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KONFERENCJA W LEEDS NA TEMAT: , METODY
ASEPTYCZNYCH KULTUR W HODOWLI ROSLIN*

W dniach od 9—13 lipca 1973 r. EUCARPIA (European Association for
Reserach in Plant Breeding) zorganizowata na uniwersytecie w Leeds (An-
glia) konferencje po$Swiecong zastosowaniu metod aseptycznych kultur w
hodowli roslin. W obradach uczestniczylo ok. 150 0so6b reprezentujgcych
szereg krajow zachodniej Europy, kilka oséb przyjechato z USA i Kanady,
dwie osoby z Wegier, z Polski autor byl jedynym reprezentantem. Kon-
ferencja byla zorganizowana bardzo sprawnie, obrady odbywaly sie co-
dziennie w godzinach od 9 rano do 6 po potudniu, z godzinng przerwa na
obiad. Ogélem wygloszono 40 referatéw, w przerwach miedzy obradami
oraz wieczorami wolny czas przeznaczony byl na dyskusje i rozmowy.

Problematyka konferencji dotyczyla nastepujgcych zagadnien: technika
kultur, praktyczne zastosowanie kultur, genetyczna i cytologiczna stabil-
no$¢ tkanek i organéw w kulturach, kontrola nad rozwojem komoérek i tka-
nek w kulturach, hodowla pytkéw i zarodkow.

Technika kultur miala byé przedstawiona w 5 referatach, niestety
dwoch referentéw nie przyjechato. Leakey z Cambridge przedstawit prostg
technike plynnych kultur dla nasion storczykéw. Technika ta, ktéra umo-
zliwia uzyskiwanie normalnie rozwinietych roslin, moze by¢ z powodze-
niem stosowana przez amatoréw hodowli storczyké4w w warunkach domo-
wych. W drugim referacie méwil o korzysciach jakie daje metoda sztucz-
nych kultur w produkcji duzej liczby roslin mieszancowych z zarodkow
niektérych przedstawicieli rodziny motylkowatych. Jako przykiad podal
soje i orzeszki ziemne, ktére sg roslinami samopylnymi. W normalnych wa-
runkach, celem otrzymania mieszancéw pooklenia F;, rosliny musza by¢
recznie kastrowane i zapylane co jest bardzo czasochionne i kosztowne.
W przypadku stosowania sztucznych kultur mozna krzyzowo zapyla¢ nie-
wielkg tylko liczbe kwiatéw i nastepnie z zarodkéw mieszancowych prze-
niesionych na pozywki uzyskuje sie dodatkowe zarodki. Praktycznie wigc,
drogg jakby wegetatywnego rozmnazania, mozna z jednego zarodka otrzy-
maé ogromng liczbe mieszanicowych roslin. Referat Henshawa z Birming-
ham dotyczyt mozliwosci przechowywania w niskiej temperaturze ptynne-
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go azotu (—196°C) cennych z punktu widzenia genetycznego tkanek kaluso-
wych. Nalezaloby stworzy¢ co$ w rodzaju banku kultur tkankowych o wy-
sokich wartosciach genetycznych, z ktérego moznaby korzysta¢ w nieogra-
niczonym czasie.

O praktycznym zastosowaniu sztucznych kultur méwilo 5 referentow.
Glownie zwracano uwage na doniostg role, jakg spelnia ta metoda w uzys-
kiwaniu roslin niezawirusowanych. Boxus z Gembloux, Belgia, wykazat na
przykladzie truskawki, jak z jednego merystemu ro$liny zawirusowanej
mozna w ciggu 8 miesiecy otrzymac¢ 160 000 czystych roslin. Podobne moz-
liwosci istniejg w przypadku hodowania na pozywkach merysteméw z kiel-
kujgcych nasion jabtoni (Walkey z Warwick, Anglia) oraz z merysteméw
pakow kalafiora (Crips z Warwick). Wsrdd roélin cebulkowych mato jest
gatunkéw, ktoére sg zdolne w ciggu jednego roku wyprodukowaé¢ duzg licz-
be potomstwa. Ponadto, potrzeba od 10 do 20 lat na to, azeby wyselekcjo-
nowa¢ odpowiedniego mieszanca i wprowadzié¢ go do masowej eksploataciji.
Usiluje sie wiec skroci¢ ten dtugi okres przez stosowanie metody hodowli
in vitro. Hoduje sie tkanki merystematyczne i uzyskuje w ciggu jednego
sezonu z kazdego merystemu szereg roslin np. u gatunkéw z rodzin Irida-
ceae, Liliaceae Ameryllidaceae (Hussey z Norwich, Anglia). Clare z Liver-
pool méwila na temat hodowli merysteméw brukselki, gatunku, ktéry na-
lezy do roslin samoniezgodnych. W warunkach hodowli in vitro, z meryste-
mu jednej tylko ro$liny otrzymuje sie szereg identycznych osobnikéw.

Na temat genetycznej i cytologicznej stabilnosci tkanek i organéw wy-
gtoszono 4 referaty. W tkankach kalusowych oraz w komérkach pojedyn-
czych (w suspensjach) obserwuje sie liczne zaburzenia w podziale jader
co doprowadza w konsekwencji do powstawania komérek poliploidalnych
i aneuploidalnych. Zaklécenia w podzialach zachodzg cze$ciej w kulturach
starszych. Niemalg role odgrywa takze sktad pozywki, zwlaszcza auksyny
i cytokininy wplywajg na poliploidalno$¢ komoérek. Ciekawy jest fakt, ze
w przypadku hodowli merysteméw mitozy zachodzg prawidtowo i dlatego,
dzigki duzej stabilnosci kultur merystematycznych, uzyskuje sie organiz-
my, ktére pod wzgledem liczby chromosoméw nie réznig sie od materiatu
wyjsciowego (Bayliss z Leicester). W przypadku jednak hodowli in wvitro
merysteméw chryzantem (z jednego merystemu w plynnej pozywce na
aparacie rotacyjnym otrzymano w ciggu 6 miesiecy 100 000 pgkéw) okaza-
to sig, ze u ok. 289/, roslin zaszly mutacje, ktére objawialy sie w réznym
zabarwieniu kwiatéw, ksztalcie liSci, odmiennym reagowaniu na fotope-
riod itp. Nalezy jednak pamietaé, ze w merystemach wierzcholkowych to-
dyg u chryzantem, nawet w warunkach naturalnego ich rozwoju, zachodzg
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mutacje genetyczne i pewne zmiany somatyczne (Machin z Chichester, An-
glia). Staudt z Siebeldingen, NRF, moéwigc na temat cytologii tkanek kalu-
sowych pochodzgcych z diploidalnych i tetraploidalnych roslin Vitis vinife-
ra stwierdzil, ze na pozywkach plynnych znacznie czesciej znajduje si¢ ko-
morki poliploidalne niz na pozywkach agarowych. Okamoto (Japonczyk,
ktory przebywa od wielu lat w USA i NRF) charakteryzowal pod wzgle-
dem kariologicznym tkanki kalusowe pszenicy — Triticum aestivum var.
Chinese Spring. Gléwng uwage poswiecit liczbie chromosomoéw oraz obec-

nosci chromosomoéw telocentrycznych.

Dziewig¢ referatéw dotyczylo rozwoju tkanek i organéw w kontrolowa-
nych sztucznych warunkach hodowli. Powyzsza grupa tematyczna odbiega-
ta nieco od pozostatych pod tym wzgledem, ze referowane prace czgsto do-
tyczyty badan podstawowych i nie zawsze nawigzywaly do hodowli roslin.
Referat Buiattiego z Pizy, Wlochy, poswiecony byl charakterystyce fizjolo-
gicznej tkanek kalusowych pochodzacych z 6 linii Brasica oleracea var.
botrytis. O roli auksyn w procesie powstawania pgkéw z tkanek kaluso-
wych trzciny cukrowej oraz o potencjach rizogennych tkanek palmy Ela-
eis guineenis moéwi. K. Smith z Sharnbrook, Anglia. Nag z Leicester refe-
rowal cze$¢ badan wykonywanych obecnie w pracowni prof. Streeta a do-
tyczgcych potencji embriogenetycznych pojedynczych komorek korzenia
marchwi hodowanych w ptynnych pozywkach. Kessel z Bedford, Anglia,
mowit o duzej roli jakg odgrywa koncentracja rozpuszczalnego tlenu w po-
zywce w procesie embriogenezy. O prébach hodowli in vitro fragmentow
pakoéw Asparagus officinalis i analizie anatomicznej tych pgkow oraz uzys-
kanych z nich kaluséw i korzeni mowil Aynsley z Twyford, Anglia. Ren-
ther z Geisenheim, NRF, przeprowadzit charakterystyke tkanek kaluso-
wych uzyskanych ze stozkéw wzrostu Pelargonium pelatum X P. zonale.
Modyfikowano sklad pozywki, szczegdlnie zwracano uwage na rolg auksyn
i kinetyny. Stwierdzono, ze kinetyna wplywa na powstawanie komorek
poliploidalnych oraz na tworzenie sie $cian wtérnych. Dutuit z Orsay,
Francja, w pracy nad hodowlg in vitro tkanek Vicia faba wykazal jak waz-
ng role odgrywa stan aktywnosci fizjologicznej eksplatantow pobiera-
nych do do$wiadczen oraz koncentracja zwigzkéw chemicznych obecnych
w pozywce. Problem zakwitania roslin marchwi, ktére otrzymano z poje-
dynczych komérek wg metody Stewarda, reefrowal Jones z Beds, Anglia.
Na temat morfogenezy izolowanych i hodowanych in vitro komérek lisci
Quamoclit cocciena (Conwvolvulaceae) méwit Kohlenbach z Frankfurtu,
NRF. Izolowane komérki palisadowe (cieto skrawki liSci, ustawiano na
wstrzgsarce i saczono) po umieszczeniu w pozywee z réoznymi dodatkami
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auksyn i kinetyny dzielily sie, powstawala tkanka kalusowa, z ktoérej na-
stepnie wyrastaly korzenie.

Bogato byla reprezentowana tematyka zwigzana z hodowlg pytkéow
i zarodkow. Nitsch z Gif-sur-Ivette, Francja, w oparciu o wieloletnie prace
nad indukcjg zarodkow z pytkéw zwrécita uwage w swym referacie na
dwa czynniki, ktére odgrywajg duzg role w procesie androgenezy: a) niska
temperatura (pgki z ktérych wyszczepiano pylniki umieszczano w wodzie
przez 48 godz. w temp. 3°C); b) wyciag z pylnikéw, w ktérych zachodzi pro-
ces androgenezy (hodowano pylniki pomidora na pozywece, do ktoérej doda-
wano wycigg z pylnikow tytoniu). W oparciu o dotychczasowe badania
nad hodowlg in vitro pylnikoéw wiadomo, ze nie zawsze uzyskane z pytkow
rosliny sg haploidalne, zdarzajg sie takze di, tri, tetra, penta i heksaplo-
idalne. Engvild z Riso, Dania, wykazal, ze istnieje zalezno$¢ miedzy sta-
dium rozwojowym wyszczepianych pylnikéw a ploidalno$cig rozwijajgcych
si¢ zarodkow. W przypadku Datura innoxia z pylnikéw wyszczepianych
w stadium mikrospor powstawaly tylko haploidy, w stadium mlodych
2-komorkowych pytkow tylko diploidy i w stadium starszych 2-komérko-
wych pytkow diploidy i triploidy. Picard z Orsay, przedstawil dotychcza-
sowe wyniki doswiadczen nad hodowlg pylnikéw Triticum aestivum, szcze-
golnie omawial zestaw stosowanych pozywek. Niestety, jak na razie, nie
udalo sie znalez¢ optymalnej pozywki. O uzyskaniu wegetatywnej tkanki
z hodowanych in vitro pylnikéw truskawki i Salpioglosis (Solanaceae) mo-
wil Janick z Lafayette, USA. Sunderland z John Innes Institute, Anglia,
przedstawitl prace na temat indukcji procesu androgenezy w pylnikach
Solanum tuberosum. Otrzymano kilka ro$lin zawierajgcych haploidalng
(dihaploidalng) liczbe chromosoméw. O dotychczasowych wynikach badan
nad uzyskiwaniem zarodkéw i roslin z pytéw Atropa beladonna, Solanum
dulcamara i Lycium halimifolium moéwil Zenkteler. Ponadto, zostaly takze
przekazane informacje na temat tegorocznych doswiadczen dotyczgcych
powstawania haploidalnych zarodkéw z pytkéw Hordeum vulgare (3 odmia-
ny), Festuca pratensis i Secale montanum. Debergh z Gent, Belgia, mowil
o udanych pracach dotyczgcych hodowli pytkéw pomidora w ptynnych po-
zywkach. Rashid z Leicester referowal prace na temat hodowli in wvitro
pylnikow Atropa belladonna na prostych pozywkach bez dodatku substancji
wzrostowych. Jeden referat wygloszony przez Norreel z Gif-sur-Ivette
dotyczyl badan cytochemicznych wczesnych stadiéw rozwojowych andro-
genicznych zarodkéw u kilku przedstawicieli rodziny Solanaceae. Pelle-
tier z Orsay mowit o korzysci jakg daje metoda nianki (nurse tissue tech-
nic) w procesie androgenezy pojedynczych pylkéw tytoniu.
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Niektére miedzygatunkowe zarodki w rodzaju Lilium zamierajg we
wczesnych stadiach rozwojowych z powodu nienormalnego wyksztatcania
sie bielma. W innych krzyzéwkach, zarodki osiggajg dojrzatos¢ ale nasiona
nie kietkujg. W obu przypadkach dzieki izolacji zarodkéw i hodowli na
pozywce mozna otrzymaé¢ nowe mieszancowe ro$liny. Metoda sztucznych
kultur umozliwia takze rozwdj triploidalnych ros$lin w tych przypadkach
kiedy krzyzujgc diploidy z tetraploidami nie wyksztalcajg sie zywotne na-
siona (North z Dundee, Szkocja). Opracowano metode uzyskiwania mono-
ploidalnych zarodkéw jeczmienia z zenskiego gametofitu. Polega ona na
tym, ze krzyzuje sie Hordeum vulgare )X H. bulbosum. Kilka dni po zaptod-
nieniu chromosomy H. bulbosum zostajg wyeliminowane z rozwijajgcego
sie zarodka i w konsekwencji, dalej wyksztalcajgce sie zarodki zawierajg
tylko chromosomy H. vulgare. Zarodki te, raczej prazarodki, w normalnych
warunkach zamierajg 2—3 tygodnie po zaplodnieniu. Po przeniesieniu ich
jednak do pozywki osiggajg dojrzalo$¢ i tworzg w pelni wyksztatcone ha-
ploidalne rosliny (Jensen z Riso, Dania). Metoda zapylania in vitro zalgz-
kow zostala omowiona przez Zenktelera. Obiektem doswiadczalnym byty
zalazki Melandrium album, ktére zapylano pylkiem pochodzgcym z kilku
gatunkéow rodziny Caryophyllaceae, po jednym gatunku z rodziny Cruci-
ferae, Campanulaceae i Solanaceae. Harberd z Leeds przedstawil prace na
temat hodowli in vitro zalgzkéw z zarodkami. W krzyzéwkach miedzyga-
tunkowych w obrebie Brassica otrzymuje sie czesto zarodki tylko w sta-
dium kulistym lub sercowatym. Chcgc pobudzi¢ je do dalszego rozwoju,
izoluje sie zalgzki i przecina w p6l (odciecie utatwia bezpos$redni doptyw
pozywki do zarodka), a dopiero nastepnie przenosi sie do ptynnych pozy-
wek w aparacie rotacyjnym. Dzieki tej metodzie otrzymano okoto 100 no-
wych mieszancéw miedzygatunkowych i 8 miedzyrodzajowych.

Trzy referaty stanowily jakby probe spojrzenia w przyszlos¢ i perspek-
tyw stosowania sztucznych kultur. Cocking z Nottingham rozwingt temat
zwigzany z hodowlg in vitro nagich protoplastow, zwrocit tez uwage na
mozliwos$é lgczenia protoplastéw roznych gatunkdéw. Autor sugerowal, ze
poprzez fuzje protoplastow bedzie mozna dostarczy¢ hodowcom me-
tode dla uzyskiwania nowych mieszancow, ktéorych w normalnych warun-
kach piciowego rozmnazania nie udaje sie otrzymaé. Melchers z Tubingen,
NRF, podkreslal ogromne znaczenie jakie bedzie miata metoda hodowli
in vitro pylnikéw dla produkowania na wielks skale haploidow. Apelowat
o prowadzenie jak najszerszych badan nad roslinami homozygotycznymi,
glownie pod katem wyselekcjonowania mutantéw odpornych na choroby.
Maliga (Wegier, czasowo przebywajgcy w Tiibiengen) mowit o wyhodowa-
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niu z tkanek kalusowych tytoniu komoérek odpornych na streptomycyne.
Otrzymane z tych komorek rosliny i ich potomstwo réowniez wykazywaly
takg samg odpornos¢. Autor sugerowatl, azeby w podobny sposéb wyodreb-
nia¢ wartosciowe mutanty z tkanek kalusowych innych, ekonomicznie
waznych roslin.



