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1. Wstep:

Duzym problemem w hodowli czeres$ni ukierunkowanej na uzyskanie odmian o0 wczesnej porze
dojrzewania owocoOw jest ograniczona mozliwo$¢ wykorzystania odmian o wczesnym terminie
dojrzewania owocow jako form matecznych. Owoce takich odmian dojrzewaja juz niekiedy
w 7-8 tygodniu po kwitnieniu drzew i dlatego zawarte w nich zarodki nie maja do$¢ czasu na
osiagniecie pelnej dojrzatosci fizjologicznej. Po wyizolowaniu z owocow zarodki takie nie sa
zdolne do kietkowania w warunkach tradycyjnej stratyfikacji. Dla osiggnigcia zdolnosci
kietkowania zarodki te musza by¢ hodowane na odpowiednio skomponowanych pozywkach
w warunkach in vitro (technika embryo rescue). Niewiele jest doniesien o tego typu badaniach
prowadzonych na zarodkach czeresni (Prunus avium L.), dlatego w ramach zadania podjeto
badania nad optymalizacja metody ratowania zarodkéw tego gatunku.

Efektywnos¢ metody embryo rescue zalezy m in. od genotypu i stadium dojrzatosci zarodka oraz
sktadu pozywki. Opracowanie skutecznej metody embryo rescue dla niedojrzatych zarodkow
czeres$ni umozliwi otrzymywanie siewek z kombinacji krzyzowan, w ktorych jako formy mateczne
wykorzystano odmiany o wczesnym terminie dojrzewania owocow. Zwigkszy to efektywnosc¢
hodowli czereéni ukierunkowanej na uzyskanie odmian 0 wczesnym terminie dojrzewania
OWOCOW.

2. Cel zadania:
Ocena wplywu czterech pozywek na efektywnos¢ uzyskiwania siewek czeresni z niedojrzatych
zarodkow, wytwarzanych przez formy mateczne o wczesnym terminie dojrzewania owocow.

3. Material i metody:

Optymalizacja metody embryo rescue obejmowata badanie wptywu czterech pozywek rdéznigcych
si¢ zrodtem 1 stezeniem mikro- i makroelementoéw oraz rodzajem cukru (sacharoza 20g/1 1 glukoza
409/1) na rozwdj niedojrzatych zarodkow czere$ni. Pozywka Murashige & Skoog (1962) jest
podstawowym podiozem wykorzystywanym w hodowli in vitro ro$lin. Charakteryzuje si¢

bogatym sktadem zwigzkow mineralnych i organicznych. Opracowana zostata dla kultur migkiszu
z todygi tytoniu, obecnie stosowana jest powszechnie w kulturach in vitro wielu gatunkow roslin
ogrodniczych i ozdobnych. Pozywka wg Fossard (1977) w odniesieniu do MS charakteryzuje si¢
obnizonym o polowe stezeniem mikroelementéw oraz podwyzszong zawartoscig jondw sodu.
Ponadto wzbogacona zostala o takie zwigzki organiczne jak biotyna, cholina, kwas pantotenowy.
Pozywka wg Stewart i Hsu (1977) nie zawiera w skladzie jonéw amoniakalnych, natomiast
w stosunku do MS zwigkszono ilo$¢ jondw potasu i wapnia. Pozywka wg Boxus (1974) zawiera
w sktadzie dodatkowe Zrodlo jondw zelaza i potasu.

Materiat do badan stanowity zarodki czeresni odmian wytwarzajace owoce 0 wczesnym terminie
dojrzewania. Zarodki te uzyskano z dwoch kombinacji krzyzowan ‘Rita’ x ‘Kasandra’ (180 sztuk)
oraz ‘Jacinta’ x ‘Rita’ (250 sztuk). Owoce zbierano 5 (‘Rita’ x ‘Kasandra’) i 6 (‘Jacinta’ x ‘Rita”)
tygodni po kontrolowanym zapyleniu kwiatow, a wydobyte z nich pestki poddawano wstgpnej
sterylizacji poprzez ptukanie pod biezaca wodg przez ok 2 godziny. W tym czasie usuni¢to
pozostato$ci migzszu. Nastepnie pestki ptukano w roztworze detergentu (pltyn do naczyn) z woda
przez 30 min, ktory usuwano przez kolejne godzinne ptukanie pod biezaca woda. Po sterylizacji
wstepnej pestki przenoszone byty do sterylnych stoikow i odkazane w roztworze 15% Cloroxu
przez 30 min. Roztwor usuwano przez trzykrotne plukanie w sterylnej wodzie, po 20 minut kazde.
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Po wysterylizowaniu, z pestek usuwano endokarp przy pomocy imadta, a nasiona umieszczano
na przygotowanych pozywkach. Na kazda pozywke wylozono po 45 nasion kombinacji
‘Rita’ x ‘Kasandra’ oraz po 62-64 nasiona kombinacji ‘Jacinda’ x ‘Rita’.

Etapy hodowli niedojrzatych zarodkow czere$ni obejmowaty:

« stratyfikacje cieptg nasion przeprowadzong w 25°C

« stratyfikacj¢ chtodng zarodkow przeprowadzong w 4°C

« okres rozwoju organow roslinnych w fitotronie przy fotoperiodzie 16/8 dzien/noc w 24°C
» wysadzenie uzyskanych siewek do podloza i aklimatyzacja do warunkow szklarniowych

Stratyfikacja ciepta prowadzona byla na wszystkich czterech pozywkach bez regulatoréw wzrostu
przez okres 3 tygodni. Po tym etapie z nasion usuwano okrywe nasienng, zarodki przektadano na
analogiczne pozywki z dodatkiem hormonow roslinnych: 1mg/l BAP, 0,5mg/l NAA
i przetrzymywano w 4°C przez 10 tygodni. Po zakonczeniu stratyfikacji chfodnej poczyniono
obserwacje zwigzane ze stanem zarodkOw na przygotowanych pozywkach. Pod uwage brano
wyglad zarodka tj. kolor i stan uwodnienia (z tym zwigzana jest ‘twardo$¢’ zarodka) oraz ilos¢
zakazen. Zarodki niezywotne (szare, migkkie) oraz zakazone usuwano, a wszystkie pozostale
(biate 1 twarde, zywotne) przektadano na pozywke WPM (sacharoza 30 g/l) bez regulatorow
wzrostu i umieszczono w fitotronie. Wszystkie rosliny, ktore wyksztalcity korzen i ped gtéwny po
6 tygodniach zostaty wysadzone do podioza i poddane aklimatyzacji do warunkow szklarniowych.

4. Wyniki

Obserwacje zarodkow wykonane po wyjeciu ich z chlodni wykazaty, ze zaden nie rozpoczat
kietkowania podczas stratyfikacji w 4 "C. Oceniano wigc tylko ich wyglad zewnetrzny, czyli kolor
(szary/ biaty) i stan uwodnienia (mig¢kkie/ twarde) oraz iloSci wystepujacych na pozywkach
zakazen. Zarodki ktore byly szare i miekkie uznano za niezywotne (fot. 1a), natomiast biate
i twarde za zywotne (fot. 1b). Zarodki szare i migkkie pochodzace z kombinacji krzyzowan ‘Rita’
x ‘Kasandra’ stanowily 48% wszystkich wylozonych na pozywke MS, 41% na SH, 24% na Boxus
i 26% na Fossard. Zaobserwowano rowniez, ze zakazenia bakteryjne wystepowaty w 2% na
pozywce MS, 28% na SH i Boxus oraz 4% na Fossard. Analogiczne obserwacje przeprowadzono
dla zarodkoéw pochodzacych z kombinacji ‘Jacinda’ x ‘Rita’. Zarodki niezywotne stanowity 15%
wszystkich wylozonych na pozywke MS, 10% na SH, 22% na Boxus 1 6% na Fossard. Zakazenia
bakteryjne wystgpowaty w 6% na pozywce MS, 35% na SH, 17% na Boxus oraz 21% na Fossard
(tab. 1).

Fot.1. Zarodek po okresie chtodzenia w 4°C a) niezywotny b) Zywotny

Instytut Ogrodnictwa — PIB, Skierniewice Strona: 3z 6



Marek Szymajda, Bogustawa Idczak, Anita Kuras, Agnieszka Masny, Grazyna Lewandowska, Krystyna Straczyfiska. 2021. Wykorzystanie
techniki embryo rescue w produkgji siewek czeresni (Prunus avium L.) z nasion form matecznych o wezesnym terminie dojrzewania owocow.

Tabela 1. Stan zarodkéw na badanych pozywkach po 10 tygodniach chtodzenia w temp. 4°C.

Krzyzowane formy Kondycja MS SH B_Ox_u > - FO.Ssard
rodzicielskie sarodkow Udziat zarodkoéw (%) w odniesieniu do liczby
wylozonych
twarde (zywotne) 50 30 48 70
Rita x Kasandra zakazone 2 28 28 4
miekkie 48 41 24 26
twarde (zywotne) 79 55 61 73
Jacinda x Rita zakazone 6 35 17 21
miekkie 15 10 22 6

W nastepnym etapie hodowli wszystkie zarodki czeresni, ktdére uznano za zywotne przetozono
na pozywke¢ WPM (sacharoza 30 g/l, bez regulatorow wzrostu) i umieszczono w fitotronie.
Po 4 tygodniach hodowli oceniano ile zarodkow podjeto wzrost i rozw6j oraz wyksztalcito organy
roslinne (korzen i ped) (tab.2).

Tabela 2. Wptyw pozywki w poczatkowym etapie hodowli zarodkow na ilo$¢ uzyskanych roslin
lub organéw roslinnych po 4 tygodniach wzrostu w fitotronie w odniesieniu do wszystkich
wylozonych na pozywki zarodkéw wyrazong w %

Krzyzowane formy ~ Wyksztalcone organy SH Boxus  Fossard
rodzicielskie rosliny

roslina 6 2 0 4

Rita x Kasandra tylko ped 4 0 8
tylko korzen 0 0 0 0

roslina 30 13 8 32

Jacinda x Rita tylko ped 6 16 9 16
tylko korzen 5 0 0 3

Zarodki wytozone w pierwszym etapie hodowli na pozywke wg Boxusa miaty najnizszg zdolnos¢
do rozwoju. Z kombinacji ‘Rita’ x ‘Kasandra’ nie uzyskano roslin, natomiast z kombinacji
‘Jacinda’ x ‘Rita’ tylko 8% zarodkdw wytworzyto korzen i1 pgd. Ponadto $rednia dtugos$¢ pedu
u ro$lin wynosita 3,5mm, natomiast korzen u 50% roslin miat dlugos$¢ zaledwie 2mm (fot. 2).
Bez wzgledu na rodzaj zastosowanej pozywki z zarodkow z kombinacji ‘Rita’ x ‘Kasandra’
uzyskano od 2% roslin na pozywce Stewart i Hsu do 6% na pozywce Murashige & Skoog
W odniesieniu do liczby wylozonych zarodkéw. Ponadto z niektoérych zarodkéw rozwingty sie
tylko pedy, bez korzeni (fot. 3).
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a) b)
Fot.2. Rosliny uzyskane z zarodko6w pochodzacych z kombinacji ‘Jacinda’ x ‘Rita’ na pozywce wg Boxusa
(1974) a) roslina z w pelni wyksztatconym pedem i korzeniem b) roslina o skroconym pedzie i korzeniu.

Zarodki uzyskane z kombinacji krzyzowan
‘Jacinta’ x ‘Rita’ wykazaty si¢ wicksza zdolnoscia
do rozwoju. Na pozywce SH uzyskano 13% w pelni
wyksztalconych roslin z liczby wylozonych nasion,
a 16% zarodkow wyksztalcito tylko ped. Czgsé
nadli$cieniowa wigkszo$ci roslin osiggata dlugos¢
ok 20 mm 1 wyksztalcata 4 liScie, do tego dlugosc
korzenia $rednio wynosita ok 70 mm (fot. 4).
Pozywki MS oraz wg Fossard wykazatly najwigkszy
pozytywny wpltyw na rozwdj organéw roslinnych.
Z wylozonych na te pozywki zarodkow uzyskano
30% roslin na pozywce MS 1 32% ro$lin na
pozywce wg Fossard, ponadto na tej ostatniej
wyksztalcilo si¢  16% pedow bez korzenia. Fot3. Skrocony ped z 2 lisémi bez
Zaobserwowano jednak, ze uzyskane rogliny WYksztalconego korzenia uzyskany z zarodka

, . , . (kombinacja ‘Rita’ x ‘Kasandra’) wylozonego
cechowalo skrécenie dlugosci pedu, zwlaszcza i

; ; . na pozywke wg Fossard (1977)

rosngcych na pozywce wg Fossard — jedynie 26%
wszystkich roslin miato dtugos$¢ czeéci nadziemnej
powyzej 10 mm. Z kolei u 50% wszystkich roslin uzyskanych na pozywce MS ped byt dluzszy
niz 15 mm. Nie zanotowano wptywu pozywek na dlugos¢ korzenia.

Rosliny, ktore rozwinety system korzeniowy oraz czes¢ nadliScieniowg (w sumie 58 siewek)
zostaty wysadzone w szklarni i poddane aklimatyzacji.
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Fot.4. Rosliny uzyskane z zarodkoéw pochodzacych z kombinacji ‘Jacinda’ x ‘Rita’ na pozywce wg Stewart
i Hsu (1977).

5. Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych w 2021 r. badan mozna stwierdzi¢, ze:

e mozliwe jest uzyskanie siewek z nasion czeresni odmian o wezesnym terminie dojrzewania
przy zastosowaniu techniki embryo rescue, prace te wymagaja jednak dodatkowych badan,

e dwie z zastosowanych pozywek: MS (1962) i Fossard (1977) sg przydatne w uzyskiwaniu
siewek czeresni — w odniesieniu do liczby wylozonych zarodkéw z kombinacji krzyzowan
‘Jacinda’ x ‘Rita’ uzyskano na tych pozywkach odpowiednio 30% i 32% ro$lin,

e Jlo$¢ uzyskanych siewek z niedojrzatych zarodkow zalezna jest od zastosowanej pozywki
oraz form rodzicielskich uzytych w programie krzyzowan (nasiona pochodzace z kombinacji
krzyzowan ‘Jacinda’ x ‘Rita’ posiadaly wigksza zdolnos$¢ rozwoju organéw roslinnych niz
z kombinacji ‘Rita’ x ‘Kasandra’),

e rosliny hodowane na pozywkach MS oraz wg Fossard cechowalo skrocenie pedu
W poréwnaniu z ros$linami rosngcymi na pozywce SH (Fossard —26% ro$lin mialo ped dluzszy
niz 10 mm, MS — 50% ro$lin miato ped dluzszy niz 15 mm, SH — 75% ro$lin miato ped dluzszy
niz 20 mm).
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