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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 of the preceding meiosis.
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1. Wstęp

Zjawisko embriogenezy mikrospor in vitro dotyczy zmiany 
kierunku z normalnego rozwoju gametofitowego na drogę two­
rzenia zarodka. Ten proces może być rozpatrywany zarówno 
jako przykład możliwości zmiany kierunku rozwoju komórki lub 
jako model do badań nad wczesnymi etapami embriogenezy roś­
lin.

Cykl życiowy roślin składa się z fazy sporofitowej i gametofi- 
towej. Faza sporofitowa u roślin dwuliściennych obejmuje więk­
szą część cyklu życiowego, w przeciwieństwie do fazy gametofi- 
towej, która jest krótka i trwa zaledwie od mejozy do syngamii.
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W cyklu życiowym roślin sporofitowa tkanka pylnika - archespor - tworzy większą 
liczbę komórek macierzystych pyłku (2n), z których przez podziały mejotyczne 
z jednej komórki powstają cztery hapłoidalne mikrospory (n). Po pierwszej mitozie 
mikrospory rozwijają się w ziarna pyłku, zawierające jedną komórkę wegetatywną 
i jedną generatywną. U roślin okrytozalążkowych mikrospora jest produktem po­
działu redukcyjnego komórki macierzystej pyłku w pylniku i jest podstawową jed­
nostką, z której rozwija się gametoflt męski. Mikrospora rozwija się w gametę, bo 
tak jest zaprogramowana, ale część z nich (mikrospor) może przekształcać się 
w struktury zarodkowe. Rośliny rozwijające się z mikrospor posiadają haploidalną 
liczbę chromosomów. Po podwojeniu liczby chromosomów uzyskuje się homozygo- 
tyczny, podwojony haploid (ang. doubled haploid, DH) już w pierwszym pokoleniu. 
Z praktycznego punktu widzenia w wyniku anadrogenezy powstające rośliny, czyli 
podwojone haploidy, ułatwiają szybką produkcję homozygotycznych linii i selekcję 
roślin o pożądanych cechach recesywnych, przez co stają się częścią programów ho­
dowlanych różnych roślin.

2. Od kultury pylników do izolowanych mikrospor

Prowadzona kultura in vitro pylników w stadium mikrospor w celu prześledzenia 
rozwoju pyłku ujawniła, że zamiast dojrzałych ziaren pyłku otrzymano zarodki po­
siadające gametyczną (hapłoidalną) liczbę chromosomów (1). Zarodki te rozwijały 
się w rośliny, które po diploidyzacji spontanicznej lub indukowanej dawały po­
czątek homozygotycznym, podwojonym haploidom.

Przez wiele lat kultura pylników pozostawała wybraną techniką do produkcji po­
dwojonych haploidów. Wkrótce jednak rozpoznano, że kultura mikrospor będzie 
pozwalała na analizowanie embriogenezy mikrospor oraz będzie jedną z metod 
spełniającą oczekiwania genetyków i hodowców co do produkcji dużych populacji 
podwojonych haploidów z wybranych mieszańców, reprezentujących genetyczną 
zmienność męskiej mejozy (2).

Przełomem w badaniach było rozpoznanie, że jeden czynnik - stres - jest nie­
zbędny do zainicjowania embriogenezy w mikrosporach lub młodych ziarnach pyłku. 
Zmianę z gametofitowej na sporofitową drogę rozwoju indukowano w mikrosporach 
przez stosowanie wielu czynników zarówno in v/Vo jak i in vitro. Na formowanie się za­
rodków w kulturach pylników miały m.in. wpływ warunki wzrostu roślin-dawców: głód 
azotowy i krótki dzień połączony z niską temperaturą, a także traktowanie odciętych 
kwiatostanów, pąków kwiatowych i pylników niską czy wysoką temperaturą lub sub­
stancjami chemicznymi (3). Istotnymi okazały się przeprowadzone badania, w których 
izolowane mikrospory, z roślin normalnie rozwijających się, poddawano działaniu 
stresu in vitro, np. głodu u tytoniu (4), czy szoku wysokiej temperatury u rzepaku (5). 
W tych badaniach dokładnie wykazano, że stres jakiemu trzeba poddać mikrospory 
jest niezbędny w uzyskaniu zadowalającej wydajności embriogenezy mikrospor.
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Przez czterdzieści lat badania nad androgenezą in vitro z powodzeniem prowadzo­
no u wielu gatunków. Spis roślin, u których inicjowano sprofitowy wzrost mikrospor 
obejmują liczne opracowania, np. Ferrie i in. (6), Sopory i Munshi (7), Raghwan (8). 
Częstotliwość indukcji embriogenezy mikrospor u takich gatunków jak: Brassica napus, 
Hordeum vulgare, Nicotiana tabacum, Oryza sativa, Triticum aestivum jest na tyle wysoka, 
że pozwala na przeprowadzanie badań biochemicznych i molekularnych tego procesu.

3. Kultura mikrospor rzepaku

Rośliny haploidalne Brassica napus, drogą kultury pylników, po raz pierwszy uzy­
skali Thompson i Wenzel w 1975 r. (9). Zastosowanie szoku termicznego w po­
czątkowym okresie prowadzenia kultury pylników, jak wykazali Keller i Armstrong 
(10), polepszyło wydajność androgenezy in vitro u tej rośliny. Znaczne zwiększenie 
wydajności embriogenezy mikrospor rzepaku nastąpiło jednak dopiero po zastoso­
waniu kultury izolowanych mikrospor. Po raz pierwszy opis techniki izolacji mikro­
spor rzepaku i procesu androgenezy w kulturze izolowanych mikrospor przedstawił 
Lichter (11). W późniejszych pracach metodycznych spotykano różne modyfikacje 
mające na celu podniesienie wydajności embriogenezy mikrospor oraz skuteczną 
konwersję zarodków mikrosporowych (12).

Pomimo wielu lat pracy różnych ośrodków badawczych nad wyjaśnieniem proce­
su androgenezy Brassica napus zrozumienie tego zjawiska jest nadal jedynie frag­
mentaryczne. Pechan i Smykał (13) w swoim opracowaniu podsumowują stan badań 
nad indukcją androgenezy u rzepaku:

1. Konieczność działania stresu w inicjacji androgenezy. Powiązane to jest z po­
jawianiem się transkryptów białek szoku wysokiej temperatury (smFlSP) w komór­
kach poddawanych stresowi. Androgenezą nie może być zainicjowana bez wywo­
łania reakcji na warunki stresowe w postaci wystąpienia transkryptów smFlSP.

2. Dziedziczne zdolności roślin do androgenezy wyrażające się reakcją na stres 
mikrospor.

3. Ściśle określone stadium rozwoju mikrospory, w którym indukcja do androge­
nezy jest możliwa. Faza pierwszej mitozy ziarna pyłku jest optymalnym momentem 
do zainicjowania zmiany kierunku rozwoju z gametofltowego na sporofitowy.

4. Udział jądra wegetatywnego w formowaniu się zarodka androgenicznego.
5. Zazwyczaj symetryczny pierwszy podział mikrospory rozpoczynający andro- 

genezę.

4. Geny związane ze zmianą rozwoju mikrospory

Zdolności komórek do odpowiedzi na stres są prawodopodobnie najważniej­
szym czynnikiem określającym, czy androgenezą zostanie zainicjowana.
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W przedstawionych przez wielu autorów wynikach badań biochemicznych i ana­
liz molekularnych próbuje się wyjaśnić mechanizm indukcji embriogenezy mikro­
spor (3,14). W embriogennych mikrosporach ma miejsce powstawanie białek szoku 
wysokiej temperatury, fosforylacja białek oraz reinicjacja replikacji DNA (4,14,15). 
Wyizolowano kilka genów, których funkcja wydawała się niezbędna w embriogen­
nych mikrosporach tytoniu, pszenicy czy rzepaku (16-18). Jednakże do dzisiaj nie 
wyizolowano, ani białek, ani genów induktorów androgenezy lub specyficznych 
markerów dla embriogennych mikrospor (19).

5. Podsumowanie

Mikrospora w kulturze in vitro może być reprogramowana do podziałów i ufor­
mowania dwubiegunowego zarodka. Reakcja na stres jest sygnałem do indukcji fazy 
sporofitowej, zapobiegając rozwojowi płodnego ziarna pyłku-gametofitowej fazy. 
Ostatecznym celem tego procesu jest rozwój każdej mikrospory heterozygotycznej 
rośliny Fi mieszańca w podwojonego haploida w taki sposób, aby uzyskana popula­
cja podwojonych haploidów całkowicie reprezentowała genetyczną zmienność po­
przedzającej mejozy.

W przyszłości wiedza o identyfikacji produktów genów związanych z embrioge- 
nezą mikrospor ułatwi opracowanie optymalnych warunków uzyskiwania podwojo­
nych haploidów różnych gatunków roślin.
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