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Embryoudvikling hos surkirsebarsorten ’Stevnsbar’

Development of the embryo of the sour cherry cultivar ’Stevnsber’

Gert B. Poulsen

Resumé

Embryoer af surkirsebarsorten ’Stevnsber’ er udtaget pa seks tidspunkter under modningsforlgbet og
overfgrt til et kunstigt neringssubstrat. Ved de to seneste udtagningstider blev udtaget embryoer bade
med kimblade, og med kimbladene fjernet.

Embryoen udvikledes i lgbet af 2-3 uger i frugtens anden vaekstfase. Topvaksten af embryoer med
kimblade kulminerede ved udtagningerne den 21. juni, mens embryoer uden kimblade havde top-
vaekst et par uger senere. Den stgrste udvikling af intakte planter blev opniet ved udtagning af
embryoer uden kimblade kort fgr frugtmodningen.

Nggleord: Embryokultur, surkirsebar, embryoudvikling.

Summary

Embryoes from the sour cherry cultivar ’Stevnsbaer’ were isolated six times during the growth period
and cultured in vitro. At the two latest isolations, intact embryoes and embryoes with the cotyledons
removed were isolated.

The embryoes developed into full size in 2-3 weeks of the second phase of fruit growth. Develop-
ment of embryoes with the cotyledons retained were highest at the isolation on 21. June, while
embryoes with cotyledons removed had increasing growth until a couple of weeks later.

The highest number of embryoes that developed root and top was obtained through isolations of
embryoes with the cotyledons removed, from nearly mature fruits.
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Indledning

Formalet med n&rverende projekt er for surkir-

sebzrsorten *Stevnsbzr’ at bestemme det tids-

punkt, fysiologisk karakteriseret, hvor kimen er

fuldt udviklet, samt hvornir den gar i hvile.
Med denne viden vil det vaere muligt tidligt pa

foraret at foretage krydsninger pé treer, der er
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drevet i veeksthus, udtage kimen p& det nermere
bestemte tidspunkt, inden hvilen indtreder, og
dyrke den in vitro. Den plante, der udvikles, kan
siden dyrkes pa traditionel vis. Det vil pa denne
méde vere muligt at »indtjene« et ar i foreedlings-
arbejdet samtidig med, at vanskelige krydsninger
kan bringes til fuld udvikling (Tukey, 1934).
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Anatomisk udvikling
Den typiske udvikling af kimen hos kirsebzar er
beskrevet af Schanderl (1948).

1. periode: Efter afblomstringen begynder nu-
cellus (frokroppen) at vokse, uanset om der har
fundet en befrugtning sted. Cellerne vokser mere
i stgrrelse end i antal. De er geléagtige gennem-
sigtige.

I det yderste integument (frghinde) begynder
differentieringen af ledningsstrenge, som har for-
bindelse med ledningsstrengen i funiculus (frg-
strengen). Begge integumenter bliver senere til
testa (frphinden) (fig. 1a).

2. periode: Testa og nucellus har nesten opniet

den endelige stgrrelse. Der differentieres et cen-
tralt rgr i nucellus (haustorie rgr) (fig. 1b).

a Ep

Fig. 1. Skematisk fremstilling af udvikling fra freanleg
til frg i Prunus-slegten. (Schanderl, 1948). a: Frganleg
i den ferdige blomst. b: Differentiering af haustorierpr
midt i nucellus. c: Vekst af embryoseekken [ hausto-
riergret. d: Efter at haustoriet er ferdigudvikiet, begyn-
der embryosekken at vokse i bredden, embryo kan
skimtes. e: Embryoseekken og embryo vokser. f: Feer-
digudviklet fro. Frohinden stammer fra embryosekkens
vderste lag og testa fra integumenterne.
N: Nucellus, E: Embryosaek, HS: Haustoriergr, H:
Haustorium, Em: Embryo, I: Integumenter.
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3. periode: Embryosakken begynder at vokse. I
begyndelsen kun dens nederste del, idet den vok-
ser kileformet ind i centralrgret i nucellus, hvor
den udggr et haustorium, der optager nzring fra
nucellus. Samtidig vokser kernen i embryosazk-
ken, og udfylder til sidst denne (fig. 1¢).

4. periode: Nar den nederste del af embryosak-
ken og haustoriet er feerdigudviklet, begynder den
gverste del, hvor embryoen er, at udvikle sig. Fra
nu af kan embryosakken skelnes fra den geleagti-
ge nucellus ved en fastere konsistens. Embryo-
sekken udvikler sig i nucellusvaevet, som den
optager ved hjzlp af haustoriet (fig. 1d).

5. periode: Nu begynder embryoen at vokse.
Samtidig begynder den indre del af perikarpen
(stenen) at udvikle sig pd indersiden af frugtbla-
dene. Embryosaxkkens haustorium optager fort-
sat nucellusvaevet og udvikler endospermen (frg-
hviden). Embryoen optager det meste af denne,
kun en lille rest bliver tilbage, der sammen med
integumenterne danner testa (frghinden). Em-
bryoen udvikler kimblade som naringslager, de
opfylder det meste af det oprindelige nucellusrum
(fig. 1e og f).

Tukey (1934) har underspgt frugtudviklingen
for tre surkirsebarsorter 'Early Richmond’,
’Montmorency’ og 'Skyggemorel’. Han opdeler
udviklingen i tre faser, baseret p& perikarpens
udviklingsrytme (fig. 2).

1. fase: Hurtig udvikling af perikarpen kort efter
befrugtning. Denne periode er af samme varighed
for de tre undersogte sorter.

2. fase: Standset eller svag udvikling af perikar-
pen. Det er i udstrekningen af denne periode, der
er forskel mellem tidligt og sent modnende sorter.

3. fase: Perikarpen vokser hurtigt til fuld stgrrel-
se, den modner i denne periode og bliver blgd. 3.
fase er af samme varighed for de tre underspgte
sorter.

Under forste fase udvikles den indre del af pe-
rikarpen, men den bliver forst hird i begyndelsen
af anden fase. Nucellus og integumenterne be-
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Fig. 2. Vaekstkurve for frugtens pericarp (P), nucellus
og integumenter (NI) og embryo (E) af tre surkirseber-
sorter. (Tukey, 1934).

gynder en kraftig veekst omkring blomstringstids-
punktet og afslutter vaeksten ved overgangen til
anden fase.

Embryo begynder sin udvikling samtidig med
anden fase. Den vokser hurtigt til fuld stgrrelse.
Udviklingstiden er nzsten ens for de undersggte
sorter. Dette udviklingsmenster er karakteristisk
for stenfrugter (Lilleland, 1933).

Affig. 2 ses, at ved tidligt modnende sorter dvs.
sorter, der modner tidligere end ’Early Rich-
mond’, kan frugten modne, inden embryo er fzr-
digudviklet. Det vil derfor ikke vare muligt at
anvende s&danne sorter som mgdre i foredlings-
programmer.

Dette var &rsagen til, at Tukey (1933) startede
med at dyrke kirsebzrembryoer pi et kunstigt
naringssubstrat. Siden har Krapf og Theiler
(1968) gennemfert et foredlingsprojekt, hvor de
dyrkede afkommet in vitro.

Fysiologisk udvikling

Abou-Zeid og Gruppe (1972) og Abou-Zeid et al.
(1972) finder, at umodne kirsebarembryoer kan
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dyrkes in vitro, nar de bliver udtaget i farste halv-
del af frugtudviklingens anden fase. Herefter vil
de g i hvile.

Efter dette tidspunkt blev bade skud og rod-
vaekst fremmet ved at reducere kimbladenes stgr-
relse, mens fuldstaendig fjernelse af kimbladene
kun stimulerede skudveaeksten (Abou-Zeid et al.,
1972).

Abou-Zeid og Gruppe (1972) fandt ved at tilfgre
et ethanolekstrakt fra modne kuldebehandlede
kirsebarfrg ikke nogen effekt p4 intakte embryo-
er. P4 embryoer med 50% reducerede kimblade,
var der kun lille virkning, mens der iagttoges en
stor vakstfremmende virkning pAd embryoer,
hvorfra kimbladene var helt fjernet. Dette indice-
rer, at den for hvilen betydende faktor befinder
sig i kimbladene. De fandt ogsé, at embryoer, der
er giet i hvile, behgver 9 ugers kuldebehandling
ved 4°C for at kunne spire.

Disse resultater tolkes pi fglgende méde
(Abou-Zeid & Neumann, 1980): Udviklingen af
toppen er uafhangig af komponenter fra eks-
trakten,dadengd vendigeneringsstofferogvakst-
regulatorer er til stede i neeringsopl@gsningen.
Rodudviklingen er indtil dette tidspunkt hem-
met.

Med den fremadskridende udvikling af em-
bryoen bliver rodens udvikling i stigende grad
fremmet, da den er betinget af stoffer fra eks-
trakten.

Nar koncentrationen af disse stoffer overskri-
der en bestemt tarskelverdi, bliver toppen
haemmet i sin udvikling. Ved denne koncentration
er rodens udvikling endnu ikke nedsat. Forst ved
en endnu hgjere koncentration kommer det ogsi
til en hemning af rodudviklingen. Denne kon-
centration svarer til, at frghvilen er niet.

Ovenstiende resultater er opniet med Prunus
avium, men Abou-Zeid og Gruppe (1972) fandt, at
Pr. avium, Pr. cerasus og Pr. mahaleb udviklede
sig meget ens, nar man ser bort fra de forskellige
modningstider.

Materialer og metoder

Der er anvendt frugter fra treeer af Prunus cerasus
L. ’Stevnsbeer’ fra en plantage i Lille Verlgse ved
Kgbenhavn. Plantagen bestod udelukkende af
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sorten ’Stevnsbar’, si det er rimeligt at antage, at
frugterne er udviklet fra selvbefrugtninger. Dette
er tilstraebt for at have et ensartet udgangsmateri-
ale,

Der blev foretaget 6 udtagninger i lgbet af
vakstsasonen 1981 hhv. 5. juni, 14. juni, 21. juni,
4. juli, 18. juli og 30. juli.

Ved hver udtagning blev perikarpens diameter
malt i frugtbladets lengderetning (frugtens hgj-
de). De hele frugter blev steriliseret i 10%% natri-
umhypochlorit i 10 min. Ved de 4 forste udtagnin-
ger blev der udtaget 50 embryoer med kimblade,
og ved de 2 sidste blev der udtaget 40 embryoer
med kimblade og 40 embryoer, hvorfra kimbla-
dene blev fijernet (kimakser). Dette blev gjort for
at underspge, om Aarsagen til frghvilen findes i
kimbladene. Embryoernes laengde blev malt ved
hjelp af et maleokular. Prapareringerne blev
udfert sterilt i en podebenk.

Embryoerne blev overfgrt til rgrglas (25 x 150
mm) med 10 ml M/S vekstsubstrat (Murashige &
Skoog, 1962).

% embryoer

Perikarp

1001

N IV

50.]

A A

Embryo

Efter prepareringen blev rgrglassene anbragt i
vaekstskab ved 18°C, med 16 timers daglengde.
Lyskilden bestod af to lysstofrgr, type: Thorn
15w/28 - HOMELITE, pr. 0,25 m? placeret 0,15
m over bundpladen. Opggrelsen fandt sted den 8.
september.

Resultater
Udviklingen af perikarp og embryo i forsggspe-
rioden er vist i fig. 3.

Perikarpens hgjde tyder pi, at frugterne var i
anden fase af frugtudviklingen ved forsggets
start. Tredie vaekstfase begynder omkring udtag-
ningen den 18. juli. Embryoens fulde udvikling er
naet i lgbet af 2-3 uger midt i frugtens anden
vakstfase.

Embryoveekst in vitro

Ved opggrelsen blev planterne opdelt i to grup-
per, planter med topvakst og planter med bade
top- og rodvakst. Der var ingen planter, der kun
havde rodvakst (fig. 3).

Langde af
embryo og
10 perikarp (mm)

Topvakst
D Ingen vakst

' Top- og rodvekst’

5.6 14,6 21.6 4.7

18.7 30.7 Dato
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Fig. 3. Perikarp- og embryoudvikling, samt det relative

antal embryoer der udvikles in vitro, ved forskellige

udragningstidspunkter + — -, angiver med og uden
kimblade.




Topvaksten af embryoer med kimblade kulmi-
nerede ved frugthgst omkring 21. juni, hvorefter
den aftog steerkt. Embryoer uden kimblade havde
derimod topvaekst er par uger senere. Kun fa
embryoer med kimblade havde rodvakst,

Diskussion

Kurven for perikarpudviklingen er ikke si marke-
ret som iagttaget af Tukey (1934) for f.eks. English
Morello i fig. 2. Det skyldes, at undersggelsen
helt overvejende er udfert i anden veekstfase, der
er meget lang hos ’Stevnsbar’.

Embryoens udvikling forlgber som iagttaget af
Tukey (1934). Han finder, at udviklingstiden for
*Skyggemorel’ fra fuld blomstring til embryoen
har niet sin endelige stgrrelse er 38 dage. Den
tilsvarende periode er her fundet til 39 dage for
*Stevnsber’.

Embryoens evne til at vokse er stgrst ved
frugthest den 21. juni, det vil sige efter det tids-
punkt, hvor embryoen har néet sin fulde stgrrel-
se. SAvel antal af embryoer, der kun udvikler top,
som antal af embryoer, der udvikler bade top- og
rodvakst, falder fra dette tidspunkt og hen imod
modningen. Dette er overensstemmende med, at
hvilen opbygges gradvis (Abou-Zeid & Neu-
mann, 1980).

Topvaksten af embryoer uden kimblade er og-
s faldende hen imod modningstidspunktet, men
faldet er ikke s kraftigt som for intakte embryo-
er. Dette kan forklares ved, at nogle af embryoak-
serne pa udtagningstidspunktet havde modtaget
tilstrekkelig inhibitor til at heemme topvaksten.
Det kraftige fald hos de intakte embryoer skyldes,
at de udvikler sig efter udtagningen, som de ville
have gjort in vivo — det vil sige at syntesen af
inhibitorer i kimbladene fortsztter. Dette forkla-
rer ogsd, hvorfor udviklingen af planter med rod
hemmes i de intakte embryoer.

Embryoakserne har derimod ikke faet den for
roddannelsen hemmende koncentration af inhi-
bitor p4 udtagningstidspunktet. Derfor stiger an-

tallet af planter, der ogsd udvikler rod, efterhan-

den som de er fysiologisk udviklet til det.
Da embryoakserne ikke er i kontakt med
kimbladene, gir de ikke i hvile. Det m4 derfor

formodes, at en udtagning senere end den sidst
udfgrte vil give endnu flere intakte planter.

Hvis man gnsker at spire frg af kirsebar samme
ar, som de er dannet, kan fglgende metoder an-
vendes:

1: Hegste hvilende frg, udtage embryoen, og kul-
debehandle den i 9 uger ved 4°C (Abou-Zeid &
Gruppe, 1972).

2: Hgste frg i forste halvdel af frugtudviklingens
anden fase, 35-40 dage efter fuld blomstring, og
overfgre embryo direkte til kunstigt naeringssub-
strat. Udviklingsstadiet er ens for de fleste sorter
pa dette tidspunkt, og metoden mé derfor veare
bredt anvendelig.

3: Hoste frg fra midten af frugtudviklingens an-
den fase til omkring frugtmodning. Embryoen
udprepareres uden kimblade og overfgres til
kunstigt naringssubstrat.
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