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In Vitro Culture of Cereal Microspores

Summary

The development of microspore culture methods in the Poaceae family has 
received considerable attention in recent years. Isolated microspore culture can 
be induced in vitro to switch their development from gametophytic to a spo- 
rophytic patway, resulting in embryoid or callus formation. Different stresses 
like cold or heat shock and nitrogen starvation have been identified as the ma­
jor trigger in inducing microspore embryogenesis. Microspore culture appears 
to be a promising tool for future production of double haploids in cereals. Isola­
ted microspore culture has several advantages over anther culture in genetic 
manipulation and haploid study, such as: direct observation of microspore de­
velopment, unique possibility to study plant embryogenesis, easier in vitro se­
lection and mutation, easier transformation of single cells. Moreover, isolated 
microspores are the most efficient way of double haploid regeneration. Many 
factors such as genotypes, physiological status of donor plants, stage of micro­
spores development, pretreatment of anthers or spikes, method of microspores 
isolation, culture media, nurse culture and culture conditions, have a great in­
fluence on microspore culture. These and other problems concerning in vitro 
culture of isolated microspore are discussed in this review.
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1. Wstęp

Historia kultur tkankowych liczy 100 lat. Przez cały ten czas 
zregenerowanie rośliny z pojedynczej komórki było wyzwaniem 
dla badaczy. Dziś niektóre techniki kultur in vitro osiągnęły po­
ziom kunsztu. Dzięki temu w wysoko wyspecjalizowanych labo-
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ratoriach możliwe było prześledzenie rozwoju roślin od pojedynczej mikrospory, 
poprzez stadium zarodka, aż do dojrzalej rośliny.

In vivo mikrospory są komórkami pokolenia haploidalnego, a po asymetrycznym 
podziale jądra, rozwijają się w męski gametofit otoczony wykształconą sporodermą 
(ziarno pyłku). Procesy różnicowania mikrospor, pod wpływem specyficznych wa­
runków, mogą ulec zmianie z gametofitowego na rozwój sporofitowy, co zasadni­
czo warunkuje powstawanie roślin haploidalnych - proces androgenezy (haploidal- 
na embriogeneza). W kulturze in vitro może on zachodzić: a) bezpośrednio - 
z tworzących się zarodków powstają rośliny, b) pośrednio - z udziałem kalusa. 
W warunkach in vitro izolowane mikrospory stanowią grupę komórek strukturalnie 
jednorodnych, zdolnych do synchronicznego rozwoju przez co są doskonałym na­
rzędziem w manipulacjach genetycznych, dają możliwość bezpośredniego śledzenia 
rozwoju, m.in. z tworzących się zarodków, umożliwiają przeprowadzenie selekcji 
rekombinantów pod względem określonej cechy, stanowią dogodny materiał w ba­
daniach biochemicznych oraz do analizy procesu embriogenezy za pomocą technik 
molekularnych. Kultury mikrospor z powodzeniem mogą być wykorzystane do pro­
dukcji roślin homozygotycznych. Otrzymywanie haploidów i podwojonych haplo- 
idów metodami stosowanymi w kulturach izolowanych mikrospor pozwala na skró­
cenie cyklu otrzymywania linii homozygotycznych do jednego pokolenia, podczas 
gdy uzyskanie takich linii w hodowli tradycyjnej trwa ponad 6 pokoleń. Poza tym 
mikrospory mogą być wykorzystane do otrzymywania roślin transgenicznych o po­
żądanych cechach.

Otrzymanie roślin z izolowanych mikrospor wymaga znajomości technik i metod 
izolacji oraz kultury wyizolowanych mikrospor i temu poświęcony jest ten artykuł.

2. Genotyp rośliny wyjściowej

Czynnikiem decydującym o wydajności androgenezy jest m.in. genotyp rośliny. 
Różnice między genotypami są związane z działaniem czynników genetycznych. Re­
akcje mikrospor - wyizolowanych z różnych rodzajów, gatunków, a nawet odmian 
roślin - na te same warunki wzrostu i rozwoju są najczęściej odmienne i wyrażają 
się mniejszą lub większą zdolnością do wytwarzania zarodków, a następnie zielo­
nych roślin. Na podstawie danych z wielu przeprowadzonych eksperymentów można 
stwierdzić, że rozwój mikrospor warunkowany jest poligenicznie, a zdolność mikro­
spor do embriogenezy może być modyfikowana przez szereg czynników (1). Bardziej 
podatne na androgenezę są rośliny poliploidalne aniżeli rośliny diploidalne (2). Ge­
notypową zależność między zdolnością mikrospor do regeneracji a liczbą regeneran- 
tów wykazano u jęczmienia (3-6), pszenicy (7-11) i ryżu (12,13). Liczba zregenerowa­
nych roślin jęczmienia odmiany Igri wynosiła 759 na 1 X 10^ żywotnych mikrospor 
i była wyższa w porównaniu z odmianą Gimpel (232 na 1 x 10^ żywotnych mikro­
spor). Natomiast częstość inicjowania podziałów była wyższa u Gimpel (28^) niż
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U Igri {\4%) (14). Wśród odmian jęczmienia wyodrębniono odmiany charakteryzujące 
się wysoką zdolnością do regeneracji, gdzie wskaźnik regeneracji w kulturze pylni- 
ków wynosił kilkadziesiąt roślin na 100 pylników (Igri, Tapir), i niską zdolnością do re­
generacji - wskaźnik regeneracji nie przekroczył kilku procent (Digger, Alis) (15). 
Podobne rezultaty otrzymano u testowanych odmian pszenicy (16). U pewnych geno­
typów w ogóle nie zregenerowano roślin (Miradur, Farmer), a u najlepszych odmian 
zregenerowano 20 roślin na 1000 wyłożonych pylników (Florida).

3. Warunki wzrostu i rozwoju roślin

Liczba wyizolowanych mikrospor, zdolnych do podziałów i regeneracji, może 
być znacząco różna między odmianami w obrębie gatunku, co często spowodowane 
jest reakcją tych roślin na działanie odmiennych warunków wzrostu i rozwoju ro­
ślin - jako dawców eksplantatów. Temperatura, fotoperiod, jakość i intensywność 
oświetlenia oraz poziom nawożenia mają wpływ na wzrost i rozwój roślin (17). 
Wzrost roślin pszenicy (18) i jęczmienia (19,20) w niskich temperaturach miał pozy­
tywny wpływ na dalsze etapy kultury. Większą żywotność i liczbę dzielących się mi­
krospor (około 5-krotnie) otrzymano uprawiając pszenicę w wyższej (18°C 
dzień/l 5°C noc) w porównaniu z niższą temperaturą (15°C dzień/l2°C noc) (62). 
Uprawa kukurydzy w niższej temperaturze wpłynęła na dwu-trzykrotny wzrost licz­
by struktur zarodkopodobnych w porównaniu z roślinami uprawianymi w wyższej 
temperaturze (21).

Warunki uprawy roślin jęczmienia, pszenicy (22) oraz ryżu (23-25) dla uzyskania 
dobrego materiału do kultury in vitro były najbardziej sprzyjające w szklarni. Rośliny 
kukurydzy uprawiane w pokoju hodowlanym (26), szklarni (27) jak i na polu (28) 
były w podobnym stopniu dobrymi dawcami mikrospor. Niewłaściwy termin siewu 
(np. zbyt późny) roślin rodzicielskich może wpłynąć ujemnie na regenerację roślin 
z mikrospor. Wpływ terminu siewu roślin donorowych na rozwój mikrospor badano 
u ryżu. Stwierdzono, że tylko kalus uzyskany z mikrospor izolowanych z roślin wy­
sadzonych w pierwszym (25.05) i drugim (15. 06) terminie był zdolny do regeneracji 
zielonych roślin (29). Z danych literaturowych wynika, że warunki uprawy decy­
dujące o wigorze roślin-donorów powinny być pod ciągłą kontrolą.

4. Stadium rozwojowe mikrospor

Podstawowym warunkiem umożliwiającym indukcję androgenezy jest odpo­
wiednio dobrane stadium rozwojowe mikrospor. Określa się je za pomocą mikro­
skopowych obserwacji cytologicznych. Najbardziej podatne na androgenezę są pyl- 
niki zawierające mikrospory zwakuolizowane (2), ze ściennym położeniem jądra. 
U kukurydzy, wśród testowanych różnych stadiów rozwojowych, tj. komórek macie­
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rzystych mikrospor, diad, tetrad, wolnych mikrospor oraz pyłku, tylko mikrospory 
uwolnione z tetrad wykazywały zdolność tworzenia sporofitu (30). Istnieją przy­
puszczenia, że genotypy, które w jednym pylniku zawierają mikrospory w różnych 
stadiach rozwojowych, charakteryzują się niewielką zdolnością do embriogenezy. 
Właściwa faza rozwoju kłosów czy wiech warunkuje efektywną regenerację z mikro­
spor. Stwierdzono, że stadium mikrospory jest ściśle związane ze stadium rozwojo­
wym rośliny. Zwiększenie liczby embriogennych struktur jęczmienia uzyskano izo­
lując mikrospory z kłosów w odpowiedniej fazie wzrostu (31). W praktyce, wstępna 
selekcja kłosów zbóż polega na oszacowaniu grubości źdźbeł oraz długości odcinka 
pomiędzy liściem flagowym a liściem podflagowym. U jęczmienia, najczęściej pobie­
rano kłosy zawierające w pylnikach mikrospory w stadiach od średnio do późno jed- 
nojądrowych (32-39). W kulturze mikrospor pszenicy, brano pod uwagę kłosy posia­
dające pyłek w stadłach rozwojowych od późnojednojądrowych do wczesnodwuko- 
mórkowych (8,9,40-42). Wiechy ryżu ścinano w stadiach od wczesnojednojądro- 
wych mikrospor do wczesnodwukomórkowych ziaren pyłku (3,24,25). Wiechy kuku­
rydzy pobierano zwykle w stadłach od późnojednojądrowych mikrospor do wcze­
snodwukomórkowych ziaren pyłku (26,28,43,44).

5. Traktowanie wstępne ktosów i wstępna kultura pylników

Zmiana kierunku rozwoju mikrospor, z gametofitowego na sporofitowy, wyma­
ga zadziałania odpowiedniego sygnału, którym mogą być: szok termiczny (drastycz­
ne podwyższenie lub obniżenie temperatury), zanurzanie pylników w pożywce po­
zbawionej regulatorów wzrostu, „głodzenie” pylników w pożywce bez cukrów lub 
azotu, traktowanie kolchicyną (45,46). U większości gatunków czynnikiem powo­
dującym zaburzenie „równowagi” wewnętrznej pylnika jest niska, dodatnia tempe­
ratura. Przechowywanie kłosów w warunkach chłodu wpływa na indukowanie an- 
drogenezy. Chłodzenie roślin może zaburzyć biegunowość cytoplazmy i zakłócić 
kierunek tworzenia się wrzeciona, co prowadzi do zmiany drogi rozwoju mikrospor 
w kierunku tworzenia zarodków (42). Traktowanie kłosów chłodem przedłuża ży­
wotność pylników, może sprzyjać synchronizacji podziałów jądrowych oraz inakty- 
wacji substancji hamujących androgenezę (47). Chłód wpływa na polaryzację cyto­
plazmy mikrospor i zakłóca podziały jądra w wyniku dezorganizacji i rozpadu mi- 
krotubul. Optymalny czas chłodzenia kłosów lub wyizolowanych pylników zależy od 
genotypu (6) i dlatego musi być ustalany dla każdego gatunku odrębnie. Kłosy jęcz­
mienia, przed izolacją mikrospor, były przechowywane w ciemności w 4°C przez 
2 tygodnie (3), 4 tygodnie (48) lub od 2-5 tygodni (36). Kłosy pszenicy chłodzono od 
0 do 14 dni (8,41,49,50). W zależności od intensywności i czasu chłodzenia pylni­
ków pszenicy uzyskano różną efektywność tworzenia się kalusa (51). Preinkubacja 
selekcjonowanych kwiatów kukurydzy w płynnej pożywce w 8°C przez 10-14 dni 
była najbardziej skutecznym sposobem indukowania podziałów mikrospor (30).
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W kulturze pylników i kulturze izolowanych mikrospor zalecana jest preinkubacja 
wiech kukurydzy w temperaturze 7-8°C przez 14 dni (43,52,53). Dłuższe chłodzenie 
wiech kukurydzy może mieć czasami pozytywny wpływ na dalszą kulturę mikrospor 
in vitro. Gaillard i inni (26) wykazali, że 18-dniowe przetrzymywanie wiech kukury­
dzy w 7°C spowodowało wzrost liczby mikrospor zdolnych do wytworzenia zarod­
ków. Zakresy stosowanej temperatury podczas wstępnego traktowania i czasu we 
wstępnej kulturze mikrospor ryżu były różne (13,23,25,29,54). Kłosy żyta umiesz­
czone w roztworze soli poddawano najczęściej działaniu temperatury 26°C przez 
5-7 dni (j. Kumlehn - doniesienie ustne).

Wstępne traktowanie polega na poddaniu szokowi termicznemu całych kłosów 
oraz wiech, a wstępna kultura (prekultura) dotyczy wyizolowanych pylników. Pre- 
kulturę pylników zazwyczaj prowadzi się przez 3-4 dni na pożywce z mannitolem 
(9,20,23,24,49,55-58). W kulturze mikrospor jęczmienia najwięcej zarodków i zielo­
nych roślin uzyskano po 4-dniowej kulturze pylników umieszczonych w mannitolu 
w 25°C. Takie głodzenie pylników, zdaniem niektórych autorów, przeważa w uzy­
skaniu wyższej efektywności androgenezy nad szokiem termicznym (14 dni w 4°C) 
(59). W kulturze mikrospor pszenicy wstępna kultura pylników w mannitolu (7 dni 
w 28°C) wpłynęła znacznie na wzrost liczby wielokomórkowych struktur, w porów­
naniu do liczby takich struktur uzyskanych z mikrospor wyizolowanych z kłosów, 
które były chłodzone (28 dni w 4°C) (60). Regeneracja roślin w kulturze pylników 
jęczmienia (po zastosowaniu fitohormonu) była możliwa bez prekultury pylników 
w mannitolu, ale użycie mannitolu zwiększyło 10-krotnie liczbę zregenerowanych 
roślin (61). Nie obserwowano podziałów w wyizolowanych mikrosporach ryżu bez 
wstępnej kultury pylników lub wiech w mannitolu (12). Są również doniesienia, 
głównie dotyczące kukurydzy, w których prowadzono efektywną kulturę mikrospor 
bez traktowania mannitolem (26,52) i bez wstępnego traktowania wiech (62,63). 
Prekultura pylników ryżu w 24°C przez 3 dni -ł- 27°C przez 2 dni lub 35°C przez 
1 dzień -I- 27°C przez 4 dni dawała lepsze rezultaty niż wstępna kultura w 27°C 
przez 5 dni (29).

U zbóż udało się zaindukować androgenezę poddając materiał wyjściowy krót­
kiemu działaniu niskiej temperatury (42,64), wysokiej temperatury (64-66) lub pomi­
nięto zabiegi chłodzenia (11,49,67). Z szerokiego przeglądu literatury wynika, że 
warunki wstępnej kultury powinny być zoptymalizowane dla każdej odmiany.

6. Metody izolacji mikrospor

Izolacja ma na celu uwolnienie jak największej liczby mikrospor bezpośrednio 
z wypreparowanych pylników lub z całych kłosów czy wiech, przy użyciu różnych 
technik. Pierwsze eksperymenty z kulturą izolowanych mikrospor zbóż opierały się 
na technikach opracowanych dla tytoniu (68). Pylniki tytoniu umieszczane w specjal­
nych pożywkach zawierających wysokie stężenie cukrów pękały, a wydostające się
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Z pylników nieuszkodzone mikrospory rozwijały się w kalus. Najczęściej spotykane 
są obecnie modyfikacje tej techniki polegające na uwalnianiu pobudzonych do an- 
drogenezy mikrospor (po wstępnej kulturze pylników) i ich dalszej kulturze - w o- 
becności lub bez udziału pylników. Skuteczną techniką, jak się okazało, były rów­
nież kultury ziaren pyłku na powierzchni pylników, które spełniały rolę „niańki”. 
W tym przypadku pyłek odizolowany był od pylników specjalną bibułą (47).

Z uwolnionego pyłku (shed pollen culture) w kulturze jęczmienia (57,69-71), psze­
nicy (7,8,72) i ryżu (12,25,73) zregenerowano kalus i rośliny po uprzedniej 2-7-dnio- 
wej wstępnej kulturze pylników. Stosując kulturę uwolnionego pyłku, po 25 dniach 
od pobrania materiału, zregenerowano rośliny jęczmienia (39). Największą liczbę 
kalusów uzyskano stosując ciągłą kulturę pylników w płynnej pożywce z uwolniony­
mi mikrosporami in situ (in situ shed microspores), w porównaniu z liczbą kalusów uzy­
skanych innymi metodami izolacji (74). Modyfikację kultur uwolnionych mikrospor 
zastosowano w kulturze ryżu i pszenicy, pylniki poddawano wstępnemu traktowa­
niu w płynnej pożywce przez 7-10 dni, a następnie za pomocą wirowania otrzymano 
wolne mikrospory (8-10,23,24).

Jedną z metod mechanicznej izolacji mikrospor jest rozgniatanie pylników i prze­
ciskanie ich przez sita o ustalonej wielkości oczek. Technikę taką wykorzystano 
u pszenicy (8,11,40), jęczmienia (33,35,37,58,75-78), kukurydzy (28,30,52,79,80) 
i ryżu (13).

Inna i coraz częściej stosowana metoda izolowania mikrospor związana jest 
z użyciem blendera, który w swym działaniu przypomina pracę młynka do kawy. 
Blender umożliwia szybką izolację znacznej liczby mikrospor, co z powodzeniem 
wykorzystano w kulturze, bowiem zregenerowano rośliny z mikrospor jęczmienia 
(3,14,38,81), pszenicy (41,42,82), kukurydzy (26,43,77,83), pszenżyta (84) i żyta 
(J. Kumlehn - doniesienie ustne).

Największą liczbę wyizolowanych mikrospor oraz najlepszą regenerację roślin 
jęczmienia (37) i kukurydzy (52,79) uzyskano stosując blender w porównaniu z me­
todą maceracji. Wykorzystanie blendera do izolacji mikrospor zapewniło uzyskanie 
największej (75%) liczby żywotnych mikrospor pszenicy w porównaniu do innych 
metod (8). Istnieją gatunki wymagające łagodniejszej procedury, dlatego też czasa­
mi preferowana jest technika oparta na samoistnym uwalnianiu się mikrospor z pyl­
ników (20).

7. Dymorfizm i żywotność mikrospor

Obserwacje in vitro pozwoliły wyróżnić cztery typy mikrospor, w zależności od 
sposobu ich różnicowania się. Pierwszy typ - A, zwanym typem komórki wegeta­
tywnej określono m.in. u jęczmienia i pszenżyta. Charakterystyczne są dla tego typu 
asymetryczne podziały jąder mikrospor, po których powstawały potomne jądra ko­
mórki wegetatywnej i generatywnej. Dalszym podziałom mitotycznym podlegała
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tylko komórka wegetatywna tworząc wielokomórkową strukturę, co następnie pro­
wadziło do pęknięcia egzyny. Z takich „odsłoniętych” struktur różnicowały się kalus 
i zarodki. Drugi typ - B, zwany typem komórki generatywnej, oraz trzeci typ - 
C, tj. typ komórki wegetatywnej i generatywnej, opisano u niektórych gatunków 
zbóż, ale występowały one z mniejszą częstością. Czwarty, typ - D, najczęściej ob­
serwowany u ryżu i pszenicy, zwany był typem mikrospory. W tym przypadku cha­
rakterystyczne są symetryczne podziały jądra w mikrosporze prowadzące do two­
rzenia się dwóch niezróżnicowanych komórek, z których w następstwie podziałów 
mitotycznych powstawał kalus lub zarodki (2).

Podczas wstępnego traktowania kłosów, wstępnej kultury pylników oraz izolacji 
mikrospor część wyizolowanych mikrospor traci swoją żywotność i wykazuje dy­
morfizm. Identyfikacji różnych typów mikrospor ryżu dokonano przy użyciu metody 
polimorfizmu długości fragmentów restrykcyjnych (RFLP) (85). Wyizolowane mikro­
spory ryżu po wstępnej kulturze w mannitolu wykazywały dymorfizm w porównaniu 
z mikrosporami bez prekultury z mannitolem (12). U jęczmienia, po mechanicznej 
izolacji zaobserwowano dwa rodzaje mikrospor: 1) małe, splazmolizowane, nie wy­
kazujące zdolności do podziałów, 2) duże, bogate w cytoplazmę wykazujące zdol­
ność do androgenezy (34,37). Takie zróżnicowanie mikrospor, tłumaczono jako sku­
tek wstępnej kultury, a nie rezultat mechanicznej izolacji ponieważ w pylnikach 
podczas wstępnego traktowania obserwowano obecność małych, „ginących” mikro­
spor. Dwa typy cytoplazmy w mikrosporach jęczmienia opisali Bolik i Koop (32). 
Pierwszym typem była cytoplazma embriogenna o charakterze granularnym, nato­
miast nieembriogenna cytoplazma (drugi typ) była gładka i gwiaździsta. Embriogen- 
ne mikrospory kukurydzy (43) i pszenicy (7) charakteryzowały się obecnością dużej 
wakuoli. Inną podstawą klasyfikacji mikrospor było zabarwienie sporodermy. Dla 
embriogennych mikrospor ryżu charakterystyczna była czerwona barwa egzyny (24). 
Sporoderma w mikrosporach jęczmienia miała czerwone i niebieskie zabarwienie, 
ale embriogenne były tylko mikrospory z niebieską „otoczką”, u których egzyna 
pękała (37).

Po wyizolowaniu mikrospor z pylników jest możliwe rozróżnienie mikrospor ży­
wotnych od nieżywotnych za pomocą barwnika fluorescencyjnego (EDA - fluoresce­
in diacetate) (86). Stwierdzono, że stosunek mikrospor żywotnych do nieżywotnych 
w kulturze jęczmienia wynosił 1:3 (14). U jęczmienia (35,37), pszenicy (65) i kukury­
dzy (26) w celu rozdzielenia obu typów mikrospor przeprowadzono wirowanie 
w gradiencie Percollu. Do rozdzielenia dwóch typów mikrospor użyto też wirowa­
nia w roztworze 19 lub 20% maltozy (14,40,42,81,84). Duże mikrospory były skupio­
ne w formie „obrączki” na granicy faz, zaś małe w postaci osadu na dnie probówki. 
Oddzielenie żywotnych od nieżywotnych mikrospor przyczyniło się do wzrostu licz­
by uzyskanych zarodków i zregenerowanych roślin w kulturze mikrospor jęczmienia 
(31), ale całkowita liczba otrzymanych zielonych roślin w tej kulturze była dwukrot­
nie wyższa w kulturze, gdzie znajdowały się wszystkie mikrospory.
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8. Pożywki stosowane w kulturach mikrospor

w większości badań przeprowadzonych z wykorzystaniem kultur pylników i mi­
krospor zbóż zmierzano do optymalizacji składu podłoża. Wśród testowanych sub­
stancji wchodzących w skład pożywki ważną rołę odgrywają przede wszystkim 
związki azotowe, cukry oraz regulatory wzrostu. Wykazano, że zainicjowanie po­
działów, różnicowanie i regeneracja roślin z mikrospor jęczmienia można regulo­
wać przez odżywianie azotowe (14). Znaczący wpływ na regenerację z mikrospor 
miał stosunek N03' : NH4+oraz stosunek azotu nieorganicznego do organicznego. 
W pożywce azot w ilości 20-35 mM (całkowita ilość), przy czym stosunek N03‘ : 
NH4+ wynosił 90:10, a nieorganicznego do organicznego pomiędzy 90:10 a 71:29, 
wpłynął korzystnie na liczbę zregenerowanych roślin. Uzyskano wzrost liczby zielo­
nych roślin w kulturach pylników przez obniżenie w pożywce stężenia azotanu 
amonu i użycie glutaminy jako nietoksycznego źródła azotu (87).

Przeprowadzono również badania wpływu węglowodanów na embriogenezę 
z mikrospor zbóż. Jako źródło węglowodanów stosowano m.in. sacharozę w do­
świadczeniach z kukurydzą (26,28,30,43). Wzrost poziomu sacharozy w pożywce 
(8,0-9,5%) spowodował zwiększenie liczby zregenerowanych roślin z mikrospor ku­
kurydzy (52). Z pozytywnym skutkiem zastępowano maltozą glukozę, sacharozę 
(74) oraz fruktozę (38). Podtrzymała ona rozwój kalusa i zarodków jęczmienia. Za 
optymalne stężenie maltozy dla mikrospor jęczmienia w pożywce indukującej przy­
jęto 90 g/l (3). W innych badaniach, gdzie mikrospory jęczmienia hodowane w po­
żywce zawierającej maltozę w większym stężeniu niż pożywka używana do izolacji, 
tworzyły większą liczbę kolonii w porównaniu z hodowanymi w pożywce z takim 
poziomem maltozy co pożywka izolacyjna (76). Maltoza i melobioza korzystnie 
wpływały na podziały komórkowe i tworzenie się mikrokalusa z mikrospor jęczmie­
nia, a sacharoza, cellobioza i głukoza miały wpływ hamujący (36). Maltoza była też 
stosowana jako źródło węglowodanów w kulturze mikrospor pszenicy (11,20,49, 
88,89) i ryżu (12,13). Wykazano, że liczba mikrospor nieembriogennych może zale­
żeć od koncentracji cukrów w pożywce i od długości okresu inkubacji mikrospor 
w obecności tych cukrów. Węglowodany, obok korzystnego działania, w niektórych 
okolicznościach mogą mieć działanie ujemne. Wykazano, że różnicowanie mikro­
spor jęczmienia może być zakłócone w obecności glukozy i sacharozy (90,91). Mi­
krospory umieszczone w pożywce, która zawierała wyższe stężenie glukozy, zamie­
rały po dwóch dniach. Natomiast cukier ten dodany do pożywki po drugim dniu kul­
tury nie wywoływał ujemnych skutków. Sacharoza również powodowała zamieranie 
mikrospor, ale wyeliminowanie jej po sześciu godzinach z pożywki wpłynęło na 
utrzymanie żywotności tych mikrospor.

Do składników pożywek odgrywających ważną rołę w kulturze łn vitro należą 
również regulatory wzrostu takie jak auksyny i cytokininy. Spośród cytokinin uży­
wanych w kulturach pylników i mikrospor jęczmienia najczęściej stosowana była 
6-benzylo-amino-puryna (BAP) (14,34,38,81). Częstość regeneracji w kulturach mi-
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krospor jęczmienia była podobna przy zastosowaniu auksyny kwasu 2,4-dwuchloro- 
fenoksyoctowego (2,4-D) jak i BAP. Po wstępnej kulturze w mannitolu najwięcej ro­
ślin jęczmienia zregenerowano stosując 2,4-D w stężeniu 10'^ mol/L (61). Natomiast 
bez wstępnej kultury z mannitolem, wyższa koncentracja i dłuższa obecność 2,4-D 
w pożywce, spowodowała regenerację 1 zielonej rośliny z pylnika. W kulturze mi- 
krospor pszenicy, użyto auksyny w pożywce indukującej (11,42). W kilku pracach 
stosowano połączenia auksyny i cytokininy (12,33,39,76,77,92). Odpowiednia kom­
binacja stosowanych auksyn 2,4-D, NAA (kwas a-naftylooctowy) oraz BAP, w kultu­
rze mikrospor ryżu, wpłynęła na tworzenie się kalusa. Zastosowanie w pożywce re­
generacyjnej kombinacji auksyny - lAA (kwas p-indolilooctowy) i cytokininy - ki- 
netyny (6-furfuryloaminy) miało korzystny wpływ na różnicowanie się i rozwój zielo­
nych roślinek (13). Po zastosowaniu kwasu fenylooctowego (PAA), jako jedynego re­
gulatora wzrostu w pożywce, zregenerowano z mikrospor jęczmienia trzy razy wię­
cej zielonych roślin (58). PAA stosowano również w kulturze mikrospor pszenicy 
(10,33). W kulturach mikrospor kukurydzy pozytywny efekt dało zastosowanie TIBA 
(2,3,5-trzyjodobenzoesowy) w stężeniu 0,1 mg/l (30), chociaż najczęściej używana 
w tych kulturach pożywka nie posiadała fitohormonów (26,28,43). Z przytoczonych 
przykładów wynika, że istnieje duża zależność między zdolnością genotypu do two­
rzenia kalusa, zarodków i zielonych roślin a składem pożywek indukujących i rege­
neracyjnych, stąd konieczność indywidualizacji optymalnego składu pożywek indu­
kujących i regeneracyjnych.

Decydującą rolę, w rozwoju mikrospor i pylników in vitro, odgrywają rodzaje poży­
wek - płynne lub stałe. Chociaż kultury mikrospor jęczmienia najczęściej prowadzo­
no w pożywkach płynnych (14,34,37) podjęto próby umieszczenia ich w podłożach 
stałych. Przetestowano różne substancje zestalające i różną ich koncentrację. Na 
podłożach zestalonych agarozą częstość zainicjowania podziałów była niska, a rozwój 
agregatów występował sporadycznie. Na pożywce zestalonej preparatem Gelrite mi- 
krospory dzieliły się i mogły być z nich regenerowane rośliny. Z danych literaturowych 
wynika, że mikrospory bardziej niż pylniki reagują na skład pożywek (81). W obecno­
ści Ficolu, dodanego do poż>'wek indukujących, w kulturach pylników obserwowano 
wzrost liczby wytworzonych zarodków i niższą względną częstość występowania albi­
nosów. U jęczmienia dodanie Ficolu wpłynęło indukująco na tworzenie się zarodków 
z agregatów komórkowych (36) i powodowało 5-8-krotny wzrost tworzących się zarod­
ków w porównaniu z Gelritem (31). Zaobserwowano, że Ficol „utrudniał” opadanie mi­
krospor, co zapobiegało ich kulturze w środowisku beztlenowym. Wpływ dostępności 
tlenu na kulturę mikrospor był brany pod uwagę także przez innych autorów (4,93).

Przy opracowywaniu składu pożywki należy uwzględnić wielkość ciśnienia osmo- 
tycznego, które uznano za ważny parametr. W kulturze mikrospor jęczmienia, w cza­
sie wstępnego traktowania, podwyższenie ciśnienia osmotycznego do 440 mOs.kg'^ 
spowodowało zwiększenie o 15% liczby embrionalnych struktur (34). Przy wyższym 
ciśnieniu osmotycznym w kulturze mikrospor kukurydzy obserwowano obniżenie 
liczby roślin albinotycznych, a wzrost liczby zielonych regenerantów (52).
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9. Temperatura

Temperatura jest ważnym czynnikiem w kulturze in vitro wpływającym na właści­
wy rozwój struktur zarodkopodobnych z izolowanych mikrospor. Obniżenie tempe­
ratury z 28 do 15°C w ciągu pierwszych czterech dni kultury mikrospor kukurydzy, 
spowodowało dwukrotny wzrost liczby zarodkopodobnych struktur (52). Kultura 
mikrospor kukurydzy w ciągu 10 dni w wysokiej temperaturze (32°C), w porówna­
niu z ciągłą ich kulturą w niższej temperaturze (25°C), wpłynęła na tworzenie wię­
kszej liczby struktur zarodkopodobnych (21).

10. Zagęszczenie mikrospor

Poziom regeneracji roślin może być zwiększony przez odpowiednie zagęszczenie 
mikrospor w pożywce i odpowiednią gęstość uzyskanych z nich kolonii. Zbyt duża gę­
stość mikrospor w pożywce powoduje powstawanie autotoksyn inhibujących ich roz­
wój. W kulturze, o optymalnej gęstości izolowanych mikrospor, tworzy się więcej ro­
ślin niż w kulturze pylników, gdzie gęstość mikrospor jest niekontrolowana. Zaletą 
kultury izolowanych mikrospor jest to, że każda z nich ma stały kontakt ze składnika­
mi odżywczymi i regulatorami wzrostu znajdującymi się w pożywce (3). Dobór zagęsz­
czenia mikrospor zależy od jakości donora. Mniejszą liczbę mikrospor w pożywce 
(5 X 103 - 2 X lO'^/ml) zastosowano u jęczmienia, używając roślin dobrej jakości 
(34). Poza tym gęstość miała wpływ na żywotność i rozwój mikrospor podczas dalszej 
kultury (31,32,37). Z badań Daviesa i Mortona (3) wynika, że różne gęstości mikrospor 
jęczmienia w kulturze oraz gęstości powstających kolonii miały wyraźny wpływ na re­
generację. Największą liczbę kolonii z mikrospor otrzymano przy gęstości większej 
niż 5 X lO^/ml, a uzyskane z nich kolonie przy 2,5-25 kolonii/cm^ dały największą licz­
bę zielonych roślinek. U pszenicy niezbędną dla utrzymania żywotności mikrospor 
była gęstość rzędu 2 x 10^ mikrospor/ml (8). U kukurydzy optymalne zagęszczenie 
mikrospor w 1 ml pożywki wynosiło 7-10 x 103/ml (30) i 6-8 x lO'^/ml (26). U ryżu 
kształtowało się to w granicy 8x10“^ mikrospor na szalkę (12), a u żyta wynosiło 
1,5 X 103 mikrospor/ml (j. Kumlehn-doniesienie ustne).

11. Wpływ zalążni na kulturę mikrospor

Wszelkiego rodzaju optymalizacja warunków kultury mikrospor zmierza do po­
lepszenia warunków regeneracji roślin tzn. uzyskania jak największej liczby zielo­
nych regenerantów. W celu zwiększenia efektywności podziałów mikrospor i liczby 
zarodków, a potem roślin stosuje się kultury wspomagające rozwój mikrospor czyli 
tzw. kultury „niańki” (nurse culture). Korzystny efekt działania takich kultur związany 
jest z dostarczeniem przez „niańkę” czynników indukujących rozwój mikrospor do
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Środowiska, w którym się one znajdują. W wielu eksperymentach jako kulturę wspo­
magającą stosowano zalążnie. Zalążnie pszenicy umieszczone obok mikrospor 
z pszenicy były konieczne do uzyskania z nich zarodkopodobnych struktur. Brak 
zalążni w kokulturze powodował zahamowanie rozwoju wielokomórkowych struk­
tur po 2 tygodniach, niezależnie od składu pożywek (82). Wykazano, że zalążnie nie 
są konieczne do zaindukowania procesu androgenezy, ale są niezbędne do jego 
utrzymania w czasie dalszej kultury. W kulturze mikrospor pszenicy stwierdzono 
wzrost liczby wytworzonych zarodków i płodnych roślin spowodowany użyciem 
zalążni jęczmienia lub pszenicy (42). W kokulturze z zalążniami pochodzącymi z tej 
samej odmiany uzyskano wyższą żywotność mikrospor pszenicy, w porównaniu do 
kokultury zawierającej mieszaninę zalążni z czterech odmian (40). Natomiast zasto­
sowanie naczynek z zalążniami nie miało znaczącego wpływu na żywotność mikro­
spor, ale w porównaniu do agarozowych pierścieni, powodowało wzrost liczby na­
brzmiałych mikrospor. Pozytywny efekt działania zalążni na androgenezę obserwo­
wano także w innych eksperymentach z jęczmieniem (39,69), pszenicą (7,9,41,49, 
50,65,94), ryżem (12) i żytem (j. Kumlehn - doniesienie ustne). Prowadzono także 
eksperymenty z zastosowaniem pylników, mających korzystny wpływ na kulturę mi­
krospor. Umieszczenie 25 pylników w płynnej pożywce (w szalce) obok wyizolowa­
nych mikrospor wpłynęło na poprawę rozwoju mikrospor kukurydzy (26).

12. Regeneracja roślin i poziom ploidalności regenerantów

w kulturze in vitro mikrospor pszenicy wyróżniono trzy podstawowe fazy podczas 
androgenezy. Pierwszą fazą jest zainicjowanie podziałów mikrospor, trwa do 10 dni. 
Drugą jest embriogeneza - trwa od 10 do 30 dni. Trzecią fazą jest regeneracja zielo­
nych roślin z zarodków i trwa powyżej 30 dni (95). Pełny rozwój rośliny począwszy od 
pojedynczej mikrospory, przez jej kolejne podziały i tworzenie zarodka prześledzono 
i udokumentowano dla jęczmienia (96). W literaturze spotyka się takie pojęcia jak 
efektywność regeneracji, której autorzy użyv/ają w stosunku do liczby roślin uzyska­
nych z pylnika (26,52,79), liczby zielonych roślin z pylnika (20,31), liczby zielonych ro­
ślin z kłosa (76) lub ogólnej liczby roślin zregenerowanych (23,24). Dla jęczmienia ozi­
mego odmiany Igri uzyskano najwyższy wskaźnik regeneracji. W odmianie tej zre­
generowano od 4,8 (14) do 50 (34) zielonych roślin z pylnika. Efektywność regeneracji roś­
lin jęczmienia odmiany Igri w kulturach izolowanych mikrospor była 100-200-krotnie 
wyższa niż w kulturach pylników (3). Również na podstawie wyników innych doświad­
czeń wskazuje się, że regeneracja roślin jęczmienia z mikrospor była wyższa niż z pyl­
ników, gdzie wynosiła średnio od 4,8 (87) do 12,4 (55) zielonych roślin z pylnika.

jednym z celów kultury mikrospor jest uzyskanie roślin haploidalnych, z których 
po podwojeniu liczby chromosomów (spontaniczne lub indukowane) powstają po­
dwojone haploidy. Z genetycznie niestabilnej tkanki kalusowej, uzyskanej z mikro­
spor często otrzymuje się rośliny o zróżnicowanej ploidalności. Stwierdzono, że

152 PRACE PRZEGLĄDOWE



Mikrospory zbóż w kulturach in vitro

szereg czynników, np. stadium rozwojowe eksplantatu, fuzja jąder oraz aktywność 
metaboliczna jąder pyłkowych (replikacja i endoreduplikacja DNA) ma wpływ na sto­
pień ploidalności zregenerowanych roślin (2). Użycie eksplantatu zawierającego 
pyłek w późniejszym stadium rozwojowym wpływało na wyższą ploidalność zarod­
ków i roślin. W kulturze in vitro wiele mikrospor wykazuje zdolność do spontanicz­
nego podwajania liczby chromosomów. Od 20 do 50% zregenerowanych zielonych 
roślin w kulturze pylników pszenicy było podwojonymi hapłoidami (99). Spontanicz­
nie podwojone haploidy jęczmienia stanowiły około 80-87% otrzymanych regene- 
rantów (34,39), a ryżu 72% (23). Wśród roślin pszenicy zregenerowanych z mikro­
spor stwierdzono 75% roślin ze spontanicznie podwojonymi chromosomami, 1,7% 
aneuploidów i 16% haploidów (100).

Czasami wśród regenerantów liczba roślin, ze spontanicznie podwojonymi chro­
mosomami jest niska. Częstość występowania haploidów kukurydzy otrzymanych 
z pylników ze spontanicznie podwojonymi chromosomami była niska i stanowiła 
4,5% (97) i 6 ,3% (98) ogólnej liczby regenerantów. W celu podwojenia liczby chromo­
somów rośliny traktowane są m.in. kolchicyną. Badano, w kulturze pylników pszeni­
cy, efekty różnych stężeń kolchicyny, dodanej do pożywki indukującej. Kolchicyną 
zastosowana przed pierwszym podziałem mitotycznym mikrospor, w kulturze in vi­
tro, powodowała podwojenie chromosomów z lepszym efektem niż konwencjonal­
nie stosowane techniki. Stwierdzono też, że na efektywność kolchicynowania miało 
wpływ stadium rozwojowe regeneranta (101). Stosowanie różnych metod podwa­
jających liczbę chromosomów oszacowano na przykładzie haploidalnych linii em- 
briogennego kalusa kukurydzy. Traktowanie tkanek roztworem kolchicyny było naj­
lepszą metodą uzyskiwania podwojonych haploidów (102).

Do podwojenia liczby chromosomów mogą być też stosowane niektóre herbicydy. 
Badano wpływ czterech różnych herbicydów na efektywność podwojenia liczby chro­
mosomów w haploidalnym kalusie kukurydzy pochodzącym z pylników. Spośród uży­
tych do tego celu herbicydów tylko Amiprofosmetyl (APM) i Pronamide spowodowały 
podwojenie liczby chromosomów u regenerantów. Herbicydy te wywoływały podobne 
efekty jak kolchicyną, mimo stosowania ich w dużo niższej koncentracji (103). Udział 
płodnych podwojonych haploidów zregenerowanych z mikrospor pszenicy był różny 
i w zależności od stosowanego preparatu wynosił: spontanicznie podwojone haplo­
idy - 15%, kolchicyną - 53%(41a),Trifluralin - 65%, APM - 74%(41b).

13. Albinizm

Albinizm (niezdolność do syntezy chlorofilu) jest jednym z poważnych proble­
mów w kulturze pylników i mikrospor. W trakcie regeneracji roślin z mikrospor 
otrzymuje się zarówno rośliny zielone jak i albinotyczne. Zjawisko albinizmu wśród 
zregenerowanych roślin występuje w różnym stopniu u wszystkich gatunków zbóż. 
Do czynników wywołujących występowanie tego zjawiska zalicza się przede wszyst­
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kim genotyp, fizjologiczny stan rośliny donorowej (104,105), stadium rozwojowe 
mikrospor (106), chłodzenie (107) i temperaturę stosowaną w kulturze (108). Wy­
dłużenie czasu prowadzenia kultury w ciemności i zmiana równowagi składników 
odżywczych w pożywce wpłynęły na wzrost liczby albinosów (31). W kulturze izolo­
wanych mikrospor w porównaniu z kulturą pylników otrzymano mniejszą liczbę ro­
ślin albinotycznych. Około 5% rośłin albinotycznych uzyskano w kułturze izolowa­
nych mikrospor jęczmienia odmiany Igri, podczas gdy w kulturach pylników obec­
ność albinosów stanowiła 40^ (33). Podjęto wiele wysiłków zmierzających do wyja­
śnienia przyczyn na poziomie molekularnym tworzenia się roślin albinotycznych 
z mikrospor. Stwierdzono, że zjawisko albinizmu powoduje delecja genów w geno­
mie plastydowym pszenicy, jęczmienia i ryżu (5,109-112). W kulturze pylników 
pszenicy albinizm był wywołany działaniem genów jądrowych (66).

14. Wykorzystanie mikrospor w kulturach in vitro

Kultury izolowanych mikrospor pozwalają na lepsze poznanie procesu androge- 
nezy niż kultury pylników. Umożliwiają: 1) uzyskanie haploidów i podwojonych ha- 
ploidów, 2) łatwiejsze manipulowanie pojedynczymi komórkami w procesach muta­
cji, transformacji i selekcji; 3) bezpośrednią obserwację rozwoju mikrospor i proce­
sów w nich zachodzących, 4) bardziej precyzyjne określenie potrzeb odżywczych, 5) 
uniknięcie możliwości regeneracji roślin z somatycznych tkanek pylnika (20).

Schemat wykorzystania mikrospor w kulturach in vitro i hodowli roślin

Dojrzewanie in vitro

Mikrospory

Rośliny Selekcja mutantów

Zmutowane rośliny 
haploidalne

Podwojenie liczby 
chromosomów

Rośliny homozygotyczne

Izolowane mikrospory, wielokomórkowe agregaty uzyskane z mikrospor lub ka­
lus powstający z mikrospor mogą posłużyć do wyprowadzenia zawiesin i izolacji
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protoplastów zbóż. Zawiesiny komórkowe są źródłem protoplastów, które mogą 
posłużyć przede wszystkim do otrzymywania mieszańców somatycznych, uzyskiwa­
nia roślin o pożądanych cechach na drodze transformacji. Zawiesiny komórkowe zo­
stały wyprowadzone z kultur izolowanych mikrospor jęczmienia (56), a mikrospory 
kukurydzy były źródłem jednorodnych zawiesin pod względem liczby chromoso­
mów, efektywności embriogenezy i zdolności do regeneracji (113). Wykorzystując 
materiał otrzymany na drodze androgenezy wyprowadzono kultury zawiesin jęcz­
mienia (114,115), kukurydzy (28,113) i ryżu (116-118), z których izolowano proto­
plasty. Z bezpośrednio wyizolowanych mikrospor ryżu przeprowadzono izolację 
protoplastów (119). U jęczmienia izolowano protoplasty z kalusa uzyskanego z mi­
krospor (120).

Mikrospory są nie tylko źródłem protoplastów, mogą być stosowane jako „nia­
ńka” w kulturze protoplastów. Materiałem do izolacji protoplastów jęczmienia były 
kiłkutygodniowe agregaty komórkowe uzyskane z mikrospor, zregenerowano z nich 
rośliny, gdy jako kulturę „niańki” zastosowano mikrospory (92). Rozwój protopla­
stów izolowanych z zapłodnionych komórek jajowych był uwarunkowany użyciem 
mikrospor. Z wyizolowanych protoplastów powstawały embriogenne struktury po za­
stosowaniu mikrospor jęczmienia jako kułtury „niańki” (121).

Mikrospory ze względu na swoją strukturę, „haploidalą naturę”, ogromną liczeb­
ność w pylniku i zdolność do regeneracji drogą embriogenezy są doskonałym na­
rzędziem wykorzystanym w transformacji roślin. Transformując mikrospory lub ka­
lus z nich powstający można, w krótkim czasie, otrzymać rośliny homozygotyczne 
zawierające nowe geny (122). Transformanty posiadające obce DNA, którego odcin­
ki są zintegrowane w regionach kodujących geny, odpowiedzialne za metabolizm 
lub rozwój nie podlegają selekcji. Poza tym otrzymywanie podwojonych haploidów 
wyklucza rośliny z letalnymi mutacjami, a niebezpieczeństwo wystąpienia zmienno­
ści somaklonalnej jest niskie ze względu na skrócenie czasu kultury i embriogenezę 
bezpośrednią. Regeneracja w krótkim czasie roślin z mikrospor zmniejsza ryzyko 
powstawania dużej liczby roślin albinotycznych stanowiących jeden z wielu proble­
mów w kulturze pylników i mikrospor (123).

W ostatnim okresie, elektroporacja zaczyna odgrywać coraz większą rolę wśród 
technik stosowanych w transformacji roślin. Dzięki tej technice możliwe jest wpro­
wadzenie obcego DNA do jądra mikrospory, mimo że przeszkodą jest wielowarstwo­
wa sporoderma składająca się z zewnętrznej egzyny i wewnętrznej pektyno-celulo- 
zowej intyny. Również użycie glikolu polietylenowego (PEG) umożliwia transformo­
wanie mikrospor. Elektroporacja mikrospor jęczmienia była możliwa przez zastoso­
wanie barwnika - jodku propidyny, a zabieg ten przeżyło 5-17% mikrospor (35). Mi­
krospory jęczmienia (75) i kukurydzy (44,124) transformowane za pośrednictwem 
PEG-u i metodą elektroporacji wykazywały przejściową ekspresję {transient) wprowa­
dzonych genów. Transformacji za pośrednictwem PEG-u i elektroporacji poddano ta­
kże protoplasty wyizolowane z zawiesin wyprowadzonych z mikrospor. Tą drogą 
uzyskano stransformowane rośliny kukurydzy (80), ryżu (125,126) i jęczmienia (77).
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Precyzyjne wprowadzenie obcych genów bezpośrednio do jądra komórek i zre­
generowanie roślin posiadających nowe cechy możliwe jest do zrealizowania dzięki 
uzyskaniu wysoce embriogennych kultur mikrospor (123). Opracowanie dla zbóż 
wydajnego systemu transformacji metodą mikroiniekcji możliwe jest do zrealizowa­
nia, po uprzednim opanowaniu, metod regeneracji z mikrospor kulturowanych po­
jedynczo. W doświadczeniach z mikrosporami jęczmienia zostały określone warun­
ki in vitro kultury uwolnionych z pylników mikrospor, ale z ogromnej liczby tych mi­
krospor zregenerowano tylko kilka roślin. Nakłuwane mikrospory, często ulegały 
rozerwaniu lub traciły cytoplazmę (32). U kukurydzy przeprowadzono mikroiniekcję 
struktur wielokomórkowych uzyskanych z mikrospor. Stwierdzono, że 90% struktur 
po tygodniu kultury odznaczało się żywotnością, a część z nich rozwijała się w za­
rodki (127).

Najnowsza technika transformacji roślin oparta jest na wykorzystaniu do tego 
celu „strzelby genowej”. Opracowanie efektywnego systemu regeneracji roślin z mi­
krospor jęczmienia pozwoliło na zastosowanie metody transformacji przy użyciu 
strzelby genowej w tych kulturach. Na 2,8 x 10^ bombardowanych mikrospor uzy­
skano jedną roślinę transgeniczną (128). Liczba zregenerowanych roślin jęczmienia 
wynosiła 1 na 1x10^ bombardowanych mikrospor. Stwierdzono, że przenoszone do 
transformanta geny były dziedziczone we wszystkich otrzymanych roślinach potom­
nych, co jednoznacznie wskazuje na homozygotyczność regenerantów. Poza tym 
otrzymane transformanty nie wykazywały fenotypowych odchyleń (81). Potencjał re­
generacyjny mikrospor jęczmienia transformowanych metodą strzelby genowej 
sprawdzano cytologicznie, opierając się na żywotności oraz aktywności GUS bom­
bardowanych mikrospor (122). Wykazano, że największą ekspresję (typu transient) 
genu GUS obserwowano w trzecim dniu po bombardowaniu mikrospor, a najlepsze 
rezultaty uzyskano transformując mikrospory dwa dni po izolacji (33). Transformo­
wano kulturę mikrospor tygodniowych i czterotygodniowych (129), a także kalus 
uzyskany z mikrospor (130). Obecność genów uidA i bar w jęczmieniu, uzyskanym 
z mikrospor potwierdzono metodą PGR i metodą Southerna (131). Transformacji 
przy użyciu strzelby genowej poddano haploidalne zarodki (132) i izolowane mikro­
spory pszenicy (50). Najwyższy poziom ekspresji wprowadzonego genu wykazywały 
uzyskane z mikrospor wielokomórkowe struktury. Transformację mikrospor za po­
mocą strzelby genowej przeprowadzono także u kukurydzy (133).

15. Podsumowanie

Liczne badania nad izolacją i kulturą mikrospor, prowadzone przede wszystkim 
z jęczmienia, przyniosły postęp w opracowaniu metod stosowanych w kulturach 
izolowanych mikrospor pszenicy, ryżu, kukurydzy, pszenżyta oraz żyta. Techniki te 
z powodzeniem były i mogą być wykorzystane do otrzymywania roślin homozygo- 
tycznych na dużą skalę, a także roślin transgenicznych o pożądanych cechach. Sto­
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sowane metody w kulturze izolowanych mikrospor, począwszy od izolacji aż do 
uzyskania dojrzałych roślin, w uzyskiwaniu podwojonych haploidów oraz manipula­
cjach genetycznych mają szereg zalet. Należą do nich: 1) wysoka zdolność mikro­
spor do embriogenezy, 2) krótki czas prowadzenia kultury (1-3 miesiące), 3) zmini­
malizowanie zmienności gametoklonalnej, 4) możliwość śledzenia wczesnych sta­
diów embriogenezy, 5) precyzyjne prowadzenie manipulacji genetycznych, 6) możli­
wość przeprowadzenia różnorodnych badań, np. biochemicznych na poziomie ko­
mórki, 7) łatwe stosowanie czynników selekcyjnych i mutagennych. Ponadto, efek­
tywność regeneracji roślin haploidalnych z izolowanych mikrospor jest często wyż­
sza, w porównaniu do efektywności regeneracji takich roślin z pylników. Metody 
i techniki stosowane w kulturze izolowanych mikrospor są bardziej skomplikowane 
i złożone niż w kulturze pylników, zatem wymagają stopniowo przezwyciężenia 
wielu barier, aby dawały zadowalające efekty. Zastosowanie technik używanych 
w kulturach izolowanych mikrospor przyczyni się do uzyskania nowych odmian 
i znacznego skrócenia cyklu hodowlanego.
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