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Microspore culture of winter oilseed rape {Brassica napus L.) in 
conjunction with other in vitro technologies

S u m mary

Microspore culture in conjuction with other technologies such as selection, 
mutagenesis and transformation has been used for the production of novel ge­
notypes of Brassica napus L. for crop improvement. The example of in vitro selec­
tion of microspore - derived embryos includes: a) ploidy level, b) seed oil com­
position (for example: high level of erucic acid), c) genotypes with restorer gene 
for CMS-ogiira system (by means of isozyme marker PGl-2), d) herbicide resi­
stant forms. Efficiency of microspore mutagnesis has been done by the treat­
ment of freshly isolated microspores with UV and MNU. Direct delivery of for­
eign gene to the microspores (microprojectile bombardment) combined with 
the use of Agrobacterium tumefaciens to microspore derived embryos seems to 
be a promising way of oilseed rape transformation.
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1. Wprowadzenie

Od prawie czterdziestu lat (1) metoda otrzymywania roślin 
z haploidalnych komórek gametofitu męskiego (mikrospor) umoż­
liwiająca uzyskanie całkowicie homozygotycznycli form z hete- 
rozygotycznego materiału w ciągu jednego pokolenia, fascynuje 
genetyków oraz hodowców. Indukowanie haploidów z mikro-
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spor jest jedną z atrakcyjnych dróg otrzymywania dużej liczby haploidalnych roślin, 
a po podwojeniu liczby chromosomów uzyskania podwojonych haploidów (DH). 
Pierwsze linie podwojonych haploidów rzepaku, pozwalające na zastosowanie 
w praktyce uzyskiwano z kultur pylnikowych, ale w ograniczonej ilości (2,3). Dopie­
ro wprowadzenie i rozwój metody kultury izolowanych mikrospor (4-6) umożliwiły 
dysponowanie dowolną liczbą haploidów oraz podwojonych haploidów w cyklu ho­
dowlanym oraz w badaniach i manipulacjach genetycznych. Kultura mikrospor rze­
paku ozimego oferuje także inne biotechnologiczne możliwości.

2. Androgeneza in vitro rzepaku ozimego

Hodowla haploidów i podwojonych haploidów zaczyna się od wyboru dawcy mi­
krospor i zazwyczaj początek bierze od ręcznego przepylenia dwóch starannie wy­
selekcjonowanych form. Z izolowanych mikrospor tego mieszańca otrzymuje się 
tyle androgenicznych roślin, ile wymagają potrzeby badawcze bądź hodowlane. Ten 
proces androgenezy in vitro dla rzepaku ozimego składa się z czterech etapów: 
a) izolacji mikrospor, b) podwojenia liczby chromosomów in vitro, c) embriogenezy 
in vitro, d) konwersji in vitro zarodków w rośliny lub regeneracji in vitro roślin po­
przez wtórną embriogenezę. Podstawowym warunkiem wykorzystania systemu ha- 
ploidalnego jest dysponowanie wydajną metodą uzyskiwania roślin podwojonych 
haploidów (5). Najpierw opracowano system stymulowania embriogenezy mikro­
spor rzepaku ozimego (rys. 1) oraz regeneracji roślin z zarodków mikrosporowych 
(MDE) poprzez wtórną embriogenezę (7-9). Dalszym udoskonaleniem było wprowa­
dzenie metody kolchicynowania in vitro mikrospor zaraz po ich izolacji (10-12). Ro­
śliny otrzymane z mikrospor traktowanych kolchicyną na tym etapie są zdrowe 
i rozwijają się prawidłowo w porównaniu do form traktowanych kolchicyną w fazie 
młodych roślin. Dużym usprawnieniem było zastosowanie metody pozwalającej na 
otrzymywanie roślin bezpośrednio z zarodków mikrosporowych (6,13).

W pracy przedstawiono przykłady łączenia kultury izolowanych mikrospor z in­
nymi metodami stosowanymi na poziomie in vitro, głównie w oparciu na prowadzo­
nych badaniach nad rzepakiem ozimym w Zakładzie Roślin Oleistych IHAR. Dla uzy­
skania nowych pożądanych genotypów Brassica napus są wykorzystywane technolo­
gie in vitro takie jak: selekcja, mutageneza oraz wprowadzanie obcego DNA bezpo­
średnio do mikrospor lub androgenicznych zarodków.

3. Selekcja in vitro

jednym ze strategicznych celów współczesnej hodowli roślin jest wydatne skró­
cenie czasu tworzenia nowych form hodowlanych, a szczególnie najdłuższego etapu 
hodowli - selekcji genotypów o pożądanych cechach. Rozwój zarodków z mikro-
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spor stwarza warunki do manipulowania dużą populacją przy stosunkowo niewiel­
kim koszcie i nakładzie pracy. Wczesna identyfikacja i możliwość eliminacji zarod­
ków o niepożądanych cechach, szczególnie w przypadku rzepaku ozimego, bardzo 
obniża koszty uzyskania właściwej linii DH. Jedynie wybrane formy doprowadzane 
są do uzyskania roślin, które następnie kwitną i zawiązują nasiona. Na poziomie in 
vitro prowadzona jest selekcja zarodków mikrosporowych: a) o podwojonej liczbie 
chromosomów, b) o zmienionym składzie ilościowym kwasów tłuszczowych oleju, 
c) posiadających gen restorer dla systemu CMS-ogura, d) odpornych na herbicyd, a u- 
zyskanych z mutowanych mikrospor.

3.1. Selekcja zarodków o podwojonej liczbie chromosomów

U Brassica napus 70-80% roślin otrzymanych z mikrospor jest haploidalne (14). Za­
stosowanie kolchicynowania in vitro mikrospor rzepaku umożliwia otrzymywanie 
około 80-90% diploidów (11,12). Przy masowym uzyskiwaniu DH możliwość selekcji 
diploidów już we wczesnych stadiach rozwoju zarodka, przy zastosowaniu ilościo­
wego oznaczenia jądrowego DNA metodą cytometrii przepływowej, bardzo uspraw­
nia i przyspiesza otrzymywanie linii DH (15). Wczesna identyfikacja i możliwość eli­
minacji haploidalnych zarodków z procesu hodowlanego, szczególnie w przypadku 
rzepaku ozimego, są bardzo korzystne. Okres jaryzacji młodych roślin trwa bowiem 
około 7-8 tygodni. Natomiast identyfikacja haploidalnych zarodków na poziomie in 
vitro przy wczesnej selekcji pożądanych genotypów (np. wykazujących obecność 
markera genu restorera), pozwala na kolchicynowanie otrzymanych z nich już 
młodych roślin (przed kwitnieniem) co skraca czas uzyskiwania nasion z wybranych 
form.

3.2. Selekcja zarodków o zmienionym składzie ilościowym kwasów tłuszczo­
wych oleju

Zarodki androgeniczne rzepaku w określonym stadium rozwoju są w przemia­
nach metabolicznych odpowiednikiem zarodków zygotycznych (z nasion) i są wyko­
rzystywane do selekcji na zawartość poszczególnych kwasów tłuszczowych (12,16-18). 
Selekcja in vitro zarodków otrzymanych metodą izolowanych mikrospor z wysoko- 
erukowych, a zarazem niskoglukozynolanowych form rzepaku ozimego na zawar­
tość kwasu erukowego (C22:l) w oleju, pozwoliła dokonać wyboru genotypów o wy­
sokiej zawartości C22:l (19). Procentowe zawartości C22:l w liścieniach zarodków 
mikrosporowych (rys. 3) i w nasionach uzyskanych z tych samych linii DH wykazy­
wały wysoką wartość współczynnika korelacji (r = 0,78), (12).
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3.3. Selekcja zarodków z genem restorerem dla systemu (MS-ogura

We współpracy z Pracownią Heterozji Zakładu Roślin Oleistych metodę otrzymy­
wania DH wykorzystuje się w programie selekcji niskoglukozynolanowych form rze­
paku ozimego z genem restorerem dla genowo-cytoplazmatycznej męskiej niepłod­
ności CMS-ogura. Gen restorer przeniesiony do genotypu rzepaku z genomu rzod­
kwi jest bowiem ściśle sprzężony z jednym z genów warunkujących wysoką zawar­
tość niepożądanych związków siarkowych - glukozynolanów. Silne sprzężenie mar­
kera izoenzymatycznego fosfoglukoizomerazy (PGI w drugim obszarze aktywności) 
z genem restorerem znalazło zastosowanie w hodowli odmian mieszańcowych do 
identyfikacji linii restorerów (20). Wykorzystując ten fakt możliwa jest selekcja linii 
DH o pożądanym genotypie już na etapie in vitro zarodków otrzymanych z kultury 
izolowanych mikrospor rzepaku (21). Częstotliwość występowania markera PGI-2 
wskazująca na obecność genu restorera identyfikowana w MDE u różnych mieszań­
ców jest inna. Do dalszej kultury in vitro i hodowli doprowadzane są tylko formy an- 
drogeniczne wykazujące obecność genu restorera (rys. 2).

3.4. Selekcja zarodków odpornych na herbicyd, a uzyskanych z mutowanych 
mikrospor

Prowadzenie kultury in vitro, np. mikrosporowych zarodków na pożywce z do­
datkiem czynnika selekcyjnego jest łatwym sposobem selekcji pozytywnej. Możliwy 
jest zatem do przeprowadzenia wybór z bardzo dużej populacji androgenicznych 
zarodków pożądanych form. W ten sposób uzyskano rzepak odporny przede wszyst­
kim na substancje czynne herbicydów (22). Mutageneza in vitro mikrospor w po­
łączeniu z selekcją in vitro zarodków rozwijających się ze zmutowanych mikrospor 
rzepaku stanowi wydajny system otrzymywania zróżnicowanych form rzepaku (23). 
W Zakładzie Roślin Oleistych prowadzone są badania nad otrzymaniem odpornych 
na herbicyd linii DH rzepaku ozimego poprzez poddanie mutacji mikrospor i prowa­
dzenie w kulturze na pożywce selekcyjnej androgenicznych zarodków (24).

4. Mutageneza in vitro

Mutageneza mikrospor daje liczne korzyści w stosunku do mutagenezy nasion 
w tworzeniu zmienności w programach hodowlanych. Traktowanie mutagenem po­
jedynczej, całkowicie zdolnej do rozwoju haploidalnej komórki mikrospory, przed­
stawia jedyną w swoim rodzaju sposobność dla selekcji haploidów ujawniających 
działanie dominujących i recesywnych alłeli. Dodatkowo, bezpośredni rozwój za­
rodka z mikrospory rzepaku pozwala uniknąć wielu problemów związanych z gene­
tyczną niestabilnością i tworzeniem się chimerycznych struktur, jak to się zdarza
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Rys. 1. Embriogeneza mikrospor rzepaku ozimego.

Rys. 2. Elektroforetyczny obraz systemu izoeiizymatycznego PGI-2 dla zarodków: R R - homozygota 
z genem restorerem, r r - homozygota bez genu restorera.



Rys. 3. Zarodek mikrosporowy rzepaku ozimego przed pobraniem (A) i po pobraniu (B) liścieni do 
analizy na zawartość kwasu erukowego.
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W przypadku heterozygotycznych poliploidów. Technika ta wykorzystywana jest do 
otrzymania linii rzepaku odpornych na herbicyd (23,25) oraz zmian w ilościowym 
składzie kwasów tłuszczowych, np. podwyższenie do 70,4% zawartości kwasu ole­
inowego w oleju (26). Indukcję zmienności genetycznej rzepaku ozimego prowadzi 
się poprzez mutagenezę in vitro: a) mikrospor naświetlanych promieniami UV, b) mi­
krospor traktowanych mutagenem chemicznym NMU (nitrozometylomocznik). Opra­
cowano i opisano metodę indukcji mutacji promieniami UV oraz NMU mikrospor za­
raz po ich izolacji (24).

5. Wprowadzanie obcego DNA bezpośrednio do mikrospor bądź 
zarodków mikrosporowych

Mikrospory rzepaku o dużym potencjale regeneracyjnym są bardzo korzystnym 
obiektem transformacji. Obcy gen wprowadzany jest do komórki o haploidalnym 
zestawie chromosomów, a po zabiegu kolchicynowania uzyskuje się natychmiast 
homozygotę. Możliwa jest genetyczna transformacja mikrospor Brassica napus po­
przez mikrowstrzeliwanie (27,28) oraz przy użyciu Agrobacterium tumefaciens (29). 
Większość prowadzonych badań nad wykorzystaniem mikrospor do transformacji 
dotyczy rzepaku jarego. Natomiast niewiele jest prac zakończonych powodzeniem 
w odniesieniu do rzepaku ozimego. Optymalizacja warunków wprowadzania obce­
go DNA do mikrospor rzepaku ozimego w celu polepszenia wydajności uzyskanych 
stransformowanych zarodków mikrosporowych jest bardzo ważnym zadaniem, gdyż 
częstotliwość pozytywnego wyniku w eksperymentach z wprowadzaniem obcego 
DNA jest nadal niewielka. W Zakładzie Roślin Oleistych podjęto badania nad wpro­
wadzaniem do izolowanych mikrospor rzepaku ozimego obcego DNA metodą mi- 
krowstrzeliwania oraz kokultury młodych zarodków z Agrobacterium tumefaciens. 
Opracowywane są metody prowadzenia kultur mikrospor, stymulacji embriogenezy 
oraz organogenezy po wprowadzeniu obcego DNA.
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