersen i in., 2018; Fang i in., 2025). Rodzina MYB uczestniczy zaréwno w regulacji
procesow fizjologicznych w warunkach optymalnych, jak i w stresie (Sybilska i in.,
2025). Przyktadowo MYB96 integruje sygnaty ABA i auksyn, ograniczajgc rozwdj
korzeni bocznych, a wprowadzenie genu Osmyb4 do jabloni zwiekszalo odpornos$¢ na
zimno i susze ( Pasquali i in., 2008; Seo i in., 2009). WRKY odpowiadajg za kontrolg
wielu procesow rozwojowych i reakcji na stres, w tym suszg, zasolenie i niska
temperature; geny takie jak WRKY20 czy WRKY63 zwigkszaja tolerancj¢ na stres
poprzez szlaki ABA (Ren i in., 2010; Zhu i in., 2022; Kumar i in., 2025). Rodzina
czynnikow transkrypceyjnych NAC bierze udziat w réznych procesach biologicznych,
takich jak wzrost i rozwoj roslin, reakcje na stres oraz szlaki metaboliczne (Han i in.,
2023). Niektore z biatek NAC biorg udziat w regulacji réznych szlakéw sygnatowych
stresu, co umozliwia roslinom skuteczne reagowanie i adaptacj¢ do jednoczesnego
dziatania wielu niekorzystnych czynnikéw srodowiskowych (Xiong i in., 2025).
SNACI1 kontroluje ruch aparatoéw szparkowych, ograniczajac transpiracje (Kurowska
i in., 2025). MYC, zwlaszcza MYC2 aktywujg geny obronne zwigzane z susza
i moduluja odpowiedzi ABA. ( Dombrecht i in., 2007; Li i in., 2024). Biatkka DREB
biorg udziat gtdéwnie w reakcjach roslin na stresy abiotyczne, takie jak zimno, susza czy

30



wysokie zasolenie, a takze w sygnalizacji ABA; w warunkach suszy i szoku cieplnego
akumulowane sg gtéwnie biatka DREB2 (Akhtar i in., 2012).

Do biatek $cisle zwigzanych z suszg nalezg akwaporyny. Sa to male biatka ktore
znajduja si¢ prawie we wszystkich rodzajach tkanek (Ahmed i in., 2021). Uczestnicza
w roznych procesach fizjologicznych: w pobieraniu i transporcie wody, rozwoju
1 dojrzewaniu owocdw oraz w odpowiedzi na stresy S$rodowiskowe. Akwaporyny
stanowig duza i zréznicowang rodzine bialek, ktéra obejmuje od 30 do ponad 70
homologéw, wystgpujacych u réznych gatunkéw roslin (Sade i in., 2009). Mozna je
podzieli¢ na pig¢ podrodzin: PIP-akwaporyny blony komérkowej (ang. plasma
membrane intrinsic protein), TIP akwaporyny tonoplasu (ang. tonoplast membrane
intrimsic protein), NIP akwaporyny typowe dla kanaléw w blonach komdrkowych,
umozliwiajace transport wody. (ang. nodulin 26-like intrinsic protein), SIP oraz
niezidentyfikowane biatka blonowe XIP (Dabrowska, 2008; Lopez i in., 2012; Paluch
iin., 2015; Sun i in., 2024). Najwazniejsze sposrod akwaporyn to PIP i TIP, poniewaz
pelnia wazng role w regulacji przepuszczalnosci hydraulicznej korzeni i lisci oraz
osmoregulacji w obrebie cytoplazmy komdrkowej; biatka PIP moga regulowaé caty
transport wody w komorkach, a biatka TIP moge mie¢ kluczowa role w regulacji
osmotycznejw odpowiedzi na stres suszy (Gerbeau i in., 2002; Li i in., 2014; Danelia
iin., 2024).
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Rysunek 3. Reakcje rolin w warunkach stresu suszy (wedlug Kumar i in., 2018).
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1.2.2. Stres suszy u jabloni

Stres suszy znaczgco wplywa na fizjologie, ultrastruktur¢ i metabolizm jabloni,
a zakres reakcji zalezy od genotypu, poziomu ploidalnosci, rodzaju podkladki oraz
nasilenia i czasu trwania deficytu wody. Tworkoski i in. (2016) wskazali, ze rézne
podkiadki jabloni wykazuja zréznicowana tolerancje na deficyt wody. Jest ona
zwigzana m.in. z efektywnym gospodarowaniem woda, zdolnoscia do ograniczania
transpiracji i zachowaniem integralnosci fizjologicznej lisci. Niektére podkladki
utrzymywaty stabilny wzrost drzew oraz wyzsza zawartos¢ wody w tkankach, co
sugeruje istnienie skutecznych mechanizméw adaptacyjnych. Wang i in. (2018)
wykazali, ze u jabloni susza negatywnie wplywa na fotosyntezg oraz funkcjonowanie
lancucha transportu elektronéw, powodujac spadek aktywnosci fotosystemu II
i zaktécenia w przeksztatceniach energetycznych. Interesujacych obserwacji dostarczyly
badania dotyczgce anatomii lisci — odmiany jabloni bardziej odporne na susz¢ maja
grubsze liscie, wiekszg liczbe aparatéw szparkowych oraz lepiej rozwinigte tkanki
przewodzace, co sprzyja oszczedzaniu wody - lepszej regulacji jej utraty (Bai i in.,
2019). Autotetraploidy jabtoni ‘Redchief” cechowaly si¢ zmieniong morfologia — mialy
grubsze liscie, wieksze aparaty szparkowe i wyzsza zawarto$¢ chlorofilu (Wojcik 1 in.,
2022). W warunkach stresu wodnego wykazywaly wigksza odpornos¢ niz diploidy,
lepiej utrzymujac potencjal wodny, przewodnictwo szparkowe i ekspresj¢ genow
kodujacych enzymy antyoksydacyjne, takie jak APX. Zmiany te sugeruja wigkszy
potencjal autotetraploidéw do przetrwania okreséw niedoboru wody. W krétkotrwalej
suszy zmienia si¢ takze profil cukréw. Wrazliwe genotypy kumulujg sacharoze
i glukoze, podczas gdy tolerancyjne utrzymujg stabilny poziom tych zwiazkoéw
i efektywniej przeksztalcajg weglowodany do pelnienia funkcji osmoregulacyjnych
(Yang i in., 2019). Aktywacja systemu antyoksydacyjnego jest kolejnym istotnym
elementem obrony przed susza. Wang i in. (2012) wykazali, ze genotypy jabloni
o wigkszej odpornosci na niedobor wody cechujg si¢ wzrostem aktywnosci enzymow
takich jak katalaza czy peroksydaza, co ogranicza uszkodzenia oksydacyjne komorek.
Z kolei Sircelj i in. (2007) potwierdzili, ze parametry biochemiczne takie, jak zawarto$é
chlorofilu, aktywno$¢ peroksydazy i poziomy MDA moga by¢ efektywnymi
wskaznikami réznic w poziomie stresu suszy. Ich badania wykazaty takze korelacje
miedzy wybranymi parametrami fizjologicznymi, a intensywnoscia stresu wodnego, co
podkresla znaczenie kompleksowe]j analizy reakcji roslin jabloni na susz¢. Tempo
dziennego przyrostu owocéw moze stuzy¢ jako wczesny wskaznik wystgpienia
tagodnego stresu wodnego. U odmiany ‘Gala’ obserwowano, ze przy spadku dziennego
przyrostu owocOw ponizej okreslonego progu (1,2 g/owoc/dzien), jednoczesnie
wystepowat spadek potencjatu wodnego todygi (mSWP), co wskazywalo na
pogarszajacy sie stan uwodnienia rosliny (Boini i in., 2019). Prosty pomiar tempa
wzrostu owocu moze zatem stanowi¢ narzedzie wspomagajace decyzje o nawadnianiu
w praktyce sadowniczej. Porownanie lokalnego szczepu ‘Crvenka’ z odmiang ‘Golden
Delicious Reinders’ wykazato, ze tradycyjne odmiany mogg wykazywaé wyzsza
odporno$¢ na suszg. ‘Crvenka’ lepiej utrzymywata wilgotno$¢ lisci, miata stabilniejszy
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aparat fotosyntetyczny i mniejsze uszkodzenia oksydacyjne (Mihajlevi¢ i in, 2021).
Z kolei drzewa ‘Golden Delicious’ charakteryzowal si¢ wigksza wrazliwoscig, co
przejawiato sie obnizeniem zawarto$ci chlorofilu i wzrostem MDA oraz H20..

Najnowsze odkrycia skupiajg sie na genetycznych regulatorach odpowiedzi na
susze. Nadekspresja genu receptora ABA, MdPYL9, w transgenicznym genotypie Malus
x domestica spowodowata zwickszenie tolerancji na susz¢ w poréwnaniu do roslin
nietransformowanych. Roéliny z nadekspresja MdPYL9 kumulowaly mniej ROS
i MDA, zachowywaly wyzszg aktywnos$é¢ enzymoéw antyoksydacyjnych (SOD, POD,
CAT) i lepsza kondycje po nawodnieniu. Na poziomie transkryptomu w stresie suszy
obserwowano modulacje genéw zwigzanych z biosyntezg flawonoidéw oraz
osmoregulacja, co wskazuje na szeroki wpltyw MdPYL9 na strategie adaptacyjne (Yang
iin., 2022).

1.3. Hodowla roslin

Klasyczna hodowla opiera si¢ na selekcji rodlin o pozadanych cechach oraz ich
krzyzowaniu w celu uzyskania nowych odmian (Moose i Mumm, 2008). W ostatnich
dekadach hodowla zostata wzbogacona o nowe narzgdzia biotechnologiczne, takie jak
np. selekcja wspomagana markerami (ang. marker-assisted selection, MAS), loci cech
ilosciowych (ang. quantitative trait loci, QTL), edycja gendéw przy uzyciu CRISPR/Cas9
oraz hodowla z wykorzystaniem kultur in vitro (Varshney i in., 2021; Abdul-Aziz
i Masmoudi, 2025). Dzieki technikom biotechnologicznym mozliwe jest szybsze
wprowadzenie korzystnych alleli do nowych odmian oraz zwigkszanie odpornosci na
czynniki stresowe takie jak: susza czy zasolenie (Lamaoui i in., 2018).

Szczegdlnym kierunkiem jest hodowla poliploidalna, ktora polega na sztucznym
zwiekszaniu liczby chromosoméw, co czesto prowadzi do zwigkszenia wigoru roslin,
poprawy jakosci plonu oraz tolerancji na stresy Srodowiskowe. Indukowana
poliploidyzacja jest szeroko stosowana w programach hodowlanych (Sattler i in., 2016).
Nowoczesna hodowla wykorzystuje rowniez zasoby genetyczne dzikich gatunkdéw
roélin uprawnych, ktére bardzo czgsto posiadaja unikalne cechy odpornosci na stresy
biotyczne i abiotyczne. Transfer genow z dzikich gatunkéw do odmian uprawnych
stanowi wazny element adaptacji rolnictwa do zmian klimatycznych (Dempewolf i in.,
2017). Czesto wprowadzenie wartosciowych cech z dzikich gatunkéw jest niemozliwe
ze wzgledu na barier¢ krzyzowalnoséci interploidalnej, tzw. blok triploidainy,
wystepujacy u gatunkow kilku rodzajow, m.in. u Vaccinium. W celu przezwycigzenia
tego typu bariery wytwarza si¢ autotetraploidy gatunkdéw dzikich by nastgpnie
krzyzowa¢ je z naturalnymi tetraploidalnymi gatunkami uprawnymi. Dobrym
przykladem takiej praktyki hodowlanej bylo uzyskanie autotetraploidow borowki
czernicy, ktore z sukcesem zostaly uzyte do hybrydyzacji z boréwka wysoka
(Podwyszynska i in., 2021c; Podwyszyniska i in., 2023).

W obliczu rosnacej populacji ludzkiej i ograniczonych zasobéw naturalnych
rozwdj efektywnych metod hodowli roslin 1gczacych klasyczne, poliploidalne
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i nowoczesne podejscie biotechnologiczne pozostaje jednym z kluczowych wyzwan
XXI wieku.

1.3.1 Hodowla poliploidalna

Indukcja poliploidow do hodowli roslin stosowana jest od kilkudziesieciu lat, ma
ona na celu wykorzystanie korzystnych cech poliploidéw i wprowadzenie ich do
odmian uprawnych. Prace hodowlane rozpoczynaja si¢ od produkcji autotetraploidéw,
ktére generalnie nie spetnily oczekiwan co do bezposredniego wykorzystania (Trojak-
Goluch i in., 2021). W hodowli roslin poliploidy sg czg¢sto wykorzystywane posrednio
jako narze¢dzie do generowania pozadanych genotypow lub pokonywania barier
genetycznych 1 nastepnie wykorzystywania ich do krzyzowan. Tetraploidy sa
powszechnie stosowane w hodowli roslin jako formy rodzicielskie do produkcji odmian
triploidalnych. Rosliny triploidalne mogg by¢ wytwarzane naturalnie, poprzez
krzyzowania interploidalne oraz hodowle bielma in vitro (Rys. 4) (Wang i in., 2016;
Abdullach 1 in,. 2021). W warunkach naturalnych triploidy powstaja w wyniku
zaplodnienia z udzialem gamety haploidalnej (n) i1 diploidalnej (2n)wytworzonej
w wyniku nieprawidlowej mejozy prowadzacej do powstania gamet niezredukowanych
(2n) (Ramanna i Jacobsen, 2003). Hodowla bielma i podwajanie liczby chromosoméw
umozliwily sztuczng produkcje roslin triploidalnych oparta na technikach in vitro
(Trdnkner 1 in., 2020). Dzigki zastosowaniu hodowli bielma czy hybrydyzacji
somatycznej mozna pokonaé przeszkode niskiej ptodnosci, produkowac i stabilizowad
rosliny triploidalne (Zulkarnain i in., 2016; Sarma i in., 2023).

Innym sposobem hodowli triploidalnej jest interploidalna hybrydyzacja plciowa,
ktéra obejmuje krzyzowanie roslin o réoznych poziomach ploidalnosci. Typowa metodg
jest stosowanie krzyzowan 2x x 4x, 4x x 2x lub 2x x 3x (Birchler, 2014).

W hybrydyzacjach 4x x 2x lub 4x x 2x uzyskuje si¢ trzy rodzaje nasion: nasiona
nierozwini¢te, nasiona rozwini¢te (nasiona normalne) i nasiona rozwini¢te mate.
Zazwyczaj tylko rozwinigte nasiona normalne moga kietkowaé¢ (Wang i in., 2016).
Krzyzowania interploidalne moga prowadzi¢ do probleméw z rozwojem nasion,
znanych jako "blok triploidalny”, gdzie nieprawidlowy rozwdj zarodka i bielma
(endospermu) skutkuje silnie obnizona Zywotnos$cig nasion lub nawet powstaniem
owocow beznasiennych. W hodowli rodlin wykorzystuje si¢ te mechanizmy do
tworzenia sterylnych odmian o owocach beznasiennych, gdzie bezpestkowos¢ owocow
jest cechg pozadana, jak np. u triploidalnych odmian arbuza czy banana (Schatlowski
i Kohler, 2012).

Poliploidyzacja stanowi skuteczne narzedzie do przelamywania barier
genetycznych w krzyzowaniach, zwlaszcza w przypadku oddalonych hybrydyzacji
miedzygatunkowych lub miedzyrodzajowych, gdzie jedno z rodzicow jest diploidem
i nie krzyzuje si¢ z gatunkiem tetraploidalnym. Podwojenie liczby chromosoméw
umozliwia przezwyci¢zenie tego typu bariery krzyzowalnosci, tzw. Dbloku
triploidalnego. W innym przypadku, gdy uzyskuje si¢ bezptodne mieszance oddalone,
by przywréci¢ im ptodnosé, poddaje si¢ je poliploidyzacji (Rogalska i in., 2007)
Powstale alloautopoliploidy sa plodne, gdyz proces parowania homologicznych
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chromosoméw w mejozie moze przebiegaé¢ prawidtowo. Otwiera to drogg do laczenia
pozadanych cech, pochodzacych z odlegtych taksonéw — niedostgpnych
w tradycyjnych programach hodowlanych. (Thriveni i in., 2024).

W przypadku roslin ozdobnych poliploidyzacja jest wykorzystana do uzyskania
odmian o korzystniejszych cechach dekoracyjnych, takich jak wigksze kwiaty,
intensywniejsze lub nowe barwy oraz zwigkszona liczba platkéw. Metode te
z powodzeniem zastosowano m.in. w hodowli r6z (Rosa spp.), lilii (Lilium spp.),
liliowcow (Hemerocallis sp.) czy storczykéw (Orchidaceae), gdzie indukowana
poliploidia przyczynita si¢ do istotnych ulepszen estetycznych i zwigkszenia wigoru
roslin, co ma duze znaczenie komercyjne (Podwyszynska i in., 2015; De, 2017).

Nowoczesne narzgdzia, takie jak selekcja genomowa (GS) i edycja genomu
CRISPR/Cas9, znaczgco zwickszyly efektywnos$¢ hodowli roslin poliploidalnych. GS
pozwala na przewidywanie wartosci hodowlanej cech zlozonych na podstawie
markeréw DNA, co przyspiesza selekcje w uprawach takich jak ziemniaki (Borrill i in.
2019). Z kolei CRISPR umozliwia precyzyjna edycje wielokrotnych kopii genow
w genomach poliploidalnych, co wykazano m.in. w pszenicy i rzepaku (Schaart i in.,
2021). Integracja CRISPR z technikami indukcji haploidéw dodatkowo przyspiesza
tworzenie nowych odmian o zwickszonej odpornosci na stres i choroby (Bhowmik
i Bilichak, 2021). Obecnie prowadzone sa intensywne badania nad odpornoscig roslin
poliploidalnych na stresy $rodowiskowe oraz choroby o istotnym znaczeniu
gospodarczym. Zdolno$¢ poliploidéw do lepszego przystosowania si¢ do
niekorzystnych warunkéw moze byé efektywnie wykorzystana w hodowli nowych
odmian ro$lin uzytkowych, szczegélnie w kontekécie adaptacji do postgpujacych zmian
klimatycznych (Griffin i in., 2015; Koide i in., 2020).

Perspektywy wykorzystania poliploidéw w hodowli roslin sa bardzo szerokie,
obejmujg takie aspekty jak pokonywanie barier krzyzowalnosci, wzmocnienie
pozadanych juz istniejacych cech uzytkowych (poprzez zwielokrotnienie liczby genow,
np. odpornosci na choroby), wprowadzanie nowych cech w procesie hybrydyzacji
oddalonych, czy wytwarzanie nowych odmian o owocach beznasiennych. Rdzne
techniki poliploidyzacji z pewno$cig nadal bedg stanowié cenne narzedzia do
wytwarzania nowych ulepszonych odmian.
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Rysunek 4. Tworzenie triploidow w wyniku hybrydyzacji: triploidalne bielmo powstale
w wyniku typowego krzyzowania 2x x 2x (A), krzyzowanie plciowe pomigdzy diploidalnymi
ro$linami rodzicielskimi, z ktérych jeden wytwarza gamety 2n (Zenskie lub meskie) (B),
krzyzowanie piciowe pomiedzy diploidalng rosling mateczna, a tetraploidalng ojcowska (C)
oraz krzyzowanie piciowe pomiedzy tetraploidalng rosling mateczng, a diploidalng ojcowska
(D) (Wang i in., 2016).

1.3.2 Hodowla jabloni

Jablon domowa (Malus x domestica Borkh.) jest najwazniejszym gatunkiem
sadowniczym uprawianym w klimacie umiarkowanym. Wedlug danych FAO, w 2023
roku $wiatowa produkcja jablek wyniosta 97,3 miliona ton, z czego Chiny odpowiadaly
za okoto 51% tej produkcji. Polska jest jednym z czotowych producentéw jablek na
$wiecie,

z produkcja siegajaca prawie 4 miliondw ton, co plasuje ja na czwartym miejscu
globalnie, po Chinach, Stanach Zjednoczonych i Turcji (https://www.fao.org/faostat/,
10.07.2025). Najwazniejsze regiony upraw jabtoni w Polsce, o lacznej powierzchni
okoto 180 tys. ha, to obszary centralne oraz poludniowo-zachodnie i potudniowo-
wschodnie, gdzie warunki klimatyczne i glebowe sprzyjaja rozwojowi upraw
sadowniczych. Dominujace odmiany to ‘Idared’, ‘Sampion’, ‘Jonagold’ oraz ‘Ligol’,
ktére stanowia ponad polowe krajowej produkcji jabtek (Zurawicz i in., 2019). Owoce
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jabloni stanowig zrédlo sktadnikéw odzywezych i odgrywaja istotng role w zywieniu
czlowieka. Wspdlczesna hodowla jabloni stawia sobie za cel nie tylko poprawg cech
jakosciowych owocow, jak ich smak, jedmo$¢ czy trwalo$¢ przechowalnicza, ale
réwniez zwickszenie odpornosci na patogeny oraz adaptacj¢ do zmieniajgcych si¢
warunkéw klimatycznych (Sestras i Sestras, 2023). W Instytucie Ogrodnictwa - PIB
w  Skierniewicach prowadzone sg intensywne prace badawczo-hodowlane,
ukierunkowane na uzyskanie nowych odmian jabloni o wysokiej jakosci owocéw,
zwickszonej odpornosci na choroby oraz lepszej adaptacji do warunkow
$rodowiskowych (Zurawicz i in., 2019). Jednym z waznych aspektéw hodowli jabloni
jest odporno$é na grozne choroby - parcha jabloni, ktdérej sprawcg jest Veniuria
inaequalis czy zaraz¢ ogniowa, bakterioze wywolywang przez Erwinia amylovora.
Badania prowadzone w IO-PIB wykazaly zréznicowang podatno$é nowych odmian
i kloné6w hodowlanych jabloni na zaraze ogniows i parcha jabtoni (Sobiczewski i in.
2006; Sobiczewski i in. 2015; Masny, 2017; Michalecka i1 in., 2018; Masny
i Sobiczewski, 2025). Wiedza ta ma istotne znaczenie dla doboru materiatu
hodowlanego do krzyzowan i wytwarzania bardziej odpornych linii hodowlanych.
Genotypy zgromadzone w kolekcji banku genéw jabloni IO-PIB cechujg si¢
zréznicowanymi reakcjami na zaraz¢ ogniowa, co otwiera mozliwosci wykorzystania
genotypéw odpornych w dalszej hodowli. Wykorzystanie materialu hodowlanego
o udokumentowanym pokrewiefistwie pozwala na skuteczng ocen¢ parametrow
genetycznych i prognozowanie warto$ci hodowlanych cech jakosci owocéw, co
przeklada sie na efektywniejsze programy selekcyjne (Kouassi i in., 2009). Tradycyjne
metody hodowlane jabloni glownie opieraja si¢ na selekcji fenotypowej
i krzyzowaniach miedzy odmianami o pozadanych cechach, takich jak wielkos¢
owocow, ksztalt, barwa skorki, a takze odporno$¢ na choroby. Jednak jednym
z gléwnych ograniczefi tych metod jest dhugi cykl hodowlany jabtoni, ktory wynika
z dlugiego okresu juwenilnego wynoszacego od 5 do 10 lat. Nowoczesne techniki
biotechnologiczne umozliwiaja przyspieszenie procesu hodowlanego (Brown
i Maloney, 2009). W zwigzku z tym w IO-PIB prowadzona jest analiza genetyczna
i molekularna wybranych genotypow jabloni (Malus x domestica Borkh. ) dla skrécenia
okresu juwenilnego (Lewandowski i in., 2019). Wykorzystywana jest tu analiza ogélnej
zdolno$ci kombinacyjnej (efektéw GCA) oraz analiza specyficznej zdolnos¢ tgczenia
(SCA, wzglednej wydajnos$é krzyzowania) dla badanych form rodzicielskich pod
wzgledem wybranych cech uzytkowych. Z wykorzystaniem markeréw SSR tworzone s3
takze mapy genetyczne, ktére stanowia precyzyjna baz¢ do dalszych badan nad
lokalizacja genéw oraz regionéw genomoéw, warunkujacych dlugosé fazy juwenilnej
i poprawy jakosci owocow, a takze innych waznych cech uzytkowych badanych odmian
jabloni dla potrzeb hodowli twoérczej tego gatunku.

Selekcja wspomagana markerami (MAS) stanowi skuteczne narzg¢dzie
umozliwiajace precyzyjna identyfikacje genoéw warunkujacych istotne cechy takie jak:
odporno$é na choroby, jako$é owocéw czy tolerancje na stresy abiotyczne. Jednym
z dobrze udokumentowanych przyktadow zastosowania MAS w hodowli jabloni jest
wykorzystanie we wczesnej selekeji genu Rvi6 (Vf), pochodzacego z Malus floribunda,
ktéry odpowiada za odporno$¢ na parcha jabloni (Venturia inaequalis). Gen ten
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odgrywa kluczowa rol¢ w programach hodowlanych ukierunkowanych na rozwoj
odmian odpornych na te powszechng chorobg grzybowg (Gessler i in. 2006; Keller-
Przybytkowicz i Korbin 2013; Michalecka i in. 2018). Zrodiem odpornosci na parcha
jabloni sg takze inne dzikie gatunki jabloni, ktérych genomy niosa inne geny odpornosci
typu R, np. Rvi5 z Malus micromalus czy Rvil I z Malus baccata Jackii (Khajuria 1 in.,
2018). Nowoczesne programy hodowlane integruja odporno$¢ pionowa (monogeniczna
warunkowana pojedynczymi genami R) z odpornoscia poziomg (wielogenowsg), co
pozwala na uzyskanie bardziej trwalej odpornosci w warunkach naturalnego
wystepowania patogenéw (Bus i in. 2005; Podwyszynska i in. 2021b; Mohamed i in.
2025).

Selekcja genomowa (GS) to nowoczesna metoda opierajaca si¢ na analizie
petnego genomu rodliny wykorzystywana do przewidywania wartosci hodowlanej
poszczegdlnych genotypéw. W hodowli jabloni zastosowanie GS pozwala na szybsze
i bardziej precyzyjne wprowadzenie cech ztozonych, takich jak odpornos¢ na choroby
czy jako$é owocow, ktore sa trudne do selekcjonowania tradycyjnymi metodami (Satish
Kumar i in., 2012). Kolejng metodg wykorzystywana w hodowli jabltoni jest
CRISPR/Cas9, ktora umozliwia dokonywanie zmian W konkretnych genach
odpowiedzialnych za pozadane cechy, co pozwala na szybsze uzyskanie nowych
ulepszonych odmian (Jacobson i in., 2023).

Istotnym obszarem hodowli jabloni jest poprawa jakosci owocow w tym smaku,
kruchosci, ale takze parametréw przechowalniczych. Wysoka trwalos¢ po zbiorze,
odporno$é na uszkodzenia mechaniczne i choroby przechowalnicze, a takze atrakcyjny
wyglad zewnetrzny - intensywne wybarwienie, brak ordzawien sg kluczowe dla
konkurencyjnosci rynkowej odmian (Yue i in., 2013).

Jednym z gléwnych kierunkéw hodowli jabloni jest zwigkszenie tolerancji na
niedobor wody, odmiany odporne na suszg charakteryzujg sie lepszym utrzymaniem
potencjatu wodnego lisci, wolniejszym tempem transpiracji oraz efektywniejszym
zarzadzaniem zasobami wodnymi w warunkach deficytu wody. Badania wykazaly, ze
autotetraploidalne odmiany jabloni, takie jak "Hanfu' i 'Gala', wykazuja wigkszg
tolerancje na stres wodny w poréwnaniu z ich diploidalnymi odpowiednikami (Zhang
i in., 2015). Rosliny te charakteryzuja si¢ wyzsza zawartoscig wody w liSciach, nizszym
poziomem malondialdehydu (MDA) oraz zwigkszong ekspresja genéw akwaporyn, co
przyczynia si¢ do lepszego zarzadzania gospodarka wodna.

Podsumowujac, w licznych badaniach prowadzonych na $wiecie oraz w kraju,
a takze w 10-PIB wykazano, ze zrédtem zmiennosci o potencjale do wykorzystania
w pracach hodowlanych moze by¢ proces poliploidyzacji, ktéry znaczaco zmienia
genotyp jak i fenotyp roslin (Osborn i in. 2003; Soltis i in. 2014; Kaur i Rishi 2025).
Duplikacja genomu skutkuje zmiang struktury DNA, powoduje nie tylko podwojenie
liczby tych samych gendéw, w tym genow zwigzanych z odpornoscia, jest rowniez
srodlem innych typéw mutacji — chromosomowych takich jak delecje, translokacje
i inwersje czy mutacje punktowe, wywoluje rowniez zmiany wzoru metylacji DNA
(Tayalé i Parisod, 2013; Podwyszyfiska i in., 2021a, b; Ahmadizadeh i Heidari 2025;
Kaur i Rishi 2025). Wiele cech charakteryzujacych poliploidy jest korzystnych z punktu
widzenia hodowli nowych odmian rodlin uzytkowych. Uzyskanie w Instytucie
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Ogrodnictwa-PIB licznych autotetraploidéw 6 odmian jabtoni pozwolito na rozpoczgcie
szczegdtowych badan nad konsekwencjami wynikajacymi z poliploidyzacji dla tego
gatunku. Wstepne prace prowadzone w Instytucie Ogrodnictwa-PIB nad
autotetraploidami jabtoni wykazaly, ze charakteryzujg si¢ one mniejszg niz ich
odpowiedniki diploidalne podatnoscia na niektére choroby - parcha jabloni i zarazg
ogniowa (Podwyszyfiska i in , 2021b) oraz wyzsza odpornoscig na susz¢ (Wojeik 1 in,
2022), co moze stanowi¢ o ich przydatnosci jako materialéw wyjsciowych w hodowli
odporno$ciowej. Celowa wydaje si¢ w zwigzku z tym Kkontynuacja badan
uwzgledniajagca szczegélowa ocene uzyskanych we wezesniejszych badaniach
autotetraploidéw jabtoni réznych odmian, ze szczegélnym uwzglednieniem ich cech
fenotypowych, odpornosci na susze oraz mozliwosci krzyzowania, co jest istotne
w perspektywie wykorzystania autotetraploidéw w programie hodowlanym jabloni do
uzyskaniu nowych odmian o ulepszonych cechach uzytkowych.

39



2. Hipoteza badawcza i cel pracy

Hipotezy badawcze

1.Formy autotetraploidalne jabloni roznia si¢ istotnie cechami fenotypowymi od

swoich odmian wyjsciowych.

2. Zwiekszenie poziomu ploidalnosci u jabloni zwigksza poziom tolerancji na stres

wywolany suszg.

3. Autotetraploidy jabloni s3 plodne i zdolne do krzyzowania z odmianami

diploidalnymi, co skutkuje uzyskaniem genotypow triploidalnych.

Cel pracy

Aby zweryfikowa¢ hipotezy badawcze, wynaczono nastgpujgce cele:

1.

Ocena fenotypowa autotetraploidow jabloni w poréwnaniu z ich diploidalnymi
odmianami wyjSciowymi, obejmujaca cechy morfologiczne, anatomiczne,
kwitnienie, owocowanie, parametry biochemiczne i fizjologiczne.

Poréwnanie autotetraploidéw jabloni i ich diploidalnych odpowiednikéw pod
wzgledem poziomu odpornosci na stres wywotany suszg, poprzez oceng parametrow
fizjologicznych i biochemicznych, wskaznikéw wzrostu roélin oraz analize poziomu
ekspresji gendéw zwigzanych z odpowiedzig na stres.

. Ocena zdolnosci autotetraploidow jabloni do krzyzowania z genotypami

diploidalnymi i okreslenie poziomu ploidalnosci i zawartosci jadrowego DNA
u uzyskanego potomstwa.
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3. Material i metody

Ocene autotetraploidéw jabloni na poziomie wybranych cech fenotypowych
i molekularnych prowadzono, w zaleznosci od zagadnienia, z udziatem jednej, dwoch
lub trzech odmian ‘Redchief’, ‘Pinova’ i ‘Free Redstar’ oraz ich wybranych klonéw
tetraploidalnych. Rosliny pochodzity z kultur in vitro (Podwyszynska i in., 2017) 1 byly
szczepione na podktadce M.9. W badaniach dotyczacych zdolnosci autotetraploidéw do
krzyzowania uzyto dodatkowo innych odmian diploidalnych jabloni ‘Gala Must’, ‘Gold
Milenium’ i ‘Szampion’.

Badania obejmowaty nastgpujace zagadnienia:
- ocene fenotypu autotetraploidow,
- oceng tolerancji na stres suszy,

- ocen¢ zdolnosci do krzyzowania autotetraploidéw z odmianami diploidalnymi.

3.1. Ocena fenotypowa auotetraplodiow jabloni

Oceng wplywu podwojenia liczby chromosomdéw na cechy morfologiczne
i fizjologiczne, w tym wybrane cechy uzytkowe autotetraploidéw jabloni prowadzono
w odniesieniu do diploidalnych odmian wyjsciowych. Badania obejmowaly obserwacje
i pomiary lisci, pedow, kwiatoéw, terminu oraz intensywnos$ci kwitnienia, zywotnosci
i wielkosci pytku, a takze masy i jakosci owocow.

3.1.1. Material roslinny

Do badan wykorzystano diploidalne odmiany wyjsciowe jabloni ‘Redchief’,
‘Pinova’ i ‘Free Redstar’ (2x) oraz po dwa ich klony tetraploidalne (4x). Byty to 5-8
letnie drzewa szczepione na podkladce M.9 rosngce w sadzie doswiadczalnym Instytutu
Ogrodnictwa - PIB w Dgbrowicach, pochodzgce z kultur in vitro (Podwyszynska 1 in..
2017, 2018). Uprawe jabloni w sadzie prowadzono zgodnie z metodami produkcji
integrowanej tego gatunku.

Klony tetraploidalne wybrane do badan:
‘Free Redstar’ — 4x-2, 4x-4

‘Redchief’- 4x-11, 4x-25

‘Pinova’- 4x-4, 4x-3L
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3.1.2. Ocena lisci
Rozmiary lisci

Liscie pobrano z drzew diploidalnych i klonéw tetraploidalnych. Z kazdego
genotypu pobrano po 20 w pelni rozwinigtych lisci ze §rodkowej czesci dtugopeddw.
Powierzchnig, dlugos¢ oraz szerokos¢ liscia mierzono przy uzyciu planimetru (Area
Meter AM350, ADC BioScientific Ltd., Hoddesdon, UK).

Zawartos¢ chlorofilu w lisciach

Wzgledng zawartos¢ chlorofilu (CCI) mierzono metodg optyczng z uzyciem
chlorofilometru CCM-200 Plus (Opti-Sciences Int., Hudson, NH, USA). Pomiary
wykonane zostaly w trakcie trwania sezonu wegetacyjnego, na 20 najmlodszych w pelni
rozwinietych lisciach z kazdego genotypu.

Wielkos¢ i gestos¢ aparatow szparkowych

Ocene dlugosci oraz gestosci aparatow szparkowych przeprowadzono zgodnie
z procedura Dyki i Habdas (1996). Wyizolowano epiderm¢ z abaksjalnej (odosiowej)
strony lisci i wybarwiono 2% biekitem toluidynowym. Dla kazdego genotypu okreslono
dhugos¢ aparatéw szparkowych (n = 3 powtdrzenia x 100 aparatéw szparkowych na
genotyp) oraz ich gesto$é na 1 mm? (n = 5 powtdrzenn na genotyp). Obserwacje
mikroskopowe 1 pomiary prowadzono pod mikroskopem $wietlnym Eclipse 80i (Nikon)
z uzyciem systemu analizy obrazu (NIS-Elements Basic Research) przy powigkszeniu
400x. Pomiary aparatéw szparkowych oraz dokumentacja fotograficzna zostaty
wykonane réwniez w mikroskopie cyfrowym VHX-7000N Keyence (Japonia) przy
powigkszeniu 400x.

3.1.3. Ocena kwitnienia

Oceniano termin kwitnienia drzew jabtoni w fazie 60 BBCH (otwarte pierwsze
kwiaty) (Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt, Chemische Industrie) oraz
intensywno$é¢ kwitnienia w fazie 65 BBCH (pelnia kwitnienia: przynajmniej 50%
kwiatow otwartych, opadajg pierwsze platki) (Bryk i in., 2018). Ocena kwitnienia
zostata wykonana w skali bonitacyjnej 0-4:

(0) brak kwiatéw,
(1) do 10 kwiatow,
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(2) 11 do 20 kwiatow,
(3) 21 - 30 kwiatow,

(4) 31 i wiecej kwiatow / drzewo.

Wielkosé kwiatow i liczba kwiatow w kwiatostanie

Pomiary $rednicy kwiatow wykonane zostaly na 20 w pelni rozwinigtych,
losowo wybranych kwiatach z kazdego genotypu oraz okreslono liczbe kwiatow
w kwiatostanie.

Analiza wielkosci, Zywotnosci pytku i kielkowanie pytku

Pylek pobrano z losowo wybranych pylnikéw z roslin kazdego genotypu w fazie
pelnego kwitnienia. Analizy cytologiczne wykonywane byly w preparatach
rozmazowych pyltku barwionych 2% roztworem acetokarminu wedlug Alexander,
(1969). Miarg zywotnosci pylku byl stopien wypelnienia cytoplazma, a za zywotny
uznaje sie pytek, w ktérym cytoplazma stanowi ponad 75% objgtosci ziarna pylku.
Zdolnos¢ kietkowania pytku badano na pozywce z 15% roztworem sacharozy po 24
godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej 1 okre$lano na podstawie liczby
kietkujgcych ziaren na 50-100 ziaren pylku (Niles & Quesenberry, 1992). Wielkos¢
pylku oceniano na podstawie pomiaréw dlugosci 50 ziaren pytku kazdego genotypu.
Pomiary wielkosci, zywotnosci i kietkowania pytku przeprowadzono przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego Nikon Eclipse 80i (Nikon, Tokio, Japonia) z uzyciem systemu
analizy obrazu (NIS - Elements Basic Research) przy powiekszeniu 400x. Fotograficzna
dokumentacja mikroskopowa wykonana zostala przez zastosowanie cyfrowej kamery
monochromatycznej CCD PS-Fil (Nikon, Tokio, Japan).

3.1.4. Ocena owocow i nasion

Oceng przeprowadzono w 2022 roku. U odmiany ‘Redchief” pomiary wykonano
tylko dla jednego klonu tetraploidalnego 4x-11, poniewaz drugi klon 4x-25 zakwitt po
raz pierwszy dopiero w 2024 i zbyt mata liczba owocdéw nie pozwolila na
przeprowadzenie wiarygodnych analiz.
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Masa owocow i powierzchnia rumierica

Owoce zbierano 11 i 12 pazdziernika w roku 2022 z 7 letnich drzew diploidow
i tetraplodiéw ‘Free Redstar’ oraz ‘Redchief’. Oceniano po 15 losowo wybranych
owocow kazdego genotypu. Obserwacje przeprowadzono bezposrednio po zbiorze
owocOw. Kazdy owoc wazono indywidualnie na wadze laboratoryjnej. Rumieniec
okre$lono wizualnie i wyrazono w procentach powierzchni, jaka zajmowala
wybarwiona czg$¢ owocu.

Masa nasion

Nasiona ekstrahowano i okreslono mas¢ 10 nasion. Pomiary wykonane zostaty
w 3 powtorzeniach.

Jedrnosé owocow

Pomiar jedrnosci wykonywano po dwoéch przeciwleglych stronach owocu, po
usunieciu skérki. Jedrnos¢ jablek mierzono przy uzyciu maszyny wytrzymalosciowe;
Zwick Roell Z010 (Niemcy), wyposazonej w ruchomg glowice o maksymalnej sile
500 N i trzpien typ Magness-Taylor o $rednicy 11.1 mm. Predko$¢é poruszania si¢
glowicy podczas pojedynczego pomiaru jedrnosci wynosita 100 mm/min. Jedrnosé
okreslono jako maksymalna site potrzebna do zaglebienia trzpienia w migzsz na
glebokos¢ 8,7 mm. Wyniki pomiaré6w wyrazono w niutonach [N]. Pomiary wykonano
dla 15 owocow kazdego genotypu.

Oznaczanie indeksu skrobiowego

Indeks skrobiowy oceniano wykorzystujac barwng reakcje skrobi zawartej
W migzszu owocow z roztworem jodu w jodku potasu. W tym celu rozpuszczono 8,8 g
jodku potasu w 30 ml cieptej wody, nastepnie do przygotowanego roztworu dodano
2,2 g krystalicznego jodu i mieszano do catkowitego rozpuszczenia. Tak przygotowany
roztwor rozcienczono wodg do objgtosci catkowitej 11.

W celu przeprowadzenia testu z kazdego owocu z jego Srodowej czgéci
wycinano plaster, ktory moczono w przygotowanym roztworze jodu w jodku potasu
i po uplywie okolo minuty wyjmowano plastry i oceniano zabarwienie migZzszu
poréwnujac z tablica wzorcowa (CTIFL) (Rys. 5) (Rozpara i in.,, 2023). Wartos$¢
indeksu skrobiowego podano w sakli 1-10, gdzie indeks skrobiowy 1 - cala
powierzchnia migZszu jest zabarwiona na ciemno szaroniebieski kolor, wskazuje na
duzg zawartos¢ skrobi charakterystyczna dla jablek niedojrzatych, indeks skrobiowy
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10 - caly przekr6] owocu jest jasny, co oznacza jablka calkowicie dojrzate lub
przejrzale. Pomiary wykonano dla 15 owocéw kazdego genotypu.

The Ctifl (France) starch conversion chart for apples
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Rysunek 5. Tablica wzorcowa do oznaczania indeksu skrobiowego (CTIFL).

Oznaczanie zawartosci ekstraktu

Zawarto$¢ ekstraktu zmierzono przy uzyciu refraktometru cyfrowego Atago
PR-101 (ATAGO, Japonia). Pomiary wykonano w soku wycisnigtym z 5 owocow,
analizy wykonano w 3 powtdrzeniach wynik wyrazono w procentach [%].

Oznaczanie kwasowosci miareczkowej

Kwasowo$¢ miareczkowa oznaczono wykorzystujac titrator DL 21 (Mettler
Toledo, Szwajcaria) z soku z wycisnigtych owocoéw. Metoda polega na miareczkowaniu
0,1 N roztworem wodorotlenku sodu (NaOH) okre$lonej objgtosci soku do osiagniecia
pH 8,1. Wyniki przedstawiono w procentach [%] w przeliczeniu na kwas jabtkowy.
Pomiary wykonano w soku wycisnigtym z 5 owocow, analizy wykonano
w 3 powtdrzeniach.
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Statystyka

Do analizy statystycznej danych zastosowano jednoczynnikows analize
wariancji (ANOVA), przeprowadzong przy uzyciu programu Statistica 13.1 (StatSoft,
Polska). Roznice migdzy grupami oceniono za pomoca testu Duncana, przy poziomie
istotnosei p = 0,05.

3.2. Ocena tolerancji na stres suszy autotetraploidow jabloni
w odniesieniu do diploidow

Badanie reakcji roslin na deficyt wody w podtozu przeprowadzono na poziomie:
morfologicznym, fizjologicznym, biochemicznym oraz molekularnym. Oceniano
parametry wzrostu roslin, zawarto$é¢ chlorofilu w lisciach, fluorescencj¢ chlorofilu,
potencjal wody w lisciach oraz wymiang gazows. Na poziomie biochemicznym
skupiono si¢ na okresleniu aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych, ktére odgrywaja
kluczowg rol¢ w ochronie komodrek przed stresem oksydacyjnym. Zmierzono takze
zawarto$¢ proliny oraz dialdehydu malonowego (MDA), ktoére sa wskaznikami stresu
osmotycznego oraz uszkodzenn blon komoérkowych. Na poziomie molekularnym
przeprowadzono analize ekspresji gendéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne.

3.2.1. Material roslinny i metodyka doswiadczenia

Badaniom poddano 2 genotypy jabloni ‘Redchief’: diploidalng odmiang
wyjSciowg oraz jej klon tetraploidalny 4x-25. Dos$wiadczenia prowadzono na
jednorocznych roslinach szezepionych na podktadce M.9 rosnacych w 5§ litrowych
doniczkach wypelionych mieszaning podtoza ogrodniczego (Alonet) i piasku
w proporcji 4:1. Roéliny zostaly nawiezione wolno uwalniajacym si¢ nawozem
Osmocote Exact 5-6M Standard (3g/1) (ICL Specialty Fertilizers, ICL Group). Przed
rozpoczeciem do$wiadczenia uprawiano je w nieogrzewanej szklarni, a nastepnie
przeniesiono na zewnatrz (maj) pod specjalnie skonstruowang przezroczysta oslone,
chronigcg rosliny przed opadami atmosferycznymi. Rosliny zostaty podzielone na dwie
grupy, kontrolng - optymalnie nawadniang oraz poddana silnemu stresowi suszy.
Kombinacje doswiadczalng reprezentowalo po 10 roslin diploidalnych oraz
tetraploidalnych kazdego genotypu. Rosliny podlewano z zastosowaniem systemu
nawadniania kroplowego, a wilgotnos¢ oraz potencjat wody w podtozu monitorowano
za pomocg sond dielektrycznych (Teros 12 i MPS-6, METER, Pullman, WA, USA).
Rosliny kontrolne nawadniano tak, aby utrzymaé potencjat wody podioza na poziomie
(-) 10 kPa. Doswiadczenie rozpoczeto si¢ 27.06.2022 i trwalo do 18.09.2022. Stres
suszy indukowano przez zaprzestanie nawadniania przez 23 dni. Po 23 dniach rosliny
byly nawadniane optymalnie, jak w kontroli. W trakcie doswiadczenia prowadzono
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pomiary wzrostu roslin oraz parametréw fizjologicznych, biochemicznych
i molekularnych. Proby lisci do analiz biochemicznych i molekularnych zbierano
w pieciu terminach: przed rozpoczeciem suszy (T0) oraz po 11, 15, 18 i 23 dniach
trwania suszy. Kazda kombinacja doswiadczalna reprezentowana byla przez probe
mieszana, przygotowang z najmtodszych, w pelni rozwinigtych lisci. Z kazdego z 10
drzew w danej kombinacji pobierano po 2-3 liscie, ktdre nastepnie taczono w jedna
probe obejmujacg facznie 20-30 lisci. Dla kazdej kombinacji przygotowano trzy
niezalezne powtérzenia biologiczne. Zebrane liscie cigto na fragmenty, zamrazano
w ciektym azocie i przechowywano w zamrazarce niskotemperaturowej (-80 °C) do
czasu wykonania analiz.

3.2.2. Ocena reakcji fizjologicznych
Ocena wzrostu roslin

Pomiary parametréw wzrostu roslin prowadzono po jej zakonczeniu (w 23 dniu)
oraz w polowie wrzesnia (8 tygodni po zakonczeniu suszy) po zakonczeniu wzrostu
rodlin (w fazie 91 wedtug skali BBCH). Zmierzona zostala wysokos¢ i §rednica pedu
gltownego oraz dlugosé pedéw bocznych roélin optymalnie nawadnianych (kontrola)
i rosnacych w stresie suszy. Oceniano po 10 roslin w kazdym traktowaniu. Przyrost
procentowy obliczano poréwnujac uzyskane wyniki zakofczenia wzrostu roslin (w fazie
91 wedhug skali BBCH) do wynikoéw pomiaréw przeprowadzonych po zakoficzeniu
stresu suszy (w 23 dniu).

Potencjatl wody w lisciach

Potencjal wody w liSciach wykonano na 5 w pelni wyksztalconych mlodych
lisciach z kazdej z kombinacji do$§wiadczenia, w dwoch terminach: 11. 1 23. dniu po
zaindukowaniu stresu suszy. Potencjal wody analizowano z wykorzystaniem komor
psychrometrycznych (Wescor, USA).

Wymiana gazowa

Pomiary natezenia fotosyntezy (ang. photosynthetic rate - nat¢zenie fotosyntezy
netto, Pn [umol CO; m™ s71]) oraz natezenia transpiracji (ang. transpiration rate,

Tr {mmol m-zs—l]) wykonano trzykrotnie podczas trwania doswiadczenia, po 11, 211 23
dniach po zaindukowaniu stresu wodnego. Pomiary wykonano na 20 losowo wybranych
lidciach z kazdej kombinacji, wykorzystujac przenosny system do pomiaru fotosyntezy
LCpro+ (ADC BioScientific Ltd., Hoddesdon, UK). Temperature, stgzenie CO:
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i napromieniowanie w kuwecie podczas analizy ustawiono na zblizone do warunkow
otoczenia.

Zawartosé¢ chlorofilu

Wzgledna zawartosé¢ chlorofilu (CCI) w lisciach oceniano pigciokrotnie podczas
trwania doswiadczenia: przed rozpoczeciem suszy, po 11, 21 i 23 dniach suszy oraz po
zakonczeniu wzrostu roslin (w fazie 91 BBCH) - 8 tygodni po zakonczeniu suszy.
Pomiary wykonano metodg optyczng z uzyciem chlorofilometru CCM-200 Plus
Pomiary wykonano na pieciu najmlodszych w peni rozwinigtych lisciach z 10 roslin
kazdej kombinacji.

Sprawnos¢ aparatu fotosyntetycznego

Pomiary fluoresencji chlorofilu (ang. maximum quantum yield of photosystem II
- maksymalna wydajno$é kwantowa fotosystemu II, Fv/Fm) wykonano 5 razy podczas
trwania dos§wiadczenia: przed rozpoczeciem suszy, po 11, 21 i 23 dniach suszy oraz po
zakonczeniu wegetacji roslin (w fazie 91 BBCH.) -8 tygodni po zakonczeniu suszy.
Pomiary wykonywano na pieciu miodych w pelni rozwinigtych lisciach z 10 roslin
kazdej kombinacji przy uzyciu fluorymetru OS-30p+ (Opti-Sciences, Inc., Hudson,
USA). Aktywno$¢ fotosyntetyczng roslin oceniano okre$lajac maksymalng wydajnosé
kwantowa fotosystemu II(Fv/Fm). Przed dokonaniem pomiaru probki umieszczano
w ciemnosci na 20 minut.

3.2.3. Ocena reakcji na poziomie biochemicznym
Homogenizacja probek do oznaczania enzymow antyoksydacyjnych

Z zamrozonego materiatu roslinnego odwazono 0,1 g tkanki i homogenizowano
w 1 ml 0,05 M buforu fosforanowego o pH 7,0, nast¢pnie wirowano w 4°C przy 2800
rpm przez 10 minut i zostawiono na noc w temperaturze ok. 4°C. Supernatant
wykorzystywano do ponizszych analiz enzymatycznych.

Pomiary zawartosci bialek rozpuszczalnych

Stezenie biatek rozpuszczalnych zostato oznaczone metoda Bradforda, (1976).
Mieszanine reakcyjng stanowito 10 pl supernatantu i 190 pl odczynnika Bradforda. Po
wstrzasnieciu probki i inkubacji przez okoto 15 minut, mierzono absorbancj¢ probki
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przy dlugosci fal 595 nm. Wyniki odniesione zostaly do krzywej kalibracyjnej
sporzgdzonej dla BSA (albumina z osocza krwi wolu) (Sigma) 1 wyrazone wmgna 1 g
tkanki roslinnej. Kazda kombinacja dos$wiadczalna reprezentowana byla przez
3 powtdrzenia biologiczne.

Aktywnosé katalazy

Aktywnos¢ katalazy (CAT) w lisciach jabloni oznaczano spektrofotometrycznie
metoda Aebigo (1984). Do wykonania analizy zastosowano 0,05 M bufor fosforanowy
o pH 7,0, 1 0,03 M roztwo6r H2O2 w tym samym buforze. Spektrofotometr zerowano na
czystym buforze (1,9 ml), po czym dodawano 0,5 ml roztworu H,O:2 1 oba skladniki
mieszano. Nastepnie dodawano 50 ul supernatantu, mieszano i przez 2 minuty mierzono
spadek absorbancji przy A=240 nm w temperaturze 20°C. Aktywnos¢ kazdej probki
przeliczono na ilo$¢ obecnego w niej biatka (aktywnos¢ specyficzna). Jednostka:
AABS/g bialka.

Aktywnos¢ dysmutazy ponadadtlenkowej

Aktywno$¢  dysmutazy  ponadtlenkowej (SOD) oznaczono metodg
cytochromowg (McCord i Fridovich, 1969) z uzyciem spektrofotometru Epoch
(Biotek). Przygotowana zostala mieszanina reakcyjna skltadajaca si¢ z 0,1 mM EDTA,
1 mM roztworu cytochromu ¢ (Sgima) i 1 mM roztworu ksantyny (Sigma) oraz buforu
fosforanowego o pH 7,8. Uzyskang mieszaning napowietrzano przez silne mieszanie na
mieszadle magnetycznym, co mialo na celu maksymalne utlenienie cytochromu.
Utleniony cytochrom redukowano anionorodnikiem ponadtlenkowym wytworzonym
przez uklad ksantyna/oksydaza ksantynowa. W tym celu do mieszaniny reakcyjnej
dodawano 8-10x10° ml oksydazy ksantynowej (aktywno$é 50U, Grade I, Sigma)
i przez 2 minuty badano kinetyke reakcji przy A=550 nm. Obecna w roslinach SOD
powodowata inhibicje redukcji cytochromu c. Jednostka: AABS/g biatka.

Aktywnos¢ peroksydazy

Aktywno$¢é peroksydazy (POD) wykonano zmodyfikowang metoda Liicka
(1962). Pomiar przeprowadzono spektrofotometrycznie przy A=485 nm. Polegat on na
okresleniu ilosci produktéw oksydacji p-fenylenodwuaminy (Sigma) w obecnosci H20a.
Mieszanina inkubacyjna zawierala 3 ml supernatantu roslinnego i 2 ml 1%
p-fenylenodwuaminy w 0,05 M buforze fosforanowym. Reakcj¢ zapoczatkowano
dodatkiem 0,05 ml 0,03 mM H>O:. Jednostka: AABS/g biatka.
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Zawartosé proliny

Zawarto$é proliny w lisciach oznaczano metoda opracowana przez Bates i in.
(1973). Probke 0,1 g materialu roélinnego homogenizowano z 2 ml 3% kwasu
sulfosalicylowego i wirowano przez 5 minut przy 14000 obrotow. Do 200 ul
odwirowanego ekstraktu roslinnego dodawano 200 pl 98-100% kwasu mréwkowego
i 400 ul 3% roztworu ninhydryny w dwumetoksyetanolu. Probowki inkubowano w lazni
wodnej o temperaturze 100°C przez 30 minut. Po wystudzeniu mierzono absorbancje
probki przy dtugoscei fali 514 nm, a zawartosé proliny odczytywano z szeSciopunktowe;j
krzywej wzorcowej wyznaczonej na podstawie standardu. Jednostka: pg/mg FW lisci.

Zawartos¢ MDA

Poziom uszkodzefi oksydacyjnych blon cytoplazmatycznych oceniano poprzez
spektrofotometryczny pomiar zawartosci produktu peroksydacji lipidow blonowych, tj.
dialdehydu malonowego (MDA), reagujacego z kwasem triobarbiturowym (TBA) wg
Heath i Packer (1968). Okoto 0,1 g tkanki ro$linnej homogenizowano z 1 ml 20%
kwasu trichlorooctowego (TCA), probki wirowano przy 40000 rpm przez 5 minut.
Do 1 ml supernatantu dodano 1 ml 20 % TCA zawierajacy 0,5 TBA. Mieszaning
inkubowano w temperaturze 95°C przez 25 minut po czym szybko schlodzono
i wirowano przy 10000 rpm x g przez 5 minut. Absorbancj¢ probek zmierzono
spektrofotometrycznie przy dtugosci fal 532, 450 i 600 nm. Jednostka: mM/FW lisci.

3.2.3. Ocena reakcji na poziomie molekularnym
Izolacja RNA z lisci jabloni

Izolacjc RNA z prob lisci jabloni (pobieranie préb opisano w 3.2.1.)
przeprowadzono z uzyciem komercyjnego zestawu Plant/Fungi Total RNA Purification
Kit (Norgen Biotek Corp.). Izolacja przeprowadzona zostala wedtug instrukcji podanej
przez producenta. Do izolacji uzyto ok. 50 mg utartej tkanki roslinnej. Uzyskane
preparaty RNA analizowano przy uzyciu spektrofotometru Epoch (Biotek) w dwdch
powtérzeniach, mierzono warto$¢ absorbancji przy 260, 280 i 320 nm. Wyniki
pomiaréw postuzyly do oszacowania stezenia catkowitego RNA w preparatach,
a warto$¢ wspotczynnika 260/280 nm do oceny czystosci preparatow.
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Analiza ekspresji genow metodg RT-qPCR

Do analizy wybrano geny kodujace enzymy antyoksydacyjne — dysmutaze
ponadtlenkowa (SOD), katalaze (CAT), peroksydazg askorbinianowa (APX)
i peroksydaze glutationowg (GPX). Sekencje starerow uzytych do analizy ekspresji
genow prezentuje Tabela 1. W celu przygotowania cDNA do reakcji, preparaty RNA
zostaly poddane trawieniu DNAzg (Promega), aby pozby¢ si¢ pozostalosci DNA.
Preparaty RNA oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej za pomoca zestawu RNeasy Mini
Kit (Qiagen) wykorzystujac protokdt do oczyszezania z mieszanin reakcyjnych (RNA
clean up, Qiagen). Uzyskane preparaty poddano odwrotnej transkrypcji przy uzyciu
zestawu AffinityScript QPCR ¢DNA Synthesis Kit (Agilent Technologies). Uzyskane
cDNA wykorzystano jako matryce w reakcjach qRT-PCR. Reakcje RT-qPCR
prowadzone byly przy uzyciu barwnika fluorescencyjnego SYBR Green (KAPA
SybrFast qPCR Master Mix Kit, KAPA Biosystems) w aparacie Rotorgene 6000
(Corbett Research). Reakcje amplifikacji przeprowadzono w 20 pl mieszaniny
reakcyjnej zawierajacej: 2 ul 10-krotnie rozcienczonej matrycy ss cDNA; 1x qgPCR
Master Mix oraz po 200 nM kazdego ze starterow. Reakcje prowadzono przy
nastepujacym profilu termicznym: denaturacja wstgpna w 95°C przez 3 minuty; 45 cykli
reakcji amplifikacji (denaturacja w 95°C przez 3 sekundy, przylaczanie starteréw
w optymalnej dla kazdego startera temperaturze annealingu przez 20 sekund,
wydtuzanie w 72°C przez 1 sekunde). Na koncu kazdej reakcji PCR zostala
zanalizowana krzywa topnienia produktéw amplifikacji w zakresie temperatur 72-95°C,
przy wzroscie temperatury 1%/5 sekund. Kazdg reakcje real-time PCR przeprowadzono
w trzech powtérzeniach. Poziom transkryptow obliczano na podstawie krzywej
standardowej przy wspolczynniku korelacji >0,99. Poziom ekspresji genéw wyrazony
zostal jako wzgledna ilos¢ mRNA, normalizowana w stosunku do genu referencyjnego
kodujacego aktyng ACII. Analize ekspresji wykonano w trzech biologicznych
powtérzeniach.

Tabela 1. Startery wykorzystane w analizie ekspresji gendow.

Lp. | Gen Sekwencja starterow (57-3°) aﬁe?ﬁ?gﬁ%é)

1. cAT F: GACTTCTTCTCCCACCATCCAG 59
R: TTGGTAGCGTGGCTGTGATTAG

2. |SOD | F: GGGAGATGGCCCAACTACTG 59
R: TTGCCAAGGTCATCAGGGTC

3. |APX F: GCTTTCTTTGCTGACTATGCTGAA 58
R: ATTGGCTTCATCCCTTGTAGTTCT

4. GPX F: ATTCCCATGCAACCAGTTTGGAGC 60
R: AGCAGCATTGTCGCCATTCACATC -

5. | ACII F: GCTGTTCTTTCCCTCTACGC 53

| R: GCATGGGGAAGAGCATATCC
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Statystyka

Do analizy statystycznej danych zastosowano wieloczynnikowa analizg
wariancji (ANOVA), przeprowadzong przy uzyciu programu Statistica 13.1 (StatSoft,
Polska). Réznice miedzy grupami oceniono za pomoca testu Duncana, przy poziomie
istotnosci p = 0,05.

3.3. Ocena zdolnosci do krzyzowania autotetraploidéow jabloni oraz
ocena  mieszancowosci siewek  uzyskanych z  krzyzowan
interploidalnych

Do krzyzowan wykorzystano genotypy diploidalne oraz tetraploidalne jabtoni.
Przeprowadzona zostala szczegélowa ocena efektywnosci krzyzowania. Badano
zywotno$¢ oraz kietkowanie pytku genotypow uzytych do krzyzowan. W celu
okreSlenia statusu mieszanca przeprowadzono analize poziomu ploidalnosci siewek
uzyskanych z tych krzyzowan, wykorzystujac do tego metody cytometryczne oraz
mikroskopowe. . Badano zawarto$¢ jadrowego DNA, by dokladniej oceni¢ poziom
ploidii siewek: ich triploidalno$¢ lub ewentualnie aneuploidalno$¢. Przeprowadzono
takze analize liczby chromosoméw w siewkach aby potwierdzi¢ ich triploidalnos¢.

3.3.1. Material roslinny

Do krzyzowan wykorzystano diploidy (2x) i tetraploidy (4x) jabloni odmian
‘Redchief’, ‘Pinova’, ‘Free Redstar’, i ‘Gala Must’. Byly to 5-8 letnie drzewa
szczepione na podktadce M.9 rosnace w sadzie doswiadczalnym Instytutu Ogrodnictwa
- PIB w Dabrowicach. Kazdy genotyp reprezentowany byl przez 5 roslin.

Klony tetraploidalne wybrane do krzyzowan:
‘Free Redstar’ - 4x-2, 4x-3, 4x-4

‘Gala Must’- 4x-2, 4x-5

‘Pinova’ —, 4x-3, 4x-3L, 4x-4, 4x-5, 4x-16
‘Redchief’- 4x-8, 4x-11, 4x-14, 4x-25

Nasiona, uzyskane z krzyzowan poddano stratyfikacji, polegajacej na
umieszczeniu ich w styczniu, w wilgotnym ptukanym piasku, w perforowanej torebce
foliowej, w chiodziarce w temperaturze okoto 5°C. Po miesigcu przeprowadzono
pierwszy przeglad i zarazem wietrzenie nasion, kolejne przeglady wykonywano
w odstepach tygodniowych. Kietkujgce nasiona (marzec, kwiecien) sukcesywnie
wyjmowano z piasku i sadzono pojedynczo do doniczek (7x7 cm), wypelionych
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mieszaning substratu torfowego (Alonet), ziemi kompostowej 1 piasku w proporcjach
1:1:1. Doniczki z kietkujagcymi nasionami umieszczano w szklarni ze zmienng
temperaturg (dzien 22°C, noc 18°C), zapewniajac 16-godz. fotoperiod poprzez
doswietlanie lampami sodowymi. Z przechowywanych w chlodni rocznych
triploidalnych siewek oraz genotypéw rodzicielskich pobierano zrazy i szczepiono
w styczniw/lutym przez stosowanie na podktadce M.9. Szczepy umieszczano na miesigc
w chtodni (4°C) w celu indukcji tworzenia kalusa, a nastepnie sadzono je w doniczkach
wypelnionych mieszaning podtoza ogrodniczego (Alonet) i piasku w proporcji 4:1.

3.3.2. Ocena efektywnosci krzyZzowania

Przeprowadzono krzyzowania klondéw tetraploidalnych 2z odmianami
diploidalnymi (krzyzowania interploidalne), przy czym autotetraploidy wystepowaty
zarowno jako rosliny mateczne (zapylane pytkiem genotypéw diploidalnych) jak
i ojcowskie (dawcy pytku do zapylania genotypéw diploidalnych). Schematy zapylen
prezentuje tabela 2. W kazdej kombinacji krzyzowan zapylano po 25-40 kwiatow,
w zalezno$ci od intensywno$ci kwitnienia genotypéw matecznych. Zapylenia
poprzedzano zebraniem pytku z roslin ojcowskich oraz kastracjg kwiatéw genotypow
matecznych. Zebrany pytek badano pod wzgledem zywotnosci i zdolnosci do
kietkowania (jak opisano w 3.1.3). Oceng efektywnosci poszczegdlnych krzyzowan
okreslano jako procent liczby uzyskanych siewek z liczby zapylonych kwiatow.

Tabela 2. Schemat zapylen wykonany w celu oceny zdolnosci do krzyzowania
tetraploidéw jabloni w latach 2021-2024.

Nr kombinacji [ Genotyp mateczny Genotyp ojcowski
§ 2021

1. ‘Free Redstar’ 2x ‘Szampion’ 2x

2. ‘Free Redstar’ 2x ‘Pinova’ 4x-4

3 ‘Free Redstar’ 4x-2 ‘Szampion’ 2x

4. ‘Pinova’ 2x ‘Szampion’

o3 ‘Pinova’ 2x ‘Free Redstar’ 4x-2

6. ‘Pinova’ 4x-4 ‘Szampion’ 2x

7. ‘Pinova’ 4x-3L ‘Szampion’ 2x

2022

1. ‘Free Redstar’ 2x ‘Szampion’ 2x

2. ‘Free Redstar’ 4x-2 ‘Szampion’ 2x

3. ‘Free Redstar’ 4x-3 ‘Szampion’ 2x

4, ‘Pinova’ 2x | ‘Szampion’ 2x

5. ‘Pinova’ 4x-3L ‘Szampion’ 2x

6. ‘Pinova’ 4x-4 ‘Szampion’ 2x
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2023
1. ‘Free Redstar’ 2x ‘Gold Milenium’ 2x
2. ‘Free Redstar’ 4x-2 ‘Gold Milenium’ 2x
3. | ‘Pinova’ 2x ‘Gold Milenium’ 2x
4. ‘Pinova’ 4x-4 ‘Gold Milenium’ 2x
5. | ‘Pinova’ 4x-5 ‘Redchief” 2x
6. ‘Redchief’ 2x ‘Pinova’ 4x-5
7. ‘Redchief” 4x-8 ‘Pinova’ 2x
8. ‘Redchief” 4x-14 ‘Gold Milenium’ 2x
2024

| 1. ‘Gala Must’ 2x ‘Pinova’ 4x-3

_h2._ ’Gala Must’ 2x ’Free Redstar’ 4x-3
3. ’Gala Must’ 4x-2 | *Free Redstar’ 2x
4, ’Gala Must’ 4x-5 ’Redchief” 2x
5. ‘Free Redstar’ 2x ‘Gala Must’ 4x-1
6. ‘Free Redstar’ 4x-4 ‘Redchief’ 2x
7. | ‘Free Redstar’ 4x-3 ‘Pinova’ 2x
8. ‘Pinova’ 2x ‘Redchief’ 4x-11
9. | ‘Pinova’ 2x ‘Gala Must’ 4x-8
10. ‘Pinova’ 4x-16 ‘Gala Must’ 2x
11. ‘Pinova’ 4x-3 ‘Gala Must’ 2x
12. ’Redchief’ 2x ’Pinova’ 4x-16
13. ’Redchief” 2x ’Free Redstar’ 4x-4
14. ’Redchief’ 4x-25 ’Gala Must’ 2x
15. ’Redchief” 4x-11 ’Gold Milenium’ 2x

Analiza poziomu ploidalnosci

Ocene poziomu ploidalnosci (FCM/DAPI) siewek przeprowadzono metoda
cytometrii przeptywowej. Do badan pobrano mtode liScie z roslin rosngcych w szklarni.
W celu ekstrakcji jader komérkowych, pobrany materiat roslinny zostat rozdrobniony
zyletks, zalany buforem (1,5 ml), filtrowany przez filtr 30 um i inkubowany
w temperaturze pokojowej przez 30 minut w ciemnosci. Fluorescencj¢ jader mierzono
przy uzyciu cytometru przeplywowego CyFlow Space (Sysmex Partec, Niemcy)
z wykorzystaniem diody UV LED (365 nm). Do analiz uzyto buforu ekstrakcyjnego
Partec (Sliwifiska, 2008), zawierajagcego 1% PVP 1z dodatkiem barwnika
fluorescencyjnego  4',6-diamidyno-2-fenyloindolu (DAPI). Poziom ploidalnosci
okre$lano na podstawie histograméw - $redniej odczytywanej na osi X dla piku
fluorescencji DNA reprezentujacego zawartos¢ jadrowego DNA danej siewki
w odniesieniu do $redniej piku roslin rodzicielskich diploidalnych i tetraploidalnych.
Dane analizowano za pomocg oprogramowania FloMax (Sysmex Partec GmbH,
Niemcy).
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Analiza zwartosci jgdrowego DNA

Analize wielkosci genomu (wzglednej zawartosci jadrowego DNA)
przeprowadzono przy uzyciu cytometrii przeptywowej (FCM/PI). Tkanka liscia
(0,5-1 cm?) zostata rozdrobniona razem z fragmentem liscia (1 cm?) wewngtrznego
wzorca ro$linnego o znanej wielkosci genomu na plytce Petriego w 0,5 ml buforu
izolacyjnego Partec, do ktérego dodano jodek propidyny (PI) (50 mg-ml') i RNazg
(50 mg-mi™). Jako wzorzec wewnetrzny wykorzystano kukurydzg Zea mays (2C- 5,43
pg). Po dodaniu 1 ml buforu izolacyjnego, prébki przefiltrowano przez filtr 30 um
i inkubowano przez 50-60 minut w temperaturze pokojowej. Fluorescencje jader
komoérkowych zmierzono przy uzyciu cytometru przeplywowego (CyFlow Space,
Sysmex) z wykorzystaniem zielonego lasera 532 nm. Dane analizowano za pomoca
oprogramowania FloMax (Sysmex Partec GmbH, Niemcy). Wielkos¢ genomu danego
genotypu obliczano wedtug wzoru: dane dla polozenia na osi X piku fluorescencji DNA
badanego genotypu podzielone przez dane potozenia na osi X piku fluorescencji DNA
kukurydzy i pomnozone przez zawarto$¢ jgdrowego DNA kukurydzy. Analizy
przeprowadzono w 5 powtdrzeniach.

Analiza liczby chromosomow

Do analizy pobrano wierzchotki korzeni o dlugosci ok. 1 cm, ktdére nastepnie
traktowano 2 mM 8-hydroksychinoling przez 4 godziny, utrwalano w roztworze 3:1
etanol: lodowaty kwas octowy przez co najmniej 12 godzin, a nastgpnie trawiono
mieszaning enzymow skladajgcg sie¢ z 20% pektynazy (Sigma-Aldrich, USA) i 2%
celulazy ,,Onozuka R-10” (Duchefa, Holandia) w temperaturze 37°C przez 1 godzing.
Preparaty chromosomowe wykonano z merystemow korzeni rozgniatanych w kropli
45% (v/v) kwasu octowego i barwione 2,5 g ml”! DAPI (Serva, Niemcy). Dla kazdego
genotypu wykonano dokumentacj¢ fotograficzng dla 5 plytek chromosomowych
w stadium metafazy za pomoca cyfrowej kamery CCD PS-Fil (Nikon, Japonia),
podtagczonej do mikroskopu epifluorescencyjnego Optiphot-2 (Nikon, Japonia), przy
uzyciu wzbudzenia UV do wizualizacji DAPIL.

Statystyka

Do analizy statystycznej danych zastosowano jednoczynnikows analize
wariancji (ANOVA), przeprowadzong przy uzyciu programu Statistica 13.1 (StatSoft,
Polska). Réznice migdzy grupami oceniono za pomocg testu Duncana, przy poziomie
istotnosci p = 0,05.
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4. Wyniki

4.1. Ocena fenotypowa auotetraplodow jabloni

4.1.1.Ocena lisci

Rozmiar lisci

Mierzono powierzchnie, dlugosci oraz szerokosci lisci u ‘Free Redstar’,
‘Redchief” i ‘Pinova’: diploidéw (2x) 1 tetraploidw (4x) (Tab. 3, Rys. 6 ). U wszystkich
odmian, diploidy w porownaniu do tetraploidéw charakteryzowaly si¢ istotnie wicksza
powierzchnig lici o okolo 55% u ‘Free Redstar’, 17 do 30% u ‘Redchief” i 20%
u ‘Pinova’. Z wyjatkiem klonu ‘Free Redstar’4x-4, o lisciach podluznych jak
u diploidéw, liscie pozostatych tetraploidow byly bardziej okragle, o czym $wiadczy
istotnie nizszy niz u diploidow stosunek dlugosci do szerokosci liscia. Wykazano takze
istotne roznice pomiedzy klonami tetraploidalnymi tej samej odmiany pod wzgledem

powierzechni lisci - klony ‘Redchief” 4x-11 1 4x-25.

Tabela 3. Réznice morfologiczne lisci tetraploidow i diploidéw jabloni odmian ‘Free
Redstar’, ‘Redchief’ i ‘Pinova’.

Genotyp | Powierzchnia lisci | Dhugosé lisci | Szerokosé lisci |  Stosunek |
(cm?) (cm) (cm) dhugosci do
szerokosci ‘
‘ | liscia
‘Free Redstar’
x| 420x103a 8,5+06a 42+1,0b 2,18 £0,20a
4x-2 26,9+55b 6,7+0,7b 55+ 0,6a | 1,20 =0,18b
4x-4 258+43b | 66+08b 53+0,7a | 1,24 £0,15b
‘Redchief’

2x 33,3+81a 9,6+1,1 a 43+12¢ 223+£031a |
4x-11 284+34b 8,1+0,9b 54+06a | 1,58+020b
4x-25 23,6+£39¢ 72+09c¢ 49+0,6b 1,46 + 0,18 b

‘Pinova’

2x 29,8+ 3,1a 98+1,0a 4,1+09a | 239+0,13a
4x-4 25,2+ 2,6b 57+0,6c 62+ 0,6a | 0,95+£0,11b
4x-3L 25,5+2,1b 6,8+1,6b 63+06a | 1,02£0,15b

$rednie oznaczone ta sama litera nie roznia si¢ istotnie przy p=0,05; test Duncana.
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Rysunek 6. Liscie jabloni diploidalnej (2x) i klonéw tetraploidalnych (4x) odmian: ‘Free
Redstar’ (FR), ‘Redchief’ (RC), ‘Pinova’ (Pn).
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Zawartos¢ chlorofilu (CCI) w lisciach

Pomiary zawartosci chlorofilu przeprowadzono u trzech odmian jabloni ‘Free
Redstar’, ‘Redchief’, ‘Pinova’ dla diploidow (2x) i tetraploidéw (4x). Liscie
tetraploidow wszystkich odmian zawieraly istotnie wigcej chlorofilu w poréwnaniu do
diploidéw o okoto 37% u ‘Free Redstar’, 20% u ‘Pinova’ oraz 27% i 12% u ‘Redchief’;
u ostatniej odmiany réznice pomiedzy klonami tetraploidalnymi byly istotne. (Rys. 7).

Indeks zawartosci Indeks zawartosci
chlorofilu (CCI) chlorofilu (CCT)
60 a a 50
a b
50 b I { 40 c I
40 | | | “ I } _ T
30 | | |
i 3 46,3 20 '

20 35,3 i | |
10 | 10 ‘

FR 2x FR 4x-2 FR 4x-4 RC2x RC 4x-11 RC 4x-25

Indeks zawartosci

chlorofilu (CCI)
40 a a
b

. . 1
20 _

10 R

0 L

Pn 2x Pn 4x-4 Pn 4x-3L

Rysunek 7. Zawartos¢ chlorofilu (CCI) w lisciach diploidoéw (2x) i tetraploidéw (4x) jabtoni
odmian ‘Free Redstar’ (FR), ‘Redchief” (RC), ‘Pinova’ (Pn); srednie oznaczone tg sama literg
nie roznig sie istotnie przy p=0,05; test Duncana.

Wielkos¢ i gestosé aparatow szparkowych

Z przeprowadzonych analiz wynika, ze aparaty szparkowe tetraploidow
wszystkich badanych odmian sg istotnie dtuzsze niz u diploidéw o okoto 40% u ’Free
Redstar’, o 30% u ‘Redchief’ i 26 % u ‘Pinova’. Natomiast gestos¢ aparatow
szparkowych jest istotnie wyzsza u diploidéw niz u klonow tetraploidalnych o $rednio
103% u ‘Free Redstar’, o0 54% u ‘Redchief’ i 0 42% u ‘Pinova’ (Rys. 8).
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Dlugo$é aparatéw Gestos¢ aparatéow

; -2
szparkowych (jum) szpa;‘kowych (liczba mm?)
50 300
a a L
2
40 50
b 200
30 b
150
20 3
37.8 100
0 0
FR 2x FR 4x-2 FR 4x-4 FR 2x FR 4x-2 FR 4x-4
Dhugos$¢ aparatow Gestos¢ aparatow
szparkowych (um) szparkowych (liczba mm2)
40 a N 350 a
35 300
30 E 250 A b b
25 200
20 150 .
15
10 100 186
5 50
0 0
RC 2x RC4x-11  RC4x-25 RC 2x RC4x-11  RC 4x-25
Dlugos$¢ aparatow Gestos¢ aparatow
szparkowych (um) szparkowych (liczba mm?)
40 b a 300
35 250
C b
30 200 b b
25 |
20 150
15
10 L& 175 168
5 50
0 0
Pn 2x Pn 4x-4 Pn 4x-3L Pn 2x Pn 4x-4 Pn 4x-3L

Rysunek 8. Dugos¢ oraz gestosé aparatow szparkowych u diploidow (2x) i tetraploidow (4x)
jabloni odmian ‘Free Redstar’ (FR), ‘Redchief’ (RC), ‘Pinova’ (Pn); Srednie oznaczone ta samg
literg nie réznig si¢ istotnie przy p=0,05; test Duncana.
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Rysunek 9. Aparaty szparkowe diploidéw (2x) i tetraploidow (4x) jabloni odmian ‘Free
Redstar’(FR), ‘Redchief’ (RC), ‘Pinova’ (Pn); skala 0,05 mm; powigkszenie 500x.
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4.1.2. Ocena kwitnienia
Termin i intensywnos¢ kwitnienia

Obserwacje terminu oraz intensywnosci kwitnienia w fazie 61 BBCH
- (otwarcia pierwszych kwiatow) prowadzono w kolejnych latach od 2021 do 2024,
odpowiednio u 5-, 6-, 7- 1 8-letnich drzew (Tab. 4, Rys. 11). Rok 2021 to pierwszy
sezon, w ktorym drzewa zakwitly i ze wzgledu na mtody wiek roslin (5- letnie drzewa)
kwitnienie byto mato intensywne. Formy diploidalne (2x) wszystkich badanych odmian
kwitly intensywniej niz tetraploidy (4x). U odmiany °‘Redchief” Zzaden z badanych
klonéw tetraploidalnych nie zakwitl; pierwsze kwitnienie u jednego z klondéw
obserwowano w 2022 r., a drugiego (4x-25) w 2024 roku. U ‘Free Redstar’ i ‘Pinova’
w kolejnych latach 2022 - 2024 obserwowano wzrost intensywnosci kwitnienia
zardbwno u diploidow jak i tetraploidéw. W trzecim i czwartym roku obserwacji
diploidy tych odmian kwitly juz obficie, a tetraploidy nieco slabiej; intensywnosé
kwitnienia oceniono wedtug skali na 4 i 3, odpowiednio u diploidéw i tetraploidow.
Tetraploidy wszystkich odmian rozpoczely kwitnienie o 2 do 4 dni pdzniej w ciagu
sezonu wegetacyjnego niz ich diploidalne formy wyjsciowe. Ponadto stwierdzono duze
roéznice w terminach kwitnienia jabloni w kolejnych latach obserwacji. Wiazato sie to
z wyjgtkowo réznymi warunkami atmosferycznymi wpltywajacymi na rozwdj roslin,
o czym $wiadczg dane na klimatogramach (Rys. 10). W 2022 i 2023 roku kwitnienie
rozpoczelo sie typowo - w pierwszym tyg. maja. W 2021 roku jablonie zakwitly bardzo
p6zno, w drugiej potowie maja, szczegdlnie chtodny kwiecien, z przecigtng temperatura
okoto 6°C spowodowal znaczne opdznienie kwitnienia, dopiero wzrost temperatury
w maju umozliwit rozpoczgcie kwitnienia. W 2024 roku warunki pogodowe
charakteryzowaty si¢ wyjatkowo cieptym poczatkiem kwietnia. Jak pokazuja dane
meteorologiczne, $rednie temperatury w marcu i kwietniu osiggnetly odpowiednio okoto
7-10°C, co sprzyjato wezesniejszemu przejsciu drzew ze spoczynku zimowego do fazy
aktywnego wzrostu. W efekcie pierwsze kwiaty pojawily si¢ juz w drugim tygodniu
kwietnia.
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Rysunek 10. Klimatogramy dla Dabrowic w latach 2021-2024.

Tabela 4. Ocena terminu poczatku kwitnienia oraz intensywnosci kwitnienia drzew
jabtoni rosngcych w Sadzie Doswiadczalnym w Dabrowicach w latach 2021-2024.

Genotyp Termin kwitnienia Intensywnos$¢ kwitnienia*
2021
‘Free Redstar’
2x 17-05-2021 3
4x-2 20-05-2021 2
4x-4 18-05-2021 1
‘Redchief’
2x 17-05-2021 3
4x-11 - -
4x-25 - -
‘Pinova’
2x 17-05-2021
4x-4 18-05-2021
4x-3L 19-05-2021
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2022

‘Free Redstar’
2x 03-05-2022 4
4x-2 06-05-2022 2
4x-4 06-05-2022 2
‘Redchief’
2x 06-05-2022 4
4x%-11 09-05-2022 3
4x-25 - -
‘Pinova’
2x | 04-05-2022 4
4x-2 08-05-2022 3
ix—4 08-05-2022 3
2023
‘Free Redstar’
2x 29-04-2023 4
4x-2 02-05-2023 3
4x-4 03-05-2023 3
‘Redchief’
2x 03-05-2023 4
4x-11 07-05-2023 1
4x-25 - -
‘Pinova’
2x 03-05-2023 4
4x-2 05-05-2023 3
4x-4 05-05-2023 3
2024
‘Free Redstar’
2x 09-04-2024 4
4x-2 09-04-2024 3
4x-4 09-04-2024 3
‘Redchief”
2x 09-04-2024 4
4x-11 12-04-2024 3
4x-25 12-04-2024 1
‘Pinova’
2x 09-04-2024 4
4x-2 12-04-2024 3
4x-4 12-04-2024 3

*skala bonitacyjna 0-4, gdzie: 0-brak kwiatow, 1-do 10 kwiatéw, 2-11-20 kwiatéw, 3-21-
30 kwiatéw, 4-31 i wigcej kwiatow.
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Rysunek 11. Kwitnienie diploidéw (2x) i tetraploidow (4x) drzew jabloni ‘Pinova’ i ‘Redchief’
w 2022 roku.

Wielkosé i liczba kwiatow w kwiatostanie

Kwiaty wszystkich klonéw tetraploidalnych miaty istotnie wigksza srednice niz
kwiaty diploidow tych samych odmian (Tab. 5) o okoto 8% u ‘Free Redstar’, 21%
i 32% u ‘Redchief’ oraz 14% u ‘Pinova’. Poszczegdlne elementy kwiatow takie jak:
dziatki kielicha, ptatki korony, preciki, stupek u klonéw tetraploidalnych byly wieksze
niz u ich diploidalnych odmian wyjsciowych (Rys. 12, 13, 14). Klony tetraploidalne
charakteryzowaly si¢ mniejszg liczba kwiatdéw w kwiatostanie, ale nie zawsze
obserwowane réznice byly istotne statystycznie. Klony tetraploidalne ‘Redchief® r6znily
si¢ istotnie miedzy sobg, zaréwno wielkoscia kwiatéw jak i liczbg kwiatow
w kwiatostanie (Tab. 5).
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Tabela 5. Charakterystyka kwiatow i kwiatostanow diploidow (2x) i tetraploidow (4x)
trzech odmian jabtoni.

Genotyp Srednica kwiatu Liczba
(mm) kwiatow/kwiatostan
‘Free Redstar’

T x 51,2+33b 47+05a
4x-2 56,0+ 1,7a 42+0,5b
4x-4 546+25a 4,6 +0,6 ab

‘Redchief’
2x 494+25¢ 5,6+0,7a
4x-11 59,9+3,0b 52%0,7 ab
4x-25 654+36a 49+09b
‘Pinova’
2x 539+26D 5,1+ 0,6 a
4x-4 60,7+39a 4,7+ 0,9 ab
4x-3L 61,6+3,1a 44+£09b

érednie oznaczone tg sama litera nie roznia si¢ istotnie przy p=0,05; test Duncana.

Rysunek 12. Kwiaty diploidéw (2x) i tetraploidow (4x) jabloni odmiany ‘Free Redstar’.
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Rysunek 14. Kwiaty diploidow (2x) i tetraploidéw (4x) jabtoni odmiany ‘Pinova’.
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Analiza wielkosci i Zywotnosci pytku

Przeprowadzono mikroskopowe obserwacje wielkosci, zywotnosci oraz
kielkowania pylku trzech odmian jabloni: ‘Free Redstar’, ‘Redchief” i ‘Pinova’.
W analizie uwzgledniono genotypy diploidalne (2x) oraz tetraploidalne (4x).
U wszystkich odmian, ktére zostaly poddane analizie obserwowano wyrazng réznicg
w dtugosci ziaren pytku pomiedzy diploidami, a tetraploidami (Tab. 6; Rys. 15, 16, 17).
Ziarna pytku tetraploidéw byly o okoto 25 do 30% diuzsze niz u diploidow.

Zaobserwowano spadek zywotnosci pytku u genotypéw tetraploidalnych
w poréwnaniu z diploidami. U odmiany ‘Free Redstar’ zywotnos¢ pyltku diploidow
wynosita 92%, podczas gdy u tetraploidow wartosci te spadaty do 63% i 55%.
U ‘Redchief” zywotno$é pytku u diploida wynosita 86%, a u form tetraploidalnych 69%
i 75%, u ‘Pinova’ odpowiednio 87% u diploida oraz 68% i 69% u tetraploidow.
Roéwniez kietkowanie pytku na pozywkach byto znacznie nizsze u wszystkich badanych
klonéw tetraploidalnych w poréwnaniu do diploidow o okoto 37% u ‘Free Redsar’,
57% u ‘Redchief’ i 30-40% u ‘Pinova’ .

Tabela 6. Charakterystyka pytku kwiatowego diploidéw (2x) 1 tetraploidow (4x) trzech
odmian jabloni.

Genotyp D}ugos'é ziaren pytku Zywotnosé (%) Kietkowanie
(m) pytku (%)
‘Free Redstar’
2x 27,8+29b 92+2a 72+2a
4x-2 40,6 +39a 63+3b 46+£5b
4x-4 41,5+£2,7a 55+5¢ 44+4b
‘Redchief’
2x 30,9+2,7b 86+5a 81+5a
4x-11 41,5+ 54 a 69+6b 34+3b
4x-25 40,1+34a 75+3Db 33+6b
‘Pinova’
2x 33,8+1,9b 87+3a 82+2a
4x-4 45,5£3,9a 68+5b 56+5b
4x-3L 44,6+32a 69+4b 48+3¢

érednie oznaczone t3 samg literg nie réznia si¢ istotnie przy p=0,05; test Duncana.
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Rysunek 15. Roéznice pomigdzy wielkoscia, zywotnoscig i kietkowaniem ziaren pytku
diploidalnej (2x) i tetraploidalnej (4x) formy jabloni ‘Free Redstar’; skala: 50pm i 200pm;

powigkszenie: 500x.
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Rysunek 16. Réznice pomigdzy wielkoscia, zywotnoscig i kielkowaniem ziaren pylku
diploidalnej (2x) i tetraploidalnej (4x) formy jabloni ‘Redchief’. skala: 50pm i 200pm;
powigkszenie: 500x.
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Rysunek 17. Réznice pomiedzy wielkoécia, zywotnoscia i kietkowaniem ziaren pytku
diploidalnej (2x) i tetraploidalnej (4x) formy jabloni ‘Pinova’. skala: 50pm i 200pm;
powiekszenie: 500x.

4.1.3.Ocena owocow i nasion
Masa owocow i nasion, powierzchnia rumienca

W tabeli 7 przedstawiono wyniki dotyczace trzech odmian jabloni ‘Free
Redstar’, ‘Redchief’ oraz ‘Pinova’. Tetraploidy (4x) charakteryzowaly sie istotnie
wigkszg masg owocéw w poréwnaniu do diploidéw (Rys. 18). U odmiany ‘Free
Redstar’ tetraploid - klon 4x-2 charakteryzowal si¢ najwigksza masa owocu - 248,6 g,
podczas gdy u diploida wynosita ona 178,4 g. W przypadku tej odmiany wykazano
istotne réznice pod wzgledem wielkosci owocoéw pomiedzy klonami tetraploidalnymi.
Nalezy zaznaczy¢, ze owoce tetraploidow tej odmiany wykazywaly objawy choroby
fizjologicznej szklistosci migzszu owocoéw 1 gorzkiej plamistosci podskorne;.
Podsumowujac, $rednia masa owocow u klonow tetraploidalnych byla wigksza niz u ich
diploidalnych odpowiednikow o okoto 33% u ‘Free Redstar’, 23% u Redchief’ i 38%
u ‘Pinova’. Nie wykazano istotnych réznic w powierzchni rumienca pomiedzy owocami
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z tetraploidow (4x) i diploidéw (2x) u odmiany ‘Redchief’ i ‘Pinova’. W przypadku
odmiany ‘Free Redstar’ owoce klonu 4x-2 mialy istotnie mniejsza powierzchni¢
rumienca niz diploidy tej odmiany i klon 4x-3.

Nasiona tetraploidéw (4x) wszystkich badanych odmian byly wizualnie wigksze
niz nasiona diploidéw (Rys. 19), jednak nie zawsze przektadalo si¢ to na ich wigksza
mase, jak w przypadku tetraploidéw ‘Free Redstar’ czy tetraploida ‘Redchief’ 4x-25,
u ktorych masa 10 nasion nie réznita si¢ istotnie w poréwnaniu do diploidéw. Nasiona
wizualnie wieksze, ale lzejsze byly ,nie w pelni wypelnione” (nieprawidlowo
uformowane). Pozostale tetraploidy charakteryzowaly si¢ istotnie wigkszymi nasionami
w poréwnaniu do diploidow.

Tabela 7. Charakterystyka owocow diploidow (2x) oraz tetraploidéw (4x) jabloni
odmian ’Free Redstar’ i ’Redchief’.

Genotyp Masa owocu (g) Powierzchnia rumienca | Masa 10 nasion
— _ (%) (g)
‘Free Redstar’
2x 1784+ 194c¢ | 83,7+10,1a 0,60+0,02a |
4x-2 248,6 £ 29,1 a 65,7+152b 0,55+0,06a
4x-4 224,5+29,5b 73,5+ 15,6 ab 0,60+0,19a
‘Redchief’

2x 185,94+ 344 b 89,5+93a 0,46+0,02b
4x-11 217,6+23,1a 83,1+149a 0,54+0,0la

4x-25 238,9 +£30,2 a 88.9+11,0a 0,50 £0,005 ab

‘Pinova’

2x 1383+ 13,1 b i‘ 557+ 15,0 a 0,42 + 0,03 b
4x-4 178,6 £ 50,0 a 435+244 a 0,56+0,02 a
4x-3L 204,4+552a 54,0+ 26,1 a 0,60+ 0,01 a

$rednie oznaczone tg samg litera nie roznig si¢ istotnie przy p=0,05; test Duncana
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Rysunek 18. Pordéwnanie owocéw diploidéw (2x) i tetraploidéw (4x) jabloni odmian ‘Free
Redstar’, ‘Redchief’, ‘Pinova’.

’Free Redstar” 2x ‘Free Redstar” 4x-4 "Redchief” 2x *Redchief 4x-11

*Pinova’ 2x 'Pinova’ 4x-4

Rysunek 19. Nasiona diploidéw (2x) i tetraplodiéow (4x) trzech odmian jabloni: ‘Free Redstar’,
‘Redchief’, ‘Pinova’.
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Jedrnosé owocow, indeks skrobiowy kwasowos¢ miareczkowa, zawartosc¢ ekstraktu

Analizy jako$ci owocoéw przeprowadzono dla dwoch odmian ‘Free Redstar’ oraz
‘Redchief’, gdyz tylko u tetraploidéw tych odmian mozna bylo zebraé niezbg¢dna liczbe
owocéw do wykonania wiarygodnych analiz. Badania wykazaty, ze podwojenie liczby
chromosoméw istotnie wplynelo na cechy jakosciowe owocow. Pod wzgledem
jedrnosci owocow klony tetraploidalne réznily si¢ istotnie od diploidow. U ‘Free
Redstar’ genotyp diploidalny (2x) charakteryzowal si¢ istotnie wyzsza jedrnoscig niz
klon tetraploidalny 4x-2, z kolei klon 4x-4 wykazywat jedrnosé zblizong do diploida
i klony te roznily sie istotnie pod wzgledem tej cechy (Tab. 8). W przypadku odmiany
‘Redchief” owoce diploidéw (2x) charakteryzowaly si¢ najnizsza je¢drnoscia. Jeden
z tetraploidéw (4x-24) tej odmiany wykazywat istotnie wieksza jedrnosci owocow
w poréwnaniu do diploida i drugiego klonu - 4x-11.

W przypadku kolejnych cech jakosciowych wykazano, ze owoce klonéw
tetraploidalnych obu badanych odmian charakteryzowaty sie bezposrednio po zbiorze
istotnie wyzszymi wartosciami kwasowosci oraz zawartosci ekstraktu niz owoce form
diploidalnych (Tab. 8). Srednia kwasowo$¢ byta wyzsza u tetraploidow srednio o okoto
45%, a u ‘Redchief’ nawet o 54%. Roéznice w zawartoscl ekstraktu pomiedzy
.diploidami, a tetraploidami byly podobne u obu odmian i wynosity $rednio okoto 12%
na korzys¢ tetraploidéw. Indeks skrobiowy wskazuje na stopien dojrzatosci owocow, im
jest on wyzszy tym owoce bardziej dojrzate. Przeprowadzone badania wykazaly, ze
podwojenie liczby chromosoméw wplyneto na termin dojrzewania OWOCOW.
Bezposrednio po zbiorze owoce klonéw tetraploidalnych ‘Free Redstar’ byly bardziej
dojrzate niz owoce diploidow (Rys. 20), z kolei u odmiany ‘Redchief” owoce diploidéw
dojrzewaly szybciej niz u tetraploidéw (Rys. 21).

Tabela 8. Jako$¢ owocow diploidow (2x) oraz tetraploidow (4x) jabloni odmian ‘Free
Redstar’ i ‘Redchief’.

Genotyp Jedrnosé (N) | Kwasowosé Zawartos¢ Indeks
| (%) ekstraktu (%) skrobiowy *
‘Free Redstar’
2x 82+ 8,8 ab 0,52+0,02b 126+0,5b 7+09c
4x-2 76,4+ 11D 0,75+ 0,07 a 144+0,1a 9+04a
4x-4 |83,5+123a 0,76+ 0,05 a 13,8+0,5a 8§+0,3Db
‘Redchief’

| 2x 70,6+79b | 035£001b |13,3+0,7b 9+08a
4x-11 72,8+8,6b 0,52+0,03 a 151+14a 6+0,5b

| 4x-24 80,4+9,5a 0,56+0,02a | 147+05a 6+05Db

érednie oznaczone ta sama litera nie réznig sig istotnie przy p=0,05; test Duncana

*Indeks skrobiowy oceniano w skali 1-10, gdzie 1-owoce niedojrzate, 10-owoce catkowicie

dojrzate lub przejrzate wedtug skali CTIFL (Rys. 5)
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Rysunek 20. Ocena dojrzatosci owocéw diploidéw (2x) i tetraploidow (4x) jabloni odmiany
‘Free Redstar’ wedtug indeksu skrobiowego CTIFL.
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Rysunek 21. Ocena dojrzatosci owocow diploidow (2x) i tetraploidéw (4x) jabloni odmiany
‘Redchief” wedhug indeksu skrobiowego CTIFL.

4.2. Ocena tolerancji na stres suszy autotetraploidow jabloni
w odniesieniu do diploidow

4.2.1. Ocena wzrostu roslin

Pomiary parametréw wzrostu prowadzono bezposrednio przed rozpoczgciem
suszy, po jej zakoniczeniu (w 23. dniu) oraz w polowie wrzesnia (8 tygodni po
zakoficzeniu suszy) po zakonczeniu wzrostu roélin (w fazie 91 wedlug skali BBCH).
Analiza procentowego przyrostu parametréw wzrostu diploidow (2x) i tetraploidow
(4x) jabtoni wykazala istotne roznice pomigdzy poziomami ploidalnosci i pomigdzy
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warunkami uprawy (kontrola i susza). Przyrost srednicy pedu gléwnego w warunkach
kontrolnych byl nieco wyzszy u tetraploidow (15%) niz u diploidéw (13%), a u rolin
poddanych stresowi suszy réznica w przyroscie srednicy pedu byla wigksza — 9%
u tetraploidow i 5% u diploidéw (Rys. 22, 23). Przyrost wysokosci pedu gléwnego
rowniez wykazal przewage tetraploidow (4x). W warunkach optymalnego nawadniania
tetraploidy osiagnety 32% przyrost wysokosci, podczas gdy diploidy przyrosty o 20%.
U roslin poddanych stresowi suszy réznica byla jeszcze bardziej wyrazna, tetraploidy
osiagnely przyrost o 23%, a diploidy zaledwie o 6%. Przyrost sredniej dtugosci pgdu
bocznego takze byl wyzszy u tetraploidéw w warunkach kontrolnych jak i w warunkach
deficytu wody. W warunkach optymalnego nawadniania dlugos$¢ ta wzrosta o 43%
u tetraploidéw wobec 29% diploida. W przypadku roslin poddanych stresowi suszy,
u tetraploidéw dlugos¢ pedu bocznego wzrosla o 53%, a u diploida o 33%.
W warunkach kontrolnych diploidy wykazaty 17% przyrost liczby pedéw bocznych,
a tetraploidy jedynie 6%. U roslin poddanych stresowi suszy roznica byla jeszcze
wieksza, 30% przyrost liczby pedéw bocznych u diploidéw wobec 10% przyrostu
u tetraploidéw.

Procentowy przyrost Srednicy Procentowy przyrost wysokoSci
pedu gléwnego pedu gléwnego
kontrola kontrola |
1
susza = susza
0% 5% 10% 15% 20% 0% 10% 20% 30% 40%
2x m4x 2x W 4x
Procentowy przyrost Sredniej Procentowy przyrost liczby pedéw
dhugosci pedu bocznego bocznych (sztuki/drzewo)
kontrola | —— = kontrola
susza I " susza
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 0% 10% 20% 30% 40%
2x mdx 2x wm4x

Rysunek 22. Procentowe przyrosty parametréw wzrostéw diploidalnej (2x) i tetraploidalnej
(4x) jabloni ‘Redchief poddanej stresowi suszy oraz optymalnie nawadnianej (kontrola);
pomiary wykonano po zakoficzeniu stresu suszy oraz po wznowieniu podlewania w fazie
zakonczenia wzrostu, w polowie wrzesnia.
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1| ‘Redchief |=
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Rysunek 23. Réznice we wzroscie diploidalnych (2x) i tetraploidalnych (4x) drzew jabloni
‘Redchief* rosnacych w warunkach optymalnego nawadniania (kontrola) i poddanych stresowi
suszy; wyglad roslin po zakoficzeniu wzrostu, w polowie wrzesnia (po wznowieniu
nawadniania roélin poddanych stresowi suszy).

4.2.2. Ocena reakcji na poziomie fizjologicznym

Pomiary potencjalu wody w lisciach wykonano przed rozpoczgciem suszy i po
jej zakonczeniu, po 23 dniach eksperymentu. Wraz z ograniczeniem nawadniania
potencjat wody w li$ciach spadal, zaréwno u diploidéw (2x) jak i tetraploidow (4x). Po
11 dniach niedoboru wody w podiozu potencjal wody w lisciach tetraploidow (4x)
utrzymywat si¢ na wyzszym poziomie w poréwnaniu do diploidow (Tab. 9). Po 23
dniach diploidy (2x) w warunkach niedoboru wody w podtozu obnizyly potencjat wody
w lisciach o okoto 215% w poréwnaniu do kontroli, w przypadku tetraploidéw (4x) byt
to spadek o okoto 108% w poréwnaniu do kontroli. Wskazywalo to na wyzszy poziom
tolerancji na niedoboér wody w podtozu tetraploidow niz diploidow.
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Tabela 9. Potencjal wody w lisciach diploidalnej (2x) i tetraploidalnej (4x) jabloni
‘Redchief’ optymalnie nawadnianej oraz poddanej stresowi suszy, oceniony 11 i 23 dni
po zaindukowaniu stresu.

Termin Potencjal wody (MPa)
2x 4x
Kontrola Susza Kontrola | Susza |
po 11 dniach | -1,11 1,34 20,99 1,29
po 23 dniach -0,76 -2,40 -0,74 -1,54

Na rysunku 24 przedstawiono wyniki dotyczace natgzenia fotosyntezy (Pn) oraz
transpiracji (Tr) u diploidéw (2x) oraz tetraploidéw (4x) w warunkach kontrolnych oraz
w warunkach niedoboru wody w podlozu, analizy przeprowadzono w trzech terminach
11, 21 i 23 dniu eksperymentu. Natezenie fotosyntezy i transpiracji spadato u diploidow
(2x) jak i tetraploidéw (4x) rosnacych w warunkach niedoboru wody w poréwnaniu
z roélinami, ktdre byly optymalnie nawadniane. W warunkach deficytu wody wartosci
wartoéci Pn  byly istotnie wyzsze u roslin tetraploidalnych niz u diploidéw, a Tr nie
roznita sie istotnie pomiedzy genotypami. W 23 dniu stresu natezenie fotosyntezy
u diploidéw spadto prawie 13-krotnie, a u tetraploidow Pn 4-krotnie w poréwnaniu do
warto$ci poczatkowych (sprzed suszy).
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Natezenie fotosyntezy (Pn)
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Rysunek 24. Natezenie fotosyntezy (Pn) i transpiracji (Tr) w lisciach diploidalnej (2x)
i tetraploidalnej (4x) jabloni ‘Redchief’ poddanej stresowi niedoboru wody w podiozu oraz
optymalnie nawadnianej 11, 21 i 23 dni po zaindukowaniu stresu; srednie oznaczone tg samg
litera nie ro6znia si¢ istotnie przy p=0,05; test Duncana.

Stres zwigzany z deficytem wody w podlozu powodowal istotne obniZzenie
zawartosci chlorofilu (CCI) oraz maksymalnej wydajnosci reakcji fotochemicznej
fotosystmeu II (Fv/Fm) w liSciach drzew diploidow jak i tetraploidow (Rys. 25).
U diploidow (2x) obserwowano gwaltowny spadek zawartosci chlorofilu juz po 11
dniach stresu, u tetraploidow (4x) spadek zawartosci chlorofilu byl mniej wyrazny
i jego istotnie wyzszy poziom, w poréwnaniu do diploidéw, utrzymywat si¢ przez caly
okres suszy, nawet w najbardziej krytycznym okresie deficytu wody, czyli w po 21 i 23
dniach trwania suszy. Pomiary wykonane w polowie wrzesnia w fazie 91 BBCH -
zakonczenia wzrostu roslin, kiedy po zakoficzeniu suszy wznowiono nawadnianie,
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wykazaty, ze zarébwno diploidy jak 1 tetraploidy poddane dziataniu suszy,
charakteryzowaty si¢ zdolnoscia do czeSciowej odbudowy zawartosci chlorofilu.

Na poczatku do$wiadczenia diploidy (2x) i tetraploidy (4x) posiadaly optymalne
wartosci wydajnosci reakcji fotochemicznej fotosystemu II (Fv/Fm ~0,850) (Rys. 25).
Podczas trwania suszy obserwowano spadek fluorescencji chlorofilu. U diploidow
spadek Fv/Fm byl bardziej wyrazny niz u tetraploidéw. Pomiary wykonane w polowie
wrzesnia, w fazie 91 BBCH zakonczenia wzrostu, rosliny poddane dziataniu stresu
suszy, a nastepnie optymanie nawadniane, zaréwno w przypadku diploidow jak
i tetraploidow wykazaty zdolno$¢ do regenracji funkcji PSIL

Fv/Fm
Indeks zawartos$ci chlorofilu 095
" (CCI) '
09 |
35 0,85 .
| a ! = @b ab o
30 ’\\: b 08 = ——3~ab_T b b
L be _ bc be L T\ e
’ I \,E\_b'[‘__’(h___.-]: a 0,75 - _1- 2x
- d =3 1 d I c 4 e——— X
20 - b i —° o7 1
! 7€ 0,65 -
| 1 d
15 - 06 |
10 0,55
od 11d 21d 23d  koniec od 11d 21d 23d koniec
Termin wzrostu Termin wzrostu

Rysunek 25. Indeks zawartosci chlorofilu oraz maksymalna wydajnos¢ reakcji fotochemiczne;j
fotosystemu 11 (Fv/Fm) w lisciach diploidalnej (2x) i tetraploidalnej (4x) jabloni ‘Redchief’
przed susza (0d), 11121 i 23 dni po zaindukowaniu suszy oraz ostatniego dnia eksperymentu )
- w polowie wrzesnia w fazie 91 BBCH - zakoficzenia wzrostu roslin (po zakoticzeniu suszy
wznowiono nawadnianie); $rednie oznaczone tg sama litera nie réznia si¢ istotnie przy p=0,05;
test Duncana.

4.2.3. Ocena reakcji na poziomie biochemicznym

W odpowiedzi na stres zwigzany z deficytem wody w podiozu obserwowano
zmiany w aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD), katalazy (CAT) oraz peroksydazy (POD) (Rys. 26). Wyniki pokazujg wyrazne
réznice w aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych pomigdzy diploidami (2x),
a tetraploidami (4x). Nalezy zaznaczyé, ze przed rozpoczeciem suszy poziom
aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych oraz zawartosci proliny i MDA byly podobne
u roslin diploidalnych i tetraploidalnych. W reakcji na stres suszy wykazano jednakze
wyrazne ro6znice dla wszystkich badanych parametréw biochemicznych pomigdzy
diploidami (2x), a tetraploidami (4x). Aktywno$¢ wszystkich enzymow
antyoksydacyjnych i zawarto$¢ proliny w trakcie suszy stopniowo rosly, osiggajgc
najwyzsze wartosci u obu form ploidalnosci w ostatnim dniu suszy, przy czym
u tetraploidéw dynamika wzrostu byla znacznie wyzsza niz u diploidow, u ktorych
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poziom podczas suszy byt istotnie wyzszy niemal we wszystkich terminach pomiardw,
zwlaszcza w przypadku SOD. Aktywno$¢ tego enzymu wzrosta istotnie juz w 11. dniu
suszy u tetraploida, podczas gdy u diploida istotny wzrost obserwowano dopiero
w ostatnim 23. dniu pomiaru. W ostatnim dniu suszy aktywno$¢ SOD u tetraploida
wzrosta ponad 5-krotnie, a diploida okoto 2,5-krotnie, w odniesieniu do wartosci
notowanych przed rozpoczeciem suszy. Podobnie w przypadku aktywnosci pozostatych
enzymow CAT i POD oraz zawartoéci proliny, najwigksze rdznice pomigdzy
diploidami i tetraploidami obserwowano w ostatnim dniu suszy: aktywno$¢ CAT
w porownaniu do 1. dnia pomiaru byla odpowiednio u diploida i tetraploida 2,3 1 2,5
razy wigksza, a w przypadku POD - 2,51 3,5 razy wigksza (Rys. 26).

Podobnie zawarto$¢ proliny w ostatnim dniu suszy w odniesieniu do 1 dnia
pomiaru byta niemal 7-krotnie wyzsza u tetraploida i nieco ponad 4-krotnie wyzsza
u diploida (Rys. 27). W przeciwienstwie do wyzszej aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych i zawartosci proliny u tetraploidow, poziom MDA - wskazniaka
uszkodzenia blon komérkowych, byt istotnie wyzszy u diploidéw niz u tetraploidéw juz
w 15. dniu suszy (Rys. 27). Dynamika wzrostu tego zwigzku byla znacznie wyzsza
u diploida, w ostatnim dniu obserwowano u niego prawie 6-krotny wzrost MDA
natomiast u tetraploida 3,5-krotny.
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Rysunek 26. Aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych perokosydazy, katalazy oraz dysmutazy
ponadtlenkowej w lisciach diploidalnej (2x) jabloni ‘Redchief’ oraz jej klonu tetraploidalnego
(4x) przed susza (0d) oraz 11, 15, 18 I 23 dni po zaindukowaniu stresu suszy; srednie oznaczone
tg samg litera nie rdznig si¢ istotnie przy p=0,05; test Duncana.
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Rysunek 27. Zawartos¢ proliny oraz dialdehydu malonowego (MDA) w lisciach diploidalne;j
jabtoni ‘Redchief’ oraz jej klonu tetraploidalnego (4x) przed susza (0d) oraz 11, 15, 18 i 23 dni
po zaindukowaniu stresu suszy; srednie oznaczone ta sama litera nie réznig sig¢ istotnie przy
p=0,05; test Duncana.

4.2.4. Ocena reakcji na poziomie molekularnym

Wyniki przedstawione na rysunku 28 pokazuja zmiany w ekspresji genéw
kodujgcych enzymy antyoksydacyjne: dysmutazg ponadtlenkowa (SOD), katalaze
(CAT), peroksydaze askorbinianowa (APX) i peroksydaze glutationowg (GPX),
w roélinach poddanych stresowi suszy - tetraploidalnych w odniesieniu do
diploidalnych .

Ekspresja genu SOD przed zapoczatkowaniem suszy byla niska, podobna
u diploidéw (2x) 1 tetraploidow (4x). W 18. dniu trwania suszy poziom ekspresji
u tetraploida gwalttownie wzrdst, osiagajac najwyzsza warto$¢ - 2,5-krotnie wyzsza niz
poczgtkowa, a nastepnie poziom ekspresji spadt do poziomu 1,5-krotnie wyzszego niz
przed suszg. U diploidéw zmiany w ekspresji genu SOD byly mniej wyraZzne, poziom
ekspresji pozostawat stosunkowo stabilny (do 18. dnia suszy nie réznit si¢ istotnie od
wartosci poczgtkowej), osiagajac najwyzszgq warto$¢ dopiero w 23. dniu, istotnie
wigkszg niz obserwowana u tetraploida.

Poziom ekspresji genu CAT w pierwszych 15 dniach suszy byt niski i podobny
u obu genotypéw. W 18. dniu eksperymentu obserwowano dynamiczny wzrost poziomu
ekspresji, u tetraploida (4x), osiagajacy najwyzsza wartos¢ 23. dnia (2-krotnie wyzsza
niz u diploida w tym terminie). W tym samym okresie u diploida poziom ekspresji CAT
wzr6st nieznacznie, przy czym réznice w poziomie ekspresji tego genu w ciagu calego
okresu suszy byty nieistotne w porownaniu do wartosci poczatkowe;.

Przed zapoczagtkowaniem suszy ekspresja genu APX byla najwyzsza
u tetraploida i zarazem okolo 1,7-raza wyzsza w poréwnaniu do diploida. W 11 dniu
eksperymentu ekspresja genu gwaltownie spadla u tetraploida, po czym znaczaco
wzrosta i od 15. dnia do konca suszy utrzymywata si¢ na podobnie wysokim poziomie,
wyzszym niz u diploida. U diploida wahania w poziomie ekspresji tego genu byly
niewielkie, istotny spadek w pordéwnaniu do wartosci poczatkowej obserwowano
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jedynie w 11. dniu suszy, po czym poziom ekspresji wykazywat niewielkie zmiany.

Dynamika ekspresji genu GPX roznita si¢ pomiedzy badanymi genotypami.
Przed zapoczatkowaniem suszy (0 d) poziom ekspresji byl zblizony u diploidow (2x)
i tetraploidéw (4x). W 11. dniu eksperymentu ekspresja genu kodujacego peroksydaze
glutationows u tetraploidow spadia do najnizszego obserwowanego poziomu, po czym
znaczaco wzrosla w 15. dniu i nastgpnie do ostatniego dnia suszy utrzymywala si¢ na
podobnym poziomie jak przed susza. Inaczej u diploida, w 11 dniu poziom ekspresji
GPX wzrbst do poziomu prawie 2-krotnie wyzszego niZ u tetraploida, nastgpnie obnizat
sie stopniowo do wartosci podobnych jak u tetraploida, po czym gwaltownie wzrost
w ostatnim dniu suszy do najwyzszego notowanego poziomu, istotnie wyzszego niz
u tetraploida.

Podsumowujac, analiza ekspresji genéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne
(CAT, SOD, APX i GPX) w odpowiedzi na stres zwigzany z deficytem wody w podlozu
wykazata zréznicowane zmiany w trakcie trwania eksperymentu oraz istotne réznice
miedzy genotypami diploidalnymi (2x) i tetraploidalnymi (4x). W przypadku
tetraploida, poziom ekspresji genow SOD, CAT i APX byt istotnie wyzszy w ostatnich
dniach suszy (w 18. lub 23. dniu) niz u diploidéw, co sugeruje ich wigkszg zdolno$¢ do
adaptacji w warunkach stresu abiotycznego.
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Rysunek 28. Wzgledna ekspresja genéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne: SOD, CAT,
APX i GPX w liciach diploidalnej (2x) i tetraploidalnej (4x) jabtoni ‘Redchief” przed suszg
(0d), 11, 15, 18 i 23 dni po zaindukowaniu stresu; $rednie oznaczone ta sama literg nie réznig
si¢ istotnie przy p=0,05; test Duncana.
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4.3. Ocena zdolnosci do krzyzowania autotetraploidow jabloni oraz
ocena siewek uzyskanych z krzyzowan interploidalnych

Przeprowadzono badania zywotnosci i kielkowania pytku genotypow
diploidalnych (2x) jak i tetraploidalnych (4x) wykorzystywanych do krzyzowan
w kolejnych latach badan.

Diploidy charakteryzowaly si¢ wyzsza zywotnoscia pylku w poréwnaniu
z tetraploidami. Wartosci dla ‘Free Redstar’ 2x i ‘Szampion’ 2x byly jednymi
z najwyzszych w calym okresie badan, osiagajac kolejno 95% i 98% w pierwszym roku
oraz stabilnie wysokie warto$ci w kolejnych latach (Tab. 10). Genotypy tetraploidalne
jak ‘Free Redstar’ 4x-2 czy ‘Pinova’ 4x-4 charakteryzowaly si¢ znacznie nizsza
zywotnoscia, szczegdlnie w latach 2022-2023, gdzie odnotowano jej spadek nawet do
poziomu 38-55%. W 2024 roku zaobserwowano znaczng poprawe Zywotnosci pytku
u wszystkich genotypéw. Wyréznia sie tutaj ‘Gold Milenium’ 2x, ktdrego zywotnosc
wzrosta z 70% w 2023 roku do 91% w roku 2024. Diploidy wszystkich badanych
odmian charakteryzowaly si¢ wysoka zywotnoscia pytku w ostatnim roku badan.

Podobnie jak w przypadku zywotnosci pytku, zdolnos$é kietkowania na pozywce
takze roznila sie pomiedzy genotypami diploidalnymi i tetraploidalnyni. Wyraznie
wyzsze wartosci kietkowania byly obserwowane u diploidéw.

Analiza danych wskazuje na istotne zmiany w zywotnosci i kietkowaniu pyltku
w zaleznosci od lat, na co wplynely warunki atmosferyczne takie jak temperatura,
opady i wilgotno$¢ powietrza w trakcie rozwoju pytku. Obserwowana zmiennos¢
w kietkowaniu i zywotnosci pytku ma bezposrednie przelozenie na skutecznos¢
krzyzowan. Pylek o wyzszych parametrach zwigksza prawdopodobiefistwo zapylenia,
szczegblnie w przypadku krzyzowan interploidalnych.

Tabela 10. Zywotnosé oraz kietkowanie pytku diploidow (2x) (wiersze zaznaczone na
zielono) oraz tetraploidow (4x) jabloni trzech odmian: ‘Free Redstar’, ‘Redchief’.
‘Pinova’ w latach 2021 - 2024, ktéry zostal wykorzystany w krzyzowaniach

intrerploidalnych.
Genotyp Zywotno$¢ (%) Kielkowanie pytku (%)
2021
‘Free Redstar’ 2x 95 75
‘Free Redstar’ 4x-2 60 50
‘Pinova’ 2x 78 72
‘Pinova’ 4x-3L 70 68
‘Pinova’ 4x-4 72 56
‘Szampion’ 2x 98 82
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2022

‘Free Redstar’ 2x 66 67
‘Free Redstar’ 4x-2 38 35
‘Free Redstar’ 4x-3 41 26

‘Pinova’ 2x 86 81

‘Pinova’ 4x-3L 55 52

‘Pinova’ 4x-4 42 46

‘Szampion’ 2x 75 68
2023

‘Free Redstar’ 2x 65 51

‘Free Redstar’ 4x-2 50 20

‘Redchief’ 2x 71 65
‘Redchief” 4x-8 60 35
‘Redchief’ 4x-14 58 40
‘Pinova’ 2x 70 50
‘Pinova’ 4x-4 65 35
‘Pinova’ 4x-5 60 30
‘Gold Milenium’ 2x 70 52
2024

‘Free Redstar’ 2x 98 75
‘Free Redstar’ 4x-3 79 51
‘Free Redstar’ 4x-4 68 48

‘Gala Must’ 2x 95 85

‘Gala Must’ 4x-2 74 69

‘Gala Must’ 4x-5 75 75

‘Gala Must’ 4x-8 70 65

‘Redchief” 2x 85 72
‘Redchief” 4x-11 74 48
‘Redchief’ 4x-25 79 62

‘Pinova’ 2x 89 74
‘Pinova’ 4x-3L 74 55
‘Pinova’ 4x-16 71 51
‘Gold Milenium’ 2x 91 80
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W latach 2021- 2024 przeprowadzono krzyzowania pomig¢dzy wybranymi
genotypami jabloni o rdéznym poziomie ploidalnosci. Analizowano skuteczno$é
zapylenia, zawigzywanie owocow, tworzenie nasion oraz liczb¢ uzyskanych siewek,
oceniano takze efektywno$é krzyzowania jako stosunek liczby siewek do liczby
zapylonych kwiatow.

W krzyzowaniach, gdzie diploidalne genotypy mateczne zapylano pylkiem
pochodzgcym od tetraploidow (Tab. 11) obserwowano wyzsza efektywnos¢ krzyzowan
— $rednio 0,1625 siewki na zapylony kwiat - niz w krzyzowaniach odwrotnych,
w ktorych wynosita ona $rednio 0,039 (Tab. 12). W krzyzowaniach interploidalnych,
w ktorych diploidalne genotypy wystepowaty jako rosliny mateczne (Tab. 11), w 2021
i 2023 roku nie uzyskano zadnych owocow ani siewek. W 2022 r. uzyskano 13 siewek
z efektywnosdcig 0,325 w krzyzowaniu ‘Pinova’ z ‘Free Redstar’, a w 2024 uzyskano
65 siewek, najwiecej - 36 siewek na 40 zapylowych kwiatéw (z efektywnoscig 0,9)
w krzyzowaniu ‘Free Redstar’2x x ‘Gala Must’4x-2.

Krzyzowania tetraploidalnych roslin matecznych z diploidami jako dawcami
pytku (Tab. 12) cechowaly si¢ znacznie nizsza efektywnoscia, ktora srednio wynosita
0,039 siewek na zapylony kwiat. Najwieksza efektywno$¢ krzyzowania odnotowano
w 2024 roku w kombinacji ‘Pinova’ 4x-3 x ‘Gold Milenium’ 2x (0,20 siewek na
zapylony kwiat) oraz ‘Free Redstar’ 4x-3 x ‘Pinova’ 2x (0,13 siewek na zapylony
kwiat). W wigkszosci pozostatych kombinacji nie uzyskano zadnych siewek.

Rok 2023 przynidst calkowite niepowodzenie w krzyzowaniach. Brak owocow
i nasion z krzyzowan mogt byé spowodowany niekorzystnymi warunkami
srodowiskowymi. Analiza danych meteorologicznych z Dabrowic (Rys. 10) wskazuyje,
ze W okresie kwitnienia (kwiecien—maj) warunki pogodowe byly dalekie od
optymalnych. W kwietniu odnotowano stosunkowo niska $rednia temperature (ok.
10°C) oraz wysokie sumy opaddw, ktére mogly niekorzystnie wpltywaé na skutecznosé
zapylenia manualnego i przebieg zaptodnienia. W maju opady nadal utrzymywaly si¢
na podwyzszonym poziomie, a zmienno$¢ pogodowa mogla dodatkowo zaklécaé
rozwoj zawigzkéw owocow.
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Tabela 11. Efektywno$¢ krzyzowan diploidalnej jabtoni (rosliny mateczne) z klonami
tetraploidalnymi jabtoni (rosliny ojcowskie) w latach 2021 - 2024.

Srednia efektywnosé¢ krzyzowania z 4 lat

Krzyzowania Liczba Liczba | Liczba Liczba Efektywnosé
zapylonych | owocéw | nasion | uzyskanych | krzyzowania
kwiatow siewek (1. siewek/1.
zapylonych
kwiatow
a 2021
L. | ‘Free Redstar’ 2x x ‘Pinova’ 4x-4 40 0 0 0 0
2. | ‘Pinova’ 2x x ‘Free Redstar’ 4x-3 40 0 0 0 0
Suma 80 0 0 0
Srednia efektywnosé krzyzowania 0
2022
[ 1. | ‘Pinova’ 2x x ‘Free Redstar’ 4x-3 40 3 15 13 0,325
Suma 40 3 15 13
Srednia efektywno$é krzyzowania 0.325
2023
1. | Redchief 2x x ‘Pinova’ 4x-5 40 0 0 0 0
Suma 40 0 0 0
Srednia efektywno$é krzyzowania 0
2024
1. | ‘Gala Must’ 2x x ‘Pinova’ 4x-3 40 6 16 4 0,1
5 3Gala Must” 2x x’Free Redstar’ 4x- 40 3 3 3 0,075
3 2Free Redstar’ 2xx ‘Gala Must’ 4x- 40 2 40 36 0.90
4. | ‘Pinova’ 2x x ‘Redchief” 4x-11 40 6 16 12 0,30
5. | ‘Pinova’ 2x x ‘Gala Must’ 4x-8 40 0 0 0 0
6. | ‘Pinova’ 2x x ‘Free Redstar’ 4x-3 40 1 1 1 0,025
7. | ’Redchief’ 2x x *Pinova’ 4x-16 40 3 3 2 0,05
8. | ’Redchief” 2x x’Free Redstar’ 4x-4 40 6 7 7 0,175
Suma 280 33 | 86 65
Srednia efektywnosé krzyzowania 0.232
Suma catkowita | 480 | 36 | 101 | 78
0,1625
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Tabela 12. Efektywnos¢ krzyzowan tetraploidow jabloni (rosliny mateczne) z
diploidami jabtoni (rosliny ojcowskie) w latach 2021 - 2024.

Krzyzowania Liczba Liczba | Liczba Liczba Efektywnos¢
zapylonych | owocéw | nasion | uzyskanych | krzyzowania
kwiatéw siewek (1. siewek/1.
zapylonych
kwiatow
2021
1. | ‘Free Redstar’ 4x-2 x ‘Szampion’ 2x 40 0 0 0 0
2. | ‘Pinova’ 4x-4 x ‘Szampion’ 2x 40 2 13 3 0,075
3. | ‘Pinova’ 4x-3L x ‘Szampion’ 2x 40 1 7 4 0,1
Suma 120 3 20 7
Srednia efektywnos¢ krzyzowania 0.058
. 2022
| 1. | ‘Free Redstar’ 4x-2 x ‘Szampion’ 2x 40 4 20 0 0
| 2. | ‘Free Redstar’ 4x-3 x ‘Szampion’ 2x 40 0 0 0 0
| 3. | ’Free Redstar” 4x-3 x ‘Pinova’ 2x 40 3 15 0 0
' 4. | ‘Pinova’ 4x-3L x ‘Szampion’ 2x 40 4 11 3 0
5. | ‘Pinova’ 4x-4 x ‘Szampion’ 2x 40 1 1 4 0,1
Suma 200 8 36 7
Srednia efektywnosé krzyzowania 0.035
2023
1 F-ree _ R’edstar 4x-2 % ‘Gold 40 0 0 0 0
Milenium’ 2x
2. | ‘Pinova’ 4x-4 x ‘Gold Milenium’ 2x 40 0 0 0 0
3. | ‘Pinova’ 4x-5 x ‘Redchief’ 2x 40 0 0 0 0
4. | ‘Redchief’ 4x-8 x ‘Pinova’ 2x 40 0 0 0 0
5 21:edch1ef’ 4x-14 x ‘Gold Milenium 40 0 0 0 0
Suma 200 0 0 0
Srednia efektywnos¢ krzyzowania 0
2024
1. | *Gala Must’ 4x-2 x *Free Redstar’ 2x 40 0 0 0 0
2. | Gala Must’ 4x-5 x *Redchief’” 2x 40 1 0 0 0
3. | ‘Free Redstar’ 4x-4 x ‘Redchief” 2x 40 0 0 0 0
4. | ‘Free Redstar’ 4x-3 x ‘Pinova’ 2x 40 1 2 5 0,13
5. | ‘Pinova’ 4x-16 x ‘Gala Must’ 2x 40 1 1 0 0
6. | ‘Pinova’ 4x-3 x ‘Gold Millenium’ 2x 40 4 11 8 0,2
7. | Redchief® 4x-25 x ‘Gala Must’ 2x 40 0 0 0 0
8. 2Iiedch1ef’ 4x-11 x *Gold Milenium 40 1 6 6 0
Suma 320 8 20 19
Srednia efektywnosé krzyzowania 0.059
Sumacatkowita| 840 | 19 | 76 | 33
Srednia efektywno$é krzyzowania dla 4 lat 0,039
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Wszystkie siewki uzyskane w wyniku krzyzowan interploidalnych zostaly
poddane analizie poziomu ploidalnosci z zastosowaniem cytometrii przeplywowe;.
Wyniki wykazaty, ze wiekszos$¢ siewek byla triploidalna, co swiadczy o tym, ze s one
mieszaficami interploidalnymi (Rys. 29).

Siewki uzyskane w 2021 i 2022 r. zostaly réwniez poddane analizie wielkosci
genomu w odniesieniu do diploidalnych i tetraploidalnych form rodzicielskich. Siewki
te pochodzily z ponizszych krzyzowan. W 2021 roku uzyskano trzy siewki: S4/2021
oraz S6/2021 pochodzace z krzyzowania ‘Pinova’ 4x-3L x ‘Szampion’ 2x, a takze
siewke S5/2021 uzyskang z kombinacji ‘Pinova’ 4x-4 x ‘Szampion’ 2x. Natomiast
w 2022 roku, w efekcie krzyzowania ‘Pinova’ 2x x ‘Free Redstar’ 4x-3, uzyskano
osiem siewek: S1/2022, S3/2022, S4/2022, S5/2022, S8/2022, S9/2022, S10/2022 oraz
S12/2022.

Wielko$¢ genomu (zawarto$é jadrowego DNA, 2C DNA w pg) dla genotypow
diploidalnych, wynosita od 1,59 pg do 1,63 pg, tetraploidy charakteryzowaly si¢ niemal
dwukrotnie wieksza zawartoscig jadrowego DNA od 3,05 pg do 3,30 pg. Siewki
triploidalne, uzyskane w wyniku krzyzowan, mialy posrednig wielko$¢ genomu,
wynoszaca od 2,19 pg do 2,59 pg (Tab. 13, 14). Analiza wielkosci genomu
potwierdzila, ze badane siewki zawieraja potrdjny zestaw chromosomdw (Rys. 30).

W roku 2024 wykonano analogiczne analizy dla kolejnych siewek uzyskanych
z krzyzowan interploidalnych. W tej grupie wiekszos¢ siewek réwniez miata charakter
triploidalny, jednak stwierdzono takze obecno$¢ form diploidalnych oraz
tetraploidalnych (Tab. 14).

Siewki  mieszaficowe z  wszystkich  krzyzowan  interploidalnych
charakteryzowaly si¢ duzg zmiennoscia fenotypowsg (Rys. 31).
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Tabela 13. Zawarto$¢ jadrowego (2C) DNA oraz poziom ploidalnosci siewek,
uzyskanych z krzyzowan interploidalnych oraz genotypéw rodzicielskich (wiersze
zaznaczone na zielono) w latach 2021 - 2022.

Genotyp Zawartos¢ 2C DNA Poziom
(re) ploidalnosci
‘Pinova’ 2x 1,59+ 0,01 ¢ 2x
‘Szampion’ 2x 1,62+0,04 ¢ 2x
‘Free Redstar’ 4x-3 3,18+ 0,03 a 4x
‘Pinova’ 4x-3 3,08+0,01a 4x
‘Pinova’ 4x-4 3,05+£0,02 a 4x
Siewka S4/2021 237+0,07b 3x
Siewka S5/2021 2,59+0,02b 3x :
Siewka S6/2021 2,44+£0,03b 3x
Siewka S1/2022 2,46+ 0,01 b 3x
Siewka 53/2022 2,44+0,02b x|
Siewka 54/2022 244+0,01 b x|
Siewka $5/2022 2,49+ 0,05 b x|
Siewka S8/2022 2,45+0,05b 3x
Siewka $9/2022 231+£0,03b 3x
Siewka S$10/2022 2,39+0,02b 3x
Siewka S$12/2022 2,40+ 0,01 b 3x

érednie oznaczone tg samg literg nie roznig si¢ istotnie przy p=0,05; test Duncana.

Tabela 14. Zawarto$¢ jadrowego (2C) DNA oraz poziom ploidalnosei siewek,
uzyskanych z krzyzowan interploidalnych oraz genotypéw rodzicielskich (wiersze
zaznaczone na zielono) w roku 2024,

Genotyp | Zawartos¢ 2C Poziom Genotyp Zawartos¢ 2C Poziom
DNA (pg) ploidalnosci DNA (pg) ploidalnosci

Gala Must' 2x 1,63+ 0,01 ¢ 2x FG 52/2025 2,29+0,01b 3x
Freo Redstar' | 31940012 4x FG 532025 | 2,280,02b 3x
GF 1/2025 2,30+ 0,02b 3x FG 54/2023 2,29+£0,02b 3x
GF 8/2025 231+£0,01b 3x FG 55/2025 233+£0,01b 3x
Redchief 2x 1,60 +0,02 ¢ 2x FG 67/2025 227£0,01b 3x
Sander' 4x-3 3,21+0,03a 4x FG 68/2025 2,37+0,02b 3x
RS 2/2025 - 3x FG 69/2025 231+£0,02b 3x
RS 9/2025 - 3x FG 70/2025 2,37+£0,03b 3x
RS 19/2025 - 3x Pinova' 4x-3 3,22+0,01a 4x
RS 20/2025 - | 3x GP 6/2025 231+0,03b 3x
RS 40/2025 - ‘ 3x GP 37/2025 1,60+ 0,05c¢ 2x
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RF 10/2025 2,30+ 0,01 b 3x GP 38/2025 | 2,23+0,04b 3x
RF 11/2025 2,33+0,02b 3x GP 80/2025 | 2,28+0,01b 3x
RF 12/2025 2,23 +0,02 b 3x GP 81/2025 | 2,30+0,02b 3x
RF 42/2025 2,32%0,01b 3x GP 82/2025 | 2,34+0,02b 3x
RF 6572025 2,35+0,02b 3x Pinova' 2x 1,55+0,01¢ 2x
Free Redstar2x | 1,52 0,02 ¢ 2x Reddi‘ff -3 16£0,042 4x
Gala Must' 4x-1 3,17+ 0,01 a 4x PR 39/2025 2,28 +0,05b 3x
FG 4/2025 2,24 +0,01 b 3x PR 60/2025 | 2,33+0,04b 3x
FG 5/2025 227+0,02b 3x PR61/2025 | 237+0,01b 3x
FG 13/2025 | 2,26+0,02b 3x PR 62/2025 | 231+0,05b 3x
FG 14/2025 2.28+0,03b 3x PR 63/2025 | 234+0,03b 3x
FG 15/2025 233 40,02 b 3x PR 83/2025 | 1,60+0,01c 2x
FG 16/2025 2,31+0,01b 3x PR 84/2025 1,62 +0,02 ¢ 2x
FG 22/2025 224+ 0,02 b 3x PR 85/2025 | 233+0,01b 3x
FG 23/2025 232+0,01b 3x PR 86/2025 | 2,35+0,01b 3x
FG 24/2025 2,26+ 0,01 b 3x PR 87/2025 | 2,30£0,02b 3x
FG 25/2025 2,19+0,02b 3x PR91/2025 | 2,30£0,01b 3x
FG 26/2025 | 2,33+0,02b 3x P‘“‘%‘i 4 | 318:002a Ax
FG 27/2025 2,32+0,03b 3x RP18/2025 | 2,31£0,03b 3x
FG 28/2025 2,32+0,01b 3x RP 59/2025 | 2,33+0,02b 3x
FG29/2025 | 226+002b 3x D i‘_}dmﬁ 3,22£0,03a 4x
FG 30/2025 2,30+ 0,01 b 3x FP41/2025 | 2,35+0,05b 3x
FG31/2025 | 235+0,02b 3x el b dseoiode 2x
Milenium
FG 32/2025 2,214 0,03 b 3x PG33/2025 | 2,31+0,02b 3x
FG 43/2025 2.35+0,01 b 3x RG35/2025 | 3,21£0,02a 4x
FG 44/2025 2.23+0,02 b 3x RG36/2025 | 3.25+0,03a 4x
FG 45/2025 233+0,02b 3x RG 56/2023 | 3,21+0,05a 4x
FG 46/2025 220+0,01b 3x RG 77/2025 | 3,24+0,042 4x
FG 47/2025 226+0,01b 3x RG 78/2025 | 3,31+002a 4x
FG 48/2023 2,32+0,03b 3x RG 79/2025 | 3,30+0,01a 4x
FG 49/2023 2,30 +0,03 b 3x SR 66/2025 - 3x
FG 50/2023 2.37+0,03 b 3x PF 76/2025 | 2,30+0,02b 3x
| FG512025 | 231+001b 3x

$rednie oznaczone tg samg literg nie roznig si¢ istotnie przy p=0,05; test Duncana.
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Rysunek 29. Przykladowe histogramy analizy cytometrycznej poziomu ploidalnosci siewek
uzyskanych z krzyzowan interploidalnych oraz genotypdw rodzicielskich: genotypy diploidalne
(A, B), klony tetraploidalne ’Pinova’ 4x-3L (C), ‘Pinova’ 4x-4 (D), ‘Free Redstar’ 4x-3 (E),
siewki triploidalne (F, G, H).
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Rysunek 30. Przykladowe histogramy oceny wielkosci genomu siewek uzyskanych
z krzyzowai interploidalnych oraz genotypéw rodzicielskich: genotypow diploidalnych (A, B),
kloné6w tetraploidalnych (C, D, E) oraz siewek triploidalnych (F, G, H).
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Rysunek 31. Siewki mieszaficowe triploidalne: szczepione na podkladce M.9. (A) oraz
wlasnokorzeniowe (B).

Przeprowadzono analizy liczby chromosomow siewek pochodzgcych
z krzyzowan wykonanych w 2021 roku: ‘Pinova’ 4x-3L x ‘Szampion’ 2x i ‘Pinova’ 4x-
4 x *Szampion’ 2x (Rys. 32) oraz w 2022: ‘Pinova’ 2x x ‘Free Redstar’ 4x-3 (Rys. 33).
Analiza liczby chromosoméw w badanych siewkach potwierdzita wyniki uzyskane
metoda cytometrii przeptywowej. Wszystkie preparaty wykonane z merystemow
wierzchotkowych korzeni genotypow triploidalnych wykazaly —obecnos¢ 51
chromosoméw w jadrach metafazowych, co odpowiada potréjnemu zestawowi
chromosomoéw (3n).

Rysunek 32. Mikroskopowe obserwacje liczby chromosomow w merystemach
wierzcholkowych korzeni siewek jabloni z krzyzowan ‘Pinova’ 4x-3L x ‘Szampion’ 2x:
$6/2021 (A) i ‘Pinova’ 4x-4 x ‘Szampion’ 2x: $5/2021 (B); skala = 10 um, powigkszenie 60x.
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Rysunek 33. Mikroskopowe obserwacje liczby chromosomow w  merystemach
wierzcholkowych korzeni siewek jabloni z krzyzowania ‘Pinova’ 2x x ‘Free Redstar’ 4x-3:
S3/2022 (A), 8§9/2022 (B), 10/2022 (C), 12/2022 (D) ; skala = 10 um, powiekszenie 60x.
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S.Dyskusja

Jablon domowa (Malus x domestica Borkh.) jest jednym z najwazniejszych
gatunkéw sadowniczych na $wiecie, zaréwno pod wzgledem wielkosei produkeji jak
1 powierzchni upraw. Wedtug danych FAO, $wiatowa produkcja jabtek przekracza 93
miliony ton rocznie (FAOSTAT, 2023; dostep: 22.08.2025). Rowniez w Polsce jablon
stanowi podstawowy gatunek sadowniczy, a kraj nalezy do czolowych producentéw
jablek w Europie. W ostatnich dekadach rozwdj hodowli przyczynit si¢ do powstania
wielu nowych odmian, jednak ze wzgledu na czgste wykorzystywanie wspdlnych form
rodzicielskich znaczna czg$¢ obecnie uprawianych odmian wywodzi si¢ z waskiej puli
genetycznej (Daccord i in., 2017). Zmniejszona roéznorodno$é genetyczna zwicksza
ryzyko podatnoséci roslin na stresy biotyczne i abiotyczne. W tym kontekscie znaczenia
nabiera poliploidyzacja jako narzedzie umozliwiajagce poszerzenie zmiennosci
genetycznej oraz wprowadzenie cech korzystnych z punktu widzenia hodowlanego
- odpornosci na stresy czy poprawy jakosci owocow (Daccord i in., 2017; Sattler 1 in.,
2016). Autotetraploidy jabloni moga by¢ nie tylko Zrédtem zmiennosci dla hodowli, ale
takze komponentem w krzyzowaniach interploidalnych prowadzacych do powstawania
triploidéw o korzystnych cechach uzytkowych takich jak wigksze owoce, wyzsza
tolerancja na stresy $rodowiskowe (Sedov i in., 2014; 18; Sedysheva i Gorbacheva,
2013; Podwyszynska i in., 2016). W zwiazku z tym, kompleksowa ocena fenotypowa
autotetraploidéw jabloni — obejmujaca cechy morfologiczne, anatomiczne, odpornos¢
na stres suszy oraz zdolno$¢ do krzyzowania — stanowi istotny element badan nad
wykorzystaniem poliploidyzacji w hodowli tego gatunku.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze podwojenie liczby
chromosomdéw istotnie wplynelo na fenotyp autotetraploidéow jabtoni. Zmiany
fenotypowe dotyczyly przede wszystkim cech morfologicznych lisci, zawartosei
chlorofilu oraz budowy i wlasciwosci aparatéw szparkowych. W pordéwnaniu z formami
diploidalnymi, liscie tetraploidéw mialy wyraZnie zmieniony ksztalt — byly krétsze,
bardziej szerokie i zaokraglone. Podobne obserwacje poczynili Sedysheva i Gorbacheva
(2013) oraz Xue i in. (2017), ktérzy opisali liscie autotetraploidéow jako bardziej
masywne, z tendencjg do zwigkszenia grubosci blaszki liSciowej i bardziej okragle.
Wyniki uzyskane w niniejszych badaniach wskazujg rowniez, ze liscie autotetraploidow
jabtoni byly przecietnie mniejsze niz u ich odpowiednikéow diploidalnych, co
kontrastuje z doniesieniami wyze] wymienionych autoréw, wedlug ktorych
poliploidyzacja moze prowadzi¢ do zwigkszenia powierzchni lisci. Odmienne
obserwacje moga wynika¢ zaréwno z roznic genotypowych, jak i warunkéw
srodowiskowych, w jakich prowadzone bylybadania. Podobnie jak w przypadku
tetraploidow ‘Free Redstar’ i ‘Hanfu’, liscie tetraploidéw odmian ‘Redchief’, ‘Free
Redstar’ i ‘Pinova’ zawieraly wigcej chlorofilu, ich aparaty szparkowe byly wicksze, ale
ich gesto$¢ byla mniejsza niz u diploidow (Hias i in., 2017; Xue i in., 2017,
Podwyszynska i in., 2021b). Wzrost wielkosci aparatéw szparkowych oraz zwigkszona
zawarto$¢ chlorofilu sg powszechnie obserwowane u nowopowstatych poliploidow
réznych gatunkéw roslin. Zmiany takie wystgpowaty miedzy innymi u neotetraploidow
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takich gatunkow, jak: mango (Mangifera indica) (Gonzalez-Rodriguez i Grajal-Martin,
2013), liliowiec (Podwyszynska i in., 2015) czy mieczyk (Gladiolus grandiflorus)
(Manzoor i in., 2018). Co wigcej, silna dodatnia korelacja pomigdzy wielkoscia
aparatéw szparkowych, a poziomem ploidalnosci zostala uznana za jedno z kryteriow
morfologicznych umozliwiajgcych identyfikacje poziomu ploidalnosci w  wielu
gatunkach roslin, w tym réwniez u jabloni (Korban i in., 2009; Podwyszynska i in.,
2016). Wzrost wielkosci aparatéw szparkowych i zawartodci chlorofilu moze by¢
korzystny w kontekscie adaptacji roslin do niekorzystnych warunkéw $rodowiskowych
W tym suszy, poniewaz wigksze komoérki szparkowe, mimo mniejszej gestosci mogg
lepiej regulowa¢ wymiang¢ gazowg i ograniczaé transpiracje. Zmniejszenie gestosci
aparatéw szparkowych jest cechg czesto obserwowang u tetraploidéw, co moze
wskazywa¢ na poprawe efektywnosci gospodarki wodnej (Mo i in., 2020).

W zyciowym cyklu rozwojowym drzewiastych roélin sadowniczych
rozmnazanych z nasion (w celach hodowlanych), w tym takze jabloni wystepuje
stosunkowo diugi okres juwenilny (mtodociany), ktéry obejmuje poczatkows fazg zycia
roslin, podczas ktorej nie jest ona jeszcze zdolna do kwitnienia i owocowania
(Goldschmidt i Samach, 2004; Kumar i in., 2024). W tym czasie siewki wytwarzaja
wylacznie organy wegetatywne. Nawet w sprzyjajacych warunkach $rodowiskowych
nie dochodzi do rozwoju organow generatywnych. Faza juwenilna jest szczegdlnie
dluga w przypadku tetraploidéow, ktore w wielu przypadkach wykazujg podzniejsze
przejécie do fazy generatywnej nawet o dwa lata w poréwnaniu do ich diploidalnych
odpowiednikéw. By skroci¢ okres juwenilny w praktyce sadowniczej stosuje sie
szczepienie na podktadkach skarlajacych.

Wieloletnie obserwacje (2021-2024) prowadzone w ramach prezentowanych
badan wykazaly, ze tetraploidalne formy jabloni ‘Free Redstar’, ‘Redchief” i ‘Pinova’
szczepione na karlowej podkladce M.9 charakteryzowaly si¢ jednakze wyraznie
pézniejszym i mniej intensywnym kwitnieniem w poréwnaniu do diploidow takze
szczepionych na tej podkiadce. Tetraploidy kwitly o 2 do 6 dni pdzniej w sezonie
i okoto 1-2 lata pozniej osiggaly fazg rozwoju generatywnego. Podobne zjawisko
notowano u klonéw tetraploidalnych odmiany ‘Hanfu’, ktére zakwitly Srednio o dwa
sezony pbzniej i 5-7 dniowym opoézZnieniem w sezonie wegetacyjnym wzgledem
diploidow (Xue i in., 2017). Opoéznienie to moze by¢é zwigzane z modyfikacjg
gospodarki hormonalnej i zmianami w regulacji ekspresji gendw zwigzanych z indukcija
kwitnienia, co zostalo dowiedzione rowniez w przypadku innych gatunkéw roslin, np.
zurawka, kiwi czy rzodkiewka (Segraves i Thompson, 1999; Zhong i in. 2015; Pei i in.,
2019;). Zastosowanie odpowiednich podktadek moze skroci¢ okres juwenilny. Badania
Lewandowskiego i Zurawicza (2000) wykazaly, ze szczepienie siewek na bardzo
karlowych podkiadkach, takich jak P22 znacznie przyspieszalo kwitnienie, nawet
u genotypéw charakteryzujacych si¢ opdZnionym rozwojem generatywnym.
W kontekscie hodowli triploidéw poprzez krzyzowania interploidalne, znajomo$¢
dynamiki fazy juwenilnej oraz strategii jej skracania jest kluczowa dla skutecznej
selekcji form o wysokim potencjale uzytkowym.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze tetraploidalne formy jabtoni
charakteryzowaly si¢ wyraznie wigkszymi kwiatami w poréwnaniu do diploidalnych

97



odpowiednikdéw. Zmiany te obejmowaty zaréwno $rednice catego kwiatu, jak i wielkos¢
poszczegolnych jego organow, takich jak platki korony, preciki czy stupki. Analogiczne
rezultaty uzyskali Xue i in. (2017), ktérzy badajgc autotetraploidy jabtoni, odnotowali
znaczne zwigkszenie rozmiaréw kwiatow, przy jednoczesnym zmniejszeniu ich liczby
w kwiatostanie. Efekt wigkszych kwiatow na skutek podwojenia liczby chromosomow
zostal réwniez odnotowany u innych gatunkéw roslin, m.in. u boréwki czernicy
(Vaccinium myrtillus L.), gdzie kwiaty u form autotetraploidalnych byly wigksze
o okoto 64% (Podwyszynska i in., 2021), a takze u arbuza (Citrullus lanatus)
(Saminathan i in., 2015) oraz liliowca (Hemerocallis sp.) (Podwyszynska i in., 2015).

Jednym z istotnych efektéw poliploidyzacji roslin jest zmiana wielkosci oraz
zywotnosci ziaren pytku. W przeprowadzonych badaniach na trzech odmianach jabloni:
‘Free Redstar’, ‘Redchief’ i ‘Pinova’ wykazano, ze u genotypow autotetraploidalnych
dhugos¢ ziaren pylku byla istotnie wigksza w poréwnaniu do form diploidalnych.
Obserwacja ta jest zgodna z ogdlng tendencjg wystepujacg u roslin poliploidalnych,
gdzie zwickszenie poziomu ploidalnosci skutkuje wzrostem rozmiaréw komorek, w tym
komorek generatywnych (Parisod i in. 2010). Jednoczesnie w moich badaniach
wykazatam, ze zywotnos¢ pytku oraz jego zdolno$¢ kietkowania u tetraploidéw jabtoni
byla wyraznie nizsza. Spadek zywotnosci pytku u form tetraploidalnych wynosit
srednio okoto 25%, natomiast kietkowanie zmniejszyto si¢ przecigtnie o 43% wzgledem
diploidéw. Nizsza zywotnos¢ ziaren pylku u roslin poliploidalnych tlumaczy si¢
zaburzeniami w procesie mejozy. Milan (2008) wykazal, ze obnizona zywotnos¢ pytku
moze by¢ efektem nieprawidlowosci mejotycznych, takich jak: opdézZnienia segregaciji
chromosomoéw i w rezultacie tworzenie gamet o nieregularnej liczbie chromosoméw, co
przejawia si¢ powstawaniem, oprocz regularnych, takze mniejszych i wiekszych ziaren
pylku, czesto niezywotnych. Podobne zmiany w morfologii i zywotnosci ziaren pytku
po indukcji  poliploidii  obserwowano réwniez u  innych  gatunkow.
U autotetraploidalnych roslin bordéwki czernicy (Vaccinium myrtillus L.) stwierdzono
istotnie wigksze ziarna pylku w poréwnaniu do diploidéw, przy jednoczesnym
obnizeniu ich zywotnosci i zdolnosci do kietkowania (Podwyszynska i in., 2021c¢).
U tulipana (Tulipa gesneriana L.) ziarna pytku tetraploidow byly o 25% wigksze niz
u diploidéw, lecz ich zdolnos¢ kielkowania byta znacznie nizsza — wynosita 6,3%
wobec 30,3% u form diploidalnych (Podwyszynska i in., 2018). W przypadku wyki
kosmatej (Vicia villosa Roth) ziarna pytku tetraploidéw réwniez byly wigksze i roznity
sie¢ morfologicznie — diploidy wytwarzaly ziarna eliptyczne, a tetraploidy tréjkatne
(Tulay i Unal, 2010). Zywotno$¢ pyltku u diploidéw tego gatunku siegata 99%, podczas
gdy u tetraploidéw wynosita 81%. Rowniez u mieczyka (Gladiolus grandiflorus L.)
ziarna pytku byly wieksze u tetraploidéw, przy jednoczesnym obnizeniu zywotnosci
z 82,9% do 71,9% (Manzoor i in., 2019).

Jakos¢ owocdw stanowi jeden z kluczowych czynnikdéw warunkujacych wartosé
handlowa i konsumpcyjng jabtek, determinujgc atrakcyjnos¢ wizualng, wlasciwosci
smakowe oraz przydatnos$¢ do przechowywania i przetworstwa (Musacchi i Serra,
2018). Na cechy te wplywajg zarowno uwarunkowania genetyczne jak i czynniki
srodowiskowe, a takze poziom ploidalnosci. Zmiany liczby chromosomdéw moga
prowadzi¢ do istotnych modyfikacji metabolicznych i morfologicznych w roélinie, co
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w konsekwencji oddziatuje na jako$¢ owocow (Parisod i in., 2010; Sattler i in., 2016).
Jakos¢ jablek jest cechg wieloskladnikowa, determinowana zaréwno przez czynniki
genetyczne jak i §rodowiskowe oraz agrotechniczne. Wérdd najwazniejszych atrybutow
jakosci wyr6znia si¢: rozmiar owocOw, barwe skorki, jedmos¢ migzszu, zawartosé
ekstraktu oraz kwasowo$¢ miareczkowsg (Morariu i in. 2025). W moich badaniach
tetraploidy wszystkich trzech odmian — ‘Free Redstar’, ‘Redchief” i ‘Pinova’
— wykazywaly istotnie wyzszg mas¢ owocéw w poréwnaniu do diploidalnych
odpowiednikéw, co wigze si¢ z efektem zwigkszania objgtosci komodrek
charakterystycznym dla poliploidéw. Podobne obserwacje poczynili Liu 1 in. (2006),
ktorzy wykazali, ze owoce autotetraploidalnej odmiany ‘Royal Gala’ charakteryzowaty
sic wigkszym rozmiarem i wyzsza zawartoscig rozpuszczalnych substancji stalych
w poréwnaniu do jej diploidalnej formy. Réwniez w przypadku odmiany ‘Haniu’,
owoce autotetraploidéw jabloni cechowaly si¢ istotnym wzrostem masy (o 23,6%),
dtugosci, ksztaltu i zawartosci ekstraktu, przy jednoczesnym niewielkim zmniejszeniu
szerokosci owocu w pordwnaniu do diploidéw (Xue i in., 2017). Autorzy ci stwierdzili,
ze wzrost masy nasion i brak istotnych réznic w jedrnosci owocédw wskazuja, ze zmiana
poziomu ploidalnosci moze oddziatywaé selektywnie na poszczegélne cechy
jakosciowe. Co ciekawe, tetraploidy wykazywaly réwniez istotnie wyzszy wskaznik
opadania owocéw, co moze mie¢ znaczenie praktyczne w kontekscie zbioru i trwatosci
przechowalniczej (Xue i in., 2017).

Istotnym parametrem wplywajgcym na atrakcyjnos$¢é wizualng jablek jest barwa
skorki, a szczegolnie powierzchnia rumienca. Intensywno$¢ i rozleglo$¢ rumienica
zaleza gldwnie od dostepnosci $wiata i ekspozycji owocow, ale takze od aktywnosci
gendw zwigzanych z biosyntezg antocyjanin (Musacchi i Serra, 2018).
W przeprowadzonych badaniach nie obserwowano istotnych réznic w powierzchni
rumienca miedzy diploidami a tetraploidami u odmian ‘Redchief” i ‘Pinova’, natomiast
u odmiany ‘Free Redstar’ jeden z klondéw tetraploidalnych mial rumieniec istotnie
stabiej rozwinigty. Moze to sugerowaé, ze zwigkszenie ploidalnosci niekoniecznie
przeklada si¢ na wyrazne zmiany w intensywnosci zabarwienia skorki, a efekt moze by¢
zalezny od interakcji genotypu i $rodowiska. Jedrnos$¢ miazszu u jabloni jest cechg
kluczowa dla trwalosci pozbiorczej, jego silnie zréznicowanie zalezne jest od odmiany,
praktyk uprawowych czy terminu zbioru (Bryk i in., 2013; Szpadzik i in., 2023).
W naszych analizach niektore klony tetraploidalne charakteryzowaly si¢ jedrnoscig
poréwnywalng lub wyzsza od diploidéw, natomiast niektore wykazywaly znaczace
zmniejszenie jedrnosci. Wyniki te pozostaja w zgodzie z danymi literaturowymi
wskazujacymi, ze jedmos$é moze nie ulegaé istotnym zmianom w wyniku podwojenia
liczby chromosoméw (Xue i in., 2017). Jednym z klasycznych wskaznikéw dojrzaloscei
jabtek jest okreslanie indeksu skrobiowego, ktory pozwala oceni¢ stopien rozkladu
skrobi w migzszu. Skrobia jest gléwnym weglowodanem zapasowym, ktory odklada sig
W owocu w czasie jego wzrostu, a podczas dojrzewania ulega hydrolizie do cukrow
prostych, co ma bezposredni wptyw na stodkos¢ oraz jako$¢ smakowg owocéw (Mesa
i in., 2016; Deng i in. 2025). Ocena rozktadu skrobi moze by¢ pomocna nie tylko w
okreslaniu optymalnego terminu zbioru, ale réwniez w prognozowaniu trwatosci
przechowalniczej. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze u tetraploidow
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‘Redchief” skrobia rozklada si¢ w nieco mniejszym stopniu niz u ich diploidalnych
odpowiednikéw, co moze wskazywa¢ na pézniejsze dojrzewanie. OpOznione
dojrzewanie i wigksza trwalo$¢ pozbiorcza moga stanowi¢ korzystng ceche handlowa.
Istotnym parametrem smakowym jablek jest zawartos$¢ ekstraktu oraz kwasowos¢, ktore
decyduja o profilu sensorycznym owocu. Wartosci te zaleza od cech odmianowych, jak
i warunkéw $rodowiskowych, w tym dostepnosci wody i $wiatta (Musacchi 1 Serra,
2018). W naszych analizach tetraploidy jabloni charakteryzowaly si¢ wyzszg
zawartoscia ekstraktu i wigkszg kwasowoscia w poréwnaniu do diploidéw. Podobne
wyniki uzyskali Sedov i Makarkina (2008), ktérzy wykazali, ze owoce niektorych
tetraploidéw charakteryzowaly sie wyzsza calkowita zawartoscig cukrow, kwasdéw
organicznych i kwasu askorbinowego w poréwnaniu do ich diploidalnych
odpowiednikéw. Co wigcej, niektére z tych cech, takie jak wysoka zawarto$¢ kwasu
askorbinowego, byly przekazywane ich mieszaficowemu potomstwu triploidalnemu
w wyniku krzyzowan ptciowych migdzy genotypami tetraploidalnymi i diploidalnymi.

U wszystkich analizowanych odmian jabloni nasiona genotypdw
tetraploidalnych byly wizualnie wigksze niz u ich diploidalnych odpowiednikow, co
potwierdza wczesniejsze obserwacje dotyczace zwigkszonego rozmiaru komoérek
i organdw jako jednej z konsekwencji poliploidyzacji (Sattler i in., 2016). Moje badania
wykazaly jednak, ze zauwazalna r6znica w wielkosci nasion nie zawsze wigzala sig
z proporcjonalnym wzrostem ich masy. W przypadku tetraploidow ‘Free Redstar’ (4x-2
i 4x-4) oraz klonu ‘Redchief” 4x-11 masa 10 nasion nie r6znila si¢ istotnie od wartosci
notowanej u diploidéw, mimo Ze nasiona byty wizualnie wicksze. Moze to sugerowac,
ze cze$é z nich nie byla dostatecznie wypelniona czy prawidlowo uformowana, co
mogto wynikaé z zaburzeh w rozwoju zarodka i/lub bielma (Zhang i in., 2019). Z kolei
u pozostatych genotypéw tetraploidalnych — zwlaszcza u tetraploidalnych klonow
‘Redchief” 4x-25 i ‘Pinova’ 4x-4 i 4x-3L. — masa 10 nasion byla istotnie wyzsza
w poréwnaniu do diploidow. Moze to wskazywaé na wigksza sprawnos¢ procesu
embriogenezy i powstawania bielma u tych genotypéw tetraploidalnych i zarazem ich
wiekszg zdolno$¢ do produkcji petnowartosciowych nasion. Podobnie Xue i in. (2017),
wykazali, ze nasiona tetraploidalnych klonéw jabloni ‘Hanfu’ charakteryzowaly sig
wiekszym rozmiarem i masa w poréwnaniu do diploidow.

Moje wyniki pokazaty, ze owoce tetraploidalnych genotyp6éw jabloni sg wigksze
niz u diploidéw. Spostrzezenie to znajduje potwierdzenie w licznych badaniach
prowadzonych na innych gatunkach roslin sadowniczych i warzywnych. U Actinidia
chinensis (kiwi) podwojenie poziomu ploidalnosci prowadzilo do uzyskania owocow
0 50-60% cigzszych niz u form diploidalnych, bardziej kulistych i z grubsza skorka
(Wu i in., 2013). Tetraploidalne owoce kiwi charakteryzowaly si¢ jednak niZsza
jedrnoscia, mniejsza zawartoscia suchej masy oraz slabszym wybarwieniem migzszu, co
wskazuje na mozliwe kompromisy jakosciowe, towarzyszace zwigkszeniu rozmiarow
owocéw. Podobne wyniki uzyskano takze w innym badaniu tego samego gatunku, gdzie
potwierdzono stabilno$¢ cechy wigkszej masy owocoéw tetraploidéw w kolejnych
sezonach, cho¢ zauwazono réwniez wystepowanie deformacji owocow, co wskazuje na
koniecznosé selekcji klonalnej (Wu i in., 2012). Réwniez u tetraploidalnego melona
(Cucumis melo) stwierdzono okoto 30% wzrost masy owocdéw w poréwnaniu do
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diploidéw, a takze poprawe takich parametréw jakosci jak: zawartos¢ cukrow
rozpuszczalnych, witaminy C i masy nasion (Zhang i in., 2010). Takie zmiany sugerujg
korzystny wptyw poliploidyzacji nie tylko na cechy morfologiczne, ale i sensoryczne
owocu. W przypadku karamboli (Averrhoa carambola L.) formy poliploidalne
(zar6wno triploidy, jak i tetraploidy) miaty wigksze i cigzsze owoce oraz wydluzony
okres trwatosci pozbiorczej w porownaniu do diploidéw. Jednakze liczba owocdw na
kwiatostan zmniejszyla sie, co moze $wiadczy¢ o wickszym koszcie fizjologicznym
tworzenia owocow o zwickszonej masie (Hu i in., 2021). Wielko$¢ owocow jabtoni
zawsze byla krytycznym czynnikiem przy okreslaniu wartosci rynkowej (Szot i Lipa,
2019).

Srodowiskowe czynniki stresogenne, takie jak susza stanowig jedno
z najpowazniejszych wyzwan ograniczajacych wzrost i produktywnos¢ roslin na catym
$wiecie (Koua i in., 2021; Khan i in., 2024; Koziara-Ciupa i Trojak-Goluch, 2025).
Globalne ocieplenie prowadzi do wzrostu temperatur, co nasila parowanie, zmniejsza
dostepnos¢ wod powierzchniowych i przyspiesza wysychanie gleby, w efekcie
powodujac narastajacy stres suszy. Zmiany klimatyczne sprawiajg, ze susze stajg sig¢
coraz czestsze i bardziej intensywne, co bezposrednio wpltywa na funkcjonowanie
ekosystemow oraz rolnictwa, zagrazajac globalnemu bezpieczenstwu zywnos$ciowemu.
Wedtug prognoz, do 2050 roku az 50% gruntéw ornych moze by¢ narazonych na stres
suszy. Obecnie susza znaczaco ogranicza produkcje roslinng na $wiecie i powoduje
istotne, coroczne wahania plondéw (Ali i in., 2025; Matysiak i in., 2025). Susza wywiera
ztozony wplyw na rosliny, zaburzajac relacje wodne i efektywno§é wykorzystania
wody, a w rezultacie naturalne wzorce rozwoju. Prowadzi do zmian fizjologicznych,
takich jak ograniczenie aktywnosci aparatoéw szparkowych, zahamowanie fotosyntezy,
zaburzenia wymiany gazowej, spadek nat¢zenia transpiracji oraz wzrost stresu
oksydacyjnego, co skutkuje zahamowaniem wzrostu (Gudys i in., 2018; Raza i in.,
2023). Stres suszy wplywa réwniez na integralno$¢ blon i $cian komorkowych,
powodujac ich uszkodzenia, a nawet $mier¢ komodrek oraz objawy widoczne gotym
okiem, takie jak: zwijanie i wigdnigcie lisci, wczesne starzenie si¢ roslin czy
wysychanie tkanek (Kopcewicz i Lewak, 2019; Corso i in., 2020;).

W ostatnich latach coraz wieksze zainteresowanie budzi rola poliploidyzacji
jako potencjalnego mechanizmu zwigkszajacego tolerancje roslin na niekorzystne
warunki srodowiskowe, w tym deficyt wody. Zmiany wynikajace ze wzrostu stopnia
ploidii dotyczg zaréwno budowy anatomicznej, jak i fizjologii oraz ekspresji genéw, co
pozwala roslinom poliploidalnym na efektywniejsze radzenie sobie z niedoborem wody
(Schwachtje i in., 2019). Na poziomie morfologicznym rosliny poliploidalne czesto
charakteryzujg sie wiekszymi komorkami i grubszymi liéémi, kutykula i epiderma
zmniejszong gestoscig aparatéw szparkowych oraz ich wigkszym rozmiarem. Tego
rodzaju zmiany strukturalne prowadzg do ograniczenia transpiracji przy jednoczesnym
zachowaniu odpowiedniego poziomu wymiany gazowej, co stanowi istotny mechanizm
oszczedzania wody w warunkach stresu (Tossi 1 in., 2022). Poliploidy wykazuja
réwniez zwiekszong aktywnos¢ enzymoéw antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) i peroksydaza (POD), co skutkuje
skuteczniejszg eliminacjg reaktywnych form tlenu (ROS) generowanych w warunkach

101



stresu (Tossi i in., 2022; Koziara-Ciupa i Trojak- Goluch, 2025). Dzigki temu poziom
uszkodzen oksydacyjnych mierzony m.in. poprzez zawarto$¢ malonodialdehydu (MDA)
jest u poliploidéw nizszy niz u diploidéw. Dodatkowo, rosliny o wyzszej ploidalnosci
czesto akumuluja wigksze ilosci proliny — osmoprotektantu wspomagajacego
stabilizacje struktur komérkowych oraz regulacje potencjatu osmotycznego (Lourkisti
i in., 2022). Na poziomie molekularnym, u poliploidéw obserwuje si¢ zmieniong
ekspresje genow zwigzanych z odpowiedzia na stres abiotyczny, takich jak geny
kodujace enzymy antyoksydacyjne czy akwaporyny odpowiedzialne za transport wody
(Santoro i in., 2025).

Niedobér wody prowadzi do zmniejszenia tempa podzialéw komérkowych,
skutkuje zahamowaniem wzrostu pedéw oraz redukcja biomasy. W przeprowadzonych
badaniach wykazano, ze tetraploidy jabtoni poddane stresowi suszy wykazywaly lepsze
parametry wzrostu niz diploidy. Szczegélnie wyrazna réznica pomigdzy tetraploidami,
a diploidami byla widoczna pod wzgledem procentowego przyrostu dlugosci pedu
gléwnego (23% vs. 6%) i diugosci pedéw bocznych (53% vs. 33%). Jednak nie
wszystkie parametry wzrostu wykazywaly przewage tetraploidow. Diploidy poddane
stresowi suszy wykazywaly wyzszy przyrost liczby pedow bocznych. Moze to
sugerowaé réznice w strategiach wzrostowych pomiedzy genotypami o réznym
poziomie ploidalnosci. Tetraploidy mogly preferencyjnie inwestowa¢ w wydhizanie juz
istniejacych pedéw, co potencjalnie umozliwia im skuteczniejsze konkurowanie
o $wiatlo, podczas gdy diploidy wykazywaty wigksza zdolnos¢ do inicjacji nowych
peddéw bocznych, co moze by¢ strategia przetrwania poprzez rozgalezianie. Podobne
zmiany parametréw wzrostu pod wplywem stresu suszy, takie jak istotne ograniczenie
wzrostu i produkcji biomasy notowano u owsa (4dvena sativa L.) oraz wigkszosci jego
mieszancéw z kukurydza (Zea mays) (Skrzypek i in., 2018; Warzecha 1 in., 2023).
Obserwowano wyrazne zmniejszenie wysokosci roslin, powierzchni lisei oraz
akumulacji suchej masy. Sposréd uzyskanych w tych krzyzowaniach plodnych
mieszancow tzw. OMA, zawierajacych caly genom owsa i pojedyncze chromosomy
kukurydzy, wyselekcjonowano linie, ktoérych rosliny wykazywaly wyzszy potencjat
plonowania (skorelowany ze stabilnym parametrem Fv/Fm) w warunkach stresu suszy,
niz odmiana rodzicielska owsa (Warzecha i in., 2023).W przeciwienstwie do kukurydzy
o fotosyntezie C4, owies posiadajacych fotosyntezg C3 (ze znacznym wystgpowaniem
fotooddychania) wykazuje duzg podatnos¢ na stres suszy, ktéra w obecnych warunkach
klimatycznych zmniejsza potencjal produkcyjny roslin o 40%. Wyselekcjonowane
mieszance z komponentem genetycznym kukurydzy o zwigkszonej tolerancji na suszg
majg zdaniem autoréw duzy potencjat hodowlany. U roélin strgczkowych, takich jak
groch i soczewica, deficyt wody skutkowal obnizeniem tempa wzrostu pedow i lisci
oraz ograniczeniem produktywnosci (Sung i in. 2023; Yan i in. 2023). Potencjal wody
w lidciach jest istotnym wskaznikiem fizjologicznej reakcji roslin na niedobdér wody
w $rodowisku. Stres suszy prowadzi do obnizenia potencjalu wodnego, co skutkuje
spadkiem turgoru komérkowego, ograniczeniem fotosyntezy i wzrostu, a w skrajnych
przypadkach — zahamowaniem rozwoju catej roéliny (Oguz i in., 2022). Wyniki moich
badan wykazaly, ze w poréwnaniu do diploidéw, tetraploidy utrzymywaty wyzsze
warto$ci tego parametru, co sugeruje ich lepsze przystosowanie do warunkéw
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stresowych. Podobne wyniki uzyskano w przypadku Spathiphyllum wallisii. U tego
gatunku tetraploidy wykazywaty wyzszy potencjal wody i mniejszy spadek RWC
w warunkach suszy w poréwnaniu do diploidéw (van Laere i in., 2011). W badaniu
przeprowadzonym przez Da Silva Costa i in. (2025) na cytrusach wykazano, ze
tetraploidalne podktadki Citrus charakteryzowaly sie istotnie wyzsza wartoscia RWC
w warunkach suszy w poréwnaniu do swoich diploidalnych odpowiednikoéw. Wskazuje
to na wyzsza zdolnos$¢ tetraploidow do ograniczania transpiracji lub bardziej
efektywnego gospodarowania wodg. Autorzy podkreslili, ze zwigkszona wartos¢ RWC
u tetraploidow moze by¢ wynikiem mniejszego przewodzenia wody 1 bardziej
ograniczonej transpiracji, a takze sprawniejszego funkcjonowania aparatow
szparkowych. Podobne wyniki uzyskano u jabloni w badaniu Zhang i in. (2015).
Autorzy poréownali diploidalne oraz autotetraploidalne formy dwoéch odmian jabloni
(‘Hanfu’ i ‘Gala’) i obserwowali, ze w warunkach stresu wodnego tetraploidy
utrzymywaly wyzszg relatywng zawarto$¢ wody w liciach niz diploidy. Réznica ta
byla wyrazna juz po kilku dniach stresu indukowanego PEG-6000. Potwierdza to, ze
podniesienie poziomu ploidii moze poprawia¢ fizjologiczng odpornos¢ roslin na deficyt
wody. Wyniki te sg spojne z obserwacjami uzyskanymi w niniejszym badaniu, gdzie
tetraploidalne genotypy jabloni réwniez charakteryzowaly si¢ lepszym bilansem
wodnym w poréwnaniu do diploidéw.

Susza istotnie wplynela na inne parametry fizjologiczne zaréwno u diploidow
jak i tetraploidow jabloni. W warunkach deficytu wody w podtozu obserwowano istotny
spadek natezenia fotosyntezy (Pn) jak i transpiracji (Tr) przy czym reakcja diploidow
byla silniej zaznaczona niz w przypadku tetraploidéw. Réwnolegle stres suszy
prowadzit do wyraznego obnizenia zawartosci chlorofilu (CCI) oraz wydajnosci reakcji
fotochemicznej fotosystemu II (Fv/Fm). U diploidéw jabloni zawartos¢ chlorofilu
gwaltownie spadta juz po 11 dniach stresu i utrzymywata si¢ na niskim poziomie az do
23 dnia suszy, natomiast tetraploidy wykazywaly istotnie wyzsza zawartos¢ chlorofilu
w calym okresie niedoboru wody, nawet w najbardziej krytycznej fazie stresu.
Podobnie, parametr Fv/Fm, bedacy wskaznikiem integralnosci fotosystemu II, ulegal
obnizeniu w czasie stresu, jednak spadek byt mniej intensywny u tetraploidéw. Moze to
$wiadczy¢ o wiekszej stabilnosci ich aparatu fotosyntetycznego w warunkach deficytu
wody. Po zakonczeniu suszy i wznowieniu nawadniania (faza 91 BBCH — zakonczenie
wzrostu, w potowie wrzesnia), zaréwno diploidy jak i tetraploidy wykazaly czg¢sciowa
zdolno$¢ do odbudowy parametréw fotosyntezy, zawartosci chlorofilu i funkcji
fotosystemu II. Zdolno$¢ do regeneracji tych procesow byla jednak bardziej wyrazna
u tetraploidéw, co sugeruje ich wyzszy potencjal adaptacyjny do warunkéw stresu
wodnego. Uzyskane wyniki sa zgodne z obserwacjami innych autoréw. Sun i in. (2022)
obserwowali, Ze tolerancja na susz¢ u roznych podkiadek jabloni byla zwiazana
z wyzszg zawarto$cia chlorofilu, wigksza gruboscia lisci i wyzszym natezeniem
fotosyntezy, co bylo szczegdlnie widoczne w przypadku odpornych genotypow. Wang
i in. (2018) stwierdzili, ze w lisciach miodych drzew jabloni susza prowadzi do
ograniczenia fotosyntezy w wyniku zaré6wno mechanizméw zwiagzanych z otwieraniem
i zamykaniem aparatéw szparkowych jak i innych, obnizajgc parametry takie jak Pn,
Gs (ang. stomatal conductance- przewodnictwo szparkowe ), E (ang. transpiration rate-
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transpiracja) oraz Fv/Fm, przy jednoczesnym wzroscie NPQ (ang. non-photochemical
quenching - niefotochemiczne wygaszanie fluorescencji) jako elementu ochrony
fotochemicznej. Co istotne, ograniczenie fotosyntezy pojawiato si¢ juz przy potencjale
wody ¥, powyzej —1,5 MPa, co potwierdza rowniez wyniki uzyskane w ninigjszych
badaniach. Stwierdzono réwniez, ze autotetraploidy dwoch odmian jabloni, ‘Hanfu’
i ‘Gala’, charakteryzowaly si¢ wyzszg niz diploidy tolerancjg na suszg¢ i zasolenie.
W innych badaniach Zhang i in. (2015) oraz Xue i in. (2015) informuja, ze w trakcie
trwania stresu suszy tetraploidy jabloni wykazywaly wyzsza zawarto$¢ chlorofilu
w lisciach oraz wigksza fluorescencje chlorofilu w poréwnaniu do diploidow.
W badaniach nad podktadkami Citrus wykazano, ze tetraploidalne formy cechowaly si¢
bardziej efektywng niz diploidy regulacjg transpiracji poprzez szybsze zamykanie
aparatow szparkowych w odpowiedzi na stres suszy, co wigzano z intensywniejsza
produkcja ABA (da Silva Costa i in. 2025). Tetraploidy te charakteryzowaly si¢
nizszymi warto$ciami niz diploidy przewodnictwa szparkowego (Gs), transpiracji (E)
i natezenia fotosyntezy netto (P,) w warunkach deficytu wody, co wskazuje na strategie
ograniczania strat wody kosztem intensywnosci fotosyntezy.

Moje badania wykazaly, ze w warunkach suszy tetraploidy jabloni wykazywaty
silniejszg  aktywacje¢  mechanizméw  obronnych -  aktywno$ci enzymoéw
antyoksydacyjnych (SOD, CAT, POD) i zawartosci proliny, ktére roslty szybciej
i osiggaly wyzsze wartosci niz u diploidéw. Jednoczesnie poziom MDA, wskaznika
uszkodzenn  oksydacyjnych blon cytoplazmantycznych, byl istotnie nizszy
u tetraploidéw, co moze §wiadczy¢ o ich skuteczniejsze] ochronie przed stresem
oksydacyjnym. Podobne wyniki uzyskano w badaniach prowadzonych na cytrusach,
gdzie tetraploidalne podkiadki charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywnoscia dysmutazy
ponadtlenkowej i katalazy, co korelowalo z nizszym poziomem uszkodzen
oksydacyjnych oraz zwigkszong tolerancja na deficyt wody (da Silva Costa i in. 2025).
Roéwniez w przypadku Ficus carica stwierdzono, ze tetraploidy gromadzily wigcej
proliny i wykazywaly wyzsza aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych w poréwnaniu
do diploidéw, co przekladalo si¢ na wicksza odpornos¢ na suszg {Formatting Citation}.
W pracy Wei i in. (2019) wykazano, ze naturalne autotetraploidy Poncirus trifoliata
byly bardziej odporne na stres deficytu wody niz formy diploidalne, co bylo zwigzane z
wicksza zdolnoécig do usuwania reaktywnych form tlenu, akumulacja cukréw i proliny
oraz mniejszym poziomem peroksydacji lipidow. Z kolei Zhang i in. (2015) dowiedli,
ze autotetraploidy jabloni charakteryzuja si¢ nizszg akumulacja MDA w lisciach, co
potwierdza nasze obserwacje. Podobne mechanizmy obronne aktywowane
w odpowiedzi na stres suszy obserwowano réwniez u siewek jabloni traktowanych
nanoczastkami tlenku ceru (CeQ:) (Luo et al., 2022). Autorzy ci wykazali, ze dzialanie
tych nanoczastek prowadzilo do znacznego zwickszenia aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych (SOD, POD, CAT), akumulacji proliny oraz zmniejszenia poziomu
MDA w warunkach suszy (Soleymani i in., 2025). Warto podkresli¢, ze podobne
tendencje obserwowano w badaniach poréwnawczych Malus prunifolia (forma
tolerancyjna na stres suszy) i Malus hupehensis (forma wrazliwa) — odmiany odporne
utrzymywaly lepszg integralnos$¢ komérkowa (chloroplastow i mitochondrii) oraz silniej
aktywowaly enzymy takie jak SOD, POD, APX czy GR (Wang i in., 2012). Ich
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komorki wykazywaly nizsza akumulacje ROS i MDA, co przekladalo si¢ na mniejsze
uszkodzenia blon cytoplazmatycznych i utrzymanie sprawnosci metabolicznej w czasie
stresu. Podsumowujac, wyniki jednoznacznie wskazuja, ze tetraploidalne formy jabloni
uruchamiajg bardziej efektywne mechanizmy obrony biochemicznej w warunkach
deficytu wody. Zwickszona aktywnos$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych, wigksza
akumulacja proliny oraz nizsza zawartos¢ MDA sugeruja, ze tetraploidy lepiej radza
sobie z utrzymaniem réwnowagi redoks i ograniczaniem uszkodzen oksydacyjnych niz
ich diploidalne odpowiedniki.

Przeprowadzone w niniejszych badaniach analizy na poziomie molekularnym
potwierdzity wyniki wyzej opisanej aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych
u tetraploidow i diploidéw jabtoni. W odpowiedzi na stres suszy obserwowano wyrazne
réznice w ekspresji genéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne miedzy roslinami
diploidalnymi, a tetraploidalnymi. W przypadku tetraploidéw zauwazono wczesniejsza
i silniejsza indukcje ekspresji gendw SOD, CAT i APX w poréwnaniu do diploidéw, co
sugeruje ich bardziej efektywny mechanizm neutralizacji wolnych rodnikéw tlenowych
w warunkach deficytu wody. W analizowanym materiale ro§linnym aktywnos$¢ genu
GPX wykazywala bardziej ztozong dynamike — u tetraploidéw poziom ekspresji
wzrost w poczatkowym okresie stresu suszy, natomiast u diploidow najwyzszy poziom
ekspresji obserwowano dopiero w konicowej fazie suszy. Moze to sugerowac roznice
w strategii odpowiedzi miedzy genotypami, gdzie tetraploidy szybciej aktywuja szlaki
detoksykacyjne, a diploidy odpowiadaja wolniej, lecz silniej w pdzniejszych etapach
stresu. Podobne reakcje obserwowano u innych gatunkéw. U jeczmienia (Hordeum
vulgare), intensywny stres suszy wywolal wczesniejsza 1 silniejsza ekspresje genow
SOD, CAT i GPX u odmian tolerujgcych susze, podczas gdy wrazliwe odmiany
reagowaly wolniej (Harb i in., 2015). Analogiczne wyniki raportowano u pszenicy
(Triticum aestivum) — krotkotrwaly stres osmotyczny indukowat ekspresje genow SOD,
APX, GPX oraz regulatorowych genow transdukcji sygnatu (MAPK i NAC) {Formatting
Citation}. W przypadku autotetraploidalnych jabtoni, badania (Zhang i in., 2015)
wskazujg tez na zwigzek zwiekszonej tolerancji na susze z wyzszym poziomem
ekspresji genow akwaporyn (np. MdPIP1;1, MdTIPI;1). Przektadalo si¢ to na wyzsza
zawartos¢ wody (RWC) i nizszy poziomy MDA, a wyzszy proliny u tetraploidéw
w pordwnaniu do roslin diploidalnych. W odpowiedzi rolin na stres suszy istotng rolg
odgrywajg rowniez czynniki transkrypcyjne oraz receptory hormondéw roslinnych.
Wykazano na przyklad, ze nadekspresja genu MdINAC29 u jabloni spowodowala
obnizenie poziomu tolerancji na susz¢ poprzez hamowanie ekspresji MdDREB2A, genu
regulatora odpowiedzi na stres (Li i in., 2023). Z kolei podwyzszony poziom ekspresji
genu receptora ABA MdJPYL9 u transgeniczne] jabloni (Malus x domestica Borkh.)
prowadzil do aktywacji szlakow zwiazanych z obrong antyoksydacyjna i przyczyniat si¢
do zwiekszenia odpornosci roslin na warunki niedoboru wody (Yang i in., 2022).

Zgromadzone dane, w potaczeniu z doniesieniami literaturowymi wskazuja, Ze
tetraploidy moga dysponowaé bardziej kompleksows i skuteczng sieciag mechanizméw
odpowiedzi na stres suszy — obejmujacg zaréwno fizjologiczng oszcz¢dnosé wody, jak
i szybszg aktywacje¢ szlakow antyoksydacyjnych oraz adaptacyjng regulacje ekspresji
genow zwigzanych z homeostaza komérkowa i gospodarka wodna. Poliploidalizacja
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moze zatem stanowi¢ wartosciowe narzedzie hodowlane w kierunku poprawy
odpornosci jabloni na suszg.

Krzyzowania sg podstawowsg metodg stosowang w klasycznej i nowoczesnej
hodowli jabloni (Malus x domestica Borkh.), umozliwiajaca uzyskanie genotypoéw
o pozadanym zestawie cech (Pereira-Lorenzo i in., 2018). Dobér odpowiednich
kombinacji rodzicielskich ma kluczowe znaczenie dla skutecznosci programéw
hodowlanych. Wspolczesna hodowla jabtoni koncentruje si¢ nie tylko na cechach
jakosciowych owocow, ale coraz czgsciej na cechach adaptacyjnych, w tym zdolnosci
do efektywnego gospodarowania woda, odpornosci na patogeny oraz plastycznosci
genetyczne] w zmieniajgcych si¢ warunkach klimatycznych. W tym kontekscie rosnie
zainteresowanie wykorzystaniem krzyzowan interploidalnych (miedzy genotypami
0 réznym poziomie ploidalnosci) jako strategii zwigkszajacej zakres zmiennosci
genetycznej oraz mozliwosci taczenia korzystnych cech z réznych Zrédet (Howard i in.,
2023). Cho¢ krzyzowania miedzy genotypami o réznym poziomie ploidalnosci moga
napotyka¢ bariery w zakresie zgodnosci krzyzowej i zywotnosci gamet, liczne badania
wskazujg, ze ich skuteczno$¢ moze by¢ znaczaca — zwlaszeza przy uzyciu diploidow
jako roslin matecznych i tetraploidéw jako Zrédia pylku (Sedysheva i Gorbacheva,
2013). Krzyzowania interploidalne (2x x 4x lub 4x x 2x) prowadzace do uzyskiwania
siewek triploidalnych (3x), ktére wykazuja szereg korzystnych cech fenotypowych,
takich jak wieksze owoce, lepsza jako$¢ handlowa 1 wyzsza tolerancja na czynniki
stresowe (Howard i in., 2023; Podwyszynska i Marasek, 2021).

Analizy zywotnosci 1 zdolnosci kietkowania pylku, przeprowadzone w latach
2021-2024 w ramach prezentowanej pracy wykazaty, ze diploidy jabtoni cechowaty si¢
wyzsza i stabilniejszg zywotnoscig pytku niz tetraploidy, u ktérych wartosci byly
wyraznie nizsze i bardziej zmienne w poszczegélnych latach badar. Zmiennos¢
w zdolnosci kietkowania pytku pomiedzy sezonami byla najprawdopodobniej zwigzana
z warunkami srodowiskowymi, takimi jak temperatura, wilgotno$¢ powietrza i opady,
ktére mogg wplywaé na zywotno$¢ i jako$¢ ziarna pytku (Ramirez i Davenport, 2013;
Iovane i in., 2021). Zmniejszona zywotno$¢ i kietkowanie pylku u tetraploidéw moze
ograniczaé ich skuteczno$é jako dawcow gamet meskich, co jest szczegdlnie istotne
w kontekscie planowania krzyzowan interploidalnych. Jednak nawet pylek
o obnizonych parametrach zywotnosci moze petni¢ funkcje efektywnego zaptodnienia,
duzej ilosci (Matsumoto, 2014).

W niniejszych badaniach obserwowano wyrazne réznice w efektywnosci
krzyzowan interploidalnych jabtoni, w zaleznosci od kierunku krzyzowania oraz
warunkéw  Srodowiskowych w  poszczegélnych latach. Najwigksza skutecznosé
uzyskano w kombinacjach, w ktorych rosling mateczng byly diploidy (2x),
a zapylaczami tetraploidy (4x) — $rednia efektywnos$¢ wyniosta 0,1625 siewki na
zapylony kwiat. W niektorych przypadkach, takich jak ‘Free Redstar’ 2x x ‘Gala Must®
4x-2, uzyskano bardzo wysoka efektywnos¢ (0,90), co $wiadczy o wysokim potencjale
wykorzystania okre$lonych genotypdéw do krzyzowan interploidalnych. Znacznie nizsza
efektywno$¢ stwierdzono dla krzyzowan, w ktdrych ro$ling mateczng byt tetraploid
(4x), a zapylaczem diploid (2x) — $rednio wyniosla ona zaledwie 0,039 siewki na
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zapylony kwiat. Niska skuteczno$¢ w tej grupie krzyzowan moze wynikaé z odrzucania
gamet o nizszym poziomie ploidalnosci przez rosliny mateczne lub z zaburzen
w rozwoju zarodka triploidalnego. Co istotne, w niektérych kombinacjach, np. ‘Pinova’
4x x ‘Gold Milenium’ 2x, mimo wszystko uzyskano siewki z efektywnoscia 0,20, co
pokazuje, ze réwniez ten kierunek krzyzowah moze by¢é wykorzystany, choé
z mniejszym powodzeniem. Ponadto, rok 2023 okazal si¢ szczegélnie niekorzystny dla
wszystkich typow krzyzowan interploidalnych. Brak owocoéw i siewek w tym sezonie
byl prawdopodobnie zwigzany z chtodng wiosng (sSrednia temperatura w kwietniu okoto
10°C) i zwigkszonymi opadami w kwietniu i maju, co utrudnito przebieg zapylenia,
zaplodnienia i rozw6j owocdw. Warunki te mogly rowniez wplywac na fizjologiczng
receptywnos$¢ stlupkéw oraz zywotno$¢ pytku, co lacznie skutkowalo niskg
skutecznosécia krzyzowan.

Wyniki uzyskane w niniejszych badaniach potwierdzaja wysoka efektywnos¢
krzyzowan miedzy diploidalnymi formami jako ro$linami matecznymi, a tetraploidami
formami ojcowskimi (2x x 4x) jako metody uzyskiwania triploidalnych siewek jabtoni.
Skuteczno$¢ tych  krzyzowan zostala réwniez wykazana w  badaniach
przeprowadzonych przez Sedov i in. (2018), gdzie na drodze krzyzowan 2x x 4x
uzyskano ponad 9000 siewek, z ktorych az 69,5% stanowily triploidy, przy zaledwie
30,3% diploidéw i marginalnym udziale tetraploidow oraz aneuploidow. W badaniach
prowadzonych na przestrzeni 40 lat w All-Russian Institute of Fruit Crop Breeding,
z 634 tys. zapylonych kwiatéw uzyskano 118 tys. siewek (z efektywnoscig krzyzowan
wynoszaca 0,186 siewki na zapylony kwiat), z ktérych po roku przezylo 42,2 tys.
(efektywnos$¢ finalna wynosit 0,067 siewki na zapylony kwiat) (Sedow 2014).
Doniesienia tego autora wskazuja, ze efektywnos¢ krzyzowan jabloni z udzialem
poliploidéw jest poréwnywalna z uzyskang w moich badaniach. Sedov (2014)
informuje rowniez, ze w wyniku krzyzowan, w ktérych genotypem matecznym byt
tetraploid, udzial uzyskanych siewek triploidalnych w potomstwie wynosit 55,1% 1 byl
nizszy niz w krzyzowaniach, w ktérych tetraploid byt genotypem ojcowskim,
triploidalnych siewek uzyskano wiecej - 69,5%. Wyniki tego autora sg wigc zbiezne z
moimi. Jak informuje Sedov i in. (2020), w programie hodowlanym, trawjacym
kilkadziesiat lat, wyhodowano 54 odmiany jabloni, w tym seri¢ odmian triploidalnych
o wysokiej wartoci rynkowej owocOw, regularnym owocowaniu i czesciowej
samoptodnosci. Odmiany te zdaniem autoréw, odpowiadaja rosngcym wymaganiom
rynkowym oraz trendom intensyfikacji sadownictwa. Szczegdlng uwage zwraca si¢ tam
na triploidy odporne na parcha oraz o kolumnowym pokroju wzrostu, co pozwala na
uprawe w systemach supergestych i osiaganie szybkiego plonu. (Sedov i in., 2020).

Wszystkie siewki uzyskane w moich badaniach w krzyzowaniach pomig¢dzy
genotypami diploidalnymi, a tetraploidalnymi zostaly poddane analizie zawartosci
jadrowego DNA (2C) oraz poziomu ploidalnosci przy uzyciu cytometrii przeplywowej.
Zawarto$¢ DNA miescita sic w zakresie 2,19-2,59 pg, co odpowiada wartosciom
posrednim pomiedzy diploidem (1,59-1,63 pg), a tetraploidem (3,05-3,30 pg)
i potwierdza triploidalno$¢ i zarazem mieszancowos¢ analizowanych siewek. Nalezy
zaznaczy¢, ze wielkodci genomu ocenione w niniejszych badaniach dla diploidow,
triploidow i tetraploidéw sa podobne do uzyskanych wezesniej przez innych badaczy
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(Dickson i in., 1992; Korban i in., 2009; Podwyszyfiska i in., 2016; Hofer i Meister,
2020), a drobne réznice, mieszczace si¢ granicach bledu, wynikajg z zastosowani
innych standardéw wewngtrznych oraz innych warunkow prowadzonych analiz —
innych buforéw, czaséw inkubacji i innych typéw cytometrow (Podwyszynska
i Marasek, 2021). Ostatnim elementem potwierdzajacym status ploidii jest cytologiczna
analiza liczby chromosoméw. W niniejszych badaniach wszystkie analizowane siewki
pochodzace z krzyzowan interploidalnych wykazywaty liczbg 51 chromosoméw
w jadrach metafazowych, co jednoznacznie wskazuje na ich triploidalnos¢ (3n = 51).
Podobne wyniki uzyskali Borodkina i in. (2023) w badaniach, w ktérych oceniano
poziom ploidalnosci siewek pochodzacych z krzyzowan typu 2x x 4x. Autorzy ustalili,
ze $rednio 94% badanego potomstwa miato status ftriploidalny, potwierdzony
cytologiczna analizg liczby chromosoméw — kazda z tych roslin zawierala
51 chromosomow.

Przeprowadzone badania oraz szeroka analiza literatury potwierdzajg, ze
krzyzowania interploidalne (2x x 4x oraz 4x x 2x) stanowia skuteczng strategie
w nowoczesnej hodowli jabloni. Ich gtéwna zaleta jest mozliwo$¢ generowania siewek
triploidalnych, ktére czesto lacza korzystne cechy obu rodzicéw — zaréwno pod
wzgledem jakosci owocow, jak i odpornosci na stresy $rodowiskowe oraz choroby.
Choé zywotnosé i zdolnos¢ kielkowania pytku tetraploidow jest zazwyczaj nizsza niz
u diploidéw, odpowiedni dobor genotypow oraz sprzyjajace warunki pogodowe, a takze
nakladanie na shupek duzej ilosci pytku moga znacznie zwigkszy¢ skutecznos¢
zapylania. Wyniki niniejszego badania potwierdzily, ze najwyzsza efektywnosé
osiagnieto w krzyzowaniach z diploidem jako ro$ling mateczng, co jest zgodne
z wezeséniejszymi obserwacjami innych badaczy (Sedov i in. 2014; Sedov i in. 2018).
Wszystkie uzyskane siewki zostaly potwierdzone jako ftriploidalne zaréwno na
podstawie zawarto$ci jadrowego DNA (2,31-2,59pg), jak i analizy liczby
chromosoméw (3n = 51). Pomimo ograniczen zwigzanych z barierami krzyzowalnosci
i zmiennoscia pogodowa, krzyzowania interploidalne umozliwiaja uzyskanie licznych,
zywotnych siewek triploidalnych, ktére moga stanowi¢ wartosciowy materiat
wyjéciowy do dalszej hodowli. Potwierdza to ich znaczenie jako narzedzia
zwickszajacego zmienno$é genetyczng oraz potencjal uzyskiwania odmian nowej
generacji, dostosowanych do wymagan wspolczesnego sadownictwa i zmieniajacego sig
klimatu.
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6. Whnioski

1. Autotetraploidy jabtoni znaczaco réznig si¢ od swoich diploidalnych odpowiednikéw pod
wzgledem cech fenotypowych. W przypadku wigkszosci badanych parametrow,
autotetraploidy jabloni wykazuja cechy typowe dla genotypéw poliploidalnych (zmieniony
ksztalt lisci, wigksze ziarna pytku, kwiaty, owoce i nasiona, zwigkszona zawartos¢
chlorofilu, wigksze aparaty szparkowe o mnigjszej gestosci).

2. Poliploidyzacja wplywa na rozw¢j generatywny jabloni, skutkujac wydluzeniem okresu
juwenilnego, zmiana terminu zakwitania oraz zmniejszeniem intensywnosci kwitnienia
u tetraploidéw.

3. Poliploidyzacja wptywa istotnie na proces dojrzewania owocow oraz ich cechy jakosciowe,
powodujac zwigkszenie zawartosci ekstraktu ogélnego oraz kwasoéw organicznych.

4. Autotetraploidy jabloni wykazuja wyzsza tolerancje na susze w poréwnaniu do diploidow.
Wskazuja na to obserwowane u tetraploidow lepsze niz u diploidéw parametry fizjologiczne
i biochemiczne oraz wskazniki wzrostu u ro§lin poddanych stresowi wodnemu.

5. Mechanizmem odpowiedzialnym za zwigkszong tolerancje tetraploidow jabloni na stres
wywolany suszg jest wydajnigjsza niz u diploidéw aktywacja mechanizméw
antyoksydacyjnych.  Potwierdzeniem tego jest wyzsza aktywnos¢ enzymow
antyoksydacyjnych i wezesniej indukowana i wyzsza ekspresja genéw kodujgcych enzymy
antyoksydacyjne (SOD, CAT, APX, GPX) oraz obserwowany u tetraploidow wyzszy
poziom proliny oraz nizsza zawarto$¢ dialdehydu malonowego (MDA), wskazujaca na
mniejsze uszkodzenia oksydacyjne bton komérkowych.

6. Autotetraploidy jabloni sg plodne pomimo zredukowanej, w poréwnaniu do diploidéw,
zywotnosci ziaren pytku i poziomu jego kietkowania.

7. Krzyzowania interploidalne z udzialem autotetraploidéw jabloni umozliwiaja skuteczne
otrzymywanie siewek triploidalnych. Jednak efektywno$¢ takich krzyzowan zalezy od
kierunku krzyzowania, jest ona wyzsza w przypadku, gdy roslinami matecznymi sa diploidy
a roslinami ojcowskimi (dawcami pytku) tetraploidy

8. Niemal wszystkie siewki uzyskane z krzyzowan interploidalnych sa mieszaficami na co
wskazuje ich ftriploidalno$é (3x), potwierdzona na podstawie analiz cytometrycznych,
a takze obserwacji mikroskopowych liczby chromosomoéw (2n = 3x = 51).

9. Autotetraploidy jabloni moga stanowi¢ cenne zrédlo cech uzytkowych, zwlaszcza pod
wzgledem jakosci owocéw i odpornosci na susze.
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e Projekty badawcze:
1. Projekty finansowane w ramach funduszy europejskich — Program Rozwoju

Obszaréw Wiejskich:
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- Opracowanie i wdrozenie innowacji w zakresie produkcji rabarbaru
ogrodowego (Rheum x hybridum) o udoskonalonych cechach prozdrowotnych,
sensorycznych i przetwérczych. (2023-2024), wudzial w  projekcie
—wykonawca.

- Nowatorska technologia produkcji in vitro zdrowych, wysokiej jakosci
sadzonek rabarbaru (Rheum rhaponticum 1.). (2020-2023), udziat

w projekcie — wykonawca.

2. Badania podstawowe na rzecz postgpu biologicznego w produkcji roslinnej,

finansowane przez MRiRW:

- zadanie nr 45: Wytwarzanie autotetraploidéw borowki czernicy (Vaccinium
myrtillus) zdolnych do krzyzowania z boréwka wysoka (Vaccinium
corymbosum) oraz badanie mechanizmu molekularnego biosyntezy
antocyjanéw w migzszu owocow. (2021-2027), udzial w projekcie
— wykonawca.

- zadanie nr 46: Zastosowanie poliploidyzacji mitotycznej in vitro
w indukowaniu zmiennosci genetycznej oraz mozliwosci poprawy wybranych
cech uzytkowych agrestu (Ribes grossularia 1.) i czere$ni (Prunus avium L.).
(2021-2027), udziat w projekcie- wykonawca.

- zadanie nr 49: Tetraploidalna jabton jako Zrédto odpornosei na stresy
biotyczne i abiotyczne — analiza mechanizméw odpornosci na zaraze
ogniowa, parcha jabtoni i susze oraz ocena zdolnosci do krzyzowania.

(2021-2026), udzial w projekcie — wykonawca.

3. Zadania realizowane w ramach DOTACJI CELOWEJ Ministerstwa

Rolnictwa i Rozwoju Wsi w roku 2025:

- zadanie 3.18. Opracowanie systemu edycji genomu technika CRISPR/Cas
oraz optymalizacja metod regeneracji i transformacji wybranych gatunkow
roslin jagodowych. (2025), udziat w projekcie — wykonaweca.

4. Projekty statutowe Instytutu Ogrodnictwa — Panstwowego Instytutu

Badawczego:

- Badania nad opracowaniem nowego modelu uprawy pomidora (Lycopersicon
esculentum) w systemie wertykalnym w kontrolowanych warunkach ze
sztucznym o$wietleniem (2024-2027), udziat w projekcie — wykonawca.

e Kursy i staze:
1. 03-07.07.2023 - Wageningen University & Research- Image analysis for Plant

2.

Phenotyping

17-28.10.2022 - Instytut Fizjologii Ro$lin im. Franciszka Gorskiego Polskiej
Akademii Nauk — spektofotometryczne metody oznaczania i analizy zawartosci
dialdehydu malonowego, proliny oraz aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych
27.09-01.10.2021 - Instytut Fizjologii Ro$lin im. Franciszka Gorskiego Polskiej
Akademii Nauk - spektofotometryczne metody oznaczania i analizy aktywnosci
enzyméw antyoksydacyjnych, zawartosci biatek, zwigzkéw fenolowych, barwnikow
i cukrow rozpuszezalnych w materiale roslinnym

o Zgloszenia patentowe:

L.

Trzewik, A., Kucharska, D., Podwyszynska, M., Marat, M., Szymajda M. (2024).
Sposob otrzymywania tetraploidéw czeresni (Prunus avium L.) w kulturach in vitro
whniosek o udzielenie patentu na wynalazek o nr P.448893 z dn. 19.06.2024r.
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e Dzialalnosé naukowo-wdrozeniowa, upowszechnieniowa oraz
popularyzacyjna:
1. Komitet organizacyjny: XIV International Symposium on Flower Bulbs and
Herbaceous Perennials, 14-17.04.2024, Warszawa.
2. Festiwal Mlodych Naukowcoéw organizowany w ramach Swieta Kwiatow,
Owocdéw 1 Warzyw, 2022, Skierniewice.
e  Wyroznienia:
1. The Third Place in Graduate Posters of The 2022 University Research
Symposium: Marat M., Wojcik D., Marasek-Ciolakowska A., Podwyszyniska
M. 2022. Phenotypic differences between diploids and autotetraploid clones of
apple (Malus * domestica Borkh.). 11th Annual University Research
Symposium, 8-9 marca 2022, the University of West Alabama, Livingston,
AL., USA

e Przygotowane projekty badawcze, ktore nie uzyskaly finansowania:
1. NCN PRELUDIUM 23 - Morfologiczne, fizjologiczne, biochemiczne
i molekularne reakcje jabloni (Malus x domestica Borkh.) o ré6znym poziomie
ploidalnosci na stres wywolany deficytem wody
2. NCN PRELUDIUM 22 - Badanie mechanizméw odpornosci jabloni

(Malus x domestica Borkh.) na stres suszy u genotypdw o réznym poziomie
ploidalnosci
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