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Present status of biotechnology of rye {Secale cereale L.)
Summary

This review paper covers the results of tissue culture and biotechnology of
rye (Secale cereale L) published between 1990 and 2000. The following subjects
were raised: somatic embryogenesis, haploid production, intergenetic hybridi-
sation and transformation. Upon conclusion ofall the results published to date,
we may say that the progress of biotechnology in the case of rye is very limited
in comparison to other cereals. However, a lot of work and efforts were in-
volved to obtain the aforementioned result. Taking into account the progress in
plant genetics and molecular biology, the authors deeply believe that the New
Millennium will bring a brake-through in rye biotechnology.
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1. Wstep

Zyto {Secale cereale L) nadal Jest gatunkiem waznym gospo-
darczo dla Polski, zajmujacym drugie miejsce wsréd zbdz pod
wzgledem areatu uprawy (1). jest to gatunek o niewielkich wy-
maganiach glebowych i klimatycznych (2). Toleruje niskie tem-
peratury, zasolone gleby oraz ro$nie na glebach nieodpowied-
nich dla innych zhéz (3). Zmniejsza erozje gleby, a zarazem zwigk-
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sza podsiakanie i zatrzymuje wode w glebie. Ze wzgledu na mate wymagania glebo-
we gatunek ten moze by¢ uprawiany na obszarach zniszczonych ekologicznie, jego
uprawa obejmuje kraje Europy Srodkowej i Wschodniej. W Polsce wiekszo$¢ produ-
kowanego ziarna przeznaczona jest na pasze (60%) (4), w USA natomiast wykorzy-
stywane jest gtéwnie jako roslina okrywowa (5).

Zyto jest zrodtem bardzo cennych, waznych rolniczo cech. Od dawna prowadzo-
ne sg prace nad przeniesieniem niektoérych z nich do innych gatunkéw zbhéz. Posia-
da réwniez cechy wymagajgce ulepszenia. W tym celu prowadzone sg czasochtonne
prace hodowlane, poniewaz zyto jest gatunkiem obcopylnym o silnym efekcie de-
presji wsobnej (3,6,7). Istniejagce odmiany to gtdwnie odmiany populacyjne. Od lat
siedemdziesigtych zwraca sie szczeg6lng uwage na mozliwos¢ wykorzystania metod
inzynierii genetycznej w jego programach hodowlanych.

Od opublikowanego w 1990 r. (8) przegladu literatury dotyczacego kultur in vitro ro-
dzaju Secale, obserwuje sie staly wzrost zainteresowania biotechnologiag zyta. Opraco-
wanie wydajnej metody regenerowania roslin w kulturach in vitro stwarza wiele mozli-
wosci takich jak: mikrorozmnazanie, przechowywanie zasobow genowych w stanie za-
mrozenia, produkcji sztucznych (somatycznych) nasion, regeneracji roslin transgenicz-
nych z pojedynczych transformowanych komdrek czy protoplastow, selekcji regene-
rantow pod wzgledem pozadanej cechy, mutacji na poziomie kultur komorkowych.
Wykorzystuje sie dwie drogi regeneracji roslin: organogeneze czyli powstawanie me-
rystemow wierzchotkowych pedu, ktére nastepnie zostajg ukorzenione oraz embrioge-
neze somatyczng, polegajaca na powstawaniu zarodkdw z pominieciem drogi piciowej.

W prezentowanej pracy zostang omowione takie zagadnienia jak: somatyczna
embriogeneza, uzyskiwanie roslin haploidalnych (androgeneza, gynogeneza, elimi-
nacja chromosomow), krzyzowania oddalone oraz transformacja.

2. Somatyczna embriogeneza

Zjawvlisko inicjacji i rozwoju zarodkdw z tkanki somatycznej roélin zostato okres-
lone mianem somatycznej embriogenezy i po raz pierwszy zostato opisane przez
Stewarda (9) i Reinerta (10). Od wielu lat prowadzone s prace nad optymalizacja
metod otrzymania somatycznych zarodkoéw zyta z r6znego typu tkanek somatycz-
nych w kulturach in vitro (8). Wyrdzni¢ mozna 4 podstawowe czynniki wplywajace
na ten proces: 1) rodzaj eksplantantu i jego stan fizjologiczny, 2) rodzaj pozywki, 3)
warunki kultury oraz 4) genotyp.

2.1. Eksplantat

Przebadano rézne typy eksplantanéw, m.in. takie jak: todygi, liscie mtodych sie-
wek, wezly i miedzyweZla, ped gtéwny kwiatostanu i bardzo miode kwiatki, niedoj-
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rzate kwiatostany i zarodki (8). Niedojrzate zarodki okazaty sie najefektywniejszym
Zzrodtem embriogennego kalusa i somatycznych zarodkéw (8,11-15). Zimny i wsp.
(14) i Zimny (16) w pracy nad optymalizacjg metody somatycznej embriogenezy
u zyta, badali zdolno$¢ do embriogenezy zarodkéw w réznym stadium rozwojo-
wym. W tym celu wprowadzono skale o szesciu stadiach rozwojowych, gdzie gtdbwnym
kryterium byt stan zaawansowania rozwoju koleoptyla i tarczki zarodkowej. Auto-
rzy obserwowali, ze najwyzszg efektywnos$¢ embriogenezy u testowanych genoty-
péw zyta wykazywaty zarodki w fazie okreslanej jako p6zne stadium kulistego kole-
optyla. Koleoptyl jest wowczas jeszcze kulisty, a tarczka traci swojg przezroczy-
stos¢. Wskaznik efektywnosci embriogenezy byt nizszy w przypadku miodszych sta-
diéw i drastycznie spadat wraz ze starzeniem sie eksplantatéw. Pewien poziom aku-
mulacji skrobi jest jednym ze wskaznikow wczesnego okresu indukcji somatycznej
embriogenezy. Nalezy wspomnieé, ze wzrastajgca akumulacja skrobi jest wyktadnia
zdolnosci morfogenetycznych komorek scutellum zarodka, ktére ulegajg zmianom
w jego ontogenezie. Podobnie jak u innych roslin zbozowych, u dojrzatych za-
rodkéw nie zdotano zaindukowa¢ somatycznej embriogenezy. Zimny (16) badat
réwniez zdolno$¢ do embriogenezy niedojrzatych kwiatostanow i miodych lisci.
Stosujac te eksplantaty uzyskat wyniki wyraznie gorsze i r6zne w kolejnych powt6-
rzeniach. Natomiast Rakoczy-Trojanowska i wsp. (17,18) otrzymali wyzszg efektyw-
no$¢ embriogenezy, gdy eksplantatami byty niedojrzate kwiatostany niz niedojrzate
zarodki. Rowniez Krumbiegel-Schroen i wsp. (19) wykladajac na pozywke z 2,4-D
zarobwno niedojrzate kwiatostany jak i zarodki, lepsze wyniki otrzymali w przypad-
ku niedojrzatych kwiatostanéw. Podobne obserwacje poczyniono u Secale vavilovii,
gdy zastosowano te same eksplantaty (20).

2.2. Pozywka

Kolejnym waznym czynnikiem w procesie somatycznej embriogenezy zyta obok
typu eksplantatu jest pozywka (8). Przebadano wiele pozywek pod wzgledem ich
przydatnosci do indukcji somatycznej embriogenezy: Norstog (21), Gamborg - B5
(22), Blaydes (23), White (24), Heller (25), Burstrom (26), CC (27), Cg (28). Najczesciej
jednak stosowana jest pozywka MS (29) i jej modyfikacje, polegajgce na wzbogaca-
niu réznymi kombinacjami witamin, cukréw, regulatoréw wzrostu, substancji orga-
nicznych czy innych (8). Zimny i Lorz (14) i Zimny (16), badajac cztery pozywki, wy-
kazali, ze pozywka CC (27) jest najodpowiedniejsza do indukowania procesu. Po jej
zastosowaniu uzyskano najwyzszag intensywno$¢ i efektywnos$é somatycznej em-
briognezy. Rakoczy-Trojanowska i wsp. (17,18) i Vazquez i wsp. (20) stosowali po-
zywke MS (29).

Najczesciej uzupetniajagcymi poZ3Avke regulatorami wzrostu w roslinnych kultu-
rach in vitro, sg auksyny i cytokininy. Dobér odpowiedniego regulatora wzrostu oraz
jego stezenie jest czynnikiem decydujacym o powodzeniu kultury. Najczesciej sto-
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sowang auksyng indukujaca somatyczng embriogeneze u zyta i innych gatunkow
z klasy Jednolisciennych jest 2,4-D (kwas dwuchlorofenoksyoctowy) (12,13,30). Sto-
sowano réwniez i inne auksyny (12), a nawet cytokininy, chociaz te ostatnie, jak wy-
kazano, nie miaty korzystnego wptywu na indukowanie somatycznej embriogenezy.
Natomiast badane przez Zimnego (16) trzy auksyny z grupy kwaséw fenoksyocto-
wych indukowaty proces somatycznej embriogenezy. Optymalne stezenia 2,4-D byly
zawarte miedzy | mg dcenr™ a 2 mg dem™, wyzsze natomiast wptywaly negatywnie
na efektywno$¢ somatycznej embriogenezy. Zastosowany Picloram (kwas 4-ami-
no3,5,6-trojchloroopikolinowy) z niska efektywnoscia indukowat ten proces we wszyst-
kich zbadanych stezeniach w zakresie od | mg dcm' do 8 mg dcm'®. Najbardziej
efektywnie somatyczna embriogeneza indukowana byta w zakresie od 4 mg dcm™”
do 8 mg decm' dicamby (kwas 3,5-dwuchloro-o-anizowy), a za optymalne stezenie
uznano 6,6 mg dcm™.

2.3. Warunki kultury

Trzecim waznym czynnikiem w procesie somatycznej embriogenezy sg warunki
kultury (8). Kultury zyta prowadzono zaréwno w ciemnosci przez caty okres (20) jak
i wobec fotoperiodu 16/8 godz. (dzier/ noc) (17,18,31) lub przy silnym natezeniu
Swiatta. Zimny (16) w swojej pracy poswieconej optymalizacji warunkéw somatycz-
nej embriogenezy zbadat wptyw Swiatta od 0 do 3,5 tys. luxéw na ten proces. Eks-
plantaty zyta najefektywniej rozwijaty kalus przy statym natezeniu $wiatta 750 luxdw.

2.4, Genotyp

Oprécz omoéwionych czynnikdw na proces somatycznej embriogenezy wptyw
miat réwniez genotyp roslinny. Wykazano, ze proces somatycznej embriogenezy
jest kontrolowany przez wiele gendw wspétdziatajacych ze sobg. Zdolno$¢ do tv/o-
rzenia embriogenicznego kalusa, jak réwniez regeneracja roslin jest warunkowana
przez geny recesywne. Natomiast powstawanie nieembriogenicznego kalusa jest
determinowane przez geny dominujace, ktére dodatkowo moga miec¢ dziatanie ad-
dytywne. Brak reakcji moze by¢ warunkowany dwoma genami pozostajgcymi ze
sobg w relacji o charakterze supresji (17,18).

3. Otrzymywanie roslin haploidalnych

Zywe zainteresowanie metodami otrzymywania i wykorzystania roslin haploidal-
nych potocznie nazywanych haploidami datuje sie od lat szes¢dziesiatych ubiegtego
stulecia. Opracowano szereg metod indukowania rozwoju komérek haploidalnych
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w rosliny, wykorzystujac w nich mikrospory (androgeneza) jak i haploidalne komor-
ki gametofitu zenhskiego (gynogeneza) oraz eliminacje chromosomoéw zapylacza np.
Zea mays czy Hordeum bulhosum. Dotychczas rozwinieto nastepujace drogi uzyskiwa-
nia roslin haploidalnych na drodze androgenezy: kultury pylnikéw (anther culture),
kultury spontanicznie uwalnianych przez pylnik wielokomérkowych struktur mikro-
sporowych (shed culture) i kultury izolowanych mikrospor (microspore culture).

Proby otrzymania haploidalnych roslin zyta prowadzone sa od blisko 30 lat
w wielu osrodkach badawczych. Haploidalne rosliny dotychczas uzyskano jedynie
w kulturach pylnikowych, a szczegélnie duzy postep w otrzymywaniu ich nastapit
po roku 1996 (32,33).

Na wynik kultur pylnikéw i izolowanych mikrospor wptywa wiele czynnikéw, najwaz-
niejszymi z nich to: genotyp, stan fizjologiczny roslin dawcéw, stadium rozwojowe mi-
krospory, zastosowany czynnik stresujacy, pozywka oraz fizyczne warunki kultury.

3.1. Genotyp

W wielu pracach wskazuje sie, ze wynik indukowania androgenezy w wysokim
stopniu jest zalezny od genotypu roéliny dawcy. Sprawia to, ze z niektérych linii,
populacji i gatunkéw ta droga nie otrzymano dotychczas haploidéw (34-37). U zyta
Secale cereale L. regeneracja zielonych roslin w kulturach pylnikowych byfa niemozli-
wa (38-41) lub przypadkowa (42-47).

Podejmowano wiele préb otrzymania zielonych rosélin w kulturach pylnikowych
zyta nie tylko Secale cereale, ale réwniez u S. montanuin (48) czy mieszanca S. cereale x
S. vavilovii (42,43,46,49-52).

Wenzel i Thomas (53) po raz pierwzy zregenerowali pojedyncze zielone rosliny
S. cereale. Kilka linii haploidow S. cereale otrzymano z formy tetraploidalnej odmiany
Tero (43) i Teku (45,46). Z materiatéw diploidalnych, Wenzel i wsp. (42) zregenero-
wali rosliny mieszanca Pekuro x Moscow Dwarf i nastepnie z linii L281 x L282 (54).
Daniel (50) uzyskata wysoka efektywno$¢ regeneracji roslin haploidalnych wyno-
szacg 3,3% u linii L201. Flehinghaus-Roux (55) otrzymata linie podwojonych haploi-
déw z odmiany Danko i Carokurz.

W poszukiwaniu genotypdéw o wysokiej zdolnosci do regeneracji w kulturach
pylnikowych zyta ozimego, badano pojedyncze mieszarice pomiedzy odlegtymi od-
mianami Petkus i Carsten. Androgeniczne struktury powstaty u wszystkich badanych
form, z wyjatkiem mieszancéw Fl zawierajacych tto genetyczne z Petkus. Stopien
indukcji mikrospor do podziatéw komérkowych u odmiany Petkus byt niski, a rege-
neracja roslin nie powiodta sie. Inng sytuacje zaobserwowano u odmiany ,,Carsten”,
u trzech mieszancow FIl, a w szczegélnosci u jednego z nich (L285-F x L283-R),
z 857 wytozonych pylnikéw zregenerowano 5 zielonych roslin (51).

W roku 1996 nastgpit przelom w uzyskiwaniu roslin haploidalnych na drodze
kultury pylnikow zyta. Immonen i Anttila (32) przebadatly 21 genotypéw zyta ozime-
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go ijarego. U wszystkich badanych genotypéw obserwowano pylniki tworzace kalus
androgeniczy lub zarodki, a ich procent wahat sie w granicach od 1,4 do \5% wy-
tozonych pylnikéw. Natomiast u czternastu linii otrzymano zielone rosliny. Najwyz-
sza efektywnos$¢ uzyskana przez Immonen i Anttila (32,56) to 30,6 zielonych roslin
na 100 wytozonych pylnikdw u linii zyta jarego joO2. Nastepnie Immonen (57) prze-
badata kolejnych dwadzieScia odmian i linii hodowlanych (finskich, polskich, szwedz-
kich, rosyjskich i dunskich) zyta ozimego w tym takich, ktére wczes$niej wielu auto-
row opisato jako niezdolne do indukcji androgenenzy. U wszystkich otrzymano ka-
lus, a tylko w przypadku dwdch linii nie udato sie zregenerowac roslin. Stwierdzo-
no, ze U zyta jarego tatwiej jest zaindukowa¢ proces androgenezy (32,56), co po-
twierdza wczesniejsze wyniki otrzymane u odmiany Petkus (58).

3.2. Warunki wzrostu roslin dawcoéw

Wedtug jahne i Lorza (59) stan fizjologiczny ro$lin dawcéw ma duzy wptyw na
wynik uzyskany w kulturach pylnikéw i izolowanych mikrospor. Najlepszymi oczy-
wiscie sg warunki naturalne, ale z powodu duzej liczby zakazen, wysokiego zainfe-
kowania kultur poszczegdlnych eksperymentdw uwaza sie, ze rosliny rosngce w tych
warunkach sa bardzo mato przydatne do inicjacji kultur (46). Dlatego opracowano
sztuczne warunki odpowiednie dla wzrostu roslin dawcéw (33). jakkolwiek, Immo-
nen i Anttila (32,56) uprawiaty rosliny zyta ozimego w warunkach polowych, a zyto
jare w warunkach szklarniowych. W obu przypadkach otrzymaty wysoki procent
zregenerowanych roélin haploidalnych. Immonen (57) uprawiata rosliny zaréwno
w warunkach polowych jak i szklarniowych. Indukcje kalusa zaobserwowata w obu
przypadkach. Natomiast regeneracja roslin haploidalnych byla wyzsza z kalusa po-
chodzacego z roslin rosnacych w warunkach szklarniowych.

3.3, Stadium rozwojowe mikrospory

Kolejnym czynnikiem, ktory ma decydujagcy wptyw na liczbe pylnikéw two-
rzacych kalus androgeniczny lub zarodki i na liczbe zregenerowanych roslin, jest
stadium rozwojowe mikrospory inicjujacej kulture. U zb6z najlepsze wyniki uzyska-
no, kiedy mikrospora znajdowata sie w fazie od $rednio- do p6znojednojadrowej
(33,45,60-62).

Wplyw stadium rozwojowego mikrospory na reakcje pylnikéw zyta w kulturze
zostat doktadnie zbadany przez Immonen i Anttila (56). Dla utatwienia prowadzenia
eksperymentu autorki pogrupowaty pylniki zyta w zaleznosci od ich dtugosci (od
4,5 do 8 mm) na osiem Klas, ktore skorelowano ze stadium rozwojowym mikrospo-
rogenezy. Zaobserwowano, ze indukcja kalusa androgenicznego jest dodatnio sko-
relowana ze stadium rozwojowym mikrospory. Najwiecej pylnikéw tworzyto kalus
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androgeniczny lub/i zarodki, gdy jadro ich mikrospor przeszto juz pierwszy podziat
mitotyczny. Maksymalna liczba zregenerowanych zielonych roélin u kazdej z bada-
nych form zwigzana byta z inng fazg rozwojowa mikrospory i tak na przyktad u od-
miany lokalnej Hannila z mikrospor, ktore przeszty juz pierwszy podziat mitotyczny
(6,5-7,5 mm dtugos¢ pylnika), a u odmiany Auvinen z mikrospor, ktére byly we
wczesniejszej fazie rozwoju (5 mm diugosé pylnika). Malepszy (58) badat wptyw ko-
lejnych stadiow mikrosporogenezy (komorka macierzysta pytku, diady, tetrady, mi-
krospory, dojrzaty pytek i ziarna pytku) na reakcje pylnikoéw w kulturze. Androgeni-
czy kalus otrzymat tylko z pylnikéw, u ktérych mikrosporogeneza byta w fazie tetra-
dy i mikrospory.

3.4. Wstepne traktowanie

Zatozenie kultury pylnikowej jest zazwyczaj poprzedzone traktowaniem mate-
riatu czynnikiem stresowym, ktéremu przypisuje sie fundamentalng role w zmianie
programu rozwojowego mikrospory z gametofitycznego na sporofityczny. Najczes-
ciej stosowanym jest stres termiczny, polegajacy na przechtodzeniu lub ogrzaniu.
W przypadku Graminae jest to inkubacja w temperaturze -I-4°C (35,43,59,63),
a u Brassicaceae w -1-32,5°C (64).

W kulturach pylnikowych zyta powszechnie stosowane jest wstepne przechio-
dzenie ktoséw. Thomas i wsp. (49) stosowali temperature -1-6°C przez 3 do 15 dni,
Lorenz (41) natomiast -1-4 - -H5°C przez 8 do 14 dni. Daniel (50) oraz Rakoczy-Troja-
nowska i wsp. (47) przetrzymywali klosy przez 7 dni w temperaturze -+-4°C wedtug
procedury Flehinhaus i wsp. (45). Natomiast Immonen i Anttila (32) stwierdzity, ze
wydtuzenie okresu wstepnego traktowania ktoséw przechtodzeniem od -I-4°C do 4-5
tygodni, niezaleznie czy byly przetrzymywane na Swietle czy w ciemnosci, zwieksza
liczbe pylnikdw tworzacych kalus, jak i liczbe zregenerowanych roslin. Immonen
(57) rowniez zaobserwowata, ze liczba pylnikdw tworzacych androgeniczny kalus
u wszystkich badanych form byta siedem razy wyzsza, gdy ktosy bylty przetrzymywa-
ne w temperaturze -1-4°C przez 3 tygodnie niz przez 7 dni. Liczba zregenerowanych
zielonych roslin byta réwniez wyzsza, ale tylko 4,6 razy. Natomiast Immonen i Antti-
la (65) rozpatrujac liczbe pylnikow formujacych androgeniczny kalus, stwierdzity za-
lezno$¢ pomiedzy czasem traktowania ich chtodem na Swietle i w ciemnosci, a ge-
notypem rosliny. U odmiany lokalnej Hannila stwierdzono, ze 26,1% wytozonych
pylnikéw tworzyto kalus. Pylniki pochodzity z kioséw poddanych przechtodzeniu
w -I-4°C przez 21 dni w ciemnosci. Natomiast, po 21 dniach na Swietle, u odmiany
joO 20,0% pylnikow tworzyto kalus. Odmiana ta charakteryzowata sie wysokim pro-
centem (18,9%) pylnikéw reagujacych w warunkach kontrolnych.
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3.5. Pozywka

W kulturach pylnikowych zyta wykorzystywane byly rozne pozywki, specyficzne
dla linii, odmiany czy populacji. Skfadnikami pozywki majacymi bezposredni wptyw
na ticzbe pylnikéw tworzacych kalus, a nastepnie na regeneracje roslin sg: makro-,
mikroelementy, zrodto wegla organicznego ijego stezenie, dob6r odpowiednich re-
gulatoréw wzrostu oraz rodzaj czynnika zestalajacego. Wykazano réwniez, ze nie
bez znaczenia jest spos@b sterylizacji pozywki, a w szczegdlnosci roslinnych regula-
toréw wzrostu (32,46,47,57,66,67).

3.5.1. Makro- i mikroelementy pozywki

W eksperymentach dotyczacych kultur pylnikowych zyta przebadano wiele po-
zywek. Wenzel i wsp. (43) sugerowali stosowanie pozywki z ekstraktem ziemniacza-
nym wg Anonymous (68). Pozywke ziemniaczang stosowali rowniez Rakoczy-Troja-
nowska i wsp. (47). Duzy wptyw odmiany ziemniaka, skomplikowany proces przygoto-
wania tej pozywki oraz brak wiadomego czynnika stymulujgcego androgeneze spra-
wit, ze nie znatazta ona powszechnego zastosowania. Wenzel i wsp. (43) polecali mo-
dyfikacje pozywki N6 (69), ktéra poczatkowo byta stosowana w kulturach pylnikowych
ryzu. Pozywke te uzywato wietu badaczy z rdznym skutkiem (32,45,47). Niektorzy auto-
rzy m.in. Daniel (50) stosowali modyfikacje pozywki MS (29), a Bicar i Darvey (70) za-
stosowali pozywke MC17 (71). Immonen i Anttila (32) sprawdzity kilka pozywek: MS
(29), N6 (72), AA (73), OAC-1 (74), 190-2 (75) i W14 (76) w celu znalezienia uniwersalnej
dla wszystkich badanych linii i odmian. Wymienione poz)Avki zawieraty witaminy i ze-
lazo wg pozywki MS (29). Indukcja kalusa wystapita na wszystkich badanych pozyw-
kach, ale do dalszych badan wybrano pozywke 190-2 (75). Dla wszystkich badanych
odmian i linii okazata sie ona najlepsza. Na tej pozywce stwierdzono najwiekszg liczbe
pylnikéw tworzacych kalus (25% wytozonych pylnikow) oraz najwczesniejszg indukcje
kalusa. Réwniez Immonen i Anttila (56, 65) i Immonen (57) stosowaty pozywke 190-2
(75). Immonen i Anttila (77) ponownie zbadaty szeS¢ wymienionych pozywek, ktore
réznity sie m.in. stosunkiem formy azotu (azotowej do amonowej) i jego ilosci. Tak jak
poprzednio na pozywce 190-2 najwiecej pylnikéw tworzyto kalus androgeniczny. Ka-
lus androgeniczny pochodzacy z pozywki W14 charakteryzowat sie natomiast najwie-
kszg zdotnoscig regeneracyjna. Obie badane pozywki: 190-2 i W14 zawieraty niskie
stezenie azotu, odpowiednio 12,9 mmol/L i 23,1 mmol/L.

3.5.2. Zrddio i stezenie wegla organicznego

Whplyw zrédta wegla organicznego na proces androgenezy jest niejasny. U zyta
podobnie jak u pszenicy efektywnos$¢ androgenezy wzrosta po zamianie Zrodta we-
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gla z sacharozy na maltoze (45). Maltoza w pozywce przyczynita sie do zwiekszenia
zar6wno poziomu indukcji androgenezy jak i regeneracji ro$lin. U linii DH5 zwigk-
szyt sie czterokrotnie poziom indukcji i dziesieciokrotnie liczba zregenerowanych
zielonych roslin (33). Zastosowanie maltozy zwiekszyto réwniez powtarzalno$é stop-
nia indukcji i regeneracji roslin w doswiadczeniach przeprowadzonych w réznym
czasie (50,55). Wedtug Deimling i wsp. (78) kalus lub zarodki u zyta powstajg tylko
na pozywce z maltozg. Immonen i Anttila (56) wysoki poziom indukcji embriogene-
zy otrzymaty na pozywce z maltoza i z 100 mg decm™ Ficoll 400 a Immonen (57) na
pozywce z dodatkiem tylko Ficoll®400 (Pharmacia Biotech) w ilosci 100 mg dcnr”.
Immonen i Anttila (65) zaobserwowaly, ze maltoza w stezeniu 12% daje gorsze wyni-
ki, niz jezeli zastosujemy ja w stezeniu 9%. W doswiadczeniach nad wptywem steze-
nia maltozy (6-12%) na proces indukcji androgenezy i regeneracji haploidéw zyta
wykazano, ze 6% jest stezeniem optymalnym.

3.5.3. Regulatory wzrostu

Najczesciej stosowanymi regulatorami wzrostu w kulturach pylnikowych zyta sg
2,4-D (2 mg dem'?) i kinetyna (0,5 mg dem*") (32,33,47,70). Daniel (50) zastosowata
kombinacje Picloramu, IAA (kwas indolilooctowy) i BA (benzyloaminopuryna). Inna
kombinacje 2,4-D, BA i Picloramu badata Hdrlein (46), wyniki wskazywaty niewielka
przewage pozywki z dodatkiem Picloramu, nie byty to jednak réznice istotne. Tho-
mas i wsp. (49) zregenerowali rosliny zyta z kultury pylnikéw prowadzonej tylko
z 2,4-D jako regulatorem wzrostu w pozywce indukcyjnej. Rakoczy-Trojanowska
i wsp. (47) zastosowali 2,4-D, kinetyne i Picloram w kombinacjach i kazda z substan-
cji z osobna. Rosliny otrzymali tylko na pozywce z 2,4-D i kinetyng. Natomiast Bicar
i Darvey (70) zregenerowali rodliny zarowno z zarodkéw pochodzacych z pozywki
zawierajacej 2,4-D i Kinetyne, jak i pozywki zawierajgcej Picloram, IAA i BAP. Immo-
nen i Anttila (56) po zastgpieniu 2,4-D Dicambg w kombinacji z kinetyng zaobserwo-
waly, ze procent pylnikow tworzacych kalus androgeniczny lub zarodkéw i regene-
racja roslin byla na takim samym poziomie, co w przypadku stosowania 2,4-D.
W kolejnych doswiadczeniach stwierdzono, ze Dicamba moze by¢ lepszg auksyng
niz dotychczas stosowana 2,4-D, poniewaz po jej zastosowaniu otrzymaty wyzszy
stosunek zregenerowanych roélin zielonych do albinotycznych (77).

3.5.4. Czynniki zestalajace pozywke
Kultury pylnikowe zyta prowadzi sie zwykle na pozywce zestalonej (32,33,47,
70). Immonen i Anttila (32,56) i Immonen (57) stosowaly z powodzeniem réwniez

pozywki ptynne. Odkad Wernicke i Kohlenbach (79) wykazali hamujgce dziatanie
agaru, w wielu pozywkach preferuje sie zastosowanie agarozy lub gerlitu. W kultu-
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rach pylnikowych zyta, jak sie wydaje, mozna wymiennie stosowaé agaroze i gerlit.
Poziom indukcji i regeneracji jest nieznacznie wyzszy na pozywce zestalonej gerli-
tem, ale nie zawsze jest to rdznica istotna (33). Rézne dotychczas stosowane steze-
nia czynnikow zestalajacych (agaroza 2,5 lub 4,0 g dem™; gerlite 1,25 lub 2,5 g dcm™)
nie wpltywajg w istotny sposob na reakcje pylnikow w kulturze (45). Daniel (50) zre-
generowata rosliny na pozywce zawierajacej 3,2 g dcm'* gerlitu, a Immonen i Anttila
(32, 56) i Immonen (57) stosowaty z duzym powodzeniem Phytagel w stezeniu 0,3%.

3.5.5. Sposéb sterylizacji pozywki

Sposob sterylizacji pozywek lub ich wybranych sktadnikoéw réwniez wptywa na
reakcje kultur pylnikowych. Sterylizacja przez autoklawowanie ma wiele wad: skiad
pozywki moze ulec zmianie, poniewaz niektére skiadniki sg niestabilne w wysokiej
temperaturze (80), rowniez i pH pozywki ulega wahaniom (81). Sterylizacja na zim-
no z zastosowaniem filtrowania jest polecana przez wielu autoréw. Deimling i Fle-
hinghaus-Roux (33) poréwnaty obie te metody. Sterylizacja przez autoklawowanie
istotnie obnizyta poziom indukcji androgenezy u dwéch genotypéw (Y5, CFl). Zaob-
serwowano rowniez drastyczny spadek regeneracji u linii SC35. Natomiast Immo-
nen i Anttila (32,56,77) uzyskaty wysoki poziom indukcji i regeneracji roslin na
pozywkach, ktére byly autoklawowane.

3.5.6. Fizyczne warunki kultury

Najczesciej stosowanymi warunkami podczas indukcji androgenezy jest tempe-
ratura -F24—h28°C w ciemnosci (32,45,47,50,53,70). W bardzo szczeg6towych ba-
daniach okre$lenia wptywu warunkow Swietlnych wykazano, ze zastosowanie $wiatta
nie zwieksza liczby reagujacych pylnikéw, ale zwieksza zywotnos¢ kalusa w porow-
naniu do kalusa z kultur inkubowanych w ciemnosci (33,41).

3.5.7. Regeneracja roslin w kulturze pylnikow

Regeneracja roslin z kalusa zyta pochodzacego z pylnikéw lub ze struktur zarod-
kowych byta najwyzsza na zmodyfikowanej pozywce N6 (69), zawierajacej tylko ki-
netyne w stezeniu 2 mg dcnr” jako regulator wzrostu (45). Dla poréwnania Wenzel
i wsp. (43) oraz Daniel (50) zregenerowali z podobnych struktur roéliny na pozywce
wolnej od regulatoréw wzrostu. Hérlein (46) przebadata 11 pozywek réznigcych sie
regulatorami wzrostu i wykazata, ze niskie stezenie auksyn jest konieczne do zaini-
cjowania procesOw réznicowania i otrzymania zielonych roslin. W tych doswiadcze-
niach na pozywkach bez regulatoréw wzrostu kalus nie byt zdolny do réznicowania.
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Immonen i Anttila (32,56) stosowaty pozywke 190-2 (75) z dodatkiem 0,05 mg dem'”
NAA i 0,5 mg dem' BAP oraz 3% sacharozy zestalong 0,3% Phytageiem. Natomiast
Immonen (57) stosowata 1/2 MS (29) uzupetniong 2,8 mg dem” IAA i 1 mg dem™ ki-
netyny. Rowniez Bicar i Darvey (70) na pozywce MS (29) uzupetnionej IAA (I mg dcm™)
i BAP (mg decm') zregenerowali zielone rosliny.

Deimling i Flehinghaus-Roux (33), przenosity zielone pedy z pozywki regenera-
cyjnej zawierajgcej kinetyne na pozywke bez regulatoréw wzrostu w celu ich uko-
rzenienia. Powolna adaptacja zielonych roslin do wysokiej intensywnosci Swiatta
zwieksza ich szanse na lepszy wzrost (45). Optymalnymi warunkami polecanymi
przez wielu autoréw jest 14- 16-godzinny dzien i temperatura -t-22- -t-27°C.

3.6. Kultura mikrospor

Trudno$ci zwigzane ze sterylizacjg materiatu roslinnego oraz z samg kulturg pyl-
nikéw zyta wptynety na podjecie préb, podobnie jak u innych roslin zbozowych,
prowadzenia kultur izolowanych mikrospor. Wenzel i wsp. (82) izolowali mikrospo-
ry zaréwno bezposrednio z ktosow jak rowniez z pylnikéw po kulturze wstepnej
preculture, w zadnej z kombinacji nie zregenerowali roslin. Rakoczy-Trojanowska
i wsp. (83) przeprowadzili doSwiadczenia majace na celu okreSlenie wptywu kilku
czynnikéw na podziaty i nabrzmiewanie mikrospor u dwoch linii i jednej odmiany
zyta ozimego S. cereale L. W do$wiadczeniu tym zaobserwowano pierwsze podziaty
mikrospor w przypadku dwéch linii L318 i L9, gdy kultura byta prowadzona w kokul-
turze z zalgzniami jeczmienia. Rakoczy-Trojanowska i wsp. (84) izolowali mikrospo-
ry mechanicznie, jak rowniez zastosowali kulture spontanicznie uwalnianych mikro-
spor. Jednakze w kulturze tej uzyskiwali zbyt mate gestosci uwolnionych mikrospor,
co byto prawdopodobnie jednym z czynnikéw hamujagcym nabrzmiewanie i podziaty
mikrospor. Kultura mikrospor izolowanych mechanicznie byla prowadzona w kokul-
turze z zalgzniami jeczmienia i bez niej. Zywotno$¢ mikrospor byfa istotnie obni-
zona w kokulturze z zalgzniami jeczmienia, a takze byta zalezna od stezenia malto-
zy w pozywece. Inicjalne podziaty komorek mikrospor obserwowano tylko w kultu-
rze prowadzonej w kokulturze z zalgzniami jeczmienia.

Deimling i wsp. (85) zregenerowali zielone rosliny zyta w kulturze mechanicznie
izolowanych mikrospor u linii SC35. Otrzymana w tych kulturach liczba ros$lin albi-
notycznych wynosita az 43% wszystkich regenerantow. Frekwencje regeneracji ob-
serwowano na poziomie \0% zielonych roslin z mikrospor izolowanych ze 100 pylni-
kéw. U innej dobrze reagujacej w kulturze pylnikéw linii CFIl, kultury izolowanych
mikrospor zdolne byly do tworzenia kalusa, z ktérego nie udato sie zregenerowaé
roslin (33).
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3.7. Oddalone krzyzowania oraz gynogeneza in vitro

Obecnie u wielu gatunkéw rosliny haploidalne otrzymuje sie na drodze oddalo-
nych krzyzowan. Otrzymane zarodki sg haploidalne, poniewaz w pierwszych po-
dziatach zarodka nastepuje eliminacja chromosoméw ojca (86,87). Na temat haplo-
idanych roslin zyta pozyskiwanych tg droga jest tylko kilka doniesien. Deimling
i Flehinghaus-Roux (33) i Deimling i wsp. (85) uzyskali 6 zarodkéw po zapyleniu
48 000 kwiatkéw. Réwniez Laurie i wsp. (88) znalezli w kilka dni po zapyleniu od-
miany zyta Petkus Spring kukurydza ,,Seneca 60" zarodki w 18,7% zapylonych kwiat-
kow. Natomiast Altenhofer i wsp. (89) otrzymali dwie haploidalne roéliny po zapyle-
niu Secale cereale przez Zea mays, jakkolwiek frekwencja uzyskanych zarodkéw byta
ponizej 5% zapylonych kwiatkéw. Dotychczas nie udato sie otrzymac haploidalnych
roslin z komorek gametofitu zenskiego w kulturze in vitro, wykorzystujac w tym
celu niedojrzate stupki i izolowane niedojrzate zalgznie.

3.8. Charakterystyka roélin otrzymanych w kulturach pylnikéw

3.8.1. Poziom ploidalnosci

U zyta czesto obserwuje sie spontaniczne podwojenie liczby chromosomdw u roslin zre-
generowanych z kultur pylnikowych. W pierwszych pracach (53) wysoki procent zregenero-
wanych roslin miato spontanicznie podwojony genom. W kolejnych do$wiadczeniach 100%
regenerantow wykazywato spontanicznie podwojong liczbe chromosomoéw (42,49).

Wenzel i Forroughi-Wehr (36) szacuja, ze w kulturze pylnikéw zyta 70% zregene-
rowanych roslin jest spontanicznie podwojonymi haploidami. W badaniach Flehin-
ghaus-Roux (55) potwierdzita wczesniejsze doniesienia, ze u linii SC35 i CFl, kolej-
no 66 i 75% regenerantéw to spontanicznie podwojone hapliody. Natomiast wszyst-
kie rosliny zregenerowane przez Rakoczy-Trojanowska i wsp. (47) w kulturach pylni-
kowych byly haploidami. jednakze Immonen (57) w przeprowadzonych ekspery-
mentach otrzymata 69% spontanicznie podwojonych haploidéw. Réwniez Immonen
i wsp. (90) donosza o wysokim udziale roslin o spontanicznie podwojonym geno-
mie, wahajacym sie w zaleznosci od linii czy odmiany w granicach 62-75%, a nawet
do 80% (65). W doswiadczeniach przeprowadzonych przez Bicar i Darvey (70) az 86%
zregenerowanych roélin to spontanicznie podwojone haploidy.

3.8.2. Albinizm

W kulturach pylnikowych roslin jednolisciennych czesto obserwowano powsta-
wanie roslin albinotycznych (91-93). Z niektérych danych wynika, ze procent zrege-
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nerowanych roslin zielonych w kulturze pylnikéw u zb6z jest kontrolowany przez
geny jadrowe lub cytoplazmatyczne oraz ich interakcje (94-97).

Kultury pylnikowe zyta nie réznig sie od kultur pozostatych roslin zbozowych
i charakteryzujg wysoka frekwencja regeneracji roslin albinotycznych. We wczes-
nych pracach z mieszafncem S. cereale x S. vavilovii otrzymywano rosliny albinotyczne
z czestotliwoscig od 9,7 do 70,4" (42,43,49). Na podstawie otrzymanych danych
wskazuje sie na wyrazng zaleznos¢ liczby roslin albinotycznych od genotypu. Zwyk-
le wigkszy procent roslin albinotycznych otrzymano u S. cereale L. w poréwnaniu do
genotypow, ktdre czesciowo zawieraty genom S. vavilovii, tylko u linii L201 (50) sy-
tuacja byta odwrotna. Negatywnym przyktadem jest kultura pylnikéw odmiany Ca-
rokurz oraz Fl z krzyzowan, gdzie formg mateczng byla odmiana Petkus, a oj-
cowskg Cartesn, w ktorej rosliny albinotyczne stanowity 1006 regenerantéw. Row-
niez u mieszancow zawierajacych linie L283, L289, L290, wyprowadzone z odmiany
Carsen obserwowano wysoki procent roslin albinotycznych. Wplyw genotypu byt
wyraznie widoczny, gdy porownano mieszance L283-R x L289-R i L285-R x L289-R.
Wszystkie zregenerowane rosliny z pierwszego mieszanca byly albinotyczne, pod-
czas gdy z drugiego 80% regenerantéw to zielone rosliny. Deimling i Flehinghaus-Roux
(33) i Flehinghaus-Roux i wsp. (51) sugerujg, ze linia L285 moze zawiera¢ czynniki
genetyczne pozytywnie wptywajgce na udziat roslin zielonych wsrod regenerantéw.
Réwniez Immonen i Anttila (32) donosity o zaleznosci liczby zregenerowanych ros-
lin albinotycznych od genotypu, jakkolwiek w pézniejszej pracy, w ktorej opisano
wysoki udziat roslin albinotycznych w kulturze, nie zaobserwowano juz wyraznej
genotypowej zaleznosci. Autorki obserwowaty raczej wyrazny wptyw takich czyn-
nikéw jak: rok w ktérym przeprowadzone zostaty doswiadczenia, wprowadzone
modyfikacje warunkow kultury (56). Na podstawie kolejnych doswiadczen przepro-
wadzonych przez Immonen (57) sugeruje sie, ze duzy wptyw na proporcje roslin zie-
lonych do albinotycznych moga mie¢ warunki uprawy roslin dawcéw oraz zastoso-
wany Ficoll 400.

3.8.3. Cechy morfologiczne

Linie podwojonych haploidow zyta otrzymuje sie rzadko, jednakze uzyskano
szereg pozytywnych rezultatow, ktére moga mie¢ znaczenie hodowlane. Deimling
i Flehinghaus-Roux (33) po raz pierwszy zbadaty wiekszg liczbe bo az 150 linii po-
dwojonych haploidéw zyta. Zaobserwowaty wyrazne réznice morfologiczne wsréd
linii DH pochodzacych z pojedynczych krzyzowan, natomiast réznic w obrebie linii
nie stwierdzono. Immonen i Anttila (65) zaobserwowaty u wszystkich badanych zre-
generowanych roslin symptomy depresji wsobnej. Rosliny byty samoniezgodne, miaty
stabo rozwiniete pylniki i pytek co ograniczato ich wykorzystanie do krzyzowan.

Bicar i Darvey (70) wykorzystali kultury pylnikdw, w celu otrzymania komponen-
tow potrzebnych do uzyskania mieszancéw heterozyjnych z wykorzystaniem cyto-
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plazmatycznej meskiej sterylnosci typu ,,Pampa”. Roslinami donorowymi byty rosli-
ny pokolenia FIl, powstatego po krzyzowaniu obukierunkowym odmiany ,,Lunchs”
0 cytoplazmie typu Pampa, z odmianami australijskimi. Wsréd zregenerowanych
roslin byly zaréwno rosliny meskoptodne jak i meskosterylne. Zaréwno jedne jak
| drugie wystapity tylko, gdy donorem pylnikdw byto pokolenie FI powstate z krzy-
zowania, gdzie formg mateczng byta odmiana ,,Lunchs”, a ojcowska odmiany austra-
lijskie. Z pylnikéw z FI z krzyzowania odwrotnego wszystkie zregenerowane rosli-
ny byty meskoptodne lub czesciowo meskoptodne. Przyczyng braku roslin catkowi-
cie meskonieptodnych w krzyzowaniach odwrotnych wedtug autorow jest niska
ogolna liczba roslin otrzymanych w kulturach pylnikowych. Rosliny uzyskane w wy-
niku przeprowadzonych krzyzowan pojedynczych, gdzie komponentami byly po-
dwojone haploidy meskosterylne i meskoptodne, wykazaty wysoki stopien heterozji.

4. Krzyzowania miedzygatunkowe i miedzyrodzajowe

Mieszance oddalone stanowia interesujgcy materiat do badan genetycznych
i prac hodowlanych, a ponadto dostarczajg danych o pokrewienstwie fiologentycz-
nym krzyzowanych taksonéw (98). Tworzenie mieszancéw oddalonych ograniczaja
lub uniemozliwiajg rozne bariery. Na przyktad w miedzyrodzajowym krzyzowaniu
gatunkdw z rodzaju Hordeum, Secale i Triticum ziarniaki bardzo czesto zamierajg
przed dojrzewaniem, a uzyskane zarodki mieszancowe wykazuja bardzo szeroki
wachlarz zaburzen rozwojowych. Najbardziej znanym wyjatkiem z tej grupy roslin
jest mozliwos$¢ otrzymania w warunkach naturalnych dojrzatych ziarniakéw i roslin
z krzyzowania pszenicy z zytem.

Od lat prowadzone sg prace nad otrzymywaniem mieszancow miedzy H.jubatum
a S. cereale przez Wojciechowska (99-102). Otrzymywane zarodki mieszancowe wy-
ktadano na pozywki Linsmaier i Skoog (103), B5 (99-102,104) zwykle uzupetniane
2,4-D. Zarodki wyktadane na pozywke znajdowaty sie w réznych stadiach rozwoju.
Zarodki bedace w stadium globularnym i dodatkowo znieksztatcone wyktadano na
pozywke z 2,4-D w celu zaindukowania kalusa. Powstaly tg drogg kalus pasazowano
na pozywki roznigce sie stezeniem auksyn. Wynikiem tego byla regeneracja roslin
zarbwno na drodze organogenezy jak i somatycznej embriogenezy (105). Kolejnym
krokiem zwiekszajagcym efektywnos¢ regeneracji roslin z zarodkéw mieszacowych
H. vulgare x S. cereale byto podanie na kwiatki roztworu GA3 w ciggu 24-48 godzin od
zapylenia (106). Do czaséw obecnych uzyskano szereg mieszancow H.jubatum x
5. cereale, H. vulgare x S. cereale, Triticum (4x) x Secale, Triticale x Secale (107,108) jak
réwniez Aegilops x Secale (109).
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5. Transformacja zyta

Transformacja genetyczna roslin polega na wprowadzeniu do komdrek egzogen-
nego DNA, a nastepnie jego integracji z genomem biorcy i ekspresji transgenu. Zna-
nych i stosowanych jest kilka metod transformacji. W przypadku zyta tylko jedna
z nich znalazla zastosowanie, jest to metoda wykorzystujgca strzelbe genowg
(110-114). Jednak pierwsze transgeniczne rosliny zyta otrzymali de la Pena i wsp.
(115) po wstrzyknieciu in planta DNA do miodych kwiatostanéw. Wynikiem tego
eksperymentu byly dwie rosliny transgeniczne. O kolejnych transgenicznych rosli-
nach zyta donosili Castillo i wsp. (110). W tych do$wiadczeniach otrzymano zielone
transgeniczne ro$liny, stosujac strzelbe genowg do wprowadzenia plazmidu pAHC25
zawierajacego gen markerowy uidA i selekcyjny bar. Ekspermymenty prowadzono
z trzema rodzajami eksplantatéw: niedojrzatymi zarodkami, mtodym embriogenicz-
nym kalusem i 5-miesieczng embriogeniczng tkanka kalusowg. Transgeniczny kalus
otrzymano u wszystkich typéw eksplantatow, co sugeruje, ze komorki w ré6znym
wieku sg zdolne do przyjmowania i integracji transgenu, ale rosliny zregenerowano
tylko z miodej embriogeniczej tkanki kalusowej. Wedtug Krumbielgel-Schroeren
i wsp. (19) efektywnos¢ regeneracji zyta w kulturach zarodkow jest niska i spada
szybko wraz ze starzeniem sie kultury. O kolejnych transgenicznych roélinach zyta
donosili rowniez Castillo i wsp. (111). Poddajac transoframcji takie same typy ek-
splantatéw jak uprzednio i stosujgc ten sam konstrukt, wyselekcjonowali na po-
zywece selekcyjnej zawierajacej 5-30 mg dcm""PPT czternascie linii kalusa. Nastepnie
przeniesli je na pozywke regeneracyjng zwierajacg 5 lub 10 mg dcm'™ Basta. Tylko
z dwoch linii kalusa zregenerowano ro$liny, w obu przypadkach kalus pochodzit
z zarodkow, ktore transformowano po 18-25 dniach kultury. Otrzymane w tym do-
Swiadczeniu rosliny nie roznity sie morfologicznie od roslin kontrolnych oraz byly
ptodne. Przeprowadzone analizy Southern biot potwierdzity obecno$¢ obu genéw
w genomie roslin pokolenia RO i RI.

W Polsce réwniez prowadzone sg prace nad otrzymaniem transgenicznych roslin
zyta w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Radzikowie (112) oraz w Kate-
drze Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin w SGGW w Warszawie (informacja
ustna Rakoczy-Trojanowska, 2000). Sowa i wsp. (112) podobnie jak inni autorzy
otrzymali transgeniczne rosliny zyta przy uzyciu strzelby genowej. Obiektem trans-
formacji byly niedojrzate zygotyczne zarodki zyta. W eksperymencie wykorzystano
plazmid pDBI, ktéry zawierat gen reporterowy iiidA, kodujacy |3-glukuronidaze pod
kontrolg promotora aktyny ryzu oraz gen markerowy bar, kodujacy acetylotransfe-
raze fosfinotrycyny pod kontrolg promotora 35S wirusa mozaiki kalafiora. Tylko
dwie roéliny jarej odmiany Petka i jedna ozimej odmiany Tur po przeprowadzeniu
badania histochemicznego wykazywaly obecno$¢ enzymu p-glukuronidazy oraz prze-
zyly oprysk herbicydem Basta. Przeprowadzona analiza Southern biot i PGR potwier-
dzity obecnos¢ obu genéw markerowych w genomach badanych roslin. Wedtug
Sowy i wsp. (112) na efektywnos$¢ transformacji wpltywaja trzy czynniki: 1) metoda
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transformacji, 2) efektywnos¢ somatycznej embriogenezy i 3) zdolnosci regeneracyj-
ne tkanki transformowanej. Poniewaz w przypadku zyta zaréwno efektywno$¢ so-
matycznej embriogenezy jak i regeneracji jest bardzo niska w poréwnaniu do in-
nych roslin zbozowych, dlatego tak trudno jest otrzymac transgeniczne rosliny zyta.
W kolejnej pracy Sowa i wsp. (113) zanim przystapili do eksperymentow nad trans-
formacja, przebadali 50 r6znych genotypow zyta pod katem ich zdolnosci do soma-
tycznej embriogenezy. Wybrano 6 z nich do ktérych wprowadzono dwa konstrukty
jednoczesnie: pDBI oraz pAWact-Sec zawierajgcy fragment 196 pz 5' genu sec-1 zyta
w orientacji antysensowej pod kontrolg promotora Act-1. Transformowano 6914
niedojrzatych zarodkéw, ktére uprzednio hodowano na pozywce w obecnosci Di-
camby przez 2-6 dni. Po etapie selekcji zregenerowano 117 roslin, z ktérych tylko
15 przezyto oprysk herbicydem Basta. Przeprowadzona analiza PCR i Southern biot
na obecnos¢ gendw bar i uidA wykazata obecnos¢ obydwu gendéw tylko w genomie
siedmiu roslin, a tylko dwie z nich posiadaty transgen pAWact-Sec.

6. Podsumowanie

w przedstawionym przegladzie literatury z ostatniego dziesieciolecia wskazuje-
my, ze mozliwosci manipulacji genomem zyta sg nadal ograniczone. Wynika to z re-
cesywnego charakteru cech, ktére w warunkach kultur in vitro odgrywajg pierwszo-
planowa role. Majac na uwadze postep biologii molekularnej i mozliwos¢ izolacji
gendéw odpowiedzialnych za morfogeneze oraz opanowanie podstawowych techniki
kultur in vitro zyta nalezatoby dokonac¢ takiej transformacji dzieki ktérej wprowa-
dzono by dodatkowe geny zdolnosci morfogenetycznych odpowiedzialne za soma-
tyczna i haploidalng embriogeneze. Autorzy wierzg, ze taki wynik z pewnoscig przy-
czynitby sie do lepszego wykorzystania biotechnologii w genetyce i hodowli zyta.
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