ZESZYTY PROBLEMOWE
POSTEPOW NAUK ROLNICZYCH
Zeszyt 20

WSTEPNE BADANIA NAD HODOWLA IZOLOWANYCH
ZARODKOW ROSLIN STRACZKOWYCH W SZTUCZNYCH
WARUNKACH

Z. TOMASZEWSKI

W dziedzinie hodowli roélin istnieje do dzisiaj szereg zagadnien dos¢
skomplikowanych, ktoére nastreczajg hodowcom i genetykom wiele trud-
noSci natury zaréwno czysto empirycznej, jak i teoretycznej.

Stosowane dotychczas w hodowli roslin metody, jak krzyzowanie,
selekcja, wychowywanie, aklimatyzacja, dzialanie bodzcéow zewnetrznych
oraz hodowla mutacyjna i poliploidalna nie wyczerpujg wszystkich mozli-
wosci otrzymania nowych lepszych form roslinnych.

Najwieksze znaczenie sposSrod tych stosowanych metod w pracach
hodowlanych ma krzyzowanie, ktére tez i najczesciej jest stosowane.
Krzyzowanie jest na ogoél zabiegiem dos¢ prostym, o ile krzyzuje sie
formy zblizone do siebie i o ile jest wykonane we wlasciwym czasie
i przy zastosowaniu odpowiednich metod. W wypadku gdy formy rodzi-
cielskie roéznig sie miedzy sobg skladem genetycznym, wlasciwosciami
fizjologicznymi oraz budowg morfologiczng narzadéw generatywnych —
jest ono trudne. Z krzyzowaniami tego rodzaju ma sie zwykle do czy-
nienia w krzyzéwkach miedzygatunkowych i miedzyrodzajowych.

Niemozno$¢ otrzymania mieszancéw miedzygatunkowych normalnie
rozwinietych, dobrze kielkujgcych i owocujacych zalezy od wielu przy-
czyn, z ktérych dwie zdajg sie posiadaé decydujgce znaczenie:

1) przyczyny tkwigce w naturze samego endospermu, ktéry jako
tkanka powstala w wyniku podwdjnego zaptadniania dwu réinych ga-
tunkéw jest silnie zréznicowany pod wzgledem genetycznym,

2) przyczyny lezace w samym zarodku, w jego niewlasciwej budowie,
nienormalnym rozwoju, czy odmiennych wymaganiach fizjologicznych.

W wyniku zachwiania réwnowagi $rodowiska przemiana materii
W mlodym organizmie mieszafica nie jest nalezycie zharmonizowana,
wskutek czego nastepuje ograniczenie jego rozwoju, lub zmiana kierunku
rozwoju, a nawet $mier¢. .

Nad otrzymaniem mieszancéw miedzygatunkowych Iubinu Lupinus
luteus, L. angustifolius, L. albus — pracowano dosc¢ intensywnie przez
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szereg lat w Stacji Hodowlano-Badawczej ITHAR w Przebedowie jak
i przy Katedrze Hodowli Roslin i Nasiennictwa WSR w Poznaniu.

W celu przezwyciezenia trudnosci niekrzyzowania sie generatywnego
w/w gatunkéw lubinu stosowano rézne znane, dostepne metody majgce
utatwi¢ krzyzowanie, jak stymulacje znamienia, mieszanie pylku, oraz
uprzednie zblizenie droga szczepien wegetatywnych jednych gatunkéw
na drugich. W czasie przeprowadzenia tych badan stwierdzono niejedno-
krotnie, ze zapylenie i zaplodnienie istotnie zachodzi, czego dowodem
jest zgrubienie zalgzni i wyksztalcenie strgczkéow, ktore po dluzszym
lub krétszym czasie opadajg, nie dochodzgc nigdy do dojrzaloéci. Zaczeto
wiec szuka¢ metod, przy zastosowaniu ktérych mozna by mlody niedoj-
rzaly zarodek, po odizolowaniu go od $rodowiska matczynego dalej
hodowa¢ w sztucznych warunkach. Poza tym w odniesieniu do prac nad
lubinem zastanawiano sig¢ czy przy uzyciu metody hodowli izolowanych
zarodkow nie uda sie zmniejszy¢ zawartosci alkaloidéw do minimum.
Do powyzszego zalozenia sklanialo nas to, ze alkaloidy w lubinie wyste-
pujg tylko w liscieniach, podczas gdy zarodki sg ich catkowicie pozba-
wione. Dlatego tez zaczeto przypuszczac, ze drogg odizolowania zarodkéow
od liScieni i hodowania ich w sztucznych warunkach po kilku latach
otrzyma sie formy lubinu bezalkaloidowego.

Rozpracowanie tych zagadnien stalo sie jednym z tematéw hodowlano-
-badawczych Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin oraz Katedry
Hodowli Roslin i Nasiennictwa WSR w Olsztynie.

Na powyzszy temat nie prowadzono dotychczas w Polsce zadnych prac,
a w kazdym razie nie publikowano. Czosnowski (1) i wspélpracownicy
(2) prowadzili wprawdzie badania nad hodowlg wyizolowanych tkanek
in vitro, jednak prace te potraktowane byly wycinkowo i dotyczyly
glownie charakterystyki tkanek réznych roélin jak i ich gospodarki
witaminowej.

W opracowaniu metodyki badawczej nadajgcej sie do hodowli izolo-
wanych zarodkéw w sztucznych warunkach zarysowaly sie od samego
poczatku dwa kierunki badan: 1) hodowla zarodkéw dojrzatych, 2) ho-
dowla zarodkéw niedojrzalych.

Badania przeprowadzono przez 5 lat w okresie od 1953 do 1957 r.

Pierwsze 3 lata prowadzono je w Stacji Hodowlano-Badawczej IHAR
w Przebedowie pod Poznaniem. Nastepne za§ dwa lata od 1956 do 1957 r.
w pracowni Ro$lin Pastewnych IHAR, jak i w Katedrze Hodowli Roslin
i Nasiennictwa WSR w Olsztynie.

W pierwszych dwu latach badania prowadzono gléwnie nad zarodkami
dojrzatymi, w nastepnych za$, oprocz zarodkéw dojrzalych brano réowniez
zarodki niedojrzale, ktére izolowano wprost w zalgzni, bgdz z dopiero
co zawigzanych strgkéw, w roznych fazach ich rozwoju.
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Hodowla zarodkoéw niedojrzalych ze wzgledu na to, ze jest ona jakby
przedtuzeniem okresu embrionalnego zarodkow poza organizmem roslin-
nym, wymaga duze] precyzji i dokladnosci metodyki badawczej oraz
wnikliwosei 1 umiejetnosci osob jg prowadzacych. Natomiast hodowla
zarodkow dojrzatych tj. takich, ktére po ich coddzieleniu od nasienia
sg zdolne do kielkowania jest latwiejsza.

W pierwszym okresie badan chodzilo gléwnie o poznanie warunkoéw,
w jakich nalezy prowadzi¢ hodowle zarodkéw tak dojrzatych, jak i nie-
dojrzatych. Starano sie wiec ustali¢: 1) jakich uzywaé pozywek co do
ich skladu jakos$ciocwego i iloéciowego, 2) jak wplywajg warunki fizyczne
(temp. Swiatlo i pH) na rozwdj zarodkoéw, 3) jakie nalezy stosowat¢ pod-
toze: stale, plynne czy zestalone.

Materialem doswiadczalnym byly zarodki odmian i gatunkéw z réz-
nych roslin strgczkowych, jak tubin zo6lty, biaty i wagskolistny, tak
formy pastewne jak i gorzkie, groch, peluszka, wyka, soja, soczewica,
bobik oraz ledzwian.

Badania przeprowadzano w zalezno$ci od charakteru pracy i potrzeby
w laboratorium, w szklarni, w inspektach czy wreszcie w polu.

W hodowli izolowanych zarodkéw dojrzatych w pierwszym okresie
postugiwano sie metodami do$¢ prostymi. Zarodki wyizolowane z nesion
po uprzednim ich namoczeniu wysadzano do doniczek, zawierajgcych
réozne typy gleby jak: piasek, czysty plukany kwarc, ziemia ogrodowa
i kompostowa i hodowano je w warunkach zwyktych. Zarodki w miare
potrzeby podlewano pozywka plynna, zawierajaca potrzebne skladniki
mineralne i jako zrédlo wegla sacharoze w postaci cukru. W tych
warunkach zarodki rozwijaty sie bardzo stabo i po pewnym czasie z tych
czy innych przyczyn wieksza ich czg$¢ ginetla.

W drugim etapie prac nad zarodkami zastosowano $rocowisko piynne.
Wyizolowane zarodki hodowano przez pewien okres w warunkach ste-
rylnych na pozywce plynnej, w probéwkach. Gdy zarodki wytworzyly
pierwszg pare listkow i korzeni przenoszono je Z warunkédw aseptycz-
nych do zwyklych i dalej hodowano w pozywce ptynnej mna gazie
rozpostartej na stojach (rys. 1, 2, 3).

Sklad iakosciowy i ilo§ciowy pozywki dostosowanej do potrzeb zarod-
kow dojrzalych przedstawial sie nastepujaco:

KNO; — 0,5 g
Ca(I‘12PO4)2 — 0,1 g
C&(NOg)g — 0,1 g
MgSO4 — 01 g

3 ml 1% cytrynianu zelaza
30 g sacharozy w postaci cukru
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LEubin biaty (Lupinus albus)
A. Zarodki hodowane w kulturach wodnych na sztucznej pozywce na rozpostartej
gazie '

Rys. 1. Zarodki w pierwszej fazie Rys. 2. Roélinki w fazie 2 listkéw
wzrostu

Rys. 3. Roélinki w fazie 6 listkéw

Dodatek 0,01 g humianu potasu na 1 1 w/w pozywki (3) wplywal
korzystnie zaréwno na silny wzrost systemu korzeniowego, jak i czesci
zielonych hodowlanych zarodkow (7).

Odczyn w pozywce wodnej starano sie utrzyma¢ w granicach od
6,5 do 7 pH. Przy zastosowaniu tego rodzaju hodowli mozna bylo hodowaé
te rodliny do kwitnienia, nie zdolano jednak doprowadzi¢ ich do pelnej
dojrzalosci.

Trzecim sposobem hodowli zarodkéw bylo prowadzenie ich w warun-
kach aseptycznych, w $rodowisku plynnym, zestalonym agarem w ilosci
0,8%. Okres hodowli w warunkach aseptycznych trwal przecietnie 4 ty-
godnie, tj. do czasu wytworzenia przez ro$line dwu par lisci i odpowied-
niego systemu korzeniowego (rys. 4, 5, 6). Po tym okresie mlode
siewki wysadzano juz do gleby (rys. 7, 8, 9 i 10).
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Lubin biatly (Lupinus aidbus)

B. Zarodki hodowane w pierwszej fazie w warunkach aseptycznych — w probdéwkach
a — rofliny z izolowanych zarodkéw
b — rofliny kontrolne

Rys. 4. Zarodki po wyizolowaniu
ich z nasion

Rys. 5. Lubin bialy stodki. Wi-
dok ogélny zarodkéw rozwijacych
sie¢ w probéwkach. (Ros$liny 2 tyg.)

Rys. 6. Eubin bialy gorzki. Roélinki w rdéznych fazach

wzrostu .
1 tygodniowe (14.III)
2 o (7. 1II)

3 » (2. IIT i 28. I1)
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Lubin biaty (Lupinus albus)
C. Mlode roslinki po przeniesieniu ich z warunkéw sterylnych do zwyklych —
glebowych, polowych i wazonowych

Roslinki w poczgtkowej Rys. 8. RoSliny w okresie wigza-
fazie wzrostu nia strgkéw

Rys. 9. Roéliny z izolowanych Rys. 10. Ro§liny kontrolne
zarodk6w w okresie dojrzalo- w okresie dojrzato$ci
Sci, W stosunku do kontrol-
nych sg one drobne i niskie
z charakterystycznym niskim

osadzeniem strgkéw
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Przed wysadzeniem roSlin do gleby stosowano niejednokrotnie przej-
. Sciowo przez § do 14 dni Srodowisko plynne, ktére dawalo moznosé
mlodym roslinkom wytworzenia nowych korzeni i wlosnikéw, co ula-
twialo pédzniejsze przyjecie sie roflin w glebie.

Sterylizacje nasion przeprowadzano w alkoholu i sublimacie, lub
8% podchlorynie wapna. Pomieszczenie, w ktorym przeprowadzano izo-
lowanie i hodowle zarodkéw wyjalawiano ozonem, za pomocg lampy
kwarcowej lub rozpylonego w powietrzu alkoholu. Sterylizowanie po-
mieszczenia rozpylonym alkoholem dawalo w naszych badaniach lepsze
rezultaty anizeli uzycie lampy kwarcowej.

W hodowli zarodkéw w sztucznych warunkach aseptycznych stosowano
inng pozywke dla zarodkéw dojrzatych, a inng dla zarodkéw niedojrza-
tych. Sklad pozywki dla zarodkéw dojrzaly:h na 1 litr wody destylo-
wanej byt nastepujacy:

KNO; — 05 g
Ca(H,PO)2 — 0,1 g
C&(NOg)z — 0,1 g
MgSO; — 01 g
KCl — 01 g

3 ml 1% cytrynianu zelaza
30 g sacharozy w postaci cukru
3—5 ml hydrolizatu kazeiny

Dodatek sacharozy do pozywki stanowit dla zarodkéw nie posiadajgcych
jeszcze wlasnego aparatu lisciowego zrédlo wegla, hydrolizat zas ka-
zeiny — byl dla nich Zrédiem wszystkich niezbednych aminokwasow.

Jako substancji wzrostowych uzywano kwasu pg-naftoksyoctowego
w iloéci 0,1 mg na 1 1, lub soli sodowej kwasu a-naftylooctowego w te]
samej ilo§ci. Pozywke zestalano agarem w ilosci 8 g na 1 1

W wypadku hodowli zarodkéw niedojrzatych ilosci skladnikow mine-
ralnych w pozywce zmniejszano o 50%, podwyzszajac w zamian ilo$é
skladnikéw organicznych. Sktad wiec pozywki dla zarodkow niedojrza-
lych byt nastepujacy:

KNO; — 0,25 g
Ca(H,PO,); — 0,05 g
Ca(NO3y), — 0,10 g
MgSOy — 0,10 g
KCl : — 0,05 g

3 ml 1% cytrynianu zelaza

60 g sacharozy w postaci cukru

3—5 ml hydrolizatu kazeiny

50 ml ekstraktu z kielkujacych nasion
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Do pozywki dla zarodnikow roslin motylkowych dodawano ekstrakt
z kielkujgcych nasion soi lub soczewicy. W okresie letnim stosowano
réwniez wycigg z nasion niecojrzalych zebranych w stadium dojrzaltosci
woskowej.

Dodatek ekstraktu z kieltkujgcych nasion lub nasion zebranych w sta-
dium dojrzatosci woskowej dla dalszego rozwoju i wzrostu zarodkow
niedojrzalych byl konieczny. Zawarte w nim bowiem zwigzki jak
auksyny, witaminy oraz inne substancje typu embrionalnego i enzyma-
tycznego warunkowaly dalszy rozwdj zarodkéw poza Srodowiskiem
rosSlinnym.

Ekstrakt z kielkujacych nasion wyjalawiano na zimno, za pomocg
specjalnych filtréow, sporzadzonych z mikrocelulozy w odpowiednim
stosunku z innymi skladnikami (7 g mikrocelulozy, 65 ml acetonu, 35 ml
eteru etylowego oraz 55 ml alkoholu izoamylowego). Filtry te wkladano
do metalowych sgczkéw i przy pomocy pompy prézniowej wyjalawiano
ekstrakt, bez koniecznosci sterylizowania go w autoklawie.

Mikroelementéw do pozywki nie dodawano, poniewaz w wypadku
hodowli zarodkéw roSlin straczkowych, korzystnego ich dziatania nie
stwierdzono.

Jako zrédio wegla dla zarodkdéw, niezdolnych w pierwszym okresie
do asymilacji CO,, dostarczano sacharoze. Z przebadanych 4 cukrowcow
jak: glukoza, fruktoza, maltoza i sacharoza, najlepszym okazala sie¢ sa-
charoza, w ilosci 3% dla zarodkéw dojrzalych; 6% dla zarodkéw niedojrza-
tych. Reakcja badanych gatunkéw roslin strgezkowych na rézne cukrowce
byla rézna. Ogolnie stwierdzono, ze zarodki niedojrzale, wyizolowane
we wecze$niejszych fazach ich rozwoju wymagaja wyzszej koncentracji
cukrowca w roztworze, anizeli zarodki dojrzale. Reakcja niedojrzalych
zarodkoéw na wyzsze stezenia sacharozy w roztworze pozywki zaznacza
sie silnieiszym wzrostem korzeni i hypokotyla, slabiej za$ epikotyla.
Koncentracja 3% sacharozy w pozywce dla zarodkéw dojrzatych okazala
sie dla dobrego ich wzrostu i rozwoju w pierwszym okresie optymalng,
dzialajac korzystnie na wzrost zaréwno korzeni, jak i czesci pod- i nad-
liscieniowych zarodkow (5).

Co do azotu jako zrédla biatka dla zarodkéw, to stwierdzono w kilku
do$wiadczeniach, ze azot nicorganiczny, bedacy w pozywce w postaci
azotanow jest wystarczajagcym zrédiem do budowy bialek dla zarodkow
dojrzalych, — dla zarodkow niedojrzalych jest niewystarczajacy i dlatego
dodatck niewielkich ilosci aminokwaséw (od 1—10 mg na 1 litr pozywki)
jest konieczny (6). Ze stoscwanych réznych aminokwaséw jak aspa-
ragina, arginina, biotyna, glutyna i tianina w iloéci od .1-do 10 -mg/]
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pozywki najlepszymi okazaly si¢ tianina i glutamina w iloSci 5 mg/l
roztworu. Dodatek tych aminokwaséw do pozywki dla zarodkéw dojrza-
lych nie wplywal na lepszy ich wzrost 1 rozw¢j — w niektorych tylko
wypadkach na przyklad u lubinu zéitego na nieco intensywniejsze za-
barwienie chlorofilem hypokotyla i pierwszych listkow. Doé¢é dobrym
zrodlem azotu organicznego okazal sie dodatek do pozywki hydrolizatu
kazeiny (11) w ilosci 3 ml dla zarodkow dojrzalych i 5 ml dla zarodkéw
niecojrzaiych. Hydrolizat kazeiny, (ktory jak wykazuja badania jest
mieszaning ca 20 aminokwas¢éw) stuzyl! zarodkom nie tylko jako
zrodlo azotu organicznego, lecz takze swoimi wiasciwosciami fizycznymi
i swym skladem dzialal w pozywce osmotyzujgco.

Dla zarodkéw niedojrzalych dla ich normalnego rozwoju oprécz
w/w substancji organicznych 1 nieorganicznych konieczny okazal sie
dodatek wyciggu z kietkujgcych nasion (10). Dla zarodkéw roslin strgcz-
kowych najlepszymi ekstraktami okazaly sie — ekstrakt soczewicy i soi.

Odno$nie dzialania czynnikéw fizycznych jak: $wiatto, pH i ciSnienie
osmotyczne na wzrost i rozwoj zarodkéw w warunkach sztucznej ho-
dowli, to stwierdzono, ze czynniki te obok skltadu pozywki odgrywaja
decydujgcg role. Co do warunkéw swietlnych to stwierdzono, ze zarodki
dojrzale jak 1 niedojrzale w poczgtkowych okresach hodowli rosng
i rozwijajg sie lepiej w ciemnos$ci, anizeli na S$Swietle. Kilkudniowe
przebywanie zarodkéw dojrzatych w ciemnosci, powoduje szybszy wzrost
korzeni, co w nastepstwie ma wplyw na intensywniejsze pobieranie
rckarmu z pozywki. Dluisze przetrzymywanie w ciemncsci zarodkow
niedojrzalych w poczatkowym okresie jest konieczne ze wzgledu na
ich dalszy stopniowy rozwd; emkbkrionalny.

We wzroscie poszczegblnych czeSci zarodka badanych rodlin strgczko-
wych w szczegbélnosci za$ lubinu wystepowala zawsze pewna zaleznosc
miedzy wzrostem korzenia gléwnego i epikotylu z jednej strony, a wzro-
stem korzeni bocznych i hipokotyla z drugiej strony. Zalezno$¢ ta jest
jednak inna na $wietle niz w ciemnos$ci. Przyrost korzeni i hipokotyla
na $wietle odbywal sie najintensywniej pod koniec drugiego tygodnia,
wzrost za$ epikotyla zaczynal si¢ w tygodniu trzecim. U zarodkow
hodowanych w ciemnoéci najintensywniejszy przyrost korzenia giownego
i hipokotyla zaznaczyl sie juz pod koniec pierwszego tygodnia. Z olser-
wacji, jak i pomiaréw biometrycznych nad tempem wzrostu hipokotyla
w pierwszej fazie hodowli, a rytmem wzrostu lodygi w okresie wege-
tacji stwierdzono, ze istnieje miedzy nimi wyrazna wspoltzaleznosé.
Wszystkie formy tubinu odznaczajace sig w pierwszych dniach hodo-w}i
szybkim rytmem wzrostu hipokotyla byly w okresie pdzniejszym, w czasie
wegetacji — szybkopednymi. Wspélzaleznosé te stwierdzono u lubinu

6 — Zeszyty problemowe nr 20
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waskolistnego 1 zoéitego. Nalezy wiec przypuszczaé, ze na podstawie
tempa wzrostu hypokotyla na swietle juz w okresie pierwszych dwobch
tygodni bedzie mozna stwierdzi¢, czy ma sie do czynienia z formami
szybkopednymi czy wolnorosngcymi. Mialoby to znaczenie w pracach
hodowlanych nad przeprowadzeniem analizy populacji co do szvbko-
pednos$ci badanych form iubinu, jak i ewentualnego dalszego wykorzy-
stania ich w pracach hodowlanych (tab. 1).

Waznym czynnikiem w hodcwli izolowanych zarodkow in wvitro jest
odczyn pozywki, ktory w miare wzrostu zarodkéw, jak i dziatania innych
czynnikéw zewnetrznych ulega czesciowe]j i stalej zmianie. Wprowadzony
celowo do pozywki Ca(H,POs), dzialal buforyzujgco. Odczyn pozywk:
dla zarodkéw dojrzalych utrzymywano w granicach nizszych od 6 do
6,5 pH, dla zarodkéw za$ niedojrzalych w granicach od 6,5 do 7 pH.

- CiSnienie osmotyczne w pozywce, zwlaszcza dla zarodkéw niedojrza-
lych odgrywa niemniejszg role niz pH. Czynnikami dzialajagcymi silnie
osmotyzuigco w pozywce byly stosowane sacharoza, hydrolizat kazeiny
oraz jony KCl — wprowadzone celowo do skiadu pozywki.

Ze stosowanych w hodowli in vitro 3 $rodowisk — $rodowisko glebowe
posiada najmniejsze znaczenie. Srodowisko plynne, zwlaszcza dla zarod-
kow niedojrzatych w pierwsze] fazie ich rozwoju odgrywa duzg role
i to z kilku wzgledow:

1) mozna w nim jako sSrodowisku scisle zdefiniowanym odpowiednio
regulowaé czynniki fizyczne — jak temperatura, pH, oswietlenie, ci$nie-
nie osmotyczne, co w badaniach tego rodzaju ma duze znaczenie,

2) pozwala cno na mierzenie w kazdym czasie rytmu wzrostu poszcze-
gélnych czesci zarodka,

3) substancje odzywcze bedgce w $rodowisku plynnym latwie] i szyb-
ciej moga by¢ pobrane przez zarodek, niz z jakiegokolwiek innego Sro-
cdovsiska.

Najszersze zastosowanie w hodowli zarodkéw in vitro posiada jednak
srodowiskc plynne zestalone agarem. Srodowisko to stanowi jakby baze,
w ktérei odbywa sie wzrost i 10zwoj zarodkow az do okresu wyksztal-
cenia przez nie wlasnych korzeni i aparatu liSciowego.

Nalezy zaznaczyé, ze prace, jakie przeprowadzono nad opracowaniem
metodyki hodowli izolowanych zarodkow w sztucznych warunkach nad
ro§linami strgczkowymi maja gléwnie aspekt hodowlany. Dotychczas
bowiem stosowane metody w hodowli ro§lin nie rozwigzywaly jeszcze
szeregu zagadnien, ktére w mniejszym czy wiekszym stopniu .ograniczaty
mozliwoéé otrzymywania nowych form roslinnych. Zastosowanie Z3$
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metody hocowli izolowanych zarodkéw w sztucznych warunkach w od-
niesieniu do hcdowli roslin moze sta¢ sie odskocznig do dalszych osiggnieé
i nowych kierunkéw badan. Dotychczasowa metodyka hodowli zarodkoéw.
zwlaszcza niedojrzalych ma jeszcze szereg luk i niejasnosci. Ze wzgledu
wiec na to, do dalszych prac nad jej udoskonaleniem winno sie przy-
stagpi¢ kompleksowo w oparciu o wspdlczesne metody badawcze, azeby
uczyni¢ z niej skuteczne narzedzie w rekach biologa i hodowecy.
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PRELIMINARY INVESTIGATIONS ON THE CULTURE OF ISOLATED
EMBRYOS OF LEGUMINOUS PLANTS UNDER ARTIFICIAL
CONDITIONS

Z. Tomaszewski

Summary

Investigations on the culture in vitro of isolated embryos were
carried on during five years 1953—1957. Mature and immature embryos
were cultured. The first period of investigations concerned the culture



[13] Materiaty z miedzynarodowego sympozjum w Poznaniu — 1958 r. 85

of mature embryos i.e. embryos capable of germination after their
separation from the seed. The culture of immature embryos entered the
second stage of investigations, after a suitable procedure had already
been elaborated. Immature embryos were isolated either directly from
the ovary or from pods at different stages of development directly
after pod-set.

The experimental material consisted of embryos of different species
and varieties of leguminous plants such as: both the bitter and the
fodder fcrms of Lupinus albus, Lupinus luteus, Lupinus angustifolius,
the gray pea (Pisum sativum), spring vetch, soybean, lentils, the bean
(Vicia faba L. minor) and Lathyrus tingitanus.

Three types of media were used: soil, liquid and liquid medium set
with egar. The liquid medium proved particularly suitable for immature
embryos whiie the agar-hardened medium was found to be better for
older embryos.

The nutrient media contained different proportions of organic and
inorganic constituents depending upon whether they were to be used for
mature or immature embrvo culture. The constituents per litre distilled
water are given below:

Nutrient Medium Composition

For mature embryos For immature embryos
|

KNOj : 0,5 g | 0,25 g
Ca(HpPOy)» 0,1 g l 0,05 g
Ca(NO3y), 0,1 g ; 0,10 g
MgSO, 01 g ’ 0,10 g
KCl1 0,1 g 0,056 g
Potassium salt of humic acid 0,1 g 0,05 g
Iron citrate 19 solution 3 ml 3 ml
Saccharose as sugar 30 g 60 g
Agar 8 g D g
Casein hydrolizate — 3—5ml
Germinating seed extract — : 50—100 ml

For mature embryos the solution was kept at a pH of 6,0—6,5 and
for immature ones at a pH of 6,5—7,0.

The embryos were cultured under sterile conditions until they had
developed an adequate number of roots and the leaf apparatus. They
were then transplanted into the soil. Growth and development of the
transplanted plants was slow and weak at first. A while later however
plants developed normally and produced seeds.



86 | . == Zaktad Hodowli Roslin PAN L L [14]

BCTYIIMTEJIBHBIE UCCJEOOBAHUA IIO BbIPAIIH/IBAHI/ILO
VISOJIMPOBAHHBIX 3APOJIBIIIEN BEOBOBBIX PACTEHUM |
B MCKYCCTBEHHBIX YCJIOBUAX

3. Tomauesckr

Conepxauue

B Teuenue nmartu get, ¢ 1953 mo 1957 rr. Besch McciIeOBaHMA IO Bbl-
PallBaHMIO M30JVMPOBAaHHBIX 3apopblllei in vitro. Paboramm ¢ 3apogbi-
LIaMyM 3PeJsIbIMM M He3peJibIMM. BhIpalyBaHMeM 3peJbIX, T. €. TaKUX 3apo-
ABIIICH, KOTOpPBbIe IIOCJE MX M30JMPOBAHMA OT CEMEHM OBbLIM CIIOCOOHBI
K ITPOPACTaHMIO, 3aHMMAJINCh B HAYAJILHOM repuoje mccjieoBanuii. Bripa-
LIMBaHMEM HE3PeJIbIX 3apPOJBILIell 3aHMMAJIMChL II0CJIe BBIPAaOOTAHMUA CO-
OTBETCTBYIOLIlero mMeToza. Hespesble 3apofbllly M30JVPOBaNM U3 3aBA3IM
MY M3 TOJIBKO YTO 3aBsA3aBlUMXcA 0000B — Ha pas3HbBIX (pa3axX Mx pas-
BUTUS.

ITogonbITHBII MaTepMaJl COCTABJIANNM 3aPOABILNM Pa3HbIX BUAOB M COPTOB
6000BBIX pacTeHMII, & UMEHHO: KEJITBhIA JIIONMH, OeJIbIi JIOIMH, CUMHUI JII0-
IIMH, MX KOPMOBBLIE M BBICOKOAJKaJOMAHBIe (QOPMBI, ITeJIOIIKa, SApoBad
BUKa, COdA, YyedyeBMIa, 000bI 1 4mHa.

-VlccmemoBanua IMPOBOAMJIM Ha TPEX Cpenax: IIOYBe, XKUIAKOM U arapmso-
BaHHOJ. CaMoi1 Jiydlleli oKasaJjlach KMAKAA cpena, 0CO0eHHO AJa ele He-
3peJIbIX 3apoAbllliell M arapu30BaHHAA OJIA CTApLUMX 3apOoibILIel].

IIpuMmeHsaeMble nuUTaTeJbHbIE CpeAbl MMeJ B CBOEM COCTaBe aHOPraHu-
YeCKMe U OpraHmMyecKye 9JIeMEHThI B Pa3HbIX KOJIMYECTBEHHBIX OTHOLIEHMAX
B 3aBUCYMOCTY OT TOrO, IIpeJHa3HadeHb! Ju OblyIV IJIs BbIpalllMBaHUSI 3pe-
JBIX WMJM He3peJbIX 3apoibliieil. KoismyecTBO OTHENBHBIX SJEMEHTOB
B I o1 mecTuismpoBaHHOM BOABI OBIIIO ciexyrollee:

ISl 3PesibiX LUl HE3PeJIbIX

3apojbluled 3apoblueit
KNOg 05r 0,25 r
Ca(HgPOy)s 0,1 r | 0,06 r
Ca(NOg)s ‘ 0,1 r | 0,10 r
MgSOy | 0l r 0,10 r
HCI1 ! 0,1 r 0,06 r
TYMSIH KaJjusi . o, r f 0,06 r
JHMOHHH Xene3a — 1% pactBop | 3 cm? | 3 cM?
caxapo3 B BHJe Caxapa 30r | 60 r
arap-arap 8 r | 5r
THOpPOJIH3aT KaseHuHa | ' - i 3—5 cm?

50—100 cm?®

SKCTPAKT K3 NpOpacCTalOIHX CEMsH i -
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Peaxiuio mmMTaTeJbHOM CMECH MOJIA 3pPeJbIX 3apOoAbIlliel yAep3KUBaJu
B npexenax pH 6,0 xo 6,5, nna He3peswIx 3apoabileir B npenenax pH 6,5
no 1,0.

B acenTuuecKux YyCJOBUAX 3aPOZBILIM BBIPAIMBAJMACE KO MOMEHTa 00-
pa30BaHMs COOTBETCTBYIOIIETO KOJMYECTBA KOPHEN M JIMCTOBOTO alrapara,
3aTeM IepecaxKMBaJMuCh B IOYBY. PocT 1 pasBuTHe 9TMX PacTeHMiI IepBO-
HayaJIbHO ObLIM MeaJieHHble M cJjabble, B JaJibHeMIIEeM OHM pPa3BMBaJNUCh
HOPMaJIbHO ¥ JaBaJjy CEMeEHa.



