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Haploidization of vegetable crops
Summary

This review was prepared mainly on the basis of papers published after
1997. It describes the current knowledge on the use of gametic embryogenesis
for haploid production in vegetable crops. Data on the results of research on an-
drogenesis and gynogenesis are presented for different species, induction meth-
ods and factors affecting the efficiency of the processes.
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1. Wprowadzenie

Otrzymywanie haploidéw w kulturach in vitro jest nadal
przedmiotem bardzo intensywnych badah naukowych, mimo ze
od czasu otrzymania po raz pierwszy zarodkéw w kulturach pyl-
nikéw Datura innoxia mineto Juz prawie 40 lat (20). U roslin wa-
rzywnych w celu otrzymywania form o haploidalnej liczbie chro-
mosomow wykorzystuje sie andro- lub gynogeneze. W procesie
androgenezy dochodzi do rozwoju haploidalnego zarodka z mi-
krospory lub ziarna pytku, w procesie gynogenezy rozwojowi
ulega gametofit zeAski w kulturach in vitro zalagzkow, zalgzni lub
kwiatow. Mozna go réwniez stymulowaé zapylajac kwiaty niezy-
wotnym pytkiem uprzednio napromieniowanym lub pytkiem in-
nego gatunku (indukowana partenogeneza). Rozwijajace sie
w haploidalne zarodki po przeniesieniu do kultury regenerujg
rosliny.
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Zmiana drogi rozwoju niedojrzatych komérek o zredukowanej (n) liczbie chro-
mosomow z gametofitycznej na sporofityczng Jest pierwszym etapem prowadzacym
do otrzymania haploidalnych zarodkéw. Kolejnym Jest opracowanie warunkéw dla
ich dalszego rozwoju w roéliny. Roéliny takie sg zazwyczaj haploidami. Jezeli nie
zajdzie spontaniczne podwojenie genomu to konieczna Jest diploidyzacja roslin,
aby mozliwe byto uzyskanie potomnych nasion linii podwojonych haploidéw (DH).
Dla kazdego z wymienionych etapéw konieczne Jest opracowanie wiasciwej metody
postepowania z materiatem roslinnym, dostosowanej do specyfiki gatunku lub ge-
notypu.

W dotychczasowych badaniach wykazano szereg prawidtowosci, ktore wyste-
puja przy haploidyzacji materiatu roslinnego. Wydajno$¢ gametycznej embriogene-
zy W obrebie gatunku i typu uzytkowego w bardzo duzym stopniu zalezy od wias-
ciwosci genetycznych roslin donorowych, warunkéw ich uprawy, skladu pozywki,
warunkéw prowadzenia kultury oraz optymalnego stadium rozwoju eksplantatu.
Stadium to fatwiej okresli¢ pobierajgc do kultury pylniki. Dla indukcji androgenezy
mikrospory powinny by¢ w stadium pdézno JednoJadrowym.

Dob6r metody otrzymywania roélin haploidalnych w duzym stopniu zalezy od
przynaleznosci systematycznej gatunku. Dobrze opracowana Jest metodyka indukcji
gametycznej embriogenezy u warzyw kapustnych, papryki, buraka, cebuli, ogorka
i innych dyniowatych oraz papryki. W stadium eksperymentalnym sg prace nad ha-
ploidami marchwi i pomidora. Nadal nie otrzymano haploidéw u warzyw straczko-
wych (groch, fasola).

2. Rosliny kapustne

Wsrdd roslin dwulisciennych rodzaj Brassica mozna uzna¢ za modelowy dla ba-
dan podstawowych i aplikacyjnych nad otrzymywaniem i wykorzystywaniem haplo-
idéw. Pierwsze rosliny haploidalne otrzymano Juz w roku 1975 (28). Najwiecej prac
dotyczy rzepaku Brassica napas L., zaréwno ze wzgledu na Jego znaczenie gospodar-
cze i mozliwos¢ wykorzystywania haploidéw w procesie hodowli. Jak tez ze wzgle-
du na znalezione wysoce embriogenne genotypy (np. odmiana Topas) bardzo przy-
datne do badan nad rozwojem zarodkéw z izolowanych mikrospor.

Aktualnie haploidy uzyskuje sie w procesie androgenezy metoda kultur pylnikow
lub izolowanych mikrospor. Pierwsza z wymienionych metod Jest bardziej praco-
chionna, ale pozwala uzyskaé¢ pozytywne wyniki u bardzo wielu genotypéw. Druga,
wymagajgca lepiej wyposazonej pracowni, pozwala na znaczne ograniczenie robociz-
ny przy zaktadaniu kultury, eliminuje wptyw $cian pylnika, daje pewnos¢, ze wszyst-
kie zarodki powstaty z komérek o haploidalnej liczbie chromosoméw, pozwala na
$ledzenie procesu podziatdw komorkowych i rozwoju zarodkoéw.

Wsréd warzyw z gatunku Brassica oleracea pierwsze haploidy otrzymano w kapu-
Scie brukselskiej (45), a nastepnie w innych formach uzytkowych Jak brokut, kapusta
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glowiasta biata, znacznie pdzniej u kalafiora i kalarepy (56,57). W Polsce tematyka
ta byla przedmiotem prac prowadzonych w dwoch osrodkach: Instytucie Warzyw-
nictwa w Skierniewicach i Akademii Rolniczej w Krakowie. W pierwszym z wymie-
nionych, u trzech odmian kapusty gtowiastej biatej (18) najwyzszy plon zarodkow
$rednio 6 szt/100 pylnikéw w kulturze in vitro uzyskano w odmianie Kamienna
Gtowa, a najmniej 0,9 daty klony odmiany Stawa z Enkhuizen. Otrzymane ro$liny
miaty zréznicowang ploidalno$é¢, okoto 30% byto haploidami, a 62% spontanicznymi
diploidami. Linie podwojonych haploidéw (DH) zostaty wykorzystane do produkcji
mieszancéw F]. W osrodku krakowskim indukowano androgeneze poczatkowo row-
niez w kulturach pylnikéw, najwiecej zarodkéw otrzymano u kapusty brukselskiej,
kolejno brokufa, a znacznie mniej u kapusty gtowiastej biatej (1). Dla zwiekszenia
efektywnosci procesu androgenezy modyfikowano skfad pozywki, oraz warunki upra-
wy roélin donorowych. Od dwdch lat stosuje sie réwniez kultury izolowanych mi-
krospor. Opracowana metodyka zostata wdrozona w trzech polskich stacjach ho-
dowlanych (POLAN Krakdw, PlantiCo Zielonki, PHRO Krzeszowice), a otrzymywane
linie DH sg wykorzystywane w programach hodowlanych (27).

U roslin kapustnych, podobnie jak u innych gatunkéw, genotyp jest najwazniej-
szym czynnikiem wptywajacym na efektywno$¢ androgenezy. Prawidlowos¢ ta jest
potwierdzana przez wyniki z wielu osrodkéw. Kultury mikrospor izolowanych z pol-
skich genotypow wykazaty, ze u 4 odmian kapusty brukselskiej liczba zarodkéw na
szalke wynosita od 0,4 do 2,4 szt., natomiast u kapusty gtowiastej biatej tylko od 0
do 0,8 w poréwnaniu do wysoce embriogennej odmiany Hawke dajacej 28 zarod-
kéw na szalke (2). Podobnie wiekszg wydajnosé embriogenezy w kulturach mikro-
spor stwierdzono u brokuta i kapusty brukselskiej niz kapusty gtowiastej (32).

W obrebie kazdej formy uzytkowej stwierdzane sg tez duze roznice miedzy od-
mianami w zdolnosci do embriogenezy. W zaleznosci od whasciwosci genetycznych
obserwuje sie odmiany oporne nie dajace zarodkéw az do wysoce wydajnych (61).
Z tego wzgledu nadal konieczne jest prowadzenie badan nad optymalizacjg warun-
kéw indukcji rozwoju zarodkow u dotychczas nie analizowanych genotypdw, wa-
znych ze wzgledu na prace selekcyjne. W tym celu stosuje sie rézne modyfikacje
skfadu podstawowych pozywek B5 i NLN-13, np. poprzez dodanie azotanu srebra
(10,52), aktywnego wegla (9,60), czy N-nitroso-N-metylomocznika (24).

Coraz popularniejszym na naszym rynku warzywem jest kapusta pekifiska nalezaca
do gatunku Brassica campestris L. Réwniez w tym gatunku stwierdzono réznice odmia-
nowe w zdolnosci formowania androgenicznych zarodkéw w kulturach mikrospor
(30,31). W niektdrych materiatach wydajno$¢ procesu i liczba otrzymywanych linii DH
pozwolita na ich zastosowanie w tworzeniu odmian syntetycznych lub mieszarcowych.

Wydajno$¢ androgenezy mozna podnieS¢ poprzez krzyzowanie genotypow
opornych z wysoce embriogennymi (49). Uzyta w tym celu odmiana Hawke o $red-
nim plonie zarodkow 28,7 na szalke krzyzowana z odmiang Varazdinsko (o plonie
0,1 zarodka) data roéliny pokolenia Fi z plonem w kulturach mikrospor od 19 az do
64 zarodkdw na szalke Petriego.
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Rosliny z rodzaju Brassica zregenerowane z zarodkéw otrzymanych w kulturach
pylnikéw lub mikrospor stanowig populacje o zréznicowanym poziomie ploidalno-
$ci (1,13,18). Poréwnujac ploidalnosci regenerantéw otrzymanych z kultur pylniko-
wych i mikrospor, prowadzonych réwnolegle dla tych samych 4 odmian brokuta wy-
kazano, ze wigkszos¢ roslin byta diploidami, ale nieco wieksza zmienno$¢ w ploidal-
nosci stwierdzono wsrdd roslin otrzymanych z kultur pylnikowych (58).

Wykorzystanie roslin DH do badan genetycznych jest mozliwe w przypadku bra-
ku réznic miedzy gametami o réznym skiadzie genowym w zdolnosci do formowa-
nia zarodkdw i otrzymania wystarczajaco duzej liczby androgenicznych roélin (55).
Dlatego bardzo wazne jest opracowanie metodyki pozwalajacej na regeneracje ro-
$lin z jak najwiekszej liczby otrzymanych zarodkéw. U kapusty glowiastej zwiek-
szong czestotliwos$¢ regeneracji uzyskiwano po wysuszeniu zarodkéw, obnizeniu
ich wilgotnosci od 80 do 12~ (21).

3. Papryka

Rosliny haploidalne sg otrzymywane juz od 20 lat poprzez kultury pylnikéw (12).
Efektywno$¢ procesu androgenezy moze by¢ modyfikowana warunkami termiczny-
mi w czasie pierwszych dni prowadzenia kultury, sktadem pozywki itp. Nowo opra-
cowane protokoty dla indukcji embriogenezy pozwolity tak zwigkszy¢ formowanie
embrionéw, ze czynnikiem ograniczajacym, jak sie okazato, byt proces dojrzewania
i kietkowania zarodkéw w rosliny (11,51). Linie DH znalazty juz zastosowanie w pro-
dukcji odmian Fi i hodowli odpornosciowej (8).

4. Pomidor

Jest gatunkiem opornym na bezposrednig indukcje gametycznych zarodkdw, na-
tomiast powiodty sie préby otrzymania roslin poprzez organogeneze w tkance kalu-
sowej, rozwijajacej sie na pylnikach umieszczonych w kulturach na pozywce Muras-
hige i Skoog'a (MS) z réznym dodatkiem regulatoréw wzrostu. W opublikowanych
ostatnio wynikach prac wykonanych w Instytucie Genetyki Butgarskiej Akademii
Nauk wykazano, ze zdolno$¢ do formowania kalusa jest przede wszystkim zalezna
od obecnosci w genotypie roslin donorowych recesywnego genu ms 10" warun-
kujacego meska sterylnos¢ roslin pomidora. Réwniez liczba regenerujgcych roslin
z kalusa byta wyzsza w przypadku roélin homozygotycznie recesywnych pod wzgle-
dem allelu ms. W$rdd regenerantéw stwierdzono wystepowanie czesci roélin haplo-
idalnych (50,59). Podobng prawidtowos$¢ w rozwoju kalusa na pylnikach sterylnych
mutantow pomidora wykazat zesp6t badaczy japonskich (33), ale nie podano czy
z kalusa zregenerowano rosliny.
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5. Burak ¢wiktowy

Nalezy do tego samego gatunku Beta vulgaris L. jak inne formy uprawne; burak cu-
krowy, pastewny i lisciowy. Prace nad otrzymywaniem form haploidalnych dotyczyty
gtownie buraka cukrowego, a pierwsze rosliny udato sie uzyska¢ w roku 1983 w kultu-
rach in vitro zalagzkdw pobieranych z zamknietych pakéw kwiatowych (22). Przez kolej-
ne 10 lat prowadzono prace nad zwigkszeniem ilosci rozwijajacych sie zalgzkéw po-
przez modyfikowanie sktadu stosowanych pozywek i warunkdw kultury (17). Dotyczyty
one prawie wytgcznie réznych odmian i materiatdw hodowlanych buraka cukrowego.

Pierwsze rosliny haploidalne buraka ¢éwiktowego zostaty otrzymane w wyniku
gynogenezy w Akademii Rolniczej w Krakowie (4). Podobnie jak u innych form
uprawnych buraka, procent rozwijajacych zalgzkéw izolowanych z 15 réznych geno-
typow wahat sie od 0 do \2%, w zaleznosci od warunkéw w jakich kwitty rosliny
oraz sposobu prowadzenia kultury. Obserwowano zaréwno bezposrednig embrio-
geneze jak tez znacznie czesciej posrednig poprzez kalus.

6. Cebula {Allium cepa L.)

Dziesie€ lat badan nad otrzymaniem haploidéw w r6znych krajach (29,39), w tym
rowniez pie¢ lat prac prowadzonych w Akademii Rolniczej w Krakowie (37) zaowo-
cowato opracowaniem optymalnych warunkéw dla procesu gynogenezy w kulturze
in vitro pakéw kwiatowych réznych odmian cebuli. Liczba niezaptodnionych za-
lazkéw formujacych zarodki, a nastepnie rodliny zalezy przede wszystkim od wihas-
ciwosci genetycznych uzytego materiatu. Liczba zarodkéw otrzymanych ze 100 pgkéw
w kulturze przewaznie nie przekracza B>, ale moze sie waha¢ od 0 nawet do 118 szt.,
przy indukcji gynogenezy w liniach DH otrzymanych z obiektow o wysokim pozio-
mie zarodkow (23). Odmiany cebuli pochodzenia amerykanskiego majg na ogo6t wyz-
szg zdolno$¢ do formowania haploidalnych roslin od zachodnioeuropejskich, a te
nieznacznie wyzszg niz odmiany z Europy Centralnej (5,16,25).

Efektywnos$¢ gynogenezy mozna podwyzsza¢ u opornych genotypdw stosujac
dla kwitnacych roslin donorowych stalg temperature 14-15°C i optymalng dla nich
pozywke (38,48). Otrzymane regeneranty sg w 70-90% haploidami, stagd konieczno$¢
ich diploidyzacji. Najczesciej w tym celu stosowana jest kolchicyna (6,16). Podobnie
jak u innych gatunkdw roslin, krzyzowanie genotypow o wysokiej zdolnosci do two-
rzenia haploidalnych zarodkéw z opornymi pozwala otrzymac rosliny o genetycznej
predyspozycji do embriogenezy w kulturach pakdéw kwiatowych.

Powaznym utrudnieniem w przypadku cebuli jest dtugi okres od zatozenia kultu-
ry do otrzymania kwitngcych roslin i nasion linii DH, czesto wynoszacy trzy lata.
W Polsce homozygotyczne linie DH sg juz wigczane w programy hodowlane, zaste-
pujac dtugotrwaty chow wsobny, stosowany dotychczas w celu otrzymania wyrow-
nanych linii rodzicielskich potrzebnych dla tworzenia odmian mieszaficowych.
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7. Roéliny dyniowate

We Francji juz z koficem lat osiemdziesigtych poprzez indukcje partenogenezy
otrzymano zarodki i rosliny haploidalne ogérka (Cucumis sativus L.) i melona (Cucu-
mis melo L.) (53). Metoda ta z réznymi modyfikacjami jest stosowana w Polsce przez
zespot Niemirowicz-Szczytt oraz w innych krajach (7,47). Jako czynnik indukujacy
rozwoj komorki jajowej uzywany jest pylek uprzednio uszkodzony promieniami
gamma w dawce okoto 300 Gy, ktérym zapyla sie rosliny. Okoto potowa zapylanych
kwiatbw moze dawaé owoce, a cze$¢ rozwijajacych sie w nich nasion zawiera
tworzace sie zarodki. Po okoto trzydziestu dniach od zapylenia kwiatéw trzeba
izolowaé zarodki z nasion i przenosi¢ do warunkéw kultury in vitro na wasciwg
pozywke, aby mogly rozwija¢ sie w rosliny. Roéliny takie sg prawie w 100% haplo-
idami. Mogg one by¢ utrzymywane w kulturach in vitro (42) lub stuzy¢ do produkciji
linii DH po podwojeniu genomu (43,44). Opisana metoda otrzymywania haploidal-
nych roslin ogérka jest wdrazana w kilku firmach hodowlano-nasiennych w Polsce.

W przypadku innych gatunkéw z rodziny dyniowatych haploidy uzyskuje sie
réwniez w kulturze niezaptodnionych zalazni, pobieranych na dzien przed otwar-
ciem kwiatow i umieszczanych na pozywce. Metoda ta byta bardziej wydajna u dyni
zwyczajnej Cucurbita pepo niz u melona C. melo. Wérdd regenerantéw 70% byto ha-
ploidami, a pozostate diploidami lub aneuploidami (26). Otrzymane podobng me-
toda regeneranty u odmiany Eskandavari (C. pepo) byty w 57% diploidami (36). Zasto-
sowanie kultur pylnikéw u tej odmiany zakonczyto sie takze sukcesem, przy czym
rozwoj nastepowat poprzez faze kalusa. Regenerujgce z niego rosliny (20 szt.) byly
w potowie haploidalne (35).

8. Marchew

Mimo bardzo wielu prac prowadzonych od ponad pieédziesieciu lat nad kultura-
mi in vitro tkanek i komorek Daucus caroto L. i opracowania bardzo wydajnych metod
dla somatycznej embriogenezy, gatunek ten, jak sie okazato, byt stosunkowo oporny
na indukcje gametogenezy. Prace badawcze byly dotychczas prowadzone w kilku
osrodkach, lecz do rozwoju haploidalnych komdérek dochodzito tylko sporadycznie.
Andersen ze wspotpracownikami ktérzy w latach osiemdziesigtych prowadzili kultu-
ry pylnikéw marchwi, otrzymywali po 2-4 miesigcach albo pojedyncze zarodki
kietkujace w rosliny albo kalus. W wyniku 3 lat badan ogétem oceniono ploidalno$¢ 88
klondw, wérdd ktorych stwierdzono 15 klondw z wylkgcznie haploidalnymi ro$linami,
62 klony roslin diploidalnych i 12 klon6w tetra- lub mikrosploidalnych (3).

Matsubara i Murakami w kulturach pylnikow takze otrzymali zarodki lub kalus,
z ktérych zregenerowato 18 roslin (16 haploidow i 2 aneuploidy) (34).

Tjukavin i Shmykova w kulturach pakéw kwiatowych marchwi obserwowali roz-
woj niezaptodnionych zalgzkdw oraz pojawianie sie zarodkéw na pylnikach. Nie po-
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dali jednak jaka byfa liczba chromosomow otrzymanych ro$lin (54). W Polsce bada-
nia nad indukcjg androgenezy sg prowadzone w Instytucie Warzywnictwa w Skier-
niewicach (19).

9. Podsumowanie

w przegladzie tym zawarte sg tylko wyniki opublikowanych prac. Powszechnie
wiadomo natomiast, ze wiele badan prowadzonych w o$rodkach naukowych na zle-
cenie kontrahenta jest utajnionych na kilka lat, podobnie jak rezultaty prac prywat-
nych firm biotechnologicznych.

Znaczenie i zastosowanie roslin haploidalnych zostato oméwione przez Niemi-
rowicz-Szczytt (40,41) z tego wzgledu pragne jedynie podkres$li¢, ze w badaniach
genetycznych mozna wykorzysta¢ populacje roslin otrzymanych w wyniku game-
tycznej embriogenezy wtedy, jezeli rzeczywiscie jest reprezentatywna dla gamet
z ktorych powstata. W przeprowadzonej analizie segregacji cech wérod roslin DH
u szeregu gatunkow, np. brokuta (46), rzepaku (15) i papryki (11) wykazano, ze od-
biegajg one od przewidywanych. Przewazajg rosliny o wiasciwosciach zblizonych do
jednego z rodzicéw.

Nieco inaczej przedstawia sie sytuacja w pracach hodowlanych, gdzie nawet
mata liczba roslin DH moze zastapic dtugotrwaty proces homozygotyzacji materiatu.
Warto$¢ uzyskanych linii moze by¢ bardzo rézna, wymaga zatem sprawdzenia przez
hodowce (14).
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