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Cile teto prednasky

* Co jsou to haploidni techniky?
« Jake je jejich vyuziti?
» Jak vytvofit fertilni rostliny z haploidu?



Haploidni techniky

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

Gynogeneze = regenerace
haploidnich rostlin ze
samic¢iho gametofytu -
kultury neoplodnénych

vajicek

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



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 (flize protoplasti) - neni tak
indukovana polyploidie



Terminologie

* haploid = rostlina s gametickym poctem
chromozomi

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

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




Zdvojeni poctu chromosomu pulsobenim
kolchicinu
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Vznik haploidu u vyssich rostlin

- Klasické zplisoby
- Pusobeni fyzikalnich faktord (UV, X, teplotni Soky)

- Pusobeni chemickych faktoru (kolchicin,
maleinhydrazid)

- Zasahy do procesu opyleni a oplozeni
e kastrace a izolace

e opozdéné opylovani

e opyleni inaktivovanym pylem

o vzddlend hybridizace - eliminace chromozému



Vznik haploidu u vyssSich rostlin

- SPONTANNI frekvence 10-3 - 10-6
- Haploidni partenogeneze

Gynogeneze
Androgeneze
- EXPERIMENTALNI = INDUKOVANA

- Klasické zpusoby

- Explantatové metody




Vznik haploidu u vyssSich rostlin

- Explantatové metody

e prasnikové kultury

e mikrosporové a pylové kultury
o kultivace semeniku

e chromozomalni redukce v kalusovych ,
bunécnych nebo protoplastovych kulturach



Priklad haploidni
techniky uzivané

ve Slechtitelstvi -
Monoploidni
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Scheme of monoplold barley production




Produkce haploidu a dihaploidu jeémene
> mezidruhova hybridizace H. wulgare a H. bulbosum =
hybridni zygota
> izolace hybridniho embrya

> eliminace chromozomu AH. bulbosum =
haploidni rostlinka

> zdvojeni chromozoému plsobenim kolchicinu

diploidizovany haploid



1. Androgeneze

Tvorba haploidnich regenerantu
ze samciho gametofytu
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Tetrady

Lilium

TASPR

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



Mikrospory uvolnéné z tetrad

Lilium

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.



Dvoubunécny pyl

Lilium

TASPR

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".



Androgeneze
= vyvoj rostlin ze samc¢iho gametofytu

umoznuje manipulace se stupném ploidie
a rychlejsi ziskani homozygotnich rostlin

1. regenerace haploidnich rostlin z mikrospor nebo mladych

pylovych zrn = mikrosporové nebo prasnikové kultury

2. zdvojeni haploidniho genomu = dihaploidizace

|

ziskdni homozygotniho materidlu v kratsi dobé
ve srovndni s klasickou genetickou metodou



Faktory ovliviujici pylovou embryogenezi
zahrnuji vnitrni fyziologicky stav vychozi rostliny a jeji
genetické zvldstnosti - druhova specificita
* Druh rostliny, genotyp
* Fyziologicky stav vychozi rostliny (ontogenetické stari,
fotoperioda, vyZiva, pouZiti herbicidu)
- Stadium vyvoje pylu

- Predpiisobeni na poupata a izolované prasniky (sniZend teplota,
centrifugace)

- Predplisobeni mikrospor nebo pylu (centrifugace,hladovéni,
kolchicin)
» Kultivaéni podminky
e aktivni uhli
e Zelezo



Materska rostlina

Optimalni fyziologicky stav materskeé rostliny je pro
prasnikové kultury velmi dulezity

ontogenetické stari - prasniky by se mély odebirat z poupat
ze zaCdatku obdobi kveteni

vyziva, dostupnost vody

teplota - u nékterych druht se vynos haploidnich embryi
zvysuje pri predpéstovdni materskych rostlin pri nizké
teploté (5°C)

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



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



Typy regenerace v prasnikovych a
mikrosporovych kulturdch

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
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Predpusobeni

Stres nizkou nebo vysokou teplotou

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

maceni oddélenych kvétenstvi ve vodé po nékolik dni
stres hypoxicky

centrifugace prasniku

aplikace vakua ——» zmény usporrddani mikrotubuld

aplikace kolchiciV

hladovéni >~ zména polohy jddra




Androgeneze u tabadku

prasnik s embryoidy rez embryoidy



Androgeneze u tabadku




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

kvefouci, ale sterilni
haploidni rostliha'




Vyhody mikrosporovych kultur
oproti kulturém 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,
nezadoucim vysledkem je pak heterozygotni diploid

- vysledkem mikrosporove kultury je vzdy homogenni
populace homozygotnich rostlin

* u mikrosporovych kultur je vétsi nebezpeci infekce



Vyvojova stadia

Nejdulezitéjsim faktorem pro ziskdni haploidu je urcité
vhodné vyvojové stadium v dobé odbéru materidlu do
kultury.

U nékterych krytosemennych rostlin mohou byt selektovdna
poupata, kterd obsahuji prasniky v riznych vyvojovych
stadiich.

Pyl mtZe byt frakcionovan centrifugaci na percollovém
gradientu.

U druhd s uréitym poctem prasniki 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: napr. u tabdku -
koruna je jen o néco mdlo delsi nez kalisni usty; stadium 2).



Vyvojova stadia poupat tabaku
Nicotiana tabacum L.
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2. bynogeneze

Tvorba haploidnich regenerantu
ze samic¢itho gametofytu

Mikropyle

oosféra
2 synergidy

3 antipody
vajetne obaly
nucellus

chalaza

poUtko

jadro centralni burikey .

zarodelny vak



Gynogeneze

* Tvorba haploidnich rostlin z neoplozené vajecneé
bunky (samici partenogeneze)

- Embryo tak obsahuje pouze materské chromosomy,
protoZe nedoslo k fluzi spermatické buriky s burikou
vajecnou

vétsSinou narocnéjsi nez androgeneze

- tvorba haploidi tam, kde nejde androgeneze (napr.
samci sterilita)



Plant Cell Rep. 1985 Dec;4(6):300-3. doi: 10.1007/BF00269883.

Gynogenesis in Beta vulgaris L.: From in vitro culture of unpollinated ovules to the production of
doubled haploid plants in soil.

Bossoutrot D1: Hosemans D.

# Author information

Abstract

Our study concerns the different stages involved in the production of doubled haploid beet plants by in vitro gynogenesis. A histological study
shows that the embryos obtained could come from the cosphere or the antipodals. Gynogenesis using male fertile plants gives nearly two
haploid plants for 1000 ovules cultured: in this case, the problem is to avoid plating fertilized ovules. The gynogenetic plants obtained display
an endopolyploidy phenomenon at the root meristem level while their shoot meristem remains haploid.Colchicine doubling during in vitro
vegetative propagation of buds has been carried out successfully.

Theor Appl Genet. 1987 Apr;73(6):920-5. doi: 10.1007/BF00289399.

In vitro induction of haploid plants from unpollinated ovules and ovaries of the sugarbeet (Beta
vulgaris L.).

Van Geyt J1, Speckmann GJ Jr, D'Halluin K, Jacobs M.

# Author information

Abstract

Haploid plantlets from male fertile and male sterile sugarbeet plants could be induced at frequencies up to 2.2% using ovule culture. Ovary
culture on media without charcoal resulted in a similar induction frequency. Plant development was inhibited by callus development
originating from the mother tissue. When the callus parts were removed and the ovule transferred to a new medium without 2,4 D, callus
formation could be inhibited by adding 0.5% charcoal to the medium. Up to 6.1% haploids were induced. Chromosome counts in leaf tips,
chloroplast counts and isozyme patterns revealed that all plants were haploid and originated from the haploid cells of the embryo sac. Root
tips showed spontaneous polyploidisation.



Vyuziti haploidua v praxi
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Jbr. 18 VyuZiti haploidd ve Slechténi rostlin.

Gynogeneze — Beta vulgaris, Gerbera jamesonii, Allium cepa




Poznamka na zavér

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

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



Prehled haploidnich technik
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