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PYLNIKI I PYLEK W HODOWLI IN VITRO

Anthers and pollen in vitro culture

Renata SNIEZKO

Summary. The paper is a general review on anther and pollen culture in vitro. It is addressed to the reader, who does not
work in this field. Some aspects of application of the methods in vitro culture for plant breeding is pointed out.

In vitro microspores, inside the anther loculus are stimulated to development into haploid callus or embrioids. The
embrioids could be regenerated to fully grown plants. By the androgenesis in vitro it is possible to obtain haploid,
autodiploid and poliploid plants. These plants can be used in breeding to improve the horticultural varieties. Already some
new varieties of tobacco, wheat, com and rice are under crop, mainly in Southern Asia.

There was found that plants and their pollen tubes show similar growth rate and resistance to stresses. The test of pollen
grains germinating in vitro in media with some stressing substances e.g. bacterial toxines or herbicides, can help to appoint
the plant which is most suitable as pollinator in breeding programme.
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WSTEP

Wiele do§wiadczen nad hodowla komérek i
tkanek roslinnych in vitro ma na celu poznanie
proceséw wzrostu i rozwoju oraz pozyskanie
materiatu wyj$ciowego do hodowli nowych od-
mian ro$lin uprawnych. Kultury pylnikéw i za-
wiesiny pytku na pozywkach okazaty sie szcze-
gllnie przydatne dla potrzeb hodowli rolnicze;j.

W pylnikach rozwijajacych sie na roslinie
powstaja sporadycznie wielokomdrkowe stru-
ktury zbudowane z haploidalnych komérek, co
$wiadczy o ich pochodzeniu z mikrospor lub zia-
ren pylku. Niekiedy taka haploidalna struktura
jest zarodkiem somatycznym. W warunkach in
vitro proces taki zachodzi cze¢sciej niz w przyro-
dzie. Proces rozwoju mikrospory lub ziarna pyl-
ku w tkanke i zarodek somatyczny jestnazywa-
ny przez badaczy zajmujacych si¢ kulturami

in vitro androgeneza. W embriologii ro§lin ter-
min androgeneza ma szersze znaczenie i doty-
czy rozwoju zarodka z genomem wprowa-
dzonym przez plemnik.

Rozwdj metodyki hodowli tkanek roslinnych
in vitro umozliwit wyhodowanie haploidalne;j
ro§liny z mikrospory. Pierwszy opis rozwoju mi-
krospory Datura innoxia w embriogenny kalus
opublikowali Guha i Maheshwari w 1964 roku,
a w roku 1966 doniesli o pelnej regeneracji ha-
ploidalnej roliny [31]. Udowodniono w tym do-
$wiadczeniu totipotencje haploidalnej komérki —
mikrospory, ktérej genom moze determinowad
rozwdj dwukomdrkowego gametofitu, jakim
jest ziarno pytku, lub sporofitu z catym zlozo-
nym systemem organéw i tkanek. Czeéciej udaje
si¢ uzyskaé poczatkowe stadia androgenezy niz
zregenerowac calg haploidalng ro§line, Jesli jed-
nak regeneracja si¢ powiedzie, to haploidalna
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roslina ma prawidtowo wyksztalcone organy i
moze zakwita¢. Ro§liny haploidalne sa jednak
sterylne ze wzgledu na upoSledzony proces me-
jozy (pojedynczy garnitur chromosomowy).

Dla hodowcéw maja znaczenie rofliny
otrzymane z haploidalnych roslin po podwoje-
niu ich genomu. Mozna to uzyska¢ dzialajac
kolchicyna na stozek wzrostu. Po podwojeniu
genomu otrzymuje si¢ tzw. autodiploidy, rosliny
catkowicie homozygotyczne. Jako takie sa one
cennymi ro§linami rodzicielskimi w krzyzowa-
niach majacych na celu wyprowadzenie nowej
odmiany uprawnej.

W hodowlach pylnikéw in vitro oprécz ha-
ploidéw mozna otrzymaé poliploidy oraz aneu-
ploidy o gamiturze chromosomowym nie spoty-
kanym w przyrodzie, ani nie powstajace na
drodze krzyzowania. Takie roSliny o odmien-
nym genomie moga by¢ przydatne do wyhodo-
wania nowych odmian.

Inne metody in vitro, ktére pomagaja przy-
$pieszy¢ efekty hodowli nowych odmian roslin
uprawnych, polegaja na selekcji genotypéw w
fazie haploidalnej i wybiérczym zaplodnieniu.
Selekcje genotypéw prowadzi sie na podstawie
testéw zywotnosci i odpornosci pylku kietkuja-
cego w kropli pozywki. Testy te coraz bardziej
rozpowszechniaja si¢ w instytutach hodowla-
nych, poniewaz s szybkie, latwe, tanie i znacz-
nie przy$pieszaja uzyskanie pozadanego rezulta-
tu po krzyzowaniu.

Najnowsze do§wiadczenia zmierzaja do
przeprowadzenia wybidrczego zaptodnienia wy-
izolowanych woreczkéw zalazkowych wybra-
nym pylkiem lub wyizolowanymi z niego game-
tami meskimi. Na razie préby te nie daly
rezultatu,

ANDROGENEZA

Pobudzenie mikrospory lub ziarna pylku do
rozwoju w kalus albo bezposrednio w zarodek
somatyczny, jest obecnie najbardziej wydajna
metoda pozyskiwania haploidalnych roslin. W
ciggu dwudziestu kilku lat opracowano metody

pobudzania do androgenezy mikrospor i ziaren
pylku wigcej niz 150 gatunkéw i odmian roSlin
[82]. Najtatwiej wywotaé androgenez¢ w pylni-
kach gatunkéw z rodziny Solanaceae, ale obec-
nie najwicksze znaczenie maja doswiadczenia
nad androgeneza u zb6z, gléwnie pszenicy, ryZu
i kukurydzy [6, 13, 24, 28, 31, 56, 61, 84].

O powodzeniu androgenezy decyduje wiele
réznych czynnikéw, niekiedy trudnych do wy-
tlumaczenia. Najwazniejszym czynnikiem jest
genotyp mikrospory lub ziarna pylku, z ktérego
ma sie rozwina¢ haploidalna ro§lina. W$réd do-
tychczas zbadanych najbardziej podatne na an-
drogeneze okazaly si¢ mikrospory gatunkéw z
rodzaju Nicotiana, Datura, Hyoscyamus i Sola-
num [63]. Nie zawsze wywolanie podzialéw mi-
krospory, namnozenie haploidalnych komdrek
kalusa, a nawet powstanie zarodka somatyczne-
go koriczy si¢ pelna regeneracja ro§liny. Wydaj-
no$¢ metody jest bardzo rézna, np. mozna uzy-
ska¢ haploidalny kalus i embrioidy w 40-80%
zatozonych hodowli z pylnikami Nicotiana lub
Datura, ale tylko w 1% hodowli pylnikéw Bras-
sica napus 162, 82]. Podobnie niska wydajnos¢
uzyskuje si¢ w hodowlach pylnikéw Helleborus
foetidus, Agropyron repens, Bromus inermis
(83) i Festuca pratensis oraz mieszanca Festuca
lolium [55]. Wydajno$¢ androgenezy zbdz jest
niska w poréwnaniu z gatunkami Solanaceae,
nalezy jednak pamigtaé, ze w pylniku tytoniu
powstaje okoto 40 tys. ziaren pytku, podczas
gdy u pszenicy tylko okolo 4 tys. [21]. Za sukces
uwaza sie uzyskanie haploidalnego kalusa w kil-
ku procentach zalozonych hodowli [1, 6, 21, 70,
71].

Haploidalny kalus nie zawsze jest zdolny do
wytworzenia zarodkéw somatycznych, a te tak-
7e nie zawsze rozwijaja si¢ w rosliny. Liczba
zregenerowanych roélin haploidalnych jest bar-
dzo mala przy duzym nakladzie pracy, lecz mi-
mo to korzysci ptynace z pozyskania jednej ta-
kiej rosliny o pozadanych cechach uzasadniaja
wlozony wysiltek. Obok haploidalnych ro§lin
moga rozwinac si¢ takze rosliny o innym geno-
typie réwnie przydatne w hodowli nowych od-
mian. Tak na przyklad, dzigki androgenezie wy-
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hodowano rosliny, ktére postuzyly do wypro-
wadzenia 6 nowych odmian tytoniu [40].

Zaleznie od gatunku, a nawet odmiany, pyl-
niki wymagaja zachowania specyficznych wa-
runkéw podczas réznych etapéw hodowli in vi-
tro. O powodzeniu androgenezy decyduja takie
czynniki jak: stadium rozwoju, w ktérym wykla-
da si¢ pylnik na pozywke, sktad pozywki, czas i
warunki inkubacji oraz, bardzo czesto, wstepne
zabiegi obejmujace cala rosline lub pylnik przed
rozpoczeciem hodowli. Aby wywola¢ androge-
nezg, na pozywke wyklada si¢ najczesciej cate
pylniki w stadium rozwojowym poprzedzaja-
cym mitozg haploidalnego jadra w mikrosporze.
W nielicznych wypadkach wyszczepia sie mi-
krospory lub ziarna pytku w formie zawiesiny
komérek. Czesto taka zawiesina lepiej adaptuje
si¢ do warunkéw in vitro, kiedy w pozywce jest
zanurzony kawalek pylnika. Pylniki niekt6rych
gatunk6w sg bardzo mate w stadium odpowied-
nim do rozpoczecia hodowli i trudno je wyciaé z
paka. Wtedy wyszczepia si¢ na pozywki cale pa-
ki kwiatowe, a niekiedy kwiatostany, np. klosy
jeczmienia [49].

Stadium pylnika, od ktérego nalezy T0Zpo-
cza¢ hodowle in vitro zalezy przede wszystkim
od gatunku roéliny, a wiec genotypu. Najcze-
§ciej wyszczepia si¢ pylniki w stadium tetrad
mikrospor, rzadziej w stadium dwujadrowego
pyiku juz po mitozie. Stadium mikrospory trwa
stosunkowo dlugo. W tym czasie mikrospory
rosna, wakuolizuja, buduja sciang — sporoderme,
a ich jadro przechodzi przemiany poprzedzajace
podzial mitotyczny. Stadium mikrospory obej-
muje okres, w kt6rym komérki stanowiace
obiekt doswiadczenia s w réznych stanach fi-
zjologicznych. Wskaznikiem stadium moze by¢
wielko$c¢ jadra mikrospory, np. w mikrosporach
Jeczmienia od momentu uwolnienia mikrospor z
tetrad do mitozy jadro powicksza si¢ szescio-
krotnie [77].

Wilasciwa androgeneza zaczyna si¢ po mito-
zie haploidalnego jadra mikrospory, czyli w
dwujadrowym pytku. Wczesniejsze wylozenia
pylnika pozwala na zaadoptowanie jego tkanek
do warunk6w in vitro i dojrzenie do stadium

dwujadrowego pytku. Przykladowo Hyoscy-
amus niger najlepiej wyszczepia¢ w stadium mi-
krospor, za$ pylniki Datura innoxia w stadium
dwujadrowego pytku. W eksplantantach obu ga-
tunk6éw androgeneza zaczyna si¢ w momencie,
kiedy pytek jest dwujadrowy. Pylniki Hyoscy-
amus dojrzewaja na pozywce. Mikrospory rosna
w nich, przechodza mitoze i dopiero wtedy za-
czyna si¢ namnazanie haploidalnych komérek
[63].

Okres dojrzewania pylnikéw na pozywce
bywar6zny i nie zawsze zalezy tylko od stadium
w jakim rozpoczgto hodowle. Na og6t jednak in-
kubacja trwa tym dluzej, im mtodsze bylo sta-
dium, w ktérym pylnik implantowano. Wie-
kszo$¢ pylnikéw roslin dwulisciennych potrze-
buje od kilku do kilkunastu dni inkubacji, zas
Jednoliscienne tylko 3—4 dni, zanim rozpocznie
si¢ w nich androgeneza [83].

Dla wydajnosci androgenezy nie bez znacze-
nia jest skiad i konsystencja pozywki oraz spo-
s6b wylozenia pylnika. Najlepszy efekt daje wy-
lozenie pylnika na stala pozywke tak, by stykat
si¢ z nia jedna krawedzia lub niewielka powierz-
chnia. Rzadziej stosuje si¢ zanurzenie pylnika w
ptynnej pozywce. Im wigkszy kontakt pylnika z
pozywka, tym szybciej rozwija si¢ kalus ze $cian
i tkanek tacznika. Moze on zdominowaé rozwdéj
kalusa pochodzacego z mikrospory [82].

Sklad pozywki jest niewatpliwie czynnikiem
stymulujacym podzialy w mikrosporach lub
ziarnach pyiku, a stymulacja zalezy giéwnie od
stezenia substancji wzrostowych i sacharozy.
Wymagania co do skladu i stezeri element6w po-
zywki zalezg od genotypu pylku i stadium ho-
dowli. Na przyklad pylek jeczmienia wymaga
25% sacharozy do rozpoczecia androgenezy, a

~ pylki innych gatunkéw roslin niekiedy jeszcze

wyzszych stezen [45]. Niekt6rym gatunkom jest
potrzebna pewna domieszka jakichs specjalnych
substancji lub podwyzszone stezenie jednego ze
sktadnikéw, np. jonéw zelazowych dla pytku
Solanaceae, inozytolu lub proliny, adeniny, wi-
taminy C itp. [8, 19, 31, 36, 72, 83].

Bardzo wazne jest stezenie i wzajemne pro-
porcje substancji wzrostowych w pozywce wyj-
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$ciowej [84]. Hormony wzrostowe sa nicodzow-
nym stymulatorem podzialéw komérkowych w
pylku wigkszosci roslin. Wyjatek stanowia nie-
ktére gatunki Solanaceae [50]. Z reguly sub-
stancje te to cytokininy (kinetyna) i auksyna,
najczesciej 2, 4-D. Niektére gatunki pylku wy-
magaja dodatkowo gibereliny. Dobér stezenia
zalezy od wymagari genotypu pylku. W miare
rozwoju kalusa z pylku trzeba tak zmieni¢ sklad
pozywki, by w kolejnych pasazach malato stgze-
nie substancji wzrostowych i sacharozy. Obnize-
nie stezenia tych dwdich grup substancji wywo-
luje embriogenez¢ w kalusie tzn. stymuluje
powstawanie zarodk6w somatycznych. Najcze-
$ciej regeneracje roslin prowadzi si¢ na pozy-
wkach coraz ubozszych w substancje wzrostu, a
w koricowych etapach hodowli pozywki sa zu-
pelnie pozbawione tych substancji. Haploidalne
roliny niektérych gatunkéw mozna zregenero-
waé jedynie na pozywkach zawierajacych we-
giel aktywowany. Uwaza si¢, ze wegiel akty-
wowany absorbuje nadmiar substancji wzrosto-
wych syntetyzowanych przez rozwijajace si¢ or-
gany ro$lin, a takze wiaze inne metabolity, ktére
moglyby wplywaé hamujaco na wzrost regene-
ratéw [27]. Pod koniec regeneracji roslin z pytku
najlepiej stosowaé dwuwarstwowa pozywke.
Dolna warstwa pozywki jest zestalona agarem i
zawiera zawiesing wegla aktywowanego. Gérna
warstwa jest ptynna z weglem lub jest przesa-
czem znad wegla aktywowanego (75, 76].
Podczas androgenezy u niektérych gatun-
kéw wegiel aktywowany bywa potrzebny juz we
weczesnych stadiach hodowli, kiedy w eksplanta-
cie sa tkanki pylnika. Uwaza si¢, Ze tkanki pylni-
kéw tych gatunk6w wytwarzaja metabolity ha-
mujace rozwoj haploidalnego kalusa i zarodkéw
somatycznych z ziaren pytku [62, 75, 76]. W
wielu do§wiadczeniach konieczne jest wykony-
wanie zabiegéw wstepnych — dzialanie na cala
roéling lub tylko na kwiatostany przed pobra-
niem pylnikéw do hodowli in vitro. Stosuje si¢
réznorodne stresy i szoki, by przygotowac
sprzyjajacy androgenezie stan fizjologiczny pyl-
nikéw. Dziatanie stresu lub szoku ma na celu za-
burzenia lub spowolnienie rozwoju pytku. Dla

wywolania  androgenezy  korzystne jest
op6Znienie mitozy w pytku pod wptywem chio-
du lub innych czynnikéw [2, 3, 15, 19]. Najczg-
§ciej stosuje si¢ ochladzanie (temp. 3-10°C)

calej ro§liny, kwiatostanéw lub tylko pylni-
kéw [65, 70]. Znane jest dziatanie chlodu naroz-
wdj pylnikéw w naturze. Ochlodzenie powodu-
je, ze procesy zachodza wolniej, moze wystapic
zaburzenie w przebiegu mejozy oraz mitozy pyt-
ku. Zeby zwickszy¢ liczbg ziaren pyiku zdol-
nych do androgenezy, zamiast do rozwoju w
meski gametofit, Heberle-Bors [18] zastosowat
czynnik zaburzajacy determinacj¢ pici. Takim
feminizujacym czynnikiem byt niedob6r azotu
w odzywianiu mineralnym roéliny podczas two-
rzenia pakéw kwiatowych. Kyo i Harada [30]
zastosowali podobne glodzenie pylnikéw doj-
rzewajacych in vitro. Do do§wiadczenia pobrali
bardzo mlode pylniki, kt6re umiescili na pozyw-
ce ubogiej w jony azotowe. Zwigkszylo to liczbe
ziaren pylku zdolnych do androgenezy. Podob-
nie moze dziata¢ takze niedob6r innych skladni-
k6w mineralnych w pozywce. Zwigkszenie licz-
by ziaren pylku rozwijajacych si¢ w kalus lub
embrioidy mozna wywolaé przez zastosowanie
krétkotrwatego szoku elektrycznego we wste-
pnej fazie inkubacji [9].

Innym typem stresu jest obniZenie turgoru
rosliny na krétko przed pobraniem pylnikéw. W
chwili pobierania pylnikéw roslina powinna by¢
ponownie w stanie pelnego turgoru. Mozna tez
przetrzymaé rosling w wysyconej wilgocia at-
mosferze, pozbawionej tlenu lub z podwyzszo-
nym stezeniem CO2. Pozytywny efekt mozna
nickiedy wywolaé przez dziatanie pola mag-
netycznego, albo napromieniowanie mala da-
wka promieni X lub gamma kwiatostanéw krét-
ko przed pobraniem pylnikéw do hodowli.
Napromieniowanie bywa czasem skuteczniej-
sze, kiedy zastosowaé je juz po wyszczepieniu
pylnikéw na poczatku inkubacji. Préby stosowa-
nia réznych czynnikéw wzmagajacych androge-
neze sa opisywane w licznych pracach [5, 16,
25, 26, 28, 55, 59, 65, 69]. Kazdy z wymienio-
nych streséw i szok6w musi by¢ wywazony, by
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nie zmniejszy¢ zywotnosci pytku i nie zahamo-
wac catkowicie podzialu mitotycznego, od kt6-
rego zaczyna si¢ androgeneza. Zastosowanie
szokéw 1 stres6w wiaze sie z pogladem, ze

androgeneza moze nastapi¢ tylko wtedy, kiedy
rozchwiany zostanie naturalny rozwdj pytku w
gametofit meski.,

Gametofitowy typ rozwoju polega na tym, ze
podzial mitotyczny w mikrosporze jest nier6w-
nomierny. Wyksztalcajg sie dwie odmienne ko-
moérki, w ktérych ilo§¢ cytoplazmy i stopiei
kondensacji jadra sa wzajemnie zalezne. Ko-
moérka wegetatywna ma jadro o luZno rozmiesz-
czonej chromatynie i duzo cytoplazmy, a gene-
ratywna ma jadro o skondensowanej chroma-
tynie i malo cytoplazmy. W naturalnych warun-
kach, w przysziosci komdérka wegetatywna nie
powinna sig¢ juz dzieli¢ tylko wyrosna¢ w lagie-
wke pytkowa. Jesli zaburzony zostanie gameto-
fitowy typ rozwoju, to zmienia si¢ determinacja
komoérki wegetatywnej i generatywnej. Najcze-
§ciej nie réznicujg si¢ one jako odmienne ko-
moérki, lecz sa do siebie podobne wielkoscia,
maja zblizong ilo$¢ cytoplazmy i populacje or-
ganelli oraz jadra o luZno rozmieszczonej chro-
matynie [6]. Wazna wydaje si¢ obecnosé plasty-
déw w obu komérkach pytku zdolnego do
androgenezy. Typowo wyksztatcony pytek Hyo-
scyamus niger nie ma plastydéw w komérce ge-
neratywnej, natomiast w pytku z zaburzeniami
rozwoju plastydy wystgpuja w obu komérkach
[51].

Poglad o nieprawidiowo rozwinigtym pyliku
jako Zrédle androgenicznego kalusa i embrioi-
déw nie znalazi potwierdzenia w do$wiadcze-
niach na Lolium perenne i Festuca pratensis
oraz ich mieszaricach. W pylnikach tych roslin
typowe ziarna pylku rozwijaly sie w kalus, a
ziarna z zaburzeniami degenerowaly [54, 71].
Zauwazono, Zze w pylnikach ryzu do androgene-
zy zdolne s3 tylko te mikrospory, kitdére groma-
dza najwiecej skrobi i tluszczéw podczas wste-
pnej inkubacji. Uznano, ze te mikrospory sj
najbardziej zywotne i dlatego zdolne do wiecej
niz jednego podziatu. Podobna obserwacje prze-

prowadzila Benito Moreno i wspétpracownicy
[9], lecz uwazali oni, ze wzmozZona akumulacja
materialéw zapasowych w pewnych mikrospo-
rach jest wynikiem dzialania pozywki i warun-
kow in vitro. Jednak wielu eksperymentatoréw
jest zdania, ze do androgenezy fatwiej pobudzicé
pylek wykazujacy anomalie rozwojowe {17, 18,
19, 20, 60, 62]. Sunderland [60] nazwat taki py-
lek P-grains. Uwaza on, Ze w pylnikach pozosta-
jacych na ro§linie dzialaja czynniki catkowicie
hamujace rozwéj P-grains. Odcigcie pylnika i
wylozenie go na pozywke znosi dzialanie tych
czynnikéw, dlatego in vitro wigcej ziaren pytku
rozwija si¢ w kalus lub haploidalne embrioidy
niz to moglo by mie¢ miejsce w naturze.

Sunderland opisat dwa najczesciej spotykane
typy rozwoju haploidalnego kalusa i embrioi-
déw. Typ ,,A” jest czesciej spotykany [60]. W
tym typie mitoza w mikrosporze jest zarazem
pierwszym podzialem prowadzacym do andro-
genezy. Nastepnie dzieli sie tylko komérka we-
getatywna. Podzialy poczatkowo moga doty-
czy¢ tylko jadra, a zakladanie §cian bywa
opdZnione. Komoérka generatywna stopniowo
degeneruje i nie namnaza komérek. W typie ,,B”
dzielg si¢ jadra obu komdrek pytku. Po pewnym
czasie zakladaja si¢ $ciany i powstaje tkanka
zlozona z komérek pochodnych wegetatywnej i
generatywnej komoérki. Za odmiane typu ,B”
Sunderland uznal powstawanie kalusa tylko z
komérki generatywnej [64].

Na ro$linie androgeneza polega na kilkakrot-
nym podziale jader bez zakltadania §cian komér-
kowych. Dopiero po namnozZeniu si¢ pewne;j li-
czby jader po kolejnych podzialach nastepuje
cytokineza i réwnoczesnie buduja si¢ Sciany ko-
morkowe migdzy istniejacymi juz jadrami. In vi-
tro czgdciej obserwuje sie cytokinezy i budowe
Scian komérkowych po kazdym podziale jader.
Od razu powstaje tkanka. Ttumaczy si¢ to wpty-
wem sacharozy obecnej w pozywce. Sacharoza
jest materialem energetycznym, moze by¢ jed-
nak przetworzona na polisacharydy potrzebne
do budowy Sciany komérkowej, jak to ma miej-
sce podczas androgenezy in vitro [9].

Dalsze namnazanie i wzrost komérek dopro-
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wadza do peknigcia egzyny i wydostania si¢ ka-
lusa lub embrioidu do komory pytkowej [31, 54,
82, 83]. Bardzo czgsto obserwuje si¢ wydostaja-
ce si¢ z egzyny embrioidy, a nie ma posredniego
stadium kalusa. Embrioidy izoluje si¢ z tkanek
pylnika i wyklada na §wieze pozywki zawieraja-
ce mleczko kokosowe. Mleczko kokosowe jest
najlepszym komponentem pozywki, stymuluja-
cym prawidlowy rozw6j zarodkéw, ale w pew-
nych hodowlach daje si¢ je zastapi¢ bielmem ku-
kurydzy. Jezeli z egzyny uwalnia si¢ kalus, to
pozostawia si¢ go dtuzej w tkankach pylnika. Po
wyizolowaniu z komory pylnika kalus inkubuje
si¢ w pozywce stymulujacej organogeneze¢ lub
embrioni¢ somatyczng. Zarodki somatyczne
przeszczepia si¢ po pewnym czasie do indywi-
dualnych hodowli i regeneruje z nich haploidal-
ne roliny. Nie zawsze udaje si¢ pobudzi¢ kalus
do wytworzenia zarodkéw somatycznych, nie
wszystkie zarodki regeneruja w rosling. Zarodki
somatyczne wytworzone na drodze androgenezy
moga mie¢ inne wymagania co do warunkéw re-
generacji niz zarodki somatyczne pochodzace z
komérek sporofitowych. Wskazywalo by to na
odmienng kontrolg genetyczng proceséw prowa-
dzacych do odtworzenia roéliny haploidainej i
diploidalnej [19].

Wydajno$¢ androgenezy jest ograniczona
wieloma réznymi czynnikami w kazdym z ze-
stawéw hodowli. Mimo tych trudnosci, jak to
zostato napisane we wstepie, metoda pozyski-
wa- nia roélin haploidalnych ta wlasnie droga
nabrala obecnie znaczenia praktycznego. Pier-
wsze roé§liny haploidalne, ktére postuzyly do
krzyZzowan po wczesniejszym podwajeniu ich
garnituréw chromosomowych, byly ubocznym
efektem doswiadczenia na tytoniu in vitro [44].
Wkrétce potem pierwsze udoskonalone dzigki
takim roslinom odmiany tytoniu weszty do upra-
wy w Chinach [40], lecz naprawde wazne bylo
udoskonalenie odmian pszenicy i ryzu odpo-
wiednich do uprawy w warunkach poludniowej
Azji [13, 14, 24, 52]. Zboza te sq podstawg wy-
zywienia w najbardziej zaludnionych krajach
$wiata. .

Androgeneza in vitro jest przede wszystkim

droga do pozyskiwania roslin haploidalnych, ale
oprécz nich otrzymuje si¢ ta metoda rosliny o in-
nych stopniach ploidalnosci [41, 42, 43, 81].
Podwojenie haploidalnego genomu nastgpuje
niekiedy samoistnie przed uformowaniem em-
brioidu w ziarnie pylku. Zlewanie si¢ jader i en-
domitozy we wczesnych stadiach androgenezy
moga spowodowac, ze embrioidy z pylku s3 w
réznym stopniu poliploidalne, np. 2-5 n [36, 70,
71, 831.

We wczesnych fazach rozwoju zarodki po-
chodzace z pylku i z tkanek pylnika s3 bardzo
podobne do siebie. Embrioidy z tkanek pylnika
regeneruja w diploidalne rosliny przypominaja-
ce ro§ling, z ktérej pobrano pylnik. Sa one hete-
rozygotyczne. Spoliploidyzowane roSliny po-
chodzenia androgenicznego sa catkowicie ho-
mozygotyczne [12, 45]. Kazda zregenerowana
poliploidalna ro$lina homozygotyczna moze by¢
bardzo warto§ciowym materialem w krzyzowa-
niach zmierzajacych do udoskonalenia odmiany.
W catym potomstwie takiej ro§liny pozadana ce-
cha jest mocniej wyrazona niz po krzyzowaniu z
rosling diploidalna.

W pewnych szczepach Solanum tuberosum
powstaja diploidalne mikrospory. Androgeneza
wywotana w takich mikrosporach prowadzi do
regeneracji diploidainych, heterozygotycznych
roslin [72]. W innych szczepach Solanum tube-
rosum podczas mejozy zachodza zaburzenia w
rozdziale chromosoméw. Tworzg si¢ mikrospo-
ry o ploidalnosci 1-3n oraz mikrospory haploi-
dalne z dodatkowymi chromosomami. Embrioi-
dy pochodzace z takich mikrospor s odpowie-
dnio ploidalne i heterozygotyczne. Regeneracja
roslin z embrioidéw o niezrdwnowazonym ge-
notypie jest trudna. Rosliny o nieparzystym gar-
niturze chromosomowym, tzn. tri- i pentaploi-
dalne oraz aneuploidalne z dodatkowymi chro-
mosomami sa nieplodne na skutek zaburzen w
mejozie i nie sa przydatne dla hodowcéw. W
praktyce stosuje si¢ dziatanie kolchicyny na sto-
zek wzrostu tak, by wywola¢ podwo- jenie gar-
nituru chromosomowego. Po podwojeniu geno-
mu roéliny na ogdt staja si¢ plodne. Wytwarzaja
jednak czesto mikrospory takze o r6znych geno-
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typach i jezeli uzywa sig ich do zapylania, to po-
tomstwo F1 jest bardziej zr6znicowane niz po
krzyzowaniu z naturalng heterozygota. Rosliny
takie s przydatne w hodowli, jesli selekcja po-
zadanych w F1 fenotypéw jest latwa.

Przeszkoda w korzystaniu z roélin autodi-
ploidalnych czesto jest ich obnizona Zywotnosé
na skutek ekspresji recesywnych genéw semile-
talnych. Jednak wyhodowanie jednej zywotnej
ro§liny autodiploidalnej o pozadanych cechach
przynosi znaczne przyspieszenie efektu hodow-
li. W homozygocie, jaka jest roslina autodiploi-
dalna podwojony jest gen pozadanej cechy, co
nie zawsze udaje si¢ osiagnac tradycyjna metoda
samozapylania powtarzanego przez wicle poko-
lefi. Samozapylenie u wielu gatunk6éw napotyka
na bariery niezgodnosci, co dodatkowo utrudnia
wyhodowanie rosliny homozygotycznej. Auto-
diploid uzyty do krzyzowania przekazuje gen
pozadanej cechy calemu potomstwu. Wspét-
czesny poziom wiedzy na temat klonowania ro-
§lin in vitro otwiera szans¢ namnozenia roslin
autodiploidalnych na drodze embriogenezy so-
matycznej. Operowanie klonem roslin autodi-
ploidalnych, a nie pojedyncza rosling, pozwala
osiagnac rezultaty hodowli na skale produkcyj-
n3. W przysztosci zaréwno wydajnosé androge-
nezy, jak i metody klonowania in vitro zostang
Jeszcze udoskonalone i beda miaty wielkie zna-
czenie dla praktyki rolniczej {52, 78].

PYLEK IN VITRO - SELEKCJA
GENOTYPOW

W tradycyjnych metodach selekcji roslin od-
powiednich do krzyzowania bierze si¢ pod uwa-
ge cechy fenotypowe sporofitu. Selekcje prowa-
dzi si¢ w kolejnych pokoleniach, co jest szcze-
g6lnie dlugotrwale w sadownictwie, gdzie trze-
ba kilku lat hodowli by oceni¢ wartos¢ rosliny.
Do selekcji konieczne jest hodowanie setek ro-
$lin na duzych obszarach. Stanowi to czynnik
ograniczajacy tradycyjne metody, poza tym jest
kosztowne,

Selekcjonowanie pylku zamiast selekcji spo-
rofitéw w kolejnych pokoleniach znacznie przy-

spiesza dobdr ro$lin do krzyzowania. Selekcja w
fazie haploidalne;j jest latwiejsza i tarisza, gdyz
trwa krétko, a wielka liczba ziaren pytku pozwa-
la na statystyczna oceng obserwacji i obiekty-
wizm.

W warunkach naturalnych pytek roslin wy-
zszych zachowuje zdolno$¢ do kielkowania sto-
sunkowo krétko, tj. od kilku do najwyzej kilku-
nastu godzin u ro§lin dwuli$ciennych i zaledwie
pot godziny u zb6z. Opracowano metody pobie-
rania i przechowywania pylku przez wiele tygo-
dni a nawet miesi¢cy, wiec czynnik ten nie sta-
nowi przeszkody w stosowaniu testow na
kietkujacym pylku w dowolnym niemal czasie
{73]. Kietkowanie lagiewek in vitro trwa okoto
dwéch godzin w temperaturze 22-27°C. Zatem
caly test mozna przeprowadzi¢ w ciagu kilku go-
dzin [9]. .

Selekcje oparto na zatozeniu, ze okolo 60%
gendw jest czynnych zaréwno w fazie haploidal-
nej, jak i diploidalnej ro§liny. Doswiadczalnie
udowodniono, ze geny determinujace szybki
wzrost podlegaja ekspresji w fazie haploidalnej,
co przejawia si¢ szybkim wzrostem lagiewki, w
fazie diploidalnej szybkim wzrostem organéw
wegetatywnych ro§liny [33, 37, 38, 39, 48, 57,
66). Zalozono, ze wigor wyraZajacy si¢ tempem
wzrostu i odpornoscia rosliny, powinien przeja-
wiac si¢ juz podczas wzrostu lagiewki. Pylek,
ktéry tworzy szybko rosnace lagiewki odporne
narézne stresy, powinien przekazaé te cechy po-
tomstwu pochodzacemu z zapylenia tym pyl-
kiem [32, 46, 47].

Pytek wyszczepia si¢ na plynne pozywki w
formie zawiesiny. Zaklada si¢ po dwie hodowle
z pylkiem z tej samej rosliny. Jedna jest hodowla
kontrolna, w ktérej pylek kielkuje na pozywce.
Na podstawie liczby ziaren kietkujacych w fa-
giewke oraz dlugosci tych tagiewek ocenia sie
zywotnos¢ pylku danej préby. Druga hodowla
stuzy do przeprowadzenia testu. Aby sprawdzi¢
czy pylek jest nosnikiem genu determinujacego
odporno$¢ na podwyzszone stezenie soli lub in-
ny szkodliwy czynnik wystepujacy w podiozu,
do pozywki dodaje si¢ s6l lub inna substancje.
NaCli Na2S04 najczesciej powoduja szkodliwe
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zasolenie gleb. Réwnoczesnie zaklada si¢ ho-
dowle z pytkiem kilku roslin, ktére moglyby by¢
zapylaczami w krzyzowaniu. Poréwnuje si¢
zdolno$¢ kietkowania pytku i tempo wzrostu fa-
giewek kazdej z ro§lin. Wybiera si¢ préby, w
ktérych najwigcej ziaren pylku wykietkowalo i
gdzie wzrost lagiewek byl najszybszy w zasolo-
nej pozywce. Préby wskazuja roSling, z ktorej
nalezy pobiera¢ pylek do krzyzowania, aby w
nastepnym pokoleniu ro§lin nasilita si¢ odpo-
rnos¢ na zasolenie gleb. Zapylenie pytkiem, kt6-
ry szybko kietkuje i wyrasta w tagiewke stwarza
wigksze szanse zaptodnienia przez jego gamety
niz gamety z pylku powoli kietkujacego. Szybko
rosnace lagiewki pozwalaja mie¢ nadzieje, ze
predzej niz inne dotra do komdrki jajowej. Za-
tem test zywotnosci i wigoru pyiku pozwala wy-
brac wlasciwa rosling zapylajaca bez diugotrwa-
tych obserwacji w fazie sporofitowe;.

Podobnie jak odporno$é na zasolenie gleby,
takze inne cechy, np. odporno$¢ na zakazenie
bakteryjne lub grzybowe, mozna wzmocni¢ w
nastepnych pokoleniach przez zapylanie odpo-
wiednim pylkiem. Pytek kietkuje wtedy na po-
zywce zawierajace] ekstrakty (najczesciej toksy-
ny), wydzielane przez patogenne organizmy.
Wybiera si¢ taki pylek, ktéry moze kietkowa¢ na
pozywce ze szkodliwym dodatkiem. Roslina
wytwarzajaca odporny na toksyny pylek powin-
na by¢ dawca pylku do krzyZowania, by w naste-
pnych pokoleniach otrzyma¢ ro$liny bardziej
odporne na zakazenie patogenem. Podobnie te-
stuje sie pylek pod wzglgdem odpornosci na
antybiotyki [10, 11], a takze herbicydy i inne po-
dobnego typu substancje, ktére stosuje si¢ w pra-
ktyce rolniczej. Takie do$wiadczenia zostaly
opisane przez wielu eksperymentatoréw w ciagu
ostatniego dziesieciolecia (7, 9, 22, 23, 46, 53,
58,79, 80].

Najnowsze doswiadczenia ida dalej niz
wyselekcjonowanie rosliny-dawcy pylku. W
pylnikach kazdej rosliny obok ziaren pytku bar-
dzo zywotnych i odpornych sa takze ziarna nie
majace pozadanych cech. Zapylenie cala pula
pylku powstajacego w pylnikach rosliny stwarza
szanse¢ pozadanego zaptodnienia, ale w praktyce

zawsze cze$é potomstwa pochodzi z zaptodnie-
nia niepozadanym pyltkiem.

Obecnie czyni si¢ préby selekcji poszczegol-
nych ziaren pytku do zapylenia (informacja ust-
na Bino i Stephenson z 1988 roku). Z zawiesiny
pylku w pozywce testujacej wybiera si¢ ziarna
najlepiej kietkujace. Takie ziama pylku powin-
ny byé nosnikami pozadanego genu, wiec prze-
nosi sie je na znamie stupka, do szyjki lub bez-
posrednio na zalazki. Dotychczas proby takiego
wybiérczego zaplodnienia nie powiodly sie.
Kielkujacy pytek obumiera podczas przenosze-
nia z kropli pozywki na znami¢ stupka lub zala-
zek. Lagiewka pytkowa jest bardzo wrazliwa na
wszelkie zmiany otoczenia i peka lub wiednie
podczas przenoszenia jej z poZywki na stupek.

Postep w hodowli in vitro wyizolowanych
zalazk6éw pozwala mieé nadzieje, ze w przyszio-
§ci wybidrcze zaplodnienie bedzie mozliwe [29,
74). Metoda taka wydaje si¢ jednak zbyt skom-
plikowana i mato wydajna, aby mogta mie€ zna-
czenie praktyczne. Na razie manipulacja poje-
dynczymi ziamami pytku jest trudna. Wymaga
to uzycia mikroskopu i mikromanipulatoréw. Je-
dynie pylek niektérych gatunkéw roslin dynio-
watych jest dostatecznie duzy, by stosunkowo
tatwo postuzy¢ si¢ pojedynczym ziarmnem, np.
pytek cukinii (informacja ustna Stephenson).
Poza tym na znamieniu, a nawet mikropyle za-
lazka wystepuja reakcje rozpoznawania si¢ la-
giewki i komérek organéw zefiskich. Moga to
by¢ reakcje niezgodnosci. Bardzo cz¢sto powo-
dzenie zaplodnienia zalezy od subtelnej i do
korica jeszcze nie wyjasnionej reakcji rozpozna-
wania miedzy pytkiem a tkanka znamienia. Aby
unikna¢ reakcji niezgodnosci nalezy przede
wszystkim usunaé egzyne z przylegajacymi do
niej substancjami odpowiedzialnymi za naj-
wczesniejsze reakcje rozpoznawanie niezgodne-
go pylku. Obecnie udaje si¢ wyizolowac wore-
czek zalazkowy i utrzymac go przez pewien czas
przy Zyciu na pozywce. Najnowsze do§wiadcze-
nia polegaja na izolowaniu protoplastéw lub ga-
met meskich z kielkujacego pyiku [4, 34, 35,
67]. Na razie doswiadczenia zmierzaja do po-
znania fizjologii protoplastéw i gamet, ale w
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przysztosci zdobyta wiedza pozwoli na bardziej
skuteczna manipulacje tymi bardzo wrazliwymi
komoérkami. Wybidrcze zaptodnienie mogloby
znacznie przyspieszy¢ efekt hodowli, nawet
gdyby otrzymano ta droga tylko pojedyncze ro-
$liny.

Réwnolegly rozwéj metod w wielu dziedzi-
nach hodowli tkanek i postgp wiedzy o embrio-
logii, a szczeg6lnie o procesach zachodzacych w
fazie progamicznej pozwala mie¢ nadzieje, ze w
przysziosci wybiércze zaptodnienie bedzie mia-
fo duze znaczenie dla hodowli rolin uprawnych.
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