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CZESC 1. ZAPYLANIE SLUPKOW I ZAPEADNIANIE ZALAZKOW IN VITRO

WSTEP

Odkrycie podwdjnego zaplodnienia u ro§lin przez Nawaszina w 1898 r.
oraz znajomo$¢ praw Mendla pozwolity na przeprowadzenie wielu prac nad otrzy-
maniem coraz to bardziej pozytecznych i doskonalych odmian i gatunkéw. Prébo-
wano wprowadzaé rézne sposoby dla przezwycigzenia barier w procesie zaptodnie-
nia, azeby otrzyma¢ zarodki mieszancéw miedzy odmianami, gatunkami i rodza-
jami. Wiele krzyzéwek nadal jeszcze nie udaje si¢ i nie dochodzi do wyksztalce-
nia si¢ Zywotnych nasion z réznych przyczyn. Oto niektéie z nich:

1) Niezdolno$¢ ziarn pytkéw do kietkowania na obcym znamieniu.

2) Zbyt kroétkie lagiewki pytkowe nie dochodzace do zalazkow.

3) Staby i powolny wzrost lagiewek.

4) Pekanie tagiewek.

5) Wczesne odpadanie kwiatéw, zanim jeszcze lagiewka dojdzie do zalgzka.

6) Niewyksztalcanie si¢ zarodkéw w zalazkach.

Chcagc zapobiec degeneracji zarodkéw probuje si¢ wyizolowaé je we wezesnych
stadiach rozwojowych i hodowaé na pozywkach, co natrafia z kolei na duze prze-
szkody. Zwiazane sa one przede wszystkim z trudnodcia wyizolowania w sta-
nie nieuszkodzonym tak malych obiektéw, jak rowniez ze stosowaniem niewlasciwych
pozywek, co jest spowodowane nieznajomo$cia wymagan odzywczych badanego
materiatu. Trudnosci te choé czgéciowo starano si¢ pominaé¢ przez hodowanie
calych zalagzkéw lub zalazni, zamiast izolowania prazarodkéw.

Technika hodowli zalazni in vitro zostala wprowadzona przez La Rue (1942),
Jansena i Bonnera (1949) oraz Nitscha (1949). Zwykle jednak owoce nie wy=-
ksztalcaly zywotnych nasion i byly mniejsze od wytwarzanych w naturze. Zapylone za-
laznie niektérych gatunk6éw roélin hodowali: Maheshwari i Lal (1961a,b); J ohri
i Guha (1963); Nitsch (1963); Melnick i in. (1964). Niektére z tych do§wiadczen
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okazaly si¢ bardzo interesujace. W wypadku np. hodowli zalazni Allium cepa
i Iberis amara owoce byly tak samo duze, a nawet czasem wigksze od wytwarzanych
przez roliny .uprawne w polu.

W podanych wyzej przykladach wzrost i rozwéj zarodkéw odbywal si¢ tylko
w tych zalazniach, ktore zostaly zaptodnione w warunkach naturalnych. Wyko-
nano rowniez kilka udanych préb zapylenia i zaplodnienia in vifro poprzez zapy-
lenie stupkéw w probdéwcee, przez wprowadzenie pytkow bezposrednio do wnetrza
zalazni lub tez przez umieszczenie pytkéw na wyizolowanych zalazkach, ktére
hoduje si¢ na specjalnie dobranych pozywkach.

Zapylanie slupkéw. Istnicje jeszcze malo prac dotyczacych zapylania za-
lazni i stupkow in vitro. Dulieu (1963, 1966) wyszczepial niezapylone stupki Nico-
tiana tabacum na pozywki zawierajace makroelementy wg Haberlandta, mikro-
elementy wg Hellera, witaminy z grupy B, sacharoz¢, mleko kokosowe i rézne amino-
kwasy. Stupki zapylano w dniu wyszczepienia, albo nast¢pnego dnia. Zaptodnienie
zachodzito u 25% zalazkéw, jednak w zalazni wyksztatcato si¢ tylko 10—15 nasion.
Nasiona te kietkowaly in situ albo po przeniesieniu na $wieza pozywke; w obu
wypadkach rozwijaly si¢ prawidlowo wyksztalcone rosliny.

Shivanna (1965) wyszczepial stupki Petunia violacea na pozywce mineralnej
Nitscha i zapylal je w dniu wyszczepienia lub nastgpnego dnia. Stupki wycinano
wraz z krétka szypulka, calo$é sterylizowano woda chlorowa, ptukano kilka razy
w wodzie sterylnej i przenoszono na pozywke. W niektorych przypadkach stupki
hodowano razem z kielichem, lecz platki i preciki zawsze usuwano. Okazalo sig,
ze zachowany kielich wplywa korzystnie na embriogenez¢ w warunkach hodowli
in vitro. Analiza histologiczna do$wiadczalnego materialu wykazala, iz zapylenie,
zaptodnienie i rozwdj zarodka przebiegaly prawidtowo i w kazdej zalazni znajdowano
od 150—200 nasion z dojrzalymi zarodkami zdolnymi do kietkowania po przenie-
sieniu na $wieza pozywke. Podobnie udalo si¢ otrzymac nasiona przy zapyleniu
stupkdéw hodowlanych in vitro u Antirrhinum majus (Usha 1965) i u Nicotiana
rustica (Rao 1965). U Nicotiana nasiona kietkowaly w zalaZni zanim jeszcze
przeniesiono je na $wieza pozywke i wtedy korzenie przebijaty Scian¢ zalgzni kie-
rujac sie w stron¢ pozywki.

Zenkteler (praca nie opublikowana) réwniez przeprowadzil doswiadczenia
nad zapylaniem stupkdéw w hodowli in vitro w Lathyrus odoratus, Pisum sativum
i Saponaria sp. (Ryc. 1). U dwodch pierwszych roslin obserwowano proces zapy-
lenia, zaptodniema i rozwdj prazarodka az do pojawienia si¢ zaczatkow liscieni.
Nigdy jednak nie dochodzito do wyksztatcenia si¢ dojrzatych zarodkéw. U Sapo-
naria natomiast embriogeneza przebiegala do konica, jakkolwiek u bardzo niewielkiej
liczby zalazkéw (znajdowato zaledwie od 1—3 nasion w kazdej zalaini).

Pobudzenie pytkéw do kietkowania na znamieniu na ogél nie natrafia na duze
trudnosci. Wydaje sie, ze warunki do kietkowania na znamieniu sa mniej lub bar-
dziej jednolite i pylki moga kielkowa¢ nawet na znamionach roslin oddalonych
pod wzgledem systematycznym (np. pytki Lathyrus na znamionach Convallaria).
Czasami jednak pylki nie kietkuja z powodu braku boru lub auksyn lub tez na skutek
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wystepowania grubej kutykuli pokrywajacej brodawki znamion. Obydwie przeszkody
w pewnym stopniu mozna usuna¢, gdyz np. bor i auksyny o okreslonym st¢zeniu
mozna rozpyli¢ na znamieniu, a kutykulg rozpusci¢ przy uzyciu kutynazy albo
poprostu delikatnie rozgnie$¢. Praktykuje si¢ takze odcigcie znamienia i zaloZenie
sztucznego, sporzadzonego z cukru, Zelatyny i innych substancji. Duza trudno$¢
lezy we wzroScie lagiewki pytkowej i przejsciu jej przez szyjke slupka. Moze to
by¢ spowodowane albo tym, ze lagiewka jest za krétka i nie dojdzie do zalazka,
albo tkanka szyjki stlupka, przez ktora przebija si¢ fagiewka, jest medostosowana do
typu lagiewki i przez to hamuje lub uniemozliwia jej wzrost.

Ryc. 1. Zapylanie in vitro stupkéw
A — Pisum sativum; B — Saponaria sp.,; C — Lathyrus odoratus. Fotografie wykonane 2 tygodnie po
zapyleniu (Zenkteler, niepubl.)

Stale jeszcze posiadamy mato wiadomosci na temat zmian jakie dokonuja sig
na znamieniu i w szyjce stupka w okresie od zapylenia do zaptodnienia. Badania
morfologiczne i anatomiczne w polaczeniu ze $ledzeniem zmian biochemicznych
w komérkach oraz sposob wzrostu fagiewki moga okaza¢ si¢ bardzo owocne dla
badan nad sterylno$cia u roslin.

Zapylenie wewnatrzzalagZniowe. Strasburger (1886) nalezal przypuszczal-
nie do pierwszych botanikéw opracowujacych technik¢ wewnatrzzalazniowego zapy-
lania. Dahlgrenowi (1962) udalo si¢ doprowadzié¢ do zaptodnienia zalazki u Codo-
nopsis ovata poprzez odcigcie szyjki stupka i umieszczenie pylkéw na szczycie za-
lazni. Podobne do$wiadczenia przeprowadzili Cappelletti (1937) u Digitalis
purpurea i Bosio (1940) u Helleborus i Paeonia.

Ostatnio badania nad wewnatrzzalgzniowym zapylaniém zostaly bardzo staran-
nie i skutecznie przeprowadzone u przedstawicieli rodziny Papaveraceae (Kanta
1960; Maheshwari i Kanta 1962, 1964; Kanta i in. 1962; Kanta i Mahe-
shwari 1963). Zanim przystapiono do do§wiadczen, ustalono czas otwierania si¢
kwiatow, wysypywania pylkow i zapylania, opracowano technike zbierania pytkow
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w warunkach sterylnych oraz opracowano metod¢ wstrzykiwania pytkéw do zalazni.
Na podstawie wstepnych wynikéw wybrano do do§wiadczer nastgpujace gatunki:
Papaver rhoeas L., P. somniferum L., Eschscholzia californica Chem., Argemone
mexicana L., A. ochroleuca Sweet. Dla hodowli pyltkéw postugiwano si¢ metoda
kropli wiszacej. Uzywano wody wodociagowej i podwoéjnie destylowanej z do-
datkiem sacharozy i kwasu bornego w roéznych koncentracjach. Najwickszy
procent wykietkowanych pytkow i najdtuzsze tagiewki pytkowe otrzymano hodujac
pylki w podwoéjnie destylowanej wodzie z dodatkiem 100 mg/l kwasu bornego.
Jedna kropla takiego roztworu zawierala od 100—300 ziarn pytkowych. Celem
zabezpieczenia stlupkéw przed zapyleniem na 24 lub 48 godz. przed do$wiadcze-
niem z wyselekcjonowanych pakéw kwiatowych wycinano pylniki i nastgpnie paki
obwiazywano celofanowym kapturkiem. Przed samym doSwiadczeniem, tzn.
w dniu, kiedy kwiat otwieral sig, albo jeden dzieri p6Zniej, zalaznie wycierano watg
namoczona w etanolu i przekluwano $ciang¢ zalazni w 2 miejscach. Jeden. otwor
stuzyt do wprowadzenia pytkéw, a drugi po przeciwnej stronie do wydostania si¢
powietrza na zewnatrz. Roztwor z pytkami wstrzykiwano przy uzyciu 1 ml strzy-
kawki (przed ,,zastrzykiem*“ wstrzasano strzykawka, azeby réwnomiernie rozprowadzi¢
pylki w roztworze). Po wprowadzeniu roztworu do zalazni obydwa roztwory zale-
piano specjalng wazeling — petroleum jelly. Do$wiadczenie przeprowadzono w pig-
ciu wariantach: 1. Zalaznie nakluwano, ale nie wprowadzano pytkoéw i kwiaty z po-
wrotem obwigzywano kapturkiem. 2 i 3. Wstrzykiwano pylki w roztworze kwasu
bornego o stezeniu 100 i 200 mg/l wedtug metody opisanej powyzej. 4. Roztwor
z pylkami wprowadzono do zalazni przez nacigcie w §cianie lub przez otwér otrzy-
many po odcigciu znamienia. 5. W podobny sposéb wprowadzono ,,pylki suche®.
Jako kontrole stuzyly roéliny zapylane w warunkach naturalnych.

Celem przesledzenia zaplodnienia oraz rozwoju nasienia material utrwalono
w odstepach 3-dniowych, nastgpnie zatapiano w parafinie, krojono na mikrotomie
i przeprowadzano obserwacje mikroskopowe.

W kwiatach kontronych Papaver pylki kietkowaly na znamieniu i po 24 godzi-
nach lagiewki dochodzity do mikropyle. Podwdjne zaptodnienie nastepowalo w ciggu
3 dni od zapylenia i po nastgpnych 3 dniach w woreczkach zalagzkowych spotykano
2—5 komérkowe prazarodki z bielmem jadrowym. Po 15 dniach od momentu
zapylenia w nasionach wystgpowaly juz dojrzale zarodki i ok. 4000 nasion wypel-
niato torebke. U Eschscholzia i Argemone procesy te przebiegaly w podobny sposob.

W pierwszym wariancie do$wiadczalnym, tj. w wypadku, kiedy zalaznie naktu-
wano bez wprowadzenia pylkéw, zalaznie powigkszaly si¢ nieco, jednak wkrotce
potem wysychaly nie wytwarzajac nigdy zywotnych nasion.

Pylki wprowadzone do komory zalazni metoda wstrzykiwania kietkowaly
i niektére lagiewki wnikaly przez mikropyle do zalazkéw. Zaptodnienie miato
miejsce po 2—4 dniach. Rozwdj zarodka i bielma przebiegat w podobny spos6b
jak u roélin kontrolnych, jakkolwiek torebki byly nieco mniejsze (Ryc. 2, 3). U Pa-
paver somniferum najwieksza liczba nasion powstawala w tych przypadkach, kiedy
pylki wprowadzono do zalazni przez otwér powstaly po usunigciu znamienia.
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Ryc. 2. Papaver somniferum. A — D zalaznie kontrolne zapylane w warunkach naturalnych. A — zalainia

w dniu otwarcia kwiatu; B — owoc 24 dni po otwarciu kwiatu; C — D przekroje podtuzne zalazni A i B;

E — H zalaznie po wewnatrzzalazniowym zapyleniu pytkami zawieszonymi w roztworze 100mg/l kwasu

bornego; strzatki wskazuja miejsca naklucia; E — zalaznia w dniu wprowadzenia pytkéw; F — owoc po
27 dniach hodowli; G — H podtuzne przekroje zalazni E i F (Wg Kanta 1963)

U Eschscholzia najlepsze wyniki otrzymano gdy wstrzykiwano pylki w roztworze
kwasu bornego o stezeniu 200 mg/l. Owoce dojrzewaly w tym samym czasie co
kontrolne, jednak przecigtnie ilo$¢ nasion w puszkach wynosita tylko 259, w po-
réwnaniu do kontrolnych. U Argemone nie otrzymano nasion w ogdle, jezeli do
zalazni wstrzykiwano pytki w postaci zawiesiny. Natomiast kiedy przecinano $ciang
zalazni i wprowadzano pylki w postaci suchej, otrzymano duza liczbg zdrowych
nasion.

Rownoczeénie robiono do$wiadczenia nad krzyzéwka pomiedzy Argemone
mexicana i A. ochroleuca. A. mexicana jest diploidem o n = 14, a A. ochroleuca
jest tetraploidem o n = 28. Krzyzowki w naturze zachodza rzadko i z tego wzgledu
prébowano zastosowac zapyleme wewnatrzzalazniowe. W krzyzowce A. ochroleuca
(9) x A. mexicana (3) nasiona nie zawigzywaly si¢, kiedy wstrzykiwano zawiesing
pytkéw; przy wprowadzeniu ,,suchych® pytkéw poprzez nacigcie w $cianie zalazni,
pewna liczba pytkéw kielkowata, tagiewki wnikaly do mikropyle i w tych przy-
padkach rozwijaly si¢ normalne zarodki i bielmo. Przecig¢tnie otrzymano 10 zy-
wotnych nasion, choé w pewnych przypadkach znajdowano ich az 30 i wigcej.

W krzyzéwee odwrotnej A. mexicana (§) X A. ochroleuca (3) — pyiki pocho-
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dzace tym razem z roélin tetraploidalnych —- kietkowaly o wiele lepiej. Rowniez
przecigtna liczba nasion w torebce byla wigksza i wynosita od 30—50. Nasiona
otrzymane w wyniku obydwu do$wiadczern wysiewano w glebie, gdzie kietkowaly
dajac prawidlowo rozwinigte, zdrowe roSliny.

Zaptadnianie zalazkéw. Zapladnianie zalazkéw na pozywkach nalezy
do wyjatkowo trudnych zadan. Jak dotychczas, tylko u kilku roélin udato si¢ otrzy-
maé nasiona w wyniku zapladniania zalazkow in vitro, mimo ze przeprowadzono
szereg doSwiadczen nad wieloma gatunkami. W pracach tych albo hoduje si¢ na
pozywce pojedyncze nagie zalazki, albo wyszczepia si¢ zalazki wraz z tozyskiem.
W obydwu przypadkach na zalazki wysypuje si¢ ziarna pytkéw, ktore albo kietkuja
na pozywce (tak jak w przypadku pierwszym, kiedy hoduje si¢ nagie zalazki),
albo tez kietkuja na zalazkach przyro$nigtych do lozyska.i wtedy moga nie pozosta-
waé w bezposrednim kontakcie z pozywka.

i
i

Ryc. 3. Papaver somniferum. Wzrost i rozw6j nasion po zapyleniu i zaplodnieniu w warunkach naturalnych

i sztucznych. A — zapylenie i zaplodnienie w warunkach naturalnych; B — wewnatrzzalazniowe zapylenie

i zaplodnienie; C — zapylenie i zaplodnienie izolowanych zalazkéw w probowce. O — 21 liczba dni

od otwarcia paka kwiatowego. Obszar zakreskowany — bielmo; zakropkowany — obielmo; czarny —
zarodek

Istotng rol¢ odgrywa tu dobdér wiasciwej pozywki. Powinna ona by¢ na tyle
uniwersalna, azeby umozliwila hodowle zalazka, kietkowanie pytku i réwnoczesnie
dostarczala potrzebnych zwiazkéw dla rozwijajacego si¢ prazarodka, zarodka
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i bielma. Duza trudno$¢ stanowi izolacja zalazkéw w stanie nieuszkodzonym oraz
zachowanie pelnej sterylnosci. Uniknigcie zakazed nie jest latwe, poniewaz do
do$wiadczern uzywa 'si¢ olbrzymiej liczby pylkow pochodzacych z niewysteryli-
zowanych pylnikéw. Z tych to powodéw w pracach nad zapladnianiem zalazkéw
nalezy postugiwaé si¢ ogromna iloécia materiatu wyjsciowego, gdyz z gory trzeba
zalozyé, ze wysoki procent do$wiadczalnego materialu zdegeneruje, lub zostanie
zakazony juz na samym wstgpie.

Kanta i Maheshwari (1964) przeprowadzili udane do$wiadczenia u 5 ga-
tunkéw roélin: Papaver somniferum L., Argemone mexicana L., Eschscholzia cali-
fornica Cham., Nicotiana rustica i N. tabacum. Z szeregu probnych pozywek wybrano
jedna dla wszystkich gatunkéw roslin. Byla to pozywka mineralna Nitscha z komple-
tem witamin i glicyna wedtug Rangaswamy, sacharoza w stezeniu 5% i agarem 0,7 7.
W niektorych przypadkach dodawano do pozywki hydrolizat kazeiny w st¢zeniu
500 ppm. Kwiaty, z ktorych pobierano zalazki do hodowli, byly kastrowane jeszcze
w stadium paka i obowiazywane torebka z celofanu, azeby zapobiec ewentualnemu
zapyleniu. W dniu otwarcia kwiatow stupki izolowano, sterylizowano 10—15 min.
w wodzie chlorowej i w warunkach aseptycznych wycinano zalazki. Cz¢§¢ pakdw
kwiatowych, z ktérych nie wycinano pylnikéw, 24 godziny przed otwarciem kwia-
tow i pyleniem takze obwiazywano torebkami celem uchronienia pytkéw od
zakazef z zewnatrz. Nastepnego dnia w warunkach sterylnych przenoszono pylek
na zalazki. Sporzadzono 4 grupy kultur:

1. Zalazki bez pylkow.

2. Zalazki wraz z lozyskiem i tez bez pylkéw.

3. Zalazki razem z pylkami.

4. Zalazki wraz z tozyskiem i pylkami.

Zalazki wyciete wraz z lozyskiem, lecz niezapylone, zamieraly juz po kilku
dniach hodowli; podobnie szybko gingly niezapylone zalazki nagie. Natomiast
w przypadkach, kiedy zalazki hodowano razem z pytkami, ziarna pylkéw kietko-
waly juz po okoto 15 min. i tagiewki kierowaly si¢ w strong mikropyle. Zaptodnione
zalazki powigkszaly si¢ silnie i po tygodniu przypominaty zalazki kontrolne w naturze.
Wezesne stadia rozwoju bielma i zarodka przebiegaly podobnie jak u kontrolnych,
a nawet czesto szybciej. W ciagu dalszych dni hodowli wyksztalcaly si¢ w pelni
rozwinigte zarodki, ktére po przeniesieniu na $wiezag pozywke kietkowaly dajac
zdrowe i prawidlowo rozwinigte roéliny. Tak wigc stan spoczynku nasion, normalnie

obserwowany w nasionach wytwarzanych w naturze, zostal tu pominigty. U wszy-
stkich pieciu gatunkéw roélin najwigksza liczba nasion powstata wtedy, gdy zapylano
zalazki przyrosnigte do lozyska. U Eschscholzia californica zarodek rozwijal sig
prawidlowo, jakkolwiek bielmo bylo bardzo ubogie i wczesnie degenerowalo.
Zarodki jednak po przeniesieniu na $wieza pozywke rozwijaly si¢ w normalnie
wyksztalcone roéliny. Ciekawie zachowywala sie¢ czasem czgd¢ hypokotylarna
takiej roéliny. Mianowicie hypokotyl silnie porliferowal i z kalusa po przeniesieniu
na pozywke wyrastaly utwory przypominajace zarodki, z ktérych nastgpnie powsta-
waly siewki.
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Ostatnio Zenkteler (1965) prowadzit doS§wiadczenia nad niektérymi przedsta-
wicielami z rodziny Caryophyllaceae. Dodatnie wyniki otrzymano w hodowli
~ zalazkéw wraz z tozyskiem u Dianthus caryophyllus Linn. Przy wyszczepianiu
zalazkéw razem z tozyskiem zachowywano takze krotka szyputke i czg$¢ kielicha,
dzigki czemu w pozywce znajdowala si¢ tylko szypulka, a lozysko wraz z zalagzkami

Ryc. 4. Zapladnianie zalazkow u Dianhus caryophylius. A — dwie tagiewki pyltkowe wnikaja do mikropyle

zalazka; B — hodowle 8-dniowe; rozwijajace sie zalazki umieszczone sa na tozysku; C — zarodek wyizo-

lowany z zalazka 12 dni po zaplodnieniu; D — siewka rozwinigta z nasienia otrzymanego w wyniku
zaplodnienia zalazka in vitro (Wg Zenktelera 1965)

wystawalo kilka mm ponad pozywka. Technika pracy oraz sklad pozywek byly
podobne jak w pracach opisanych poprzednio. U Dianthus caryophyllus zaptodnie-
nie i embriogeneza przebiegaly w bardzo krétkim czasie, gdyZ juz po 12 dniach
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od momentu zapylenia otrzymano dojrzate zarodki, ktére kietkowaly po przenie-
sieniu na §wieza pozywke. W ciagu nastgpnych pigciu tygodni hodowli rozwinely
sie normalnie wyksztatlcone mtode rosliny (Ryc. 4).

PODSUMOWANIE

Metode zapylania zalazni i zapladniania zalazkéw in vitro uzyto jak dotych-
czas z powodzeniem tylko w kilku do$wiadczeniach, pomimo Ze prébowano sto-
sowaé ja u réznych gatunkdéw roélin 2-liSciennych. Pozytywne rezultaty dotyczyly
takich roélin, ktére w warunkach naturalnych przechodza caly cykl reprodukcji
wytwarzajac plodne nasiona. Byly to rosliny z rodziny Papaveraceae, Caryophylla-
ceae i Solanaceae, ktore stanowia wyjatkowo korzystny materiat ze wzgledu na
duza zalaznie z licznymi zalazkami. Do wnetrza takiej zalaZzni mozna tatwo wpro-
wadzié pytki przy uzyciu strzykawki lub nacigcia $ciany. Pomimo Ze zalgznia zo-
staje zraniona i nawet cz¢$é zalazkéw ulega zniszczeniu, nadal jednak zalaznia jako
caloé¢ rozwija si¢ i w niektorych zalazkach wyksztalcaja si¢ normalne zarodki.
Duze tozysko z licznymi zalagzkami stanowi pewny i wygodny materiatdoSwiadczalny.
Materiat taki latwo jest sterylizowaé, izolacja w warunkach sterylnych jest stosunkowo
szybka i nie wymaga uzycia binokularu, co tym samym zmniejsza procent zakazef.
Poza tym wyszczepienie duzej liczby zalazkéw na jednym tozysku daje wigksza
szanse przezycia i dalszego rozwoju choéby kilku z nich, niz w przypadku wyszcze-
pienia tylko jednego - zalazka z ubogim ltozyskiem, ktéry po dlugotrwalej mani-
pulacji i cieciu skalpelem ulega zwykle czgsciowemu lub catkowitemu zniszczeniu.

Robiono préby zapladniania na pozywkach zalqzkéw m. in. u przedstawicieli
z rodziny Papilionaceae i Cruciferae, jednak jak narazie doSwiadczenia te nie po-
wiodly sie. U niektérych roélin krzyzowych natrafia si¢ na trudnoéci w pobudzeniu
pytkéw do kietkowania. Poza tym zalazki po przeniesieniu na pozywke wcze$nie
zamieraja, co wskazywatoby, ze albo sklad pozywki jest nieodpowiedni, albo sama
izolacja powoduje na tyle powazne zaburzenia wkomérkach zalazka, ze w konsekwen-
cji po przeniesieniu na pozywke nastgpuje ich $§mier¢. U niektérych roslin motylko-
wych np. Pisum i Lathyrus pylki latwo kietkuja na réznych pozywkach, jednak
zwykle nie dochodzi do zaptodnienia, kiedy umiesci si¢ pytki na wyizolowanych za-
lazkach.

Pomimo — jak na razie — niewielu udanych jeszcze eksperymentéw, nalezy
spodziewaé si¢, ze dalsze prace potrafia przetamaé przeszkody, na jakie obecnie
natrafia si¢ przy zapladnianiu zalazkéw in vitro. Umiejetne wykorzystanie warun-
kéw sztucznych dla przeprowadzenia cyklu reprodukcy_mcgo roélin, ktére w wa-
runkach naturalnych sa sterylne, albo ktérych nie mozna krzyzowaé, stanowi cel,
ktérego osiagniecie bedzie dla eksperymentalnej embriologii roélin sukcesem
0 ogromnym znaczeniu.

X Katedry Botaniki Ogdinej UAM w Poznaniu



290

LITERATURA

Bosio M. G., Ricerche sulla fecondazione intraovarica in Helleborus e Paeonia, Nuovo G. bot. ital.
47: 591—598, *

Butenko R. G., Jakovleva S. M., 1962, Controlled organogenesis and regeneration of a whole plant in
a culture of non-differetiated plant tissue, Izv. Akad. Nauk SSSR. Biol. Ser. 2: 230—241.

Cappelletti C., 1937. Ricerche preliminari sulla fecondazione intraovarica in Digitalis purpura L., Nuovo
G. bot,. ital. 44: 613.*

Curtis J. T., Nichol M. A., 1948. Culturing of proliferating orchid embryos in vitro, Bull. Torrey
bot. CL. 75: 358.

Czajkowska-Hoffmanowa A., 1956. O hodowli zarodkéw ro§linnych in vitro, Kosmos, seria A,
rok V: 539—551.

Dahlgren K. V. 0. ,1926. Anormal pollination, Svensk bot. Tidskr. 20, 97.

Dulieu H. L., 1963. Sur la fécondation in vitro chez le Nicotiana tabacum L., C. R. Acad. Sci. Paris 256:
3344—3346.

Dulieu H. L., 1966. Pollination of Excised Ovaries and Culture of Ovules of Nicotiana Tabacum L.,
Phytomorphology, w druku.

Earle E. D., Torrey J. G., 1965. Morphogenesis in cell colonies grown from Convolvulus cell suspen-
sions plated on synthetic media, Amer. Jour. Bot. 52: 891—899.

Fitting H., 1909. Die Beeinfliissung der Orchideenbliiten durch die Bestaubung und durch andere Um-
stinde, Zeitschr. Bot. 1: 1—86.

Girtner K, F., 1849. Versuche und Beobachtungen iiber die Bastard—zeugung im Pflanzenreich, Stuttgart. *

Guha S., Maheshwari S. C., 1964. In vitro production of embryos from anthers of Datura, Nature,
204, 4957, 497.

Haccius B., 1955. Experimentally induced twinning in plants, Nature 176: 355—356.

Haccius B., 1965. Wie reagieren Pflanzen-Embryonen auf Strahlenschiden? Umschau, 65: 295—298.

Haccius B., Lakshmanan K., 1965. Adventive embryonen aus Nicotiana-Kallus der bei hohen Lichtin-
tensititen kultiviert wurde, Planta, 65: 102—104. '

Halperin W., 1964. Morfogenetic studies with partially synchronized cultures of carrot embryos, Science,
146, 3642: 408—410. ’

Halperin W., Wetherell D. F., 1964. Adventive embryony in tissue cultures of the wild carrot, Daucus
carota, Amer. Jour. Bot. 51: 274—283.

Jansen L. L., Bonner J., 1949. Development of fruits from excised flowers in sterile culture, Amer. Jour.
Bot. 36, 826.

Jaranowski J., 1965. O zywotnoéci ziarn pylkéw w warunkach naturalnych i przy ich sztucznym przecho-
wywaniu, Wiad. Bot. 9: 295—304.

Joffe M. D., Zhukowa G. J., 1965. Kultura izolirowannych zarodyszej pokrytosiemiannych rastienii
na iskustwiennoj sredie, Bot. Zurnal, 50, 8. '

Johri B. M., Vasil 1. K., 1961. Physiology of pollen, Bot. Review, 27: 325—381.

Johri B. M., Bajaj Y. P., 1963. In vitro response of the embryo of Dendrophthoe falcata (L.f.) Ettings.
Plant Tissue and Organ Culture — A Symposium. Delhi. (ed Maheshwari P., Rangaswamy N S.)
292—301.

Johri B. M., Guha 8., 1963. The technique of in vitro culture in the study of phsysiology of reproduction,
Jour. Indian Bot. Soc. 42A: 58—73.

Johri B. M., Sehgal C. B., 1963a. Chemical induction of polyembryony in Anethum graveolens L., Natu-
wissenschaften, 50: 47—48.

Johri B. M., Sehgal C. B., 1963b. Growth of ovaries of Anethum graveolens Linn., Plant Tissue and
Organ Culture — A Symposium (ed. Maheshwari P., Rangaswamy N. 8.): 253—264.

Johri B. M,, Sehgal C. B., 1965. In vitro production of neomorphs in Anethum graveolens L., Nature,
205, 4978, 1337.

* Publikacja nie przeczytana w oryginale.



291

Joshi P. C., 1962. In vitro growth of cotton ovules, Plant Embryology — A Symposium, New Delhi:
199—204.

Kanta K. 1960. Intraovarian pollination in Papaver rhoeas L., Nature 188: 683—684.

Kanta K., Rangaswamy N. S., 1962. Test-tube fertilization in a flowering plant, Nature, 194: 1214—
1217.

Kanta K., Maheshwari P., 1963. Intraovarian Pollination in some Papaveraceae Phytomorphology,
13: 215—229.

Kanta K., Maheshwari P., 1964. Test-tube fertilization in some Angiosperms, Phytomorphology,
13: 230—237. !

Kohlenbach H. W., 1965. Uber Organisierte Bildungen Aus Macleaya cordata Kallus, Planta, 64:
37—40.

Konar R. N., Nataraja K., 1964.-In vitro control of floral morphogenesis in Ranunculus sceleratus,
Phytomorphology, 14: 558—563.

Konar R. N., Nataraja K., 1965a. Experimental studies in Ranunculus sceleratus L. Development of
embryos from the stem epidermis, Phytomorphology: 132—137.

Konar R. N., Nataraja K., 1965b. Differentiation of embryoids in tissue cultures of floral buds of Ranun-
culus sceleratus L., Naturwissenschaften, 52: 140—141.

Konar R. N., Nataraja K., 1965c. Production of embryoids from the anthers of Ranunculus sceleratus,
Phytomorphology, 15, 245—248.

Konar R. N., Oberoi Y. P.,, 1965. In vitro development of embryoids on the cotyledons of Biota
orientalis, Phytomorphology, 15: 137—140.

LaRue C. D., 1942. The rooting of flower in sterile culture, Bull. Torrey bot. Club, 69: 332—341.

Maheshwari N., Lal M., 1961a. In vitro culture of excised ovules of Papaver somniferum L., Phytomor-
phylogy, 11: 307—314.

Maheshwari N., Lal M., 1961b. In vitro culture of ovaries of Iberis amara L., Phytomorphology, 11:
17—23.

Maheshwari P., Baldev B., 1962, In vitro induction of adventive buds from embryos of Cuscuta reflexa
Roxb. Plant Embryology — A Symposium, New Delhi: 129—138.

Maheshwari P., Kanta K., 1962, Intraovarian pollination in Eschscholzia californica Cham. and Papa-
ver rhoeas L., Plant Embryology: A Symposium, New Delhi: 146—156.

Maheshwari P., Sachar R. C., 1963. Polyembryony, Recent Advances in the Embriology of Angiosperms,
ed. Masheswari, P., Delhi: 265—296 .

Maheshwari P., Kanta K., 1964. Control of fertilization, Pollen physiology and fertlization, Amsterdam,
(ed. Linskens H. F.), 187—193,

Maheshwari S. C., Gupta G., Guha 8., 1965. In vitro production of buds from leaves of Nicotiana
tabacum, Naturwissenschaften, 52: 623—624.

Massart J., Sur la pollination sans fecondation, Bull. Jard. Bot., 1: 89—95. *

Melnick V. L., Holm L., Struckmeyer B. E., 1964, Physiological studies on fruit development by
means of ovule transplantation in vivo, Science, 145: 609—61 1.

Muir W. H., Hildebrandt A. C., Riker A. J., 1958. The preparation, isolation and growth in culture
of single cells from higher plants, Amer. Jour. Bot. 45: 589—597.

Narayanaswami S., Norstog K., 1964, Plant embryo culture, Bot. Review, 30: 587—628.

Nitsch J. P., 1949. Culture of fruits in vitro, Science, 110, 499.

Nitsch J. P., 1963. The in vitro culture of flowers and fruits, Plant tissue and organ culture — A. Sympo-
sium, (ed. Maheshwari P., Rangaswamy N. S.) Dehli: 198—214.

Nitsch J. P., 1963. Fruit development, Recent Advances in the Embryology of Angiosperms, (ed. Mahesh-
wari P.), Delhi: 361—394.

Norstog K., 1965. Induction of apogamy in megagametophytes of Zamia integrifolia, Amer. Jour. Bot.,
52: 993—999.

Raghavan V., 1966. Nutrition, growth and morphogenesis of plant embryos, Biol. Review, 41: 1—58.

Rangaswamy N. S., 1958, Culture of nucellar tissue of Citrus in vitro, Experientia 14: 111.



292

Rangaswany N. S., 1959, In vitro studies on the ovules of Citrus microcarpa Bunge., Ph. D. thesis,
Univ. Delhi, India. ’
Rangaswamy N. S., 1961. Experimential studies on female reproductive structures of Citrus micro-

carpa Bunge., Phytomorphology, 11: 109—127.
Rao P. S., 1965. In vitro fertilization and seed formation in Nicotiana rustica L., Phyton (Argentyna),
22: 165—167.
Reinert J., 1959, Uber die Kontrolle der Morphogenese und die Induktion von Adventivembryonen an
Gewebekulturen aus Karotten, Planta 53: 318—333,,
Riker A. J., Hildebrandt A. C., 1962. The problem of single cell manipulation as applied to plant scien-
ces, Jour. Cellular Comp. Physiol., Suppl. 1, 60: 173—182.
Shivanna K. R., 1965. In vitro fertilization and seed formation in Petunia violacea Lindl., Phytomor-
phology, 15: 183—185. .
Steward F. C., 1958. Growth and organized development of cultured cells II. Interpretation of the growth
from free cell to carrot plant. Amer. Jour. Bot., 45: 709—713.
Steward F. C., 1963. Totipotency and variation in cultured cells: some metabolic and morphogenetic
manifestations, Plant tissue and organ culture — A Symposium (ed. Maheshwari P., Rangaswamy NS.),
Delhi: 1—25.
Steward F. C., Mapes M., Smith J., 1958, Growth and organized development of cultured cels. I Growth.
and division of freely suspended cells, Amer. Jour. Bot. 45: 693—703.
Steward F. C., Mapes M., 1963. The totipotency of cultured carrot cels: evidence and interpretations
from succesive cycles of growth from phloem cells, Jour. Indian Bot. Soc., 42: 237—247.
Strasburger E., 1886. Uber fremdartige Bestaiibung, Jb. wiss. Bot. 17: 50—98. *
Szweykowska A., 1961. Z zagadniefi morfogenezy u roélin. Nowsze wyniki badafi metoda hodowli in
vitro, Wiad. Bot. 5: 271—280.
Usha S. V., 1965. In vitro pollination in Antirrhinum majus L., Curr. Sci. 34: 511—513.
Vasil V., 1963. In vitro culture of embryos of Gnetum ula Brongn. Plant tissue and organ culture — A Sym-
posium (ed. Maheshwari P., Rangaswamy N. S), Delhi: 278—280.
Vasil V., 1965. Differentiation of tabacco plants from single isolated cells in microcultures, Science,
150: 889—892.
Wetherell D. F., Halperin W., 1963, Embryos derived from callus tissue cultures of wildcarrot, Na-
ture, 200, 4913.
Zenkteler M., 1965. Test tube fertilization in Dianthus caryophyllus Linn., Naturwissenschaften, 23:
645—646.
Zenkteler M., 1966. Multiple shoot formation from the embryonal mass of Fagopyrum sagittatum Gilib.,
Curr. Sci. 35: 18—19.



		2018-02-07T15:13:27+0000




