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Summary

A single microspore cultured in vitro can be reprogrammed from the devel-
opment of pollen to divisions and production of a bipolar embryo. The final ef-
fect of androgenesis in vitro is conversion of each embryo derived from
microspore of a heterozygous plant into a doubled haploid plant in such a way
that a population of doubled haploids fully represents the genetic variability of
the preceding meiosis.

DH lines have been already widely used in oilseed rape breeding. Doubled
haploids are used by breeders in crossing programs in order to obtain desirable
variability in progeny, and also as a part of conventional breeding. Moreover,
doubled haploids in conjunction with molecular markers helped to develop the
so called “molecular breeding”.
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1. Wstep

Produkcja haploidéow i podwojonych haploidow (DH) meto-
dami biotechnologicznymi, takimi jak kultury pylnikow i kultury
mikrospor in vitro, pozwala na przyspieszenie procesu hodowli
odmian, jak rowniez utatwia prowadzenie badan podstawowych
dotyczacych tej rosliny. Najwazniejszym atutem tej techniki jest
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skrécenie do jednej generacji czasu uzyskiwania homozygotycznych linii, w poréw-
naniu do metody chowu wsobnego, ktéra wymaga pieciu, szesciu pokolen, aby uzy-
skac¢ ustalong linie rzepaku, ktéry jest rosling czeSciowo auto-, czesciowo alloga-
miczna.

W poczatkowej fazie rozwoju metody otrzymywania linii podwojonych haplo-
idéw rzepaku z kultury izolowanych mikrospor nie przypuszczano, ze metoda ta
stanie sie nieoceniong takze w innych badaniach biotechnologicznych oraz w rozwi-
jajacych sie nowych dyscyplinach nauki, jak genomika i proteomika. Linie DH zna-
lazty na przyklad szerokie zastosowanie jako material do mapowania genetycznego,
poszukiwania markeréw molekularnych cech jako$ciowych i ilosciowych lub z nimi
sprzezonych.

2. Metoda uzyskiwania linii DH rzepaku ozimego w kulturze
izolowanych mikrospor

W latach osiemdziesigtych ubiegtego wieku wykazano, ze mozliwe jest uzyska-
nie duzej liczby zarodkéw mikrosporowych poprzez kulture izolowanych mikrospor
rzepaku z ominieciem fazy proliferacji tkanki kalusowej (1) w ptynnej pozywce NLN
bez dodawania hormonéw. W metodzie tej wydajna embriogeneza mikrospor indu-
kowana jest stresem wysokiej temperatury (traktowaniem mikrospor zaraz po izola-
¢ji temperaturg 30-35°C). Wspomniane etapy uzyskiwania haploidéw rzepaku prze-
trwaly nie zmienione w wielu adaptacjach w réznych laboratoriach swiata (2,3). Bez
watpienia duzym usprawnieniem tej podstawowej metody sa dwie modyfikacje po-
legajgce na traktowaniu kolchicyng mikrospor zaraz po ich izolacji oraz indukowana
niska tempratura konwersja zarodkéw mikrosporowych w rosliny (3). Te dwie zmia-
ny w metodyce przyczynily sie do skrécenia czasu uzyskiwania linii DH rzepaku ozi-
mego. W tabelach 1 i 2 przedstawiono wyniki eksperymentéw uzyskane z zastoso-
waniem wymienionych modyfikacji.

Tabela 1

Ploidalno$¢ androgenicznych roslin rzepaku ozimego uzyskanych z izolowanych mikrospor po traktowaniu
kolchicyna én vitro (2005 r.)

Ploidalnos¢
Symbol mieszafica F; | Liczba roslin androgenicznych
(n) (%) (2n) (%)
BK-1 36 6 16,7 30 83,3
BK-2 320 80 24,1 240 75,9
H-10 169 29 17,2 140 82,8
H-11 147 28 19,0 119 81,0
H-12 124 18 14,5 106 85,5
Razem 796 161 20,2 635 79,8
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Tabela 2

Wydajnos¢ konwersji zarodkéw mikrosporowych rzepaku ozimego w ro§ling po stymulacji niska tempera-
turg (2005 r.)

) Liczba

Symbol ;nieszaﬁca Liczba serii wy:(;;(z)tr);ch sarodkow, sarodkéw Zakres wy(.i'ajrsoéci
1 sarodkéw roslin  |ktdre nie u.l.egiy samierajaeych konwersji (%)
konwersji

MA 1 4 410 198 125 87 27,8-68,0
MA 2 5 380 133 132 115 18,8-48,3
MA 3 2 180 103 58 19 52,5-61,0
MA 4 4 350 208 72 70 50,0-65,0
MA 5 3 160 88 56 16 52,0-56,7
BO 7 7 420 227 152 31 20,0-78,3
BO 8 2 200 91 73 36 40,0-49,2
BO 9 2 40 20 19 1 40,0-53,3
7 13 2 190 67 80 43 31,0-51,1
7 14 1 60 43 12 5 71,7

Metoda uzyskiwania linii podwojonych haploidéw oferowana jako integralna
cze$¢ realizacji programéow hodowlanych powinna charakteryzowac sie:

a) powtarzalnoscig i wysokg wydajno$cia w masowym uzyskiwaniu podwojonych
haploidéw z réznych dawcéw mikrospor;

b) mozliwoscig tatwej adaptacji w warunkach wielu laboratoriow;

¢) niskim kosztem uzyskiwania jednej linii DH.

Jedynie Sciste przestrzeganie warunkéw kultury zapewnia dobrg wydajnos¢ in-
dukcji androgenezy oraz otrzymywanie pozadanej liczby mikrosporowych zarod-
kéw i roslin DH z réznych dawcow mikrospor. Efektem takiego postepowania jest
obnizenie kosztow uzyskania jednej linii, co nie jest bez znaczenia przy masowej
produkcji podwojonych haploidéw i ciggle wzrastajgcym zapotrzebowaniu na linie
homozygotyczne w hodowli (4). Nalezy nadmienié, ze zmodyfikowana w Instytucie
Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin w Poznaniu metoda (3) uzyskiwania linii DH rzepaku
ozimego zostata wdrozona i jest wykorzystywana w Hodowli RoSlin Strzelce Spotce
z 0.0. (5).

3. Haploidyzacja rzepaku w programach hodowlanych

Wartos¢ rzepaku (Brassica napus L.) jako uprawnej rosliny rolniczej jest przede
wszystkim determinowana zawartos$cig tluszczu w nasionach oraz jego skiadem
kwasow ttuszczowych, a takze wartoscig paszowa Sruty poekstrakcyjnej lub wy-
ttokéw. Metodami hodowli konwencjonalnej uzyskano odmiany rzepaku ozimego
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podwdjnie ulepszonego, w ktorych wyeliminowano z oleju szkodliwy dla zdrowia
cztowieka kwas erukowy oraz zmniejszono zawarto$¢ w nasionach glukozynola-
néw, zwigzkéw obnizajacych wartos¢ paszowa poekstrakcyjnej sruty rzepakowe;j.
Olej otrzymany z rzepaku podwdjnie ulepszonego charakteryzuje sie doskonatym
sktadem kwasow tluszczowych, co stanowi o jego wysokiej warto$ci zywieniowej
(6). Rzepak jest w dalszym ciggu modelowany genetycznie w celu wprowadzenia co-
raz to nowych cech jakosciowych i takze otrzymywania wysokoplennych odmian (7).
Podyktowane to jest zapotrzebowaniem na olej i biatko uzyskiwane z nasion rzepa-
ku, na cele spozywcze, paszowe, techniczne i jako zrédlo energii odnawialne;j.

Konwencjonalne metody hodowli roslin w pofaczeniu ze wspo6tczesna biotech-
nologia okazaty sie bardzo skuteczne w udoskonalaniu roslin uprawnych. Od czasu
jak Lichter w 1982 r. po raz pierwszy opisat technike uzyskiwania duzej liczby ha-
ploidalnych zarodkéw z izolowanych mikrospor, metoda ta wzbudzita zaintereso-
wanie jako narzedzie dla usprawnienia hodowli. Metode otrzymywania haploidow
w kulturze izolowanych mikrospor rzepaku optymalizowano dla potrzeb rutynowe-
go stosowania w hodowli (3,8). Obecnie haploidyzacja stanowi integralng czesc¢ pro-
graméw hodowlanych rzepaku. Podwojone haploidy wykorzystywane sa w szerokim
zakresie do wytwarzania materiatéw wyjsciowych dla hodowli nowych odmian za-
rowno populacyjnych jak i mieszancowych (9,10). Dla potrzeb hodowli uzyskuje sie
linie podwojonych haploidéw najczesciej z mieszancéw Fq lub wybranych genoty-
poéw o pozadanych cechach. Otrzymane linie DH rzepaku testowane sg w doswiad-
czeniach polowych w celu selekcji genotypéw o okreslonych cechach jakosciowych
i jednoczesnie wysokoplennych. Z populacji podwojonych haploidéw jednego daw-
cy mikrospor istnieje mozliwos¢ wyboru jednej dobrze plonujacej linii DH z prze-
znaczeniem na odmiane (5). Na ogo6l jednak wytypowane linie DH krzyzuje sie po-
nownie poddajac haploidyzacji mieszance w kolejnym cyklu, szczegélnie wtedy gdy
planowana jest introgresja nowej cechy (10,11). Wowczas selekcja jest o tyle prost-
sza, ze wybrany zostaje jedynie genotyp posiadajacy dana ceche, na przyktad wy-
soka czy niska zawarto$¢ jednego z kwasow ttuszczowych (9). Wybér pozadanego
genotypu mozna przeprowadza¢ wczes$nie, juz na etapie zarodkéw mikrosporo-
wych (12) lub w potaczeniu z markerami molekularnymi na kazdym etapie rozwoju
rosliny otrzymanej populacji linii DH (13). Podobny tok postepowania czesto stoso-
wany jest w przypadku selekgji linii odpornych na choroby. Stringam (14) otrzymat
w ten sposéb odmiany rzepaku jarego: Quantum oraz Q2 odporne na wirulentng
forme Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces &. De Not, jednego z najgrozniejszych pa-
togendéw, powodujgcego najwieksze straty plonu u Brassica napus. Takze odmiany
rzepaku Armada (15), Conquest i inne (5) zostaly wyhodowane przy wykorzystaniu
kultury mikrospor.

Na poczatku wprowadzania metody haploidyzacji do hodowli selekcji podwojo-
nych haploidow o pozadanych cechach dokonywano w potaczeniu z markerami
morfologicznymi, ktérymi byfa na przykiad zéttonasiennos¢ (3), czy wczesnosc¢ (16).
Przy wyborze okreslonych linii DH coraz czesciej stosowane sg markery izoenzyma-
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tyczne oparte na r6znych formach allelicznych poszczeg6lnych enzymoéw i markery
molekularne wykorzystujgce zmiany w sekwencji DNA, a powigzane z waznymi ce-
chami jakoSciowymi (17).

W hodowli odmian heterozyjnych rzepaku korzystne jest krzyzowanie homozy-
gotycznych form rodzicielskich w celu uzyskania jak najwiekszego efektu heterozji
w plonie nasion (9). Wsobne linie rzepaku mozna otrzymac w ciggu 5-6 pokolen po-
przez samozapylanie. Alternatywng drogg uzyskania linii homozygotycznych w jed-
nej generacji jest produkcja linii podwojonych haploidow metoda kultury izolowa-
nych mikrospor. Metoda ta znalazta zastosowanie na przyktad w programie w selek-
¢ji homozygotycznych linii restoreréw (Rfo) genowo-cytoplazmatycznej meskiej ste-
rylnosci CMS ogura wykorzystywanej w hodowli odmian mieszancowych rzepaku.
Skutecznos¢ selekcji wysokoplennych, o dobrych cechach jako$ciowych linii DH za-
wierajacych gen Rfo wspomaganej markerami molekularnymi sprzezonymi z genem
restorerem potwierdzajg wyniki badan Poptawskiej i in. (18).

Od czasu jak wykazano, ze rzepak zoéitonasienny charakteryzuje sie istotnie
wieksza zawartoscig oleju i biatka oraz mniejsza zawartoscig wiékna paszowego niz
rzepak czarnonasienny, stat sie on celem wielu programéw hodowlanych (19). U rze-
paku zoéltonasiennosc¢ jest cechg recesywna (20). Ponadto istnieja rézne zrodla in-
trogresji alleli kontrolujgcych kolor nasion Brassica napus i sposéb dziedziczenia za-
lezy od pochodzenia genetycznego tej cechy. Konsekwencjg recesywnej natury zoito-
nasiennosci jest ekspresja tej cechy w matej frakcji populacji potomstwa. Ponadto
okrywa nasienna rozwija sie z tkanek rosliny matecznej (zalgzni). Dlatego kolor
okrywy nasiennej nie wykazuje w pierwszym pokoleniu genotypu zarodka. Wydaje
sie, ze podwojone haploidy w duzym stopniu uproszczg i usprawnia, dochodzenie
do poznania sposobu dziedziczenia cechy zéitonasiennosci. Wykorzystanie linii DH
dla tych celéw moze zatem znaczgco ograniczy¢ liczbe roslin, ktérg nalezy przeba-
da¢, poniewaz: a) geny recesywne nie sg maskowane; b) fenotyp nasion jest iden-
tyczny z genotypem zarodka.

4. Wykorzystywanie linii podwojonych haploidéw w poeszukiwaniu
markeréw molekularnych wainych rolniczo cech, konstruowaniu map
genetycznych i detekcji QTL

Rzepak Brassica napus (AACC) jest stosunkowo miodym gatunkiem powstatym
z krzyzowania Brassica rapa (AA) i Brassica oleracea (CC). Ponadto zmiennos$¢ gene-
tyczna tego gatunku zostala zawezona poprzez hodowle podwdjnie ulepszonych
odmian rzepaku (00). Genotypy tych odmian charakteryzujg sie brakiem kwasu eru-
kowego w oleju i niskg zawartoscig glukozynolanéw w $rucie. Ciagle trwajg badania
nad uzyskaniem nowej zmiennos$ci genetycznej. Dynamicznie rozwijajgca sie w os-
tatnich latach biologia molekularna stworzyta nowe sposoby analizowania zmiennos-
ci genetycznej. Jednym z nich jest analiza polimorfizmu biatek enzymatycznych oraz
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DNA. Najnowsze techniki analityczne umozliwiajg ocene zr6znicowania genetyczne-
go dowolnej populacji roslin.

Dla opracowania markeréw molekularnych danej cechy wymagana jest populacja
segregujaca pod wzgledem tej cechy (9,21,22). Najwiekszg korzyscig zastosowania
do tego celu linii DH w poréwnaniu z segregujaca populacja F; jest fakt, ze moga
by¢ one tatwo reprodukowane poprzez samozapylenie, tak zatem mozna analizo-
wac rézne, ale genetycznie jednakowe siewki (grupy roslin). Coraz powszechniejsza
staje sie selekcja wspomagana markerami molekularnymi (MAS, ang. marker assisted
selection). Selekcja MAS wykorzystujaca linie DH jest chetnie i z powodzeniem stoso-
wana w hodowli nowych odmian rzepaku (9,17,18). Do tych celéw stuzg opracowa-
ne markery DNA typu: AFLP, RAPD, SSR, SNP i inne powiazane gtownie z cechami ja-
kosSciowymi (8). Markery te stuza takze do okre$lenia grup heterotycznych mate-
rialéw przydatnych w hodowli odmian mieszancowych rzepaku ozimego (23).

Obecnie prowadzone s3 intensywne badania majgce na celu wykorzystanie linii
DH do poszukiwania markeréw molekularnych powiazanych z r6zna zawartoscig
poszczegoblnych kwasow ttuszczowych oleju z nasion rzepaku. Dla przyktadu popu-
lacja linii DH z mieszanca F; otrzymanego ze skrzyzowania rodu hodowlanego rze-
paku ozimego z niskolinolenowg odmiang jarg Apollo postuzyta do identyfikacji
markeréw molekularnych sprzezonych z niskg zawarto$ciag kwasu linolenowego
(13).

Populacje podwojonych haploidow rzepaku powszechnie wykorzystywane sa do
identyfikacji markeréw powigzanych z cechami iloSciowymi (QTL) oraz do konstruk-
¢ji map genetycznych (8,21,24-26).

5. Transformacje genetyczne androgenicznych form rzepaku ozimego

Wykorzystanie genetycznej transformacji dla transferu specyficznych, obcych
genow do genomu jadrowego roslin uprawnych datoby alternatywna droge pozyski-
wania genotypéw rzepaku o nowych cechach jakosciowych (27).

Zastosowanie haploidalnych komérek takich jak mikrospory znacznie usprawnia
hodowle transformantéw, gdyz po wprowadzeniu transgenu do komorki haploidal-
nej (np. mikrospory) nowa cecha moze zosta¢ utrwalona w stanie homozygotycz-
nym po podwojeniu liczby chromosoméw przypuszczalnego transformanta. Potwier-
dzaja to badania np. Fukuoka i in. (28), kiedy to uzyskano transgeniczne rosliny rze-
paku poprzez wprowadzenie genu lucyferazy do izolowanych mikrospor. Otrzyma-
ne z nich haploidalne rosliny poddano kolchicynowaniu w celu podwojenia liczby
chromosomoéw. Uzyskane nasiona poprzez samozapylenie rosliny wykazywaly eks-
presje wprowadzanego genu.

Obce geny wprowadzane sg takze do komérek innych struktur androgenicznych,
jak zarodki mikrosporowe rzepaku (29,30), ktore wykazuja duze zdolnosci regene-
racyjne. Z kultury izolowanych mikrospor rzepaku jedynie 10% otrzymanych zarod-
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kéw ulega spontanicznemu podwojeniu liczby chromosomoéw, a pozostata czes¢
jest haploidalna, a zatem jest to wygodny material do transformacji. Przeprowadza-
no badania nad wykorzystaniem zarodkéw mikrosporowych rzepaku ozimego do
transformacji genetycznych za pomoca Agrobacterium tumefaciens. W badaniach nad
poznaniem systemu myrozynaza-glukozynolany (enzym myrozynaza w obecnosci
wody rozktada glukozynolany na izotiocyjaniany i winylooksaozolidyntiony, ktére
sg zwigzkami antyzywieniowymi w $rucie rzepakowej) obiektem transformacji byty
zarodki mikrosporowe rzepaku ozimego niskoglukozynolawego. Do skonstruowa-
nia wektoréw binarnych, ktore przy udziale Agrobacterium tumefaciens wprowadzano
do genomu rzepaku, postuzyly genomowe kopie genéw myrozynazy (TGG1 i TGG2)
rzodkiewnika. Otrzymane wyniki wskazuja na przydatnos$¢ zarodkéw mikrosporo-
wych w uzyskiwaniu ro$lin z r6zng aktywnoscig enzymu, a tym samym w badaniach
funkgji systemu myrozynaza-glukozynolany u rzepaku (30). Innym przykiadem wy-
korzystania zarodkéw mikropsporowych do transformacji genetycznych sa badania
nad uzyskaniem homozygotycznych roslin odpornych na herbicyd Basta. Do tego
celu wykorzystano zarodki mikrosporowe rzepaku ozimego linii DH 0120 oraz
szczepy Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 i EHA 105 zawierajgce plazmid
pP35SGIB z genem GUS i intronem pod promotorem 35S RNA CaV oraz genem bar
jako markerem selekcyjnym. Na podstawie wynikéw przeprowadzonej analizy mole-
kularnej wykazano, ze potomstwo rosliny, u ktorej wczesniej wykryto dwie kopie
transgenu (linia DH-T39) jest w 100% transgeniczne. Na podstawie analizy wyizolo-
wanego DNA z kilku roslin potomstwa transgenicznej linii DH T-39 po hybrydyzacji
metoda Southerna potwierdzono integracje T-DNA z genomem rzepaku (31).

Uwaza sie, ze metodyka produkcji DH u Brassica napus jest dobrze opracowana
jakkolwiek istnieja jeszcze ciagle etapy, ktére mozna zoptymalizowac dla zr6znico-
wanych genotypow rzepaku. Te innowacje metodyczne wynikajg z potrzeby wyko-
rzystania kultury mikrospor w inzynierii genetycznej, a przede wszystkim do uzyski-
wania transgenicznych roslin z nowymi utrwalonymi cechami. Obszar inzynierii ge-
netycznej zastuguje jeszcze na dalsze badania, tak aby mozna byfo stosowac te me-
tode na duzg skale.

6. Zastosowanie podwojonych haploidéw rzepaku w pracach z zakresu
genetyki iloSciowej

U podwojonych haploidéw wszystkie geny sa w ukladzie homozygotycznym
i dzieki temu nastepuje ekspresja wszystkich funkcjonalnych genéw z pominieciem
zjawiska dominacji, co czyni selekcje prostsza, a cechy recesywne ro$lin nie sa ma-
skowane przez cechy dominujace (3). Prawdopodobienstwo uzyskania linii DH o ko-
rzystnych cechach jakos$ciowych jak i o cechach decydujacych o wysokosci plonu,
zalezy od genotypu dawcy mikrospor. Krzyzowanie linii DH rzepaku ozimego war-
tosciowych pod wzgledem cech rolniczo uzytecznych, a nastepnie produkcja no-
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wych podwojonych haploidéw z uzyskanego mieszanca F; jest metodg sprzyjajaca
nagromadzeniu wielu korzystnych alleli w jednej wysokoplennej linii DH. Ze wzgle-
du na istnienie interakcji genotypowo-srodowiskowej wyselekcjonowanie w warun-
kach polowych z uzyskanej populacji podwojonych haploidéw, charakteryzujgcych
sie pozadanymi cechami linii DH, jest utrudnione. Prowadzane sg zatem badania
w celu wyjasnienia modyfikujgcego wplywu $rodowiska na cechy struktury plonu
oraz plonowanie linii homozygotycznych. Wykazano, ze niektoére podwojone haplo-
idy uzyskane z kultury izolawanych mikrospor mieszanca F; rzepaku ozimego cha-
rakteryzowaly sie istotnie wyzszym plonem od sredniej badanych genotypow. Dla
czesci podwojonych haploidéw interakcja ze Srodowiskiem nie byla istotna, co
Swiadczy o stabilnosci ich plonowania. W wyniku przeprowadzonych badan wy-
wnioskowano, ze linie homozygotyczne rzepaku ozimego charakteryzujg sie r6zna
zdolnos$cia adaptacyjng do warunkéw srodowiska (32,33).

7. Podsumowanie

Opracowanie efektywnej metody uzyskiwania linii DH z mikrospor byto waznym
przetomem w hodowli rzepaku bedgcego rosling fakultatywna, poniewaz pozwolito
na skrécenie procesu hodowli i zwiekszenie jego efektywnos$ci. Ponadto badania
dotyczace sposobu determinacji genetycznej poszczegolych cech oraz poznawania
genomu, prowadzone przy wykorzystaniu linii DH dajg bardziej precyzyjne wyniki
niz w przypadku zastosowania do tych cel6w linii wsobnych. Opracowanie metody
pozyskiwania mikrosporowych zarodkéw usprawnito takze metode introgresji ob-
cych genéw do genotypu rzepaku poprzez transformacje genetyczne.
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