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Mikrospory zb6z w kulturach in vitro
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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. Wstep

Historia kultur tkankowych liczy 100 lat. Przez caly ten czas
zregenerowanie rosliny z pojedynczej komorki byto wyzwaniem
dla badaczy. Dzi$ niektore techniki kultur in vitro osiggnety po-
ziom kunsztu. Dzieki temu w wysoko wyspecjalizowanych labo-
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ratoriach mozliwe bylo przesledzenie rozwoju roslin od pojedynczej mikrospory,
poprzez stadium zarodka, az do dojrzalej rosliny.

In vivo mikrospory sag komérkami pokolenia haploidalnego, a po asymetrycznym
podziale jadra, rozwijajg sie w meski gametofit otoczony wyksztatcong sporoderma
(ziarno pytku). Procesy réznicowania mikrospor, pod wptywem specyficznych wa-
runkow, mogg ulec zmianie z gametofitowego na rozwdj sporofitowy, co zasadni-
czo warunkuje powstawanie roélin haploidalnych - proces androgenezy (haploidal-
na embriogeneza). W kulturze in vitro moze on zachodzié: a) bezposrednio -
z tworzacych sie zarodk6w powstajg rosliny, b) posrednio - z udzialem kalusa.
W warunkach in vitro izolowane mikrospory stanowig grupe komorek strukturalnie
jednorodnych, zdolnych do synchronicznego rozwoju przez co sg doskonatym na-
rzedziem w manipulacjach genetycznych, dajg mozliwo$¢ bezposredniego $ledzenia
rozwoju, m.in. z tworzacych sie zarodkow, umozliwiajg przeprowadzenie selekcji
rekombinantéw pod wzgledem okres$lonej cechy, stanowig dogodny materiat w ba-
daniach biochemicznych oraz do analizy procesu embriogenezy za pomocg technik
molekularnych. Kultury mikrospor z powodzeniem moga by¢ wykorzystane do pro-
dukcji roslin homozygotycznych. Otrzymywanie haploidow i podwojonych haplo-
idow metodami stosowanymi w kulturach izolowanych mikrospor pozwala na skro-
cenie cyklu otrzymywania linii homozygotycznych do jednego pokolenia, podczas
gdy uzyskanie takich linii w hodowli tradycyjnej trwa ponad 6 pokoleA. Poza tym
mikrospory moga by¢ wykorzystane do otrzymywania roslin transgenicznych o po-
zadanych cechach.

Otrzymanie roslin z izolowanych mikrospor wymaga znajomosci technik i metod
izolacji oraz kultury wyizolowanych mikrospor i temu poswiecony jest ten artykut.

2. Genotyp rosliny wyjsciowej

Czynnikiem decydujacym o wydajnosci androgenezy jest m.in. genotyp rosliny.
Rdznice miedzy genotypami sg zwigzane z dziataniem czynnikdw genetycznych. Re-
akcje mikrospor - wyizolowanych z rdéznych rodzajow, gatunkéw, a nawet odmian
roslin - na te same warunki wzrostu i rozwoju sg najczesciej odmienne i wyrazajg
sie mniejsza lub wiekszg zdolnoscig do wytwarzania zarodkéw, a nastepnie zielo-
nych roslin. Na podstawie danych z wielu przeprowadzonych eksperymentéw mozna
stwierdzi¢, ze rozwdj mikrospor warunkowany jest poligenicznie, a zdolno$¢ mikro-
spor do embriogenezy moze by¢ modyfikowana przez szereg czynnikéw (1). Bardziej
podatne na androgeneze sg rosliny poliploidalne anizeli roéliny diploidalne (2). Ge-
notypowg zalezno$¢ miedzy zdolnoscig mikrospor do regeneracji a liczbg regeneran-
téw wykazano u jeczmienia (3-6), pszenicy (7-11) i ryzu (12,13). Liczba zregenerowa-
nych roélin jeczmienia odmiany Igri wynosita 759 na | X 10" zywotnych mikrospor
i byta wyzsza w poréwnaniu z odmiang Gimpel (232 na | x 10" zywotnych mikro-
spor). Natomiast czesto$¢ inicjowania podziatow byla wyzsza u Gimpel (28") niz
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u Igri {\4%) (14). Wsréd odmian jeczmienia wyodrebniono odmiany charakteryzujace
sie wysokg zdolnoscig do regeneracji, gdzie wskaznik regeneracji w kulturze pylni-
kow wynosit kilkadziesiat roélin na 100 pylnikéw (Igri, Tapir), i niskg zdolno$cig do re-
generacji - wskaznik regeneracji nie przekroczyt kilku procent (Digger, Alis) (15).
Podobne rezultaty otrzymano u testowanych odmian pszenicy (16). U pewnych geno-
typow w ogéle nie zregenerowano roslin (Miradur, Farmer), a u najlepszych odmian
zregenerowano 20 roslin na 1000 wytozonych pylnikdw (Florida).

3. Warunki wzrostu i rozwoju roslin

Liczba wyizolowanych mikrospor, zdolnych do podziatéw i regeneracji, moze
by¢ znaczgco rézna miedzy odmianami w obrebie gatunku, co czesto spowodowane
jest reakcja tych roslin na dziatanie odmiennych warunkéw wzrostu i rozwoju ro-
$lin - jako dawcow eksplantatow. Temperatura, fotoperiod, jakos¢ i intensywno$¢
oSwietlenia oraz poziom nawozenia majg wptyw na wzrost i rozwdj roélin (17).
Wzrost rodlin pszenicy (18) i jeczmienia (19,20) w niskich temperaturach miat pozy-
tywny wptyw na dalsze etapy kultury. Wieksza zywotnosc i liczbe dzielgcych sie mi-
krospor (okoto 5-krotnie) otrzymano uprawiajac pszenice w wyzszej (18°C
dzien/15°C noc) w poréwnaniu z nizsza temperaturg (15°C dzien/I12°C noc) (62).
Uprawa kukurydzy w nizszej temperaturze wptyneta na dwu-trzykrotny wzrost licz-
by struktur zarodkopodobnych w poréwnaniu z roslinami uprawianymi w wyzszej
temperaturze (21).

Warunki uprawy roslin jeczmienia, pszenicy (22) oraz ryzu (23-25) dla uzyskania
dobrego materiatu do kultury in vitro byly najbardziej sprzyjajace w szklarni. Rosliny
kukurydzy uprawiane w pokoju hodowlanym (26), szklarni (27) jak i na polu (28)
byly w podobnym stopniu dobrymi dawcami mikrospor. Niewtasciwy termin siewu
(np. zbyt pdzny) rodlin rodzicielskich moze wptynaé ujemnie na regeneracje roslin
z mikrospor. Wptyw terminu siewu roslin donorowych na rozw6j mikrospor badano
u ryzu. Stwierdzono, ze tylko kalus uzyskany z mikrospor izolowanych z roslin wy-
sadzonych w pierwszym (25.05) i drugim (15. 06) terminie byt zdolny do regeneracji
zielonych roslin (29). Z danych literaturowych wynika, ze warunki uprawy decy-
dujace o wigorze roslin-donoréw powinny by¢ pod ciagtg kontrola.

4. Stadium rozwojowe mikrospor

Podstawowym warunkiem umozliwiajagcym indukcje androgenezy jest odpo-
wiednio dobrane stadium rozwojowe mikrospor. Okresla sie je za pomocg mikro-
skopowych obserwacji cytologicznych. Najbardziej podatne na androgeneze sg pyl-
niki zawierajgce mikrospory zwakuolizowane (2), ze sciennym potozeniem jadra.
U kukurydzy, wérdd testowanych réznych stadiéw rozwojowych, tj. komorek macie-

144 PRACE PRZEGLADOWE



Mikrospory zb6z w kulturach in vitro

rzystych mikrospor, diad, tetrad, wolnych mikrospor oraz pytku, tylko mikrospory
uwolnione z tetrad wykazywaly zdolno$¢ tworzenia sporofitu (30). Istniejg przy-
puszczenia, ze genotypy, ktére w jednym pylniku zawierajg mikrospory w réznych
stadiach rozwojowych, charakteryzujg sie niewielkg zdolnoscig do embriogenezy.
Wihasciwa faza rozwoju kloséw czy wiech warunkuje efektywna regeneracje z mikro-
spor. Stwierdzono, ze stadium mikrospory jest Scisle zwigzane ze stadium rozwojo-
wym rosliny. Zwiekszenie liczby embriogennych struktur jeczmienia uzyskano izo-
lujgc mikrospory z kltoséw w odpowiedniej fazie wzrostu (31). W praktyce, wstepna
selekcja ktos6w zbdz polega na oszacowaniu grubosci zdZzbet oraz dtugosci odcinka
pomiedzy lisciem flagowym a lisciem podflagowym. U jeczmienia, najczesciej pobie-
rano ktosy zawierajgce w pylnikach mikrospory w stadiach od $rednio do p6zno jed-
nojadrowych (32-39). W kulturze mikrospor pszenicy, brano pod uwage klosy posia-
dajace pytek w stadtach rozwojowych od pdznojednojadrowych do wczesnodwuko-
morkowych (8,9,40-42). Wiechy ryzu $cinano w stadiach od wczesnojednojadro-
wych mikrospor do wczesnodwukomoérkowych ziaren pytku (3,24,25). Wiechy kuku-
rydzy pobierano zwykle w stadtach od p6znojednojadrowych mikrospor do wcze-
snodwukomorkowych ziaren pytku (26,28,43,44).

5. Traktowanie wstepne ktoséw i wstepna kultura pylnikéw

Zmiana kierunku rozwoju mikrospor, z gametofitowego na sporofitowy, wyma-
ga zadziatania odpowiedniego sygnatu, ktérym mogg by¢: szok termiczny (drastycz-
ne podwyzszenie lub obnizenie temperatury), zanurzanie pylnikéw w pozywce po-
zbawionej regulatoréw wzrostu, ,,gtodzenie” pylnikdw w pozywce bez cukrow lub
azotu, traktowanie kolchicyng (45,46). U wiekszosci gatunkdéw czynnikiem powo-
dujacym zaburzenie ,,rownowagi” wewnetrznej pylnika jest niska, dodatnia tempe-
ratura. Przechowywanie ktoséw w warunkach chtodu wptywa na indukowanie an-
drogenezy. Chtodzenie roslin moze zaburzy¢ biegunowos$¢ cytoplazmy i zakidcic¢
kierunek tworzenia sie wrzeciona, co prowadzi do zmiany drogi rozwoju mikrospor
w Kierunku tworzenia zarodkow (42). Traktowanie ktosow chiodem przediuza zy-
wotnos¢ pylnikéw, moze sprzyja¢ synchronizacji podziatéw jadrowych oraz inakty-
wacji substancji hamujacych androgeneze (47). Chtéd wptywa na polaryzacje cyto-
plazmy mikrospor i zaktdca podziaty jadra w wyniku dezorganizacji i rozpadu mi-
krotubul. Optymalny czas chtodzenia ktoséw lub wyizolowanych pylnikéw zalezy od
genotypu (6) i dlatego musi by¢ ustalany dla kazdego gatunku odrebnie. Klosy jecz-
mienia, przed izolacjg mikrospor, byly przechowywane w ciemnosci w 4°C przez
2 tygodnie (3), 4 tygodnie (48) lub od 2-5 tygodni (36). Ktosy pszenicy chtodzono od
0 do 14 dni (8,41,49,50). W zaleznosci od intensywnosci i czasu chlodzenia pylni-
kéw pszenicy uzyskano rdzng efektywnos¢ tworzenia sie kalusa (51). Preinkubacja
selekcjonowanych kwiatéw kukurydzy w ptynnej pozywce w 8°C przez 10-14 dni
byta najbardziej skutecznym sposobem indukowania podziatéw mikrospor (30).
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W kulturze pylnikéw i kulturze izolowanych mikrospor zalecana jest preinkubacja
wiech kukurydzy w temperaturze 7-8°C przez 14 dni (43,52,53). Diuzsze chtodzenie
wiech kukurydzy moze mie¢ czasami pozytywny wptyw na dalszag kulture mikrospor
in vitro. Gaillard i inni (26) wykazali, ze 18-dniowe przetrzymywanie wiech kukury-
dzy w 7°C spowodowato wzrost liczby mikrospor zdolnych do wytworzenia zarod-
kéw. Zakresy stosowanej temperatury podczas wstepnego traktowania i czasu we
wstepnej kulturze mikrospor ryzu byly rézne (13,23,25,29,54). Klosy zyta umiesz-
czone w roztworze soli poddawano najczesciej dziataniu temperatury 26°C przez
5-7 dni (. Kumlehn - doniesienie ustne).

Wstepne traktowanie polega na poddaniu szokowi termicznemu catych ktoséw
oraz wiech, a wstepna kultura (prekultura) dotyczy wyizolowanych pylnikéw. Pre-
kulture pylnikéw zazwyczaj prowadzi sie przez 3-4 dni na pozywce z mannitolem
(9,20,23,24,49,55-58). W kulturze mikrospor jeczmienia najwiecej zarodkow i zielo-
nych roslin uzyskano po 4-dniowej kulturze pylnikdw umieszczonych w mannitolu
w 25°C. Takie glodzenie pylnikéw, zdaniem niektérych autoréw, przewaza w uzy-
skaniu wyzszej efektywnosci androgenezy nad szokiem termicznym (14 dni w 4°C)
(59). W kulturze mikrospor pszenicy wstepna kultura pylnikéw w mannitolu (7 dni
w 28°C) wptyneta znacznie na wzrost liczby wielokomdrkowych struktur, w poréw-
naniu do liczby takich struktur uzyskanych z mikrospor wyizolowanych z klosow,
ktére byly chtodzone (28 dni w 4°C) (60). Regeneracja roslin w kulturze pylnikéw
jeczmienia (po zastosowaniu fitohormonu) byta mozliwa bez prekultury pylnikéw
w mannitolu, ale uzycie mannitolu zwigkszyto 10-krotnie liczbe zregenerowanych
roslin (61). Nie obserwowano podziatdéw w wyizolowanych mikrosporach ryzu bez
wstepnej kultury pylnikéw lub wiech w mannitolu (12). Sg réwniez doniesienia,
gtéwnie dotyczace kukurydzy, w ktérych prowadzono efektywng kulture mikrospor
bez traktowania mannitolem (26,52) i bez wstepnego traktowania wiech (62,63).
Prekultura pylnikéw ryzu w 24°C przez 3 dni -+ 27°C przez 2 dni lub 35°C przez
I dzien .- 27°C przez 4 dni dawata lepsze rezultaty niz wstepna kultura w 27°C
przez 5 dni (29).

U zb6z udato sie zaindukowaé androgeneze poddajac materiat wyjsciowy krot-
kiemu dziataniu niskiej temperatury (42,64), wysokiej temperatury (64-66) lub pomi-
nieto zabiegi chtodzenia (11,49,67). Z szerokiego przegladu literatury wynika, ze
warunki wstepnej kultury powinny by¢ zoptymalizowane dla kazdej odmiany.

6. Metody izolacji mikrospor

Izolacja ma na celu uwolnienie jak najwiekszej liczby mikrospor bezposrednio
z wypreparowanych pylnikéw lub z catych kloséw czy wiech, przy uzyciu réznych
technik. Pierwsze eksperymenty z kulturg izolowanych mikrospor zbéz opieraty sie
na technikach opracowanych dla tytoniu (68). Pylniki tytoniu umieszczane w specjal-
nych pozywkach zawierajagcych wysokie stezenie cukrow pekaty, a wydostajace sie
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Z pylnikéw nieuszkodzone mikrospory rozwijaty sie w kalus. Najczesciej spotykane
sg obecnie modyfikacje tej techniki polegajagce na uwalnianiu pobudzonych do an-
drogenezy mikrospor (po wstepnej kulturze pylnikdw) i ich dalszej kulturze - w o-
becnodci lub bez udziatu pylnikéw. Skuteczng technika, jak si¢ okazato, byly row-
niez kultury ziaren pytku na powierzchni pylnikéw, ktére spetniaty role ,,nianki”.
W tym przypadku pytek odizolowany byt od pylnikdw specjalng bibutg (47).

Z uwolnionego pyiku (shed pollen culture) w kulturze jeczmienia (57,69-71), psze-
nicy (7,8,72) i ryzu (12,25,73) zregenerowano kalus i rosliny po uprzedniej 2-7-dnio-
wej wstepnej kulturze pylnikdw. Stosujac kulture uwolnionego pytku, po 25 dniach
od pobrania materiatu, zregenerowano rosliny jeczmienia (39). Najwiekszg liczbe
kalusdéw uzyskano stosujac ciggtg kulture pylnikéw w ptynnej pozywce z uwolniony-
mi mikrosporami in situ (in situ shed microspores), w poréwnaniu z liczbg kaluséw uzy-
skanych innymi metodami izolacji (74). Modyfikacje kultur uwolnionych mikrospor
zastosowano w kulturze ryzu i pszenicy, pylniki poddawano wstepnemu traktowa-
niu w ptynnej pozywce przez 7-10 dni, a nastepnie za pomoca wirowania otrzymano
wolne mikrospory (8-10,23,24).

Jedng z metod mechanicznej izolacji mikrospor jest rozgniatanie pylnikéw i prze-
ciskanie ich przez sita o ustalonej wielkoSci oczek. Technike takg wykorzystano
u pszenicy (8,11,40), jeczmienia (33,35,37,58,75-78), kukurydzy (28,30,52,79,80)
i ryzu (13).

Inna i coraz czesciej stosowana metoda izolowania mikrospor zwigzana jest
z uzyciem blendera, ktéry w swym dziataniu przypomina prace mitynka do kawy.
Blender umozliwia szybka izolacje znacznej liczby mikrospor, co z powodzeniem
wykorzystano w kulturze, bowiem zregenerowano rosliny z mikrospor jeczmienia
(3,14,38,81), pszenicy (41,42,82), kukurydzy (26,43,77,83), pszenzyta (84) i zyta
(J. Kumlehn - doniesienie ustne).

Najwiekszg liczbe wyizolowanych mikrospor oraz najlepszg regeneracje roslin
jeczmienia (37) i kukurydzy (52,79) uzyskano stosujac blender w poréwnaniu z me-
todag maceracji. Wykorzystanie blendera do izolacji mikrospor zapewnito uzyskanie
najwiekszej (75%) liczby zywotnych mikrospor pszenicy w poréwnaniu do innych
metod (8). Istniejg gatunki wymagajace tagodniejszej procedury, dlatego tez czasa-
mi preferowana jest technika oparta na samoistnym uwalnianiu sie mikrospor z pyl-
nikéw (20).

7. Dymorfizm i zywotnos¢ mikrospor

Obserwacije in vitro pozwolity wyrdzni¢ cztery typy mikrospor, w zaleznosci od
sposobu ich réznicowania sie. Pierwszy typ - A, zwanym typem komorki wegeta-
tywnej okreslono m.in. u jeczmienia i pszenzyta. Charakterystyczne sg dla tego typu
asymetryczne podziaty jader mikrospor, po ktdrych powstawaty potomne jadra ko-
morki wegetatywnej i generatywnej. Dalszym podziatlom mitotycznym podlegata
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tylko komérka wegetatywna tworzac wielokomérkowgq strukture, co nastepnie pro-
wadzito do pekniecia egzyny. Z takich ,,odstonietych” struktur r6znicowaty sie kalus
i zarodki. Drugi typ - B, zwany typem komorki generatywnej, oraz trzeci typ -
C, tj. typ komérki wegetatywnej i generatywnej, opisano u niektorych gatunkéw
zbbz, ale wystepowaty one z mniejszg czestoscia. Czwarty, typ - D, najczesciej ob-
serwowany U ryzu i pszenicy, zwany byt typem mikrospory. W tym przypadku cha-
rakterystyczne sg symetryczne podziaty jadra w mikrosporze prowadzgce do two-
rzenia sie dwoch niezréznicowanych komérek, z ktoérych w nastepstwie podziatow
mitotycznych powstawat kalus lub zarodki (2).

Podczas wstepnego traktowania ktosow, wstepnej kultury pylnikéw oraz izolacji
mikrospor cze$¢ wyizolowanych mikrospor traci swoja zywotno$¢ i wykazuje dy-
morfizm. Identyfikacji r6znych typoéw mikrospor ryzu dokonano przy uzyciu metody
polimorfizmu diugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP) (85). Wyizolowane mikro-
spory ryzu po wstepnej kulturze w mannitolu wykazywaty dymorfizm w poréwnaniu
z mikrosporami bez prekultury z mannitolem (12). U jeczmienia, po mechanicznej
izolacji zaobserwowano dwa rodzaje mikrospor: 1) mate, splazmolizowane, nie wy-
kazujace zdolnosci do podziatéw, 2) duze, bogate w cytoplazme wykazujace zdol-
no$¢ do androgenezy (34,37). Takie zrdéznicowanie mikrospor, ttumaczono jako sku-
tek wstepnej kultury, a nie rezultat mechanicznej izolacji poniewaz w pylnikach
podczas wstepnego traktowania obserwowano obecno$¢ matych, ,,ginacych” mikro-
spor. Dwa typy cytoplazmy w mikrosporach jeczmienia opisali Bolik i Koop (32).
Pierwszym typem byla cytoplazma embriogenna o charakterze granularnym, nato-
miast nieembriogenna cytoplazma (drugi typ) byta gtadka i gwiazdzista. Embriogen-
ne mikrospory kukurydzy (43) i pszenicy (7) charakteryzowaty sie obecnos$cig duzej
wakuoli. Inng podstawg klasyfikacji mikrospor bylo zabarwienie sporodermy. Dla
embriogennych mikrospor ryzu charakterystyczna byta czerwona barwa egzyny (24).
Sporoderma w mikrosporach jeczmienia miata czerwone i niebieskie zabarwienie,
ale embriogenne byly tylko mikrospory z niebiesky ,,otoczka”, u ktérych egzyna
pekata (37).

Po wyizolowaniu mikrospor z pylnikdw jest mozliwe rozr6znienie mikrospor zy-
wotnych od niezywotnych za pomocg barwnika fluorescencyjnego (EDA - fluoresce-
in diacetate) (86). Stwierdzono, ze stosunek mikrospor zywotnych do niezywotnych
w kulturze jeczmienia wynosit 1:3 (14). U jeczmienia (35,37), pszenicy (65) i kukury-
dzy (26) w celu rozdzielenia obu typéw mikrospor przeprowadzono wirowanie
w gradiencie Percollu. Do rozdzielenia dwdch typéw mikrospor uzyto tez wirowa-
nia w roztworze 19 lub 20% maltozy (14,40,42,81,84). Duze mikrospory byty skupio-
ne w formie ,,obraczki” na granicy faz, za§ mate w postaci osadu na dnie probdwki.
Oddzielenie zywotnych od niezywotnych mikrospor przyczynito sie do wzrostu licz-
by uzyskanych zarodkéw i zregenerowanych roslin w kulturze mikrospor jeczmienia
(31), ale catkowita liczba otrzymanych zielonych roslin w tej kulturze byta dwukrot-
nie wyzsza w kulturze, gdzie znajdowaty sie wszystkie mikrospory.
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8. Pozywki stosowane w kulturach mikrospor

w wiekszosci badan przeprowadzonych z wykorzystaniem kultur pylnikéw i mi-
krospor zb6z zmierzano do optymalizacji skfadu podtoza. Wsrdd testowanych sub-
stancji wchodzacych w sklad pozywki wazng rote odgrywajg przede wszystkim
zwigzki azotowe, cukry oraz regulatory wzrostu. Wykazano, ze zainicjowanie po-
dziatéw, roznicowanie i regeneracja roslin z mikrospor jeczmienia mozna regulo-
wacé przez odzywianie azotowe (14). Znaczacy wptyw na regeneracje z mikrospor
miat stosunek NO3': NH4+oraz stosunek azotu nieorganicznego do organicznego.
W pozywce azot w ilosci 20-35 mM (catkowita ilo$¢), przy czym stosunek NO3' :
NH4+ wynosit 90:10, a nieorganicznego do organicznego pomiedzy 90:10 a 71:29,
wplynat korzystnie na liczbe zregenerowanych roslin. Uzyskano wzrost liczby zielo-
nych roslin w kulturach pylnikbw przez obnizenie w pozywce stezenia azotanu
amonu i uzycie glutaminy jako nietoksycznego Zrédta azotu (87).

Przeprowadzono roéwniez badania wptywu weglowodanéw na embriogeneze
z mikrospor zb6z. Jako zrodto weglowodandw stosowano m.in. sacharoze w do-
$wiadczeniach z kukurydzg (26,28,30,43). Wzrost poziomu sacharozy w pozywce
(8,0-9,5%) spowodowat zwiekszenie liczby zregenerowanych roslin z mikrospor ku-
kurydzy (52). Z pozytywnym skutkiem zastepowano maltozg glukoze, sacharoze
(74) oraz fruktoze (38). Podtrzymata ona rozwdj kalusa i zarodkdw jeczmienia. Za
optymalne stezenie maltozy dla mikrospor jeczmienia w pozywce indukujgcej przy-
jeto 90 g/l (3). W innych badaniach, gdzie mikrospory jeczmienia hodowane w po-
zywce zawierajgcej maltoze w wiekszym stezeniu niz pozywka uzywana do izolacji,
tworzyty wiekszg liczbe kolonii w poréwnaniu z hodowanymi w pozywce z takim
poziomem maltozy co pozywka izolacyjna (76). Maltoza i melobioza korzystnie
wplywaly na podziaty komdrkowe i tworzenie sie mikrokalusa z mikrospor jeczmie-
nia, a sacharoza, cellobioza i glukoza miaty wptyw hamujacy (36). Maltoza byta tez
stosowana jako zrédto weglowodanéw w kulturze mikrospor pszenicy (11,20,49,
88,89) i ryzu (12,13). Wykazano, ze liczba mikrospor nieembriogennych moze zale-
ze¢ od koncentracji cukréw w pozywce i od dtugosci okresu inkubacji mikrospor
w obecnosci tych cukrow. Weglowodany, obok korzystnego dziatania, w niektérych
okoliczno$ciach moga mie¢ dziatanie ujemne. Wykazano, ze réznicowanie mikro-
spor jeczmienia moze by¢ zaktocone w obecnosci glukozy i sacharozy (90,91). Mi-
krospory umieszczone w pozywce, ktdra zawierata wyzsze stezenie glukozy, zamie-
raty po dwoch dniach. Natomiast cukier ten dodany do pozywki po drugim dniu kul-
tury nie wywotywat ujemnych skutkdéw. Sacharoza réwniez powodowata zamieranie
mikrospor, ale wyeliminowanie jej po szesciu godzinach z pozywki wptyneto na
utrzymanie zywotnosci tych mikrospor.

Do skfadnikéw pozywek odgrywajacych wazng rote w kulturze in vitro naleza
réwniez regulatory wzrostu takie jak auksyny i cytokininy. Sposréd cytokinin uzy-
wanych w kulturach pylnikéw i mikrospor jeczmienia najczesciej stosowana byfa
6-benzylo-amino-puryna (BAP) (14,34,38,81). Czestos¢ regeneracji w kulturach mi-
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krospor jeczmienia byta podobna przy zastosowaniu auksyny kwasu 2,4-dwuchloro-
fenoksyoctowego (2,4-D) jak i BAP. Po wstepnej kulturze w mannitolu najwiecej ro-
$lin jeczmienia zregenerowano stosujac 2,4-D w stezeniu 10" mol/L (61). Natomiast
bez wstepnej kultury z mannitolem, wyzsza koncentracja i dtuzsza obecnos¢ 2,4-D
w pozywce, spowodowata regeneracje | zielonej rosliny z pylnika. W kulturze mi-
krospor pszenicy, uzyto auksyny w pozywce indukujgcej (11,42). W kilku pracach
stosowano potaczenia auksyny i cytokininy (12,33,39,76,77,92). Odpowiednia kom-
binacja stosowanych auksyn 2,4-D, NAA (kwas a-naftylooctowy) oraz BAP, w kultu-
rze mikrospor ryzu, wptyneta na tworzenie sie kalusa. Zastosowanie w pozywce re-
generacyjnej kombinacji auksyny - IAA (kwas p-indolilooctowy) i cytokininy - ki-
netyny (6-furfuryloaminy) miato korzystny wptyw na rdznicowanie si¢ i rozwdj zielo-
nych roslinek (13). Po zastosowaniu kwasu fenylooctowego (PAA), jako jedynego re-
gulatora wzrostu w pozywce, zregenerowano z mikrospor jeczmienia trzy razy wie-
cej zielonych roslin (58). PAA stosowano réwniez w kulturze mikrospor pszenicy
(10,33). W kulturach mikrospor kukurydzy pozytywny efekt dato zastosowanie TIBA
(2,3,5-trzyjodobenzoesowy) w stezeniu 0,1 mg/l (30), chociaz najczesciej uzywana
w tych kulturach pozywka nie posiadata fitohormondéw (26,28,43). Z przytoczonych
przyktadéw wynika, ze istnieje duza zaleznos¢ miedzy zdolnoscig genotypu do two-
rzenia kalusa, zarodk6w i zielonych roslin a sktadem pozywek indukujacych i rege-
neracyjnych, stad konieczno$¢ indywidualizacji optymalnego sktadu pozywek indu-
kujacych i regeneracyjnych.

Decydujacg role, w rozwoju mikrospor i pylnikéw in vitro, odgrywaja rodzaje pozy-
wek - plynne lub state. Chociaz kultury mikrospor jeczmienia najczesciej prowadzo-
no w pozywkach ptynnych (14,34,37) podjeto préby umieszczenia ich w podtozach
statych. Przetestowano rézne substancje zestalajgce i rézng ich koncentracje. Na
podtozach zestalonych agaroza czesto$¢ zainicjowania podziatow byta niska, a rozwoj
agregatéw wystepowat sporadycznie. Na pozywce zestalonej preparatem Gelrite mi-
krospory dzielity sie i mogty by¢ z nich regenerowane rosliny. Z danych literaturowych
wynika, ze mikrospory bardziej niz pylniki reagujg na sktad pozywek (81). W obecno-
$ci Ficolu, dodanego do poz>'wek indukujacych, w kulturach pylnikéw obserwowano
wzrost liczby wytworzonych zarodkéw i nizsza wzgledng czestos¢ wystepowania albi-
nosow. U jeczmienia dodanie Ficolu wptyneto indukujgco na tworzenie sie zarodkdw
z agregatéw komdrkowych (36) i powodowato 5-8-krotny wzrost tworzacych sie zarod-
kéw w poréwnaniu z Gelritem (31). Zaobserwowano, ze Ficol ,,utrudnial’ opadanie mi-
krospor, co zapobiegato ich kulturze w $rodowisku beztlenowym. Wptyw dostepnosci
tlenu na kulture mikrospor byt brany pod uwage takze przez innych autoréw (4,93).

Przy opracowywaniu sktadu pozywki nalezy uwzgledni¢ wielkos$é cisnienia osmo-
tycznego, ktdre uznano za wazny parametr. W kulturze mikrospor jeczmienia, w cza-
sie wstepnego traktowania, podwyzszenie ci$nienia osmotycznego do 440 mOs.kg”
spowodowato zwigkszenie o 15% liczby embrionalnych struktur (34). Przy wyzszym
ci$nieniu osmotycznym w kulturze mikrospor kukurydzy obserwowano obnizenie
liczby roslin albinotycznych, a wzrost liczby zielonych regenerantéw (52).
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9. Temperatura

Temperatura jest waznym czynnikiem w kulturze in vitro wptywajacym na wiasci-
wy rozwdj struktur zarodkopodobnych z izolowanych mikrospor. Obnizenie tempe-
ratury z 28 do 15°C w ciggu pierwszych czterech dni kultury mikrospor kukurydzy,
spowodowato dwukrotny wzrost liczby zarodkopodobnych struktur (52). Kultura
mikrospor kukurydzy w ciggu 10 dni w wysokiej temperaturze (32°C), w poréwna-
niu z ciggly ich kulturg w nizszej temperaturze (25°C), wptyneta na tworzenie wie-
kszej liczby struktur zarodkopodobnych (21).

10. Zageszczenie mikrospor

Poziom regeneracji roslin moze by¢ zwiekszony przez odpowiednie zageszczenie
mikrospor w pozywce i odpowiednig gestos¢ uzyskanych z nich kolonii. Zbyt duza ge-
stos¢ mikrospor w pozywce powoduje powstawanie autotoksyn inhibujacych ich roz-
woj. W kulturze, o optymalnej gestosci izolowanych mikrospor, tworzy sie wiecej ro-
§lin niz w kulturze pylnikéw, gdzie gestos¢ mikrospor jest niekontrolowana. Zaletg
kultury izolowanych mikrospor jest to, ze kazda z nich ma staty kontakt ze sktadnika-
mi odzywczymi i regulatorami wzrostu znajdujacymi sie w pozywece (3). Dobor zagesz-
czenia mikrospor zalezy od jakosci donora. Mniejszg liczbe mikrospor w pozywce
(5 x 103 - 2 x 10"/ml) zastosowano u jeczmienia, uzywajac roslin dobrej jakosci
(34). Poza tym gestos¢ miata wptyw na zywotnos¢ i rozwoj mikrospor podczas dalszej
kultury (31,32,37). Z badan Daviesa i Mortona (3) wynika, ze rézne gestosci mikrospor
jeczmienia w kulturze oraz gestosci powstajacych kolonii miaty wyrazny wptyw na re-
generacje. Najwiekszg liczbe kolonii z mikrospor otrzymano przy gestosci wiekszej
niz 5 X 10"ml, a uzyskane z nich kolonie przy 2,5-25 kolonii/cm” daty najwiekszg licz-
be zielonych rodlinek. U pszenicy niezbedng dla utrzymania zywotnosci mikrospor
byla gestos¢ rzedu 2 x 10" mikrospor/ml (8). U kukurydzy optymalne zageszczenie
mikrospor w | ml pozywki wynosito 7-10 x 103/ml (30) i 6-8 x 104/ml (26). U ryzu
ksztattowato sie to w granicy 810" mikrospor na szalke (12), a u zyta wynosito
1,5 X 103 mikrospor/ml (j. Kumlehn-doniesienie ustne).

11. Wplyw zalgzni na kulture mikrospor

Wszelkiego rodzaju optymalizacja warunkéw kultury mikrospor zmierza do po-
lepszenia warunkdw regeneracji roslin tzn. uzyskania jak najwiekszej liczby zielo-
nych regenerantow. W celu zwigkszenia efektywnosci podziatdw mikrospor i liczby
zarodkow, a potem roslin stosuje sie kultury wspomagajace rozwéj mikrospor czyli
tzw. kultury ,,nianki” (nurse culture). Korzystny efekt dziatania takich kultur zwigzany
jest z dostarczeniem przez ,,nianke” czynnikéw indukujacych rozwdj mikrospor do
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Srodowiska, w ktérym sie one znajduja. W wielu eksperymentach jako kulture wspo-
magajaca stosowano zalgznie. Zalgznie pszenicy umieszczone obok mikrospor
z pszenicy byly konieczne do uzyskania z nich zarodkopodobnych struktur. Brak
zalgzni w kokulturze powodowat zahamowanie rozwoju wielokomdrkowych struk-
tur po 2 tygodniach, niezaleznie od sktadu pozywek (82). Wykazano, ze zalaznie nie
sg konieczne do zaindukowania procesu androgenezy, ale sa niezbedne do jego
utrzymania w czasie dalszej kultury. W kulturze mikrospor pszenicy stwierdzono
wzrost liczby wytworzonych zarodkéw i ptodnych roslin spowodowany uzyciem
zalazni jeczmienia lub pszenicy (42). W kokulturze z zalagzniami pochodzacymi z tej
samej odmiany uzyskano wyzszg zywotno$¢ mikrospor pszenicy, w poréwnaniu do
kokultury zawierajgcej mieszanine zalgzni z czterech odmian (40). Natomiast zasto-
sowanie naczynek z zalgzniami nie miato znaczacego wptywu na zywotno$é mikro-
spor, ale w poréwnaniu do agarozowych pierscieni, powodowato wzrost liczby na-
brzmiatych mikrospor. Pozytywny efekt dziatania zalazni na androgeneze obserwo-
wano takze w innych eksperymentach z jeczmieniem (39,69), pszenicg (7,9,41,49,
50,65,94), ryzem (12) i zytem (j. Kumlehn - doniesienie ustne). Prowadzono takze
eksperymenty z zastosowaniem pylnikéw, majacych korzystny wptyw na kulture mi-
krospor. Umieszczenie 25 pylnikow w ptynnej pozywce (w szalce) obok wyizolowa-
nych mikrospor wptyneto na poprawe rozwoju mikrospor kukurydzy (26).

12. Regeneracja roslin i poziom ploidalnosci regenerantéw

w kulturze in vitro mikrospor pszenicy wyrézniono trzy podstawowe fazy podczas
androgenezy. Pierwszg fazg jest zainicjowanie podziatdbw mikrospor, trwa do 10 dni.
Drugg jest embriogeneza - trwa od 10 do 30 dni. Trzecig fazg jest regeneracja zielo-
nych roslin z zarodkdw i trwa powyzej 30 dni (95). Petny rozwdj rosliny poczawszy od
pojedynczej mikrospory, przez jej kolejne podziaty i tworzenie zarodka przesledzono
i udokumentowano dla jeczmienia (96). W literaturze spotyka sie takie pojecia jak
efektywnos¢ regeneracji, ktorej autorzy uzyv/ajg w stosunku do liczby roslin uzyska-
nych z pylnika (26,52,79), liczby zielonych roslin z pylnika (20,31), liczby zielonych ro-
$lin z ktosa (76) lub ogdlnej liczby rodlin zregenerowanych (23,24). Dla jeczmienia ozi-
mego odmiany Igri uzyskano najwyzszy wskaznik regeneracji. W odmianie tej zre-
generowano od 4,8 (14) do 50 (34) zielonych roslin z pylnika. Efektywnosé regeneracji ros-
lin jeczmienia odmiany Igri w kulturach izolowanych mikrospor byfa 100-200-krotnie
wyzsza niz w kulturach pylnikéw (3). Réwniez na podstawie wynikéw innych do$wiad-
czen wskazuje sie, ze regeneracja roslin jeczmienia z mikrospor byta wyzsza niz z pyl-
nikdw, gdzie wynosita Srednio od 4,8 (87) do 12,4 (55) zielonych roslin z pylnika.

jednym z celéw kultury mikrospor jest uzyskanie roélin haploidalnych, z ktérych
po podwojeniu liczby chromosoméw (spontaniczne lub indukowane) powstajg po-
dwojone haploidy. Z genetycznie niestabilnej tkanki kalusowej, uzyskanej z mikro-
spor czesto otrzymuje sie rosliny o zr6znicowanej ploidalnosci. Stwierdzono, ze
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szereg czynnikow, np. stadium rozwojowe eksplantatu, fuzja jader oraz aktywnos¢
metaboliczna jader pytkowych (replikacja i endoreduplikacja DNA) ma wptyw na sto-
pien ploidalnosci zregenerowanych roslin (2). Uzycie eksplantatu zawierajgcego
pytek w pdZniejszym stadium rozwojowym wplywato na wyzszg ploidalno$¢ zarod-
kéw i rodlin. W kulturze in vitro wiele mikrospor wykazuje zdolno$¢ do spontanicz-
nego podwajania liczby chromosoméw. Od 20 do 50% zregenerowanych zielonych
roélin w kulturze pylnikéw pszenicy byto podwojonymi haptoidami (99). Spontanicz-
nie podwojone haploidy jeczmienia stanowity okoto 80-87% otrzymanych regene-
rantow (34,39), a ryzu 72% (23). Wér6d roslin pszenicy zregenerowanych z mikro-
spor stwierdzono 75% roélin ze spontanicznie podwojonymi chromosomami, 1,7%
aneuploidow i 16% haploidéw (100).

Czasami wsrdd regenerantéw liczba roslin, ze spontanicznie podwojonymi chro-
mosomami jest niska. Czesto$¢ wystepowania haploidéw kukurydzy otrzymanych
z pylnikéw ze spontanicznie podwojonymi chromosomami byta niska i stanowita
4,5% (97) i 6,3% (98) ogblnej liczby regenerantéw. W celu podwojenia liczby chromo-
somdw rosliny traktowane sg m.in. kolchicyng. Badano, w kulturze pylnikéw pszeni-
cy, efekty réznych stezen kolchicyny, dodanej do pozywki indukujacej. Kolchicyng
zastosowana przed pierwszym podziatem mitotycznym mikrospor, w kulturze in vi-
tro, powodowata podwojenie chromosomow z lepszym efektem niz konwencjonal-
nie stosowane techniki. Stwierdzono tez, ze na efektywnos¢ kolchicynowania miato
wptyw stadium rozwojowe regeneranta (101). Stosowanie réznych metod podwa-
jajacych liczbe chromosoméw oszacowano na przyktadzie haploidalnych linii em-
briogennego kalusa kukurydzy. Traktowanie tkanek roztworem kolchicyny byto naj-
lepsza metodg uzyskiwania podwojonych haploidow (102).

Do podwojenia liczby chromosoméw moga by¢ tez stosowane niektore herbicydy.
Badano wptyw czterech réznych herbicydéw na efektywnos$¢ podwojenia liczby chro-
mosomow w haploidalnym kalusie kukurydzy pochodzacym z pylnikéw. Sposréd uzy-
tych do tego celu herbicydéw tylko Amiprofosmetyl (APM) i Pronamide spowodowaty
podwojenie liczby chromosoméw u regenerantow. Herbicydy te wywotywaty podobne
efekty jak kolchicyng, mimo stosowania ich w duzo nizszej koncentracji (103). Udziat
ptodnych podwojonych haploidéw zregenerowanych z mikrospor pszenicy byt rozny
i w zaleznosci od stosowanego preparatu wynosit: spontanicznie podwojone haplo-
idy - 15%, kolchicyng - 53%(41a), Trifluralin - 65%, APM - 74%(41b).

13. Albinizm

Albinizm (niezdolnos$¢ do syntezy chlorofilu) jest jednym z powaznych proble-
mow w kulturze pylnikéw i mikrospor. W trakcie regeneracji roslin z mikrospor
otrzymuje sie zarowno roéliny zielone jak i albinotyczne. Zjawisko albinizmu wéréd
zregenerowanych roslin wystepuje w réznym stopniu u wszystkich gatunkéw zbéz.
Do czynnikdw wywotujacych wystepowanie tego zjawiska zalicza si¢ przede wszyst-
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kim genotyp, fizjologiczny stan rosliny donorowej (104,105), stadium rozwojowe
mikrospor (106), chtodzenie (107) i temperature stosowang w kulturze (108). Wy-
dtuzenie czasu prowadzenia kultury w ciemnosci i zmiana rdwnowagi sktadnikow
odzywczych w pozywce wptynety na wzrost liczby albinoséw (31). W kulturze izolo-
wanych mikrospor w poréwnaniu z kulturg pylnikéw otrzymano mniejszg liczbe ro-
$lin albinotycznych. Okoto 5% rostin albinotycznych uzyskano w kutturze izolowa-
nych mikrospor jeczmienia odmiany Igri, podczas gdy w kulturach pylnikdw obec-
nos$¢ albinosoéw stanowita 40" (33). Podjeto wiele wysitkbw zmierzajacych do wyja-
$nienia przyczyn na poziomie molekularnym tworzenia sie roslin albinotycznych
z mikrospor. Stwierdzono, ze zjawisko albinizmu powoduje delecja genéw w geno-
mie plastydowym pszenicy, jeczmienia i ryzu (5,109-112). W kulturze pylnikéw
pszenicy albinizm byt wywotany dziataniem gendéw jadrowych (66).

14. Wykorzystanie mikrospor w kulturach in vitro

Kultury izolowanych mikrospor pozwalajg na lepsze poznanie procesu androge-
nezy niz kultury pylnikéw. Umozliwiajg: 1) uzyskanie haploidéw i podwojonych ha-
ploidéw, 2) tatwiejsze manipulowanie pojedynczymi komdrkami w procesach muta-
cji, transformacji i selekcji; 3) bezposrednig obserwacje rozwoju mikrospor i proce-
sOw w nich zachodzacych, 4) bardziej precyzyjne okreslenie potrzeb odzywczych, 5)
unikniecie mozliwosci regeneracji roslin z somatycznych tkanek pylnika (20).

Schemat wykorzystania mikrospor w kulturach in vitro i hodowli roslin

Dojrzewanie in vitro

Mikrospory

Podwojenie liczby

Rosliny Selekcja mutantéw chromosoméw

Zmutowane roéliny

haploidalne Rosliny homozygotyczne

Izolowane mikrospory, wielokomérkowe agregaty uzyskane z mikrospor lub ka-
lus powstajacy z mikrospor moga postuzy¢ do wyprowadzenia zawiesin i izolacji
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protoplastéw zb6z. Zawiesiny komérkowe sg zrodtem protoplastéw, ktére moga
postuzy¢ przede wszystkim do otrzymywania mieszancéw somatycznych, uzyskiwa-
nia rodlin o pozadanych cechach na drodze transformacji. Zawiesiny komérkowe zo-
staty wyprowadzone z kultur izolowanych mikrospor jeczmienia (56), a mikrospory
kukurydzy byly Zrédiem jednorodnych zawiesin pod wzgledem liczby chromoso-
mow, efektywnosci embriogenezy i zdolnosci do regeneracji (113). Wykorzystujac
materiat otrzymany na drodze androgenezy wyprowadzono kultury zawiesin jecz-
mienia (114,115), kukurydzy (28,113) i ryzu (116-118), z ktorych izolowano proto-
plasty. Z bezposrednio wyizolowanych mikrospor ryzu przeprowadzono izolacje
protoplastéw (119). U jeczmienia izolowano protoplasty z kalusa uzyskanego z mi-
krospor (120).

Mikrospory sg nie tylko zrodtem protoplastow, mogg by¢ stosowane jako ,,nia-
nka” w kulturze protoplastow. Materiatem do izolacji protoplastéw jeczmienia byly
kitkutygodniowe agregaty komdrkowe uzyskane z mikrospor, zregenerowano z hich
rosliny, gdy jako kulture ,,nianki” zastosowano mikrospory (92). Rozwdj protopla-
stow izolowanych z zaptodnionych komérek jajowych byt uwarunkowany uzyciem
mikrospor. Z wyizolowanych protoplastéw powstawaty embriogenne struktury po za-
stosowaniu mikrospor jeczmienia jako kuttury ,nianki” (121).

Mikrospory ze wzgledu na swojg strukture, ,,haploidalg nature”, ogromna liczeb-
no$¢ w pylniku i zdolno$¢ do regeneracji droga embriogenezy sa doskonatym na-
rzedziem wykorzystanym w transformacji roslin. Transformujgc mikrospory lub ka-
lus z nich powstajacy mozna, w krétkim czasie, otrzymac rosliny homozygotyczne
zawierajgce nowe geny (122). Transformanty posiadajagce obce DNA, ktérego odcin-
ki sg zintegrowane w regionach kodujacych geny, odpowiedzialne za metabolizm
lub rozwdj nie podlegajg selekcji. Poza tym otrzymywanie podwojonych haploidow
wyklucza rosliny z letalnymi mutacjami, a niebezpieczenstwo wystapienia zmienno-
$ci somaklonalnej jest niskie ze wzgledu na skrdcenie czasu kultury i embriogeneze
bezposrednia. Regeneracja w krétkim czasie roslin z mikrospor zmniejsza ryzyko
powstawania duzej liczby roélin albinotycznych stanowiacych jeden z wielu proble-
mow w kulturze pylnikéw i mikrospor (123).

W ostatnim okresie, elektroporacja zaczyna odgrywac coraz wieksza role wsréd
technik stosowanych w transformacji roslin. Dzieki tej technice mozliwe jest wpro-
wadzenie obcego DNA do jgdra mikrospory, mimo ze przeszkoda jest wielowarstwo-
wa sporoderma skladajaca sie z zewnetrznej egzyny i wewnetrznej pektyno-celulo-
zowej intyny. Réwniez uzycie glikolu polietylenowego (PEG) umozliwia transformo-
wanie mikrospor. Elektroporacja mikrospor jeczmienia byta mozliwa przez zastoso-
wanie barwnika - jodku propidyny, a zabieg ten przezyto 5-17% mikrospor (35). Mi-
krospory jeczmienia (75) i kukurydzy (44,124) transformowane za posSrednictwem
PEG-u i metoda elektroporacji wykazywaty przejsciowa ekspresje {transient) wprowa-
dzonych gendéw. Transformacji za posrednictwem PEG-u i elektroporacji poddano ta-
kze protoplasty wyizolowane z zawiesin wyprowadzonych z mikrospor. Tg droga
uzyskano stransformowane rosliny kukurydzy (80), ryzu (125,126) i jeczmienia (77).

BIOTECHNOLOGIA 2 (49) 142-160 2000 155



S. Oleszczuk, J. Zimny

Precyzyjne wprowadzenie obcych gendw bezposrednio do jadra komorek i zre-
generowanie roslin posiadajgcych nowe cechy mozliwe jest do zrealizowania dzieki
uzyskaniu wysoce embriogennych kultur mikrospor (123). Opracowanie dla zb6z
wydajnego systemu transformacji metodg mikroiniekcji mozliwe jest do zrealizowa-
nia, po uprzednim opanowaniu, metod regeneracji z mikrospor kulturowanych po-
jedynczo. W doswiadczeniach z mikrosporami jeczmienia zostaty okre$lone warun-
ki in vitro kultury uwolnionych z pylnikéw mikrospor, ale z ogromnej liczby tych mi-
krospor zregenerowano tylko kilka roslin. Nakluwane mikrospory, czesto ulegaty
rozerwaniu lub tracity cytoplazme (32). U kukurydzy przeprowadzono mikroiniekcje
struktur wielokomorkowych uzyskanych z mikrospor. Stwierdzono, ze 90% struktur
po tygodniu kultury odznaczato sie zywotnoscia, a czes¢ z nich rozwijata sie w za-
rodki (127).

Najnowsza technika transformacji roslin oparta jest na wykorzystaniu do tego
celu ,,strzelby genowej”. Opracowanie efektywnego systemu regeneracji roslin z mi-
krospor jeczmienia pozwolito na zastosowanie metody transformacji przy uzyciu
strzelby genowej w tych kulturach. Na 2,8 x 10" bombardowanych mikrospor uzy-
skano jedng rosline transgeniczng (128). Liczba zregenerowanych roslin jeczmienia
wynosita | na 1x10" bombardowanych mikrospor. Stwierdzono, ze przenoszone do
transformanta geny byly dziedziczone we wszystkich otrzymanych roslinach potom-
nych, co jednoznacznie wskazuje na homozygotycznos¢ regenerantdéw. Poza tym
otrzymane transformanty nie wykazywaty fenotypowych odchyler (81). Potencjat re-
generacyjny mikrospor jeczmienia transformowanych metoda strzelby genowej
sprawdzano cytologicznie, opierajac sie na zywotnosci oraz aktywnosci GUS bom-
bardowanych mikrospor (122). Wykazano, ze najwiekszg ekspresje (typu transient)
genu GUS obserwowano w trzecim dniu po bombardowaniu mikrospor, a najlepsze
rezultaty uzyskano transformujgc mikrospory dwa dni po izolacji (33). Transformo-
wano kulture mikrospor tygodniowych i czterotygodniowych (129), a takze kalus
uzyskany z mikrospor (130). Obecno$¢ gendw uidA i bar w jeczmieniu, uzyskanym
z mikrospor potwierdzono metoda PGR i metoda Southerna (131). Transformacji
przy uzyciu strzelby genowej poddano haploidalne zarodki (132) i izolowane mikro-
spory pszenicy (50). Najwyzszy poziom ekspresji wprowadzonego genu wykazywaty
uzyskane z mikrospor wielokomérkowe struktury. Transformacje mikrospor za po-
mocg strzelby genowej przeprowadzono takze u kukurydzy (133).

15. Podsumowanie

Liczne badania nad izolacjg i kulturg mikrospor, prowadzone przede wszystkim
Z jeczmienia, przyniosty postep w opracowaniu metod stosowanych w kulturach
izolowanych mikrospor pszenicy, ryzu, kukurydzy, pszenzyta oraz zyta. Techniki te
z powodzeniem byty i mogg by¢ wykorzystane do otrzymywania ro$lin homozygo-
tycznych na duzg skale, a takze ro$lin transgenicznych o pozadanych cechach. Sto-
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sowane metody w kulturze izolowanych mikrospor, poczawszy od izolacji az do
uzyskania dojrzatych roélin, w uzyskiwaniu podwojonych haploidéw oraz manipula-
cjach genetycznych maja szereg zalet. Naleza do nich: 1) wysoka zdolnos¢ mikro-
spor do embriogenezy, 2) krotki czas prowadzenia kultury (1-3 miesigce), 3) zmini-
malizowanie zmiennosci gametoklonalnej, 4) mozliwo$¢ Sledzenia wczesnych sta-
diéw embriogenezy, 5) precyzyjne prowadzenie manipulacji genetycznych, 6) mozli-
wos¢ przeprowadzenia réznorodnych badan, np. biochemicznych na poziomie ko-
morki, 7) fatwe stosowanie czynnikdw selekcyjnych i mutagennych. Ponadto, efek-
tywnos¢ regeneracji roslin haploidalnych z izolowanych mikrospor jest czesto wyz-
sza, w porownaniu do efektywnosci regeneracji takich roslin z pylnikow. Metody
i techniki stosowane w kulturze izolowanych mikrospor sg bardziej skomplikowane
i ztozone niz w kulturze pylnikéw, zatem wymagajg stopniowo przezwyciezenia
wielu barier, aby dawaly zadowalajgce efekty. Zastosowanie technik uzywanych
w kulturach izolowanych mikrospor przyczyni sie do uzyskania nowych odmian
i znacznego skrocenia cyklu hodowlanego.
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