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KULTURY ZARODKOW ROSLINNYCH IN VITRO
I MOZLIWOSCI ICH WYKORZYSTANIA W HODOWLI

Historia hodowli in vitro zarodkoéw roslinnych

Hodowla zarodkéw roslinnych poza macierzystymi tkankami bielma
I nasion interesowala biologoéw od do$¢ dawna. Pierwsze wzmianki
0 uzysSkiwaniu ro$lin z wyizolowanych zarodkéw pochodzg z roku 1754,
kiedy to Bonnet wysiewal zarodki dojrzalych nasion Phaseolus i Fagopy-
ron bezposrednio do ziemi [16]. Hodowla zarodkow in vitro, tzn. w szkle,
w szerszym pojeciu w warunkach sztucznych, aseptycznych, rozpoczela
si¢ od czasu pubilikacji prac Hanniga [1904, cyt. 16], ktéry prowadzil ob-
szerne badania nad wzrostem zarodkéow Raphanus i Cochlearia na roz-
rych pozywkach zawierajgcych cukry, sole mineralne, aminokwasy, eks-
trakty roslinne, zelatyne i produkty degradacji bialek w sterylnych kul-
turach. On tez, jako pierwszy zwro6cil uwage na rozne zachowanie sie
w hodowli, zarodkéw dojrzalych i niedojrzatych. Te ostatnie wytwarzaly
od razu male siewki z pominieciem normalnych stadidw embriogenezy.
Zjawisko to znane jako ,kielkowanie przedwczesne” wykazuje znaczne
odchylenie morfologiczne od embronicznego typu rozwoju, ktéry polega
na szybkich podziatach i zréznicowaniu komorek, potgczonych z minimal-
nym wydiluzaniem lub z calkowitym brakiem powiekszania ich rozmia-
row. Kielkowanie przedwczesne charakteryzuje sie natomiast przede
wszystkim wydluzaniem komoérek i malg intensywnoscig podzialéw. Ten
typ kietkowania nastepuje bez zachowania przerwy spoczynkowej pomie-
dzy embriogenezg a stadium siewek, zazwyczaj wtedy, nim zarodek osigg-
nie pelny rozwéj [19]. Kielkowanie takie jest bardzo niekorzystne, po-
niewaz powstale siewki sg slabe i zwykle zamieraja.

Nad zagadnieniem dotyczacym kielkowania przedwczesnego pracowal
takze Dietrich [1924, cyt. 16, 22], a w latach sze$édziesigtych Norstog
[16, 18, 19, 20]. Dietrich prowadzil badania nad wzrostem zarodkéw na-
lezgcych do roznych rodzin, na pozywce Knopa z dodatkiem 5—10Y,
sacharozy i 1,5Y%), agaru. Jego gléwne zastugi polegaly na sformulowaniu
pewnych wnioskow dotyczacych okresu spoczynkowego zarodkow, za-
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leznych od warunkéw hodowli. Stwierdzil on, ze zarodki wykladane na
powierzchnie pozywki mialy tendencje do szybszego kielkowania niz za-
rodki zanurzone w pozywce oraz, ze nie jest mozliwa skuteczna hodowla
in vitro zarodkéw wyizolowanych przed osiggnieciem przez nich 1/3 roz-
miaréw zarodka dojrzalego. Podobnie La Rue [1936, cyt. 16], uwazal, ze
zarodki roznych gatunkéw, mniejsze od 0,5 mm, nie sg zdolne do nor-
malnego rozwoju w kulturach in vitro.

Od 1925 roku prowadzono proby nad otrzymaniem roslin mieszanco-
wych z niezywotnych nasion, wytworzonych w wyniku krzyzowan od-
dalonych. Wyniki byly pozytywne o ile zarodki byly dostatecznie zrézni-
cowane w czasie izolowania. Okazalo sie, ze te pozornie niezywotne
zarodki sg zdolne do normalnego rozwoju po dostarczeniu skiadnikow
pokarmowych w pozywce [22].

Poczawszy od lat trzydziestych prowadzono wiele prac przy wykorzy-
staniu metodyki kultur zarodkéw in vitro, dotyczacych fizjologii tworzenia
zarodkéw i nasion, warunkéw spoczynku i kietkowania nasion réznych
gatunkow oraz fizjologii wzrostu zarodkéw roslin pasozytniczych [22].
W wyniku szeregu obserwacji dokonanych na zarodkach réznych gatun-
kow okazalo sie, ze zarodki dojrzale, zréznicowane, moga po wyizolowaniu
rosngé na prostych pozywkach, skltadajacych sie ze zrodla wegla i soli mi-
neralnych. Inne natomiast sg wymagania pokarmowe prazarodkow i za-
rodkow niedojrzalych. Wedlug Sujeta [1924, cyt. 15] za prazarodki mozna
uwazaé stadia poczawszy od zygoty jednokomérkowej do czasu wytwo-
rzenia sie jedno- lub dwubocznej symetrii, wedlug Snarfa (1927) nato-
miast, do czasu pojawienia sie przegréd podluznych w dzielgcym sie
tworze. Marry [1941, cyt. 18] definiuje prazarodek, jako zarodek niezroz-
nicowany zewnetrznie. Stadia poézniejsze, od czasu wyksztalcenia sie

wszystkich typowych struktur, to stadla okreslane jako zarodki nie-
dojrzate.

Bardzo dlugo nie osiggano sukceséw w hodowli pfazarodkéw i zarod-
kow slabo zroznicowanych. Na przyklad zarodki Portulaca, izolowane
w stadium serca, powiekszaly sie co prawda, ale nie zréznicowaly sie
i wreszcie zamieraly [22]. Stwierdzono, ze istnieje wielko§¢ progowa, cha-

rakterystyczna dla zarodkéw roznych gatunkdéw, ponizej ktérej ich hodo-
wla nie jest skuteczna.

Po raz pierwszy sukces w hodowli prazarodkéw osiggnieto w wyniku
wlgczenia do pozywki mleka kokosowego-[Van Overbeek et al. 1941, 1942,
cyt. 22]. Prazarodki Datura o poczatkowej dlugosci 0,15 mm, zw1ekszyly
kilkakrotnie rozmiary w ciggu 7-dniowego okresu hodowli. :

W roku 1963 Raghavan i Torrey [cyt. 22] oglosili wyniki badan doty-
czace wymagan: pokarmowych roéznych stadiow rozwojowych zarodkéw

{
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Capsella bursa-pastoris. Byl to pierwszy przypadek otrzymania roslin
z prazarodké6w w wyniku hodowli in vitro.

Sklad pozywki powodujgcej roéznicowanie prazarodkéw Hordeum
vulgare opracowal Norstog [18, 19, 20]. Pozywka ta jest skuteczna w ho-
dowli prazarodkéw o dlugosci 0,2 mm. Réwnoczeénie okazalo sie, ze pra-
zarodki o dtugosci 0,1 mm lub mniejsze po wyizolowaniu nie rosng wed-
lug  zadnych ' zasad morfogenetycznych ani nie tworzg zarodkéw
typowych, a zamiast tego struktury protokormopodobne. Pozywka po-
zwalajgca na rozwoj tak mlodych zarodkéw jeczmienia sklada sie z ma-
kro- i mikroelementéw, witamin i aminokwaséw, a istotne dla jej sku-
teczno$ci sg: wysoki poziom sacharozy, zrédlo azotu w postaci jablczanu
amonu oraz pH 4,9.

Ogodlny wniosek dotyczacy wymagan pokarmowych zarodkéw w ho-
dowli in vitro jest taki, ze im mniejszy zarodek, tym bardziej komplek-
sowa pozywka jest potrzebna dla kontynuowania wzrostu i zréznicowa-
nia. Powinna ona byé¢ zblizona, a dla najmlodszych stadiéw identyczna
jak macierzyste bielmo, a wiec specyficzna dla réznych genotypow.

Do dzis, hodowla prazarodkéw i mlodych zarodkéw niedojrzalych
prowadzona jest z malg skuteczno$cig. Jeszcze gorsze wymkl otrzymuje
si¢ w przypadku hodowli mlodych zarodkéw mieszancowych. Wiekszosé
z nich zamiera lub jedynie powieksza rozmiary.

Istnieje poglad, ze wyksztalcenie symetrii i rozpoczecie zréznicowania
jest mozliwe jedynie wtedy, gdy przynajmniej najwczesniejsze stadia,
a wiec stadium zygoty i wczesnej globuli zarodek odbywa w $rodowisku
naturalnym, tj. w zalgzni [18].

Obecnie prowadzone eksperymenty polegaja na manipulowaniu skla-
dem pozywki, jej odczynem oraz ci$nieniem osmotycznym. Istotne jest
stwerzenie takich warunkéw, aby mlode zarodki wolno kontynuowaly
rozwoj embrionalny, wyksztalcajac wszystkie typowe elementy. Warunki
te muszg byé zwigzane ze zdolnoscig biosyntetyczna zarodkoéow, ktére
w fazie heterotroficznej nie posiadajg enzyméw do tworzenia koncowych
produktow metabolizmu, takich jak np. aminokwasy czy nukleotydy [4].

Zastosowanie hodowli zarodkéw in vitro

1. Hodowla zarodkéw in vitro stwarza mozliwo§é badania morfoge-
netycznych 1 morfofizjologicznych aspektow embriogenezy, a wiec
wzrostu i zréznicowania zarodkéw, a takze korelacji zachodzgcych
W procesie embriogenezy miedzy zarodkiem, endospermem a tkankami
organizmu matecznego oraz bada mozliwosci kierowania tymi zjawiska-
mi. Wyniki badan czynnikéw wplywajacych na odzywianie, wzrost
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i zréznicowanie zarodkéw poza Srodowiskiem zalazni, wywarly wplyw
miedzy innymi na rozwigzywanie problemow zroznicowania i morfoge-
nezy w hodowli tkanek somatycznych [29].

2. Badania nad fizjologig spoczynku nasion przy wykorzystaniu me-
tody hodowli zarodkow in vitro pozwolily miedzy innymi na wyjasnienie
mechanizmu wernalizacji . Badania te dotyczg zlokalizowania i identy-
fikacji endogennych inhibitorow lub promotoréw kielkowania oraz po-
znanie mozliwosci kierowania nimi. Ma to praktyczne znaczenie w ho-
dowli niektorych roslin ogrodniczych, jak irysy, réze czy brzoskwinie,
ktérych nasiona wymagaja dlugiego okresu kielkowania. Dzigki hodowli
zarodkow na pozywkach sztucznych mozna wyeliminowa¢ inhibicyjne
dzialanie endospermu (Irys), lub tez otrzymywaé¢ dwa pokolenia rocznie,
co ma istotne znaczenie w szybkosci selekcji réz [29].

3. Najszersze zastosowanie ma hodowla zarodkéw in vitro dla otrzy-
mania roslin z niepelnowarto$ciowych nasion, ktore czesto powstajg przy
oddalonym krzyzowaniu, w szybko dojrzewajgcych odmianach drzew
owocowych lub winorosli, przy apomiksji i poliembrionii, a takze z po-
wodu niesprzyjajacych warunkéw pogody. Uzyskanie roslin w takich
‘przypadkach ma wielkie znaczenie praktyczne dla prac hodowlanych
[22, 23, 29].

Otrzymywanie roslin z zarodkéw mieszancowych w wyniku
hodowli in vitro

Przy krzyzowaniu, szczegélnie oddalonym, moze wystepowac szereg
nieregularnosci, ktére mogag prowadzi¢ ostatecznie do zamierania zarod-
kéw. Rozwdj zarodka moze ulec zahamowaniu na wszystkich etapach
rozwoju embrionalnego, a przyczyny tego zahamowania moga by¢ rozne,
zaleznie od przypadkowych roznic w genotypach komponentéw krzy-
zowkowych [24]. W pewnych krzyzowkach degeneracja zarodka naste-
puje po skutecznym zaplodnieniu z powodu niezgodnosci uwarunkowa-
nej genetycznie [23]. Proces ten zachodzi bardzo wczesnie, w stadium
jedno- lub kilkukomérkowej zygoty, a otrzymanie roélin nie jest mozli-
we. NajczesSciej jednak obumieranie jest spowodowane dysharmonig po-
miedzy bielmem a zarodkiem. Jak wiadomo bielmo zaczyna rozwija¢ sie
nieco wcze$niej niz zarodek. Na przyklad u Tirticale zaptodnienie wtér-
nego jadra nastepowalo w ciggu 4—5 godzin po zapyleniu, a pierwszy
podzial -jadra endospermu 2—3 godziny po6zniej. Komoérka jajowa nato-
miast byla zapladniana po 10—15 godzinach od zapylenia, a pierwszy
podzial zygoty mial miejsce 15—20 godzin po6zniej [10]. Nienormalny
rozwoj bielma przejawia sie¢ w nietypowych mitozach, powolnym wzros-
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cie,czesto nastepuje zahamowanie: podzialow komérek oraz rozpuszczanie
scian komérkowych i fuzja protoplastéw a takze jader. Czasem, odwrot-
nie, rozrost endospermu jest nadmierny. Obumieranie ' zarodka® moze
rozpoczgé sie wtedy, gdy bielmo nie wykazuje jeszcze oznak degenero-
wania, a takze w trakcie tych proceséw lub po ‘ich zakonczeniu [23]
W pewnych przypadkach sugerowano, ze na znieksztalcenie endospermu
moze mie¢ wplyw sam zarodek, komérki antypod lub tkanki ostonek
i osrodka, ktére nadmiernie sie rozwijaja. Ogélnie jednak istnieje poglad,
ze to nienormalny rozwéj bielma pociaga za sobg oslabienie i obumiera-
nie zaroedkéw. Prawdopodobnie bielmo w poczatkowym okresie jest tkan-
kg kontrolujgcg rozwoj zarodka, poprzez’ dostarczanie kompleksowego
pozywienia. \

Przy uzyciu techniki hodowli zarodkéw Laibach (1925, 1929) otrzymat
na pozywce sacharozowej ro$liny mieszancowe z krzyzéwki Linum peren-
ne X L. austriacum, z zarodkéw wyizolowanych z niezywotnych, pomar-
szczonych nasion. Bylo to pierwsza praktyczna wskazéwka ze niezywot-
nos¢ nasion mieszancowych moze byé‘spowodowana nieaktywnoscig en-
dospermu lub jego niezgodnoscig z zarodkiem [16, 22, 23]. Byta to praca
wyjsciowa dla wielu skutecznych préb przelamywania barier krzyzowal-
nosci miedzygatunkowej i miedzyrodzajowej. &

Od tej pory w wyniku hodowli zarodkéw in vitro otrzymano wiele cen-
nych mieszancéw z krzyzowan miedzygatunkowych w obrebie rodzajow
Datura, Zea, Trifolium, Solanum, Phaseolus, Oryza, Lotus, Gossypium, Ly-
copersicon, Hordeum, Melilotus, Fragaria, Cerasus i in [16, 23]. Mozliwe
bylo takze otrzymanie mieszaticéw miedzyrodzajowych Hordeum X Se-
cale, Hordeum X Hordelymus, Triticum X Elymus, Triticum X Secale,
Tripsacum X Zea [23], Hordeum X Triticum, Hordeum X Agropy-
ron [14].

Hodowla zarodkéw in vitro moze byé przydatna w kazdym programie
hodowlanym w ramach ktérego przeprowadza sie krzyzowania majgce
na celu otrzymanie mieszancéw pierwotnych, poniewaz nawet w przy-
padku, gdy procent zawigzywanych nasion jest dosé wysoki, istnieje mo-
zliwo$¢ stracenia cennych genotypéw wyjsSciowych.

Krzyzowanie pszenicy z zytem jest kontrolowane przez dwa geny
kr, i kr,, umieszczone na chromosomach pszenicy 5B i A [28], przy
¢zym ich allele dominujgce powodujg znaczne obnizenie zdolno$ci krzy-
zowania, poprzez uszkodzenia wzrostu lagiewki pytkowej lub powodo-
wanie zaklécen po zaplodnieniu. Wiekszo§é odmian pszenic ma te geny
W postaci dominujacej. Z tego wzgledu krzyzuja sie one trudno z Secale
cereale. Rola genomu zytniego we wspdldzialaniu z genami pszenic nie
zostala jeszcze dokladnie poznana [11]. Najlepiej krzyzujg sie formy he-
ksaploidalne pszenic z zytem diploidalnym i w zaleznoS$ci od kompozycji
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genotypowych esadzanie nasion wynosi 5—51%, $rednio 23%, a kietko-
wanie nasion $rednio 479, [28]. W przypadku krzyzowania pszenic tetra-
ploidalnych osadzanie ziarniakéw jest wyzsze w kombinacjach z zytem
tetraploidalnym i wynosi 0—129,, Srednio 69, za$ kielkowanie masion
srednio 3,9%,. Najmniejszy procent osadzania nasion otrzymano z krzy-
zowan pszenic diploidalnych z zytem. Wynosit on od 0,04 do 0,09 [Kiss
1968 [cyt. 28]. Wyksztalcanie sie zywotnych ziarniakéw podlega olbrzy-
miej zmiennosci w zaleznosci od warunkéw pogodowych. Bywa, ze jako
efekt bardzo wielu zapylen otrzymuje sie pojedyncze nasiona, szczegodl-
nie, gdy krzyzowanie przeprowadza si¢ w warunkach polowych. Poje-
dyncze nasiona, z ktérych w dodatku nie wszystkie kietkuja, nie moga
stanowi¢ materialu wyjsciowego do hodowli. Dodatkowo, cze$é roslin
ginie w czasie zabiegéw zwigzanych z podwajaniem liczby chromoso-
mow. Pienaar [21] podaje, ze w wyniku zapylania 82 genotypéw Triticum
durum siedmioma genotypami Secale cereale procent zywotnych ziarnia-
kéw wynosil jedynie 0,69, ogolu zapylonych kwiatéw. Skuteczno§é ho-
dowli zarodkéw wynosila 5,89, co podwoilo liczbe otrzymanych roslin
mieszancowych. Skuteczno$¢ hodowli zarodkéw mieszancowych T. vul-
gare X S. cereale wynosita 55,6%,, a T. sphaerococcum X S. cereale 70Y,.

W zwigzku z tym wydaje sie oczywiste, Ze izolowanie zarodkéw i ho-
dowanie ich w sterylnych warunkach mogloby bardzo wzbogaci¢ i przy-
spieszy¢ prace hodowlane. ,

W 1976 roku w Instytucie Hodowli RoS$lin i Nasiennictwa AR w Lu-
blinie prowadzono wstepne prace nad mozliwosciami wykorzystania me-
todyki kultur in vitro zarodkéw mieszancowych w programie hodowli
Triticale [3]. Izolowano zarodki pochodzace z czterech kombinacji krzy-
zowkowych, w réznych terminach i hodowano je na trzech pozywkach
w warunkach sterylnych oraz przy wykorzystaniu techniki in vivo/in
vitro [14]. Krzyzowanie prowadzono w warunkach polowych, jedynie
krzyzowki pszenicy z pszenperzem wykonywano w hali wegetacyjnej.
Ilos¢ zarodkéw branych do hodowli wynosila w zaleznos$ci od kombinacji
od 1 do 9. Ogélem wylozono na pozywki 325 zarodkéw, w tym pochodzg-
cych z krzyzowania Triticum durum (4x) z Secale cereale (2x) — 130 Tri-
ticum aestivum (6x) z Triticum turgidum (4x) — 91, Triticum timopheevi
(4x) z Triticale heksaploidalnym — 79 oraz Triticum aestivum (6X)
z pszenperzem (6x) — 25. Poniewaz w owocniach pochodzgcych z krzy-
zowan pszenicy tetraploidalnej z zytem diploidalnym nie obserwowano.
zarodkéw, w tej kombinacji wykladano cate zalgznie i postepowano z ni-
mi jak z zarodkami.

Uzyskane wyniki wstepne (tabela) pozwalajg przypuszczaé, ze hodowla
zarodkow w warunkach in vitro moglaby byé¢ uzyteczna dla prowadzonych
prac hodowlanych. W kombinacji krzyzéwkowej pszenica X zyto, gdzie
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Tabela

Wyniki doSwiadczeri hodowli zarodkéw mieszarnicowych pochodzqcych z 4 kombinacji
krzyzéwkowych, izolowanych w 4 réznych terminach, hodowanych na
wg metody in vitro oraz in vivo/in vitro [3]

3 pozywkach

Wiek

0 iel- , .
izo- /OR‘S’{I};‘;’I 0/, wykiet- | 9, wykiel-
lowa- ozywka kowan kowan
nych gacharo- pozywka pozywka
za- Norstoga Kruse
. _ - rod- zowa
Kombinacja krzyzéwkowa Kbw w W =
(dni | gru- gru- gru- |
po | pach| ogé- | pach| ogé- | pach | ogb-
za- | wie- | lem | wie- | lem | wie-| lem
pyle-! ko- ko- ko-
niu) [ wych wych wych
T. durum 4x (Termidor) X 6 0 0 0
S. cereale 2x (Dankowskie Zlote) 9 0 0 0
12 0 0 0 0 10 2,17
15 0 0 0
00 wykielkowan w metodzie
in vz’vo/in Witro 1,6
% wykietkowan w metodzie
in vitro 0
T. aestivum 6x (Kaukaz) X 6 0 0 0
T. turgidum 4x (Dinurum) .9 0 22,2 85,7 60,0 333 325
12 0 66,6 50,0
15 80,0 80,0 80,0
9% wykielkowan w metodzie
in vivo/in vitro 34,2
% wykietkowan w metodzie
in vitro \ 44,0
T. timopheevi 4x X 6 0 0 0
Triticale 6x (3 formy) 9 0 11,7 33,3 46,4 25,0 35,2
12 50,0 80,0 57,7
15 50,0 . 15,0 50,0
% wykielkowan w metodzie
in vivolin vitro 30,6
9 wykietkowan w metodzie
in vitro 37,2
T. aesetivum 6x (Zina) X 9 0 50,0 75,0
pszenperz 6x ' 12 0 12,5 100,0 66,6 50,0 615
15 50,0 66,6 50,0
% wykieltkowan w metodzie
in vivolin vitro 25,0
Y wykietkowan w metodzie
in vitro 69,5
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uzyskano rezultaty negatywne, jak mozna przypuszczaé, zarodki zamiera-
'y w bardzo mlodym stadium, co moglyby wykazaé badania histologiczne.
By¢ moze byloby skuteczne wykladanie zalgzni jeszcze mtodszych niz
6-dniowe.

Otrzymywanie roslin haploidalnych przy zastosowaniu hodowli
zarodkow in vitro

. Rosliny haploidalne sg bardzo atrakcyjnym materialem badawczym
dla genetykéw i hodowcéw. Czestotliwosei spontanicznie powstajgeych
haploidéw sg za niskie dla ich praktycznego wykorzystania. W ostatnich
kilkunastu latach u takich roélin jak tyton. Datura, Atropa, ryz i in. mo-
zliwe jest masowe otrzymywanie haploidéow w wyniku wywolywania an-
drogenezy w hodowlanych in vitro pylnikach i ziarnach pyitku. W przy-
padku wiekszosci roSlin zbozowych skuteczno§é tej metody jest
ograniczona wystepowaniem frudnosci w roéznicowaniu kalusa i powsta-
waniem duzego procentu roflin albinotycznych. Ostatnio zarysowala sie
nowa mozliwos¢ otrzymywania roslin haploidalnych oparta na zjawisku
gynogenezy [5]. Polega ona na krzyzowaniu ro$lin z zapylaczem ktérego
chromosomy eliminowane sg z zygoty we wczesnym stadium. Technika
stosowania tej metody, znanej jako ,,metoda Bulbosum” od zapylacza ja-
kim jest Hordeum bulbosum, zostala dokladnie opracowana dla otrzyma-
nia haploidéw jeczmienia H. vulgare i jest stosowana powszechnie na ska-
le badawczg oraz przez firmy hodowlane w Kanadzie [9].

Nie sg dokladnie znane przyczyny eliminacji chromosoméw H. bulbo-
sum z zygoty mieszancowej, ale przypuszcza sig, ze czynniki za to odpo-
wiedzialne znajdujg sie na chromosomach H. vulgare, w liczbie 2—3 [27].
Stwierdzono ponadto, ze zjawisko to nie ogranicza sie do tej jednej kom-
binacji krzyzéwkowej. Znaleziono juz co najmniej 10 kombinacji miedzy-
gatunkowych w obrebie rodzaju Hordeum, w wyniku ktérych powstajg
haploidy, a' sposob eliminacji chromosoméw jest podcbny, jak w przy-
padku vulgare X bulbosum, cho¢ czynnik (czynniki) eliminacyjny dzia-
ta z rdézng silg [27]. Ponadto wykazano, ze w podobny sposéb mozna
otrzymac¢ haploidy Triticum aestivum [1]. Po wykonaniu krzyzowan psze-
nicy Chinese Spring z Hordeum bulbosum otrzymano rosliny haploidalne
pszenicy, a procent zawiazywanych nasion byl zalezny od poziomu plo-
idalno$ci jeczmienia i wynosit 13,7% (2x) i 43,2% (4x). ROwnicz w tym
przypadku, jak wykazano, zachodzilo normalne zaplodnieniz, pconiewaz
w ciggu 6 dni po zapyleniu liczba chromosoméw w komoérkach zarodka
wynosila 35. Pézniej obserwowano obecno$¢ mikrojader oraz chromoso-
mow opdéznionych i mostéw w komoérkach mitotycznych, ktére to zjawiska
sg dowodem na stopniowg eilminacje chromosomow.
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Pomimo, iz zaplodnienie zachodzi latwo, a indukcja zygot jest wysoka,
endosperm przestaje sie rozwijaé¢ po kilku dniach, a w nastepstwie takze
zarodek. Wowczas konieczna jest jego izolacja i dalsza hodowla na pozyw-
ce w warunkach sterylnych. Osadzanie nasion w krzyzéwkach Hordeum
vulgare (2x) X Hordeum bulbosum (2x) wynosi okolo 509, a skutecznosé
hodowli zarodkéw okolo 119, [12]. Mozna ja jednak znacznie podwyzszyé
przez stosowanie wodnego roztworu gibereliny (GA;) w stezeniu 75 ppm
na kwiatki, trzykrotnie po zapyleniu, Giberelina powoduje wzrost aktyw-
nosci mitotycznej komérek zarodka i endospermu, a tym samym wzrost
objetosci endospermu i lepsze zréznicowanie zarodka do czasu zalamania
sig¢ ich rozwoju [13].

Ot'r'zymywanive ro$lin w wyniku hodowli in vitro zalgsni

Dla otrzymywania rodlin z niedojrzewajacych nasion istotne jest wy-
szczepienie zarodka na pozywke przed zalamaniem sie jego rozwoju. Tru-
dno$¢ sprawia woéwczas izolowanie tak malych tworéw, podczas ktérego
zarodki bywaja uszkadzane, a ich hodowla na pozywkach staje sie niesku-
teczna. W takim przypadku mozliwa jest hodowla na pozywkach calych
zalazni [3, 7, 8, 17]. Dobrze opracowany wydaje sie byé sposéb otrzymy-
wania roslin z krzyzowan pomiedzy rodzajami Brassica a Sinapsis, Eru-
castrum, Raphanus i in. oraz w obrebie rodzaju Brassica [7, 8].Hodowle
owocni préobowano stosowaé takze do otrzymania mieszancéw Gossypium
[17]. Rodliny haploidalne otrzymano w wyniku hodowli in wvitro zalazni
Hordeum wulgare, wyszczepianych z kwiatéw zawierajacych pytek
2- 1 3-)3drowy [25]. ’

Ostatnio Nitzsche i Henning [17] donosili o prébach hodowli in vitro
zalgzni traw. Poniewaz dochodzilo do zaplodnienie, na co wskazywalto
nabrzmiewanie zalagzni po zapyleniu i p6Zniejsze badania cytoembriolo-
giczne, a préby hodowli zarodkéw nie byly udane, na pozywke wyklada-
no cale zalagznie. Z wylozonych 487 rozwinela sie jedna siewka o charakte-
rze mieszancowym Lolium perenne X Festuca rubra.

Hodowla calych zalgzni najszerzej, bo na skale produkcyjna, jest wy-
korzystywana do rozmnazania storczykow. Nasiona storczykéw zawieraja
morfologicznie niezréznicowane zarodki, odpowiadajgce stadium globuli.
Nie maja one funkcjonalnego endospermu, a okrywa nasienna jest zredu-
kowana do struktury membranowej. W warunkach naturalnych rozwéj
zarodkéw i rozmnazanie storczykéw jest mozliwe dzieki procesowi miko-
Iyzy wewngtrznej, w wyniku ktérej zarodek korzysta z prostych form
cukréw, przeksztalcanych ze skrobj i innych polisacharydéw przez grzyby
[22]. Do hodowli in vitro bierze sie cale zalgznie i traktuje je jak zarodki.
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Metodyka hodowli zarodkéw in vitro
Sterylizacja

Hodowle zarodkéw i zalgzni in vitro nalezy prowadzi¢ w warunkach
calkowicie aseptycznych. W zwiazku z tym konieczne jest odkazanie za-
rowno materiatu roslinnego, jak tez pozywek i naczyn oraz wykonywanie
prac zwigzanych z wykladaniem na pozywki i przeszczepianiem materia-
lu w warunkach sterylnych.

Szklane naczynia uzywane do hodowli mozna, w zalezno$ci od warun-
kow laboratoryjnych, odkazaé¢ termicznie w suszarce (kilka godzin w tem-
peraturze okolo 170°C) lub w autoklawie (kilkana$cie minut w tempera-
turze 121°C i ciSnieniu 1 atm). W autoklawie przeprowadza sie sterylizacje
narzedzi uzywanych do izolacji i przenoszenia zarodkéw, oraz korkow,
folii, celofanu i papieru, stuzacych do zakrywania naczyn.

Sterylizacji pozywek dokonuje sie w autoklawie, a czas trwania jest
uzalezniony od objetosci pozywki oraz sktadu chemicznego. W przypadku,
gdy do pozywek wlgczane sg substancje termolabilne (niektére witaminy,
hormony wzrostowe i aminokwasy), konieczne jest odkazanie za pomocg
filtrowania, przez filtry o Srednicy poréow 0,45—0,22 mikrona, produkowa-
ne w roznych wersjach przez firmy zagraniczne, takie jak Sartorius czy
Millipore [26].

Prace zwigzane z wyszczepianiem zarodkéw powinny by¢ wykonywa-
ne w szczelnych kamerach izolacyjnych, wyjalowionych promieniami
lamp bakteriobéjczych albo w strumieniu sterylnego powietrza, ktére wy-
twarzane jest przez malo skomplikowane urzadzenie, znane najczesciej
pod nazwg ,,czysty lub sterylny sté1”. Dziala ona na tej zasadzie, ze po-
wietrze napedzane przez dmuchawe przechodzi przez filtry, najczesciej
dwa, z ktorych pierwszy oczyszcza je wstepnie, a drugi zatrzymuje
wszystkie drobiny o $rednicy wiekszej od 0,22 mikrona.

Najwiecej klopotéw i niepowodzen stwarza problem odkazania mate-
rialu roslinnego. Musi by¢ ono powierzchniowe, nie uszkadzajgce zarodka
jest wiec nieskuteczne w przypadku przedostania sie¢ mikroorganizméw do
tkanek zarodka lub endospermu. Szczegdlng trudnos$é sprawie odkazanie
nasion dlugo pozostajacych na roSlinie lub dtuzej przechowywanych. Ste-
rylizacja powierzchniowa polega najczesciej na zanurzaniu lub wytrzasa-
niu nasion w roztworach wodnych sublimatu rteciowego (0,1—1,09/), pod-'
chlorynéw wapnia lub sodu (2—10%), fenolu (5%p),alkoholu etylowego
(50—969/), antybiotykow (4—50 mg/1), w wodzie chlorowej lub bromowej
i kor'lcowy-m ptukaniu wodg sterylng (2, 14, 18, 26, 27, 29). Efektywnos¢
sterylizacji mozna poprawié przez dodanie malej iloéci detergenta (0,05%)
do roztworu sterylizujgcego. Detergent powoduje lepsze zwilzenie po-
wierzchni tkanki i umozliwia lepsza penetracje i niszczenie mikroorgani-
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zmow. Czas oddzialywania poszczegélnych roztworéw moze wynosi¢ od
kilku -sekund do kilku godzin. Intensywnosé sterylizacji zalezna jest od
stopnia porazenia materialu rodlinnego mikroorganizmami oraz grubosci
okrywy nasiennej. Bardziej zainfekowane sa rosliny z upraw polowych.
Materiat roslinny pochodzacy ze szklarni wystarczy niekiedy tylko plukaé

woda sterylng. ’

Izolowanie zarodkdw

Izolowanie zarodkéw, szczegdlnie bardzo miodych przedstawia duza
trudnos¢ dla poczatkujgcych. Przewaznie wykonuje sie je pod mikrosko-
pem stereoskopowym, przy powiekszeniach 10 — 25 X, uzywajac igly
skalpela i pincety. W czasie izolowania nalezy zwraca¢ uwage aby zacho-
wa¢ warunki-sterylne i aby zarodkéw nie przesuszy¢. W tym celu czyn-
nosci wykonuje sie na sterylnej bibule, nasgczonej wodg. Ponadto, zarod-
ka nie mozna uszkodzié¢ ani pozostawié innych tkanek, ktore moglyby
powodowa¢ kalusowanie. Nasiona suche po uprzednim odkazeniu, moczy
sie w sterylnej wodzie od kilku do kilkudziesieciu godzin. Po wymoczeniu
stosuje sig czesto sterylizacje powtérna. |

Bardzo waznym czynnikiem jest termin izolowania, szczegdlnie
W przypadku nasion mieszaficowych. Powinien przypada¢ przed krytycz-
nym momentem zalamania sie rozwoju zarodka, ktéry zachodzi najczesciej
w fazie ksztaltowania sie liScieni. Z drugiej strony nalezy uwzglednié
stadium rozwoju zarodka, bowiem im bardziej jest on zr6éznicowany, tym
wigksza skutecznos$é hodowli. Najczesciej izolacje wykonuje sie po uply-
wie 9—18 dni od zapylenia, w zaleznosci od potrzeb, mozliwosci i wyma-
gan [1, 12, 14, 27].

Pozywki stosowane w hodowli zarodkéw in vitro

Pozywka jest $rodowiskiem, w ktorym powinno by¢ kontynuowane
roznicowanie i wzrost wyizolowanego zarodka. Musi spelnia¢ ona, role
funkcjonalnego bielma. Dlatego, oprécz wlasciwych dla danego stadium
rozwojowego zarodka skladnikéw pokarmowych, powinna gwarantowaé
odpowiednig kwasowosé i ciSnienie osmotyczne. :

W zaleznosci od wymagan pokarmowych zarodka mozna wyroznié
dwie fazy: hetero- i autotroficzna. Gdy zygota zaczyna sie dzielié, prze-
ksztalcajge w zarodek, robi to kosztem otaczajgcego endospermu. Jest to
okres wysoce heterotroficzny, wymagajaey dostarczenia pozywienia kom-
pleksowego, skladajgcego sie z aminokwasow, weglowodanéw, puryn, pi-



38 T. Orlikowska, M. Chrzgstek

rymidyn, witamin, substancji wzrostowych i innych [22]. Faza autotro-
ficzna zarodka zaczyna sie w fazie réznicowania liScieni i powstawania
symetrii. Zarodek dysponuje woéwczas wlasnymi enzymami, za pomocg
ktorych moze przeksztalca¢ proste sktadniki pozywki w ostateczne
substraty. ‘

Z powyzszego wynika, ze nie mozna mowi¢ o pozywce uniwersalnej
dla hodowli zarodkow in vitro. Pozywka musi by¢ uzalezniona od stadium
rozwojowego zarodka oraz specyfiki gatunkowej. Zarodki dojrzale, cal-
kowicie uformowane, wymagajag do Kkietkowania jedynie podstawowych
soli mineralnych i zZrodla wegla. Zarodki w stadium globularnym moga
kontynuowa¢ rozwoéj jedynie na bielmie naturalnym, ktére jest bardzo
zlozong kompozycja [22], wlasciwie niemozliwa do odtworzenia w warun-
kach sgtucznych.

Ponize] prezentujemy jedynie najbardziej ogélne wymagania zarodkow
odnosnie poszczegélnych grup skladnikéw, wchodzgcych w sktad pozywki.

Sktadniki mineralne. Dla potrzeb hodowli zarodk6w opracowano
szereg pozywek mineralnych, zawierajacych wszystkie potrzebne dla me-
tabolizmu roélin?‘pierwiastki, podane w réznych formach i proporcjach.
Najczescej uzywano pozywek Knopa, Whitea, Nitscha, Hellera, Harrisa,
Knudsona, Raghavana i Torreya oraz Randolpha i Coxa [29]. Ostatnio
powstalo szereg modyfikacji tych sktadéw, z ktérych najbardziej znane s3:
pozywka G5 Gamborga i wsp. [9], Norstoga [20], Kruse [14], czy Jense-
na [9].Do hodowli zarodkéw haploidalnych pszenicy uzywano gotowa po-
zywke Bacto Difco Orchid Agar [1].

W hodowli zarodk6w niedojrzalych wazna jest forma w jakiej dostar-
czany jest azot. Dobrze wykorzystywane sg jony amonowe, natomiast azo-
towe majg czesto efekt toksyczny [22].

Organiczne skladniki azotowe. Skladniki te wlgczane sg do
pozywek w postaci pojedynczych aminokwaséw, mieszanki komplekséw
aminokwasow albo produktéw degradacji bialek, jak kazeina hydrolizo-
wana, albumina mleczna czy ekstrakt drozdzowy. Im zarodek mlodszy,
tym wiecej potrzebuje aminokwaséw. Wielokrotnie podkres§lano korzystny
wplyw kazeiny hydrolizowanej, ktora oprocz funkeji pokarmowej spelnia
role regulatora ci$nienia osmotycznego pozyki. Z pojedynczych amino-
kwasoéw najczesciej stwierdzono korzystny wplyw glutaminy, kwasu glu-
taminowego, alaniny, tryptofanu, tyrozyny, fenyloalaniny, cysteiny
i leucyny [16, 22]. ‘ |

Weglowodany. Weglowodany w pozywce stanowig zrédlo wegla oraz
regulujg ciSnienie osmotyczne. Najlepiej wykorzystywane przez zarodki
roslinne sg sacharoza i glukoza. Jedynie dla niektéorych zarodkéw stor-
czykdéw bardziej korzystna jest glukoza, fruktoza czy maltoza [16, -22].
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Iles¢ wigczanych do pozywki weglowodanéw. zalezy od stadium rozwo-
jowego zarodka. Im zarodek mlodszy, tym wigksze powinno byé¢ stezenie
cukrow w pozywce (4—12%), gléwnie ze wzgledu na wymagane wysokie
ciSnienie osmotyczne. Stwierdzono, ze wysoki poziom sacharozy zapobiega
przedwczesnemu kietkowaniu zarodkéw. Zarodki dojrzale moga rosngé
i kietkowa¢ na pozywkach zawierajacych od 0,1—2% sacharozy.

Substancje wzrostowe. Funkcje komérek i organéw roSlinnych
regulowane sg obecnosciag w nich substancji wzrostowych. Caty organizm
w warunkach naturalnych wytwarza je sam. W przypadku hodowli orga-
néw, tkanek lub komérek w warunkach sztucznych nalezy je wilgczaé do
pozywek w ilosciach i rodzajach dostosowanych do celu hodowli. Zarodki
bardzo mlode wymagajg dla wzrostu i réznicowania niewielkich ilo$ci
IAA, kinetyny i siarczanu adeniny. Wieksze iloéci auksyny powoduja
kalusowanie zarodkéw J[16. 21]. Ogélnie mozna powiedzieé¢, ze obecnogé
auksyn, giberelin, cytokinin czy siarczanu adeniny w pozywce moze pod-
wyzsza¢ lub obniza¢ potencjal korzenio- lub i pedotwérczy zarodka,
w zalezno$ci od jego fazy rozwojowej i wymagahn genotpyowych oraz
rodzaju i wzajemnych proporcji’ substancji wzrostowych aktywnych bio-
iogicznie, wlgczonych do pozywki.

Witaminy. Najczesciej do pozywek wlgczana jest tiamina, pirydoksy-
na i kwas nikotynowy, a takze biotyna, ryboflawina, kwas pantotenowy
lub pantotenian wapnia, kwas askorbinowy i niacyna oraz zaliczany cza-
sem do kompleksu witamin myo-inositol [9, 14, 20, 22]. Nie mozna uogdl-
nia¢ efektu poszczegélnych witamin w stosunku do réznych gatunkéw.
Konieczne sa one w hodowli zarodkéw niedojrzatych.

Naturalne ekstrakty ro$linne. We wczeSniejszych bada-
niach istniala tendencja wlgczania do pozywek nautralnych ekstraktow
roslinnych, takich jak plynny endosperm mleka kokosowego, ekstrakty
z kietkujgcych lub niedojrzatych nasion zbéz, lubinu, wycigg z zalazni
Datura, bulw ziemniaka, sok z owocéw pomidoréw i pomaranczy, czyv ek-
strakt drozdzowy. Zaobserwowano rozng ich skuteczno$é w hodowli za-
rodkéw in vitro. Ze wszystkch wymienionych mleko kokosowe ma dziala-
nie najbardziej ‘uniwersalne, a jego dodatek (10—20%) jest korzystny dla
rozwoju mlodych zarodkéw. Wszystkie naturalne komponenty zawieraja
rozne ilosci soli mineralnych, amonckwaséw, witamin i substancji wzros-
towych, w zaleznosci od pochodzenia i sposobu preparowania. Dzialajg
one kompleksowo, a wiec w sposéb trudny do zdefiniowania. Ze wzgledu
na pracochtonno$¢ uzyskiwania ekstraktow, trudno$é zdobycia niedojrza-
iych orzechéw kokosowych, a takze r6zng, nieokreslong ich wartosé bio-
iogiczng, jest korzystniej uzywaé tylko komponenty s$cisle zdefiniowane
1 dostepne w handlu. W przypadku hodowli niedojrzatych zarodkéw. mie-.
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szancowych, moze byé¢ pomocny dodatek do pozywki bielma jednegc
z partneréw, najczesciej matecznego, w postaci wodnego ekstraktu, cza-
sem dializowanego lub tez zastosowanie techniki in vivo/in vitro [14]. Po-
lega ona na tym, Ze na powierzchni pozywki hodowlanej, zawierajacej
sole mineralne, sacharoze, aminokwasy i witaminy wyklada sie sterylnie
wyizolowane endospermy formy matecznej z usunietym ich wlasnym
zarodkiem, na miejsce ktérego wszczepia sie zarodek mieszancowy. Spo-
sOb ten byl zastosowany do otrzymywania roslin mieszancowych z krzy-
zowan pomiedzy Hordeum a Secale, Triticum i1 Agropyron, z zarodkow
bardzo matych << 0,2 mm.

Agar. Do hodowli zarodkéw uzywane sg pozywki plynne lub zestalone
agarem. Hodowla w pozywkach plynnych wymaga stosowania rotorow,
wytrzasaczy albo innych urzgdzen umozliwiajagcych napowietrzanie kul-
tur. Agar do pozywek stalych uzywany jest zazwyczaj w ilosci 6—12 g/],
w zaleznoS$ci od stopnia oczyszczenia. Okazalo sie, ze agar moze obnizaé
skutecznos¢ hodowli, ze wzgledu na obecno$é¢ niezidentyfikowanych sub-
stancji toksycznych, ktoére mozna usungé przez wytrzgsanie zawiesiny
wodnej agaru z weglem aktywnym [6].

Hodowle zarodkéw na pozywkach plynnych mozna prowadzié takze
na mostach z bibuty filtracyjnej lub wedlug metody opisanej przez Jense-
na ]9], na plywajacym po powierzchni pozywki krazku filtrowym o $red-
nicy porow 0,22 mikrona.

Ogodlnie zarodki mlode korzystniej jest prowadzi¢é w kulturach plyn-
nych, a w fazie kielkowania przenosi¢ na pozywki agarowe dla lepszego
wzrostu pedéw 1 korzeni [7, 9].

Odczyn pozywki. Odczyn pozywki ustawiany jest najczesSciej przed
dodaniem agaru i przed sterylizacjg za pomocg 0,1N NaOH lub HCI.
pH aktualnie stosowanych w hodowli zarodkéw pozywek wynosi od
4,9—6,5 [2, 9, 14, 20]. Van Overbeek i wsp. [1944 cyt. 22] stwierdzili, ze
dla wczesnych stadiow zarodkow Datura lepszy byl odczyn zblizony do
neutralnego, dla pézniejszych korzystniejszy byl odczyn bardziej kwasny.
Norstog [20] dla mlodych zarodkéw jeczmienia zaleca pozywke o pH 4,9.
Odczyn endospermu uzywanego w skutecznej dla mlodych zarodk6w mie-
szancowych zbo6z metodzie in vivo/in vitro wynosit 7,1—7,2, a pozywki
5,9 [14].

Swiatlo i temperatura hodowli zarodkéw in vitro

Wedlug Narayanaswamy i Norstoga [16] wiekszo§¢é zarodkow rosnie
dobrze w temperaturach 25—30°C, a $wiatlo nie wydaje sie byé czyn-
nikiem istotnie wplywajacym na skuteczno$é¢ hodowli. Optymalna wartosé
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temperatury zalezy jednak od wymagan gatunkowych roslin. Np. zarodki
zb0z i ziemniak6w rosng najlepiej w temperaturach 18—20°C, a bawelny
1 storczykow w 32—34°C [2, 9, 16, 22].

Zarodki niedojrzale wymagaja raczej hodowli w ciemnosci, poniewaz
swiatlo moze indukowaé przedwczesne kieltkowanie [9]. Zarodki dobrze
zroznicowane mogg byé, a zarodki kietkujace powinny byé hodowane na
swietle, o odpowiednim dla wymagan genotypowych fotoperiodzie. Efek-
tywnos¢ wzrostu kielkujgcych zarodkéw moze by¢ zalezna od intensyw-
nosci i jakosci §wiatla.

Podsumowanie

Hodowla zarodkéw roSlinnych in wvitro jest metoda znang od dawna.
Obecnie znajduje coraz nowe zastosowanie w naukach praktycznych,
glownie hodowli, gdzie jest pomocna w otrzymywaniu cennych gene-
tycznie roslin mieszancowych z niezywotnych nasion. Niezywotno$¢ na-
sion moze by¢ spowodowana zakléceniami powstajgcycymi w wyniku
krzyzowania form oddalonych genetycznie lub warunkami pogodowymi.
Ostatnio metoda hodowli zarodkéw pozwala na masowe otrzymywanie
roslin haploidalnych z krzyzowan miedzygatunkowych.

W przypadku nasion diugo kietkujacych hodowla zarodkéw in vitro
pozwala na skrocenie okresu ich kielkowania a przez to przyspieszenie
cyklu hodowlanego. | :

Mozliwos¢ wykorzystania tej metody jest ograniczona przez malg
skuteczno$¢ hodowli prazarodkéw i zarodkéw niedojrzalych mlodych
oraz niemozliwo$¢ ustalenia uniwersalnej pozywki.

Ponadto, konieczne jest posiadanie specjalnie wyposazonego labora-
torium, ktoére nie zawsze moze by¢ dostepne w zakladach hodowlanych
Pracujacych metodami tradycyjnymi.

Pomimo tych oczywistych trudnosci w wielu przypadkach metoda ta
Jest pomocna w rozszerzaniu bazy genetycznej materialu hodowlanego
1 stanowi zaczatek sukcesu hodowlanego.
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