Zygmunt Tomaszewski, Jr. Kultury pylnikowe Gramineae -

Zaktad Kultur Tkankowych stan badan i perspektywy
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
Radzikéw

1. Wstep

Metoda hodowli in vitro polega na izolacji, a nastepnie na prowadzeniu aseptycznych kultur
czesci organizmu roslinnego o réznym stopniu ztozonosci: tkanki, metystemy, zarodki, pylniki,
izolowane ziarna pytku, komérki, protoplasty. Rozwdj eksplantatdw przebiega na sztucznym
podiozu, az do odtworzenia (regeneracji) catej rosliny.

Zastosowanie metod hodowli kultur tkankowych umozliwia rozmnazanie cennych genoty-
pow w skali masowej, otrzymywanie mieszancow miedzygatunkowych i miedzyrodzajowych (1),
a takze form wykazujacych obnizong podatno$¢ na czynniki patogeniczne (2). Ponadto techniki
hodowli in vitro w wielu przypadkach umozliwiajg wykonanie zadan, ktore nie mogtyby byc
osiggniete dotychczasowymi metodami hodowlanymi, np. bezposredni transfer genéw (3,4,5).
W poréwnaniu z tradycyjna selekcjg metody hodowli in vitro podwyzszajg efektywnos¢ klasycz-
nych programéw hodowlanych, a takze umozliwiajg wydatne skrécenie cyklu hodowlanego przy
obnizonych kosztach (6).

Postep w zakresie technik komorkowych i tkankowych u Gramineae jest znacznie wolniejszy
niz u wielu gatunkéw dwulisciennych (zwlaszcza z rodziny Solanaceae).

Ekonomiczne znaczenie rodziny Gramineae w zaspokajaniu potrzeb zywieniowych jest do-
brze znane. Hodowcy gatunkéw zbozowych i traw od dawna sg zainteresowani zastosowaniem
kultur pylnikowych lub pytkowych w celu uzyskania form haploidalnych, ktére po podwojeniu
liczby chromosoméw mogg odgrywaé wazna role w ulepszaniu i hodowli nowych odmian (7,8).
Uzyskiwanie linii homozygotycznych w hodowli zb6z, wymaga prowadzenia wieloletniego cho-
wu wsobnego, a w przypadku roslin obcopylnych, utrzymywania Scistej izolacji przestrzenne;.
Hodowla pylnikéw w warunkach in vitro umozliwia zmiang proceséw gametogenezy. Efektem
moze by¢ uzyskanie tkanki kalusowej, a nastepnie androgenicznych zarodkéw charakteryzujg-
cych sie haploidalng liczbg chromosoméw. W dalszych etapach, podwajajac liczbe chromoso-
moéw (metoda kolchicynowania), mozna otrzymac rosliny homozygotyczne dla kazdego locus
genu. Zastosowanie kultur pylnikowych daje mozliwo$¢ znacznego skrécenia czasu konieczne-
go dla uzyskania ,czystych linii" do prac hodowlanych. Tym sposobem udalo sie zaoszczedzi¢
€O najmniej cztery lata pracy przy tworzeniu nowej odmiany pszenicy ,Florin”, uzyskanej metodg
podwojonych haploidéw (9).

2. Stan badan i perspektywy

Metoda androgenezy in vitro jest teoretycznie jedng z najbardziej obiecujacych technik
umozliwiajgcych otrzymywanie podwojonych haploidéw (w konsekwencji linii homozygotycz-
nych) w iloSciach przydatnych dla praktycznej hodowli (9,10,11). Produkcja haploidalnych roslin
metoda kultury mikrospor/pylnikéw jest szybkim sposobem uzyskiwania homozygotycznosSci
i natychmiastowej ekspresji genéw recesywnych. Dla efektywnego zastosowania haploidéw
w hodowli zb6z konieczne jest opracowanie relatywnie prostego systemu hodowli in vitro umoz-
liwiajgcego inicjacje haploidalnego kalusa i regeneracje roslin zielonych. U wielu gatunkéw Gra-
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mineae opisano metody uzyskiwania kalusa/zarodkéw i regeneracji haploidalnych roslin pocho-
dzacych z kultury pylnikéw (przegl. 12). Pomimo wystepujacych trudnosci zwiazanych z niska
frekwencjg regeneracji i wysoka czestotliwosciag albinizmu, dokonany zostat pewien postep w
zakresie gatunkow jednolisciennych. Ws$rod metod kultury pylnikéw roslin zbozowych najbar-
dziej zaawansowana jest metoda opracowana dla pszenicy {Triticum aestivum). Stosujac pod-
wojone haploidy otrzymane metodg androgenezy uzyskano co najmniej dwie ulepszone odmia-
ny pszenicy (9,10,13).

Postep w zakresie kultury pylnikéw traw pastewnych byt wolniejszy w poréwnaniu z wazniej-
szymi gatunkami roslin zbozowych. Przyczyng tego jest mniejsze ekonomiczne znaczenie traw.
Zainteresowanie badawcze tymi gatunkami bylo ograniczone, jakkolwiek, hodowcy traw sa zain-
teresowani metodami pozwalajgcymi na uzyskiwanie duzej liczby haploidéw w sposob relatyw-
nie mato skomplikowany. Czas wymagany dla wyhodowania nowych odmian traw wieloletnich
metodami konwencjonalnymi i wprowadzenie ich do produkcji moze wynosi¢ 15-20 lat. Zasto-
sowanie haploidéw uzyskanych z kultur pylnikowych jest alternatywnym podejsciem w porow-
naniu z hodowlg tradycyjng. Otrzymywane w ten sposob haploidy daja mozliwos¢ tworzenia
homozygotycznych linii hodowlanych. Obecnie uzyskiwanie takiego materialu genetycznego
metodami konwencjonalnej hodowli jest niezwykle trudne, a w niektérych przypadkach niemozli-
we z powodu wysokiej samoniezgodnosci i naturalnego obcozapylenia, wystepujacego u traw
pastewnych. Krzyzowanie linii homozygotycznych prowadzi do uzyskania wysokiego stopnia
heterozygotycznosci. Bingham (14) podaje przykltad unikatowego sposobu zwiekszenia
heterozygotycznosci u lucerny, gatunku samoniezgodnego, obcopylnego, autotetraploidalnego
i wieloletniego. Metoda ta obejmuje: i) obnizenie poziomu ploidalnos$ci naturalnej formy tetraploi-
dalnej do diploidalnej poprzez haploidyzacje, i) produkcje diploidalnych mieszancow, ii) pod-
wojenie liczby chromosoméw diploidalnych mieszancéw poprzez traktowanie Kolchicyna,
w celu uzyskania okreslonych autotetraploidalnych genotypéw w formie dupleks. Ocena przy-
datnosci hodowlanej otrzymanych ros$lin moze by¢ realizowana w zr6znicowanych warunkach
Srodowiska i agrotechniki. Haploidy tetraploidalnych gatunkéw posiadajg diploidalng liczbe
chromosomow. Ten fakt pozwala na przeprowadzenie zamierzen hodowlanych na poziomie di-
ploidainym, np. krzyzowan z naturalnymi diploidami opisanych u lucerny {Medicago sp.) (15).
Moze takze mie¢ miejsce bezposredni transfer gendéw z innych gatunkéw diploidalnych.
Ploidalno$¢ uzyskanych roslin winna by¢ nastepnie podwyzszona do poziomu wyjsciowego.
Podobienstwa w zakresie poziomu ploidalnosci jak i sposobu rozmnazania sprawiaja, ze teore-
tyczny model opracowany dla zwigekszenia heterozygotycznosci lucerny powinien by¢é mozliwy
do zastosowania u kupkéwki (16,17,18). Uzyskany w ostatnich latach postep dotyczacy produ-
kcji haploidéw z kultury pylnikéw Dactylis glomerata pozwala optymistycznie i realnie ocenia¢
szanse otrzymania haploidéw tego gatunku (19).

Podwojone haploidy moga by¢ takze stosowane w celu przeprowadzenia analizy genetycz-
nej cech odpornosciowych. Podobna metoda byta ostatnio zastosowana w badaniach cechy
odpornosci Lolium na wirusa z6tej kartowatosci jeczmienia [barley yellow dwarf virus resistan-
ce) (20).

Uzyskiwano regeneracje haploidalnych roélin z mechanicznie izolowanych mikrospor (21)
i zawiesiny mikrospor Zea mays (22) oraz kultury pytku (23) i kultury ktoséw Oryza sativa (23).
W ciggu ostatnich kilku lat opublikowano wiele doniesiefi dokumentujgcych relatywnie wysoka
efektywnos$¢ regeneraciji roslin z kultur pylnikowych pszenicy (25,26), kukurydzy (22,27) i psze-
nzyta (28,29,30,31,32,33,34,35,36). Wang i Hu (37) otrzymali 11,5 % zielonych roslin pszenzyta
na 100 pylnikow stosujgc pozywke ,Chinese Potato II” (38), ale liczba chromosomoéw uzyska-
nych regenerantéw nie byla cytologicznie potwierdzona.

Prowadzac kulture kwiatkéw lub kwiatostanéw mozna takze uzyskac inicjacje kalusa
i regeneracje roslin u jeczmienia (39), Festuca arundinacea (40,41) i Dactylis glomerata (42). Ist-
niejg systemy regeneracji Dactylis glomerata, obejmujgce petny rozwéj somatycznych zarodkéw
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pochodzacych z; pojedynczych komoérek zawiesiny w ptynnej pozywce (43), komérek eksplan-
tatu, np. blaszki liSciowej, uzyskanych droga bezposredniej embriogenezy somatycznej (44),
a takze z pylnikéw oraz stupkow (19). Zregenerowano kilkaset roslin pochodzacych z pylnikow
i stupkow kupkdwki. Wszystkie rosliny byly zielone (45). Wiekszos¢ regenerantéw posiadata so-
matyczng liczbe chromosomoéw (n-28). W wyjatkowych przypadkach rosliny byty miksoploida-
mi, ktérych komorki zawieraly od 14 do ponad 100 chromosoméw. Obecnos$¢ komoérek z 14
chromosomami pozwolita na wysuniecie przypuszczenia, ze zregenerowane rosliny poczatko-
wo mogly by¢ haploidami i komérki posiadajgce wyzszg liczbe chromosomow powstaty w wyni-
ku endoreduplikacji. Nie ustalono czy rosliny z 28 chromosomami pochodzity z tkanki somaty-
cznej, czy tez byly dihaploidami powstatymi z wczesnego, spontanicznego zwiekszenia liczby
chromosoméw. Dokonane obserwacje wskazywaly na pochodzenie zarodkéw zaréwno ze
Sciany pylnika (19), jak i z jego wnetrza (45). W takim przypadku konieczne jest przeprowadze-
nie analizy izozyméw w celu stwierdzenia, czy zregenerowane rosliny sa podwojonymi haploida-
mi, czy tez tetraploidami pochodzgcymi z komérek somatycznych.

Nalezy takze podkresli¢ atrakcyjnos¢ eksperymentalnego systemu kultury izolowanych zia-
ren pytku dla podstawowych badan genetycznych i hodowli roslin (46). Opracowane techniki
umozliwiajg wstrzykiwanie i inkorporacje ,obcego” DNA bezposrednio do ziaren pytkowych
(47). Teoretycznie metoda ta moze by¢ efektywniejsza w poréwnaniu z zastosowaniem diploi-
dalnych komérek somatycznych z uwagi na brak segregacji cech w nastepnych pokoleniach.

Jednakze dotychczas gtownym czynnikiem limitujgcym zastosowanie kultury pylnikéw na
szerokg skale pozostaje nadal ograniczona liczebnie produkcja haploidow. Fakt ten moze by¢
powodowany niskim wspotczynnikiem wyrazajgcym liczbe powstajgcych zarodkdw na jeden
pylnik, jak i niskg czestotliwoscig regeneracji. Przyczyn nalezy upatrywa¢ w niedoskonatosci
metod hodowli in vitro i braku optymalnej recepty sktadu chemicznego pozywek, oraz co moze
by¢ wazniejsze, w zmiennosci genetycznej w zakresie reakcji androgenicznej, wystepujacej za-
réwno pomiedzy gatunkami jak i w obrebie gatunku. Tak zatem pomimo niewatpliwego postepu
w tym zakresie nie zdotano opracowac relatywnie prostej, efektywnej i powtarzalnej metody uzy-
skiwania roslin o gametycznej liczbie chromosomoéw w rodzinie Gramineae.

Omowiono mozliwosci zastosowania podwojonych haploidéw w celu zredukowania czasu
potrzebnego dla uzyskania odmiany, a takze otrzymania homozygotycznych linii hodowlanych
do krzyzowan. W wielu przypadkach podwojone haploidy rodlin zbozowych i innych gatunkéw
nie przewyzszajg wysokoscig plonu linii homozygotycznych otrzymanych metodami konwencjo-
nalnymi. Nie stwierdzono istotnych réznic w plonowaniu pomiedzy liniami pszenzyta uzyskany-
mi z podwojonych haploidéw a liniami pochodzgcymi z rozmnazania generatywnego, pomimo
widocznego zréznicowania w zakresie innych cech (48). Jednakze w kohcowych wnioskach au-
torzy wyrazajg opinie, ze kultura pylnikéw moze by¢ efektywng metoda dla produkcji wysoko
plonujacych linii homozygotycznych, uzyskanych z mieszancéw pokolenia Fi pszenzyta,
w skréconym czasie.

Haploidy moga by¢ takze uzyteczne w celu introgresji chromosoméw D genomu dawcy do
heksaploidalnego genomu AABBRR. Na przyktad genom D pszenicy uprawnej zawiera pewng
ilos¢ gendéw kodujacych jakos$¢ ziarna, odpornos¢ na choroby i zimotrwato$¢ (49). Autorzy opi-
sujg takze roézne schematy substytucji chromosoméw D innymi chromosomami. Na przyktad
genom AABDRR ze specyficznym chromosomem D moze wytwarza¢ gamety ABR i ADR. Teo-
retycznie, z kultury pylnikbw mozna otrzymaé haploidy o wspomnianym skfadzie chromosomo-
wym, a efektem ich podwojenia moga by¢ rosliny charakteryzujace sie obecnoscig chromoso-
mowej pary DD zamiast pary BB. Oprécz substytucji chromosomowej, efektem translokacji
uzyskiwanych w réznych kombinacjach krzyzowan moze by¢ przeniesienie tylko czesci chro-
mosomu D. Wedlug wspomnianych autoréw (49) w liniach hodowlanych heksaploidalnego
pszenzyta nie zidentyfikowano zadnych translokacji zawierajgcych segmenty chromosomu
D genomu dawcy, ale nalezy podkreslic, ze mozliwosc taka istnieje.
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3. Czynniki warunkujagce inicjacje androgenezy

SzczegOtowego opracowania wymagajg co najmniej cztery aspekty ewentualnego zastoso-
wania androgenezy in vitro w praktycznej hodowli ulepszonych odmian roslin zbozowych. Pier-
wszym z nich jest okreslenie wpltywu genotypu na efektywnos¢ regeneracji roslin zielonych. Ko-
nieczne jest testowanie materiatow o jak najszerszym spektrum genetycznym w celu identyfikacji
form o wysokiej zdolnosci do androgenezy i dokonania oceny mozliwosci uniknigcia lub zmini-
malizowania zjawiska albinizmu regenerantéw. Drugim czynnikiem wymagajacym opracowania
jest Sciste okreslenie warunkéw fizycznych prekultury, wstepnego traktowania roslin-dawcow
pylnikéw, warunkéw prowadzenia hodowli in vitro oraz oszacowanie wszelkich innych czynni-
kéw mogacych wplywaé na produkcje haploidéw (50). Trzecim aspektem jest ustalenie opty-
malnych warunkéw chemicznych prowadzenia kultury umozliwiajacych uzyskanie wysokiej
efektywnos$ci androgenezy (26,37). Czwartym czynnikiem wplywajgcym na koncowa
efektywno$¢ tej metody sg warunki przeprowadzania fazy podwojenia liczby chromosoméw.
Nalezy podkresli¢, ze kazdy ze wspomnianych faktoréw jest prawdopodobnie specyficzny i wy-
maga empirycznej optymalizacji dla poszczegoélnych gatunkéw roslin.

a. Wptyw genotypu

Genetyczne warunkowanie i genotypowe zréznicowanie efektywnosci kultur in vitro,
wlaczajac takze regeneracje metoda somatycznej embriogenezy, jest obecnie szeroko akcepto-
wane i potwierdzone wieloma doniesieniami (51,52,53,54). Wykazano, ze cecha zdolnosci do
embriogenezy jest przekazywana zarowno przez zenskie jak i meskie gamety oraz moze
wykazywac ekspresje w pokoleniu F*, uzyskanym z krzyzowania embriogenicznych i nieembrio-
genicznych genotyp6w (55). Ostatnie badania dotyczace kultury pylnikéw 21 odmian pszenicy
jarej, 4 odmian pszenicy twardej {durum) i 50 odmian pszenicy ozimej wykazaty szerokie zrdzni-
cowanie efektywnosci androgenezy (56). Najlepsze rezultaty osiggnieto u odmiany Florida psze-
nicy ozimej, charakteryzujacej sie obecnoscia pszeniczno-zytniej translokacji typu 1B/1R. Pra-
wdopodobnie takze inne uwarunkowania genetyczne wplywajg na efektywnos¢ androgenezy.
Jednakze wspomniany czynnik - jak sie wydaje - ma donioste znaczenie dla efektywnosci kultur
pylnikowych roslin zbozowych.

b. Wptyw czynnikdw fizycznych

Najwazniejszym z czynnikéw fizycznych wplywajgcych na zwigkszenie efektywnosSci andro-
genezy u zb0Oz jest oddziatywanie obnizonej temperatury na pedy lub pylniki stosowane
bezposrednio przed wyszczepianiem eksplantatow na pozywki (57). Zazwyczaj cate kwiatostany
(klosy) sg poddawane stresowi, ktory trwa od kilku dni do kilku tygodni (4-8°C). Poszczegdine
pedy wraz z kwiatostanami moga by¢ przechowywane w wodzie, lub tez oddzielone ktosy umie-
szcza sie w szalkach Petriego. Wspomniane traktowanie zastosowano z powodzeniem w przy-
padku jeczmienia (58). W przeprowadzonych ostatnio badaniach z pszenicg klosy byly umiesz-
czane w kolbach z wodg i przetrzymywane przez 48 godzin w temp. 3-5°C (59) lub przez 5-12
dniw5°C (56).

Niezwykle wazna role odgrywajg warunki srodowiska w ktérych przebiega wzrost i rozwoj
roslin-dawcow pylnikéw (50). Ogdlnie rzecz biorac, rosliny dla kultury pylnikéw winny by¢ pro-
wadzone w jednakowych warunkach szklarniowych lub fitotronowych. Wazne jest utrzymanie
optymalnych warunkéw dla zdrowotnosci roslin i odpowiedniego ich wigoru.

Stadium rozwojowe pytku uwazane jest za jeden z wazniejszych czynnikdw wptywajacych
na efektywnos$¢ androgenezy (57). Najprosciej mozna je okresli¢ na podstawie wybarwienia zia-
ren pytku acetokarminem. Do wyktadania na pozywki nalezy pobiera¢ pylniki zawierajace
wiekszos¢ pytku w Srednim/péznym jednojadrowym stadium rozwoju.
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Poczatkowy etap kultury nalezy przeprowadzaé¢ w ciemnosci (temp. 26°C). Wspomniane
warunki sg podobne dla kultury pylnikow zb6z i traw (57) i byly z sukcesem zastosowane
w doswiadczeniach z pszenicg (56,59). Badania czynnikéw fizycznych wptywajgcych na andro-
geneze zostaly przeprowadzone przez Bernard (28). W warunkach braku oddzialywania Swiatta
uzyskano 2,25 razy wyzszg efektywnosc¢ inicjacji zarodkbw w poréwnaniu z zastosowaniem
doswietlania (3000 lux). Bernard (28) donosi, ze z zarodkéw, ktérych kulture prowadzono
w temp. 5°C uzyskano wyzszg liczbe zielonych roslin w poréwnaniu z zarodkami prowadzonymi
w temp. 27°C.

Innym badanym czynnikiem byt sposéb utozenia pylnikbw pszenzyta na pozywce. Rezultaty
dwoch prac z jeczmieniem (60,61) $wiadcza, ze pylniki utozone ,na boku", w sposéb umozli-
wiajgcy kontakt z pozywka tylko jednym workiem pytkowym, dawaly lepsze rezultaty w porow-
nananiu z utozeniem ,na wznak”, gdy mozliwy byt kontakt z pozywka obu workéw pytkowych.

c. Wptyw czynnikéw chemicznych

Badania nad wplywem czynnikéw chemicznych na kultury komérkowe lub tkankowe pole-
gaja w zasadzie na manipulowaniu sktadnikami pozywki. Duza liczba zwigzkéw chemicznych
wchodzacych w sktad pozywki, zré6znicowane potaczenia i stezenia, ktére moga by¢ stosowane
powoduja, ze ilos¢ hipotetycznych kombinacji staje sie nieograniczona. Dlatego sprawg o pod-
stawowym znaczeniu jest identyfikacja genotypu charakteryzujgcego sie pozytywng reakcjg an-
drogeniczna.

Zadowalajgce efekty w kulturach pylnikdw roslin zbozowych osiggnieto stosujgc pozywke Ne
(62,63) i rozne modyfikacje pozywki typu Potato proponowanej przez badaczy chinskich (37,38).
Zastosowanie pozywki Potato przyniosto sukces w wyhodowaniu francuskiej odmiany pszenicy (9).

W doswiadczeniach z kulturami komdérkowymi i tkankowymi kupkéwki z powodzeniem sto-
sowano pozywke Shenka i Hidebrandta (64) uzupetniong syntetyczng auksyng Dicamba (3,6-
dichioro - O-anisic acid) (19,43,44) w roznych modyfikacjach (45).

W kulturach pylnikowych uzywane byty zarbwno pozywki zestalone jak i ptynne. Frar\cuzi,
w pracach z pszenicg, jako czynnik zestalajgcy pozywke stosowali agaroze (65). W dos-
wiadczeniach z niemieckimi ozimymi i jarymi odmianami pszenic zwyczajnych i twardych, jako
czynnik zeiujgcy uzywano skrobi pszenicy w iiodci 90 g/l (56). Skrobia kukurydziana stosowana
do stabilizacji pozywek dla kultur komérkowych tytoniu i marchwi byta bardziej efektywna w po-
réwnaniu z agarem (66).

W wyniku zastosowania pozywek pltynnych osiagnieto wzrost indukcji tkanki kalusowej
pszenicy z 5,1% do 98,3%. (59). Kalus uzyskany na pozywkach ptynnych wykazywat mniejszag
zdolnos¢ do regeneracji roslin, ale z kolei mozna jg podwyzszy¢ uzupetniajac ptynng pozywke
Ficoiem 400 (Sigma Chemical Co., St.Louis, MO.). Po raz pien’rszy pozytywny wptyw Ficolu za-
uwazono w kulturze pylnikow jeczmienia (67).

Do pozywek dodaje sie rowniez rézne cukry bedace zrodtem wegla. W pozywkach do kultu-
ry pylnikéw zazwyczaj jest stosowana wyzsza ich koncentracja w poréwnaniu z warunkami kul-
tury innych tkanek (68). Najczesciej stosowanym cukrem jest sacharoza. Foroughi-Wehr i Zeller
(56) w kulturze pylnikéw pszenicy z powodzeniem uzywali sacharozy w ilosci 90 g/l.

d. Podwajanie liczby chromosomoéw roslin haploidalnych

W celu uzyskania form podwojnych hapioidéw i w koncowym wyniku - linii homozygotycz-
nych konieczne jest podwojenie liczby chromosoméw. Proces ten w znacznym zakresie moze
wystgpi¢ spontanicznie (2), lub tez moze by¢ indukowany. Francuzi traktowali haploidalne
rodliny pszenicy 0,25% kolchicyng w 2% roztworze DMSO (dwumetylosulfotlenek) przez 4 go-
dziny (9). Na tym etapie moga wynikng¢ okreslone trudnosci. Na przyktad haploidalne rosliny
kostrzewy trzcinowej {Festuca arundinacea Schreb.) uzyskane metodg kultury pylnikéw/wiech
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(40) nie mogty by¢ podwojone z zastosowaniem kolchicyny (41). Stosowane techniki kultur
tkankowych czesto opieraly sie na mozliwosci spontanicznego podwojenia liczby chromoso-
mow, co ma miejsce w kulturach kalusa (przegl. 69). Kasperbauer i Eizenga (41) uzyskali kalus
z eksplantatow todyg haploidalnych roslin kostrzewy trzcinowej. Poprzez subkultury i utrzymy-
wanie przez dtugi okres tkanki kalusowej autorzy byli w stanie uzyska¢ podwojone haploidy. Po-
tencjalnym problemem wynikajgcym z zastosowania tej techniki moze by¢ mozliwosé powsta-
wania aneuploidéw, a takze roslin euploidalnych (69). Cytologiczna analiza mejozy zostata
zastosowana przy ocenie zregenerowanych roslin kostrzewy trzcinowej (70).

Cytologiczne potwierdzenie liczby chromosoméw, zaréwno roslin zregenerowanych z kultu-
ry pylnikéw jak i po przeprowadzeniu podwojenia chromosomow, jest sprawg niezwykle wazna,
zwlaszcza u pszenzyta ze wzgledu na wystepowanie u tego gatunku zjawiska aneuploidalnosci
regenerantéw (71). Z uwagi na fakt, ze niestabilnos¢ chromosomowa - jak sie wydaje - jest pod-
wyzszona u mieszancow pokolenia Fi, moze zaistnie¢ koniecznos¢ uzyskiwania androgenety-
cznych roslin z mejotycznie ustabilizowanych, bardziej zaawansowanych generacji (71).

Podsumowanie

Umiejetnos¢ uzyskiwania regeneracji catego organizmu roslinnego z pojedynczych komérek
posiadajacych pozadane cechy genetyczne jest koniecznym warunkiem stosowania technik in
vitro w praktycznej hodowli. Jedng z teoretycznie najbardziej obiecujgcych technik umozliwiaja-
cych uzyskiwanie form haploidalnych, a nastepnie lini homozygotycznych jest metoda androge-
nezy in vitro. Dla wielu gatunkéw, waznych z rolniczego punktu widzenia, metoda ta pozwala na
uzyskiwanie zadowalajgcych rezultatéw. Jednakze pomimo pewnego postepu dokonanego
w zakresie optymalizacji prowadzenia kultur pylnikowych roslin jednolisciennych, szerokie za-
stosowanie androgenezy in vitro jest limitowane powaznymi trudnosciami metodycznymi wyste-
pujacymi u wielu gatunkéw z rodziny Gramineae. Pomimo osiggniecia niezaprzeczalnych su-
kceséw w hodowli (uzyskanie nowych odmian roslin zbozowych), technika ta jeszcze nie
przeksztalcita sie w rutynowg procedure. W ceiu zwiekszenia efektywnosci i powtarzalnoSci
otrzymywanych wynikow, w wiekszosci przypadkéw (szczegdlnie dla roslin jednolisciennych)
nadal winny by¢ modyfikowane i optymalizowane metody regeneracji roslin z kuitur pylniko-
wych.
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The Anther Culture of Gramineae - current status and perspectives

Summary
It has been realized that haploid production through in vitro anther culture could lead to rapid develop-

ment of homozygous structures which might have application in the development of new and improved
cultivars. Diploid pure lines obtained by androgenesis method can be used in conventional breeding
programs. This will shorten the time for cultivar development.

Some aspects relating to Gramineae anther culture have been covered in this paper. The current status

of the methodology of pollen embryogenesis and the many factors affecting this process have been
reviwed.
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