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In vitro gynogenesis as a method for haploid plant production

Summary

This paper reviews last three decades of work on in vitro cultures of 
unpollinated ovaries or ovules. During in vitro gynogenesis, plants are produced 
from embryos or callus tissue of haploid (parhtenogenetic or apogamic) origin. 
Thus, in vitro gynogenesis offers an efficient method for plant breeders who 
want to obtain haploid plants and homozygous lines. Stability of DH-lines and 
very limited albinism of regenerated plants are major advantages of the method. 
The limiting factors are genotype effects in particular species and relatively high 
labour compared to anther or microspore cultures. Since 1976, the studies on in 
vitro gynogenesis have been performed in 27 species including many crops. Fur
thermore, gynogenetic haploids have been routinely used in breeding 
programmes for sugar beet, onion and rice. Because of labour expenses, cul
tures of unpollinated ovaries or ovules are usually chosen when no other effi
cient method is available for haploid production in a given species.

Key words:
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1. Wstęp

Haploidy są wykorzystywane w hodowli roślin i mają podsta
wowe znaczenie dla przyspieszenia homozygotyzacji roślinnych 
materiałów hodowlanych. Wytwarzanie haploidów na drodze 
kultur pylników lub mikrospor (androgeneza in vitro), albo kultur 
niezapylonych zalążni lub zalążków (gynogeneza in vitro) są zatem
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cennymi metodami dla hodowców roślin, a ponadto stanowią niezwykle intere
sujące systemy dla badania procesów rozwojowych u roślin.

Termin „gynogeneza” wprowadził w 1925 r. Wilson (1) dla opisania sytuacji, gdy 
podczas zapłodnienia nie dochodzi do kariogamii, jądro plemnikowe zanika w cyto- 
plazmie komórki jajowej, a zarodek rozwija się tylko w oparciu na materiale gene
tycznym zawartym w jądrze żeńskim. Powstające w ten sposób żeńskie potomstwo 
spotyka się u ryb i płazów (2), a także sporadycznie u roślin okrytozalążkowych (3). 
Bohanec (4) dokonał przeglądu metod stosowanych współcześnie dla otrzymywania 
roślin gynogenetycznych, których rozwój można indukować poprzez zapylenie 
pyłkiem obcego gatunku, pyłkiem napromieniowanym lub pyłkiem specjalnie dobra
nej linii indukującej.

San Noeum (5) w 1979 r. otrzymała po raz pierwszy haploidy jęczmienia z kultur 
niezapylonych zalążni i, przez analogię do haploidów w kulturach pylnikowych, na
zwała rośliny gynogenetycznymi, a cały proces gynogenezą. W późniejszych bada
niach wykazano, że inne są mechanizmy tak rozumianej gynogenezy, gdy porównać 
je do omówionych procesów zachodzących in vivo. Uznano zatem (6), że dla odróż
nienia od definicji wprowadzonej przez Wilsona (1), należy w tym przypadku stoso
wać termin „gynogeneza in vitro". W tej pracy przedstawiono aktualny stan badań 
nad gynogenezą indukowaną w warunkach kultur in vitro niezapylonych zalążni lub 
zalążków.

2. Przebieg gynogenezy in vitro

U większości badanych gatunków eksplantaty, tzn. zalążnie, zalążki wraz z łoży
skiem lub izolowane zalążki, powiększają się zazwyczaj w pierwszych dniach kultu
ry in vitro i po dalszych 3-7 tygodniach wyrastają z zalążków korzenie lub, rzadziej, 
pędy gynogenetycznych siewek. Na fotografii przedstawiono przykład regeneracji 
roślin gynogenetycznych u Melandrium album (7). U zbóż i kilku innych gatunków ob
serwowano tworzenie się tkanki kalusowej z zalążków i regenerowano z niej rośliny 
(tab. 1).

W embriologicznej analizie hodowanych in vitro zalążków ujawniono (tab. 2), 
że jeśli eksplantaty zawierają młode stadia gametofitów, woreczki zalążkowe naj
częściej rozwijają się prawidłowo (typ Polygonum) i haploidalne zarodki powstają 
z komórki jajowej (partenogeneza), z synergidy lub z antypody (apogamia). Apoga- 
miczne zarodki u ryżu tworzyły się z synergid również w nietypowych woreczkach 
zalążkowych (13, 36), natomiast u Melandrium album mogły też powstawać z ukła
dów komórek po nietypowej celularyzacji gametofitu żeńskiego (34).
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Zestawienie gatunków, u których regenerowano rośliny z gynogenetycznego kalusa

Tabela 1

Rodzina Gatunek Literatura
Gramineae Fagopyrum esculentum (8)

Hordeum vulgare (9,10)
Oryza saliva (11-13)
Panicum miliaceum (14)
Triticum turgidum ssp. durum (15)
Zea mays (16,17)

Asteraceae Gerbera famesonii (18-20)
Chenopodiaceae Beta vulgaris (21)
Euphorbiaceae Hevea brasiliensis (22)
Salicaceae Populus X simonigra (23)
Solanaceae Nicotiana tabacum (24)

Solanum tuberosum (25)

Tabela 2

Procesy embriologiczne prowadzące do rozwoju haploidalnych zarodków w kulturach in vitro zalążni lub 
zalążków

Gatunek Sposób rozwoju Literatura
Allium tuberosum partenogeneza, apogamia z antypod (26)
Astragalus cicer partenogeneza (27)
Baptisia australis partenogeneza (27)
Beta vulgaris partenogeneza (28,29)
Coriandnm sativum apogamia z synergid (30)
Uelianthus annuus partenogeneza (31)
llordeum vulgare partenogeneza, apogamia z antypod (32)
Lavandula sp. partenogeneza (30)
Lilium davidii embriogeneza z megaspor (33)
Melandrium album partenogeneza, embriogeneza z nietypowych komórek (7,34)
Nicotiana rustica, N. tabacum partenogeneza, apogamia z synergid, apogamia z antypod, embrioge

neza z megaspor
(35)

Oryza saliva apogamia z synergid (13,36)
Salvia sclarea partenogeneza (37)
Zea mays partenogeneza (38)
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Fot. Regeneracja roślin na drodze partenogenezy w kulturze niezapylonych zalążków na łożysku 
u Melandrium album. (A) Woreczek zalążkowy zawierający, po 6 dniach in vitro, komórkę jajową, komór
kę centralną i zdegenerowaną synergidę; pow. X 215. (B-D) Rozwój kulistego prazarodka z komórki ja
jowej; pow. X 535 (B), X 425 (C i D). (E) Duży kulisty zarodek wypełniający cały woreczek zalążkowy po 
32 dniach in vitro; pow. X 100. (F) Powiększone zalążki wytwarzające białe struktury gynogenetyczne 
w 2 miesiącu kultury; pow. X 5. (G) Roślinka na pożywce regeneracyjnej 3 miesiące od początku kultury 
zalążków; pow. X 0,7.

3. Czynniki wpływające na wydajność

3.1. Genotyp

Genotyp jest jednym z najważniejszych czynników, od których zależy częstość 
indukcji zarodków gynogenetycznych oraz efektywność regeneracji roślin. Wielu 
autorów wskazywało na znaczenie tego czynnika, ale dobrze udokumentowane są 
omówione przykłady.

Geoffriau i wsp. (39) badali indukcję i regenerację roślin gynogenetycznych w kul
turach pąków kwiatowych cebuli {Allium cepa) i porównywali odmiany w popula
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cjach, linie wsobne i odmiany syntetyczne. Geograficzne pochodzenie populacji 
(północna, południowa i wschodnia Europa, Stany Zjednoczone AP) nie wpływało na 
ich zdolność do gynogenezy, natomiast zarówno indukcja zarodków jak i regenera
cja roślin gynogenetycznych zależały od genotypu. Najlepsze wyniki otrzymano dla 
materiałów wsobnych i syntetycznych. W populacjach odsetek zarodków wahał się 
od 0 do 1,1%, a wydajność regeneracji wynosiła 0-4%. Najlepsza okazała się jedna 
z populacji cebuli cv. Wolska. Dla odmiany Rijnsburger porównywano materiały po
pulacyjne i wsobne - najlepsza populacja dała 2,4% indukcji zarodków i 0,6% rege
neracji roślin, podczas gdy linia wsobna odpowiednio 17,4 i 11,1%. Bardzo dobrą 
zdolność do gynogenezy wykazała syntetyczna odmiana Hard Globe (indukcja 10,5%, 
regeneracja 4,3%). W innych badaniach nad 30 polskimi odmianami cebuli stwier
dzono również znaczenie genotypu dla indukcji gynogenezy (40). Podobny efekt ob
serwowano u Oryza saliva - z porównywanych przez Zhou i Yang (11) odmian bar
dziej wydajne były odmiany japonka, u których tkanka kalusowa powstawała z 2-12% 
zalążni. Dla odmian ryżu indica uzyskano 0-2,8% kalusa gynogenetycznego. Hose- 
mans i Bosoutrot (41) badali gynogenezę w kulturach zalążków buraka cukrowego 
i stwierdzili, że linie męskosterylne B. vulgaris dały 4 razy więcej haploidów (z 0,8% 
zalążków) niż linie płodne (0,2%).

3.2. Stadium woreczka zalążkowego

U gatunków, dla których stosowano kultury zalążni lub zalążków, gametofit żeń
ski rozwija się wg typu Polygonum przechodząc, po mejozie, od stadium 1-jądrowej 
komórki do 8-jądrowego i 7-komórkowego woreczka zalążkowego, a ostateczna 
liczba komórek w dojrzałym gametoficie zależy od degeneracji lub podziałów anty- 
pod. W kulturach in vitro młodych zalążków dojrzałość osiąga 20-97% woreczków 
zalążkowych, ale większość z nich później degeneruje.

Aby uzyskać haploidy, u większości gatunków stosowano eksplantaty zawie
rające dojrzałe woreczki zalążkowe, ale wpływ stadium gametofitu żeńskiego na 
wydajność procesu gynogenezy badano tylko u trzech gatunków. Dla jęczmienia 
(Hordeum vulgare) optymalne okazało się stadium dojrzałego woreczka zalążkowego 
(5,10,32). Natomiast u ryżu i u Melandrium album najlepsze były niedojrzałe 2-4-jądro- 
we woreczki zalążkowe (7,13). jedynie u Nicotiana tabacum, N. rustica i u Lilium davi- 
dii hodowano in vitro zalążki w stadium mejozy i powstające megaspory przekształcały 
się bezpośrednio w embrioidy (33,35). Z przedstawionych tu prac wynika, że dodat
kowe podziały i formowanie się haploidalnych zarodków można stymulować we 
wszystkich stadiach rozwoju woreczka zalążkowego, ale optymalne stadium może 
być odmienne w zależności od gatunku i warunków kultur in vitro.
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3.3. Warunki kultury in vitro

Na pożywki wykładane są najczęściej całe zalążnie, ale ekspiantatami mogą być 
też fragmenty zalążni, zalążki (izolowane lub na łożysku), a nawet całe pąki kwiato
we. Decydujące znaczenie dla uzyskanych efektów ma skład pożywki. Sole mineral
ne pożywek dla gynogenezy to zazwyczaj makro- i mikroelementy MS (42), N6 (43) 
lub B5 (44). Również skład aminokwasów i witamin jest taki, jak w wymienionych 
pożywkach. W początkowym okresie kultury, kiedy komórki pobudzane są do two
rzenia zarodków, stosuje się 6-10% sacharozy, natomiast dla regeneracji roślin 2-3%. 
Ważny jest skład hormonalny podłoża - stosowane są auksyny (2,4-D, lAA lub NAA 
najczęściej w stężeniach 0,5-2 mg x f^) i cytokininy (BAP lub kinetyna; 1-2 mg x f^). 
Kashin i wsp. (14) określili, że dla Panicum miliaceum optymalny stosunek stężenia 
auksyn do cytokinin jest inny dla aktywacji komórek woreczka zalążkowego (1:2 lub 
1:5) niż dla rozwoju gynogenetycznych zarodków (5:1 lub 10:1). Ponadto dodawane 
są do pożywek hydrolizat kazeiny lub ekstrakt drożdżowy, a Martinez i wsp. (45) 
stwierdzili ostatnio, że poliaminy (putrescyna 2 mM i spermidyna 0,1 mM) istotnie 
zwiększały częstość indukcji haploidalnych zarodków cebuli.

Z opublikowanych prac wynika, że fizyczne warunki kultur gynogenetycznych mają 
mniejsze znaczenie dla wydajności procesu. Powszechnie stosuje się temperaturę 
w zakresie 22-26°C i oświetlenie 500-3000 lx przy długości dnia 12-16 h. U kilku gatun
ków rośliny, z których pobiera się eksplantaty, przetrzymywano w niskiej temperatu
rze co miało korzystny wpływ na proces gynogenezy. Dla pszenicy i jęczmienia stoso
wano 5-15-dniową inkubację w 3-5°C (15,46), a u cebuli 10-krotnie zwiększono wydaj
ność gynogenezy stosując pąki kwiatowe z roślin uprawianych w 15°C (47).

4. Charakterystyka roślin gynogenetycznych

Rośliny regenerowane w kulturach zalążni lub zalążków są haploidalne, diplo- 
idalne lub miksoploidalne (tab. 3). Spontaniczna diploidyzacja może zaczynać się 
już w trakcie rozwoju zarodka (7) i prowadzi do otrzymania ok. 20% podwojonych 
haploidów (13,19,47,57). Zazwyczaj konieczne jest też kolchicynowanie zregenero
wanych haploidów. Alternatywnie, przy zastosowaniu kolchicyny w fazie kultury in 
vitro, powstawało 64-70% podwojonych haploidów buraka cukrowego i cebuli (48,62).

Znakomitą większość regenerantów otrzymanych na drodze gynogenezy in vitro 
stanowią rośliny zielone, a linie DH mają morfologię typową dla materiału wyjścio
wego. Probłem albinizmu, dość silnie przejawiający się u androgenetycznych haplo
idów zbóż, nie jest czynnikiem ograniczającym wykorzystanie roślin gynogenetycz
nych w pracach hodowlanych. U ryżu odsetek albinotycznych regenerantów nie 
przekraczał 13%, podczas gdy u roślin androgenetycznych osiągał 64% (13). Jeszcze 
większe różnice stwierdzono u Triticum turgidum ssp. durum, gdzie rośliny regenero
wane w kulturach zalążni były wyłącznie zielone, a w kulturach pylników wszystkie
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były albinotyczne (15). Wśród licznych prac nad cebulą jedynie Muren (49) zaobser
wował < 1% rośłin albinotycznych. Wydłużenie okresu kultury kalusa gynogenetycz- 
nego może prowadzić do późniejszego pojawienia się regenerantów albinotycz
nych, co zanotowano u jęczmienia (9).

Tabela 3
Ploidalność roślin otrzymanych w kulturach in vitro zalążni lub zalążków

Stopień ploidalności Gatunek Bibliografia
1 2 3

haploidy (n) i spontaniczne DH (2n) Allium cepa (39,47-52)
Cucumis sativus (53)
Cucurbita pepo (54)
Pagopyrum esculentum (8)
Gerbera jamesonii (19,20)
Oryza sativa (11,13)

haploidy (n) Beta vulgaris (21,41,55-57)
Hordeum vulgare (5,9,10)
Lilium davidii (33)
Nicotiana tabacum, N. rustica (35)
Populus X simonigra (23)
Triticum aestivum (24)
T. turgidum ssp. durum (15)
Zea mays (58,59)

diploidy (2n) Dianthus caryophyllus (60)
Solanum tuberosum (25)

miksopioidy (n-2n, n-2n-4n), diploidy (2n) i haploidy (n) Helianthus annuus (61)
Hevea brasiliensis (22)
Melandrium album (7)
Zea mays (16)

San Noeum i Ahmadi (63) porównywali w 4 pokoleniach linii DH jęczmienia agro
nomicznie ważne cechy morfologiczne (wysokość, termin kwitnienia, masa 100 zia
ren, liczba ziaren w kłosie) i stwierdzili, że linie gynogenetyczne i otrzymane me
todą „bulbosum” wykazywały istotnie większe podobieństwo do cech odmiany wy
jściowej (cv. Berenice) niż linie androgenetyczne. U Oryza sativa cv. Zao Geng 19 
wszystkie regeneranty z kultur zalążni miały cechy typowe, ale w drugim pokoleniu 
linii DH pojawiło się kilka roślin sterylnych i jedna bezzieleniowa (13). U cebuli 25^ 
roślin otrzymanych w kulturach zalążni miało zmienioną morfologię (49). Wysoką 
stabilność linii homozygotycznych A/Z/itm cepa zaobsei-wowali javornik i wsp. (64) po 
regeneracji roślin z hodowanych in vitro kwiatów pobranych z roślin gynogenetycz- 
nych otrzymanych wcześniej. Metoda ta, nazwana przez autorów gynogenezą dru
giego cyklu (second cycle gynogenesis) pozwoliła też na prawie 20-krotne zwiększenie 
wydajności (64) i stanowi ważną perspektywę dła lepszego wykorzystania procesu 
gynogenezy in vitro dla pozyskiwania homozygot w hodowli roślin.
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5. Podsumowanie

Gynogeneza in vitro, proces opierający się na partenogenezie lub apogamii indu
kowanych w warunkach kultur tkankowych, może być wydajną metodą haploidyza
cji i homozygotyzacji roślin dla potrzeb hodowli. Zaletami tej techniki in vitro są sta
bilność otrzymanych linii DH, i bardzo ograniczone zjawisko albinizmu. W minio
nym trzydziestoleciu prowadzono badania nad gynogenezą u 27 gatunków - 
w większości uprawnych. Rośliny gynogenetyczne wprowadzono do programów ho
dowlanych buraka cukrowego, cebuli i ryżu. Czynnikami ograniczającymi powszech
niejsze wykorzystanie gynogenezy w hodowli roślin są zależność jej przebiegu i wy
dajności od genotypu oraz stosunkowo duża pracochłonność w porównaniu z kultu
rami pylników lub mikrospor. W praktyce o wyborze sposobu haploidyzacji u dane
go gatunku decyduje zatem brak innych metod, jak u buraka i cebuli, albo wysokość 
kosztów pracy, jak np. u jęczmienia.
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