Haploidni techniky

androgeneze
gynogeneze



Vyznam haploidnich rostlin

+ detekce recesivnich alel (v haploidnim stavu
nejsou prekryty dominantni alelou)

+ zdvojeny haploid poskytuje homozygotni linie
- materidl muZe byt pouZit pro somatickou

hybridizaci (fize protoplastu) - neni tak
indukovana polyploidie



Terminologie

* haploid = rostlina s gametickym poctem
chromozomu

monohaploid n = x
dihaploid n = 2x (haploid tetraploidnich druh)

» zdvojeny haploid = doubled haploid plant
(D.H. plant)




Zdvojeni poctu chromosomu
pusobenim kolchicinu
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Haploidni kultury

0 androgeneze = regenerace
haploidnich rostlin ze
samciho gametofytu -
kultury nezralych prasnik
nebo izolovanych mikrospor

0 gynogeneze = regenerace
haploidnich rostlin ze
sami¢itho gametofytu -
kultury neoplodnénych
vajicek

Prasnikové kultury tabdku
Nicotiana tabacum L.
Foto: J. Dubova



1. Androgeneze

Tvorba haploidnich regenerantu
ze samciho gametofytu



Vznik haploidu u vyssich rostlin

- SPONTANNI frekvence 10-3 - 10-6

- haploidni partenogeneze

gynogeneze
androgeneze

. EXPERIMENTALNI = INDUKOVANA
- klasické zpusoby

- explantatové metody
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Vznik haploidu u vyssich rostlin

- Klasické zpusoby
- pusobeni fyzikalnich faktord (UV, X, teplotni Soky)

- pusobeni chemickych faktortu (kolchicin,
maleinhydrazid)

- zasahy do procesu opyleni a oplozeni
* kastrace a izolace
* opozdéné opylovani
* opyleni inaktivovanym pylem

» vzddlena hybridizace - eliminace chromozémi



Historie haploidnich kultur

1964 Guha a Maheshwari - kultivace nezralych prasniki a
regenerace homozygotnich rostlin durmanu Datura
innoxia Mill.

1967 Bourghin a Nitsch - kultivace haploidnich bunék
(mikrospor) a regenerace homozygotnich rostlin tabaku
Nicotiana tabacum

1996 Keller a Korzun - gynogeneze repy Beta vulgaris L.,
Allium cepa L., Gerbera jamesonii H. Bolus ex Hook

2000 slechtitelské programy polnich plodin (obiloviny, repka)
vyuzivaji haploidni kultury in vitro
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Vznik haploidu u vyssich rostlin

- Explantatové metody
* prasnikové kultury
* mikrosporové a pylové kultury
* kultivace semeniku

* chromozomalni redukce v kalusovych,
bunéénych nebo protoplastovych kulturach



aggie-horticulture. tamu.edu/faculty/ king/Tissue%20Culture%20Lecture. ppt

Bulbosum Method of Haploid Production

Hordeum Hordeum
vulgare bulbosum
- Bag'ley X Wild relative
2n=2X=14 l 2n=2X=14
2. Embryo Rescue
4 Haploid Barley A
3 2n=X=7
: H. bulbosum
chromosomes

\ eliminated /

*This was once more efficient than microspore culture in creating haploid barley

‘Now, with an improved culture media (sucrose replaced by maltose), microspore
culture is much more efficient (~2000 plants per 100 anthers)



Produkce haploidu a dihaploidu jecmene

1. mezidruhova hybridizace H. vulgare a H. bulbosum =
hybridni zygota

2. izolace hybridniho embrya

3. eliminace chromozomu H. bulbosum =
haploidni rostlinka

4. zdvojeni chromozomu pusobenim kolchicinu =
diploidizovany haploid



Faktory ovliviujici pylovou embryogenezi

zahrnuji vnitfni fyziologicky stav vychozi rostliny a jeji
genetické zvlastnosti - druhova specificita

* druh rostliny, genotyp

- fyziologicky stav vychozi rostliny (ontogenetické stari,
fotoperioda, vyZiva, pouZiti herbicidi)

- stadium vyvoje pylu

- predplsobeni na poupata a izolované prasniky (snizena
teplota, centrifugace)

- predplsobeni izolovanych mikrospor nebo pylu
(centrifugace, hladovéni, kolchicin)
» kultivaéni podminky
 aktivni uhli
» Zelezo



Materska rostlina

optimdlni fyziologicky stav materské rostliny je pro
prasnikové kultury velmi dilezity

ontogenetické stdari - prasniky by se mély odebirat z poupat
ze zacatku obdobi kveteni

vyziva, dostupnost vody

teplota - u nékterych druhi se vynos haploidnich embryi
zvySuje pri predpéstovdani materskych rostlin pri nizké teploté
(5°C)

fotoperioda - vyssi vynosy haploidnich embryi byly ziskany
pri péstovani donorovych rostlin pri kratkém dni a vysoké
svételné intenzité



Clarkia xantania (Onagraceae)

prasnik
Annals of Botany

Photo:
C. J. Runions

Scanning electron micrograph of an early floral developmental stage of the outcrossing subspecies of
Clarkia xantania (Onagraceae). Sepals, which are covered by trichomes, have been partially removed
and floral organs have been falsely colored: style and stigma, yellow; large anthers, blue; small
anthers, purple; petals, red.
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http://images.iasprr.org/lily/male.shtmi

Lae pr'ophase I.

Homologous chromosomes continue to condense into their
most compact forms as they are near diakinesis.



Lilium )
TASPR A

This view shows metaphase chromosome assemblages
both in longitudinal view and in polar view (end-on).




Telophase I.

Lilium
TASPR i

A distinct layer of cell wall is laid down between the two phases of
meiosis in lily. The phases in the second half of meiosis occur rapidly.



The chromosomes undergo a separation of chromatids during
the second half of meiosis in a cycle similar to mitosis



Telophase II.
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Cytokinesis between the members of the tetrads is completed.
Separation of the cells from the microsporocyte wall occurs soon after.
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mpleting the callose stage

Tetmds C

As microspores complete this stage, they elongate somewhat,
becoming a bit football shaped



At this stage, microspores have an exine (outer wall of sporopollenin) but
are still filling with storage materials and remain pliable for a short time.



ellular pollen

A3

Generative cells are first formed in contact with the intine (inner
pollen wall), but the cells then become immersed in the cytoplasm
- Truly becoming "a cell within a cell".



metafdze I.déleni pocatek tvorby tetrad

Nicotiana tabacum L.

tetrady

e ®

mikrospora se zbytky kalozy




Typy androgeneze

prima androgeneze =

vyvoj globuldrniho embrya a
hdsledné haploidni rostliny primo
z pylového zrna nebo mikrospory

neprima androgeneze =

z pylového zrna nebo mikrospory
se vyvine napred haploidni kalus

v ném indukce organogeneze

- regenerace haploidni rostliny

prima androgeneze na prasniku tabaku
Nicotiana tabacum L.
Foto: J. Dubova



Typy regenerace v prasnikovych a
mikrosporovych kulturach

1. prima androgeneze
produkce haploidnich rostlinek indukci embryogeneze
opakovanym délenim mikrospory nebo mladého
pylového zrna
2. neprima androgeneze
ziskdni haploidniho kalusu a z néj regenerace haploidnich
rostlin
obnoveni diploidniho stavu

pusobenim kolchicinu mmm) fertilni homozygoti



prima androgeneze

haploid plantlet

i::allus

Anthers cultured o ;r"'
nutnent medium haploid

=2 = plantlet

neprima androgeneze



Predpusobeni

stres nizkou nebo vysokou teplotou

2-30 dny pri teplotach 3-10°C (Nicotiana, Datura, Brassica)
nebo 35°C (Capsicum) mizZe stimulovat embryogenesi

mdceni oddélenych kvétenstvi ve vodé po nékolik dni =
stres hypoxicky

centrifugace prasniki —__

aplikace vakua — zmény usporddani mikrotubuld
aplikace kolchicinu

hladovéni — zména polohy jadra



Androgeneze u tabdku

1 | . i ‘__'i.
COR o =y N "
i w ‘l‘#'*..: > <

. f - " i
F i # . . i =
5 : i '-' Y ir
_._.;! - %J‘ ! ]
. I |
" . . B i
v ) -~ ¥

‘.. k. .'t. e,
. - fl 4 x* - ... : v L i
i TN el RREESE
= - i L .

‘*I

LAt IR

prasnik s embryoidy rez embryoidy
http://users.ugent.be/~pdebergh/gam/gam2dp2.htm



Androgeneze u tabdku

prasnik s embryoidy rez embryoidy
http://users.ugent.be/~pdebergh/gam/gam2dp2 htm



Androgeneze u tabaku

prasnik embr'oidy - rez embryoudy
http://users.ugent.be/~pdebergh/gam/gam2dp2.htm



Androgeneze u tabaku

Prasnik tabdku s vyvijejicimi se haploidnimi rostlinkami,
vzniklymi z mikrospor

http://users.ugent.be/~pdebergh/gam/gam2dp2. htm



Prasnikové kultury a regeneranti
transgenni tabdk - se Zmp60.1+MTX®

kvefoucu ale s*rerl'lm
halmdnl rostlina’




Vyhody mikrosporovych kultur
oproti kulturam prasnikovym

» v prasnikovych kulturach ¢asto nedochazi k indukci déleni
mikrospor vlivem inhibicnich latek z prasniku nebo nedostatecnym
kontaktem s zivinami

- u prasnikovych kultur se muZe vyskytnout rychla proliferace
diploidniho pletiva stény prasniku, nezddoucim vysledkem je pak
heterozygotni diploid

+ vysledkem mikrosporové kultury je vzdy homogenni populace
homozygotnich rostlin

* u mikrosporovych kultur je vétsi nebezpeci infekce



Vyvojova stadia

nejdulezitéjSim faktorem pro ziskani haploidu je urcité
vhodné vyvojové stadium v dobé odbéru materidlu do
kultury.

u nékterych krytosemennych rostlin mohou byt selektovdna
poupata, ktera obsahuji prasniky v riznych vyvojovych
stadiich.

pyl miZe byt frakcionovan centrifugaci na percollovém
gradientu.

u druht s uréitym poctem prasniku ve kvétu je nutno
testovat celou sérii pupent, aby byla zfejma vyvojova
stadia. Nékteré snadno rozliSitelné znaky se potom pouzivaji
pro charakteristiku Zddaného vhodného stadia (délka
poupéte, pomér délek kvétnich oball: napf. u tabaku -
koruna je jen o néco madlo delsi nez kalisni usty; stadium 2).



Vyvojova stadia poupat tabaku
Nicotiana tabacum L.




Suspenze embryi z mikrospor
Brassica napus

R. Wellens - in: katalog Duchefa 1996



2. Gynogeneze

Tvorba haploidnich regenerantu
ze samicitho gametofytu



Gynogeneze

tvorba haploidnich rostlin z neoplozené vajecné bunky
(sami¢i partenogeneze)

embryo tak obsahuje pouze materské chromosomy,
protoZe nedoslo k filizi spermatické buriky s burikou
vajecnou

indukce gynogeneze in vitro = kultivace vajicek nebo
semenikdi



Poznamka na zaver

- Zadna z metod pro ziskani haploidu neni univerzalni
pro vSechny druhy.

+ VSechny dosud uzivané cesty k haploidii je mozne
vyuzit (indukovat) pouze v omezeném = kratkém
vyvojovem stadiu Zivota rostliny.



