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Woczesne stadia embriogenezy po
zapylaniu $liw w warunkach In vitro
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Early stages of embryogenesis after fertilization in in vitro condition

Summary

Ovules of plum cultivars (Sweet Common Prune, Herman, Gilbert, Sanctus
Hubertus, Cacanska Rodna, Cacanska Najbolia) were pollinated with pollen of
cv. Stanley on the White medium with addition of 15% sucrose. The nucelluses
excised from the fertilized ovules were cultivated on Norstog medium with ad-
dition of 3,4% sucrose. The process of fertilization after pollination in the in vi-
tro condition was determined on the basis of the paraffin cross-sections: the
degeneration of synergid after entering the pollen tube, the fertilization of egg
cell were confirmed. The microscopic observations showed the swelling of
micropylar part of nucellus. The paraffin cross-sections showed a many-layer
kalotka (peculiar morphological structure) and swelled cells of nucellus among
which the embryo sac was observed. The presence of embryo without endo-
sperm or the presence of endosperm without embryo in the embryo sac was
noted.
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1. Wstep

Tradycyjne metody hodowli $liw, polegajace na wykonywa-
niu krzyzowego zapylenia w warunkach polowych, sg bardzo
ucigzliwe ze wzgledu na rézne terminy kwitnienia odmian oraz
wystepowanie niezgodnosci gametofitycznej. Zaptodnienie za-
lazkéw w warunkach in vitro moze by¢ alternatywnym sposobem
utatwiajacym hodowle $liw, metoda ta rozszerza réwniez mozli-
wosci badawcze z zakresu embriologii roslin.
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Fot. 1. Chemotropzm tagiewek pytkowych Fot. 2. Lagiewka pytkowa w mikropyle zalazka
w poblizu zalgzka pow. X 200. pow. X 200.

Fot. 3. Zanikanie syiergidy pow. x 600. Fot. 4. Polaczenie komorki jajowej z komérka
plemnikowa pow. X 600-1000.



Fot. 5. Prazarodek, brak rozwoju bielma pow. Fot. 6. Wielowarstwowa kalotka pow. x 200.
X 600-1000.

Fot. 7. Mikropylarna czes¢ nucellusa pow. x 120. Fot. 8. Rozwdj bielma bez zarodka pow. X 600-
-1000.
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2. Materiat i metody badan

Badaniami objeto uprawne odmiany $liw (Wegierka Zwykla, Herman, Gilbert,
SanctLis Hubertus, Cacanska Rodna, Cacanska Najbolja) o korzystnych cechach go-
spodarczych, wykazujgcych jednak (zwiaszcza Wegierka Zwykta) objawy wirusowej
choroby sliw - szarki. Zapylanie zalgzkéw wymienionych odmian $liw wykonywa-
no pytkiem odmiany Stanley. Odmiana ta jest tolerancyjna na wspomniang chorobe
wirusowa, co oznacza podatno$¢ na wirusa szarki, przy réwnoczesnym braku obja-
woéw na owocach.

Codziennie pobierano z sadu, $wiezo rozwiniete kwiaty, z ktorych izolowano
zalaznie oraz pylniki. W warunkach sterylnych odkazano materiat roslinny, a nastep-
nie wydobywano zalgzki oraz pytek. Zalgzki wspomnianych 6 odmian $liw wyktada-
no na pozywke White'a (1) z dodatkiem \5% sacharozy i zapylano odkazonym pytkiem
odmiany Stanley. Po uptywie 24 godzin od zapylenia wykonywano obserwacje che-
motropizmu tagiewek pytkowych w poblizu zalgzkéw. Ten etap badan zostat przed-
stawiony we wczesniejszym opracowaniu (2). Po uptywie 48 godzin od zapylenia
zalgzkéw wydobywano z nich nucellusy i przenoszono je na pozywke wg Norstoga
(4) uzupetniong sacharoza w stezeniu 3,4%. Wydobyte z zalazkéw nucelusy hodowa-
no przez 20 dni. Obserwacje wykonano przy uzyciu mikroskopu odwroconego, jed-
noczesnie czes¢ pobieranych nucelluséw utrwalono, w celu wykonania preparatéw
parafinowych, na podstawie ktérych wykazano przebieg procesu zaptodnienia me-
toda in vitro. Badania takie wykonywano w dwdch sezonach wegetacyjnych 1998
i 2000 r.

3. Wyniki i ich omowienie

Lagiewki pytkowe rosty na pozywce White'a z 15% roztworem cukru w kierunku
zalazkéw (fot. 1). Szczegdtowe badania chemotropizmu fagiewek uwzgledniajace
fazy kwitnienia oraz obecno$¢ zalazka lub nucellusa prowadzono przez kilka lat
i przedstawiono we wczesniejszym opracowaniu (2). Dowiedziono, ze prawie 80%
fagiewek pytkowych znajdujacych sie w sasiedztwie zalgzka rosto w kierunku mikro-
pyle.

Na podstawie preparatow parafinowych potwierdzono obecno$¢ tagiewki pytko-
wej w mikropyle zalgzka (fot. 2), jak réwniez degeneracje jednej z synergid, co
Swiadczy o wniknieciu do niej tagiewki pytkowej (fot. 3). W wyniku obserwacji wo-
reczka zalgzkowego potwierdzono postmitotyczny przebieg zaptodnienia komorki
jajowej (fot. 4). W nastepnym etapie badan hodowane nucellusy poddawano obser-
wacjom mikroskopowym. W trakcie hodowli stwierdzono zmiany morfologiczne
w 21 do 41% nucelluséw w pierwszym roku badan, oraz od 4 do 36% w drugim roku
badan. Wyniki przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1

Liczba i procent zapylonych in vitro zalazkéw oraz nucelluséw wykazujacych zmiany morfologiczne

Poczatkowa liczba za-  Procent nucelluséw  Poczatkowa liczba za-  Procent nucelluséw

Odmiana pylonych zalgzkéw ze zmianami pylonych zalazkéw ze zmianami

| rok badar 2 rok badar
Herman 130 30,8 125 48
Cacanska Najboija - - 150 31,8
Gilbert 85 41,1 115 18,3
Sanctus Hubertus 110 40,9 125 120
Cacanska Rodna 73 38,3 145 27,0
Wegierka Zwykta 199 21,6 50 36,0
Razem 597 710

Pierwsze zmiany polegajgce na nieznacznym powiekszeniu sie mikropylarnej
czesci nucellusa obserwowano po 5 dniach od momentu wydobycia nucellusa
z zaptodnionego zalgzka (fot. 5). Na bazie preparatow parafinowych wykazano, ze
powiekszajacy sie czes$¢ stanowig: wielowarstwowa kalotka (rozbudowana mikropy-
larna czes¢ nucellusa - (3)), oraz powiekszone komorki nucellusa w ktérym pozo-
staje woreczek zalazkowy (fot. 6). W woreczku zalagzkowym obserwowano zarodki
bez bielma (fot. 7), lub bielmo bez zarodka (fot. 8). Silnie rozbudowana kalotka,
oraz powiekszajgce sie komorki osrodka hamujg przeptyw sktadnikéw odzywczych
uniemozliwiajac prawidtowy rozwoj zarodka i bielma.

Otrzymane w do$wiadczeniu nucetusy pomimo kilkukrotnego pasazowania po
20 dniach zamieraly.
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