Wiadomosci Botaniczne 38(3/4): 53-62, 1994

HAPLOIDYZACJA ROSLIN WYZSZYCH 1 JEJ
ZASTOSOWANIA

THE HAPLOIDYZATION OF HIGHER PLANTS AND ITS APPLICATIONS

Jerzy Andrzej PRZYBOROWSKI

Summary. The paper presents the results obtained untill the present day in higher plants haploidyzation. Special attention
has been focused on the processes on which haploidization techniques are based. Most attention has been paid to the
methods based on apomixis. In addition to this a general description of haploid induction by eliminating chromosomes from
hybrid embryo and somatic tissue in vitro culture, by in vitro androgenesis have been done. Haploid induction and
production methods having been described, possibilities of using haploid plants in genetics, breding and taxonomic sciences

are iscussed.
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WSTEP

Pierwsze doniesienia o otrzymaniu haploi-
dalnych roélin pochodza z 1921 roku i dotycza
haploidéw Datura stramonium otrzymanych
przez Bergnera [5]. W 1924 roku Clausen i
Mann uzyskali haploidy Nicotiana tabacum
[47]. Pierwsza propozycj¢ wykorzystania ha-
ploidalnych ro§lin w hodowli mutacyjnej podali
u Datura stramonium Blakeslee i Belling [6] i
Blakeslee i wsp6tpracownicy [7]. Morrison [43]
stwierdzit przydatno$¢ haploidéw do tworzenia
linii czystych pomidora, za$ Sears [69] do two-
rzenia ladcuchéw monosomicznych pszenicy.
W 1941 roku po raz pierwszy zwrécono uwage
na atrakcyjno$¢ haploidéw w hodowli ro$lin oz-
dobnych (Pelargonium) ze wzgledu na efekt de-
koracyjny kwiatéw i przedluzone kwitnienie
spowodowane sterylnoscig [35].

Melchers i Labib [41] ze wzgledu na pro-
stsza segregacje genetyczng u haploidéw wska-
zuja na ich przydatno$¢ do izolacji réznych

kombinacji genowych. Nitsche [51] donosi o
mozliwosci hodowli allosubstytutywnych mie-
szaricéw, za§ Kasha [32] uzyt haploidalnych ro-
§lin do transformacji genéw z gatunku poliploi-
dalnego do diploidalnego. W 1974 roku uzyska-
no mieszance jako produkt fuzji protoplastéw
wyizolowanych z dwéch haploidalnych mutan-
téw chlorofilowych Nicotiana tabacum [42].

Nie sg to jedyne badania jakie przeprowa-
dzono nad otrzymywaniem i zastosowaniem ha-
ploidéw. Wzbudzaja one powszechne zaintere-
sowanie fizjologéw, genetykéw i hodowcéw,
jednak aby méc je wykorzystac trzeba je otrzy-
maé¢ w zadowalajacej ilosci i na tym przede
wszystkim skupiaja si¢ badania.

Przetom w tym zakresie nastapit po otrzyma-
niu ro§lin haploidalnych w wyniku kultury in vi-
tro pylnikéw u Datura [24, 25] i u Nicotiana ta-
bacum [9].

Obecnie liczbe gatunkéw, u ktérych zaob-
serwowano powstawanie haploidalnego kalusa,
zarodkéw somatycznych czy roélin, badZ to
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spontanicznie, badZz wykorzystujac naturalne
procesy do ich indukcji, mozna okresli¢ na 339,
w tym 252 gatunki z klasy dwulisciennych, z 36
rodzin i 87 gatunkéw z klasy jednolisciennych, z
6 rodzin. Najwigcej haploidalnych tkanek czy
roslin zanotowano w rodzinie Solanaceae (u 99
gatunkéw) i1 Gramineae (u 72 gatunkéw) [47].

Techniki haploidyzacji oparte sa na czterech
podstawowych procesach biologicznych, do
ktérych naleza:

— apomiksja,

— eliminacja chromosomoéw,

— androgeneza in vitro,

— gynogeneza in vitro.

Procesy prowadzace do powstawania haploi-
déw i1 metody ich indukowania przedstawia
schemat na str. 3 (wg. Wenzel, 1978, uzupetnio-
ne).W przypadku niektérych gatunkéw roslin
(Hordeum, Nicotiana, Petunia) wszystkie pro-
cesy moga by¢ skutecznie wykorzystane do
otrzymywania haploidéw, ale dla wigkszosci
gatunkéw, np. Beta vulgaris, Cucumis melo, Cu-
cumis sativus, charakterystyczny jest jeden z
proceséw, w oparciu o ktéry mozliwe jest otrzy-
mywanie roslin haploidalnych.

APOMIKSJA

Zarodki haploidalne rozwijaja si¢ z komoérek
gametofitu o zredukowanej liczbie chromoso-
méw bez udziatu zaptodnienia.

Proces apomiksji mozna podzieli¢ na kilka
form prowadzacych do powstawania zarodkéw,
a nastepnie roslin haploidalnych:

1) partenogeneza haploidalna,

2) apogamia,

3) semigamia,

4) androgeneza,

5) poliembrionia rzekoma.

Najczesciej wykorzystywang forma apomi-
ksji jest partenogeneza haploidalna, czyli roz-
wdj zarodka z haploidalnej, nie zaptodnionej ko-
morki jajowej. Aby rozw6j komérki jajowej po-
szedl w kierunku tworzenia zarodka, musi by¢
ona do takiego rozwoju zaindukowana.

Czynnikami indukujacymi partenogenetycz-
ny rozwoj zarodka moga by¢:

1) pylek o zmienionych wiasciwosciach, tzn.
zdolny do zapylenia i penetracji woreczka
zalazkowego, ale pozbawiony zdolnosci za-
plodnienia. Moze to byc:

a) pylek tego samego gatunku,

b) pyfek obcego gatunku lub rodzaju.

2) Pylek innego gatunku lub rodzaju.

3) Pylek tego samego rodzaju o innej ploidal-
nosci.

Czynnikiem najczesciej stosowanym jest za-
pylenie pytkiem o zmienionych wlasciwosciach
przez uzycie fizycznych badZ chemicznych ina-
ktywatorow. Blakeslee i in.[5] otrzymali pier-
wsze rosliny haploidalne wykorzystujac wplyw
niskich temperatur na mejoze¢, zas Miintzing
[44] stosujac t¢ samg metodg uzyskal haploidy
zyta. Stwierdzono réwniez, ze czynnikiem indu-
kujacym moze by¢ wysoka temperatura [53, 58,
86]. Gay i in. [18] wskazuja na mozliwosc uzy-
cia pytku zmienionego przez traktowanie niska
temperatura i susza, do indukcji rozwoju haploi-
dalnych zarodkéw u Cucurbita pepo.

Czesto stosowanym inaktywatorem fizycz-
nym jest promieniowanie jonizujace. Promienie
X znalazly zastosowanie w indukcji partenoge-
netycznych haploidéw u kukurydzy [71], zas
promienie UV u Antirrhinum [34]. Byly to jed-
nocze$nie pierwsze gatunki, u ktérych uzyskano
haploidalne rosliny przy uzyciu promieniowania
jonizujacego. Jednak najpowszechniej stosowa-
nym rodzajem tego promieniowania jest pro-
mieniowanie ,,gamma”.

Stettler i Bawa [72] uzywali mieszaniny pyi-
ku napromienionego i normalnego do indukcji
partenogenezy haploidalnej u Populus tricho-
carpa, za$ Pandey i Phung [54] oraz Todua [77]
uzyli napromienionego pylku do indukcji ha-
ploidéw u Nicotiana, Banga i in. [4] u Glicine,
Raquin [59] u Petunia, Sniezko i Visser [74] u
Pirus communis, Rode i Dumas de Vaulx [63] u
Daucus carota oraz Luo 1 Wu [36] u Brassica
napus var. oleifera, Dore [14] u Brassica olera-
cea. W rodzinie dyniowatych uzyto promienio-
wania "gamma" do indukcji partenogenetycz-
nych haploidéw. Sauton i Dumas de Vaulx [65],
Sauton [66, 67] otrzymali ta droga haploidalne
ro§liny Cucumis melo, za$ Truong-Andre [80],
Niemirowicz-Szczytt i Dumas de Vaulx [48],



Haploidyzacja roslin wyZszych i jej zastosowaniai

55

Tabela. 1
Otrzymywanie haploidéw
|
| l
indukowanie spontaniczne
Secale
— LY . .
7 apomiksja

> eliminacja

>partenogeneza
haploidalna

chromosomow
' >chemicznie
- - pylek trakto-
—» androgeneza > zzarodka wany blekitem
1n vitro ' mieszancowego toluidyny
. Hordeum Populus
? - Triticum .
| —2kultura | 2 fizycznie
. izolowanych —> chemicznie - pylek napro-
mikrospor (PEE, CIPC)* mieniowany
Festuca x Lolium Petunia
—>kultura Cucumis
pylnikéw ) )
- Datura > krzyz6wki
i 2x - 3x
I —>kultura Petunia
pojedynczych _ypytek
kwiatow gatunkéw
dzikich
Solanum
~>» w zalazniu ~>apogamia
s Beta, Solanum ~»semigamia Gossypium
-»gynogeneza — ;
igr)(vitro ﬁﬁ;‘;ﬁ;‘,’,’;“” —»androgeneza Petunia
> w zalazku ~>poliembronia

*PFP - parafluorofenyloalanina

rzekoma: Rosaceae

CIPC - chloroizopropylokarbaminian

Sauton [68],Przyborowski i in. [56, 57] u Cucu-
mis sativus.

Illies [29] przeprowadzit eksperymenty, kt6-
rych celem byla indukcja partenogenezy u Po-
pulus tremulata przez zapylenie pytkiem Popu-
lus tremuloides inaktywowanym blekitem tolui-
dyny i otrzymat w ten sposéb haploidalne rosli-
ny. W podobny sposéb otrzymano haploidy pa-

pryki, stosujac jako czynnik inaktywujacy pod-
tlenek azotu [16], za$ u sorgo po zastosowaniu
formaldehydu [82]. '

Dosc¢ czesto stosowanym czynnikiem indu-
kujacym rozwdj partenogenetyczny zarodkow
jest pytek tego samego rodzaju lub pytek pocho-
dzacy od gatunku blisko spokrewnionego, ale o
innej poliploidalnosci. Luo i Wu [36] uzyli pyt-
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ku Brassica campestris do indukcji haploidéw u
Brassica napus var. oleifera, za§ Hougas i in.
[28] przedstawili metode produkcji haploidéw
Solanum tuberosum (2n = 4x = 48) przez zapy-
lenie pytkiem Solanum phureja (2n = 2x = 24).
Jest to klasyczny przyklad partenogenetycznego
rozwoju komoérki jajowej. W rodzinie dyniowa-
tych otrzymano w podobny sposéb haploidy Cu-
curbita maxima (2n = 40) uzywajac pytku Cu-
curbita-moschata (2n = 40) [26] oraz haploidy
Cucumus melo (2n = 2x = 24) przez zapylenie
pylkiem dzikiego gatunku Cucumis ficifolius
(2n=4x=48)[17].

Rozwojowi partenogenetycznemu zarodka
towarzysza najczesciej réznego rodzaju zabu-
rzenia, wynikiem ktérych jest zahamowanie
procesu rozwoju bielma lub w ogéle brak jego
rozwoju. Niemirowicz-Szczytt i Dumas de Va-
ulx [49] przeprowadzili badania, ktérych celem
byto okreslenie wplywu napromienionego pytku
na zapylenie i rozwdj partenogenetyczny ko-
mérki jajowej u Cucumis melo. Badajac wnetrze
zalazkéw co 3 dni do 18 dnia od momentu zapy-
lenia, w zadnym z przypadkéw nie stwierdzili
normalnego rozwoju zarodka w poréwnaniu z
kontrola, a procent degenerujacych struktur za-
rodkowych zwigkszat si¢. Sauton i Dumas de
Vaulx [65] i Sauton [68] podaja, ze nigdy nie
zaobserwowano rozwoju haploidalnego zarodka
w obecnosci bielma.

W takiej sytuacji zarodek niedozywiony roz-
wija si¢ tylko do pewnego okreslonego stadium
i zamiera, dalszy wigc rozwGj musi przejs¢ na
sztucznej pozywce az do stadium ro§liny wiacz-
nie.

Apogamia to inna forma apomiksji, kt6ra
polega na rozwoju zarodka z innej komorki ga-
metofitu zeriskiego niz komoérka jajowa. Dla
prawidlowego rozwoju takiego zarodka réwniez
niezbedna jest obecno$¢ bielma.

Kolejna forma apomiksji jest semigamia,
dzieki ktérej otrzymano haploidy u Gossypium
berbaceum [81]. Polega ona na tym, ze jadro ga-
mety meskiej (plemnik) wnika do cytoplazmy
komérki jajowej, ale nie dochodzi do fuzji jader.
Jadra te dzielg si¢ niezaleznie i powstaje zaro-
dek typu mozaikowatego. W wyniku takiego
rozwoju powstaja rosliny z sektorami tkanki ha-

ploidalnej. Z pakéw powstatych z tych sektorow
uzyskano haploidy.

Androgeneza ma miejsce wtedy, kiedy jadro
plemnikowe po wniknigciu do cytoplazmy ko-
morki jajowej przejmuje jej funkcje. Roslina po-
wstajaca z takiej komérki bedzie wykazywala
cechy roéliny ojcowskiej [60]. Proces semigamii
i androgenezy wystepuje bardzo rzadko.

Rosliny o apomiktycznym sposobie rozmna-
zania wytwarzaja czesto nasiona o dwéch zarod-
kach, tzw. zarodki bliZniacze. Moga one po-
wsta¢ w wyniku zaptodnienia, np. komérki jajo-
wej i rozwoju zarodka haploidalnego z synergi-
dy. Takie dwa zarodki rosng w jednym worecz-
ku zalazkowym. U gatunkéw, ktére wytwarzaja
wiecej niz jeden woreczek zalagzkowy w jednym
oérodku jest mozliwe wystapienie zarodkéw
blizniaczych, z ktérych kazdy rozwija sie w od-
rebnym woreczku zalazkowym. Jest to poliem-
brionia rzekoma, ktéra do$¢ powszechnie obser-
wowana jest w rodzinie rézowatych [46].

ELIMINACJA CHROMOSOMOW

Redukcja liczby chromosoméw moze miec
miejsce w czasie eliminacji chromosoméw za-
réwno z komorek zarodka mieszaricowego, jak i
réwniez z tkanki somatycznej w kulturze in vi-
tro. Proces eliminacji chromosoméw z komérek
zarodkéw mieszaricowych Hordeum vulgare x
Hordeum bulbosum zostat opisany przez Kasha
i Kao [31]. Eliminacja chromosoméw H. bulbo-
sum powoduje, ze zarodek w dalszych etapach
rozwoju zachowuje gametyczna liczbg chromo-
soméw. Z powodu braku bielma niezbedne jest
zastosowanie kultury in vitro tych zarodkow.
Hordeum bulbosum moze réwniez postuzy¢ ja-
ko forma zapylajaca w eliminacji chromoso-
mow z zarodka mieszaricowego Triticum aesti-
vum, Secale cereale oraz gatunkéw Hordeum i
ich mieszaricéw. Proces eliminacji chromoso-
méw z zarodkéw u H. vulgare moze byc tez po-
wodowany przez inne gatunki, takie jak H. ma-
rimum, S. cereale, Psathyrostachys fragilis.

Uwaza sie, ze eliminacja chromosoméw mo-
ze by¢ wynikiem nienormalnosci wrzeciona
kariokinetycznego, asynchronii w cyklach mito-
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tycznych form rodzicielskich lub zaburzen sy-
stemu enzymatycznego [32].

Oprécz eliminacji chromosoméw z zarodka
mieszaficowego, mozna otrzyma¢ haploidy
przez eliminacj¢ chromosoméw w tkance soma-
tycznej. Mozna ja wywotac przez stosowanie fi-
zycznych badZ chemicznych czynnikéw. Przy-
ktadem czynnika fizycznego jest promieniowa-
nie jonizujace, np. somatyczna redukcja przy
pomocy promieni X u Citrullus vulgaris [73].

W kulturze in vitro mozna doprowadzi¢ do
eliminacji chromosomow z tkanki somatycznej
przez dodanie do pozywki w odpowiednim ste-
zeniu substancji takich , jak hormony, pochodne
aminokwaséw, herbicydy i inne. Mozliwe jest
otrzymanie w ten spos6b haploidalnych linii ko-
mérkowych, a z nich regenerowac haploidalne
ro§liny. Najczesciej w badaniach wykorzysty-
wano parafluorofenyloalaning (PFP) i stwier-
dzono, ze powoduje ona zréznicowanie liczby
chromosoméw w tkance somatycznej i jej dzia-
tanie moze by¢ skorelowane z czgstoscia poja-
wiania si¢ nienormalnych mitoz [50, 52].

ANDROGENEZA IN VITRO

Pierwsze dane o kulturze pylnikéw in vitro,

w wyniku ktérej otrzymano haploidalne rosliny
Datura, pochodza z roku 1964 [24, 25]. Metoda
ta wzbudzita powszechne zainteresowanie bada-
czy i do roku 1985 liczba gatunkéw, u ktérych
otrzymano haploidy, zarodki lub kalus wzrosta
do 233 [47]. Przez te lata poznano do$¢ dobrze
proces androgenezy oraz warunki kultury. Na
podstawie badai wyrézniono dwa zasadnicze
typy rozwoju haploidalnego z mikrospor:

1) Embriogeneze¢ bezposrednia przez stadium
wielojadrowej lub wielokomérkowej mikro-
spory i dalsze stadia rozwoju do stadium pe-
du lub rosliny.

2) Rozwdj wielojadrowej lub wielokomérko-
wej mikrospory w kalus i regeneracja roslin.
W wyniku rozwoju tkanki kalusowej, a na-

wet zarodkéw bezposrednio z mikrospor moze-

my otrzymaé nie tylko rosliny haploidalne, ale

réwniez diploidalne lub poliploidalne oraz mi-

ksoploidalne [3]. O skutecznosci kultury pylni-

kéw lub pytku decyduje wiele czynnikéw, z kté-

rych najwazniejsze dotycza:

1) roéliny dawcy eksplantatéw, a wigc gatunek,
ploidalno$é, genotyp, a takze warunki wzro-
stu i stan fizjologiczny;

2) tzw. traktowania wstgpnego, czyli dzialania
réznymi czynnikami fizycznymi badZ che-
micznymi na roéling dawce lub izolowane
pylniki w celu stymulacji procesu androge-
nezy;

3) sposobu przeprowadzania kultury:

— cale pylniki (stadium rozwojowe, poloze-

nie),

— uwolnione mikrospory (sposéb uwalnia-

nia, zageszczenie, dymorfizm ziarn pytku),

— metody taczone;

4) warunkéw kultury (skiad, konsystencja i
warto$¢ osmotyczna pozywki, temperatura,
Swiatto).

Warunki kultury pylnikéw i uwolnionych
mikrospor zostaly oméwione szczegélowo w
wielu pracach przegladowych [3, 37, 38, 83]
oraz w ksiazce pod redakcja Zenktelera [92].

Prébowano okreslic, czy zdolnosé do andro-
genezy in vitro dziedziczy si¢ i czy mozna sty-
mulowaé geny warunkujace ten proces. Jacob-
sen i Sopory [30] prébowali przez krzyzowanie
najlepszych pod wzglgdem zdolnosci do andro-
genezy klonéw Solanum tuberosum otrzymac
roéliny o podwyzszonej zdolnosci do androge-
nezy. W potomstwie otrzymali rosliny, ktére
wykazywaly duzo wigksza zdolno$¢ do andro-
genezy niz inne. Podobne préby przeprowadzo-
no u pszenicy, gdzie stwierdzono, ze zdolnos¢
do androgenezy wzrastata w kolejnych cyklach
kultury pylnikéw [55, 62] i odwrotnie, ze zdol-
noéci androgeniczne byly stabsze u linii otrzy-
manych z ro$lin haploidalnych niz u odmiany
wyjsciowej [2]. Mozna przypuszczac, ze w cza-
sie selekcji ro$lin haploidalnych i podwojonych
haploidéw na cechy uzytkowe, usuwa si¢ rosli-
ny o wysokiej zdolnosci do androgenezy.

W rodzinie Cucurbitaceae otrzymanie roslin
haploidalnych w wyniku kultury in vitro pylni-
kéw jest trudne. Indukowano jedynie kalus lub
embrioidy u Luffa cylindrica i Luffa echinata,
za$ ro$lin haploidalnych ta metoda nie otrzyma-
no [47].
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GYNOGENEZA in vitro

Proces gynogenezy polega na rozwoju roslin
z komorek woreczka zalazkowego lub nawet
megaspor. Proby kultury zalazkéw lub zalazni w
celu otrzymania haploidéw bylty prowadzone od
dawna, jednak rozwdj tych badan zapoczatko-
waty udane doswiadczenia z kulturg in vitro za-
lazni Hordeum vulgare [64). P6Zniej w wyniku
kultury in vitro zalgzni otrzymano haploidalne
ro§liny Hordeum, Nicotiana i Oryza. Zas w wy-
niku kultury in vitro zalazkéw otrzymano ha-
ploidy Gerbera jamesoni, Nicotiana tabacum,
Hordeum vulgare, Oryza sativa, Lilium davidii,
Beta vulgaris, Petunia exillaris, Petunia hybri-
da, Alium, Solanum tuberosum, Helianthus an-
nuus (8,13, 19,21, 22,23,27,45,59,75,79, 84,
87, 89, 90, 94].

Rozwdj roslin haploidalnych nastepuje przez
embrioidy lub kalus z komérek inicjalnych od
tetrad megaspor do komérek woreczka zalazko-
wego. Obok roslin haploidalnych powstaja di-
ploidalne, a takze aneuploidalne . Udziat roslin
haploidalnych w stosunku do wylozonych eks-
plantatéw nie przekracza kilku procent. Czynni-
ki decydujace o skutecznosci gynogenezy in vi-
tro mozna by uszeregowac podobnie jak w przy-
padku androgenezy in vitro i zostaly dokladnie
omoéwione przez Yanga i Zhou [89] w pracy
przegladowej.

Metoda otrzymywania haploidéw w proce-
sie gynogenezy in vitro moze stanowic alterna-
tywng w stosunku do innych, a dla niektérych
gatunkéw jest dotychczas jedyna skuteczng me-
toda. W rodzinie Cucurbitaceae podjgto prébe
indukcji haploidalnych gynogenicznych roslin
Cucumis sativus, Citrullus vulgaris i Cucurbita
pepo [15]. W wyniku tych préb otrzymano ha-
ploidalny kalus, ale nie udato si¢ uzyskac rege-
neracji roslin.

Proces gynogenezy wydaje si¢ by¢ podobny
do partenogenezy haploidalnej, gdyz zar6wno w
jednym jak i w drugim przypadku rosliny moga
powstawaé poprzez indukcje rozwoju komorki
jajowej. Sauton [68] donosi o indukcji gynoge-
nezy przez zapylenie pytkiem napromienionym
u Cucumis sativus i C. melo. Jednak podany
przez autorkg opis metody i rozwoju zarodka

wskazuje raczej na to, Ze jest to partenogeneza
haploidalna indukowana zapyleniem pytkiem
napromienionym.

ZASTOSOWANIE HAPLOIDOW

Dostgpnes¢ na duzg skale produkcyjna ha-
ploidalnych tkanek i roslin zregenerowanych z
pojedynczych haploidalnych komérek decyduje
o tym, Ze stanowig one nowe i wazne narzedzie
w genetyce i hodowli roslin. Haploidy z powo-
dzeniem zostaly uzyte do produkcji roslin
monosomicznych, z ktérych péZniej utworzono
serie monosomiczne. Dzigki temu mozliwe bylo
uzyskanie obszernej wiedzy o lokalizacji genéw
u pszenicy, jak réwniez przeprowadzenie badan
i opracowanie metodologii transferu gendw z
Aegilops, Agropyron i innych spokrewnionych z
pszenica gatunkéw [61, 70].

Przy uzyciu haploidéw mozliwe jest zbada-
nie dziatania genéw pojedynczo i w dawce pod-
wajnej. Pozwalaja one na ujawnienie genéw re-
cesywnych wystgpujacych w diploidzie w stanie
heterozygotycznym. Podwojone monohaploidy
znajduja réwniez zastosowanie w bardzo precy-
zyjnej analizie cech iloSciowych, np. u monoha-
ploidéw jeczmienia. Ro§liny haploidalne mozna
wykorzysta¢ takze do analizy genoméw i po-
chodzenia gatunkéw. Podstawe takiej analizy
moze stanowi¢ obserwacja chromosoméw w
mejozie. Zdolno$¢ do tworzenia biwalentéw lub
do czgsciowego faczenia si¢ w pary chromoso-
moéw czy tylko pewnej ich liczby moze $wiad-
czy¢ o autopoliploidalnym badZ allopoliploidal-
nym pochodzeniu gatunku wyjsciowego [33].

Jednym z podstawowych utrudnieri w ho-
dowli mutacyjnej roslin wyzszych jest tworze-
nie si¢ chimer wystgpujacych po traktowaniu
mutagenem wielokomorkowych organéw, a tak-
ze brak stabilnosci indukowanej mutacji. Prob-
lem ten moze by¢ generalnie usuniety przez za-
stosowanie mutagenezy in vitro i regeneracje ro-
§lin z jednej zmutowanej komérki. Najczesciej
materiatlem eksperymentalnym sa tkanki soma-
tyczne roslin diploidalnych, gdyz kultury ha-
ploidalnych tkanek i ich mutageneza jest znacz-
nie trudniejsza. Podejmowano wiele préb, w
ktorych stosowano réznego rodzaju mutageny
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(najczesciej promieniowanie jonizujace), jednak
w wigkszoéci rezultaty nie byly pomyslne. Mi-
mo to haploidy nadal wzbudzaly zainteresowa-
nie wsréd badaczy zajmujacych si¢ hodowla
mutacyjna. W badaniach podejmowano migdzy
innymi takie problemy, jak:

— uzyskanie mutantéw auksotroficznych jako
markeréw biochemicznych,

~ uzyskanie odpornosci na antybiotyki — od-
prno$é na streptomycyne u tytoniu [39, 76],

— uzyskanie odpornosci na herbicydy i inne
zwiazki organiczne

— odporno$¢ na 5-bromodeoxyurydyng u tyto-
niu [40], na chlorsulfuron i sulfometuron u
tytoniu [10], na chlorsulfuron u Brassica na-
pus [ 73] oraz na hydroxy-L-proling u tytoniu
[88].

- uzyskanie form odpornych lub tolerancyj-
nych na obnizone pH i zasolenie — odpornos¢
na obnizone pH i zasolenie u pszenzyta [93],
tolerancja na zasolenie u tytoniu [91] oraz tole-
rancja na stres solny u jeczmienia [20].

Przez odpowiednie krzyzowanie haploidow
zro§linami o innej ploidalno$ci mozna otrzymac
aneuhaploidy, np. z calg seria brakujacych chro-
mosoméw. Uzywajac takich linii badano efekt
dziatania pojedynczego chromosomu, efekt da-
wki genéw i lokalizacje gendw.

Haploidy postuzyly réwniez jako material
wyjsciowy do izolacji i fuzji protoplastéw. Po-
czatkowo byly to raczej préby i teoretyczne roz-
wazania nad mozliwoscia wykorzystania ha-
ploidéw do tego celu, jednakze z czasem osiag-
nigto postep w tym zakresie. Pierwszy z nich zo-
stal dokonany przez Melhers i Labib [42], kt6-
rzy wyizolowali i dokonali fuzji protoplastow
mezofilowych pochodzacych z dwu bezchlo-
rofilowych odmian Nicotiana tabacum. Chuong
i in. [11, 12] poprzez fuzj¢ haploidalnych proto-
plastéw Brassica napus otrzymali dwa typy cy-
brydéw:

-z cytoplazmatyczna meska sterylnoscia, od-
porne na triazyng,

— meskosterylne z wrazliwo$cia na triazyne,
za$§ Toryiama i in. [78] wyizolowali z zawie-
siny komérkowej haploidalnego kalusa pro-
toplasty, a z nich zregenerowali haploidalne
i diploidalne rosliny ryzu.

Przydatno$¢ haploidéw w hodowli roslin jest
obecnie dobrze udokumentowana przez wielu
autoréw. Glowne korzysci stosowania technik
haploidyzacji to oszczednos¢ czasu i wzrost wy-
dajnosci selekcji. Skrécenie czasu hodowli od-
mian jest oczywiste, gdy uwzgledni si¢ mozli-
wo$¢ uzyskiwania homozygot z heterozygoty-
cznych rodzicéw w jednym pokoleniu. Posiada-
nie homozygot znacznie utatwia selekcje poza-
danych kombinacji genéw z populacji mieszan-
cowych, gdyz formy te nie wykazuja zjawisk
dominacji i segregacji cech.

Czynnikiem ograniczajacym wykorzystanie
haploidéw zaréwno w badaniach genetycznych
jak i w hodowli ro§lin jest wciaz mata ilos¢
otrzymywanych haploidéw i ich ptodnos¢ przed
lub po podwojeniu liczby chromosoméw. Waz-
na jest réwniez dtugos¢ okresu potrzebnego do
wytworzenia ro§lin haploidalnych, naktad pracy
i poniesione koszty. Szybkie tworzenie linii
homozygotycznych ma szczegdlne znaczenie w
przypadku ro§lin obcopylnych, wykazujacych
znaczna depresje wsobna oraz roslin o diugim
okresie wzrostu. W przypadku wielu roslin
opracowano lub opracowuje si¢ programy ho-
dowlane z wykorzystaniem podwojonych ha-
ploidéw. Programy takie rozpoczyna si¢ od wy-
boru najlepszych materiatéw wyjsciowych. Mu-
sza one by¢ jak najbardziej wartosciowe, gdyz
zwieksza to mozliwos¢ wystapienia korzystnych
segregacji lub rekombinacji w gametach pokole-
nia Fy lub Fa.

Dysponowanie efektywna metoda produkcji
podwojonych haploidéw nie jest jedynym kryte-
rium pozwalajacym na zastosowanie tego syste-
mu w analizie genetycznej czy programach ho-
dowlanych. Z punktu widzenia praktycznej ho-
dowli istotne znaczenie ma fakt, czy uzyskane
okreslong metoda linie DH sa stabilne genetycz-
nie oraz czy reprezentuja one losowa probe ga-
met wytworzonych przez rodzicielska heterozy-
gote. Jedna z najlepiej opracowanych roslin pod
wzgledem otrzymywania i wykorzystania ha-
ploidéw w hodowli jest jeczmien. Powstato w
oparciu o ten system wiele odmian, a badania sa
prowadzone nadal w licznych krajach.

Tytori nalezy do gatunkéw doskonale opra-
cowanych pod wzgledem metody uzyskiwania
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haploidéw w kulturze in vitro. Wigkszo$¢ prac
prowadzonych na tytoniu to modyfikacje metod
lub badania genetyczne, nieliczne za$ to ocena
warto$ci uzytkowych otrzymanych haploidéw i
podwojonych haploidéw. Ponadto programy ho-
dowlane oparte o wykorzystanie haploidéw pro-
wadzi si¢ dla pszenicy, ryzu, rzepaku, ziemniaka
i szparaga.

Reasumujac, pomimo prowadzonych od
wielu lat badan, haploidyzacja jest nadal trud-
nym i zlozonym problemem, lecz mozliwosci
jakie niesie ze soba sklaniaja badaczy do poszu-
kiwania nowych, skutecznych i wydajnych me-
tod.
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