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Wstep

Metoda uzyskiwania roélin z haploidalnych komérek gametofitu meskiego
(mikrospor) stanowi od prawie czterdziestu lat [GUHA, MAHESHWARI 1964] nie-
zwykle cenny instrument badawczy o duzym znaczeniu praktycznym. Metoda ta
pozwala na uzyskiwanie roflin haploidalnych oraz podwojonych haploidéw z form
heterozygotycznych w ciggu jednego pokolenia, skraca czas niezbgdny do wyréw-
nania uzyskanych linii i zwigksza efektywno$¢ selekcji cech. Umozliwia réwniez
badania i manipulacje genetyczne. W chwili obecnej kultury izolowanych mikro-
spor stanowig powszechny i wydajny system stosowany w hodowli rzepaku (Bras-
sica napus L. var. oleifera). W Polsce badania wykorzystujace kultury izolowanych
mikrospor prowadzone sa m. in. w Zakladzie Roélin Oleistych IHAR [CEGIELSKA-
TARAS, SZALA 1997, 1998; CEGIELSKA-TARAS i in. 2001] oraz w Katedrze Genetyki i
Hodowli Rodlin AR w Krakowie [KRUCZKOWSKA i in. 1994, 1998]. Wiadomo
jednakze, iz rozw6j mikrospor warunkowany jest poligenicznie oraz ze cechy
genomowe maja decydujace znaczenie dla zdolno$ci do rozwoju androgenicz-
nego, wytwarzania zarodkéw a nastgpnie zielonych roflin. W wigkszoSci publiko-
wanych doniesiefi badania dotyczgce kultur izolowanych mikrospor rzepaku pro-
wadzone sa na jarej odmianie Topas, niezwykle podatnej na indukcjg¢ androge-
nezy. Odmiany ozime z reguly charakteryzuja mniejsze zdolnosci androgeniczne.
Niewiele réwniez wiadomo o zdolno$ciach do androgenezy polskich odmian tego
gatunku,

Celem eksperyment6w, ktére stanowily wstgp do badaii nad procesem
androgenezy u rzepaku, byla ocena zdolno$ci do rozwoju androgenicznego w kul-
turach izolowanych mikrospor kilku odmian ozimych i jarych rzepaku.

Materiat i metody

Badania prowadzono na 3 odmianach rzepaku ozimego (Gérczaiiski,
Bolko, Leo) oraz dwéch odmianach rzepaku jarego (Spok, Star). Metodg izolacji
i hodowli kultur mikrospor oparto o procedur¢ opracowana przez COVENTRY i in.
[1988] modyfikujac ja w trakcie kolejnych eksperymentéw.
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Hodowla roslin macierzystych

Rosliny hodowano w warunkach szklarniowych, w wazonach wypemionych
mieszanka gleby, torfu i piasku (1 : 1 : 1; viviv) w 20°C i fotoperiodzie 16/8 godz.
(dziefi/noc). Odmiany ozime przenoszono do lad chlodniczych w fazie 3-5 lici,
gdzie podlegaly 8-tygodniowej wernalizacji (5°C, 16/8 godz. dzieii/noc). Po zakoni-
czeniu wernalizacji ro§liny przenoszono ponownie do warunkéw szklarniowych.
Od momentu pojawienia si¢ kwiatostanéw temperaturg obnizano do 12°C.

Izolacja mikrospor

Do izolacji pobierano paki od 2,5 do 4 mm, zawierajace zielone lub prze-
Zroczyste pylniki. Paki dezynfekowano (70% etanol przez 1min oraz 5,6% pod-
chloryn sodu przez 10 min) a nastgpnie delikatnie rozcierano w moZdzierzu, do-
dajac okolo 5 cm® schiodzonej pozywki B, zawierajacej 130 g-dm- sacharozy
[GAMBORG i in. 1968]. Uzyskang zawiesine filtrowano przez sitka o §rednicy 1 mm
i 74 pm i odwirowywano (1000 rpm, 5-8 min). Supernatant usuwano a uzyskany
osad przemywano trzykrotnie w pozywce B, (1000 rpm, 5 min). Gegsto$é zawiesin
doprowadzano do ok. 105 mikrospor-cm?. Kultury hodowano w zmodyfikowanej
pozywce NLN [LICHTER 1982] zawierajacej 130 g-dm- sacharozy, pozbawionej
ekstraktu ziemniaczanego i substancji hormonalnych (okreélanej jako NLN 13%).

Hodowla izolowanych mikrospor

Zawiesing mikrospor przenoszono na szalki Petriego o $rednicy 9 cm (po
10 ml na szalke¢) i umieszczano w ciemno$ci w 30°C. Po 14 dniach hodowli kul-
tury przenoszono na wytrzasarke (60 rpm), do temperatury 26°C. Po kolejnych 7
dniach hodowli rozwijajace sie zarodki pobierano, przenoszono na stata pozywke
B; i umieszczano na $wietle, w temperaturze 4°C. Po 10 dniach kultury przeno-
szono do 26°C, gdzie pozostawaly az do momentu pelnej regeneracji roélin.

Wprowadzone modyfikacje procedury:

a)  wzbogacenie pozywki hodowlanej NLN 13% o 0,03% wegiel aktywowany
(AC),

b)  umieszczanie zawiesiny mikrospor na podiozu pozywki statej (2 NLN, 130
g:dm3sacharozy, 4% agarzel, Sigma-Aldrich,

¢)  zastgpienie 14 dniowego okresu indukcji w 30°C - trzydniows indukcja w
32,5°C.

Wyniki

Stwierdzono wyraZne zréznicowanie odmianowe pod wzgledem zdolnosci
do rozwoju androgenicznego. Generalnie testowane odmiany ozime charaktery-
zowaly si¢ niewielkimi zdolnoéciami do androgenezy: ilo§¢ zregenerowanych za-
rodkéw wahata sie 0,4 (odm. Gérezaiiski) do 4,3 (odm. Bolko) na 105 mikrospor
(tab. 1). llo$¢ zarodkéw zdolnych do regeneracji wynosita od 0 do 25%.

U odmian jarych nie uzyskano indukcji embriogenezy stosujgc klasyczng
metode izolacji i hodowli mikrospor (tab. 1). W wielu powtérzeniach ekspery-
mentu po 3 dniach hodowli obserwowano jedynie pojawianie si¢ powigkszonych,
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kulistych mikrospor o wyraZnie widocznej, granularej cytoplazmie. W niektérych
powtdrzeniach obserwowano réwniez powigkszone mikrospory o granularnej
cytoplazmie ale wyraZnie owalnym ksztalcie. Nie obserwowano podzialéw komor-
kowych i wyksztalcania struktur embroidalnych.

Tabela 1; Table 1

Wydajno$¢ androgenezy w kulturach izolowanych mikrospor
kilku odmian rzepaku ozimego i jarego (Brassica napis L. var. oleifera)

The effectiveness of androgenesis in isolated microspore cultures
of some spring and winter rape (Brassica napis L. var. oleifera) cultivars

Srednia liczba zarodkéw na szalce/ Liczba zregenerowanych roélin
Odmiana ($rednia ilo§¢ na 10° mikrospor) (% liczby zarodkéw)
Cultivar Mean number of embryos on a plate/ Number of regenerants (% of
(mea n number per 10% microspores) embryo number)
Gérezafiski 125 /(0,4) 31 (25%)
Bolko 430 /(4,3) 5 (4%)
Leo 15/2,1) 0
Star 0 0
Spok 0 0

Zastosowane modyfikacje metody hodowli izolowanych mikrospor (hodow-
la na podlozu pozywki stalej i zmiana parametréw stresu termicznego) nie wply-
nely istotnie na wydajno$¢ androgenezy. Korzystny efekt obserwowano jedynie w
przypadku zastosowania AC: u odm. Spok, AC wywotat indukcje rozwoju andro-
genicznego u dwu z 10% izolowanych mikrospor. 73% zarodkéw rozwijato sig w
rofliny.

Dyskusja

Mechanizm pozwalajacy na zmiane rozwoju mikrospory z gametofitycznego
na sporofityczny nadal pozostaje nie wyjasniony. Wiadomo, ze do indukcji andro-
genezy konieczne jest zadziatanie pewnych czynnikéw stresowych, jednakze tylko
cze$¢ mikrospor w wyniku reakcji na nie, przeksztalca si¢ w zarodki, z ktérych
tylko cze$¢ ma zdolno§é do pelnej konwersji w ptodne ro§liny [KRUCZKOWSKA i in.
1998). Przecigtnie ok. 40% mikrospor podejmuje podzialy, 5-10% tworzy dojrzate
zarodki [CUSTERSs i in. 1994] z ktérych 50-70% ulega pelnej konwersji [FOISSET i in.
1997]. Do najwazniejszych czynnikédw wplywajacych na wydajno§é androgenezy
zalicza si¢ genotyp, stan fizjologiczny rosliny macierzystej oraz stadium rozwojo-
we mikrospory. Prawdopodobnie te czynniki zadecydowaly o bardzo niskiej wy-
dajno$ci androgenezy uzyskanej w przeprowadzonych eksperymentach. Podobna
wydajno§¢ embriogenezy (13 zarodkéw na 105 mikrospor) u odmiany Bolko uzys-
kali w swoich badaniach KRUCZKOWSKA i in. [1998]. Zrédlem zmiennoci osobni-
czej moze by¢ réwniez stan fizjologiczny rofliny réznicujac, np. zdolnosé do
embriogenezy czy optymalny termin pobierania pakéw. Wielko§é pobieranych do
izolacji pakéw jest istotnym parametrem, na podstawie ktérego wnioskuje sig o
stadium rozwojowym zawartych w nich mikrospor. Poniewaz na podstawie badafi
morfologicznych wiadomo, iz indukcji embriogenicznej ulegajg jedynie mikrospo-
ry w fazach od ,,péZnojednojadrowej” do ,wczesnodwujadrowej” [KOTT i in. 1988a;
PECHAN, KELLER 1988] dob6r wla$ciwego terminu pobierania pakéw moze przesa-
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dzié o uzyskiwanych wynikach. Poniewaz dane literaturowe dotyczag giéwnie
odmiany Topas [COVENTRY i in. 1988; TELMER i in. 1992; CUSTERS i in. 1994] istnieje
mozliwo$¢ iz nie sa one optymalne dla innych, w tym i badanych odmian. Wnio-
sek ten potwierdza pojawianie si¢ w kulturach powigkszonych owalnych
mikrospor o wyraZnie widocznej granulamej cytoplazmie (mikrospory, ktére
przed indukcja przeszly juz pierwsze podzialy — wg COVENTRY i in. [1988]). Zdol-
noé§¢ do embriogenezy moze byé réwniez modyfikowana zegarem biologicznym,
co moze potwierdzaé fakt, iz nie uzyskano indukcji embriogenezy u odmian
jarych, ktére wg publikowanych doniesiefi [KRUCZKOWSKA i in. 1998] powinny
charakteryzowaé si¢ wigkszym potencjalem rozwoju androgenicznego niz odmiany
ozime.

Korzystny wplyw AC sugeruje obecno$¢ w pozywce substancji hamujacych
rozwéj potencjalnie embriogenicznych mikrospor. KOTT i in. [1988b] stwierdzit iz
dwujadrowe, niezdolne do androgenezy mikrospory wydzielaja substancje o
charakterze hydrofilnym i termostabilnym hamujace embriogenezg zdolnych do
rozwoju komorek. Poniewaz zidentyfikowano caly szereg substancji majacych
zdolno$ci hamowania embriogenezy [NoMA i in. 1982] m.in. dwutlenek wegla, ety-
len, auksyny czy gibereliny, a wiele z nich moze byé adsorbowanych na powierz-
chni AC, trudno jest wnioskowa¢ jaka substancja czy tez substancje s bezposred-
nia przyczyng opisanego zjawiska. Ocena taka wymaga dodatkowych, bardziej
szczegblowych badari.

Whioski

1. Uzyskana niewielka wydajno$¢ androgenezy w kulturach izolowanych
mikrospor rzepaku wydaje si¢ byé wynikiem nalozenia si¢ szeregu czynni-
kéw natury genetycznej, biochemicznej i fizjologiczne;.

2. Uzyskane wyniki sugeruja, iz nawet przy niewielkich genetycznie zaprogra-
mowanych zdolno$ciach do androgenezy mozliwe jest zaindukowanie roz-
woju embriogenicznego przy starannym doborze materialu roflinnego i
optymalizacji warunkéw hodowli.
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nych mikrospor, rzepak

Streszczenie

Celem eksperymentéw bylo poréwnanie zdolnosci do rozw01u androgemcz-
nego w kulturach izolowanych mikrospor kilku odmian rzepaku ozimego i jarego
(Brassica napis L. var. oleifera). Stosujac klasyczna wg COVENTRY i in. [1988] pro-
cedurg izolacji i hodowli mikrospor u odmian ozimych rzepaku uzyskano od 0,4
do 4,3 zarodkéw na 10° mikrospor, z ktérych od 0 do 25% okazalo si¢ zdolnymi
do regeneracji ro§lin. Nie uzyskano indukcji androgenezy u odmian jarych. Spos-
réd wprowadzonych modyfikacji jedynie dodatek do pozywki hodowlanej 0,03%
wegla aktywowanego wywolal pozytywny efekt stymulujac indukcje rozwoju
androgenicznego u 2 z 105 izolowanych mikrospor. 73% zarodkéw uleglo petnej
konwersji.
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Tak niewielka wydajno$¢ androgenezy wydaje sie by¢ skutkiem nafoZenia
si¢ kilku czynnik6w natury genetycznej, biochemicznej (sktad pozywki) i fizjolo-
gicznej (faza rozwojowa mikrospor, zegar biologiczny). Uzyskane wyniki sugeruja,
ze nawet przy genetycznie zakodowanych niskich zdolno$ciach rozwoju androge-
nicznego istnieje mozliwo$¢ uzyskania poprawy efektywno$ci androgenezy pod
warunkiem starannego doboru materiatu roSlinnego i optymalizacji warunkéw
hodowli.

THE EFFECTIVENESS OF ANDROGENESIS
IN MICROSPORE CULTURE OF RAPE
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Summary

Effect of genotype on androgenesis effectiveness in microspore culture of
few Brassica napus L. var. oleifera cultivars was under the study. Classic proce-
dure of microspore isolation and culture (according to COVENTRY et al. [1988]) in
the case of three winter cultivars resulted in initiation of embryogenic develop-
ment of 0.4 to 4.3 per 105 microspores. The average frequency of the plant con-
version was 0-25%. No embryo formation was observed in the case of both
spring cultivars. Among a few modifications introduced, only addition of 0,03%
of activated charcoal stimulated embryogenesis initiation. Average efficiency of
embryo development was 0.02% but 73% of them were able to plant conversion.

Such poor androgenesis frequency was possibly the effect of genetic, bio-
chemical (medium composition) and physiological (the phase of microspore
development, seasonal variation) factors overlaping. However, the results suggest
that even at genetically low androgenic ability, significant improvement of
embryo production is possible by careful selection of plant material and optimi-
zation of culture conditions.
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