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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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1. Wstep

Haploidy to rodliny znajdujgce sie w sporofitowej fazie roz-
woju, ale posiadajagce gametyczng liczbe chromosomoéw. Moga
powsta¢ bez udziatu zaptodnienia z komérek gametofitu zen-
skiego (gynogeneza) lub meskiego (androgeneza), a takze po
skrzyzowaniu odlegtych genetycznie gatunkéw i eliminacji chro-
matyny jednego z rodzicéw z mieszaricowych komérek zarodka.
Haploidy stanowig interesujacy obiekt badah genetycznych oraz
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fizjologicznych, ponadto na poziomie haploidalnym skutecznie moze by¢ przepro-
wadzona selekcja dotyczaca niektorych cech uzytkowych (1-5). Wykorzystanie ha-
ploidéw w hodowli mozliwe jest po przywréceniu somatycznej liczby chromoso-
mow danego gatunku co zapewnia ich prawidtowy rozdziat w mejozie i przywraca
roslinom ptodnos¢. Efekt ten uzyskuje sie poddajac merystemy wierzchotkowe ro-
$liny haploidalnej dziataniu czynnikéw paralizujgcych wrzeciono podziatowe (naj-
czesciej kolchicyny) w wyniku czego podwaja sie w komorkach liczba chromoso-
moéw (6-12). Podwojenie liczby chromosoméw u haploida nastepuje niekiedy spon-
tanicznie w trakcie kultury (13-22). Nasiona uzyskane po podwojeniu liczby chromo-
somoéw dajg poczatek catkowicie homozygotycznym liniom, nazywanym liniami po-
dwojonych haploidéw lub liniami DH (skrét od doubled haploid, tj. podwojony haplo-
id). W linii DH oba komplementy chromosomow siostrzanych sg identyczne. Takie-
go stopnia homozygotycznosci nie mozna uzyska¢ nawet po wielu latach chowu
wsobnego stosowanego w hodowli konwencjonalnej.

W potomstwie roslin DH rozszczepienia cech nie powinny wystepowa¢, dlatego
selekcja przeprowadzona wsrod nich jest skuteczniejsza, a ocena fenotypu bardziej
jednoznaczna niz w przypadku selekcji dokonywanej w pokoleniach segregujgcych,
gdzie zjawiska dominacji i heterozji moga maskowaé¢ dziatanie genéw recesywnych
(23-28). Wyselekcjonowane linie DH rozmnazane w izolacji powinny wykazywaé
catkowite wyréwnanie cech, co zapewnia sprostanie wymogom odrebnosci, wyréw-
nania i trwatosci stawianym przy zgtoszeniu materiatu do badan oficjalnych poprze-
dzajacych rejestracje odmiany. Homozygotyczne potomstwo linii DH moze by¢ wy-
korzystane w hodowli tak jak ustalone genetycznie linie. W hodowli heterozyjnej
moze zastepowaé linie wsobne, a w hodowli rekombinacyjnej eliminowac segre-
gujace pokolenia, skracajgc tym samym czas hodowli. ,,Florin”, pierwsza odmiana
pszenicy bedaca linig DH, zostata zarejestrowana we Francji zaledwie 7 lat po wyko-
naniu krzyzowki wyjsciowej (25). Wykorzystanie hodowli opartej na liniach DH
zwieksza prawdopodobienstwo uzyskania korzystnych rekombinacji, a linie DH sta-
nowig ponadto bardzo przydatny materiat do badan nad dziedziczeniem cech ilo-
sciowych (26-29).

Haploidalne rosliny powstajg w naturze spontanicznie, lecz zbyt rzadko by mogto
mie¢ to praktyczne znaczenie. Pierwsze takie rosliny opisano juz blisko osiemdzie-
sigt lat temu (30). Zywe zainteresowanie metodami otrzymywania i wykorzystania
w hodowli linii podwojonych haploidéw datuje sie od lat sze$édziesiatych. Wtedy to
w kilku laboratoriach uzyskano linie podwojonych haploidéw z wydajnoscia, ktéra
dawala mozliwosci wykorzystania ich w programie hodowlanym (31-33). W ciggu
nastepnych dziesiecioleci udoskonalano metody i z powodzeniem zastosowano je
u wielu gatunkdw o praktycznym znaczeniu, np. u bawelny, ziemniakdw, pomido-
row, rzepaku, soi, burakdw, tytoniu oraz wiekszosci zb6z (19,34-38).
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2. Androgeneza

Najbardziej rozpowszechnionymi metodami otrzymywania linii DH sg metody
androgeniczne, a zatem te, ktore wykorzystujg meska linie gametyczng do wypro-
wadzenia haploidalnej rodliny. Do najstarszych technik androgenicznych nalezg kul-
tury pylnikéw na pozywkach catkowicie lub czeSciowo zestalonych substancjami
zelujgcymi (1,13,39-55). Pdzniej opracowano metody hodowli pylnikéw na pozyw-
kach potptynnych lub ptynnych, w tym tak zwang ,,kulture uwolnionych mikrospor”
(shed microspor culture), gdzie w trakcie hodowli mikrospory samoistnie uwalniane sg
do pozywki (56). Ten ostatni rodzaj kultur pylnikowych stanowi ogniwo posrednie
prowadzace do kultur izolowanych mikrospor (15-20,57-60). Wyptukane z roz-
drobnionych kioséw spory meskie hoduje sie w zawiesinie lub na kragzkach bibuty
umieszczonych na zestalonej pozywece i nawilzonych pozywka ptynng. Okazato sie,
ze izolacja mikrospor zb6z i indukcja androgenicznego rozwoju w zawiesinie doktad-
nie oczyszczonej z fragmentow tkanki sporofitu macierzystego jest stosunkowo
trudna. Znaczny wzrost wydajnosci osiggnieto poprzez hodowle mikrospor z izolo-
wanymi miodymi zalazniami (17,61-63). Skuteczna okazata sie réwniez kokultura
z fragmentami miodych tkanek lub proliferujaca zawiesing komdrek. Przypuszcza
sie, ze tkanki te sg zrédtem czynnika wspomagajacego indukcje, ktéry dyfunduje za
posrednictwem pozywki do mikrospor. Obecnie trwajg badania zmierzajace do jego
identyfikacji.

U wiekszosci gatunkéw roslin, w tym u zbdz, najbardziej podatne na indukcje sa
mikrospory w stadium jednojadrowym lub mikrospory dwujadrowe bezpos$rednio
po podziale. Aktywnym czynnikiem pozywki powodujacym zmiane kierunku rézni-
cowania mikrospory z drogi gametofitowej na sporofitowg sg auksyny lub ich analo-
gi. Pod ich wptywem mikrospora zamiast wytworzy¢ zdolne do zapylenia ziarno
pytku i zdolne do zaptodnienia komérki plemnikowe, rozwija sie najpierw w kalus
lub strukture podobng do zarodka zygotycznego nazywang zarodkiem androgenicz-
nym, a w starszym pismiennictwie embrioidem. W odpowiednich warunkach zarod-
ki androgeniczne mogg kietkowac bezposrednio, czesto jednak na ich powierzchni
powstajg wtornie zarodki somatyczne, z ktérych nastepnie regenerowane sg rosli-
ny. Somatyczna embriogenza obserwowana jest czesto u zb6z réwniez na powierzch-
ni kalusa, znacznie rzadziej regeneracja roslin odbywa si¢ na drodze organogenezy.
W tej samej kulturze wszystkie drogi regeneracji roslin z zaindukowanych mikro-
spor moga ze sobg wspotistnie¢ w réznych proporcjach w zaleznosci od genotypu,
rodzaju pozywki, fizycznych warunkéw prowadzenia kultury oraz czasu jej trwania
(44,62-73).

Waznym czynnikiem wspomagajacym indukcje okazat sie stres abiotyczny w o-
kresie poprzedzajagcym zatozenie kultury (3,18,22). Do najczesciej stosowanych czyn-
nikdw stresowych nalezy niska temperatura (2-6°C przez okres od kilku dni do
trzech tygodni). W temperaturze 2-6°C przetrzymywane sg, w zaleznosci od meto-
dy, rosliny donorowe, uciete pedy wraz z ktosami, ktosy wyizolowane z pochew lis$-
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ciowych i sterylnie umieszczone na szalkach w warunkach wysokiej wilgotnosci,
izolowane pylniki lub mikrospory w poczatkowym okresie kultury. Stosowano row-
niez traktowanie materiatu wysokimi temperaturami, inkubacje ktosow lub pylni-
kéw w mannitolu, oraz kombinacje dwoéch lub wszystkich trzech wymienionych
czynnikéw stresowych (16,21,48,74). Wykazano, ze pod wptywem stresu w mikro-
sporach pojawiajg sie specyficzne grupy bialek (stress-induced proteins), zmienia sie
aktywnos$¢ enzymdéw komdérkowych, przebudowany zostaje jej cytoszkielet oraz na-
stepuje zuzycie zapasOw energetycznych potaczone z degradacjg czesci organelli.
Wszystkim tym procesom towarzyszy wydzielanie etylenu, waznego czynnika o cha-
rakterze hormonalnym (Edwin Heberle-Bors, informacja wtasna). Interpretacja tych
zjawisk napotyka na pewne trudnosci. Nie ma pewnosci, ktore z wymienionych zja-
wisk majg charakter pierwotny, a ktére wtdrny, oraz w jaki sposob wptywajg one na
proces indukcji androgenicznej. Pomimo wykazania skutecznosci dziatania czynni-
kéw stresowych w podniesieniu wydajnosci kultur androgenicznych nie udato sie
przetamac barier genetycznych stanowigcych podstawowg przeszkode utrudniajgca
powszechne zastosowanie metod androgenicznych w hodowli.

Proces androgenezy jest wieloetapowy i regulowany przez szereg genéw roz-
mieszczonych w réznych chromosomach. Dziatanie niektérych genéw ma charakter
addytywny, inne wykazujg dominacje (23,29,46-48,50,71,74-79). Wykazano takze,
ze czynnik cytoplazmatyczny odgrywa istotng role modyfikujgc dziatanie gendéw
jadrowych (24,80). Geny kontrolujace somatyczng embriogeneze z kalusa uzyskane-
go z tkanek somatycznych sg takze aktywne w przypadku kultur androgenicznych
(81-88). Zdolnos¢ do indukcji androgenicznej i regeneracji roslin z zaindukowanych
struktur jest determinowana poligenicznie, a dziedziczenie tych cech jest niezalez-
ne (89).

Linie i odmiany podatne na androgeneze wystepujg z rézng czestoscig w zalez-
nosci od gatunku. Stosunkowo duzo podatnych materiatow zidentyfikowano wsrod
pszenic heksaploidalnych, heksaploidalnego pszenzyta i u jeczmienia. Za gatunki
odporne uwaza sie zyto (12,46,74,92,93), pszenice tetraploidalne (47,75,94-96), owies
(50,73,97,98), kukurydze (6,20), sorgo i ryz (14,61,99,100). Kazdy z gatunkéw, a cze-
sto takze odmiany w obrebie gatunku, majg swoje specyficzne wymagania dotyczace
sktadnikéw pozywek, poziomu i rodzaju stosowanych substancji hormonalnych oraz
warunkow hodowli, totez praca z nowymi materiatami wymaga zazwyczaj modyfi-
kacji i dostosowywania metod.

Obok gendéw regulujacych poziom indukcji i regeneracji istotng role odgrywaja
geny, zaréwno jadrowe jak i cytoplazmatyczne, determinujace czesto$¢ pojawiania
sie regenerantéw pozbawionych chlorofilu, tj. albinoséw (81,101-103). Okazuje sie,
ze utrata chlorofilu powodowana moze by¢ nieodwracalnymi uszkodzeniami DNA
chloroplastéw kodujgcego funkcje niektérych enzymoéw zwigzanych z syntezg tego
barwnika badz ze szlakiem enzymatycznym syntezy biatek i kwaséw nukleinowych
w chloroplascie. Albinizm uwidacznia sie w okresie regeneracji roélin, ale nie znany
jest okres powstawania uszkodzen. Stwierdzono, ze podniesienie temperatury in-
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kubacji do 32°C w okresie przedindukcyjnym zwieksza czestotliwo$¢ wystepowania
albinoséw, za$ obnizenie temperatury ponizej 12°C w poczatkowym okresie rege-
neracji dziata hamujgco na ich powstawanie.

3. Gynogeneza

Gynogeneza, czyli pobudzenie do rozwoju w rosline haploidalnych komérek ga-
metofitu zenskiego (woreczka zalgzkowego) bez udziatu zaptodnienia, jak dotad,
jest wykorzystywana rzadziej, jednakze w ostatnich latach metoda ta nabiera zna-
czenia u niektérych gatunkéw, jednym ze sposobdéw zaindukowania gynogenezy
jest hodowla niezapylonych zalgzkéw in vitro na pozywkach zawierajacych auksyny
lub ich analogi. Sposréd zb6z gynogeneze w warunkach in vitro uzyskano u pszenicy
(104,105) i ryzu (106). W przypadku niektérych genotypéw pszenicy (107,108) oraz
jeczmienia (109,110) partenogeniczny rozwéj zarodkéw wywotano traktujgc in plan-
ta kwiaty roztworami auksyn. Zdolno$¢ do rozwoju gynogenicznego jest prawdopo-
dobnie powigzana z naturalng zdolnoscia do apomiksji. Mozliwo$¢ wyprowadzania
haploidow przez stosunkowo prosty zabieg traktowania substancjami chemicznymi
jest bardzo interesujaca z praktycznego punktu widzenia, jak dotagd ograniczona
jednak do nielicznych genotypdéw.

4. Krzyzowania oddalone

Najczesciej do zaindukowania rozwoju komdrki jajowej w zarodek potrzebne
jest zapylenie, jezeli sama obecnos$¢ tagiewek w stupku lub zalazni, albo tez rozwoj
bielma prowokuje komérke jajowa do podziatéw, pomimo ze nie dochodzi do jej
zaptodnienia méwimy o partenogenezie indukowanej. Osobne miejsce zajmuje zja-
wisko eliminacji chromosoméw jednego z rodzicOw z jader mieszancowego zarod-
ka rozwijajacego sie w nastepstwie krzyzowan miedzygatunkowych lub miedzyro-
dzajowych w obrebie Poaceae (29,36,39). Zarodki takie w naturze zamierajg z powo-
du zaburzen w rozwoju bielma (111-114). W warunkach laboratoryjnych mozna je
hodowac in WIiro jednak dla uzyskania zarodkéw wystarczajaco rozwinietych do ho-
dowli z reguty niezbedne jest traktowanie zapylonych kwiatow auksynami lub ich
analogami. Na bazie kultur in vitro opracowano szereg metod podtrzymania dalsze-
go rozwoju zarodka, az do wytworzenia haploialnych rodlin (29,115-121).

Metodg krzyzowan oddalonych najwczesniej, bo juz ponad 30 lat temu na sze-
rokg skale otrzymywano haploidy uprawnych form jeczmienia, zapylajac je dzikim
gatunkiem, Hordeum bulbosum (8,33,122-128). Dla zwigkszenia skutecznosci krzy-
zowania zapylane klosy traktuje sie roztworem gibereliny oraz I1AA przed lub po za-
pyleniu. Metoda bulbosum odgrywa do dzi$ duze znaczenie w hodowli jeczmienia
i ponad 55 odmian jeczmienia zarejestrowanych w roznych krajach to podwojone
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haploidy uzyskane tg drogg (Ken Kasha, informacja wtasna). Metoda ta moze by¢
stosowana rowniez u niektdrych form pszenicy i pszenzyta (8,3,126). jednak bariery
krzyzowalno$ci pomiedzy wieloma formami pszenicy i pszenzyta a H. bulbosum
znacznie ograniczajg jej zastosowanie (129-134).

Stosunkowo niedawno stwierdzono, ze krzyzowanie pszenicy z kukurydza (Zea
mays) i niektdrymi pokrewnymi gatunkami takimi jak kukurydza meksykanska -
teosinte (Zea mays spp. mexicana) (135), sorgo (Sorghum bicolor) (136,137), i proso
amerykanskie (Pennisetum glaucum synonim Pennisetiim americana) (36,136,138,139)
prowadzi do formowania haploidalnych zarodkéw roslin formy matecznej, tj. psze-
nicy. Pierwsze doniesienia (111) o obecnosci zarodkéw w zalgzkach pszenicy zapy-
lonej kukurydzg wzbudzity duze zainteresowanie hodowcow. W dalszych badaniach
(112,115,140) ujawniono, ze chromatyna kukurydzy jest eliminowana z jader komé-
rek zarodkéw juz w trakcie pierwszych podziatow. Pszenice tatwo krzyzuja sie z ku-
kurydza bez wzgledu na obecnos¢ dominujacych alleli Kr, hamujacych wzrost tagie-
wek H. bulbosum w stupkach pszenicy (29,76,118,156). Mechanizm eliminacji chro-
mosomoOw kukurydzy oraz brak barier krzyzowalnosci, jak sie okazato, byt pow-
szechny dla Triticeae dzieki czemu tg droga otrzymano réwniez haploidalne zarodki
jeczmienia (117), owsa (25,142-144), zyta (92,93,145) i pszenzyta (120,121,146).
Tylko w przypadku owsa do osiggniecia sukcesu nie jest potrzebne traktowanie za-
pylonych kwiatostanéw auksynami. Ponadto u tego gatunku eliminacja chromoso-
méw kukurydzy nie zawsze jest zupetna o czym Swiadczy uzyskanie czeSciowych
mieszancoéw owsa z kukurydza (142,144,147,148). Nalezy podkresli¢, ze zjawisko
niepetnej eliminacji chromosomoéw kukurydzy o potencjalnie niezwykle interesu-
jacych konsekwencjach hodowlanych nie zostato, jak dotad, zaobserwowane u in-
nych gatunkéw roslin zbozowych.

Dla réznych genotypdéw pszenicy uzyskiwano od 10 do 30 haploidalnych zarod-
kéw na 100 zapylonych kwiatéw (29,36,39). Dla wielu genotypow pszenicy, ktore
nie poddajg sie indukcji androgenicznej krzyzowania oddalone, jak sie wydaje, s
jedyng szansa na otrzymanie linii podwojonych haploidéw (29,36,39,74,136,139,
149,150). Wieksza niz w przypadku androgenezy podatno$é genotypoéw zb6z na te
metode oraz brak albinotycznych roslin wsréd regenerantéw stanowia duze walory
krzyzowan oddalonych w pordwnaniu z metodami androgenicznymi.

5. Wykorzystanie linii podwojonych haploidéw w hodowli zb6z

Wykorzystanie linii DH w hodowli oszczedza wiele lat potrzebnych dla homozy-
gotyzacji i wyréwnania materiatow i z tego wtasnie wzgledu zwrécity one uwage ho-
dowcow. Faktyczna liczba zaoszczedzonych lat pracy zalezy od tego w jakim poko-
leniu (F|, F2...) wyprowadzono linie oraz w ktérym pokoleniu kieruje sie zazwyczaj
do doswiadczen linie otrzymane w tradycyjnym programie hodowlanym. Kryteria
oceny odmian stosowane w Europie wymagajg bardzo wysokiego stopnia wyréwna-
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nia cech czesto trudnego do osiggniecia w tradycyjnej hodowli, zatem wyprowadza-
nie linii DH nawet w pézniejszych pokoleniach moze okaza¢ sie korzystne.

Aby linie DH mogty byé skutecznie wykorzystane w hodowli populacja linii DH
otrzymanych z jednego mieszanca FI musi by¢ odpowiednio duza. Na przykiad je-
zeli rodzice rdznig sie piecioma niezaleznie segregujacymi genami, nalezy dyspono-
wacé przynajmniej 95 liniami DH wyprowadzonymi z jednego mieszanca Fl aby
z prawdopodobienstwem 0,01 otrzymac linig, ktéra gromadzi wszystkie pozadane
allele (151,152). Przy wiekszej liczbie segregujgcych loci minimalna liczba potrzeb-
nych do selekcji linii DH gwattownie rosnie. Z danych tych wynika, ze hodowla na
bazie linii DH moze by¢ skuteczna tylko w przypadku starannego doboru mate-
riatow wyjsciowych do krzyzowan oraz wydajnosci metody zapewniajgcej otrzyma-
nie przynajmniej 100 linii DH z jednego mieszanca Fl. Rozwazania te sg prawdziwe
tylko przy zatozeniu, ze kazda cecha dziedziczy sie z jednakowym prawdopodobien-
stwem. Tymczasem na podstawie analizy dziedziczenia molekularnych markeréw
genetycznych w liniach DH otrzymanych na drodze androgenezy u jeczmienia (151-
-153) oraz u ryzu (154) stwierdzono, ze stosunki rozszczepieni badanych cech mono-
genicznych w populacji linii DH odbiegajg od oczekiwanego 1:1. Podobne odchyle-
nia wystgpity w liniach DH tytoniu (155), pszenicy (156) i jeczmienia (157). jest mo-
zliwe, ze cechy segregujace w nieprawidtowy sposob byly sprzezone ze zdolnoscig
do indukcji lub regeneracji w procesie androgenezy. Wsrod androgenicznie otrzy-
manych linii DH zidentyfikowano réwniez geny nie wystepujace u zadnego z rodzi-
cow (158-162). Przypuszcza sig, ze przyczyng tych zjawisk moze byé zmiennos¢ ga-
metoklonalna powstajaca w okresie kalusowania mikrospory lub mutacje spowodo-
wane zastosowaniem kolchicyny do podwojenia liczby chromosoméw, w zwigzku
z tym dazy sie do skrocenia etapu kalusowania i zwiekszenia liczby spontanicznych
podwojeh (17,48,64,67).

Badania linii DH jeczmienia otrzymanych metoda krzyzowan oddalonych nie wy-
kazaty odchylen od oczekiwanej proporcji badanych cech (26,162-168). Poréwnujac
populacje linii DH jeczmienia otrzymanych metodg buibosum z populacjg linii wypro-
wadzonych z tego samego krzyzowania metoda rodowodowg i metoda pojedyn-
czych nasion oraz ramszu wykazano, ze linie DH reprezentowaty wieksze zréznico-
wanie genetyczne oraz Srednio plonowaty gorzej, jednak najlepsze linie wyprowa-
dzone za pomocg wszystkich metod byly do siebie bardzo podobne (166-169). Pod-
sumowujac mozna stwierdzi¢, ze mniejsza zalezno$¢ od genotypu matki oraz pra-
widlowa segregacja cech rodzicow w liniach DH otrzymanych z krzyzowan oddalo-
nych stanowi duzy walor tych metod w hodowli roslin zbozowych.

Do najnowszych zastosowan haploidow nalezy wykorzystanie ich jako obiektow
do transformacji genetycznej (170,171). Transformowanie tkanki haploidalnej jest
korzystne, gdyz komorki zawierajg pojedyncza kopie kazdego chromosomu dzieki
czemu wprowadzone geny powinny wykazywac petng ekspresje utatwiajgc tym sa-
mym wiasciwg selekcje. Po podwojeniu kompletu chromosomoéw i uzyskaniu linii
DH transgen znajduje sie od razu w stanie homozygotycznosci, co utatwia selekcje
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i whasciwg ocene przydatnosci transformowanego materiatu. Wyprowadzanie linii
DH stosuje sie takze powszechnie do szybkiego wyrdwnania z materiatow transfor-
mowanych w diploidalnej fazie rozwoju.

6. Zakonczenie

Z uwagi na wymienione mozliwosci wykorzystania linii podwojonych haploidéw
nie stabnie zainteresowanie nimi zaréwno naukowcow jak i praktykoéw. Aktualnie
badania zmierzajg w kierunku pokonania barier genetycznych, zmniejszenia cza-
sochtonnosci i pracochtonnosci metod oraz wyeliminowania drogich i toksycznych
substancji z procesu (np. kolchicyny). Duze firmy hodowlane dysponujg wtasnymi la-
boratoriami in vitro, powstajg tez liczne niewielkie laboratoria Swiadczace ustugi po-
legajace na wyprowadzaniu linii DH z materiatdw powierzonych przez hodowcéw.
Wydaje sie, ze w Polsce wcigz jeszcze metoda ta nie cieszy sie zainteresowaniem
praktykéw w stopniu adekwatnym do potencjalnych korzysci ptynacych z jej stoso-
wania w programach hodowlanych.
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