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S u m m a r y

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. Wstêp

Produkcja haploidów i podwojonych haploidów (DH) meto-
dami biotechnologicznymi, takimi jak kultury pylników i kultury
mikrospor in vitro, pozwala na przyspieszenie procesu hodowli
odmian, jak równie¿ u³atwia prowadzenie badañ podstawowych
dotycz¹cych tej roœliny. Najwa¿niejszym atutem tej techniki jest
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skrócenie do jednej generacji czasu uzyskiwania homozygotycznych linii, w porów-
naniu do metody chowu wsobnego, która wymaga piêciu, szeœciu pokoleñ, aby uzy-
skaæ ustalon¹ liniê rzepaku, który jest roœlin¹ czêœciowo auto-, czêœciowo alloga-
miczn¹.

W pocz¹tkowej fazie rozwoju metody otrzymywania linii podwojonych haplo-
idów rzepaku z kultury izolowanych mikrospor nie przypuszczano, ¿e metoda ta
stanie siê nieocenion¹ tak¿e w innych badaniach biotechnologicznych oraz w rozwi-
jaj¹cych siê nowych dyscyplinach nauki, jak genomika i proteomika. Linie DH zna-
laz³y na przyk³ad szerokie zastosowanie jako materia³ do mapowania genetycznego,
poszukiwania markerów molekularnych cech jakoœciowych i iloœciowych lub z nimi
sprzê¿onych.

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

W latach osiemdziesi¹tych ubieg³ego wieku wykazano, ¿e mo¿liwe jest uzyska-
nie du¿ej liczby zarodków mikrosporowych poprzez kulturê izolowanych mikrospor
rzepaku z ominiêciem fazy proliferacji tkanki kalusowej (1) w p³ynnej po¿ywce NLN
bez dodawania hormonów. W metodzie tej wydajna embriogeneza mikrospor indu-
kowana jest stresem wysokiej temperatury (traktowaniem mikrospor zaraz po izola-
cji temperatur¹ 30-35°C). Wspomniane etapy uzyskiwania haploidów rzepaku prze-
trwa³y nie zmienione w wielu adaptacjach w ró¿nych laboratoriach œwiata (2,3). Bez
w¹tpienia du¿ym usprawnieniem tej podstawowej metody s¹ dwie modyfikacje po-
legaj¹ce na traktowaniu kolchicyn¹ mikrospor zaraz po ich izolacji oraz indukowana
nisk¹ tempratur¹ konwersja zarodków mikrosporowych w roœliny (3). Te dwie zmia-
ny w metodyce przyczyni³y siê do skrócenia czasu uzyskiwania linii DH rzepaku ozi-
mego. W tabelach 1 i 2 przedstawiono wyniki eksperymentów uzyskane z zastoso-
waniem wymienionych modyfikacji.

T a b e l a 1

Ploidalnoœæ androgenicznych roœlin rzepaku ozimego uzyskanych z izolowanych mikrospor po traktowaniu
kolchicyn¹ in vitro (2005 r.)

Symbol mieszañca F1 Liczba roœlin androgenicznych
Ploidalnoœæ

(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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T a b e l a 2

Wydajnoœæ konwersji zarodków mikrosporowych rzepaku ozimego w roœlinê po stymulacji nisk¹ tempera-
tur¹ (2005 r.)

Symbol mieszañca
F1

Liczba serii
Liczba

wy³o¿onych
zarodków

Liczba

Zakres wydajnoœci
konwersji (%)roœlin

zarodków,
które nie uleg³y

konwersji

zarodków
zamieraj¹cych

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

Z 13 2 190 67 80 43 31,0-51,1

Z 14 1 60 43 12 5 71,7

Metoda uzyskiwania linii podwojonych haploidów oferowana jako integralna
czêœæ realizacji programów hodowlanych powinna charakteryzowaæ siê:

a) powtarzalnoœci¹ i wysok¹ wydajnoœci¹ w masowym uzyskiwaniu podwojonych
haploidów z ró¿nych dawców mikrospor;

b) mo¿liwoœci¹ ³atwej adaptacji w warunkach wielu laboratoriów;
c) niskim kosztem uzyskiwania jednej linii DH.
Jedynie œcis³e przestrzeganie warunków kultury zapewnia dobr¹ wydajnoœæ in-

dukcji androgenezy oraz otrzymywanie po¿¹danej liczby mikrosporowych zarod-
ków i roœlin DH z ró¿nych dawców mikrospor. Efektem takiego postêpowania jest
obni¿enie kosztów uzyskania jednej linii, co nie jest bez znaczenia przy masowej
produkcji podwojonych haploidów i ci¹gle wzrastaj¹cym zapotrzebowaniu na linie
homozygotyczne w hodowli (4). Nale¿y nadmieniæ, ¿e zmodyfikowana w Instytucie
Hodowli i Aklimatyzacji Roœlin w Poznaniu metoda (3) uzyskiwania linii DH rzepaku
ozimego zosta³a wdro¿ona i jest wykorzystywana w Hodowli Roœlin Strzelce Spó³ce
z o.o. (5).

3. Haploidyzacja rzepaku w programach hodowlanych

Wartoœæ rzepaku (Brassica napus L.) jako uprawnej roœliny rolniczej jest przede
wszystkim determinowana zawartoœci¹ t³uszczu w nasionach oraz jego sk³adem
kwasów t³uszczowych, a tak¿e wartoœci¹ paszow¹ œruty poekstrakcyjnej lub wy-
t³oków. Metodami hodowli konwencjonalnej uzyskano odmiany rzepaku ozimego

Postêp i status produkcji podwojonych haploidów rzepaku ozimego (Brassica napus L.)

BIOTECHNOLOGIA 4 (75) 107-115 2006 109



podwójnie ulepszonego, w których wyeliminowano z oleju szkodliwy dla zdrowia
cz³owieka kwas erukowy oraz zmniejszono zawartoœæ w nasionach glukozynola-
nów, zwi¹zków obni¿aj¹cych wartoœæ paszow¹ poekstrakcyjnej œruty rzepakowej.
Olej otrzymany z rzepaku podwójnie ulepszonego charakteryzuje siê doskona³ym
sk³adem kwasów t³uszczowych, co stanowi o jego wysokiej wartoœci ¿ywieniowej
(6). Rzepak jest w dalszym ci¹gu modelowany genetycznie w celu wprowadzenia co-
raz to nowych cech jakoœciowych i tak¿e otrzymywania wysokoplennych odmian (7).
Podyktowane to jest zapotrzebowaniem na olej i bia³ko uzyskiwane z nasion rzepa-
ku, na cele spo¿ywcze, paszowe, techniczne i jako Ÿród³o energii odnawialnej.

Konwencjonalne metody hodowli roœlin w po³¹czeniu ze wspó³czesn¹ biotech-
nologi¹ okaza³y siê bardzo skuteczne w udoskonalaniu roœlin uprawnych. Od czasu
jak Lichter w 1982 r. po raz pierwszy opisa³ technikê uzyskiwania du¿ej liczby ha-
ploidalnych zarodków z izolowanych mikrospor, metoda ta wzbudzi³a zaintereso-
wanie jako narzêdzie dla usprawnienia hodowli. Metodê otrzymywania haploidów
w kulturze izolowanych mikrospor rzepaku optymalizowano dla potrzeb rutynowe-
go stosowania w hodowli (3,8). Obecnie haploidyzacja stanowi integraln¹ czêœæ pro-
gramów hodowlanych rzepaku. Podwojone haploidy wykorzystywane s¹ w szerokim
zakresie do wytwarzania materia³ów wyjœciowych dla hodowli nowych odmian za-
równo populacyjnych jak i mieszañcowych (9,10). Dla potrzeb hodowli uzyskuje siê
linie podwojonych haploidów najczêœciej z mieszañców F1 lub wybranych genoty-
pów o po¿¹danych cechach. Otrzymane linie DH rzepaku testowane s¹ w doœwiad-
czeniach polowych w celu selekcji genotypów o okreœlonych cechach jakoœciowych
i jednoczeœnie wysokoplennych. Z populacji podwojonych haploidów jednego daw-
cy mikrospor istnieje mo¿liwoœæ wyboru jednej dobrze plonuj¹cej linii DH z prze-
znaczeniem na odmianê (5). Na ogó³ jednak wytypowane linie DH krzy¿uje siê po-
nownie poddaj¹c haploidyzacji mieszañce w kolejnym cyklu, szczególnie wtedy gdy
planowana jest introgresja nowej cechy (10,11). Wówczas selekcja jest o tyle prost-
sza, ¿e wybrany zostaje jedynie genotyp posiadaj¹cy dan¹ cechê, na przyk³ad wy-
sok¹ czy nisk¹ zawartoœæ jednego z kwasów t³uszczowych (9). Wybór po¿¹danego
genotypu mo¿na przeprowadzaæ wczeœnie, ju¿ na etapie zarodków mikrosporo-
wych (12) lub w po³¹czeniu z markerami molekularnymi na ka¿dym etapie rozwoju
roœliny otrzymanej populacji linii DH (13). Podobny tok postêpowania czêsto stoso-
wany jest w przypadku selekcji linii odpornych na choroby. Stringam (14) otrzyma³
w ten sposób odmiany rzepaku jarego: Quantum oraz Q2 odporne na wirulentn¹
formê Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces &. De Not, jednego z najgroŸniejszych pa-
togenów, powoduj¹cego najwiêksze straty plonu u Brassica napus. Tak¿e odmiany
rzepaku Armada (15), Conquest i inne (5) zosta³y wyhodowane przy wykorzystaniu
kultury mikrospor.

Na pocz¹tku wprowadzania metody haploidyzacji do hodowli selekcji podwojo-
nych haploidów o po¿¹danych cechach dokonywano w po³¹czeniu z markerami
morfologicznymi, którymi by³a na przyk³ad ¿ó³tonasiennoœæ (3), czy wczesnoœæ (16).
Przy wyborze okreœlonych linii DH coraz czêœciej stosowane s¹ markery izoenzyma-
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tyczne oparte na ró¿nych formach allelicznych poszczególnych enzymów i markery
molekularne wykorzystuj¹ce zmiany w sekwencji DNA, a powi¹zane z wa¿nymi ce-
chami jakoœciowymi (17).

W hodowli odmian heterozyjnych rzepaku korzystne jest krzy¿owanie homozy-
gotycznych form rodzicielskich w celu uzyskania jak najwiêkszego efektu heterozji
w plonie nasion (9). Wsobne linie rzepaku mo¿na otrzymaæ w ci¹gu 5-6 pokoleñ po-
przez samozapylanie. Alternatywn¹ drog¹ uzyskania linii homozygotycznych w jed-
nej generacji jest produkcja linii podwojonych haploidów metod¹ kultury izolowa-
nych mikrospor. Metoda ta znalaz³a zastosowanie na przyk³ad w programie w selek-
cji homozygotycznych linii restorerów (Rfo) genowo-cytoplazmatycznej mêskiej ste-
rylnoœci CMS ogura wykorzystywanej w hodowli odmian mieszañcowych rzepaku.
Skutecznoœæ selekcji wysokoplennych, o dobrych cechach jakoœciowych linii DH za-
wieraj¹cych gen Rfo wspomaganej markerami molekularnymi sprzê¿onymi z genem
restorerem potwierdzaj¹ wyniki badañ Pop³awskiej i in. (18).

Od czasu jak wykazano, ¿e rzepak ¿ó³tonasienny charakteryzuje siê istotnie
wiêksz¹ zawartoœci¹ oleju i bia³ka oraz mniejsz¹ zawartoœci¹ w³ókna paszowego ni¿
rzepak czarnonasienny, sta³ siê on celem wielu programów hodowlanych (19). U rze-
paku ¿ó³tonasiennoœæ jest cech¹ recesywn¹ (20). Ponadto istniej¹ ró¿ne Ÿród³a in-
trogresji alleli kontroluj¹cych kolor nasion Brassica napus i sposób dziedziczenia za-
le¿y od pochodzenia genetycznego tej cechy. Konsekwencj¹ recesywnej natury ¿ó³to-
nasiennoœci jest ekspresja tej cechy w ma³ej frakcji populacji potomstwa. Ponadto
okrywa nasienna rozwija siê z tkanek roœliny matecznej (zal¹¿ni). Dlatego kolor
okrywy nasiennej nie wykazuje w pierwszym pokoleniu genotypu zarodka. Wydaje
siê, ¿e podwojone haploidy w du¿ym stopniu uproszcz¹ i usprawni¹, dochodzenie
do poznania sposobu dziedziczenia cechy ¿ó³tonasiennoœci. Wykorzystanie linii DH
dla tych celów mo¿e zatem znacz¹co ograniczyæ liczbê roœlin, któr¹ nale¿y przeba-
daæ, poniewa¿: a) geny recesywne nie s¹ maskowane; b) fenotyp nasion jest iden-
tyczny z genotypem zarodka.

4. Wykorzystywanie linii podwojonych haploidów w poszukiwaniu
markerów molekularnych wa¿nych rolniczo cech, konstruowaniu map
genetycznych i detekcji QTL

Rzepak Brassica napus (AACC) jest stosunkowo m³odym gatunkiem powsta³ym
z krzy¿owania Brassica rapa (AA) i Brassica oleracea (CC). Ponadto zmiennoœæ gene-
tyczna tego gatunku zosta³a zawê¿ona poprzez hodowlê podwójnie ulepszonych
odmian rzepaku (00). Genotypy tych odmian charakteryzuj¹ siê brakiem kwasu eru-
kowego w oleju i nisk¹ zawartoœci¹ glukozynolanów w œrucie. Ci¹gle trwaj¹ badania
nad uzyskaniem nowej zmiennoœci genetycznej. Dynamicznie rozwijaj¹ca siê w os-
tatnich latach biologia molekularna stworzy³a nowe sposoby analizowania zmiennoœ-
ci genetycznej. Jednym z nich jest analiza polimorfizmu bia³ek enzymatycznych oraz
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DNA. Najnowsze techniki analityczne umo¿liwiaj¹ ocenê zró¿nicowania genetyczne-
go dowolnej populacji roœlin.

Dla opracowania markerów molekularnych danej cechy wymagana jest populacja
segreguj¹ca pod wzglêdem tej cechy (9,21,22). Najwiêksz¹ korzyœci¹ zastosowania
do tego celu linii DH w porównaniu z segreguj¹c¹ populacj¹ F2 jest fakt, ¿e mog¹
byæ one ³atwo reprodukowane poprzez samozapylenie, tak zatem mo¿na analizo-
waæ ró¿ne, ale genetycznie jednakowe siewki (grupy roœlin). Coraz powszechniejsza
staje siê selekcja wspomagana markerami molekularnymi (MAS, ang. marker assisted
selection). Selekcja MAS wykorzystuj¹ca linie DH jest chêtnie i z powodzeniem stoso-
wana w hodowli nowych odmian rzepaku (9,17,18). Do tych celów s³u¿¹ opracowa-
ne markery DNA typu: AFLP, RAPD, SSR, SNP i inne powi¹zane g³ównie z cechami ja-
koœciowymi (8). Markery te s³u¿¹ tak¿e do okreœlenia grup heterotycznych mate-
ria³ów przydatnych w hodowli odmian mieszañcowych rzepaku ozimego (23).

Obecnie prowadzone s¹ intensywne badania maj¹ce na celu wykorzystanie linii
DH do poszukiwania markerów molekularnych powi¹zanych z ró¿n¹ zawartoœci¹
poszczególnych kwasów t³uszczowych oleju z nasion rzepaku. Dla przyk³adu popu-
lacja linii DH z mieszañca F1 otrzymanego ze skrzy¿owania rodu hodowlanego rze-
paku ozimego z niskolinolenow¹ odmian¹ jar¹ Apollo pos³u¿y³a do identyfikacji
markerów molekularnych sprzê¿onych z nisk¹ zawartoœci¹ kwasu linolenowego
(13).

Populacje podwojonych haploidów rzepaku powszechnie wykorzystywane s¹ do
identyfikacji markerów powi¹zanych z cechami iloœciowymi (QTL) oraz do konstruk-
cji map genetycznych (8,21,24-26).

5. Transformacje genetyczne androgenicznych form rzepaku ozimego

Wykorzystanie genetycznej transformacji dla transferu specyficznych, obcych
genów do genomu j¹drowego roœlin uprawnych da³oby alternatywn¹ drogê pozyski-
wania genotypów rzepaku o nowych cechach jakoœciowych (27).

Zastosowanie haploidalnych komórek takich jak mikrospory znacznie usprawnia
hodowlê transformantów, gdy¿ po wprowadzeniu transgenu do komórki haploidal-
nej (np. mikrospory) nowa cecha mo¿e zostaæ utrwalona w stanie homozygotycz-
nym po podwojeniu liczby chromosomów przypuszczalnego transformanta. Potwier-
dzaj¹ to badania np. Fukuoka i in. (28), kiedy to uzyskano transgeniczne roœliny rze-
paku poprzez wprowadzenie genu lucyferazy do izolowanych mikrospor. Otrzyma-
ne z nich haploidalne roœliny poddano kolchicynowaniu w celu podwojenia liczby
chromosomów. Uzyskane nasiona poprzez samozapylenie roœliny wykazywa³y eks-
presjê wprowadzanego genu.

Obce geny wprowadzane s¹ tak¿e do komórek innych struktur androgenicznych,
jak zarodki mikrosporowe rzepaku (29,30), które wykazuj¹ du¿e zdolnoœci regene-
racyjne. Z kultury izolowanych mikrospor rzepaku jedynie 10% otrzymanych zarod-
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ków ulega spontanicznemu podwojeniu liczby chromosomów, a pozosta³a czêœæ
jest haploidalna, a zatem jest to wygodny materia³ do transformacji. Przeprowadza-
no badania nad wykorzystaniem zarodków mikrosporowych rzepaku ozimego do
transformacji genetycznych za pomoc¹ Agrobacterium tumefaciens. W badaniach nad
poznaniem systemu myrozynaza-glukozynolany (enzym myrozynaza w obecnoœci
wody rozk³ada glukozynolany na izotiocyjaniany i winylooksaozolidyntiony, które
s¹ zwi¹zkami anty¿ywieniowymi w œrucie rzepakowej) obiektem transformacji by³y
zarodki mikrosporowe rzepaku ozimego niskoglukozynolawego. Do skonstruowa-
nia wektorów binarnych, które przy udziale Agrobacterium tumefaciens wprowadzano
do genomu rzepaku, pos³u¿y³y genomowe kopie genów myrozynazy (TGG1 i TGG2)
rzodkiewnika. Otrzymane wyniki wskazuj¹ na przydatnoœæ zarodków mikrosporo-
wych w uzyskiwaniu roœlin z ró¿n¹ aktywnoœci¹ enzymu, a tym samym w badaniach
funkcji systemu myrozynaza-glukozynolany u rzepaku (30). Innym przyk³adem wy-
korzystania zarodków mikropsporowych do transformacji genetycznych s¹ badania
nad uzyskaniem homozygotycznych roœlin odpornych na herbicyd Basta. Do tego
celu wykorzystano zarodki mikrosporowe rzepaku ozimego linii DH O120 oraz
szczepy Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 i EHA 105 zawieraj¹ce plazmid
pP35SGIB z genem GUS i intronem pod promotorem 35S RNA CaV oraz genem bar
jako markerem selekcyjnym. Na podstawie wyników przeprowadzonej analizy mole-
kularnej wykazano, ¿e potomstwo roœliny, u której wczeœniej wykryto dwie kopie
transgenu (linia DH-T39) jest w 100% transgeniczne. Na podstawie analizy wyizolo-
wanego DNA z kilku roœlin potomstwa transgenicznej linii DH T-39 po hybrydyzacji
metod¹ Southerna potwierdzono integracjê T-DNA z genomem rzepaku (31).

Uwa¿a siê, ¿e metodyka produkcji DH u Brassica napus jest dobrze opracowana
jakkolwiek istniej¹ jeszcze ci¹gle etapy, które mo¿na zoptymalizowaæ dla zró¿nico-
wanych genotypów rzepaku. Te innowacje metodyczne wynikaj¹ z potrzeby wyko-
rzystania kultury mikrospor w in¿ynierii genetycznej, a przede wszystkim do uzyski-
wania transgenicznych roœlin z nowymi utrwalonymi cechami. Obszar in¿ynierii ge-
netycznej zas³uguje jeszcze na dalsze badania, tak aby mo¿na by³o stosowaæ tê me-
todê na du¿¹ skalê.

6. Zastosowanie podwojonych haploidów rzepaku w pracach z zakresu
genetyki iloœciowej

U podwojonych haploidów wszystkie geny s¹ w uk³adzie homozygotycznym
i dziêki temu nastêpuje ekspresja wszystkich funkcjonalnych genów z pominiêciem
zjawiska dominacji, co czyni selekcjê prostsz¹, a cechy recesywne roœlin nie s¹ ma-
skowane przez cechy dominuj¹ce (3). Prawdopodobieñstwo uzyskania linii DH o ko-
rzystnych cechach jakoœciowych jak i o cechach decyduj¹cych o wysokoœci plonu,
zale¿y od genotypu dawcy mikrospor. Krzy¿owanie linii DH rzepaku ozimego war-
toœciowych pod wzglêdem cech rolniczo u¿ytecznych, a nastêpnie produkcja no-
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wych podwojonych haploidów z uzyskanego mieszañca F1 jest metod¹ sprzyjaj¹c¹
nagromadzeniu wielu korzystnych alleli w jednej wysokoplennej linii DH. Ze wzglê-
du na istnienie interakcji genotypowo-œrodowiskowej wyselekcjonowanie w warun-
kach polowych z uzyskanej populacji podwojonych haploidów, charakteryzuj¹cych
siê po¿¹danymi cechami linii DH, jest utrudnione. Prowadzane s¹ zatem badania
w celu wyjaœnienia modyfikuj¹cego wp³ywu œrodowiska na cechy struktury plonu
oraz plonowanie linii homozygotycznych. Wykazano, ¿e niektóre podwojone haplo-
idy uzyskane z kultury izolawanych mikrospor mieszañca F1 rzepaku ozimego cha-
rakteryzowa³y siê istotnie wy¿szym plonem od œredniej badanych genotypów. Dla
czêœci podwojonych haploidów interakcja ze œrodowiskiem nie by³a istotna, co
œwiadczy o stabilnoœci ich plonowania. W wyniku przeprowadzonych badañ wy-
wnioskowano, ¿e linie homozygotyczne rzepaku ozimego charakteryzuj¹ siê ró¿n¹
zdolnoœci¹ adaptacyjn¹ do warunków œrodowiska (32,33).

7. Podsumowanie

Opracowanie efektywnej metody uzyskiwania linii DH z mikrospor by³o wa¿nym
prze³omem w hodowli rzepaku bêd¹cego roœlin¹ fakultatywn¹, poniewa¿ pozwoli³o
na skrócenie procesu hodowli i zwiêkszenie jego efektywnoœci. Ponadto badania
dotycz¹ce sposobu determinacji genetycznej poszczególych cech oraz poznawania
genomu, prowadzone przy wykorzystaniu linii DH daj¹ bardziej precyzyjne wyniki
ni¿ w przypadku zastosowania do tych celów linii wsobnych. Opracowanie metody
pozyskiwania mikrosporowych zarodków usprawni³o tak¿e metodê introgresji ob-
cych genów do genotypu rzepaku poprzez transformacje genetyczne.
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