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1. Wstep

ogromnej roli roslin dla wyzywienia cztowieka moze S$wiadczy¢ to, ze
stanowig one az 93% jego diety, a w pozostatych 7% biorg w niej po-
Sredni udziat bedac sktadnikiem pasz zwierzeeych. Najwazniejsza grupe ro-
$lin stanowig ros$liny zbozowe. Osiem zb6z: pszenica, ryz, kukurydza, jecz-
mien, owies, zyto, sorgo i proso z rodziny Graminae [Poaceae] dostarcza 52%
podawanych z pozywieniem kalorii (1). Spo$réod wymienionych rodzajéw zbéz,
pszenica zajmuje pierwsze miejsce zaréwno pod wzgledem powierzchni za-
siewbéw, jak i produkeji. Ogromny przyrost naturalny zwiaszeza w krajach
Afryki, Azji i Ameryki taeinskiej zmusza do wysitkbw majacych na celu osigg-
nieeie jak najwiekszego wzrostu plonéw roslin uprawnych.

Metodami, z ktérymi wigze sie nadzieje na przyspieszenie tempa hodowli
sg kultury tkankowe. Aby zastosowanie tych metod zostato uwiehczone su-
keesem, muszg by¢ spetnione dwa warunki: pierwszy to umiejetnosc¢ rege-
neraeji dojrzatych roslin z pojedynczych komoérek, a drugi to trwale umie-
szczenie, integracja i ekspresja obcego genu w genomie rosliny gospodarza.

Do poczatku lat osiemdziesigtych istnialty tylko pojedyncze doniesienia
o regeneracji roslin zbéz z kultur tkankowych. W wielu przypadkach rege-
neracja byta sporadyczna i ograniczata sie do kilku genotypow. Lata osiem-
dziesigte przyniosty wedtug Vasila (1) eztery znaczace odkrycia, ktére daty
poczatek nowoczesnym badaniom w dziedzinie kultur tkankowych roélin zbo-
zowych:

— okreslenie rodzaju uzywanego explantatu i jego fazy rozwojowej,

— zastosowanie prostej, syntetycznej pozywki wzbogaconej auksyna,

— uzyskanie diugotrwatych kultur embriogennego kalusa, z ktorego re-
generacja odbywa sie poprzez tworzenie somatycznych zarodkow,

— uzyskanie embriogennych zawiesin komorkowyeh, ktore pochodzg z em-
briogennego kalusa i stanowig Zrodto totipotentnych protoptastéow, tzn. ko-
moérek pozbawionych $ciany komorkowej.

Woprowadzenie do protoplastow obcego DNA przyczynia sie do powstania
roslin transgenicznych majacych cechy kodowane przez sztucznie wprowa-
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dzone geny. Obecnie transgeniczne zboza otrzymywane sa poprzez wprowa-
dzenie obcych gendéw do protoplastéw za pomocg elektroporacji, lub trakto-
wania glikolem polietylenowym (2). Inne sposoby wprowadzenia obcego DNA
— to elektroporacja DNA do enzymatycznie lub mechanicznie zranionej za-
wiesiny komorkowej, kalusa, badz zarodkéw (3-5), a takze poprzez wstrze-
liwanie genow (6-8). Dzieki wymienionym metodom uzyskano ptodne ros$liny
trangeniczne noszace geny odpornosci na herbicydy (9-10), insekty (11-12),
wirusy (13) i grzyby (14).

W latach dziewiecdziesigtych stopienn zaawansowania prac prowadzonych
z wykorzystaniem inzynierii genetycznej przedstawia sie odmiennie dla po-
szczegoblnych rodzajow i gatunkdéw roslin zbozowych.

2. Wplyw eksplantatu

Najtrudniejszym etapem w zapoczatkowaniu hodowli in vitro pszenicy byto
poszukiwanie wlasciwego eksplantatu. Pierwszymi badaczami, ktorzy podjeli
probe indukcji kalusa w tkance interkalamej pszenicy byli Trione i wsp.
(15). W 1969 r. Shimada i wsp. (16) otrzymali tkanke kalusowag wyktadajac
ng pozywke segment miedzywezla. W 1978 r. O’'Hara i Street (17) zregene-
rowali pedy z kalusa uzyskanego z osadek klosowych. Poczatek lat osiem-
dziesigtych przyniost burzliwy rozwéj kultur in vitro pszenicy. Okazato sie,
ze bardzo dobrymi eksplantatami sg tkanki o charakterze merystematycz-
nym. Najczesciej wyktadanymi eksplantatami pszenicy sa obecnie niedojrzate
zarodki i miode kwiatostany. Stosunkowo tatwo mozna otrzymaé kalus z pod-
stawy liscia. Stwierdzono, ze stadium rozwojowe eksplantatu jest czynnikiem
krytycznym do otrzymania totipotentnej kultury. Tylko w bardzo krétkim
przedziale czasowym w trakcie rozwoju zarodkéw, kwiatostandéw i lisci sg
one zdolne do tworzenia embriogennej kultury. W takim stadium rozwojowym
pewne wyselekcjonowane komorki eksplantatu posiadajg charakter meryste-
matyczny, sg tylko czeSciowo zréznicowane i nie sg zdolne do petnienia zad-
nych wyspecjalizowanych funkcji. Eksplantaty wyktadane na pozywke w okre-
sie przed lub po tym stadium rozwojowym tworzg nieembriogenny kalus.
Dudis i wsp. (18) oraz Gosch-Wackerle i wsp. (19) opisali tworzenie sie ka-
lusa i regeneracje z kwiatostandw pszenicy, znajdujacych sie w fazie podzia-
téw mejotycznych sporocidow, natomiast Chin i Scott (20) z miodszych sta-
diow rozwojowych kwiatostandw. W dwdch pierwszych doniesieniach tylko
osadki kioskowe byly stosowane do inicjacji kultury, natomiast w nastepnym
kalus tworzyt sie gtéwnie z miodszych plewek. Ozias-Akins i Vasil (21) wy-
ktadali mtode kwiatostany 4-20 mm diugosci, otoczone lis¢mi i pociete na
2-4 mm segmenty. Najwiekszg zdolnoscig do indukowania somatycznej em-
briogenezy i regeneracji roslin charakteryzujg sie mtode kwigtostany pszenicy
o dtugosci pomiedzy 5 a 10 mm (21-23). W przypadku niedojrzatych zarod-
kéw stadium rozwojowe réwniez odgrywa niebagatelng role (24). Pszenica
jest jednym z niewielu gatunkéw roslin zbozowych, ktéry tworzy kalus z dwéch
roznych czesci zarodka; tarczki (25,26) i epiblastu (27). Generalnie kalus
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pochodzacy z tarczki jest wiekszy i tworzy wiecej pedéw niz kalus pochodzacy
z epiblastu (27). Trzecim czesto wyktadanym eksplantatem sg liscie. Rege-
neracje roslin z kalusa pochodzacego z lisci pszenicy droga organogenezy
opisali Ahuja i wsp. (28), oraz Zamora i Scott (29). Natomiast o regeneracji
drogg somatycznej embriogenezy donoszg Wernicke i Milkovits (30), oraz Raj-
yalakshmir i wsp. (31). W ostatniej cytowanej pracy autorzy stwierdzili, ze
takze w przypadku lisci stadium rozwojowe ma decydujgce znaczenie. Wie-
kszy procent kaluséw, a takze lepsza regeneracje roslin uzyskiwali oni wy-
ktadajac eksplantaty z drugiego i trzeciego liscia siewek. Tylko 10-12 mm
odcinek podstawy liscia mozna wykorzysta¢ do inicjacji kalusa, a regeneracja
roslin jest mozliwa tylko z kalusa pochodzacego z najnizszego 5 mm odcinka.

Rosliny haploidalne i podwojone haploidy metodg in vitro uzyskuje sie,
gdy jako eksplantaty wykorzystane sa pylniki i mikrospory (32-40). W tym
przypadku réwniez wazne jest stadium rozwojowe eksplantatu. Dla przepro-
wadzenia androgenezy rosliny musza by¢ zciete kiedy wiekszo$¢ mikrospor
znajduje sie w srodkowej lub poznej jednojadrowej fazie (36,39). Inng metoda
otrzymywania haploidéw pszenicy jest metoda krzyzowania pszenicy z ku-
kurydza (41). Pszenica zostaje zapylona pytkiem kukurydzy, tworzg sie ha-
ploidalne zarodki pszenicy, a chromosomy kukurydzy sag eliminowane. Sto-
sowana u jeczmienia technika krzyzowan z Hordeum bulbosum u wigkszosci
odmian pszenicy nie daje pozytywnych rezultatdw z powodu obecnosci genéw
Kri i/lub Kt2, dlatego tez godna polecenia jest metoda krzyzowan z kuku-

rydza.

3. Wplyw genotypu

Drugim bardzo istotnym czynnikiem wplywajacyrn na indukcje kalusa,
a nastepnie na zdolno$¢ do regeneracji roslin jest genotyp (42-46). Przeba-
dano szereg réznych genotypOw pszenicy i stwierdzono, ze ich zdolnos$¢ do
somatycznej embriogenezy jest r6zna i znajduje sie pod genetyczng kontrola.
Mathias i Simpson (44) oszacowali relatywny wptyw jaki na hodowle in vitro
majg zmiany skladnikéw pozywek, a jaki genotyp. Autorzy ei sugeruja, ze
wplyw genotypu na zachowanie sie kultury jest bardziej istotny. Trwajg ba-
dania nad zidentyfikowaniem gendéw, ktére odpowiadajg za zachowanie sie
roznych genotypow w kulturach in vitro, a takze nad ich lokalizacjg w ge-
nomie. Mathias i Fukui (47) pokazali, ze zastgpienie chromosomu 4B od-
miany Chinese Spring chromosomem 4B z odmiany Cappelle-Desprez zwig-
kszyto intensywnos¢ somatycznej embriogenezy. Zjawisko to nasuneto przy-
puszczenie, ze czynnik lub czynniki, ktore stymulujg wzrost, morfologie i re-
generacje kalusa pszenicy sg zlokalizowane w chromosomie 4B. Zamiana
tego chromosomu moze modyfikowa¢ w komérkach metabolizm hormonalny
i przez to nastepuje zmiana odpowiedzi in vitro. Nastepnie w celu dalszej
analizy wptywu efektu chromosomalnego na regeneracje katusa pszenicy Hig-
gins i Mathias (48) przebadali euploidalne linie Chinese Spring i Cappelle-
Desprez, ditelocentryczng linie Chinese Spring ze wzgledu na diugie ramie
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chromosomu 4B, kilka linii Chinese Spring, w ktérych chromosom 4B zostat
zastgpiony przez jego homologi z réznych odmian pszenicy. Kalusy pocho-
dzace z tyeh linii réznity sie wzrostem i aktywnosScig regeneracyjng. W 1988 r.
Mathias i Atkinson (49) badajagc odmiany izogeniczne pod wzgtedem genow
kartowatosci/niewraztiwosci na kwas giberelinowy — (Rht) geny i ich allele
(rht), stwierdzili, ze geny kartowatosci maja znaczacy wptyw na odpowiedz
komorkowa poprzez zmiane systemu receptoréw w stosunku do egzogennych
auksyn i kwasu giberylinowego, wzrost i morfogeneze kalusa. Okazato sie,
ze précz wptywu czynnikow fizjologicznych, na zdolno$¢ do regeneracji majg
tez wpfyw czynniki $rodowiskowe. Galiba (50) badat odpowiedz in vitro za-
rodkéw pochodzacych z odmiany Chinese Spring/Cheyenne substytueyjnych
linii rosngeych w warunkaeh kontrolowanych i w polu. Stwierdzit, ze chro-
mosomy 7B,7D,1D, ktérych aktywnos¢ manifestowata sie w obu warunkach,
mogg posiada¢ geny kontrolujace odpowiedz kultur tkankowych (TCR-tissue
culture response). Wykorzystujagc aneuploidy i linie alloplazmatyczne w ba-
daniaeh nad jadrowa i eytoplazmatyczng kontrolg zdolnosci do kultury i re-
generacji kalusa otrzymanego z tarczek zarodkéw pszenicy, Felsenburg i wsp.
(51) doniesli o tym, ze chromosom 2BS jest odpowiedzialny za rdéznicowanie
sie pedow, a 6BL okazat sie istotny dla wzrostu kalusa. Kaleikau i wsp. (52)
badali mieszanee pomiedzy monosomiczng odmiang Wichita i linig ,,ND732"
charakteryzujaca sie silng regeneracjg. Stwierdzili, ze w szczeg6lnosci chro-
mosom 2D zawiera czynniki genetyczne promujgce wzrost kalusa i regene-
racje. W dalszych badaniach autorzy ci (53) wskazuja, ze gtéwny gen odpo-
wiedzi kultur tkankowych jest zlokalizowany na 2DL, oraz iz 2AL i 2BS
posiadaja mniej znaczacy gen TCR. Giéwny gen regulatorowy kontrolujgey
ekspresje TCR genéw moze by¢ zlokalizowany na chromosomie 2BL. Badajac
dziedziczenie zdolnosci do somatycznej embriogenezy i regeneraeji roslin de
Buyser i wsp. (54) doszli do przekonania, ze krotkotrwata i ditugotrwata ho-
dowla znajduje sie pod kontrolg odmiennyeh genéw. Diugotrwale utrzymu-
jaca sie zdolno$¢ pszenicy do somatycznej embriogenezy wymaga bardziej
zawitych mechanizméw niz krétkotrwata. Wobec licznych trudnosci z okre-
Sleniem odpowiedzialnosci poszczego6lnych gendw, autorzy ci sugeruja, ze
aby zrozumie¢ w petni zdolnos¢ do regeneracji w kulturach tkankowych trze-
ba wzig¢ pod uwage to, iz moze sie ona znajdowac¢ pod kontrolg specyficz-
nych jadrowo-cytoplazmatycznych interakcji. Henry i wsp. (55) poprzez ba-
danie kultur niedojrzatych zarodkow z linii aneuploidéw doszli do lokalizacji
na chromosomach gendéw kontrolujgcych krétkotrwatg i diugotrwalg soma-
tyczng embriogeneze u pszenicy. Stwierdzili, ze kontrola somatycznej em-
briogenezy i regeneracji jest poligeniczna. Na somatyczng embriogeneze skta-
da sie szereg etapow, ktoére pozostajg pod kontrolg réznych genéw. Induko-
wanie komoérek tarczki do somatycznej embriogenezy podezas fazy, w ktorej
niezbedne sga auksyny — wedtug cytowanyeh autordw moze znajdowac sie
pod kontrolg eztereeh ramion chromosoméw: 1AL, 3AL, 3BL i 3DL. Ich nie-
obecnos$¢ redukuje tworzenie sie zarodkéw somatycznych i ogranicza rege-
neracje. Nastepny etap zwigzany jest z réznicowaniem zaindukowanych ko-
morek, ktére prowadzi do powstania zarodkéw lub zielonych centr. W trakcie
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tego etapu jest zaangazowanych wiele genéw. Jedynie ramiona IDL i IDS
maja wyraznie negatywny wptyw. Zdolnosci do regeneracji z krétkotrwalej
kultury polegaja gtéwnie na formowaniu zarodkéw zdolnych do kietkowania.
Jest kilka ramion chromosoméw IAS, 2AL i 2BL, ktore tylko kontroluja
kietkowanie. Ich brak redukuje zdolnosci do regeneracji z krétkotrwatych
i diugotrwatych kultur. Dwa dalsze ramiona 6DS i 7BS takze sg zwigzane
z procesami regeneracji. Prawdopodobnie odpowiadajg za jako$¢ tworzacych
sie zarodkéw. Brak 4BS, 5BS i 7DS polepsza czestotliwos¢ regeneracji tylko
po diugotrwatej kulturze. IBS i 2DS sg potrzebne do utrzymania zdolnosci
embriogennych i regeneracji roslin po czternastu miesigcach kultury. W przy-
padku kultur pylnikowych badano takze genetyczny wpltyw na tworzenie sie
kalusa, catkowitg regeneracje roslin i regeneracje roslin zielonych (56). Ba-
dania prowadzono na liniach substytucyjnych Chinese Spring/Cheyenne.
Okazalo sie, ze rozpatrywane trzy czynniki sg poligenicznie deteirninowcine,
a ich dziedziczenie jest niezalezne. Wszystkie te badania potwierdzajg, ze
zdolnos¢ do regeneracji u roslin pszenicy jest zalezna od genotypu.

4. Wptyw sktadnikow podtoza

Innym czynnikiem, ktéry zrewolucjonizowat hodowle in vitro pszenicy i po-
zostatych roslin zbozowych byto zastosowanie syntetyeznej pozywki wzboga-
conej auksynag. W literaturze dotyczacej indukowania somatycznej embrio-
genezy pszenicy mozna znalez¢ dane o testowaniu calego szeregu pozywek:
B5 (25), N6 (57), SMH (58), LS (59), KAO (46), PGO (60). Pozywki te r6znig
sie miedzy sobg skiadem makro- i mikroelementow, oraz iloscig witamin,
cukréw i dodatkiem réznych substancji organicznych. Najczesciej stosowang
przez badaczy pozywka jest MS (61), na bazie ktérej ezynione sg rézne mo-
dyfikacje dotyczace stezenia makroelementéow (27,62), wptywu substancji or-
ganicznych, takich jak: hydrolizat kazeiny. L-tryptofan czy L-arginina (63).
Okcizuje sie, ze hydrolizat kazeiny i L-arginina nie majg zadnego wplywu na
liczbe formowanych somatycznych zarodkéw, natomiast L-tryptofan w pota-
czeniu z 2,4-D (kwas 2,4-dwuchlorofenoksyoctowy) sprzyja wzrostowi ich li-
czby, podczas gdy ten sam tryptofan w potgczeniu z Dicambg powoduje
spadek liczby zarodkéw. Ozias-Akins i Vasil (64) obserwowali tworzenie sie
typowych embrioidow na biatym kalusie, ktorego ilos¢ znacznie wzrastata
kiedy podwajano stezenie makroelementow w oryginalnej pozywee MS. Car-
man i wsp. (63) potwierdzili to zjawisko, natomiast He i wsp. (27) nie za-
notowali istotnych réznic. Badajac wplt}w stezen poszczegélnych makroele-
mentéw w pozywce MS na indukcje i morfologie embriogennego kalusa He
i wsp. (62) stwierdzili, ze do jego proliferacji niezbednym Clynnikiem jest
NH4NO3. Obecnos¢ CaCl2, MgS04, KNO3 i KH2PO4 nie jest niezbedna dla
inicjacji i rozwoju kalusa powstajagcego z epiblastu, ale silnie wplywa na
dalszy rozwdj tego kalusa i jego proliferacje. Wyzsze stezenia KH2PO4 powo-
dujg wzrost rozwoju struktur lisciowych. KNO3, CaCl2 nie majg zadnego
znaczenia w przypadku kalusa z tarczki, natomiast MgS04 tylko w niewiel-
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kim stopniu. Brak w pozywce CaCl2 objawia sie bladoscig kalusa, natomiast
brak MgS04 powoduje, ze kalus jest mniejszy i bardziej wodnisty. O ile
makroelementy majg w ré6znym stopniu wptyw na inicjacje kalusa pszenicy,
to na wytworzenie prawidtowych somatycznych zarodkéw istotny wplyw ma
rodzaj i stezenie dodawanej auksyny. Wiadomo, ze fitohormony sg zwigzane
ze wzrostem i rozwojem roslin, ale ich rola w embriogenezie i organogenezie
w hodowlach tkankowych jest stabo poznana. Zapotrzebowanie na regulatory
wzrostu jest odmienne dla réznych eksplantatéw. Olbrzymia réznorodnosé
pomied?ly genotypami w ich zdolnosci do somatycznej embriogenezy i rege-
neracji roslin, przez niektdrych badaczy jest wigzana z réznicami w poziomie
endogennych substancji wzrostowych (2,65). Nawet eksplantaty z tego sa-
mego genotypu nie dajg identycznej odpowiedzi w kulturach (27). Powszech-
nie stosowanym regulatorem wzrostu w kulturach tkankowych pszenicy jest
2,4-D (27,63,66-68). Mechanizm dziatania tego zwigzku w indukcji podziatow
moze polega¢ wg Yamady i wsp. (69) na tworzeniu komplekséw z biatkami
histonowymi bogatymi w lizyne. Wiele genotypow pszenicy produkuje kalus
zdolny do regeneracji na pozywkach z 2,4-D (45). Tworzenie sie pedow jest
zwiekszone jesli taki kalus zostanie po pewnym czasie przeniesiony na po-
zywke regenerujgca zawierajacg cytokininy (29,58,70,71). W wielu przypad-
kach spadek stezenia 2,4-D lub dodatek cytokinin stymuluje proliferacje
paczkéw (18,66). Druga auksyng stosowang w kulturach pszenicy jest Di-
camba (kwas 3,6-dwuchloro-2-metoksybenzoesowy) (57,58). W porownaniu
z 2,4D Dicamba silniej wplywa na tworzenie sie peddéw, metabolizm tego
zwigzku polega na hydroksylacji wegla w pozycji 5 pierScienia, a nastepnie
potgczeniu z glukoza. Rosliny regenerowane z kaluséw indukowanych na
pozywkach zawierajacych Dicambe sg stabsze. Mozna to zjawisko wyttuma-
czy¢ tym, ze szybki metabolizm Dicamby sprzyja przedwczesnemu dojrzewa-
niu somatycznych zarodkéw, ktére sg fizjologicznie mniej dojrzate i w efekcie
dajg stabsze rosliny (58). W przypadku stosowania Dicamby w pozywce in-
dukujacej, kiedy gtéwnym celem jest szybka regeneracja roslin, mozna skro-
ci¢ jej czas o 2-3 tygodnie w porownaniu z 2,4D. Oprocz 2,4D i Dicamby
stosowane byly w kulturach tkankowych pszenicy rowniez inne auksyny:
IAA i NAA (25,68,72), badz kombinacje auksyn i cytokinin. Dicamba w po-
taczeniu z kinetyng (6-furfuiyloaminopuryng) powoduje zwiekszenie zdolno-
Sci do regeneracji kalusa Triticum aestivum L. (58). Polgczenie 2,4D z kine-
tyng rowniez moze wptywac stymulujgca na regeneracje roslin. Fekete i Pauk
(71) stosowali dwustopniowy system regeneracji roslin. W pierwszym etapie
do indukcji embriogennego kalusa uzywali pozywki z kombinacjg 2,4D (1-1,5
mg/l) i kinetyny ( 0,5-4 mg/l ), a w nastepnym etapie embriogenny kalus
przenosili na pozywke z 4 mg kinetyny, Ul*skujac w ten sposéb najlepsze
rezultaty. Znaczny wzrost ilosci tworzacych sie pedow mozna uzyskaé prze-
noszac kalus z pozywki indukujgcej na regeneracyjna zawierajgca cytokininy
(70). Rola cytokinin w regeneracji roslin zb6z nie jest dos¢ jasna. W wielu
przypadkach dodatek cytokinin do pozywki indukujgcej stymuluje paczko-
wanie, oraz jak podaje Yurkowa i wsp. (68) niskie stezenia cytokinin sty-
mulujg tworzenie sige korzeni. Zwiekszenie stezenia cytokinin powoduje, ze
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ilos¢ korzeni w kulturze maleje. Bardzo wysokie stezenia rzedu 10-20 mg/I
powodujg nekroze kalusa (68). Hamujgey wptyw Kkinetyny na proliferacje ka-
lusa zostat zauwazony réwniez przez Lazara i wsp. (42). Te sprzeczne ze
sobg doniesienia odnosnie do zapotrzebowania na cytokininy w trakcie re-
generacji roslin w kulturach tkankowych pszenicy moga by¢ ttumaczone tym,
ze testowane genotypy, miaty rézny poziom endogennych cytokinin.

W przypadku niektérych jednolisciennych na inicjacje embriogennych kultur
W znhaczacy sposob wpltywa réwniez poziom kwasu abscysynowego. Brown
i wsp. (73) podajg, ze niskie stezenia ABA stymuluja embriogeneze w kul-
turach pszenicy, a Carman (74) uwaza, ze dodanie kwasu abscysynowego
do poz}rwki indukujacej powoduje zwiekszenie ilosci niedojrzatych zarodkow
tworzacych kalus z tarczki, prawdopodobnie poprzez zahamowanie zjawiska
przedwczesnego dojrzewania, oraz zmniejsza ilos¢ embrioidéw z widocznymi
nieprawidtowosciami. Z badan Qureshi i wsp. (75) natomiast wynika, ze
nalezy uwzgledni¢ stopien rozwoju zarodka wyktadanego na pozywke. Wzrost
stezenia ABA w poZ3rwce hamuje dojrzewanie zarodkéw bedacych w pézniej-
szej fazie rozwojowej 21-25 dni po kwitnieniu, jednakze podatno$¢ na dzia-
tanie kwasu abscysynowego jest r6zna. Kiedy ABA jest dodawany do pozywki
z wytozonymi zarodkami wcze$niejszej fazy rozwojowej 10-14 dni po kwit-
nieniu, ich zdolno$¢ do produkowania embriogennego kalusa spada. Dzieje
sie to by¢ moze dlatego, ze zarodki w tej fazie posiadaja za duzy poziom
endogennego ABA i dodawanie go z zewnatrz jest zbedne.

W kulturach pylnikowych pszenicy stosuje sie pozywki réznigce sie nieco
sktadem od poz}rwek, na ktére wyktadane sg niedojrzate zarodki, kwiatostany
czy liscie. Dodatkowym elementem w tych pozywkach jest, np. wyciag z zie-
mniakéw — potato 2 medium (76), dodatek 0,5 mg/t glutaminy i zestalenie
gerlitem (77). Znaczny postep w kulturach pylnikowych zostat osiggniety
przez zastosowanie w pozywce ptynnej ficolu (78) i maltozy (79). Last i Brettel
(80) podajg, ze zastgpienie w kulturach pylnikowych pszenicy sacharozy przez
maltoze spowodowato 3-4-krotny wzrost liczby zarodkéw, podczas gdy dwa
inne cukry; glukoza i fruktoza zmniejszaty znacznie ich liczbe.

5. Powstawanie i charakterystyka roznych typéw kalusa

Nastepnym waznym etapem w rozwoju kultur tkankowych pszenicy byta
umiejetnos¢ prowadzenia dtugotrwatych hodowli kalusa, z ktérego regeneracje
roslin uzyskuje sie poprzez somatyczne zarodki. W obecnosci odpowiednio
dobranego stezenia auksyny eksptantat uzyskuje, lub sg mu nadane, em-
briogenne zdolnosci poprzez pobudzenie kilku komérek w specyficznych miej-
scach. Obserwacja ultrastruktuiy tych komoérek sugeruje, ze wystepuje w nich
intensywna synteza RNA i akt}Avizacja proceséw metabolicznych. Embriogen-
ne komorki sa mate, przecietnie o $rednicy 31 am (59), o cienkich Scianach
komérkowych, bazofilne, bogate w cytoplazme, zawierajgce mate wakuole
i ziarna skrobi. W pri*padku zbyt niskiego poziomu 2,4D w podiozu, em-
briogenne komoérki wydtuzajg sie przyjmujac ksztatt tuby, przecietna ich sred-
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nica zwieksza sie do 51 |im, a dtugos¢ wzrasta do 355 gm (59). Rozwijajg
sie w nich duze wakuole, komorki tracg swdj bazofilny charakter, ich sciany
grubiejg, a ziarna skrobi zanikajg. Ten proees prowadzi do tworzenia sig
nieembriogennego kalusa, z ktérego mozna uzyskac tylko korzenie. Jednakze
przy zaehowaniu odpowiedniego poziomu auksyny w podtozu, w sferach meiy-
stematycznych dzielgcej sie tkanki w sposob ciggly zachodza podziaty em-
briogennych komorek. W przypadku niedojrzatych zarodkéw pszenicy miedzy
2 a 4 dniem kultury nastepuje gwattowna proliferagja kalusa i pojawiajag sie
wyraznie widoczne centra merystematyczne wytaniajgce sie z tarczki. Po sze-
$ciu do o$miu dni rozwijania kultury powstaje zbity zéttawy kalus o gladkiej
powierzchni. Wzrost tego kalusa przez pierwszych 16 dni jest mozliwy gtéwnie
dzieki podziatom komorek na jego powierzchni i w warstwach przypowierz-
chniowych. Zar6éwno powierzchnia kalusa jak i wewnetrzne, merystematyczne
strefy barwig sie intensywnie na obecnos¢ RNA, komarki zawierajg niewielkie
ilosci skrobi lub jej nie zawieraja. Zewnetrznie kalus ma wyglad gruzetkowaty,
jest to efektem nierbwnomiernego rozmieszezenia stref aktywnosci mery-
stematycznej (64). Zdaniem badaczy wiekszos¢ kultur stanowi mieszanine
kalusa kmchego, luznego nieco wodnistego w wygladzie, stabo uorganizowa-
nego nie majgcego wiasciwosci embrlogennych i kalusa embriogennego o bar-
dziej zbitej, zorganizowanej strukturze. W zorganizowanych regionach kalusa
tworzg sie zarodki i zarodkopodobne struktury. Niektére niedojrzate zarodki
pszenicy produkujg dwa rodzaje kalusa embriogennego: gtadki z osi pedu i gru-
zetkowaty z tarczki (59). Regeneracyjne zdolno$ei kalusa sg utrzym}Avane po-
przez ciagte selekcjonowanie i subkulture jego zbitych, uorganizowanych frag-
mentéw. Kalus taki wykazuje mniejsze przyrosty niz kalus nieembriogenny.
De Buyser i wsp. (81) podaja, ze mozna otrzymac rosliny po 3,5-letniej kul-
turze in vitro, ale wtedy *eksza sie czestotliwo$¢ wystepowania mutacji chro-
mosomowych. Redway i wsp. (82) opisujg tworzenie sie z zarodkéw i kwia-
tostanéw na pozywce indukujacej dwoeh typow embriogennego kalusa psze-
nicy; jednego kremowego, zbitego, gruzetkowatego, uorganizowanego i drugiego
biatego, zbitego. Chociaz zarodki somatyczne sg lepiej widoczne na biatym,
zbitym kalusie niz na typie kremowym, to pierwszy rodzaj kalusa byt trud-
niejszy do subkultury, brazowiat i przestawat rosng¢ na pozywce utrzymuja-
cej. Natomiast kalus kremowy, po przeniesieniu go na pozywke utrzymujaca
stawat sie mniej zorganizowany i tworzyt wiecej, miekkiego, nieembriogennego
kalusa. Po pieciu miesigcach subkultury tego kalusa otrzymat on nazwe ,,sta-
rego”. Powierzchniowo i mikroskopowo byt on podobny do wcze$niej twor*geego
sie jednomiesiecznego, kremowego kalusa. Dalsze pasazowanie ,,starego” kalusa
prowadzito do tworzenia sie kruehego kalusa ztozonego z matych, okragtych,
gestych cytoplazmatycznie komérek, wsréd ktorych obseirwowano duze, wydtu-
zone i mocno zwakuolizowane, nieembriogenne komorki. Kruchy kalus rost
znacznie szybciej niz kalus zbity. Po kazdorazowej subkulturze prawie dwu-
krotnie powiekszat on swojg objetos¢. Kalus ten zachowywat swoje embrio-
genne zdolnosci przez ponad 19 miesiecy, a po przeniesieniu na pozywke
regeneracyjna dawat pedy. Ten typ kalusa najlepiej nadaje sie do zaktadania
embrlogennych zawiesin komdérkowych (82).



Kultury in vitro pszenicy — stan badan 37

w przypadku pszenicy czesto obserwuje sie zjawisko przedwczesnego doj-
rzewania somatycznych zarodkéw, ktére jest czynnikiem mogacym ograni-
cza¢ uzyskiwanie diugotrwatych kultur o morfogenicznym potencjale. Pier-
wszymi, ktérzy opisali wystepowanie tego zjawiska w kulturach in vitro psze-
nicy byli Ozias-Akins i Vasil (21). Przedwczesne dojrzewanie to wedtug wy-
mienionych autoréw tworzenie sie pedu zanim zarodek uzyska strukturalng
i fizjologiczng dojrzato$¢. Powstajg zarodkopodobne struktury, ktére nie sg
typowymi zarodkami, gdyz brak im tarczki i nie majg normalnego koleoptyla.
Zjawisko to jest niepozadane, poniewaz somatyczne zarodki nie moga sie
namnozyc¢ i zapoczatkowac¢ wtérnej embriogennej tkanki (67). Wydaje sie, ze
zjawisko przedwczesnego dojrzewania zarodka moze by¢ czesciowo zahamo-
wane przez zwigkszenie stezenia 2,4D w pozywce (63,64,67), dodatek kwasu
abscysynowego lub zmiane osmomolamosci przez dodanie réznych stezen
cukrow. Bapat i wsp. (67) stwierdzili réwniez, ze przedwczesne dojrzewanie
zarodkéw jest wyraznie zalezne od genotypu.

6. Zawiesiny komorkowe i kalus jako Zzrodto protoplastow

Bardzo istotnym kienankiem badan jest dazenie do uzyskania roslin z pro-
toplastéw zb6z. U roslin dwulisciennych izolacje protoplastow mozna uzyskaé
z miekiszu lisciowego, natomiast w przypadku jednolisciennych tylko u ryzu
otrzymano dzielgce sie protoplasty z miekiszu i zregenerowano z nich ro$liny
(83). Jedyna droga do uzyskania protoplastéw pszenicy byto jak dotad, za-
tozenie zawiesiny komorkowej. Uzycie szybko rosngcej embriogennej zawie-
siny zapewnia wiele korzysci, takich jak: szybki przyrost, tatwos$¢ izolacji
protoplastéw i wysoki potencjat podziatowy. Z drugiej strony jednak uzyska-
nie tego typu zawiesiny komorkowej jest dtugotrwalym procesem, a wiekszos¢
roslin pochodzacych z takiej kultury jest sterylna (84). Innym mankamentem
uzywania zawiesin komérkowych do uzyskiwania totipotentnych protopla-
stéw jest to, ze z uptywem czasu zawiesiny komérkowe tracg swe embrio-
genne wiasciwosci. Dotychczas zawiesiny komorkowe pszenicy otrzymywano
z kultur pylnikowych (85), mtodych kwiatostanéw (86,87), lub niedojrzatych
zarodkéw (84,88-91). Istnieja dwie metody zaktadanig zawiesin komérkowych
pszenicy: w pierwszej wykorzystuje sie specjalny typ kalusa o luznej, gru-
zetkowatej strukturze otrzymany w wyniku diugotrwalej selekcji tego kalusa
na statym podtozu (82,88,92), oraz druga w ktérej swiezy, nieselekcjonowany
kalus jest przenoszony do podioza ptynnego, a zawiesina pochodzi z grup
komorek hodowanych w tym podtozu (93,94). Idealna zawiesina komdérkowa
zawiera tylko delikatnie zdyspersowane grupy komoérek, bez wiekszych ka-
watkéw kalusa (95). Jednakze w przypadku pszenicy jest wiele doniesien na
temat tendencji do tworzenia sie duzych agregatéw komorkowych (89,92,94,
96,97). Wiekszo$¢ autor6w uwaza je za zbedne i pozb}wa sie ich metodg
filtracji kultur (89,92). Yang i Scott (98) stwierdzili, ze jakkolwiek najlepsze
rezultaty w izolacji | kulturze protoplastow uzyskuje sie gdy zawiesina sktada
sie z agregatéw ponizej 310 am, to jednak wielkie agregaty komdrkowe po-
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wyzej 1100 |im uwalniajg w zawiesinie mniejsze skupiska komorek i woéwczas
jest mozliwe wykorzystywanie tych wiekszych aregatow do zaktadania em-
briogennych zawiesin. Protoplasty izolowane z rdznej wielkosci skupisk ko-
moérek majg podobne zdolnosci do podziatdéw i regeneracji roslin.

W przypadku pszenicy dos$¢ duzo czasu zajeto uzyskanie ustabilizowanej
zawiesiny, z ktorej mozliwe byto otrzymywanie protoptastow, a w kohcowym
efekcie ptodnych roslin. Pierwsze proby w tym kierunku podjeli u pszenicy
Potrykus i Petruska (99) zakonczyly sie one niepowodzeniem, gdyz nie uzy-
skano podziatu protoplastéw, Maddock i wsp. (100) uzyskali podziat proto-
plastéw z dwoch szybko rosngcych zawiesin, ale nie udato im sie zregene-
rowa¢ rostin. W badaniach Harris i wsp. (88) zrédtem protoplastow byta
zawiesina komdrkowa pochodzaca z kalusa pylnikéw, jednakze uzyskane po-
dziaty protoplastéw i czestotliwos$¢ regeneracji byta niska. Wang i wsp. (91)
otrzymali mate rosliny regenerowane z protoplastow. Nie podali jednak czy
te rosliny osiggnety dojrzatosé. W 1990 r. jednoczesnie Redway i wsp. (101)
i Vasil i wsp. (84) doniesli o zatozeniu embriogennej zawiesiny komorkowej,
ktora stata sie Zzrodiem totipotentnych protoplastow i udato im sie zregene-
rowane z protoplastow rosliny przenies¢ do warunkéw glebowych. W ostat-
nich latach pojawia sie coraz wiecej doniesienn o uzyskaniu roslin z proto-
plastow pochodzacych z zawiesin komdorkowych. Chociaz istniejg obecnie mo-
zliwosci zamrazania zawiesin (102), aby nie traci¢ ich embriogennych zdol-
nosci, to jednak proces zakladania i ustalania zawiesiny komorkowej jest
nadal bardzo czasochtonny i wymagajacy sporych nakladdéw pracy.

Obecnie badacze pracujg nad uzyskaniem totipotentnych protoplastow
z embriogennego kalusa pszenicy. Po raz pierwszy o uzyskaniu protoplastéw
z kalusa doniesli Hayashi i Shimamoto (103), ale uzyskali z nich tylko ro$liny
albinotyczne. Ren i wsp. (87), a nastepnie Guo i wsp. (104) otrzymali rosliny
z protoplastow pochodzacych z diugotrwatej hodowli kalusa. W 1994 r. Za-
ghmout (105) izolowat protoplasty z embriogennego kalusa pszenicy odmiany
Chinese Spring, przecietnie 68% izolowanych protoplastow dzielito sie, a 22%
formowato kolonie. Autor uzyskat podziaty i tworzenie sie kalusa zaréwno
z protoplastow pochodzacych z transformowanych jak i nietransformowa-
nych tkanek. He i wsp. (97) otrzymali protoplasty z pierwotnego kalusa psze-
nicy odmiany Hartog, ale podziaty tych protoplastow zachodzity z niska cze-
stotliwoscig. Autorzy sugerujg, ze stan rozproszenia embriogennych komoérek
jest najwazniejszym czynnikiem w skutecznej indukcji regeneracji roslin z pro-
toplastow pszenicy, a informacje o stopniu stanu rozproszenia tych komorek
moga pozwoli¢ na przezwyciezenie trudnosci zwigzanych z kulturg protopla-
stow z pierwotnego kalusa. Pierwotny kalus stanowi znacznie dogodniejszy
materiat wyjsciowy niz embriogenna zawiesina komérkowa, tym bardziej, ze
jak podaje Vasil i wsp. (84) w przypadku zawiesiny istnieje prawdopodobien-
stwo wystepowania niestabilnosci chromosomowych.
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7. Techniki transformacji pszenicy

W ciggu ostatnich dziesieciu lat opracowano kilka metod transformowania
roslin. Jedna z nieh, najbardziej powszechng, jest metoda z uzyciem Agro-
bacterium tumefaciens. Przez wiele lat przyjmowano, ze rosliny jednoliscienne
sg niewrazliwe na dziatanie Agrobacterium, poniewaz nie sg one jego natu-
ralnymi gospodarzami. Ostatnio pojawito sie kilka doniesien o przeniesieniu
T-DNA z Agrobacterium do komorek roslin jednoliseiennyeh takich jak ku-
kurydza, ryz i pszenica (106-109). Trwale stransformowany kalus pszeniey
zostatl uzyskany przy uzyciu Agrobacterium przez Mooney i wsp. (109). Byé
moze dalsze badania pozwola ustali¢ jakie czynniki determinujg powinowae-
two roslin jednoliseiennyeh w stosunku do Agrobacterium. Obecnie jednak
wiekszos$¢ badaezy stara sie rozwija¢ alternatywne metody transformacji. Bez-
posredniego przeniesienia DNA do protoplastow mozna dokona¢ metoda: ele-
ktroporacji oraz z uzyeiem glikolu polietylenowego (PEG). Jednakze w obu
przypadkaeh konieczne jest dysponowanie totipotentnymi protoplastami, a tak-
ze dobrze opraeowanym systemem regeneraeji z tkanki kalusowej. O zasto-
sowaniu elektroporacji jako efektywnej metody do transformowania proto-
plastow uzyskanych z dtugotrwatej kultury kalusa Triticum aestivum L. do-
nosza Zaghmout i Trolinden (110). Zhou i wsp. (111) réwniez transformowali
protoplasty izolowane z zawiesiny komdrkowej otrzymanej z kalusa poeho-
dzacego z pylnikéw. Protoplasty te byly transformowane metoda elektropo-
raeji z wykorzystaniem plazmidéw pBARGUS lub pBAS, ktére niosty gen bar
— odpomosei na herbieyd Basta. W metodzie elektroporacji tkanki, etap
uzyskiwania protoplastow moze byc¢ eatkowieie pominiety (112). Transgeni-
ezne ros$liny kukurydzy otrzymywano tg metodg z niedojrzatyeh zarodkow
i embriogennego kalusa (3). U pszenicy KI6ti i wsp. (113) dokonali metodg
elektroporaeji transferu genéw do niedojrzatyeh zarodkéw. Uzyto plazmidu
pBC17, o ktérym wiadomo, ze stymuluje produkcje antocjanu w pszenicy.
Poprzez obserwaeje kumulaeji antocjanu w wakuolach komdrek ustalano,
ktére komorki ulegty transformacji. Okazato sie, ze elektroporacja jest tkan-
kowo speelddiezna, a najbardziej wrazliwymi ze wszystkich komérek zarodka
sg komorki tarezki. Dla zwigkszenia liezby stransformowanych komérek waz-
na jest réwniez orientaeja osi zarodka w komorze elektroporacyjnej. ZarodkKi
ustawiano tarezkg w kierunku elektrody ujemnej poniewaz ujemnie natado-
wane ezgsteczki plazmidowego DNA poruszaty sie w kierunku elektrody do-
datniej. W elektroporacji przepuszczalno$¢ membran i $eian komdrkowyeh
dla DNA jest zwiekszona przez impuls elektryczny. Natomiast w innej sto-
sowanej obecnie metodzie — wstrzeliwaniu genébw — poruszajaee sie z du-
zg predkoscia pociski sa uzywane do przenoszenia DNA poprzez Seiany ko-
morkowe i membrany do wnetrza komaorek roslinnych. W 1991 r. Vasil i wsp.
(114) jako pierwsi otrzymali trwale stransformowane linie kalusa, uzyskane
metoda wstrzelania gendéw do zawiesiny komérkowej, z ktéryeh jednak nie
udato sie autorom zregenerowac roslin. W 1992 r. Vasil i wsp. (10) otrzymali
szereg linii stransformowanego kalusa, t3mi razem bombardujae przy uzyeiu
strzelby genowej specyfiezny, embriogenny kalus, powstaty w wyniku diugo-
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trwatej hodowli in vitro. Z jednej z tych linii udato sie zregenerowac stran-
sformowane rosliny, ktére jednak byty niezdolne do samozapylenia. Ptodne
potomstwo tych roslin zostato otrzymane poprzez krzyzowanie z innymi li-
niami i przenosito stransformowane cechy do pokolenia T2, Weeks i wsp.
(115) sprébowali za pomoca wstrzeliwania genéw stransformowac¢ kalus pro-
dukowany przez niedojrzate zarodki po krétkim czasie kultury. Uzyskali 9
niezaleznych linii, ptodnych, stransformowanych roélin, opornych na herbi-
cyd Basta. Becker i wsp. (116) otrzymali stransformowane rosliny, gdy jako
celu dla pociskow optaszczonych plazmidem pDBI uzywali tarczek niedoj-
rzatych zarodkoéw pszenicy. Dzieki zastosowaniu, jako metody przenoszenia
DNA, strzelby genowej stato sie mozliwe wykorzystanie takich eksplantatow
jak merystem wierzchotkowy lub miody kwiatostan. Niestety, jak dotad, nie
majg one zastosowania w przypadku pszenicy.

8. Zmiennos$¢ somaklonalna

Zmiennos$¢ somaklonalna jest wywotywana przez stres indukowany wa-
runkami hodowli in vitro, a takze przez procesy transformacji (112). Czestot-
liwo$¢ wystepowania pojedynczej lub wiekszej liczby mutacji jest prawdopo-
dobnie do$¢ wysoka. Hashim i wsp. (117) przeprowadzili poréwnanie niekt6-
rych cech morfologicznych miedzy regenerantami otrzymanymi z kalusa indu-
kowanego z niedojrzatych zarodkéw pszenicy, a ich potomstwem i formami
rodzicielskimi stuzgcymi jako kontrola. Generalnie zmienno$¢ miedzy potom-
stwem regenerantdw byta mniejsza niz miedzy poréwnywanymi regeneran-
tami. Badano takie cechy jak: dtugosc i szeroko$c¢ liscia flagowego, wysoko$é
roélin, dtugos¢ kiosa, liczbe kioskéw, liczbe ziarniakéw w kiosie, diugosé
osci. Stwierdzono statystycznie istotne ro6znice w cechach morfologicznych
miedzy pierwotnymi regenerantami a ich rodzicami. Z kilkoma zaledwie wy-
jatkami regeneranty byty krétsze, bardziej rozkrzewione i miaty mniejsze li-
Scie flagowe. Dwa regeneranty otrzymane z podtoza wzbogaconego auksyng
Dicambag miaty dwa ktosy na jednej todydze. Obserwowano réwniez zmiany
dotyczace koloru i wielkosci ziarniakdéw Larkin i wsp. (118) badali zmiennos¢
somaklonalng dotyczacg cech morfologicznych i biochemicznych regeneran-
téw uzyskanych po kulturze in vitro niedojrzatych zarodkéw pszenicy. Zmien-
nos¢ zostata zaobserwowana w przypadku cech znajdujacych sie pod prosta
kontrolg genetyczng takich jak, np. kolor ziarna, i bardziej ztozong — jak
w przypadku wysokosci rosliny. Modyfikacje na poziomie mitochondrialnego
DNA u roslin pszenicy zregenerowanych po krétko- i diugotrwatej somaty-
cznej embriogenezie zostaty stwierdzone przez Hartmana i wsp. (119). Sy-
millides i wsp. (120) natomiast przebadali somaklony uzyskane po jednej do
szesciu subkultur, pod wzgledem trzynastu rolniczo i morfologicznie waznych
cech, w poréwnaniu do form rodzicielskich. Statystycznie istotna zmiennosé
byta obserwowana tylko w przypadku wysokosci roslin, dtugosci ktosa i gtow-
nej Srednicy wezta krzewienia pomiedzy somaklonami regenerowanymi z diu-
gotrwatej kultury i ich rodzicami. Obserwowane réznice miedzy somaklonami



Kultury in vitro pszenicy — stan badan 41

zwiekszaly sie w zaleznosci od czasu trwania kultury, prowadzac do znacza-
cych modyfikacji w strukturze roslin. Jednakze szereg zmian ujawniajacych
sie podczas kultur tkankowych ma duzo mniejsze znaczenie niz opisywano
to we wczesniejszej literaturze. Zdaniem niektérych autoréw zmienno$¢ soma-
klonalna moze by¢ wykorzystana jako zrédto roslin o nowych waznych z ho-
dowlanego punktu widzenia cechach. Jak dotgd nie ma publikacji dotycza-
cych czestotliwosci mutacji powstajagcych w nastepstwie elektroporacji lub
wstrzeliwania genéw. Jest wysoce prawdopodobne, ze otrzymane transgeniczne
rosliny oprécz pozadanego genu zawieraja liczne, inne mutacje, ktére moga
mie¢ wpltyw ng ich fenotyp. De Block (112) sugeruje aby wprowadza¢ poza-
dane geny raczej na wczesniejszym etapie cyklu hodowlanego.

9. Zakonczenie

Opanowanie technik indukowania somatycznej embifogenezy, a nastepnie
regeneracji roslin pszenicy stanowi punkt wyjscia do dalszych badan zwia-
zanych z transformacja roslin. O ile uzyskiwanie kalusa z niedojrzatych za-
rodkéw, a nastepnie regeneracja z niego roslin stata sie w chwili obecnej
zjawiskiem powszechnym, to szybka metoda otrzymywania totipotentnych
protoplastéw i regeneracja z nich roslin znajduje sie ciggle jeszcze w sferze
badan. Chociaz zainteresowanie systemem regeneracji z wykorzystaniem pro-
toplastow, ze wzgledu na mozliwos¢ zastosowania strzelby genowej nieco sie
zmniejsza, to jednak protoplasty stwarzajg okazje do manipulowania poje-
dynczymi komérkami oraz fuzjonowania ich z protoplastami innych gatun-
kéw i w ten sposéb pokonywania bariery niekrzyzowalnosci. Oczekuje sie,
ze dzieki zastosowaniu kultur tkankowych uzyskiwanie nowych odmian, be-
dzie zajmowato znacznie mniej czasu niz w przypadku tradycyjnych metod
hodowli. W chwili obecnej udoskonalenie metod regeneracji ptodnych roslin
z kultur komérkowych, w potgczeniu z zastosowaniem nowych metod prze-
kazywania DNA i selekcji transformowanych komérek, zaowocowalo otrzy-
maniem transgenicznych roslin w przypadku wszystkich gtéwnych gatunkéw
zhéz. Jednak w przypadku pszenicy zadna z metod uzyskania roslin trans-
genicznych nie jest jeszcze metodg rutynowa, ktora bylaby stosowana z po-
wodzeniem we wszystkich laboratoriach i dla wszystkich genotypdw.
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Wheat tissue culture — a reviev

Summary

Based on the available literature, this article describes the advances made in cell culture of

wheat. The importance of tlie age and physiological stage of the explant is discussed. The influence
of the genotype is observed. The role of the components of the induction medium and in par-
ticular the role of auxin and kinetin, is investigated. The development of off-white callus and
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long-term culture of this callus facilitates the establishment of suspension culture — a source
of totipotent protoplasts. This paper also focuses on the techniques which are used to introduce
genes into wheat plants and on the somaclonal variation that occurs in a population of plants
regenerated after tissue culture.
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