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1. Wstep

Duzym problemem w hodowli czeresni ukierunkowanej na uzyskanie odmian wczesnych jest
ograniczona mozliwo$¢ wykorzystania odmian o wczesnym terminie dojrzewania owocow jako
form matecznych. Owoce takich odmian dojrzewajg juz niekiedy w 7-8 tygodniu po kwitnieniu
drzew 1 dlatego zawarte w nich zarodki nie majg do$¢ czasu na osiaggnigcie peinej dojrzatosci
fizjologicznej. Po wyizolowaniu z owocow zarodki takie nie sg 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 podj¢to badania nad optymalizacjg metody
zapewniajgcej prawidlowy rozwoj zarodkow tego gatunku.

Efektywnos¢ metody embryo rescue zalezy m in. od genotypu i stadium dojrzatosci zarodka oraz
skladu pozywki. Pozywka Murashige & Skoog (1962) jest podstawowym podiozem
wykorzystywanym w hodowli in vitro roslin. Charakteryzuje si¢ bogatym sktadem zwigzkoéw
mineralnych 1 organicznych. Opracowana zostata dla kultur migkiszu z todygi tytoniu, obecnie
stosowana jest powszechnie w kulturach in vitro wielu gatunkéw roslin ogrodniczych i ozdobnych.
Pozywka wg Fossard (1977) w odniesieniu do MS charakteryzuje si¢ obnizonym o polowe
stezeniem mikroelementéw oraz podwyzszong zawartoscig jonow sodu. Ponadto wzbogacona
zostata o takie zwigzki organiczne jak biotyna, cholina, kwas pantotenowy. Pozywka wg Stewart
i Hsu (1977) nie zawiera w sktadzie jonéw amoniakalnych, natomiast w stosunku do MS posiada
wieksza ilo$¢ jondw potasu 1 wapnia. Pozywka wg Boxus (1974) zawiera w sktadzie dodatkowe
zrodto jonow zelaza i potasu. Opracowanie skutecznej metody embryo rescue dla niedojrzatych
zarodkow czere$ni umozliwi otrzymywanie siewek z kombinacji krzyzowan, w ktoérych jako
formy mateczne wykorzystano odmiany o wczesnym terminie dojrzewania owocow. Zwigkszy to
efektywnos$¢ hodowli czeresni ukierunkowanej na uzyskanie odmian o wczesnym terminie
dojrzewania owocow.

2. Cel zadania

Ocena wptywu czterech pozywek na efektywnos¢ uzyskiwania siewek czeresni z niedojrzatych
zarodkow, wytwarzanych przez formy mateczne o wczesnym terminie dojrzewania owocoOw.

3. Material i metoda

Optymalizacja metody embryo rescue obejmowata badanie wptywu czterech pozywek r6znigcych
si¢ zroédtem 1 stezeniem mikro- 1 makroelementéw oraz rodzajem cukru (sacharoza 20g/1 i glukoza
40g/l) na rozwdj niedojrzatych zarodkow czeresni (tab. 1).
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Tabela 1. Sktad pozywek zastosowanych w badaniu.

POZYWKA
ZWIAZEK CHEMICZNY
MS SH Fossard Boxus
MAKROELEMENTY
MgSO4 x 7TH20 370 490 370 510
CaClz x 6H20 332,2 1300 491,76 -
KNO3 1900 5055 1011 250
Ca(NO3) x 4H,0 - - - 1440
NHsNO3 1650 - 800 -
KH2PO4 170 272 - 250
K2S04 - - - -
NaH2PO4 - - 138 -
KCI - - - 120
MIKROELEMENTY

FeSO4 x 7TH,0 27,8 27,8 10,7 27,8
Na,EDTA 37,3 37,3 18,61 37,3
FeCls - - - 5
MnSO4 x H20 16,9 15 8,45 12,76
ZnS0O4 x TH20 8,6 4,8 5,75 8,6
CuS0O4 x 5H20 0,025 0,016 0,024 0,025
CoCl; x 6H20 0,025 0,02 0,118 0,025
Kl 0,83 0,8 0,415 0,83
H3BO3 6,2 6 3,09 6,2
Na:MoO4 x 2H.0 0,25 0,2 0,024 0,25
Na>SO4 - - 144,99 -

WITAMINY
Kwas nikotynowy (Bs) 0,5 0,5 2,462 0,5

Materiat do badan stanowily zarodki czere$ni odmian wytwarzajacych owoce 0 wczesnym
terminie dojrzewania. Zarodki te uzyskano z dwoch kombinacji krzyzowan ‘Rita’ x ‘Kasandra’
(240 sztuk) oraz ‘Jacinta’ x ‘Rita’ (220 sztuk). Owoce zbierano w sz6stym (‘Rita’ x ‘Kasandra’)
I siodmym (‘Jacinta’ x ‘Rita’) tygodniu po kontrolowanym zapyleniu kwiatow, a wydobyte z nich
pestki poddawano wstepnej sterylizacji poprzez ptukanie pod biezacg wodg przez ok. 2 godziny.
W tym czasie usuni¢to pozostalo$ci migzszu. Nastepnie pestki plukano w roztworze detergentu
(ptyn do naczyn) z woda przez 30 min, ktéry usuwano przez kolejne godzinne ptukanie pod
biezaca woda. Po sterylizacji wstepnej pestki przenoszone byty do sterylnych stoikow i odkazane
w roztworze 0,1% chlorku rteci przez 5 min. Roztwor usuwano przez trzykrotne ptukanie w
sterylnej wodzie, po 20 minut kazde. Po wysterylizowaniu, z pestek usuwano endokarpy przy
pomocy imadta, a nasiona umieszczano na przygotowanych pozywkach. Na kazda pozywke
wytozono po 60 nasion kombinacji ‘Rita’ x ‘Kasandra’ oraz po 55 nasion kombinacji ‘Jacinta’ x
‘Rita’.
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Etapy hodowli niedojrzatych zarodkow czere$ni obejmowaty:

« stratyfikacje cieplg nasion przeprowadzong w 25°C

« stratyfikacje 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 podtoza i aklimatyzacja do warunkow szklarniowych

Stratyfikacja ciepta prowadzona byla na wszystkich czterech pozywkach bez regulatorow wzrostu
przez okres 3 tygodni. Po tym etapie z nasion usuwano okrywe nasienng, zarodki przektadano na
analogiczne pozywki z dodatkiem hormonéw ro$linnych: Img/l BAP, 0,5mg/l NAA
i przetrzymywano w 4°C przez 12 tygodni. Po zakonczeniu stratyfikacji chtodnej poczyniono
obserwacje zwigzane ze stanem zarodkow na ocenianych pozywkach. Pod uwage brano wyglad
zarodka tj. kolor i stan uwodnienia (z tym zwigzana jest ‘twardos¢’ zarodka) oraz ilo$¢ zakazen.
Zarodki niezywotne (szare, migkkie) oraz zakazone eliminowano, a wszystkie pozostate
(biate 1 twarde, zywotne) przektadano na pozywke WPM (sacharoza 30 g/l) bez regulatoréow
wzrostu i umieszczono w fitotronie. Wszystkie rosliny, ktore wyksztalcity korzen i ped gtéwny po
6 tygodniach zostaty wysadzone do podtoza i poddane aklimatyzacji do warunkow szklarniowych.

4. Wyniki

Obserwacje zarodkow wykonane po wyjeciu ich z chtodni wykazaty, ze zaden nie rozpoczat
kietkowania po 12 tyg. stratyfikacji w temp. 4°C. Oceniano wiec tylko ich wyglad zewnetrzny,
czyli kolor (szary/ biaty) i stan uwodnienia (migkkie/ twarde) oraz ilosci wystepujacych na
pozywkach zakazen. Zarodki, ktore byty szare i migkkie uznano za niezywotne (fot. 1a), natomiast
biate i twarde za zywotne (fot. 1b). Zarodki biate i twarde pochodzace z kombinacji krzyzowan
‘Rita’ x ‘Kasandra’ stanowity 48% wszystkich wylozonych na pozywke MS, 30% na SH, 46%
na Boxus i 65% na Fossard. Zarodki szare i migkkie stanowity 37% wszystkich wytozonych
na pozywke MS, 29% na SH, 24% na Boxus i 20% na Fossard. Zaobserwowano rowniez,
ze zakazenia bakteryjne wystepowaty w 15% na pozywce MS, 41% na SH, 30% Boxus oraz 15%
na Fossard. Analogiczne obserwacje przeprowadzono dla zarodkow pochodzacych z kombinacji
‘Jacinta’ x ‘Rita’. Zarodki biale 1 twarde stanowity 80% wszystkich wylozonych na pozywke MS,
50% na SH, 62% na Boxus i 44% na Fossard. Zarodki niezywotne obejmowaty 5% wszystkich
wylozonych na pozywke MS, 35% na SH, 29% na Boxus i 15% na Fossard, natomiast zakazenia
bakteryjne wystgpowaly w 15% na pozywce MS, 15% na SH, 9% na Boxus oraz 11% na Fossard
(tab. 2).
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a)

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

b)

Tabela. 2. Stan zarodkéw na badanych pozywkach po 12 tygodniach chtodzenia w temp. 4°C.

Krzyzowane formy Kondycja MS SH B_OX!JS - FO_Ssard
rodzicielskie zarodkow Udzial zarodkoéw (%) w odniesieniu do liczby
wylozonych
twarde (zywotne) 48 30 46 65
Rita x Kasandra zakazone 15 41 30 15
mickkie 37 29 24 20
twarde (zywotne) 80 50 62 44
Jacinta x Rita zakazone 15 15 9 11
mickkie 5 35 29 15

W nastepnym etapie hodowli wszystkie zywotne zarodki czeres$ni przetozono na pozywke WPM
(sacharoza 30 g/1, bez regulatoréw wzrostu) i umieszczono w fitotronie. Po 4 tygodniach hodowli
oceniono, ile zarodkow podjeto wzrost i rozwoj oraz wyksztatcito organy roslinne (korzen i pegd)

(tab. 3).

Tabela. 3. Wptyw pozywki w poczatkowym etapie hodowli zarodkéw na ilo$¢ uzyskanych roslin
I organow roslinnych po 4 tygodniach wzrostu w fitotronie w odniesieniu do uzyskanych

zarodkoéw zywotnych wyrazony w %.

Krzyzowane formy ~ Wyksztatcone organy MS SH Boxus  Fossard

rodzicielskie rosliny

roslina 28 15 7 5

Rita x Kasandra tylko ped 3 50 36 28

tylko korzen 10 7 0 0

roslina 12 4 29 29

Jacinta x Rita tylko ped 14 33 12 34

tylko korzen 8 0 0 0
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Zarodki z kombinacji ‘Rita’ x ‘Kasandra’ wylozone w pierwszym etapie hodowli na pozywki SH,
Boxus i Fossard miaty nizsza zdolno$¢ do tworzenia siewek, odpowiednio 15, 7 i 5% (uzyskanych
ros$lin w odniesieniu do liczby wytozonych zarodkow zywotnych), niz zarodki wylozone na
pozywke Murashige & Skoog (28%). Natomiast zarodki wytozone na pozywki SH, Boxus
I Fossard dos¢ dobrze wytwarzaty pedy, ale bez korzeni, odpowiednio 50, 36 i 28% (fot. 3).

Fot. 2. Rosliny uzyskane z zarodkéw pochodzacych z kombinacji ‘Rita’ x ‘Kasandra’ na pozywce wg
Boxusa (1974); roslina z w petni wyksztatconym pgdem i korzeniem.

Fot. 3. Ped z 2 lis¢mi bez wyksztalconego korzenia uzyskany z zarodka (kombinacja ‘Rita’ x ‘Kasandra’)
wylozonego na pozywke wg Fossard (1977).
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Zarodki uzyskane z kombinacji krzyzowan ‘Jacinta’ x ‘Rita’ wykazaty si¢ wieksza zdolnos$cig do
tworzenia siewek niz zarodki z kombinacji ‘Rita’ x ‘Kasandra’. Zarodki te wytozone w pierwszym
etapie hodowli na pozywki Boxus i Fossard lepiej tworzyly siewki (29% uzyskanych roslin
w odniesieniu do liczby wylozonych zarodkéw zywotnych) niz na pozywkach SH (4%) i MS
(12%). Natomiast najwiecej zarodkow tworzacych tylko pedy obserwowano na pozywkach SH
| Fossard, odpowiednio 33 i 34%. Bez wzgledu na rodzaj zastosowanej pozywki z zarodkow
z kombinacji ‘Rita’ x ‘Kasandra’ uzyskano 15 siewek (od 5% na pozywce Fossard do 29% na
pozywce Murashige & Skoog). Dla kombinacji ‘Jacinda’ x ‘Rita’ uzyskano 28 ro$lin (od 4% ro$lin
na pozywce SH do 29% na pozywce Boxus i Fossard). Cze$¢ nadliscieniowa wigkszosci roslin
osiggata dtugos¢ od 20 do 40 mm i wyksztalcala 4 liScie, do tego dtugos$¢ korzenia $rednio
wynosita ok 60 mm (fot. 4). Nie zanotowano wptywu pozywek na dlugosc¢ korzenia. Rosliny, ktore
rozwingty system korzeniowy oraz cze$¢ nadliScieniowa (W sumie 43 siewki), zostaty wysadzone
w szklarni i poddane aklimatyzacji.

Fot. 4. Ro$liny uzyskane z zarodkow pochodzacych z kombinacji ‘Jacinda’ X ‘Rita’ na pozywce wg Stewart
i Hsu (1977).

5. Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych w 2022 r. badan mozna stwierdzié, ze:

e technika embryo rescue umozliwia uzyskanie siewek z nasion odmian czere$ni o wczesnym
terminie dojrzewania owocow,

e dla hodowli zarodkéw uzyskanych z krzyzowan ‘Rita’ x ‘Kasandra’ korzystny byt wplyw
pozywek MS i SH, natomiast dla hodowli zarodkéw uzyskanych z krzyzowan ‘Jacinta’ x
‘Rita’ pozytywny wptyw mialy pozywki Boxus oraz Fossard,

e ilos¢ otrzymanych siewek czeresni przy uzyciu techniki embryo rescue zalezna jest od
zastosowanej pozywki oraz od genotypu wyktadanych zarodkow,

e zarodki pochodzace z kombinacji krzyzowan ‘Jacinta’ x ‘Rita’ lepiej tworzg organy roslinne
niz zarodki z kombinacji ‘Rita’ x ‘Kasandra’.
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