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Opis wynalazku

Sposrad trzech gtéwnych europejskich gatunkéw rodzaju Fraxinus (F. excelsior — jesion wyniosty,
F. angustifolia — jesion waskolistny, F. ornus — jesion mannowy) najszerszym zakresem wystepowania
cechuje sig jesion wyniosty. Wystepuje on w catej Europie potnocnej do 64°N (w Norwegii), na potudnie
do Morza Srédziemnego, a na wschdd do Ros;ji (prawie do rzeki Wotgi). Dystrybucja pozostatych dwéch
gatunkow jest natomiast ograniczona do obszaréw potudniowych (FRAXIGEN. 2005). Ze wzgledu na
tak olbrzymi zasieg F. excelsior i niejednokrotnie kluczowe znaczenie drewna jesionowego w gospo-
darce, zamieranie tego gatunku stanowi olbrzymi problem nie tylko ekologiczny, ale tez gospodarczy.
W niektérych krajach, takich jak np. Wielka Brytania i Irlandia wymieranie jesionu juz spowodowato
znaczne straty ekonomiczne (Atkinson 2019). Przyczyna wymierania jesiondw jest choroba powodo-
wana przez grzyb, nalezacy do workowcow, ktérego aktualna nazwa gatunkowa to Hymenoscyphus
fraxineus. Wedtug Holdenriedera, ktéry wraz z Queloz i wsp. (2011) pomdgt odkry¢ petny cykl rozwojowy
tego grzyba, stosowanie fungicydéw w walce z tym patogenem nie ma uzasadnienia, m.in. dlatego, ze
stanowi zagrozenie istnienia bioré6znorodnosci, szczegdlnie ekosysteméw lesnych (Coghlan 2012).
Réwniez wycinka zainfekowanych drzew nie ograniczy procesu wymierania, gdyz materiat zakazny roz-
przestrzenia sie w grubej warstwie gleby, tzn. "na dnie lasu" (Coghlan 2012).

Znany jest sposdb regeneracji jesionu wyniostego (Capuana, 2012) obejmujacy uzyskanie sa-
dzonek jesionu wyniostego in vitro z zastosowaniem metody somatycznej embriogenezy. W metodzie
tej uzyskuje sie kalus embriogenny, czyli taki na ktérym za pomoca manipulacji odpowiednimi hormo-
nami powstaja i rozwijaja sie zarodki somatyczne przechodzace przez kolejne etapy rozwojowe, tj. etap
wczesny — globularny, sercowaty, torpedy i liscieniowy. Ostatecznie zarodek somatyczny moze postu-
zy¢ do regeneracji catej rosliny. Metoda somatycznej embriogenezy charakteryzuje sie wysoka koszto-
chtonnoscia i czesto obserwowana niestabilnoscia genetyczna komérek kalusa. Wymaga ona tez wiek-
szej liczby etapow. Wieloetapowosé wymagana w metodzie somatycznej embriogenezy skutkuje po-
nadto podwyzszonym ryzykiem niepowodzenia w uzyskaniu sadzonki, m.in. dlatego, ze kazdy etap
zwieksza prawdopodobienstwo zainfekowania hodowli. Wieloetapowos¢ skutkuje tez wieksza czaso-
chtonnoscia, a wieksza czasochtonnos¢ z kolei zwieksza ryzyko mutacji i wymusza koniecznos$é kosz-
townego utrzymywania $cisle okreslonych warunkéw i ich kontroli przez diugi czas i to w okresowo
zmienianych warunkach, zaleznych od etapu hodowli. Wszystko to sprawia, Zze w komadrkach kalusa
w procesie uzyskiwania sadzonek metoda somatycznej embriogenezy zachodza spontaniczne zmiany,
ktére powoduja, Ze regenerowane w ten sposob rosliny nie sa tak jednorodne jak mozna by oczekiwacd
po metodzie wegetatywnego rozmnazania. W tkance kalusa z czasem pojawiaja sie zmiany liczby
i struktury chromosoméw. W czasie dtugotrwatej hodowli kalusa, zmiany zachodzace w materiale ge-
netycznym kumuluja sie prowadzac do postepujacej utraty totipotencji komaérek kalusa, a tym samym
wydajnosci i jakosci pozyskiwanych sadzonek. Z powyzszych powoddw dla uzyskania sadzonek, szcze-
golnie drzew lesnych, ktére beda charakteryzowaty sie wyréwnanymi i stabilnymi cechami, wskazane
jest stosowanie mikrorozmnazania metoda organogenezy, ktéra nie tylko zapewnia stabilnos¢ wtasno-
8ci drzew, ale tez jest tansza od pozyskiwania roslin metoda somatycznej embriogenezy. Kosztochton-
nos$¢é embriogenezy somatycznej wynika tez z koniecznosci wielokrotnego pasazowania kultur in vitro
z stosowaniem wielu réznorodnych regulatoréw wzrostu i sktadnikéw podtozy hodowlanych.

Wobec powyzszego nalezy szukaé innych rozwigzah zapewniajacych odnowienie i zachowanie
populacji jesionu wyniostego. Celem wynalazku jest dostarczenie metody produkcji sadzonek jesionu
wyniostego (Fraxinus excelsior L.), ktéra pozwalataby na unikniecie wad znanych metod produkcji sa-
dzonek.

Przedmiotem wynalazku jest sposéb pozyskiwania sadzonek jesionu wyniostego (Fraxinus ex-
celsior L.) oraz sktad pozywek nadajacych sie do wykorzystania w tym sposobie, ktére zostaty szcze-
gotowo zdefiniowane w zataczonych zastrzezeniach patentowych.

Istota prezentowanego wynalazku jest umozliwienie wykorzystania posredniej organogenezy
przybyszowej, w ktérej pomija sie etap ksztattowania i rozwoju zarodka somatycznego, a tym samym
znacznie ogranicza liczbe pasazy i kosztownych sktadnikow podtozy hodowlanych. W metodzie posred-
niej organogenezy przybyszowej regeneracja rosliny nastepuje bezposrednio z tkanki kalusowej, co
skutkuje nie tylko nizszymi kosztami produkcji sadzonek ale tez, co bardzo istotne, wieksza ich stabil-
noscia genetyczna niz w przypadku stosowania mikrorozmnazania metoda somatycznej embriogenezy.
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Przyktad 1. Pozyskiwanie sadzonek jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior L.).

Ponizej zostanie przedstawiony szczegétowy opis kolejnych etapéw przyktadowej realizacji spo-
sobu wedtug wynalazku. Sktady stosowanych pozywek zostaty podsumowane w Tabeli 1.

A. dezynfekcja nasion jesionu wyniostego

Dezynfekcja przebiega dwuetapowo a wskazane ilo$ci zostaty podane w przeliczeniu na ok. 250

nasion.

Etap pierwszy (dezynfekcja wstepna — nie wymaga warunkéw sterylnych)

1.

2.

Z dobrej jakosci (bez wyraznych uszkodzen) nasion jesionu wyniostego usunieto aparat lotny
tj. skrzydlak.

Nasiona bez skrzydlakéw umieszczano w metalowym, szczelnie zamykanym sitku o minimal-
nej zalecanej $rednicy 65 mm. W przypadku mniejszej liczby nasion, np. 100, zalecana mini-
malna $rednica sitka to 40 mm.

Nasiona zamkniete w sitku umieszczano w zlewce szklanej wypetnionej 70% roztworem nie-
skazonego etanolu w iloSci pozwalajacej na petne zanurzenie nasion w tym roztworze i wy-
trzasano przez 30 sekund.

Po tym czasie nasiona w sitkach przenoszono do wysokiej, np. 2-litrowej zlewki i przemywano
w strumieniu biezacej wody wodociagowej o temperaturze okoto 18°C.

W koricowym etapie ptukania tj. po 25 minutach zakrecano doptyw wody, a do zlewki z woda
wlewano 5 mL $rodka odttuszczajacego tupiny nasienne tj. polisorbatu 80 (Tween 80) (Sigma
Aldrich) i wytrzgsano nasiona w tym roztworze przez kolejne 5 minut (do powstania piany).
Celem optukania nasion z powstatej piany nasiona w sitach powtérnie umieszczano w zlewce
o pojemnosci 2 litréw i przemywano biezaca wodg wodociagowa o temperaturze okoto 18°C
przez co najmniej 5 minut.

Etap drugi (dezynfekcja wtasciwa — wymaga warunkow sterylnych)

7.

8.

10.

11.

12.

13.

14.

Nasiona w sitkach przenoszono do komory laminarnej, aby dalsza dezynfekcja przebiegata
w sterylnych warunkach.

Nasiona wyciagano z sitka sterylna peseta i umieszczano w sterylnej zlewce szklanej o po-
jemnosci okoto 400 mL, a nastepnie zalewano 250 mL 5% wczeéniej sporzadzonego wod-
nego roztworu poliwinylipirolidonu (PVP).

Zlewke z nasionami szczelnie zabezpieczano zachowujac warunki sterylne, np. sterylna folia
aluminiowa i uszczelniano np. owijajac parafilmem.

Tak zabezpieczone nasiona umieszczone w zlewce z roztworem PVP inkubowano przez 24
godziny w temperaturze 7°C, w ciemno$ci.

Po uptywie 24 godzin nasiona umieszczano we wczesniej uzywanym sitku i przenoszono do
sterylnej zlewki szklanej z 70% roztworem etanolu nieskazonego tak by wszystkie nasiona
byty zanurzone w tym roztworze i wytrzasano przez 30 sekund.

Nastepnie, w drugiej, sterylnej, szklanej zlewce nasiona umieszczone w sitkach przeptuki-
wano sterylna woda dejonizowana.

Nasiona dezynfekowano w 8% roztworze podchlorynu sodu (NaOCI) firmy Fluka lub Sigma-
-Aldrich (numer katalogowy: 13440), ktéry zawiera 6 14 aktywnego chloru. W przypadku
NaOCI od innych dystrybutoréw nalezy wczesniej przetestowacd, jakie stezenie nalezy zasto-
sowac, aby uniknaé uszkodzenia nasion. W przypadku zbyt wysokich stezen zarodki ,bielaty”,
tracity turgor po sterylizacji i obumieraty. Nasiona umieszczone w sitkach wytrzasano ener-
gicznie przez co najmniej 15 minut w roztworze NaOCI.

Po tym czasie nasiona umieszczone w sitkach ptukano 5-krotnie w sterylnej wodzie dejoni-
zowanej, kazdorazowo przez co najmniej 1 minute, zmieniajac wode po kazdym ptukania.
Zdezynfekowane zgodnie powyzsza procedura nasiona byty gotowe do izolacji zarodkow zy-
gotycznych. Dla zachowania efektu dezynfekcji izolacje zarodkéw nalezy wykona¢ pod ko-
mora laminarna bezposrednio po dezynfekcji nasion.

Powyzsza procedura pozwala uzyskac in vitro niezainfekowane eksplantaty pierwotne dajace
zdrowa tkanke kalusa jesionu wyniostego niezbedna do dalszych etapéw badan i generujaca
poprawnie wyksztatcone sadzonki.
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Il. 1zolacja dojrzatych zarodkéw zygotycznych ze zdezynfekowanych nasion jesionu wyniostego
i otrzymywanie z nich sadzonek

Wszystkie czynnosci prowadzono w sterylnych warunkach np. w komorze laminarnej. Zdezynfe-
kowane nasiona osuszano np. na sterylnej bibule filtracyjnej, ale tak by nie ulegty catkowitemu przesu-
szeniu (dlatego zalecane jest osuszanie po kilka sztuk np. 5). Nastepnie nacinano sterylnie (np. przy
pomocy sterylnego skalpela) wzdtuz tupine nasienna kazdego z nasion i sterylnie, np. przy uzyciu ste-
rylnej pesety, odseparowano zarodek zygotyczny. Nastepnie, sterylnie, np. za pomoca sterylnego skal-
pela delikatnie raniono zarodek (korzystnie w dwdch miejscach) w celu przyspieszenia inicjacji tkanki
kalusa. Po 10 wyizolowanych w ten sposéb zarodkéw zygotycznych (eksplantatéw pierwotnych)
umieszczano na sterylnej pozywce 1 (Tab. 1A) w sterylnych wentylowanych szalkach Petriego, w pozy-
cji horyzontalnej, tak aby w %2 powierzchni przylegaty do pozywki.

1. Tworzenie i namnazanie tkanki kalusa z jednoczesnym formowaniem siewek pierwotnych

W szalkach przygotowanych jak wyzej zabezpieczonych przed wysuszeniem np. przez owiniecie
ich parafilmem i inkubowanych w ciemnos$ci w temperaturze pokojowej (zalecane 24°C +/- 1°C) i wilgot-
nosci powietrza typowej dla hodowli roslinnych (zalecane 40-45%) po trzech do czterech tygodniach
obserwowano wytwarzanie tkanki kalusa przez zarodki zygotyczne. Tkanka ta po okoto szesciu tygo-
dniach od momentu umieszczenia zarodkéw zygotycznych na pozywce 1 (Tab. 1A) osiagata srednice
ok. 4-8 mm i wytwarzata siewki jesionu wyniostego o niepetnej formie rozwoju, zwane tutaj siewkami
pierwotnymi (Fig. 1).

2. Rozwdj siewek wtérnych

Po osiagnieciu przez siewki pierwotne dtugosci okoto 8 mm, w celu zwiekszania wydajnosci pro-
dukcji sadzonek, zalecane jest sterylnie pociecie kazdej z nich na 2 do 5 fragmentéw (Fig. 2), ale tak by
kazdy powstaty fragment zawierat czes¢ tkanki kalusa. Otrzymane fragmenty, korzystnie posegrego-
wane w grupy pochodzace z jednego genotypu, przenoszono sterylnie do wentylowanych szalek Pe-
triego, korzystnie o $rednicy 90 mm, wypetnionych do 2/3 wysokosci pozywka 2 (petny skfad patrz
Tab. 1B). Pozywka 2 stuzy do inicjacji siewek wtdérnych i w odréznieniu do pozywki 1 stosowanej na
wczesdniejszych etapach nie zawiera auksyny 2,4-D tj. kwasu 2,4-dichiorofenoksyoctowy — regulatora
wzrostu.

Na jedna szalke zaleca sie umiesci¢ do 5, pocietych na fragmenty, siewek pierwotnych z frag-
mentami tkanki kalusa. Przestrzeganie czysto$ci kultur pod wzgledem genotypu materiatu ma istotne
znaczenie praktyczne przy pézniejszym wykorzystaniu sadzonek w zalesianiu. Pozwala na wprowadza-
nie najbardziej wytrzymatych genotypow i zapewnia kontrole bioréznorodnosci sadzonek wprowadzo-
nych do zalesianego terenu. Szalki z hodowlami inicjujacymi siewki wtérne (tj. z umieszczonymi na
pozywce fragmentami powstatymi z ciecia siewek pierwotnych wraz z pozostato$cia tkanki kalusa) prze-
noszono w warunki typowe dla hodowli roslinnych tj. zapewniajace odpowiednia wilgotnos¢, tempera-
ture i oSwietlenie. W opisywanym przyktadzie byta to wilgotnosci 40-45%, temperatura 23°C +/- 1°C
i Swiatto biate LED o natezeniu promieniowania PAR 300 umol/s-'/m? ze zrédtlem umieszczonym w od-
legtosci 10 cm od hodowli i fotoperiodem 12 godzin (12 godzin $wiatto i 12 godzin ciemnos¢).

Przy zaktadaniu hodowli inicjujacej powstanie siewek wtérnych dopuszczalna jest rezygnacja
Z ciecia siewek pierwotnych, ale wéwczas pominie sie zaplanowany na tym etapie proces zwielokrot-
niania siewek i uzyskiwanych ostatecznie sadzonek (z jednej siewki pierwotnej powstanie wéwczas
jedna siewka wtdérna, ktéra ostatecznie przeksztatci sie tylko w jedna sadzonke).

Po 2 tygodniach z fragmentéw siewek pierwotnych powstawaty wyksztatcone fizjologicznie siewki
wtérne (Fig. 3) (o dtugosci pedu okoto 5—7 mm), dobrze wybarwione chlorofilem, z liscieniami i korzon-
kiem zarodkowym (o dtugosci okoto 5 mm) w liczbie $rednio 8 siewek wtérnych wyhodowanych w poje-
dynczej szalce Petriego, w ktérej uprzednio umieszczano wszystkie fragmenty uzyskiwane z pieciu po-
cietych siewek pierwotnych z pozostatoscia tkanki kalusa.

3. Rozwdj sadzonek

Powstate siewki wtérne przenoszono sterylnie do wysterylizowanych krystalizatorow, korzystnie
o srednicy 80 mm (korzystnie po 4 siewki na jedno naczynie) zamknietych szklang pokrywa (pokrywe
moze stanowié np. gérna czesé szalki Petriego) lub analogicznych sterylnych naczyn dedykowanych do
hodowli roslin np. z firmy SPL Life Sciences Co 100 ($red.) x 40 (wys.) mm, nr. kat. 310100, wypetnio-
nych sterylna, pozywka 3, ubozsza niz poprzednie pozywki w wybrane sktadniki (gtéwnie mikroele-
menty) i wzbogacona w regulator wzrostu tj. auksyne IBA (kwas indolilomastowy) o stezeniu 5,28 mg/!
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(petny sktad patrz Tab. 1C). Hodowle nadal prowadzono w opisanych powyzej warunkach Swiatta, tem-
peratury i wilgotno$ci. Po 4 do 6 tygodniach hodowli w krystalizatorach uzyskano autonomiczne, wy-
ksztatcone fizjologicznie sadzonki jesionu wyniostego o wysoko$ci pedu 15—20 mm z dobrze wyksztat-
conymi korzeniami (o dtugosci $rednio 10 mm) i lisémi (Fig. 4). Po tym czasie hodowle mogty by¢ akli-
matyzowane w sterylnej glebie — kazda siewke pikowano do osobnej doniczki np. o wymiarach 9 x 9 cm
(np. typu p9) i wypetnionej stosowanym w uprawach roslin podtozem takim jak np. gleba uniwersalna,
z zastrzezeniem, ze odczyn podtoza nie moze byé kwasny (Fig. 5).

Podsumowujac, ujawniony wynalazek dostarcza sposob pozyskiwania sadzonek jesionu wynio-
stego (Fraxinus excelsior L.) z dojrzatych nasion na drodze pos$redniej organogenezy przybyszowej
w procesie mikrorozmnazania uwzgledniajacy ponizszy sktad pozywek stosowanych na poszczegodl-
nych etapach.

Tab. 1. Skiad pozywek do inicjacji i proliferacii tkanki kalusa oraz organogenezy przybyszowej w siewki i sadzonki
F. excelsior w warunkach in vitro. W nawiasach podano dopuszczalny zakres stezen, ze wskazaniem korzystnej
wartosci poza nawiasem oznaczonej *

NH,NO, 825*% (525-1150)
KNO, 950* (650_1275)
CaCl, x 2H,0 220* (100-333)
MgS0, x 7H,0 185* (65-300)

KH,PO,

85* (15-200)

#Skladntki organi

FeSO, x 7H,0 27,8 (20-39) 27,8 (20-39)
Na,EDTA x 2H,0 22,0% (15-39) 22,0* (15-39)

KI 0,83 (0,20-1,30) 0,41* (0,15-0.35)
H,BO, 6.2 (4,0-8.2) 3,15% (1,50—.50)
MnSO, x 45,0 223 (14-34) 11,15* (7,50-13,50)
ZnSO, x 7H,0 8.6 (6-10,5) 1,3* (2,50-5,50)
Na,MoO, x 2H,0 0,25 (0.10-0.45) 0.125%(0,05-0.323)
CuSO, x 5H,0 0,025 (0,010-0.045) 0,0125* (0,060-0,185)
CaSO, x 6H,0 0,025 (0,010-0,045) 0,0125 (0,060-0,185)

kwas nikotynowy

5

70.25% (0,1-0.4)

sacharoza

‘Regnlatory wzrost

6-benzyloadeninopurvna (BA)

0.5 (0,20,
pirydoksyna-HCI 0,5 (0,2-0,75) 0,25* (0,104
tiamina-HC! 0,2* (0,1-0.4) 0,1* (0,05-0.3)
glicyna 2 (1-3) 2(1-3)
7i -inozytol 100 (50-130) 100 (50-130)
20000* (10000-30000) 10000* (5000-8000)

2+ (1-3)

kwas dichlorofcnoksyoctowy

@.4-D) 0.2 (0,01-04) 0% (0-1) 0% (0-1)
kwas indolilo — 3 maslowy . 0 . (0 < yq% (2 5
BA) 0* (0-1) 0* (0-3) 5,28* (3,5 7.5
Pozostale skladniki {g/)

agargel ‘ 4.0% (2-5) 34% (2-5)
pH pozywki 5.8* (5.0-6.5) 5.7*% (3.0-6.5)
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb pozyskiwania sadzonek jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior L.), znamienny tym,
ze obejmuje otrzymywanie wyselekcjonowanych genotypdéw tkanki kalusa, a z nich sadzonek
F. excelsior w hodowlach in vitro, na drodze po$redniej organogenezy przybyszowej, z zarod-
kéw zygotycznych izolowanych z dojrzatych nasion, przy czym:

a) nieuszkodzone nasiona jesionu wyniostego pozbawia sie skrzydlakéw a nastepnie dezyn-
fekuje wstepnie roztworem wodnym etanolu, korzystnie o stezeniu 70% wag., optukuje
woda, odttuszcza sie roztworem wodnym polisorbatu 80 (Tween 80), i ponownie optukuje
woda, a nastepnie

b) nasiona dezynfekuje sie w warunkach sterylnych wodnym roztworem poliwinylipirolidonu,
korzystnie o stezeniu 5% wag., ponownie kontaktuje sie z roztworem wodnym etanolu, ko-
rzystnie o stezeniu 70% wag., optukuje sterylng woda dejonizowanag, a nastepnie dezynfe-
kuje sie wodnym roztworem podchlorynu sodu, korzystnie w stezeniu od 6 do 14%, po czym
optukuje sie sterylna woda dejonizowana,

c) znasion odseparowuje sie zarodek zygotyczny i umieszcza go na pierwszej pozywce statej
i inkubuje, korzystnie w temperaturze pokojowej przez 3—4 tygodni, do wytworzenia tkanki
kalusa przez zarodki zygotyczne uzyskujac siewki pierwotne,

d) siewki pierwotne przenosi sie na druga pozywke stata, ewentualnie tnie na mniejsze frag-
menty zawierajace tkanke kalusa, i inkubuje, korzystnie w temperaturze pokojowej przez
2 tygodnie, do uzyskania wyksztatconych fizjologicznie siewek wtérnych, korzystnie o diu-
gosci pedu okoto 5—7 mm, dobrze wybarwionych chlorofilem, z licieniami i korzonkiem za-
rodkowym o dtugosci okoto 5 mm,


https://theconversation.com/ash-dieback-one-of-the-worst-tree-disease-epidemics-could-kill-95-of-uks-ash-trees-116567
https://theconversation.com/ash-dieback-one-of-the-worst-tree-disease-epidemics-could-kill-95-of-uks-ash-trees-116567
http://www.newscientist.com/
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e) siewki wtdrne przenosi sie na trzecia pozywke stata i inkubuje, do uzyskania wyksztatconych
fizjologicznie sadzonek jesionu wyniostego, korzystnie o wysokoéci pedu 15-20 mm z do-
brze wyksztatconymi korzeniami, $rednio o dtugosci 10 mm, i li§émi, gotowych do wysadza-
nia w glebie,

przy czym jako pierwsza pozywke stata stosuje sie pozywke do wytwarzania przez zarodki

zygotyczne tkanki kalusa, jej proliferacji i uzyskiwania siewek pierwotnych jesionu wyniostego

(Fraxinus excelsior L.) zawierajaca:

NHsNO3 w stezeniu 525—-1150 mg/ml, korzystnie 825 mg/ml,
KNOs w stezeniu 650-1275 mg/ml, korzystnie 950 mg/ml,
CaClz x 2H20 w stezeniu 100-335 mg/ml, korzystnie 220 mg/ml,
MgSOs x 7H20 w stezeniu 65-300 mg/ml, korzystnie 185 mg/ml,
KH2PO4 w stezeniu 15-200 mg/ml, korzystnie 85 mg/ml,
jako mikroelementy:

FeSO4 x 7H20 w stezeniu 20-39 pg/l, korzystnie 27,8 ug/l,
NazEDTA x 2H20 w stezeniu 15-39 pug/l, korzystnie 22,0 ug/l,

Kl w stezeniu 0,20-1,30 pg/l, korzystnie 0,83 nug/l,
H3BO3 w stezeniu 4,0-8,2 ug/l, korzystnie 6,2 ug/l,

MnSOa4 x 4H20 w stezeniu 14-34 ug/l, korzystnie 22,3 ug/l,

ZnS04 x 7H20 w stezeniu 6-10,5 pg/l, korzystnie 8,6 ng/l,
Na2MoO4 x 2H20 w stezeniu 0,10-0,45 ug/l, korzystnie 0,25 ug/I,
CuS04 x 5H20 w stezeniu 0,010-0,045 pug/l, korzystnie 0,025 ug/l,
CoS04 x 6H20 w stezeniu 0,010-0,045 pug/l, korzystnie 0,025 ug/l,
jako sktadniki organiczne:

kwas nikotynowy w stezeniu 0,2-0,75 mg/ml, korzystnie 0,5 mg/ml,
pirydoksyna-HClI w stezeniu 0,2-0,75 mg/ml, korzystnie 0,5 mg/ml,
tiamina-HCI w stezeniu 0,1-0,4 mg/ml, korzystnie 0,2 mg/ml,
glicyne w stezeniu 1-3 mg/ml, korzystnie 2 mg/ml,

inozytol w stezeniu 50-130 mg/ml, korzystnie 100 mg/ml,
sacharoze w stezeniu 10000-30000 mg/ml, korzystnie 20000 mg/ml,
jako regulatory wzrostu:

6-benzyloadeninopuryne w stezeniu 1-3 mg/ml, korzystnie 2 mg/ml,
kwas dichlorofenoksyoctowy  w stezeniu 0,01-0,4 mg/ml, korzystnie 0,2 mg/ml,
kwas indolilo-3 mastowy w stezeniu 0—1 mg/ml, korzystnie 0 mg/ml,

a jako sktadnik zelujacy agargel w stezeniu od 2 do 5 g/l, korzystnie 4 g/l,

oraz posiadajaca pH w zakresie 5,0-6,5, korzystnie o pH wynoszacym 5,8,

natomiast jako druga pozywke stata stosuje sie pozywke do uzyskiwania siewek wtérnych z sie-
wek pierwotnych jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior L.) zawierajaca:

jako makroelementy:

NH4O3 w stezeniu 525—-1150 mg/ml, korzystnie 825 mg/ml,
KNOs w stezeniu 650-1275 mg/ml, korzystnie 950 mg/ml,
CaClz x 2H0 w stezeniu 100-335 mg/ml, korzystnie 220 mg/ml,
MgSOa4 x 7H20 w stezeniu 65-300 mg/ml, korzystnie 185 mg/ml,
KH2PO4 w stezeniu 15-200 mg/ml, korzystnie 85 mg/ml,
jako mikroelementy:

FeSOa4 x 7H20 w stezeniu 20-39 ng/l, korzystnie 27,8 ug/l,
NazEDTA x 2H:20 w stezeniu 15-39 ng/l, korzystnie 22,0 g/l

Kl w stezeniu 0,20-1,30 ug/l, korzystnie 0,83 ug/l,
HsBOs3 w stezeniu 4,0-8,2 ug/l korzystnie 6,2 pg/l,

MnSOa4 x 4H20 w stezeniu 14-34 ug/l, korzystnie 22,3 ug/l,

ZnS04 x 7H20 w stezeniu 6-10,5 pg/l, korzystnie 8,6 ng/l,
Na2MoO4 x 2H20 w stezeniu 0,10-0,45 ug/l, korzystnie 0,25 ug/I,
CuS04 x 5H20 w stezeniu 0,010-0,045 pug/l, korzystnie 0,025 ug/l,

CoS04 x 6H20 w stezeniu 0,010-0,045 pug/l, korzystnie 0,025 ug/l,
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jako sktadniki organiczne:

kwas nikotynowy w stezeniu 0,2-0,75 mg/ml, korzystnie 0,5 mg/ml,
pirydoksyna-HCI w stezeniu 0,2-0,75 mg/ml, korzystnie 0,5 mg/ml,
tiamina-HCI w stezeniu 0,1-0,4 mg/ml, korzystnie 0,2 mg/ml,

glicyne w stezeniu 1-3 mg/ml, korzystnie 2 mg/ml,

inozytol w stezeniu 50-130 mg/ml, korzystnie 100 mg/ml,
sacharoze w stezeniu 10000-30000 mg/ml, korzystnie 20000 mg/ml,
jako regulatory wzrostu:

6-benzyloadeninopuryne w stezeniu 1-3 mg/ml, korzystnie 2 mg/ml,

kwas dichlorofenoksyoctowy  w stezeniu 0—1 mg/ml, korzystnie 0 mg/ml,

kwas indolilo-3 mastowy w stezeniu 0-3 mg/ml, korzystnie 0 mg/ml,

a jako sktadnik zelujacy agargel w stezeniu od 2 do 5 g/l, korzystnie 4 g/l,

oraz posiadajaca pH w zakresie 5,0-6,5, korzystnie o pH wynoszacym 5,8,

a jako trzecia pozywke stalg stosuje sie pozywke do uzyskiwania sadzonek z siewek wtornych
jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior L.) zawierajaca:

jako makroelementy:

NH4O3 w stezeniu 525—-1150 mg/ml, korzystnie 825 mg/ml,
KNOs w stezeniu 650-1275 mg/ml, korzystnie 950 mg/ml,
CaClz x 2H0 w stezeniu 100-335 mg/ml, korzystnie 220 mg/ml,
MgSOa4 x 7H20 w stezeniu 65-300 mg/ml, korzystnie 185 mg/ml,
KH2PO4 w stezeniu 15-200 mg/ml, korzystnie 85 mg/ml,

jako mikroelementy:

FeSOs x 7H20 w stezeniu 20-39 ng/l, korzystnie 27,8 ug/l,

NazEDTA x 2Hz20 w stezeniu 15-39 ng/l, korzystnie 22,0 g/l

Kl w stezeniu 0,15-0,55 ug/l, korzystnie 0,41 ug/I,

H3zBO3 w stezeniu 1,50-4,50 ug/l korzystnie 3,15 ug/l,

MnSOa4 x 4H20 w stezeniu 7,50-13,50 nug/l, korzystnie 11,15 ug/l,
ZnS04 x 7H20 w stezeniu 2,50-5,50 ug/l, korzystnie 4,3 ug/l,

Na2MoO4 x 2H20 w stezeniu 0,05-0,325 ug/l, korzystnie 0,125 ug/l,
CuS04 x 5H20 w stezeniu 0,060-0,185 pg/l, korzystnie 0,0125 ug/l,
CoS04 x 6H20 w stezeniu 0,060-0,185 pg/l, korzystnie 0,0125 ug/l,
jako sktadniki organiczne:

kwas nikotynowy w stezeniu 0,1-0,4 mg/ml, korzystnie 0,25 mg/ml,
pirydoksyna-HClI w stezeniu 0,1-0,4 mg/ml, korzystnie 0,25 mg/ml,
tiamina-HCI w stezeniu 0,05-0,3 mg/ml, korzystnie 0,1 mg/ml,
glicyne w stezeniu 1-3 mg/ml, korzystnie 2 mg/ml,

inozytol w stezeniu 50-130 mg/ml, korzystnie 100 mg/ml,
sacharoze w stezeniu 5000-15000 mg/ml, korzystnie 10000 mg/ml,
jako regulatory wzrostu:

6-benzyloadeninopuryne w stezeniu 1-3 mg/ml, korzystnie 2 mg/ml,

kwas dichlorofenoksyoctowy  w stezeniu 0,01-0,4 mg/ml, korzystnie 0,2 mg/ml,
kwas indolilo-3 mastowy w stezeniu 3,5-7,5 mg/ml, korzystnie 5,28 mg/ml,

a jako sktadnik zelujacy agargel w stezeniu od 2 do 5 g/l, korzystnie 4,4 g/l

oraz posiadajaca pH w zakresie 5,0-6,5, korzystnie o pH wynoszacym 5,7.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze dezynfekcje etanolem w etapie a) i w etapie b)
prowadzi sie przez 30 sekund.

. Sposoéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie a) ptukanie prowadzi sie wodg o tem-
peraturze 18°C.

. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie b) dezynfekcje wodnym roztworem
poliwinylipirolidonu prowadzi sie przez 24 godziny w temperaturze 7°C.

. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie b) dezynfekcje wodnym roztworem
podchlorynu sodu prowadzi sie przez 15 minut.
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Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze w etapie ¢) hodowle prowadzi sie w ciemnosci
w temperaturze 24°C +/- 1°C i wilgotnosci powietrza 40-45%.

Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze w etapie d) hodowle prowadzi sie w wilgotnosci
40-45%, temperaturze 23°C +/- 1°C, naswietlajac Swiattem biatym LED o natezeniu promie-
niowania PAR 300 umol/s-'/m? i fotoperiodem 12 godzin.

Pozywka do wytwarzania przez zarodki zygotyczne tkanki kalusa, jej proliferacji i uzyskiwania
siewek pierwotnych jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior L.), znamienna tym, ze stanowi
kompozycje zawierajaca:

jako makroelementy:

NH1O3 w stezeniu 525—-1150 mg/ml, korzystnie 825 mg/ml,
KNOs w stezeniu 650—-1275 mg/ml, korzystnie 950 mg/ml,
CaClz x 2H0 w stezeniu 100-335 mg/ml, korzystnie 220 mg/ml,
MgSOa4 x 7H20 w stezeniu 65-300 mg/ml, korzystnie 185 mg/ml,
KH2PO4 w stezeniu 15-200 mg/ml, korzystnie 85 mg/ml,
jako mikroelementy:

FeSOa4 x 7H20 w stezeniu 20-39 ng/l, korzystnie 27,8 ug/l,
NazEDTA x 2H:20 w stezeniu 15-39 ng/l, korzystnie 22,0 g/l

Kl w stezeniu 0,20-1,30 ug/l, korzystnie 0,83 ug/l,
H3zBOs3 w stezeniu 4,0-8,2 ug/l korzystnie 6,2 pg/l,

MnSOa4 x 4H20 w stezeniu 14-34 ug/l, korzystnie 22,3 ug/l,

ZnS04 x 7H20 w stezeniu 6-10,5 pg/l, korzystnie 8,6 ng/l,
NazMoO4 x 2H20 w stezeniu 0,10-0,45 ug/l, korzystnie 0,25 ug/I,
CuS0O4 x 5H20 w stezeniu 0,010-0,045 pug/l, korzystnie 0,025 ug/l,
CoS04 x 6H20 w stezeniu 0,010-0,045 pug/l, korzystnie 0,025 ug/l,
jako sktadniki organiczne:

kwas nikotynowy w stezeniu 0,2-0,75 mg/ml, korzystnie 0,5 mg/ml,
pirydoksyna-HClI w stezeniu 0,2-0,75 mg/ml, korzystnie 0,5 mg/ml,
tiamina-HCI w stezeniu 0,1-0,4 mg/ml, korzystnie 0,2 mg/ml,
glicyne w stezeniu 1-3 mg/ml, korzystnie 2 mg/ml,

inozytol w stezeniu 50-130 mg/ml, korzystnie 100 mg/ml,
sacharoze w stezeniu 10000-30000 mg/ml, korzystnie 20000 mg/ml,
jako regulatory wzrostu:

6-benzyloadeninopuryne w stezeniu 1-3 mg/ml, korzystnie 2 mg/ml,
kwas dichlorofenoksyoctowy w stezeniu 0,01-0,4 mg/ml, korzystnie 0,2 mg/ml,
kwas indolilo-3 mastowy w stezeniu 0—1 mg/ml, korzystnie 0 mg/ml,

a jako sktadnik zelujacy agargel w stezeniu od 2 do 5 g/l, korzystnie 4 g/l,

oraz posiadajaca pH w zakresie 5,0-6,5, korzystnie o pH wynoszacym 5,8.

Pozywka do uzyskiwania siewek wtérnych z siewek pierwotnych jesionu wyniostego (Fraxinus
excelsior L.), znamienna tym, ze stanowi kompozycje zawierajaca:

jako makroelementy:

NH1O3 w stezeniu 525—-1150 mg/ml, korzystnie 825 mg/ml,
KNOs w stezeniu 650—-1275 mg/ml, korzystnie 950 mg/ml,
CaClz x 2H0 w stezeniu 100-335 mg/ml, korzystnie 220 mg/ml,
MgSOa4 x 7H20 w stezeniu 65-300 mg/ml, korzystnie 185 mg/ml,
KH2PO4 w stezeniu 15-200 mg/ml, korzystnie 85 mg/ml,
jako mikroelementy:

FeSOa x 7H20 w stezeniu 20-39 ng/l, korzystnie 27,8 ug/l,
NazEDTA x 2H:20 w stezeniu 15-39 ng/l, korzystnie 22,0 g/l

Kl w stezeniu 0,20-1,30 ug/l, korzystnie 0,83 ug/l,
H3zBOs3 w stezeniu 4,0-8,2 ug/l korzystnie 6,2 pg/l,

MnSOa4 x 4H20 w stezeniu 14-34 ug/l, korzystnie 22,3 ug/l,

ZnS0O4 x 7H20 w stezeniu 6-10,5 pg/l, korzystnie 8,6 ng/l,
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NazMoOa4 x 2H20 w stezeniu 0,10-0,45 ug/l, korzystnie 0,25 ug/I,

CuS04 x 5H20 w stezeniu 0,010-0,045 pg/l, korzystnie 0,025 ug/l,
CoS04 x 6H20 w stezeniu 0,010-0,045 pg/l, korzystnie 0,025 ug/l,
jako sktadniki organiczne:

kwas nikotynowy w stezeniu 0,2-0,75 mg/ml, korzystnie 0,5 mg/ml,
pirydoksyna-HCI w stezeniu 0,2-0,75 mg/ml, korzystnie 0,5 mg/ml,
tiamina-HCI w stezeniu 0,1-0,4 mg/ml, korzystnie 0,2 mg/ml,
glicyne w stezeniu 1-3 mg/ml, korzystnie 2 mg/ml,
inozytol w stezeniu 50-130 mg/ml, korzystnie 100 mg/ml,
sacharoze w stezeniu 10000-30000 mg/ml, korzystnie 20000 mg/ml,
jako regulatory wzrostu:

6-benzyloadeninopuryne w stezeniu 1-3 mg/ml, korzystnie 2 mg/ml,
kwas dichlorofenoksyoctowy w stezeniu 0—1 mg/ml, korzystnie 0 mg/ml,
kwas indolilo-3 mastowy w stezeniu 0—-3 mg/ml, korzystnie 0 mg/ml,

a jako sktadnik zelujacy agargel w stezeniu od 2 do 5 g/l, korzystnie 4 g/l,

oraz posiadajaca pH w zakresie 5,0-6,5, korzystnie o pH wynoszacym 5,8.

Pozywka do uzyskiwania sadzonek z siewek wtdrnych jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior L.),
znamienna tym, ze stanowi kompozycje zawierajaca:

jako makroelementy:

NH4O3 w stezeniu 525-1150 mg/ml, korzystnie 825 mg/ml,
KNOs w stezeniu 650-1275 mg/ml, korzystnie 950 mg/ml,
CaClz x 2H0 w stezeniu 100-335 mg/ml, korzystnie 220 mg/ml,
MgSOa4 x 7H20 w stezeniu 65-300 mg/ml, korzystnie 185 mg/ml,
KH2PO4 w stezeniu 15-200 mg/ml, korzystnie 85 mg/ml,

jako mikroelementy:

FeSOs x 7H20 w stezeniu 20-39 ng/l, korzystnie 27,8 ug/l,

NazEDTA x 2Hz20 w stezeniu 15-39 ug/l, korzystnie 22,0 g/l

Kl w stezeniu 0,15-0,55 ug/l, korzystnie 0,41 ug/I,

HsBO3 w stezeniu 1,50-4,50 ug/l korzystnie 3,15 ug/l,

MnSOa4 x 4H20 w stezeniu 7,50-13,50 nug/l, korzystnie 11,15 ug/l,
ZnS04 x 7H20 w stezeniu 2,50-5,50 ug/l, korzystnie 4,3 ug/l,

Na2MoO4 x 2H20 w stezeniu 0,05-0,325 ug/l, korzystnie 0,125 ug/l,
CuS04 x 5H20 w stezeniu 0,060-0,185 pg/l, korzystnie 0,0125 ug/l,
CoS04 x 6H20 w stezeniu 0,060-0,185 pg/l, korzystnie 0,0125 ug/l,
jako sktadniki organiczne:

kwas nikotynowy w stezeniu 0,1-0,4 mg/ml, korzystnie 0,25 mg/ml,
pirydoksyna-HCI w stezeniu 0,1-0,4 mg/ml, korzystnie 0,25 mg/ml,
tiamina-HCI w stezeniu 0,05-0,3 mg/ml, korzystnie 0,1 mg/ml,
glicyne w stezeniu 1-3 mg/ml, korzystnie 2 mg/ml,

inozytol w stezeniu 50-130 mg/ml, korzystnie 100 mg/ml,
sacharoze w stezeniu 5000-15000 mg/ml, korzystnie 10000 mg/ml,
jako regulatory wzrostu:

6-benzyloadeninopuryne w stezeniu 1-3 mg/ml, korzystnie 2 mg/ml,

kwas dichlorofenoksyoctowy w stezeniu 0,01-0,4 mg/ml, korzystnie 0,2 mg/ml,
kwas indolilo-3 mastowy w stezeniu 3,5-7,5 mg/ml, korzystnie 5,28 mg/ml,

a jako sktadnik zelujacy agargel w stezeniu od 2 do 5 g/l, korzystnie 4,4 g/l
oraz posiadajaca pH w zakresie 5,0-6,5, korzystnie o pH wynoszacym 5,7.
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Rysunki

Kalus jesionu wyniostego z uformowang siewka pierwotna
Fig 1

Pocigta siewka pierwotna z fragmentami kalusa po 5 dniach od pasazu na nowe podioze
hodowlane
Fig. 2
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Siewki wtorne wytworzone na zaznaczonych fragmentach siewek pierwotnych jesionu
wyniostego (Fraxinus excelsior L.)

Fig. 3
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W pelni wyksztatcone sadzonka jesionu wyniostego

Fig. 4
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Sadzonka jesionu w wazonowej kulturze ziemnej

Fig. 5
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