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Synopsis. Kukurydza zwyczajna (Zea mays) jest rośliną uprawianą w różnych rejonach świata. Celem jaki 
przyświeca hodowli tego gatunku jest przede wszystkim produkcja żywności. Obecnie w hodowli roślin 
wykorzystuje się zarówno metody klasyczne jak i biotechnologiczne. Skrócenie cyklu hodowli poprzez 
zastosowanie roślin DH, markerów molekularnych oraz selekcji genomowej, dostarcza na rynek dobrze 
plonujące odmiany mieszańcowe. W Polsce obowiązuje zakaz rozpowszechniania oraz hodowli roślin ge-
netycznie modyfikowanych (GMO) uzyskanych metodą inżynierii genetycznej. Również metody hodowli 
z użyciem mutagenezy zostały objęte restrykcjami, które obowiązują w przypadku roślin transgenicznych. 
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WSTĘP

Głównym wyzwaniem rolnictwa w XXI wieku jest stałe zwiększanie produkcji żywności. 
Oprócz zapewnienia bezpieczeństwa żywnościowego, celem współczesnego rolnictwa jest rów-
nież ciągły rozwój i produkcja biomateriałów pochodzenia roślinnego [Gracz i in. 2015].

W Polsce kukurydza jest chętnie wybieraną rośliną do uprawy przez rolników. Zebrany plon 
wykorzystuje się między innymi na ziarno, kiszonkę z całych roślin oraz cele energetyczne, np. 
biogaz. Według GUS powierzchnia uprawy kukurydzy w 2022 roku wynosiła ok. 1,8 mln ha. 
Czynniki takie jak agrotechnika, warunki klimatyczne i środowiskowe oraz wybór odpowied-
nich odmian wpływają znacząco na wielkość zebranego plonu [Adamczyk 2001]. 

Intensywny rozwój postępu biologicznego sprzyja rejestracji nowych odmian, co roku CO-
BORU rejestruje odmiany mieszańcowe plonujące wyżej, niż te używane jako wzorcowe [Sulew-
ska 2003]. Według Adamczyka [2001] prawie jedna trzecia wysokości zebranego plonu zależy 
od wyboru odpowiednej odmiany. W związku ze zjawiskiem tak zwanego „starzenia się” wyho-
dowanej odmiany, jej wysokoplenny cykl życiowy najczęściej trwa od 5 do 8 lat. Odpowiedni 
dobór linii wsobnych oraz metod hodowli pozwala na uzyskanie wysokoplennych odmian mie-
szańcowych [Warzecha 2008]. W obecnej erze poznano wiele metod, dzięki którym możliwa 
stała się edycja genomu zarówno roślin jak i zwierząt [Gracz i in. 2015]. Ważne jest jednak by nie 
zapominać o klasycznych metodach hodowli i uprawy roślin. W hodowli kukurydzy pożądanym 
zjawiskiem jest zjawisko heterozji występujące w pokoleniu F1. Hodowla mieszańcowa, oprócz 
chowu wsobnego komponentów rodzicielskich, szuka sposobów przyspieszenia cyklu hodowla-
nego. Aby efekt ten był jak najlepszy, wykorzystuje się wiele metod biotechnologicznych. Do naj-
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częściej stosowanych należą metody kultur in vitro, między innymi wykorzystanie podwojonych 
haploidów (DH), markery molekularne oraz selekcja genomowa. Coraz częściej wykorzystuje 
się edycję genomu oraz system CRISPR/Cas9. Im bardziej zaawansowane metody hodowli tym 
wyższy koszt, a to determinuje ich szersze stosowanie w praktyce. 

WYKORZYSTANIE TECHNIK KULTUR IN VITRO, W CELU OTRZYMANIA 
ROŚLIN PODWOJONYCH HAPLOIDÓW (DH)

Zastosowanie technik kultur in vitro pozwala na otrzymanie roślin podwojonych haploidów 
(DH), dzięki czemu mamy możliwość znacznego skrócenia cyklu hodowlanego. Otrzymywanie 
roślin homozygotycznych metodami konwencjonalnymi (chów wsobny) trwa średnio od 6 do 
8 lat. Wykorzystując technologie in vitro, homozygotyczne linie wsobne otrzymuje się po 2-3 
pokoleniach [Forster i Thomas 2005, Geiger i Gordillo 2009, Chang i Coe 2009]. W związku z 
wykorzystaniem linii DH w hodowli nowych odmian kukurydzy obserwujemy wiele korzyści 
między innymi: cykl hodowlany skraca się do dwóch pokoleń, mniej pracochłonne oraz koszto-
chłonne jest wytworzenie elitarnych linii, zwiększa się precyzja i skuteczności selekcji materiałów 
roślinnych, odnotowuje się szybszy rozwój linii poprzez korzystne łączenie alleli poligenicznych 
związanych z czynnikami wpływającymi na produktywność oraz stresy. Ponadto dzięki homo-
zygotyczności łatwo jest utrzymać wymogi OWT (odrębność, wyrównanie, trwałość), niższe 
są również nakłady na utrzymanie linii wsobnych w cyklu hodowlanym, możliwe jest również 
wykorzystanie mapowania asocjacyjnego, genomiki funkcjonalnej, cytogenetyki oraz genetyki 
molekularnej [Röber i in. 2005, Geiger 2009, Geiger i Gordillo 2009].

W celu uzyskania linii DH, w pierwszym etapie konieczne jest krzyżowanie roślin wybranych 
populacji matecznych pokolenia F1 lub F2 z genotypem posiadającym cechy induktora [Tren-
tin i in. 2020]. W komórkach haploidalnych (n) zostaje podwojona liczba chromosomów (2n) 
spontanicznie lub sztucznie [Chase 1947, 1951, 1952, 1969]. Gallais [1990] podaje, że indukcja 
materiału wyjściowego pokolenia F2 pozwala zwiększyć udział nasion haploidalnych do 50% w 
porównaniu do pokolenia F1. 

Według Prasanna [2012] jeden ze sposobów otrzymania linii DH polega na krzyżowaniu po-
pulacji wyjściowych z odpowiednim induktorem, następnie identyfikuje się nasiona domniema-
nych haploidów poprzez zabarwienie antocyjanowe ziaren. W kolejnym etapie nasion haploidal-
ne kiełkują i następuje identyfikacja korzeni zarodkowych na podstawie zabarwienia, następnie 
stosuje się odpowiedni czynnik podwajający liczbę chromosomów np. kolchicynę. Ostatecznie 
siewki umieszcza się w glebie i samozapyla dorosłe rośliny w celu uzyskania pierwszego pokole-
nia roślin haploidalnych (DH1). 

Identyfikacja nasion może odbywać się poprzez pigmentację warstwy aleuronowej oraz an-
tocyjanowe zabarwienie korzeni siewek. „Mateczny” schemat otrzymywania roślin DH opiera 
się na obecności barwnika antocyjanowego o nazwie R1 - Navajo. Jego występowanie można 
zauważyć w zewnętrznej warstwie bielma oraz w zarodku w induktorze haploidalnym. Popu-
lacje źródłowe nie mają zabarwienia zarodka lub bielma. Barwnik ten pomaga w rozróżnieniu 
ziaren haploidalnych (n) (zabarwienie korony ziarniaka ale bez zabarwienia zarodka) od ziaren 
diploidalnych (2n) (zabarwienie korony ziarniaka oraz zarodka) [Nanda i Chase 1966, Green-
blatt i Bock 1967, Chase 1969]. Drugim sposobem otrzymywania nasion DH jest wykrywanie 
nasion haploidalnych za pomocą magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR) [Chen i Song 
2003]. W tym przypadku wykorzystuje się induktor o wysokiej zawartości oleju (OC). Efekt xeni 
powoduje znacznie wyższy poziom oleju w nasionach diploidalnych, w porównaniu do nasion 
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haploidalnych. W Stanach Zjednoczonych opracowano induktory o wysokim współczynniku 
efektywności indukcji, posiadające allele PI1 i Ga1. Ga1 powoduje niezgodność krzyżową, która 
zapobiega zapłodnieniu przez ziarna pyłku nieposiadające tego allelu. Jest to stosowane w ho-
dowli kukurydzy pękającej aby zapobiegać zapylaniu przez inne formy kukurydzy [Kermicle i 
in. 2006].

Rośliny haploidalne oraz diploidalne można rozróżnić podczas obserwacji polowych roślin 
dorosłych. Pod uwagę brane są takie cechy jak: wigor, wyprostowanie liści, ograniczenie lub 
brak męskiej płodności, różnice w wysokości roślin oraz wielkości wiech [Chaikam i in. 2016]. 
Induktorami wykorzystywanymi do otrzymywania haploidów są zazwyczaj linie wsobne. Po 
skrzyżowaniu rośliny – induktora z populacją segregującą można zaobserwować w otrzymanym 
potomstwie wysoką heterozję roślin diploidalnych. Pokolenie diploidalne jest znacznie bardziej 
bujne niż potomstwo haploidalne.

W celu zapobiegania tworzeniu się mikrotubul, stosuje się kolchicynę. Dzięki niej chromo-
somy nie rozdzielają się podczas podziału mitotycznego, co powoduje duplikację chromosomów 
w komórce. Kolchicyna posiada właściwości rakotwórcze, ale jest jedną z najskuteczniejszych 
substancji służących do podwajania genomu u roślin haploidalnych [Melchinger i in. 2016, Prig-
ge i Melchinger 2012]. W związku z wysoką toksycznością tej substancji, personel powinien 
być przeszkolony do stosowania kolchicyny oraz należy zabezpieczyć środek, w celu nierozprze-
strzeniania się do środowiska. W literaturze można znaleźć informacje o alternatywnych środ-
kach dla kolchicyny. Pierwszą substancją jest podtlenek azotu (N2O) [Kato 2006]. Podtlenek 
azotu stosuje się in vivo u roślin dorosłych. Jest to trudne do zastosowania na szeroką skalę. 
Drugi sposób to wykorzystanie cykloalkanu [Cori Cui i in. 2013]. 

ZASTOSOWANIE MARKERÓW MOLEKULARNYCH

Dzięki wykorzystaniu markerów molekularnych jest możliwość badania polimorfizmu DNA, 
a tym samym analizowania zmienności cech. Polimorfizm jest to całokształt różnic pomiędzy 
gatunkami, odmianami, komórkami. Do najczęściej używanych markerów używa się tych, które 
ujawniają zmienność sekwencji nukleotydowej DNA [Sztuba-Solińska 2005]. Markerem mole-
kularnym nazywamy fragment DNA lub polipeptyd, który jest dziedziczony według praw Men-
dla [Masojć 2004, Sharma i in. 2008]. O szerokim zastosowaniu i użyteczności decyduje wysoka 
powtarzalność i łatwość w aplikowaniu markerów. 

Można wyróżnić różne typy markerów molekularnych między innymi: oparte na hybrydyza-
cji DNA (RFLP), bazujące na reakcji PCR z zastosowaniem arbitralnego startera (RAPD, ISSR), 
bazujące na reakcji PCR z zastosowaniem specyficznych starterów (SSR, STS), bazujące na re-
akcji PCR i trawieniu restrykcyjnym (AFLP, CAPS, SAMPL), oparte na polimorfizmie pojedyn-
czych nukleotydów (SNP). W hodowli kukurydzy do najczęściej stosowanych typów markerów 
zaliczamy: RAPD, SSR, SNP, AFLP, RFLP [Sztuba-Solińska 2005].

RFLP (ang. restriction fragment length polymorphism) – polimorfizm długości fragmentów 
restrykcyjnych. Technika ta opiera się na trawieniu enzymami restrykcyjnymi DNA, produkty tra-
wienia poddawane są rozdziałowi w żelu agarozowym. Po modyfikacji tej techniki wprowadzono 
zastosowanie specyficznej sondy znakowanej radioaktywnie lub fluorescencyjnie [Southern 1975, 
Neuhaus-Url i Neuhaus 1993]. Zaletą metody RFLP jest możliwość stwierdzenia homo- lub hete-
rozygotyczności osobnika oraz jego polimorfizmu. Wadą tej metody jest wysoki koszt otrzymania 
sondy. Technika ta znajduje zastosowanie w mapowaniu genów roślin uprawnych, m. in. kukury-
dzy [Malyshev i in. 2003] i lokalizacji loci cech ilościowych [Jordan i Khush 2004]. Zastosowanie 
tych markerów umożliwia podział materiałów hodowlanych na grupy heterotyczne. 
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RAPD (ang. random amplified polymorphic DNA) – losowo amplifikowany polimorfizm 
DNA. Technika ta bazuje na reakcji PCR z zastosowaniem startera o długości 9-11 pz [Williams 
i in. 1990]. Metoda ta w porównaniu do RFLP jest szybsza i bardziej wydajna, ale nie daje moż-
liwości odróżnienia homo- od heterozygot, ponieważ wykazuje dominujący charakter dziedzi-
czenia [Tomkowiak i in. 2009]. 

SSR (ang. simple sequence repeats) – mikrosatelitarny polimorfizm krótkich tandemowych 
powtórzeń. System ten wykazuje duży polimorfizm i analizuje sekwencje mikrosatelitarne DNA. 
Aby dokonać analizy sekwencji przy użyciu tych markerów, stosuje się biblioteki genomowe 
[Sztuba-Solińska 2005]. Startery te w porównaniu do AFLP i RAPD dostarczają więcej informa-
cji genetycznej [Powell i in. 1996]. Według Shehata i in. [2009] markery te mogą być używane 
do oceny dystansu genetycznego oraz stopnia heterozygotyczności linii wsobnych kukurydzy. 

SNP (ang. single nukleotide polymorphism) – polimorfizm pojedynczych nukleotydów. W 
reakcji PCR następuje amplifikacja fragmentu genomu oraz sekwencjonowanie otrzymanego 
produktu [Sztuba-Solińska 2005]. Aby określić obecność mutacji w danym genomie, porównuje 
się obraz elektroforetyczny produktów amplifikacji. Wysoka wydajność identyfikacji polimorfi-
zmu jest zaletą tych markerów, jednak do wad zalicza się wysoki koszt analizy.

AFLP (ang. amplified fragment length polymorphism) – polimorfizm długości amplifiko-
wanego fragmentu. Technika ta łączy trawienie enzymami restrykcyjnymi z reakcją PCR. Dwa 
enzymy restrykcyjne posiadają tzw. lepkie końce, które są niezbędne do połączenia produktów 
trawienia oligonukleotydowymi odcinkami (adaptory) [Sztuba-Solińska 2005, Tomkowiak i in. 
2009]. Markery te, dzięki wykazywaniu dużego polimorfizmu, pozwalają na odróżnienie homo- 
od heterozygot poprzez intensywność prążka. Możliwe jest zautomatyzowanie tej techniki. We-
dług Tomkowiak i in. [2009] efekt heterozji koreluje z podobieństwem genetycznym opartym 
o analizę polimorfizmu markerów AFLP. Markery te również generują więcej produktów róż-
nicujących analizowane genotypy w porównaniu do markerów RAPD. Pozwala to na bardziej 
precyzyjne szacowanie dystansu genetycznego. 

Tradycyjne techniki, które często bywają czasochłonne, pozwalają ocenić zasoby genowe pod 
różnym kątem, np. produktywności, tolerancji na stresy abiotyczne i biotyczne, opierają się na 
krzyżowaniach oraz selekcji fenotypowej [Karp i in. 1998]. W celu szybszej analizy zróżnico-
wania genetycznego, alternatywą okazały się być techniki molekularne. Dużą rolę odgrywają 
przy szacowaniu dystansu genetycznego, który umożliwia dobór komponentów rodzicielskich 
do krzyżowań oraz uzyskanie większego efektu heterozji [Stuber i in. 1992]. Z drugiej strony, 
aktualny stan wiedzy nie pozwala jednoznacznie stwierdzić, że dystans genetyczny może być 
podstawą do wnioskowania o wielkości efektu heterozji. Na pozytywny wpływ oceny dystan-
su genetycznego na wielkość efektu heterozji wskazują wyniki badań Melchingera [1999] oraz 
Tomkowiak i in. [2017].

SELEKCJA GENOMOWA

Po raz pierwszy selekcję genomową (SG) opisał Meuwissen i in. [2001]. Wykorzystywane w 
niej są modele statystyczne oraz szeroko pojęta bioinformatyka wraz z kompleksową wiedzą na 
temat genomów roślin. Jedną z podstaw SG jest bardzo precyzyjne fenotypowanie materiałów ho-
dowlanych, np. linii kukurydzy. Skrót GEBV (Genetic Estimated Breeding Value) określa genomo-
wą szacunkową wartość hodowlaną [Heffner i in. 2009]. Im wyższa wartość tego współczynnika, 
tym materiał lub komponent jest bardziej pożądany do krzyżowań [Jonas i Koning 2013]. 

Chcąc wprowadzić tą metodę do programów hodowlanych, trzeba wyznaczyć liczbę geno-
typw, tzw. populację treningową, w celu określenia GEBV. Populacja ta powinna zawierać mini-
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mum 500 linii [Jarska i in. 2015]. Na wybranych formach niezbędne jest dobrze zrobione fenoty-
powanie oraz genotypowanie. Zbiór tych danych zawiera charakterystykę poszczególnych linii. 

Do najczęściej stosowanych metod statystycznych używa się najbliższą liniową nieobciążo-
ną predykcję (BLUP, ang. Best Linear Unbiased Prediction), rozszerzenie BLUP czyli RR-BLUP 
(Ridge Regression BLUP) , GBLUP (Genomic BLUP) lub metodę Bayesian [Meuwiessen i in. 
2001, Habier i in. 2013]. Metoda Bayesian zakłada, że parametr taki jak wariancja określona 
przez dany locus pochodzi z wcześniejszego rozkładu. Wariancja może się różnić w różnych 
loci. W przypadku modelu BayesA, dane są modelowane na dwóch poziomach: na poziomie da-
nych oraz na poziomie sekwencji chromosomów. Na poziomie danych model jest taki sam jak w 
przypadku metody BULB. W metodzie BayesB rozkład wariancji genetycznych w loci pokazuje, 
że jest wiele loci bez wariancji genetycznej (niesegregujących) i kilka z wariancją genetyczną. 

Wartościowe linie do krzyżowań wybiera się na podstawie genotypowej wartości hodowlanej 
oraz współczynnikowi GEBV, dzięki temu populacja zawiera allele, które są pożądane przez ho-
dowcę. Na tym etapie pomija się fenotypowanie. Aby tak uzyskana populacja była wyrównana i 
trwała, prowadzi się następnie chów wsobny lub wykorzystuje metody in vitro [Jarska i in. 2015]. 
Do zalet tej metody zalicza się zachowanie wyjściowej zmienności genetycznej, minimalizację 
fenotypowania oraz skrócenie cyklu hodowlanego [Jonas i Koning 2013]. 

ORGANIZMY GENETYCZNIE MODYFIKOWANE (GMO)

Najnowsze metody genetyczne pozwalają na edycję oraz przenoszenie genów do innych or-
ganizmów. Następuje to w sposób kontrolowany za pomocą inżynierii genetycznej [Korbutowicz 
2019]. Za pomocą transgenezy fragment genomu jednego organizmu zostaje wprowadzony do 
genomu innego. 

Do najczęściej stosowanych technik inżynierii genetycznej w celu zmiany genomu zalicza się: 
rekombinację kwasów nukleinowych, mikroiniekcję, makroiniekcję fuzję protoplastów, techniki 
hybrydyzacji [Korbutowicz 2019]. 

W hodowli konwencjonalnej, w celu zwiększenia zmienności genetycznej stosuje się róż-
ne techniki, takie jak: krzyżowane (proste, złożone, wsteczne), mutagenezę i inne. Dzięki po-
znaniu budowy komórki roślinnej oraz szeroko stosowanym technikom DNA, możliwe jest 
wprowadzenie interesujących nas genów kodujących do innego organizmu bez konieczności 
wprowadzania całej puli genowej, tak jak w przypadku tradycyjnego krzyżowania. W przypadku 
konwencjonalnej hodowli roślin, hodowca skupia się na wyhodowanym całym nowym organi-
zmie, natomiast w przypadku GMO interesującym produktem jest konkretna pożądana cecha. 
Poprzez krzyżowanie wsteczne cecha ta jest ustalana oraz wprowadzana do dalszego programu 
hodowlanego [Quaim 2016].

W Unii Europejskiej obowiązuje zakaz rozpowszechniania oraz uprawy materiału siewnego 
wytworzonego przy wykorzystaniu inżynierii genetycznej. W 2017 roku do obrotu została do-
puszczona jedyna odmiana kukurydzy MON 810, która jest uprawiana w Portugalii i Hiszpanii 
[Zimny i Twardowski 2019]. 

TECHNIKA CRISPR/Cas9

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9 
(CRISPR/Cas9) składa się z białka Cas9 oraz pojedynczego RNA. Dzięki identyfikacji specy-
ficznej sekwencji DNA, można celować w odpowiednie miejsce w genomie [Bonea 2022]. Syste-
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my naprawcze komórki są aktywowane przez enzymatyczne cięcie DNA. Następstwem tego jest 
ponowne połączenie obydwu nici. Identyczny odcinek występujący przed naprawą jest przeci-
nany przez gRNA/Cas9 tak długo, aż systemy naprawcze popełnią błąd. Zmiana nukleotydów 
w określonym miejscu nazywana jest mutacją lub edytowaniem [Orczyk 2019]. Metodę tą 
wykorzystuje się w celu poprawy plonowania, a także w celu zwiększania tolerancji na stresy 
biotyczne lub abiotyczne.

Decyzją C-528/16, TSUE (Trybunał Sprawiedliwości Unii Europejskiej) zakwalifikował 
wszystkie organizmy uzyskane drogą mutagenezy, z wyjątkiem mutagenezy konwencjonalnej, 
do restrykcji obowiązujących dla technologii GMO. 
 

PODSUMOWANIE

Konwencjonalne metody hodowli roślin oraz opisane powyżej techniki wykorzystujące na-
rzędzia molekularne wciąż pozwalają hodowcom na osiągnie zadowalających wyników związa-
nych z otrzymywaniem nowych odmian. Niestety, stosowanie niektórych technik, sprzyjających 
postępowi biologicznemu jest niemożliwe z uwagi na ograniczenia prawne. Obecnie na świecie 
wielką rolę odgrywają technologie wykorzystujące narzędzia inżynierii genetycznej. Technolo-
gie te sprawdzają się w medycynie lub innych dziedzinach życia i z powodzeniem mogłyby być 
wykorzystywane w procesie hodowli roślin, w tym również kukurydzy. Mimo to, akceptacja 
społeczna jest bardzo ważnym czynnikiem, który wpływa na obostrzenia ustawodawcy. Dzięki 
biotechnologii są dostępne inne metody, które z czasem stają się mniej kosztowne poprzez ich 
wdrażanie i komercjalizację. Dziedzina ta zapewne dostarczy wiele ciekawych rozwiązań, które 
znacząco przyczynią się do dalszego zwiększenia postępu biologicznego.
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B. Nowak
USE OF BIOTECHNOLOGICAL METHODS IN CORN BREEDING

Summary
Corn (Zea mays) is a crop grown in various regions of the world. The goal set for this species is food pro-
duction. Plant breeding uses classical as well as biotechnological methods. Shortening the breeding cycle 
through the use of DH plants, molecular markers and genomic selection, delivers high-yielding hybrid 
varieties to the market. Poland prohibits the dissemination and breeding of plants obtained by GMO meth-
ods. Also, breeding methods using mutagenesis have been restricted as in the case of transgenic plants.

Key words: Zea mays, breeding, DH, molecular markers, GMOs.
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