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Production and application of doubled haploids in cereals

Summary

This paper provides an overview of the development of methods of cereals 
doubled haploid production over the last decade. The influence of genotype 
and albinism remain the main problem of androgenesis. Localisation of major 
genes influencing androgenic potential and manipulation with temperature du
ring induction and regeneration offer possibilities of efficiency improvement. 
Isolated microspore culture in cereals is effective when microspores are co-cul- 
tured with sporophytic tissue. Gynogenic methods may be developed for some 
barley and apomictic wheat forms. Distant crosses that are followed by tbe eli
mination of chromosomes of the male parent from hybrid embryos are broadly 
applied. Maize and its relatives are used as effective pollinators of a wide range 
of cereal species since prezygotic barriers have not been found so far. Brief de
scription of utilisation of doubled haploid lines in breeding programs, research 
and genetic transformation of cereals closes the overview.
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Adres do korespondencji 1. Wstęp

Haploidy to rośliny znajdujące się w sporofitowej fazie roz
woju, ale posiadające gametyczną liczbę chromosomów. Mogą 
powstać bez udziału zapłodnienia z komórek gametofitu żeń
skiego (gynogeneza) lub męskiego (androgeneza), a także po 
skrzyżowaniu odległych genetycznie gatunków i eliminacji chro- 
matyny jednego z rodziców z mieszańcowych komórek zarodka. 
Haploidy stanowią interesujący obiekt badań genetycznych oraz
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fizjologicznych, ponadto na poziomie haploidalnym skutecznie może być przepro
wadzona selekcja dotycząca niektórych cech użytkowych (1-5). Wykorzystanie ha- 
ploidów w hodowli możliwe jest po przywróceniu somatycznej liczby chromoso
mów danego gatunku co zapewnia ich prawidłowy rozdział w mejozie i przywraca 
roślinom płodność. Efekt ten uzyskuje się poddając merystemy wierzchołkowe ro
śliny haploidalnej działaniu czynników paraliżujących wrzeciono podziałowe (naj
częściej kolchicyny) w wyniku czego podwaja się w komórkach liczba chromoso
mów (6-12). Podwojenie liczby chromosomów u haploida następuje niekiedy spon
tanicznie w trakcie kultury (13-22). Nasiona uzyskane po podwojeniu liczby chromo
somów dają początek całkowicie homozygotycznym liniom, nazywanym liniami po
dwojonych haploidów lub liniami DH (skrót od doubled haploid, tj. podwojony haplo
id). W linii DH oba komplementy chromosomów siostrzanych są identyczne. Takie
go stopnia homozygotyczności nie można uzyskać nawet po wielu latach chowu 
wsobnego stosowanego w hodowli konwencjonalnej.

W potomstwie roślin DH rozszczepienia cech nie powinny występować, dlatego 
selekcja przeprowadzona wśród nich jest skuteczniejsza, a ocena fenotypu bardziej 
jednoznaczna niż w przypadku selekcji dokonywanej w pokoleniach segregujących, 
gdzie zjawiska dominacji i heterozji mogą maskować działanie genów recesywnych 
(23-28). Wyselekcjonowane linie DH rozmnażane w izolacji powinny wykazywać 
całkowite wyrównanie cech, co zapewnia sprostanie wymogom odrębności, wyrów
nania i trwałości stawianym przy zgłoszeniu materiału do badań oficjalnych poprze
dzających rejestrację odmiany. Homozygotyczne potomstwo linii DH może być wy
korzystane w hodowli tak jak ustalone genetycznie linie. W hodowli heterozyjnej 
może zastępować linie wsobne, a w hodowli rekombinacyjnej eliminować segre
gujące pokolenia, skracając tym samym czas hodowli. „Florin”, pierwsza odmiana 
pszenicy będąca linią DH, została zarejestrowana we Francji zaledwie 7 lat po wyko
naniu krzyżówki wyjściowej (25). Wykorzystanie hodowli opartej na liniach DH 
zwiększa prawdopodobieństwo uzyskania korzystnych rekombinacji, a linie DH sta
nowią ponadto bardzo przydatny materiał do badań nad dziedziczeniem cech ilo
ściowych (26-29).

Haploidalne rośliny powstają w naturze spontanicznie, lecz zbyt rzadko by mogło 
mieć to praktyczne znaczenie. Pierwsze takie rośliny opisano już blisko osiemdzie
siąt lat temu (30). Żywe zainteresowanie metodami otrzymywania i wykorzystania 
w hodowli linii podwojonych haploidów datuje się od lat sześćdziesiątych. Wtedy to 
w kilku laboratoriach uzyskano linie podwojonych haploidów z wydajnością, która 
dawała możliwości wykorzystania ich w programie hodowlanym (31-33). W ciągu 
następnych dziesięcioleci udoskonalano metody i z powodzeniem zastosowano je 
u wielu gatunków o praktycznym znaczeniu, np. u bawełny, ziemniaków, pomido
rów, rzepaku, soi, buraków, tytoniu oraz większości zbóż (19,34-38).
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2. Androgeneza

Najbardziej rozpowszechnionymi metodami otrzymywania linii DH są metody 
androgeniczne, a zatem te, które wykorzystują męską linię gametyczną do wypro
wadzenia haploidalnej rośliny. Do najstarszych technik androgenicznych należą kul
tury pylników na pożywkach całkowicie lub częściowo zestalonych substancjami 
żelującymi (1,13,39-55). Później opracowano metody hodowli pylników na pożyw
kach półpłynnych lub płynnych, w tym tak zwaną „kulturę uwolnionych mikrospor” 
(shed microspor culture), gdzie w trakcie hodowli mikrospory samoistnie uwalniane są 
do pożywki (56). Ten ostatni rodzaj kultur pylnikowych stanowi ogniwo pośrednie 
prowadzące do kultur izolowanych mikrospor (15-20,57-60). Wypłukane z roz
drobnionych kłosów spory męskie hoduje się w zawiesinie lub na krążkach bibuły 
umieszczonych na zestalonej pożywce i nawilżonych pożywką płynną. Okazało się, 
że izolacja mikrospor zbóż i indukcja androgenicznego rozwoju w zawiesinie dokład
nie oczyszczonej z fragmentów tkanki sporofitu macierzystego jest stosunkowo 
trudna. Znaczny wzrost wydajności osiągnięto poprzez hodowlę mikrospor z izolo
wanymi młodymi zalążniami (17,61-63). Skuteczna okazała się również kokultura 
z fragmentami młodych tkanek lub proliferującą zawiesiną komórek. Przypuszcza 
się, że tkanki te są źródłem czynnika wspomagającego indukcję, który dyfunduje za 
pośrednictwem pożywki do mikrospor. Obecnie trwają badania zmierzające do jego 
identyfikacji.

U większości gatunków roślin, w tym u zbóż, najbardziej podatne na indukcję są 
mikrospory w stadium jednojądrowym lub mikrospory dwujądrowe bezpośrednio 
po podziale. Aktywnym czynnikiem pożywki powodującym zmianę kierunku różni
cowania mikrospory z drogi gametofitowej na sporofitową są auksyny lub ich analo
gi. Pod ich wpływem mikrospora zamiast wytworzyć zdolne do zapylenia ziarno 
pyłku i zdolne do zapłodnienia komórki plemnikowe, rozwija się najpierw w kalus 
lub strukturę podobną do zarodka zygotycznego nazywaną zarodkiem androgenicz- 
nym, a w starszym piśmiennictwie embrioidem. W odpowiednich warunkach zarod
ki androgeniczne mogą kiełkować bezpośrednio, często jednak na ich powierzchni 
powstają wtórnie zarodki somatyczne, z których następnie regenerowane są rośli
ny. Somatyczna embriogenza obserwowana jest często u zbóż również na powierzch
ni kalusa, znacznie rzadziej regeneracja roślin odbywa się na drodze organogenezy. 
W tej samej kulturze wszystkie drogi regeneracji roślin z zaindukowanych mikro
spor mogą ze sobą współistnieć w różnych proporcjach w zależności od genotypu, 
rodzaju pożywki, fizycznych warunków prowadzenia kultury oraz czasu jej trwania 
(44,62-73).

Ważnym czynnikiem wspomagającym indukcję okazał się stres abiotyczny w o- 
kresie poprzedzającym założenie kultury (3,18,22). Do najczęściej stosowanych czyn
ników stresowych należy niska temperatura (2-6°C przez okres od kilku dni do 
trzech tygodni). W temperaturze 2-6°C przetrzymywane są, w zależności od meto
dy, rośliny donorowe, ucięte pędy wraz z kłosami, kłosy wyizolowane z pochew liś
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ciowych i sterylnie umieszczone na szalkach w warunkach wysokiej wilgotności, 
izolowane pylniki lub mikrospory w początkowym okresie kultury. Stosowano rów
nież traktowanie materiału wysokimi temperaturami, inkubację kłosów lub pylni- 
ków w mannitolu, oraz kombinację dwóch lub wszystkich trzech wymienionych 
czynników stresowych (16,21,48,74). Wykazano, że pod wpływem stresu w mikro- 
sporach pojawiają się specyficzne grupy białek (stress-induced proteins), zmienia się 
aktywność enzymów komórkowych, przebudowany zostaje jej cytoszkielet oraz na
stępuje zużycie zapasów energetycznych połączone z degradacją części organelli. 
Wszystkim tym procesom towarzyszy wydzielanie etylenu, ważnego czynnika o cha
rakterze hormonalnym (Edwin Heberle-Bors, informacja własna). Interpretacja tych 
zjawisk napotyka na pewne trudności. Nie ma pewności, które z wymienionych zja
wisk mają charakter pierwotny, a które wtórny, oraz w jaki sposób wpływają one na 
proces indukcji androgenicznej. Pomimo wykazania skuteczności działania czynni
ków stresowych w podniesieniu wydajności kultur androgenicznych nie udało się 
przełamać barier genetycznych stanowiących podstawową przeszkodę utrudniającą 
powszechne zastosowanie metod androgenicznych w hodowli.

Proces androgenezy jest wieloetapowy i regulowany przez szereg genów roz
mieszczonych w różnych chromosomach. Działanie niektórych genów ma charakter 
addytywny, inne wykazują dominację (23,29,46-48,50,71,74-79). Wykazano także, 
że czynnik cytoplazmatyczny odgrywa istotną rolę modyfikując działanie genów 
jądrowych (24,80). Geny kontrolujące somatyczną embriogenezę z kalusa uzyskane
go z tkanek somatycznych są także aktywne w przypadku kultur androgenicznych 
(81-88). Zdolność do indukcji androgenicznej i regeneracji roślin z zaindukowanych 
struktur jest determinowana poligenicznie, a dziedziczenie tych cech jest niezależ
ne (89).

Linie i odmiany podatne na androgenezę występują z różną częstością w zależ
ności od gatunku. Stosunkowo dużo podatnych materiałów zidentyfikowano wśród 
pszenic heksaploidalnych, heksaploidalnego pszenżyta i u jęczmienia. Za gatunki 
odporne uważa się żyto (12,46,74,92,93), pszenice tetraploidalne (47,75,94-96), owies 
(50,73,97,98), kukurydzę (6,20), sorgo i ryż (14,61,99,100). Każdy z gatunków, a czę
sto także odmiany w obrębie gatunku, mają swoje specyficzne wymagania dotyczące 
składników pożywek, poziomu i rodzaju stosowanych substancji hormonalnych oraz 
warunków hodowli, toteż praca z nowymi materiałami wymaga zazwyczaj modyfi
kacji i dostosowywania metod.

Obok genów regulujących poziom indukcji i regeneracji istotną rolę odgrywają 
geny, zarówno jądrowe jak i cytoplazmatyczne, determinujące częstość pojawiania 
się regenerantów pozbawionych chlorofilu, tj. albinosów (81,101-103). Okazuje się, 
że utrata chlorofilu powodowana może być nieodwracalnymi uszkodzeniami DNA 
chloroplastów kodującego funkcje niektórych enzymów związanych z syntezą tego 
barwnika bądź ze szlakiem enzymatycznym syntezy białek i kwasów nukleinowych 
w chloroplaście. Albinizm uwidacznia się w okresie regeneracji roślin, ale nie znany 
jest okres powstawania uszkodzeń. Stwierdzono, że podniesienie temperatury in
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kubacji do 32°C w okresie przedindukcyjnym zwiększa częstotliwość występowania 
albinosów, zaś obniżenie temperatury poniżej 12°C w początkowym okresie rege
neracji działa hamująco na ich powstawanie.

3. Gynogeneza

Gynogeneza, czyli pobudzenie do rozwoju w roślinę haploidalnych komórek ga- 
metofitu żeńskiego (woreczka zalążkowego) bez udziału zapłodnienia, jak dotąd, 
jest wykorzystywana rzadziej, jednakże w ostatnich latach metoda ta nabiera zna
czenia u niektórych gatunków, jednym ze sposobów zaindukowania gynogenezy 
jest hodowla niezapylonych zalążków in vitro na pożywkach zawierających auksyny 
lub ich analogi. Spośród zbóż gynogenezę w warunkach in vitro uzyskano u pszenicy 
(104,105) i ryżu (106). W przypadku niektórych genotypów pszenicy (107,108) oraz 
jęczmienia (109,110) partenogeniczny rozwój zarodków wywołano traktując in plan- 
ta kwiaty roztworami auksyn. Zdolność do rozwoju gynogenicznego jest prawdopo
dobnie powiązana z naturalną zdolnością do apomiksji. Możliwość wyprowadzania 
haploidów przez stosunkowo prosty zabieg traktowania substancjami chemicznymi 
jest bardzo interesująca z praktycznego punktu widzenia, jak dotąd ograniczona 
jednak do nielicznych genotypów.

4. Krzyżowania oddalone

Najczęściej do zaindukowania rozwoju komórki jajowej w zarodek potrzebne 
jest zapylenie, jeżeli sama obecność łagiewek w słupku lub zalążni, albo też rozwój 
bielma prowokuje komórkę jajową do podziałów, pomimo że nie dochodzi do jej 
zapłodnienia mówimy o partenogenezie indukowanej. Osobne miejsce zajmuje zja
wisko eliminacji chromosomów jednego z rodziców z jąder mieszańcowego zarod
ka rozwijającego się w następstwie krzyżowań międzygatunkowych lub międzyro- 
dzajowych w obrębie Poaceae (29,36,39). Zarodki takie w naturze zamierają z powo
du zaburzeń w rozwoju bielma (111-114). W warunkach laboratoryjnych można je 
hodować in Wlro jednak dla uzyskania zarodków wystarczająco rozwiniętych do ho
dowli z reguły niezbędne jest traktowanie zapylonych kwiatów auksynami lub ich 
analogami. Na bazie kultur in vitro opracowano szereg metod podtrzymania dalsze
go rozwoju zarodka, aż do wytworzenia haploialnych roślin (29,115-121).

Metodą krzyżowań oddalonych najwcześniej, bo już ponad 30 lat temu na sze
roką skalę otrzymywano haploidy uprawnych form jęczmienia, zapylając je dzikim 
gatunkiem, Hordeum bulbosum (8,33,122-128). Dla zwiększenia skuteczności krzy
żowania zapylane kłosy traktuje się roztworem gibereliny oraz lAA przed lub po za
pyleniu. Metoda bulbosum odgrywa do dziś duże znaczenie w hodowli jęczmienia 
i ponad 55 odmian jęczmienia zarejestrowanych w różnych krajach to podwojone
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haploidy uzyskane tą drogą (Ken Kasha, informacja własna). Metoda ta może być 
stosowana również u niektórych form pszenicy i pszenżyta (8,3,126). jednak bariery 
krzyżowalności pomiędzy wieloma formami pszenicy i pszenżyta a H. bulbosum 
znacznie ograniczają jej zastosowanie (129-134).

Stosunkowo niedawno stwierdzono, że krzyżowanie pszenicy z kukurydzą (Zea 
mays) i niektórymi pokrewnymi gatunkami takimi jak kukurydza meksykańska - 
teosinte (Zea mays spp. mexicana) (135), sorgo (Sorghum bicolor) (136,137), i proso 
amerykańskie (Pennisetum glaucum synonim Pennisetiim americana) (36,136,138,139) 
prowadzi do formowania haploidalnych zarodków roślin formy matecznej, tj. psze
nicy. Pierwsze doniesienia (111) o obecności zarodków w zalążkach pszenicy zapy
lonej kukurydzą wzbudziły duże zainteresowanie hodowców. W dalszych badaniach 
(112,115,140) ujawniono, że chromatyna kukurydzy jest eliminowana z jąder komó
rek zarodków już w trakcie pierwszych podziałów. Pszenice łatwo krzyżują się z ku
kurydzą bez względu na obecność dominujących alleli Kr, hamujących wzrost łagie- 
wek H. bulbosum w słupkach pszenicy (29,76,118,156). Mechanizm eliminacji chro
mosomów kukurydzy oraz brak barier krzyżowalności, jak się okazało, był pow
szechny dla Triticeae dzięki czemu tą drogą otrzymano również haploidalne zarodki 
jęczmienia (117), owsa (25,142-144), żyta (92,93,145) i pszenżyta (120,121,146). 
Tylko w przypadku owsa do osiągnięcia sukcesu nie jest potrzebne traktowanie za
pylonych kwiatostanów auksynami. Ponadto u tego gatunku eliminacja chromoso
mów kukurydzy nie zawsze jest zupełna o czym świadczy uzyskanie częściowych 
mieszańców owsa z kukurydzą (142,144,147,148). Należy podkreślić, że zjawisko 
niepełnej eliminacji chromosomów kukurydzy o potencjalnie niezwykle interesu
jących konsekwencjach hodowlanych nie zostało, jak dotąd, zaobserwowane u in
nych gatunków roślin zbożowych.

Dla różnych genotypów pszenicy uzyskiwano od 10 do 30 haploidalnych zarod
ków na 100 zapylonych kwiatów (29,36,39). Dla wielu genotypów pszenicy, które 
nie poddają się indukcji androgenicznej krzyżowania oddalone, jak się wydaje, są 
jedyną szansą na otrzymanie linii podwojonych haploidów (29,36,39,74,136,139, 
149,150). Większa niż w przypadku androgenezy podatność genotypów zbóż na tę 
metodę oraz brak albinotycznych roślin wśród regenerantów stanowią duże walory 
krzyżowań oddalonych w porównaniu z metodami androgenicznymi.

5. Wykorzystanie linii podwojonych haploidów w hodowli zbóż

Wykorzystanie linii DH w hodowli oszczędza wiele lat potrzebnych dla homozy- 
gotyzacji i wyrównania materiałów i z tego właśnie względu zwróciły one uwagę ho
dowców. Faktyczna liczba zaoszczędzonych lat pracy zależy od tego w jakim poko
leniu (F|, F2...) wyprowadzono linie oraz w którym pokoleniu kieruje się zazwyczaj 
do doświadczeń linie otrzymane w tradycyjnym programie hodowlanym. Kryteria 
oceny odmian stosowane w Europie wymagają bardzo wysokiego stopnia wyrówna
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nia cech często trudnego do osiągnięcia w tradycyjnej hodowli, zatem wyprowadza
nie linii DH nawet w późniejszych pokoleniach może okazać się korzystne.

Aby linie DH mogły być skutecznie wykorzystane w hodowli populacja linii DH 
otrzymanych z jednego mieszańca FI musi być odpowiednio duża. Na przykład je
żeli rodzice różnią się pięcioma niezależnie segregującymi genami, należy dyspono
wać przynajmniej 95 liniami DH wyprowadzonymi z jednego mieszańca FI aby 
z prawdopodobieństwem 0,01 otrzymać linię, która gromadzi wszystkie pożądane 
allele (151,152). Przy większej liczbie segregujących loci minimalna liczba potrzeb
nych do selekcji linii DH gwałtownie rośnie. Z danych tych wynika, że hodowla na 
bazie linii DH może być skuteczna tylko w przypadku starannego doboru mate
riałów wyjściowych do krzyżowań oraz wydajności metody zapewniającej otrzyma
nie przynajmniej 100 linii DH z jednego mieszańca FI. Rozważania te są prawdziwe 
tylko przy założeniu, że każda cecha dziedziczy się z jednakowym prawdopodobień
stwem. Tymczasem na podstawie analizy dziedziczenia molekularnych markerów 
genetycznych w liniach DH otrzymanych na drodze androgenezy u jęczmienia (151- 
-153) oraz u ryżu (154) stwierdzono, że stosunki rozszczepień badanych cech mono- 
genicznych w populacji linii DH odbiegają od oczekiwanego 1:1. Podobne odchyle
nia wystąpiły w liniach DH tytoniu (155), pszenicy (156) i jęczmienia (157). jest mo
żliwe, że cechy segregujące w nieprawidłowy sposób były sprzężone ze zdolnością 
do indukcji lub regeneracji w procesie androgenezy. Wśród androgenicznie otrzy
manych linii DH zidentyfikowano również geny nie występujące u żadnego z rodzi
ców (158-162). Przypuszcza się, że przyczyną tych zjawisk może być zmienność ga- 
metoklonalna powstająca w okresie kalusowania mikrospory lub mutacje spowodo
wane zastosowaniem kolchicyny do podwojenia liczby chromosomów, w związku 
z tym dąży się do skrócenia etapu kalusowania i zwiększenia liczby spontanicznych 
podwojeń (17,48,64,67).

Badania linii DH jęczmienia otrzymanych metodą krzyżowań oddalonych nie wy
kazały odchyleń od oczekiwanej proporcji badanych cech (26,162-168). Porównując 
populację linii DH jęczmienia otrzymanych metodą buibosum z populacją linii wypro
wadzonych z tego samego krzyżowania metodą rodowodową i metodą pojedyn
czych nasion oraz ramszu wykazano, że linie DH reprezentowały większe zróżnico
wanie genetyczne oraz średnio plonowały gorzej, jednak najlepsze linie wyprowa
dzone za pomocą wszystkich metod były do siebie bardzo podobne (166-169). Pod
sumowując można stwierdzić, że mniejsza zależność od genotypu matki oraz pra
widłowa segregacja cech rodziców w liniach DH otrzymanych z krzyżowań oddalo
nych stanowi duży walor tych metod w hodowli roślin zbożowych.

Do najnowszych zastosowań haploidów należy wykorzystanie ich jako obiektów 
do transformacji genetycznej (170,171). Transformowanie tkanki haploidalnej jest 
korzystne, gdyż komórki zawierają pojedynczą kopię każdego chromosomu dzięki 
czemu wprowadzone geny powinny wykazywać pełną ekspresję ułatwiając tym sa
mym właściwą selekcję. Po podwojeniu kompletu chromosomów i uzyskaniu linii 
DH transgen znajduje się od razu w stanie homozygotyczności, co ułatwia selekcję
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i właściwą ocenę przydatności transformowanego materiału. Wyprowadzanie linii 
DH stosuje się także powszechnie do szybkiego wyrównania z materiałów transfor
mowanych w diploidalnej fazie rozwoju.

6. Zakończenie

z uwagi na wymienione możliwości wykorzystania linii podwojonych haploidów 
nie słabnie zainteresowanie nimi zarówno naukowców jak i praktyków. Aktualnie 
badania zmierzają w kierunku pokonania barier genetycznych, zmniejszenia cza
sochłonności i pracochłonności metod oraz wyeliminowania drogich i toksycznych 
substancji z procesu (np. kolchicyny). Duże firmy hodowlane dysponują własnymi la
boratoriami in vitro, powstają też liczne niewielkie laboratoria świadczące usługi po
legające na wyprowadzaniu linii DH z materiałów powierzonych przez hodowców. 
Wydaje się, że w Polsce wciąż jeszcze metoda ta nie cieszy się zainteresowaniem 
praktyków w stopniu adekwatnym do potencjalnych korzyści płynących z jej stoso
wania w programach hodowlanych.
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