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Study on an embryo culture of black currant hybrids obtained as a
result of distant hybridisation

Summary

The subjects of this study were embryos obtained from 22 crossing combi-
nations in the course of distant hybridisation. No embryos were obtained from
the following three interspecific hybridisations: Siewka K1 x josta, Siewka K1 x
Czereszniewa and Captivator x josta. Seeds obtained from these combinations
did not hold endosperm, but yielded watered liquid. In the remaining hybridisa-
tions, a high percentages of visible embryos increased considerably, especially
at the torpedo-shaped stage. An addition of kinetin (1 mg/l) to the media had a
better impact on plant regeneration from embryos than the addition of BA (0,5
mg/1). Dependending on the study, up to 83,7% of exposed embryos in the me-
dia started to grow and develop under the influence of kinetin.
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1. Wstep

Hybrydyzacja oddalona, polegajgca na krzyzowaniu oddalo-
nych taksonomicznie roslin nalezacych do innych gatunkdw, jest
czesto wykorzystywana w hodowli twdrczej w celu poszerzenia
zmiennosci genetycznej. Potomstwo uzyskane z takich krzyzo-
wan ma szanse dziedziczy¢ pozadane cechy obojga rodzicow.
Nie zawsze jednak jest mozliwe otrzymanie z takich krzyzowan
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roslin potomnych ze wzgledu na istnienie barier krzyzowalnosci (1). Jednym z efek-
téw ich wystepowania jest zamieranie zarodka mieszancowego podczas embrioge-
nezy (2).

Cze$¢ z barier mozna pokonac stosujgc techniki in vitro, jedna z nich jest izolo-
wanie niedojrzatych zarodkdéw i hodowanie ich na sztucznych pozywkach (3).

Celem badan byto okreslenie warunkéw, w jakich mozna otrzymaé mieszance
oddalone z rodzaju Ribes w kulturach in vitro oraz poznanie biologii rozwoju zarod-
ka w poszczegblnych kombinacjach krzyzowan. Okreslono optymalny termin izola-
cji zarodkow, przeprowadzono obserwacje stadiow rozwojowych oraz zbadano wplyw
kinetyny i BA (6-benzyloaminopuryna) na prawidtowy wzrost i rozwdj zarodkdw.

2. Materialy i metody

Przedmiotem badan byty potencjalne zarodki z 22 kombinacji krzyzowan z ro-
dzaju Ribes (tab. 1). Kontrole stanowity zarodki z wewnatrzgatunkowej kombinacji
litania x Bona.

Tabela 1

Wykaz kombinacji krzyzowan oddalonych wykonanych wiosng 1999 r. przeznaczonych do izolacji zarodkéw

Kombinacja krzyzowan Ukfad krzyzowan
litania x Bona (kontrola) p. (porzeczka) czarna x p. czarna
Nr 10 SCRI x Niesfuchowski p. czarna X agrest
Ben Sarek x Niesliichowski p. czarna x agrest
Czereszniewa x Nr 239 p. Czarna x p. czerwona
Czereszniewa X )osta p. czarna x porzeczkoagrest
Ben Tron x Niesliichowski p. czarna X agrest
Siewka Kl x josta agrest x porzeczkoagrest
Captivator x litania agrest x p. czarna
Captivator x josta agrest x porzeczkoagrest
Captivator X R. oxycanihoides agrest x dziki gatunek
Captivator x Nr 10 SCRI agrest x p. czarna
litania x Niesluchowski p. czarna x agrest
litania x Josta p. czarna x porzeczkoagrest
litania x Nr 239 p. czarna X p. czerwona
litania x R. san”uineum p. czarna x dziki gatunek
litania x R. aureum p. czarna x dziki gatunek
litania x R. glaciale p. czarna x dziki gatunek
litania x R. oxycanthoides p. czarna x dziki gatunek
litania x Captivator p. czarna x agrest
litania x Rodneus p. czarna X p. czerwona
R. aureum x Czereszniewa dziki gatunek x p. czarna
Siewka Kl x Czereszniewa agrest x p. czarna

Zarodki izolowano w szesciu terminach po zapyleniu (39,44,52,60,70 i 80 dzien).
W czasie izolacji prowadzono obserwacje fazy rozwoju zarodka oraz liczono nasio-
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na z zarodkami w stadium torpedy. Srednio izolowano okoto 30 zarodkéw w kaz-
dym terminie i dla kazdej kombinacji pozywek.

Izolowane zarodki do momentu pojawienia sie pierwszego liscia wzrastaty na
szalkach Petriego, na statej pozywce White'a (4) z dodatkiem 20 g/l sacharozy i 6 g/l
agaru oraz w zaleznosci od kombinacji - Kkinetyny (1 mg/l) lub BA (0,5 mg/l). Na-
stepnie przenoszono je na mostki bibutowe na pozywke ptynna MS (5) bez dodatku
regulatoréw. Kulture prowadzono w fitotronie w temperaturze 23°C, przy o$wietle-
niu 3000 lux i 16-godzinnym fotoperiodzie.

3. Wyniki i dyskusja

3.1 Rozwoj zarodka w poszczegdlnych kombinacjach krzyzowan

Przeprowadzone obserwacje wykazaly duze zréznicowanie wsrdéd genotypow
pod wzgledem stadium rozwoju, w ktérym wystepuje zarodek (tab. 2). W standar-
dowej krzyzéwce wewnatrzgatunkowej maksymalna liczba zarodkéw w stadium
torpedy, w ktérym zarodek ma najwieksza szanse rozwoju, zachodzit przed 44
dniem po zapyleniu. W krzyzowaniach miedzygatunkowych etap ten pojawia sie
pozniej i jest to w wiekszosci przypadkdw 52 dzier. Na podstawie badan prowadzo-
nych na roslinach z rodzaju Ribes przez innych autorow (3) i uzyskanych przez nich
wynikéw wykazano, ze w kombinacji wewnatrzgatunkowej Ribes nigrum rozwdj za-
rodka zaczyna sie od 36-38 dnia i w ciggu dwoch dni przechodzi on stadium serco-
wate, a nastepnie przybiera stadium torpedy. Zarodki innych gatunkéw z rodzaju Ri-
bes zaczynajg swoje réznicowanie od 32 dnia (R. glossularia) do 52 dnia (R. america-
num).

Tabela 2
Procentowy udziaf nasion z zarodkami w stadium torpedo
A N Dzieh po zapyleniu
Kombinacja krzyzowan % m 5 60 70
1 2 3 4 5 6
litania x Bona (kontrola) 39 97,6 98 98,2 98,8
Nr 10 SCRI x Niestuchowski 0 0 59,5 92,4 92
Ben Sarek x Niestuchowski 0 0 59,5 88,6 93,3
Czereszniewa x Nr 239 0 83,4 96,4 93,7 100
Czereszniewa x Josta 0 0 34 38 27,6
Ben Tron x Niestuchowski 0 0 72,4 89,3 94,9
Captivator x Titania 0 0 0 6,4 41
Captivator x R. oxycanthoides 0 0 125 85,8 100
Captivator x Nr 10 SCRI 0 0 0 0 29
Titania x Niestuchowski 0 31,2 66,7 77,8 50
Titania x Josta 0 66,7 54,2 70,2 50,5
Titania x Nr 239 0 73,7 94,4 92,3 100
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litanii x R. sanguineum 0 42,3 68,8 95,4 100
litanii X R. aureum 0 0 93,7 brak owocow  brak owocéw
litanii x R. xlaciale 0 6,5 89,9 100 92,3
litanii x R. oxycanthoides 0 89,1 68 87,5 100
litanii x Captivator 0 14,7 87,5 90,6 96,2
Titanii x Rodneus 0 63,2 95,7 92,7 95,7

R. au-eum Xx Czereszniewa 0 0 - - -

W wyniku zapylen roélin: Siewka Kl x Josta, Captivator x Josta i Siewka Kl x Cze-
reszniewa nie stwierdzono wystepowania zarodkéw. Nasiona byty bez bielma i wy-
petnione wodnistym ptynem.

3.2. Stadium zarodka a jego dalszy rozwoj

Zarodki w stadium gtobularnym umieszczone na pozywce nie podejmowaty wzro-
stu i nie otrzymano z nich zregenerowanych roslin. Nieliczne zarodki w stadium ser-
cowa:ym rowniez stabo regenerowaly, wykazywaly one oznaki podjecia wzrostu,
ale ostatecznie obumieraty. Inni autorzy (6,7) podaja, ze hodowanie zarodkéw wy-
izolowanych we wczesnym stadium rozwojowym jest skomplikowane i mato efek-
tywne. Najwiekszg liczbe zarodkdw podejmujacych wzrost uzyskano w grupie sta-
dium torpedy. Wahata sie ona w zaleznosci od kombinacji krzyzowari od 35 (litania
x R. oxycanthoides) do 77,5% (nr IOSCRI x Niestuchowski).

3.3. Okres izolacji zarodkoéw

Najwiekszy procent zarodkéw podejmujacych wzrost obserwowano w grupie
izolowanych w 52 dniu po zapyleniu. Ro$liny wyprowadzone z zarodkéw pocho-
dzacych z tego terminu charakteryzowaly sie szybszym wzrostem niz z terminu
wczesniejszego. Procent uratowanych zarodkéw w grupie izolowanych po 60, 70
i 80 cniach od zapylenia malat. Prawdopodobnie zmniejszanie szans na uratowanie
zarocka w tym okresie jest zwigzane ze zmiang jego stanu fizjologicznego. Zwiek-
szone synteze inhibitoréw i przechodzenie nasion w stan spoczynku obserwowaty
w tyn okresie Batygina i Vasilyeva (1987).

3.4. Obecnos$¢ regulatoréw w pozywce
Po dodaniu do pozywki kinetyny (Img/l) stadium rosliny z pierwszymi lisémi

otrzynano, w zaleznosci od badanej kombinacji krzyzowan w 33,3 do 83,7% wyizo-
lowanych zarodkéw. Przy dodatku BA (0,5 mg/l) procent uzyskanych roslin byt znacz-
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nie mniejszy i ksztattowat sie od 13 do 50%. Zaobserwowano, ze ro$liny poddane
dziataniu kinetyny byly wyzsze niz na pozywce z dodatkiem BA.

3.5. Zregenerowane rosliny

Calkowicie zregenerowane i przystosowane do warunkdw in vivo rosliny otrzy-
mano z nastepujacych krzyzowan: Titania x Bona (48 szt.), litania x josta (54), lita-
nia X Rodneus (14), Titania x R. glaciate (23), Titania x R. sanguineum (8), Titania x
R. oxycanthoides (11), Czereszniewa x Josta (13), Ben Tron x Niestuchowski (12),
Nr I0SCRI X Niestuchowski (5).

Tabela 3

Wplyw hormonéw roélinnych na wzrost i rozwéj zarodkéw utrzymywanych w warunkach #n vitro

Kinetyna (Img/t) BA (0,5 mg/l)

Kombinacja krzyzowan 2 b a b
(%) (%)

Titania x Bona 40 32 60 23
(80) (38,3)

Nr I0SCRI x Niestuchowski 49 41 54 27
(83,7) (50)

Czereszniewa x Nr 239 53 40 43 21
(75,5) (48,8)

Titania x Nr 239 47 39 25 7
(83) (28)

Bez Tron x Niestuchowski 64 28 42 8
(437 (19)

Titania X R. sanguineum 33 1 23 3
(33,3) (13)

Titania x Rodneus 24 12 69 21
(50) (30,4)

Captivator x Titania 37 19 18 6
(51,3) (33,3)

a - liczba wylozonych zarodkow,
b - liczba zarodkéw podejmujacych wazrost.

4. Podsumowanie

1. Istnieje mozliwo$é uzyskania zarodkéw mieszancowych w obrebie rodzaju Ri-
hes przy zastosowaniu techniki in vitro.

2. Optymalnym stadium izolacji zarodka dla rozwoju i dalszej regeneracji jest
stadium torpedy a dniem do jego izolacji 52 dzien po zapyleniu.

3. Liczba zregenerowanych zarodkow zalezy od stosowanych hormondw, w przy-
padku kinetyny - 83,7%, a w przypadku BA - 48,8%.
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