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Summary

The aim of the presented review is to analyse the possibilities of creating
highly morphogenic Triticum aestivum genome using generative hybridisation of
various wheat forms and its relatives.
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1. Wstep

Biotechnologia, definiowana Jako zintegrowane dziatanie na
rzecz wykorzystania potencjatu komérki, w przypadku roslin
zmierza do uzyskania genetycznie zmodyfikowanego pojedynka
lub linii komérkowej o innym wtérnym metabolizmie, w oparciu
na jej totipotencji.

Wykorzystanie w warunkach kultur in vitro komérki soma-
tycznej i coraz czeSciej komdrek szlaku generatywnego rosliny
jako obiektu manipulacji genetycznych mogto nastgpi¢ tylko
dzieki postepowi badan nad zdolnosciami morfogenetycznymi
eksplantatu o réznym poziomie zorganizowania. Pomimo ze ma-
teriatem eksperymentalnym czesto bywa wielokomoérkowy eks-
plantat, to jednak pojedyncza komorka byta i jest podstawowym
adresatem manipulacji genetycznych. Juz na poczatku XX stule-
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cia hipoteza Haberlanda zaktadata istnienie w kazdej komorce roslinnej zdolnosci
do przechodzenia wtérnych podziatow komoérkowych, efektem ktérych miata byc
regeneracja catej rosliny.

W ostatnich dziesiecioleciach w przeprowadzanych eksperymentach w zakresie
kultur in vitro potwierdzono te hipoteze i wykazano istnienie wysokiego potencjatu
morfogenetycznego komorki roslinnej, wyzwolonego poprzez stymulowanie bodz-
cami egzogennymi ekspresji gendw. Najbardziej spektakularnym uwidocznieniem
sie zdolnosci morfogenetycznych jest mozliwos¢ przejscia komorki szlaku genera-
tywnego na droge rozwoju wegetatywnego. Konsekwencjg ekspresji genéw zwigza-
nych z inicjacjg podziatow komdrkowych jest regeneracja ptodnej rosliny na drodze
organogenezy, czy tez somatycznej embriogenezy.

W przypadku somatycznej embriogenezy mamy do czynienia z ekspresja jadro-
wych genéw embriogenezy w komérkach, ktérych funkcjonowanie zwigzane jest
z wezesnymi stadiami rozwoju rosliny, poczynajgc od genow kontrolujgcych pierw-
szy podzial komdrkowy funkcjonalnej zygoty. Cechami wyrazajagcymi ekspresje ge-
néw odpowiedzialnych za proces rdéznicowania roslin drogag embriogenezy soma-
tycznej sa: liczba komérek lub mikrospor inicjujacych rozwéj somatyczny, liczba ku-
listych wielokomdrkowych struktur rozwijajacych sie w zarodki, liczba zregenero-
wanych roslin zielonych, liczba roslin albinotycznych i stosunek zregenerowanych
roslin zielonych do albinotycznych.

Organowy poziom eksperesji genéw odpowiedzialnych za réznicowanie roslin
stanowi podstawe alternatywnego do somatycznej embriogenezy systemu ich
regeneracji. Proliferacja tkanki kalusowej jako wyraz merystematycznosci komorek,
morfogenicznos$¢ tkanki kalusowej wyrazona tworzeniem centrow merystematycz-
nych, aktywno$¢ regeneracyjna opisana udziatem kaluséw zdolnych do regeneracji
peddéw i ostatecznie zdolno$¢ pedéw do ukorzeniania sie stanowig wyraz ekspresji
genow odpowiedzialnych za bardziej ztozony, etapowy proces regeneracji roshn ja-
kim jest organogeneza.

Zdolnosci te tradycyjnie sa wykorzystywane przez szereg dotychczas rozwinie-
tych metod modyfikowania genomu ro$liny, jak np. 1) krzyzowanie miedzyrodzajo-
we czy miedzygatunkowe z kulturg izolowanych zarodkéw, 2) somatyczna hybrydy-
zacja 0 zr6znicowanym poziomie symetrycznosci, 3) czy ostatnio rozwijana metoda
wprowadzania transgenu do komorki roslinnej.

Obserwowany w ostatnich latach postep w modyfikowaniu genomu roslinnego
znajduje swoje odzwierciedlenie we wcigz udoskonalanych metodach wprowadza-
nia obcego materiatu genetycznego do komorki biorcy, jak réwniez coraz liczniej-
szej grupie stransformowanych gatunkdéw roslin. W przypadku transformowanej ko-
mérki, bez wzgledu na sposéb jej modyfikacji podstawowym warunkiem ekspresji
wprowadzanego DNA jest system regeneracyjny pozwalajagcy na uwidocznienie sig
zdolnosci morfogenetycznych zmodyfikowanego genomu. W warunkach in vitro sze-
reg gatunkow roslin jednolisciennych okreslanych jest jako trudne do przeprowa-
dzenia manipulacji genetycznych, o nielatwych warunkach ekspresji genéw odpo-
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wiedzialnych za indukcje podziatdw komdrkowych i utrzymanie zdolnosci morfoge-
netycznych. jednakze na podstawie daleko zaawansowanych badan cytogenetycz-
nych moga one stanowi¢ materiat do $ledzenia i kreowania kombinacji genéw lub
grup genow zwigzanych z totipotencjg komorki roslinnej, i w dalszej konsekwencji
regeneracjg rosliny. Najlepszym przyktadem tego typu roslin jest, jak sie wydaje,
pszenica choc¢by ze wzgledu na zréznicowany poziom ploidalnosci jej gatunkéw, co
jest zwigzane z réznym udziatem genoméw A, B i D (tab. 1).

Tabelal

Nazwa botaniczna, liczba chromosoméw oraz konstytucja genomu niektorych przedstawicieli z rodzaju Triticum

Botaniczna nazwa gatunkowa Liczba chromosoméw Sktad genomu

T. boeticum 14 Al

T. monococcum 14 M

T. dicoccum 28 A\BB

T. dicocoides 28 A\BB

T. durum 28 A\BB

T. persicum 28 A\BB

T. polonicum 28 A\BB

T. orientate 28 A4BB

T. turgidum 28 Mm

T. aestivum 42 A4BBDD
T. compactum 42 AABBDD
T. macha 42 .AABBDD
T. spelta 42 =4ABBDD
T. spherococcum 42 AABBDD

Zrodto eksplantatu - protoplast, komorka, tkanka, organ oraz ich poziom mor-
fogenetycznego zréznicowania czyli odlegtosci morfogenetycznej od totipotencjal-
nej zygoty maja niepodwazalne znaczenie dla badan nad zdolno$ciami morfogene-
tycznymi w warunkach kultur in vitro. Opisanie zdolno$ci morfogenetycznych psze-
nic na bazie zaindukowanych embriogenicznych kultur pochodzacych z intensywnie
dzielagcych sie komorek skutelum niedojrzatego zarodka przyczynito sie w zasadni-
czej mierze do postepu w zakresie badan nad regeneracja tej rosliny. Wykazano
réwniez, ze embriogeniczna zawiesina komorkowa, jak i jej protoplasty, zdolne sa
do regeneracji ro$lin (1-4). Wykorzystujac wysoki poziom zdolnosci embriogenicz-
nych kultur inicjowanych niedojrzatym skutelum zdotano rozwing¢ efektywny sys-
tem transformacji pszenicy, opierajacy sie na dtugoterminowym zachowaniu zdol-
nosci regeneracyjnych tkanki kalusowej (5) oraz wykaza¢ na podstawie prowadzo-
nych badan molekularnych stabilng ekspresje transgenu zaréwno w protoplastach
(6,7), zawiesinie komorkowej, tkankach kalusowych (8), ptodnych ,,T” regenerantach
(9-11) oraz kilku potransformacyjnych pokoleniach pszenicy (12).
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Zdolnosci androgeniczne pszenicy heksaploidalnej byty obiektem szerokich ba-
dan i wiadomo, ze zalezg one od wielu czynnikéw. Reakcja kultur pylnikowych psze-
nicy kontrolowana jest zaréwno przez czynniki genetyczne jak i $rodowiskowe
z istotng interakcjg miedzy nimi. Warunki kultury i fizjologiczna kondycja rosliny -
dawcy majg wielkie znaczenie na jakos¢ otrzymywanych mikrospor. Warunki przed-
traktowania (chtodzenie), stadium mikrospory oraz warunki kultury i sktad pozywki
(maltoza, skrobia pszeniczna) sg kolejnymi uwarunkowaniami efektywnosci procesu
embriogenicznosci na poziomie haploidalnym (13-16). Ostatecznie, na podstawie
przeprowadzonych eksperymentéw, w ktorych zastosowano wiele form pszenicy
stwierdzono, ze najwiekszy udziat w ekspresji androgenicznosci ma czynnik gene-
tyczny czyli genotyp (17). Poligeniczny charakter androgeniczno$ci ma jgdrowy
lub zaréwno jadrowy jak i cytoplazmatyczny charakter (18). Zdolnosci morfogene-
tyczne tkanki somatycznej uzaleznione sg gtdwnie od genetycznej konstrukcji
pszenicy, 0 czym Swiadczy wystepowanie wielu odmian i linii hodowlanych o wy-
sokich zdolno$ciach morfogenetycznych zaréwno poziomu di-, tetra- i heksaplo-
idalnego.

W artykule oméwiono przyktady pozwalajgce na okreslenie umiejscowienia na
chromosomach lub ich ramionach genéw lub grup genéw odpowiedzialnych za
zdolnosci morfogenetyczne zaréwno poziomu haploidalnego jak i diploidalnego
pszenicy poprzez analize reakcji niedojrzatych zarodkow, tkanek kalusowych lub
pylnikéw pszenic o roznej konstytucji genetycznej w warunkach kultur in vitro.

2. Chromosomowa kontrola androgenezy

Rozwiniecie metody hodowli pylnikéw, a nastepnie izolowanych mikrospor
przyczynito sie nie tylko do uzyskania roslin haploidalnych i postepu w pracach ho-
dowlanych nad czystymi liniami dla wszystkich gospodarczo waznych roslin, ale
réwniez do poszerzenia badarn genetycznych oraz badan nad relacjami genomowy-
mi. Zastosowanie w badaniach nad zdolnosciami morfogenetycznymi mikrospor
form aneuploidalnych, substytucji chromosoméw oraz linii translokacyjnych pozwa-
la na genetyczng analize procesu androgenezy.

W kulturach pylnikowych linii pszenicy ,,Chinese Spring” (CS), uzupetnionych po-
jedynczym chromosomem kazdej z par chromosomow zyta, procent pylnikow pro-
dukujacych oraz procent kalusow regenerujagcych pedy zalezny byt od genotypu.
Rozpatrujgc obie te cechy najlepsze wyniki zostaty uzyskane w przypadku linii za-
wierajacej chromosom 4R. jednakze pozostate linie reagowaty podobnie jak CS.
W linii zawierajgcej chromosomy IR wiekszy procent pylnikéw tworzyt kalus niz
w liniach CS zawierajacych 2R, 3R, 6R lub 7R. Wykazano réwniez, ze w przypadku
aneuploidalnej linii CS + 4R obserwowano najwiekszg reakcje, co moze wskazywac,
ze wiegkszos¢ gendw inhibujacych reakcje kultur pylnikowych znajduje sie w grupie
czwartej chromosomow genomu pszenicy (19).
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Rys. 1. Schemat obrazujacy chromosomowa
budowe plytki metafazalnej pszenicy Triticum
aestivum, var. ,,Chinese Spring” (6n = 42) zawie-
rajagcej genom AABBDD.

Chinese Spring 6x = 42

W przypadku Triticum durum w przeprowadzonych badaniach wykazano, ze uzy-
skanie roslin haploidalnych moze by¢ indukowane w alloplazmatycznych tetraploidal-
nych pszenicach, jako wynik interakcji cytoplazmy/leg;7ops kotschyi i chromosomowej
translokacji 1B171RS (20). W dodatkowych badaniach nad genetycznym mechanizmem
indukcji haploidyzacji wykazano, ze produkcja haploidéw zalezy od obecnosci cyto-
plazmy indukujacej partenogeneze i genu jadrowego opisanego jako Ptg (genu parto-
genezy) ulokowanego na krétkim ramieniu IR chromosomu i nieobecnosci innego
genu jadrowego Spg (gen supresji partenogenezy) zlokalizowanego na krétkim ramie-
niu chromosomu 1B pszenicy, a ktéry w formie heterozygotycznej (SpgRJv/Ptg) mogtby
by¢ odpowiedzialny za wysoka produkcje haploidéw (21). Geny ulokowane na chro-
mosomie 1D ,,Chinese Spring” i ramieniu chromosomu 5BL tej pszenicy podnosity cze-
stotliwos¢ tworzenia zarodkéw pochodzenia mikrosporowego. Okazato sie réwniez,
ze gen lub geny zwigzane ze zdolnosciami regeneracyjnymi sg ulokowane na ramie-
niu IRS chromosomu mieszancow Fl heterozygotycznych dla chromosomu IB
(1BL-1BS/1BL-I RS). Wykazano réwniez, ze gen odpowiedzialny za wzrost czestotliwo-
§ci wystepowania form albina jest ulokowany na chromosomie 5B (22).

We wczesniejszych eksperymentach z heksaploidalnymi pszenicami wykazano,
ze odmiany ,,Clement” czy ,,Aurora” z translokacjg chromosomu 1B171RS posiadaty
tak wysokie zdolnosci morfogenetyczne pozwalajace na uzyskanie podwojonej war-
tosci wspoétczynnika regeneracji w stosunku do niestranslokowanych form rodziciel-
skich. Ten fakt wskazuje, ze geny lub geny zwigzane ze zdolno$ciami morfogene-
tycznymi znajdowac¢ sie moga na ramieniu krétszym IR chromosomu (23).
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CS dt-2AS lub dt-2BL CS n2A-12B
dt-2DL lub n2A-12D
dt-'2DS
Rys. 2. Schemat obrazujacy forme diteloso- Rys. 3. Schemat obrazujgcy formy diteloso-
miczng pszenicy ,,Chinese Spring” dla chromoso-  miczne i nulli-tetrasomiczne pszenicy ,,Chinese
moéw grupy drugiej. Spring”.

Negatywny wptyw translokacji poprzez supresje indukcji zarodkéw w chromoso-
mie 6BL i 7DL wykazano w kulturze pylnikéw izogenicznych iinii majacych translo-
kacje pochodzace od Ae. umbellulatum (gen Lr 9) oraz od Ae. elongatum (gen Lr 19).
Supresja indukcji zarodkéw haploidalnych moze by¢ réwniez ttumaczona poprzez
wystepowanie innych genéw, ktére sg bardzo blisko utozone w stosunku Lr 9 i Lr
19. Alternatywnym wytlumaczeniem moze by¢ brak tych chromosomoéw pszenicy,
ktére zostaty podstawione przez fragmenty Ae. umbellulatum i Ae. elongatum, co ne-
gatywnie wptyneto na produkcje zielonych roslin. Wprowadzenie do eksperymentu
linii mieszancow Fl pszenic o znanym kompleksie genow, jak np. (Lrl9 + Rht)/{Ppd
1 + Ppd2) oraz (Prol + Pro)/(Lrl9 +Rhtl) pozwolito okresli¢ ich funkcjonowanie
w indukcji zarodkéw haploidalnych oraz regeneracji zaréwno zielonych jak i albino-
tycznych roslin. W kulturach z kompleksem genéw (Prol + Pro)/(Lrl9 +Rhtl) wyka-
zano wyzszg zdolno$¢ indukowania zarodkow i regeneracji zielonych roslin niz
w kulturach zawierajacych kompleks genéw (Lrl9 -f Rht)/(Ppd ! -F Ppd2), jakkolwiek
uzyskane rezultaty nie przewyzszaty reakcji kultur pylnikowych form izogenicznych
linii wyjsciowych. Wyniki te zastugujg na szczeg6lng uwage ze wzgledu na waznosé
i czeste manipulowanie tymi genami w programach hodowlanych pszenic.
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Rys. 4. Schemat pokazujacy substytucje ra-
mienia dtugiego chromosomu szdstego ,,Chinese
Spring” przez chromosom Aegilops elongatiim za-
wierajacy gen Lr 19 dla genomu B i chromosomu
siodmego przez chromosom Aegilops iimbelliila-
tum zawiergjacego gen Lr9 dla genomu D.

Lrl9 Ae. elongatum
Lr9 Ae. umbeliulata

w substytucji chromosoméw ,,Chinese Spring” przez kolejno podstawiane chro-
mosomy odmiany ,,Cheyenne” wykazano, ze indukcja tkanki kalusowej, catkowita
regeneracja roslin i regeneracja zielonych roslin sg poligenicznie okreslone, a ich
dziedziczenie jest niezalezne miedzy sobg. Substytucja chromosomow 7A i IB przy-
czyniata sie do najnizszej czestotliwosci tworzenia tkanki kalusowej, natomiast naj-
wyzszy procent uzyskano w obecnosci substytucji 7A, 4A, 4B oraz |A. Bogata rege-
neracja roslin skorelowana byfa z substytucja nastepujacych chromosomoéw; 3A oraz
5B, podczas gdy silny efekt obnizenia zdolnosci regeneracyjnych zwigzany byt z ta-
kimi chromosomami jak: 4D, 3B i 3D. Réznicowanie roélin zielonych daje nam inny
obraz zaangazowania chromosomow, szczeg6lnie, ze az 7 z 21 linii nie wykazywato
zdolnosci do regeneracji zielonych roslin. Zdolno$ci regeneracyjne prowadzace az
do uzyskania zielonych roslin zwigzane byly z chromosomem 2D, ktérego wplyw
byt najsilniejszy i nawet silniejszy niz chromosomu ID.

Inng mozliwoscig okreslenia genetycznych zaleznosci w kierowaniu zdolnoscia-
mi morfogenetycznymi jest ,,dodawanie” genomu diploidalnego do tetraploidalne-
go. Azeby sie przekonaé w jaki sposéb wspétdziataja poszczegodlne genomy pszeni-
cy tetraploidalnej z diploidalnym genomem Trticum tauschii (DD), tworzgce synte-
tyczne linie pszenicy heksaploidalnej, eksperymenty prowadzono z nastepujgcymi
genotypami pszenicy tetraploidalnej:

Tetra ,,Tacher” (AABB),

Triticum durum gulab (AABB),

Triticum persicum straminum (AABB),
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oraz ich mieszicami z Triticum tauschii (DD).

Genom DD w syntetycznych liniach uzyskanych heksaploidalnych pszenic powo-
dowat zréznicowanie ich pod wzgledem czterech podstawowych cech androgenezy.
W kulturach tych wykazano, ze istniejgce zréznicowanie heksaploidalnych i tetra-
ploidalnych pszenic zachodzi dla wszystkich etapéw procesu rdéznicowania haplo-
idalnej rosliny, tj. indukcji zarodkéw, regeneracji roslin zielonych i albinotycznych
oraz stosunku zregenerowanych roslin zielonych do albinotycznych. Syntetyczny,
heksaploidalny ,, Tacher”, jak sie okazato, byt najlepszg forma sposréd badanych
form heksaploidalnych poniewaz dawat najwiecej zarodkoéw i zielonych roslin. Uzu-
petnienie genomem ,.D” T. tauschii tetraploidalnej pszenicy T. persicum straminum
miato pozytywny i statystycznie istotny wptyw na wszystkie wymienione i rozpatry-
wane cechy. Jednakze, w przypadku T. durum galub dodany genom ,D” nie miat ja-
kiegokolwiek pozytywnego wpljAvu na androgeneze. Pozytywny efekt genomu ,,D”
na zdolnosci androgeniczne jednej tetraploidalnej linii oraz brak tego efektu u innej
wskazywa¢ moze na wspotdziatanie kazdego z genomow (A, B i D) osobno, wptywu
ich cytoplazmy i ich wzajemnych interakcji (24).

3. Chromosomowa kontrola zdolnosci morfogenetycznych tkanki
somatycznej

Uzupetnienie genomu ,,Chinese Spring” poprzez wprowadzenie chromosomu
kazdej pary genomu zyta wykazano, ze linie CS uzupetnione chromosomami 3R i 4R
tworza najwyzszy procent kalusujacych, niedojrzatych zarodkow, jakkolwiek nie
stwierdzono znaczacych réznic w produkcji kalusa. Najwyzszg czestotliwoscia rege-
neracji pedow charakteryzowata sie tkanka kalusowa linii CS -I- 6R i kolejno linii CS
-I-7R. Chromosomy 6 i 7 zyta zawierajg geny, ktore pozytywnie, jak sie wydaje,
wplywajg na regeneracyjng reakcje kultur niedojrzatych zarodkéw lub ostabiajg
efekty genéw negatywnych ulokowanych w genomie pszenicy. Natomiast mata licz-
ba zarodkéw regenerowanych w kulturze linii CS-I-2R wcale nie pozwala na konklu-
zje, ze chromosom 2R ma negatywny wptyw na regeneracje (19).

Zastosowanie krzyzowania amerykanskich pszenic m.in. serii monosomicznej
»Wichita" o malej zdolnosci morfogenetycznej z genotypem o wysokich zdolno-
$ciach regeneracyjnych ,,DN” pozwolito na wykazanie, na ktérym chromosomie for-
my morfogenicznej znajduja sie genetyczne czynniki kontrolujgce formowanie kalu-
sa 0 zdolnoSciach regeneracyjnych oraz kontrolujgce jego wzrost. Wykazano, ze
chromosom 2D byt znaczacym chromosomem posiadajgcym locus lub loci formowa-
nia regenerujacego kalusa niedojrzatego zarodka w przeciwienstwie do chromoso-
mu 4B, ktéry byt znaczacy dla pszenic europejskich. Intensywny wzrost kalusa sko-
relowany byt z chromosomem 2D i 2B, a homeologiczny chromosom 2A warunko-
wat réwniez wysoki przyrost kalusa co wskazuje, ze grupa chromosomow 2 posiada
genetyczne czynniki kontrolujgce wzrost kalusa (25).
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Wszystkie formy o chromosomach nie majacych znaczenia, z wyjatkiem 5A, 5B
i 4D, charakteryzowaty sie podobnym poziomem wzrostu tkanki kalusowej jak diso-
miczne kontrole. Formy, o chromosomach 6A, 3B, 5B, 5D i 6D, ktore sg identyfiko-
wane jako posiadajgce modyfikujace czynniki hamujace regeneracje kalusa, wykazy-
waty rowniez niski wspotczynnik wzrostu kalusa. Ta zalezno$¢ moze wskazywac na
plejotropowy charakter funkcjonowania genu. Chromosomy 2D i 2B wplywaty na
najwyzszy wspétczynnik wzrostu kalusa. Substytucja chromosomu 2D z innej bada-
nej odmiany przyczynita sie do znacznej utraty procentu zdolnoSci regeneracyjnej
w stosunku do innych testowanych chromosoméw, co wskazuje na zaangazowanie
grupy drugiej chromosomow w zesp6t cech okreslanych jako Tissue Culture Response
(25).

Wplyw cytoplazmy badano w kulturach inicjowanych wytozonymi na pozywke
niedojrzatymi zarodkami o$miu linii heksaploidalnej pszenicy Triticuni aestivum L, cv.
,Chinese Spring” (CS) z podstawiona cytoplazma kilku gatunkéw Aegilops i dwoma
gatunkami Triticum o réznej ploidalnosci:

Aegilops bicomis (2n) {{bicomis) - CS))
Aegilops umbellulata (2n) {{umbellulata) - CS))
Aegilops squarrosa (2n) {{squarrosa) - CS)

Aegilops uniaristata (2n) X ,,Chinese Spring” {{uniaristata) - CS))

Aegilops ovata (4n) {{ovata) - C9))
Triticum timopbeevi (4n) {{timopbeevi) - CS))
Triticum Zbukovskyi (6n) {{Zhukovskyi) - CS))

W kulturach tych wykazano, ze podstawione cytoplazmy siedmiu spokrewnio-
nych dzikich linii nie mialy wptywu na ceche indukcji tkanki kalusowej tworzonej
w ciemnosci. Badane linie byly natomiast zréznicowane pod wzgledem wspoétczyn-
nika wzrostu tkanki kalusowej. Wobec $wiatla tylko linia ((Zhukovskyi) - CS)) two-
rzyta wiecej tkanki, natomiast w ciemnosci zarowno linia ((Zhukovskyi) - CSj)jak i li-
nia ((bicornis) - CS)).

Wszystkie dodane cytoplazmy z wyjatkiem {(umbellulata) - CS)) miaty znaczgco
stymulujacy wptyw na tworzenie sie zielonych centréw merystematycznych. Zaob-
serwowano réwniez znaczng zmienno$¢ pomiedzy liniami w liczbie kaluséw produ-
kujacych zielone centra na Swietle. Najbardziej morfogeniczne byly nastepujace li-
nie kalusowe: ((Zhukovskyi) - CS)), ((squarrosa) - CS)), ((uniaristata) - CS)), ((bicor-
nis) - CS)). Jednakze, najwiecej zielonych pedéw produkowaty nastepujace dwie li-
nie kalusowe: ((squarrosa) - CS)) i ((bicornis) - CS)). Dane te wskazujg, ze substytu-
cja cytoplazmy moze przyczyni¢ sie do polepszenia efektywnosci regeneracji dla
tzw. ,,gatunkéw trudnych” poprzez wykorzystanie specyficznej jadrowo - cytopla-
zmatycznej interakcji (26).
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Aby okresli¢ wptyw substytucji cytoplazm Ae. ovata i chrosoméw 4B w do$wiad-
czeniach zastosowano 3 linie Tritkum aestivum zawierajgce nastepujace substytucje
chromosomu 4B (Capelle-Deprez) i cytoplazmy Aegilops ovata: Cappelle-Desprez
(Cap), ,,Chinese Spring” (CS), ((CS (Cap 4B)), {(ovata) - CS)) i ovata - CS (Cap 4B)
(tab. 2).

Tabela 2

Whplyw substytucji chromosomu 4B i cytoplazmy na reakcje tkanki kalusowej Tritkum aestivum cv. ,,Chinese
Spring” (CS)

Wspétczynnik ..
Linia wzrostu Kalusy morfogenetyczne Kalusy zdolne do regeneracji
(mm) (%) (%)
pozywka pozywka pozywka pozywka
inicjalna utrzymujaca utrzymujaca regenerujaca

CS 140,6 44,5 68,3 20,0 48,4
CS (Cap4B) 167,2 56,4 92,0 47,0 58,4
(ovata) 1331 23,3 71,0 26,9 38,5
(ovata)- CS (Cap4B) 145,0 47,0 82,5 52,5 57,7

W przeprowadzonych eksperymentach nie stwierdzono réznic w formie i cha-
rakterze tworzacej sie tkanki kalusowej na pozywce inicjalnej. Wzrost tkanki kalu-
sowej znaczaco wzrastat w obecnosci substytucji Cap 4B, natomiast istotnie malat
w obecnosci cytoplazmy Ae. ovata.

Na tworzenie sie pedéw na pozywce inicjalnej miata wptyw cytoplazma Ae. ovata
jak i chromosomy Cap 4B. Rozwdj zawigzkow pedu byt istotnie ograniczony w li-
niach alloplazmatycznych, podczas gdy w liniach substytucyjnych chromosoméw
bylo znacznie wiecej primordiéw pedowych niz w liniach euploidalnych. W kultu-
rach przedtuzonych tylko substytucja chromosomowa miata duzy wptyw na aktyw-
nos¢ regeneracyjng. Proliferacja komérek, tworzenie primordidéw i regeneracja ro-
$lin w tkance kalusowej w liniach z substytucjg Cap 4B moze by¢ efektem funkcjono-
wania genéw stymulujacych wzrost, ktére znajdowaty sie na substytucyjnych chro-
mosomach 4B Cappelle-Desprez lub tez utratg gendéw hamujacych chromosoméw
4B ,,Chinese Spring” (27).

Podjecie badan z grupa drugg chromosoméw zwigzane jest m.in. z rozlokowa-
niem w niej 10 genow kartowatosci. Wiadomo, ze geny te maja decydujacy wpltyw
na wzrost i morfologie rosliny poprzez wptyw na metabolizm IAA i kwaséw gibereli-
nowych. Ponadto grupa druga chromosomdéw posiada homeoalleliczne loci dla foto-
periodyzmu, ktore wplywaja na reakcje pszenicy na dtugos¢ dnia. Mozliwos¢ alle-
licznej zmiennosci tych loci moze sugerowac, ze genotypowa zmiennos¢ dla induk-
cji kalusa, jego utrzymywania oraz regeneracja roslin angazuje modyfikowanie me-
tabolizmu hormonéw. Obok tych fizjologicznych czynnikéw wptywajacych na eks-
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presje zdolnosci morfogenetycznych kultur nie bez znaczenia majg réwniez warun-
ki srodowiskowe. Stosujac petna serie linii substytucyjnych dwoéch pszenic ,,Chinese
Spring”/,,Cheyenne” wykazano poprzez poréwnanie materiatu pochodzacego z pola
i komér hodowlanych, ze chromosomy 7B, ID, 7B wérdd innych siedmiu miaty
znaczacy wplyw na regeneracje roslin (28). Linie ditelosomiczne i nullisomiczno-te-
trasomiczne dla specyficznej grupy roslin mogag dostarczy¢ informacji na temat
chromosomowej lokalizacji i genetycznej kontroli gendéw wptywajacych na wybrang
ceche. W obecnosci jednolitego genotypu réznice wynikajgce z obecnosci lub braku
poszczegolnych ramion badanego chromosomu lub efekt dawki chromosomu, moga
postuzy¢ do okreslenia umiejscowienia gendw odpowiedzialnych na przyktad za ze-
spot cech TCR (Tissue Culture Response) (25).

Stosujgc ditelosomiczne linie stwierdzono, ze kalus pochodzacy z formy CS dt
- 2DL nie zawierajgcej krétszego ramienia chromosomu 2D wykazuje reakcje rege-
neracyjna, a wspotczynnik jego wzrostu byt réwny lub lepszy w stosunku do formy
euploidalnej ,,Chinese Spring”, jezeli jednak wystepuje brak ramienia dtuzszego chro-
mosomu 2D (CS dt - 2DS), wowczas obserwuje sie wyrazng redukcje zdolnosci
tkanki kalusowej do wzrostu i regeneracji. W badaniach tych wykazano réwniez, ze
zestaw homologiczny loci czutych na warunki kultury in vitro znajdujg sie na naste-
pujacych ramionach chromosoméw 2AL, 2BS i 2DL u pszenicy ,,Chinese Spring”.

linie ,,Chinese Spring”

ditelosomiczne nulli-tetrasom
CS dt-2BL CS ii2A-t2B
CS dt-2DL CS ii2A-t2D
CS dt-2AS CS n2B-t2A
CS dt-2DS CS n2B-t2D

CS ii2D-t2A

CS ii2D-t2B

W analizie nullisomiczno-tetrasomicznej wykazano, ze trzy homologiczne chro-
mosomy zawierajg geny kontrolujace TCR. Szczeg6lnie dotyczy to chromosomu 2B.
Wzrost dawki chromosomu 2A i 2D nie kompensuje braku 2B chromosomu. Chro-
mosom 2B ,,Chinese Spring” posiada najprawdopodobniej gtidwny gen regulatorowy
TCR, poniewaz tetrasom 2B byt zdolny do promowania normalnego wzrostu tkanki
kalusowej i regeneracji wobec braku 2A, a w kulturze przedtuzonej do 120 dni przy
nieobecnosci 2D.

Na podstawie anatizy form ditelo- i nulli-tetrasomicznych rozwinieto hipotetyczny
model kontroli TCR przez grupe druga chromosomoéw. Gtéwny gen TCR zlokatizowany
bytby na chromosomie 2DL, przy czym chromosomy 2AL oraz 2BS posiadajg pomocni-
cze geny TCR. Prawdopodobnie gtéwny gen regulatorowy znajdujacy sie na chromoso-
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mie 2B kontroluje ekspresje TCR gendéw. Strata TCR w nieobecnosci 2B (n2B-t2A
i ii2B-t2D) i w mniejszym stopniu wobec nieobecnosci 2D (n2D-t2A i n2D-t2B) potwier-
dzajg hipoteze utozenia kontroli ekspresji TCR genomu na chromosomie B (29).

Stosujgc system serii nullisomiczno-tellosomicznych i ditelosomicznych wykaza-
no mozliwos$¢ kontroli utrzymania morfogenicznej tkanki kalusowej skutelum nie-
dojrzatego zarodka pszenicy ,,Chinese Spring” w ditugotrwatych kulturach in vitro.
W uzyskanych rezultatach wskazuje sie na nastepujace zaleznosci:

1) indukcja komorki somatycznej skutelum w kierunku somatycznej embrioge-
nezy i uzyskanie zdolnosci embriogenicznych wymaga auksyny dla przeprogramo-
wania ekspresji genéw. Gtéwna kontrola tego procesu jest ulokowana na naste-
pujacych ramionach chromosomow IAL, 3AL, 3BL i 3DL . Kolejno, brak tych ramion
powoduje redukcje indukcji zarodkéw somatycznych, zielonych centréw i ogranicza
regeneracje roslin;

2) kolejny etap rozwoju dotyczy réznicowania komérek embriogenicznych w za-
rodek i zielone centra merystematyczne. W ten proces zaangazowanych byto bar-
dzo wiele gendw rozmieszczonych na wszystkich ramionach chromosoméw geno-
mu. jednakze negatywny efekt na proces réznicowania posiadaty ramiona IDL
i IDS. Ich brak poprawiat formowanie somatycznych zarodkéw. Ramige 4AS byto
zwigzane tylko z tworzeniem zarodkoéw, kiedy ramie 2AS tylko z formowaniem zie-
lonych centrow. Kietkowanie zarodkow byto kontrolowane tylko przez trzy ramiona
chromosomoOw IAS, 2AL i 2BL;

3) w kulturze krotkoterminowej ramiona 2DL i 2BS przyczyniajg sie zaréwno do
tworzenia zarodkéw jak i utrzymania regeneracji. Brak ramienia 4BS powoduje
wzrost tworzenia zarodkéw somatycznych w tej kulturze, a z brakiem ramienia 4BL
zwiagzane jest obnizenie tej zdolnosci. Nieobecnos$¢ ramion 6DS i 7BS powoduje
ograniczenie frekwencji wystepowania zarodkéw, natomiast podwyzsza poziom
tworzenia zielonych centréw regeneracyjnych, a ramion 2AL i 2BL zdolno$¢ do krot-
kotrwatej regeneracji;

4) w diugoterminowej kulturze brak ramion 4BS, 5BS, 7DS podnosit czestotli-
wos$¢ regeneracji, a utrzymanie embriogeniczno$ci wymagato ramion 1BS i 2DS (30).

W artykule przedstawione zostaty problemy dotyczace mozliwosci wykreowania
takiej syntetycznej formy pszenicy, ktdra spetniataby warunki wysokich zdolnosci
morfogenetycznych zaréwno poziomu diploidalnego jak i haploidalnego. Taka syn-
tetyczna pszenica bez watpienia mogtaby mie¢ wszechstronne zastosowanie w wy-
prowadzaniu nowych form o zmodyfikowanym genomie na drodze klasycznego
krzyzowania i selekcji oraz na drodze transformaciji.
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