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Embriogeneza mikrospor - zmiana
rozwoju gametofitowego
na sporofitowy wywotana stresem
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Microspore embryogenesis - the stress induced change of
gametophytic into sporophytic development

Summary

Microspores cultured in vitro can be reprogrammed to divide and produce
a bipolar embryo. The reaction to stress treatment is a signal for inducing the
sporophytic pathway, preventing the development of fertile pollen grain - the
gametophytic pathway. The ultimate goal is to convert each microspore from
a heterozygous F] plant to a doubled haploid plant so that a population of dou-
bled haploids fully represents the genetic variability ofthe preceding meiosis.
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1. Wstep

Zjawisko embriogenezy mikrospor in vitro dotyczy zmiany
kierunku z normalnego rozwoju gametofitowego na droge two-
rzenia zarodka. Ten proces moze byé rozpatrywany zaréwno
jako przyktad mozliwosci zmiany kierunku rozwoju komorki lub
jako model do badan nad wczesnymi etapami embriogenezy ros-
lin.

Cykl zyciowy roslin sklada sie z fazy sporofitowej i gametofi-
towej. Faza sporofitowa u roslin dwulisciennych obejmuje wiek-
szg czes$é cyklu zyciowego, w przeciwienstwie do fazy gametofi-
towej, ktéra jest krétka i trwa zaledwie od mejozy do syngamii.
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W cyklu zyciowym roélin sporofitowa tkanka pylnika - archespor - tworzy wigeksza
liczbe komérek macierzystych pytku (2n), z ktérych przez podzialy mejotyczne
z jednej komorki powstaja cztery haptoidalne mikrospory (n). Po pierwszej mitozie
mikrospory rozwijajg sie w ziarna pytku, zawierajgce jedng komérke wegetatywna
i jedng generatywna. U roslin okrytozalazkowych mikrospora jest produktem po-
dziatlu redukcyjnego komérki macierzystej pytku w pylniku i jest podstawowa jed-
nostka, z ktdrej rozwija sie gametoflt meski. Mikrospora rozwija sie w gamete, bo
tak jest zaprogramowana, ale cze$¢ z nich (mikrospor) moze przeksztatca¢ sie
w struktury zarodkowe. Rosliny rozwijajgce sie z mikrospor posiadajg haploidalng
liczbe chromosomow. Po podwojeniu liczby chromosomoéw uzyskuje sie homozygo-
tyczny, podwojony haploid (ang. doubled haploid, DH) juz w pierwszym pokoleniu.
Z praktycznego punktu widzenia w wyniku anadrogenezy powstajgce rosliny, czyli
podwojone haploidy, utatwiajg szybka produkcje homozygotycznych linii i selekcje
roslin o pozadanych cechach recesywnych, przez co stajg sie czescig programéw ho-
dowlanych réznych roslin.

2. Od kultury pylnikéw do izolowanych mikrospor

Prowadzona kultura in vitro pylnikbw w stadium mikrospor w celu przesledzenia
rozwoju pytku ujawnita, ze zamiast dojrzatych ziaren pyiku otrzymano zarodki po-
siadajgce gametyczng (haptoidalna) liczbe chromosomoéw (1). Zarodki te rozwijaty
sie w rosliny, ktére po diploidyzacji spontanicznej lub indukowanej dawaty po-
czatek homozygotycznym, podwojonym haploidom.

Przez wiele lat kultura pylnikéw pozostawata wybrang technikg do produkcji po-
dwojonych haploidéw. Wkrétce jednak rozpoznano, ze kultura mikrospor bedzie
pozwalata na analizowanie embriogenezy mikrospor oraz bedzie jedng z metod
spetniajaca oczekiwania genetykdéw i hodowcéw co do produkcji duzych populacji
podwojonych haploidéw z wybranych mieszancéw, reprezentujgcych genetyczng
zmienno$¢ meskiej mejozy (2).

Przelomem w badaniach byto rozpoznanie, ze jeden czynnik - stres - jest nie-
zbedny do zainicjowania embriogenezy w mikrosporach lub miodych ziarnach pytku.
Zmiane z gametofitowej na sporofitowa droge rozwoju indukowano w mikrosporach
przez stosowanie wielu czynnikéw zaréwno in v/Vo jak i in vitro. Na formowanie sie za-
rodkéw w kulturach pylnikéw miaty m.in. wptyw warunki wzrostu roslin-dawcéw: gtéd
azotowy i krétki dzien potaczony z niska temperatura, a takze traktowanie odcietych
kwiatostanéw, pakéw kwiatowych i pylnikdw niska czy wysoka temperaturg lub sub-
stancjami chemicznymi (3). Istotnymi okazaly sie przeprowadzone badania, w ktérych
izolowane mikrospory, z roslin normalnie rozwijajacych sie, poddawano dziataniu
stresu in vitro, np. gtodu u tytoniu (4), czy szoku wysokiej temperatury u rzepaku (5).
W tych badaniach doktadnie wykazano, ze stres jakiemu trzeba podda¢ mikrospory
jest niezbedny w uzyskaniu zadowalajacej wydajnosci embriogenezy mikrospor.
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Przez czterdzieSci lat badania nad androgenezg in vitro z powodzeniem prowadzo-
no u wielu gatunkéw. Spis roslin, u ktérych inicjowano sprofitowy wzrost mikrospor
obejmujg liczne opracowania, np. Ferrie i in. (6), Sopory i Munshi (7), Raghwan (8).
Czestotliwos¢ indukcji embriogenezy mikrospor u takich gatunkéw jak: Brassica napus,
Hordeum vulgare, Nicotiana tabacum, Oryza sativa, Triticum aestivum jest na tyle wysoka,
ze pozwala na przeprowadzanie badan biochemicznych i molekularnych tego procesu.

3. Kultura mikrospor rzepaku

Rosliny haploidalne Brassica napus, droga kultury pylnikdw, po raz pierwszy uzy-
skali Thompson i Wenzel w 1975 r. (9). Zastosowanie szoku termicznego w po-
czatkowym okresie prowadzenia kultury pylnikéw, jak wykazali Keller i Armstrong
(10), polepszyto wydajno$¢ androgenezy in vitro u tej rosliny. Znaczne zwiekszenie
wydajnosci embriogenezy mikrospor rzepaku nastagpito jednak dopiero po zastoso-
waniu kultury izolowanych mikrospor. Po raz pierwszy opis techniki izolacji mikro-
spor rzepaku i procesu androgenezy w kulturze izolowanych mikrospor przedstawit
Lichter (11). W pézniejszych pracach metodycznych spotykano r6zne modyfikacje
majace na celu podniesienie wydajnosci embriogenezy mikrospor oraz skuteczng
konwersje zarodkéw mikrosporowych (12).

Pomimo wielu lat pracy roznych osrodkéw badawczych nad wyjasnieniem proce-
su androgenezy Brassica napus zrozumienie tego zjawiska jest nadal jedynie frag-
mentaryczne. Pechan i Smykat (13) w swoim opracowaniu podsumowaujg stan badan
nad indukcjg androgenezy u rzepaku:

1. Koniecznos¢ dziatania stresu w inicjacji androgenezy. Powigzane to jest z po-
jawianiem sie transkryptow biatek szoku wysokiej temperatury (smFISP) w komor-
kach poddawanych stresowi. Androgeneza nie moze by¢ zainicjowana bez wywo-
tania reakcji na warunki stresowe w postaci wystgpienia transkryptow smFISP.

2. Dziedziczne zdolnosci roslin do androgenezy wyrazajace sie reakcjg na stres
mikrospor.

3. Scisle okreslone stadium rozwoju mikrospory, w ktérym indukcja do androge-
nezy jest mozliwa. Faza pierwszej mitozy ziarna pytku jest optymalnym momentem
do zainicjowania zmiany kierunku rozwoju z gametofltowego na sporofitowy.

4. Udziat jgdra wegetatywnego w formowaniu sie zarodka androgenicznego.

5. Zazwyczaj symetryczny pierwszy podziat mikrospory rozpoczynajgcy andro-
geneze.

4. Geny zwigzane ze zmiang rozwoju mikrospory

Zdolnosci komoérek do odpowiedzi na stres sg prawodopodobnie najwazniej-
szym czynnikiem okre$lajgcym, czy androgenezg zostanie zainicjowana.
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W przedstawionych przez wielu autoréw wynikach badan biochemicznych i ana-
liz molekularnych prébuje sie wyjasni¢ mechanizm indukcji embriogenezy mikro-
spor (3,14). W embriogennych mikrosporach ma miejsce powstawanie biatek szoku
wysokiej temperatury, fosforylacja biatek oraz reinicjacja replikacji DNA (4,14,15).
Wyizolowano kilka genéw, ktérych funkcja wydawata sie niezbedna w embriogen-
nych mikrosporach tytoniu, pszenicy czy rzepaku (16-18). Jednakze do dzisiaj nie
wyizolowano, ani biatek, ani genéw induktoréw androgenezy lub specyficznych
markeréw dla embriogennych mikrospor (19).

5. Podsumowanie

Mikrospora w kulturze in vitro moze by¢ reprogramowana do podziatéw i ufor-
mowania dwubiegunowego zarodka. Reakcja na stres jest sygnatem do indukcji fazy
sporofitowej, zapobiegajgc rozwojowi ptodnego ziarna pyiku-gametofitowej fazy.
Ostatecznym celem tego procesu jest rozwoj kazdej mikrospory heterozygotycznej
rosliny Fi mieszanca w podwojonego haploida w taki sposob, aby uzyskana popula-
cja podwojonych haploidow catkowicie reprezentowata genetyczng zmienno$¢ po-
przedzajgcej mejozy.

W przysziosci wiedza o identyfikacji produktéw genéw zwigzanych z embrioge-
neza mikrospor utatwi opracowanie optymalnych warunkéw uzyskiwania podwojo-
nych haploidéw réznych gatunkéw roslin.
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