ZESZYTY PROBLEMOWE POSTEPOW NAUK ROLNICZYCH 2002 z. 488: 517-521

WZROST KULTUR in vitro BOROWK} WYSOKIE]
(Vaccinium X corymbosum L.) W ZALEZNOSCI OD RODZAJU
I STEZENIA CUKRU ORAZ DODATKU POZYWKI PLYNNE]

Wojciech Litwinczuk

Katedra Produkcji RoSlinnej, Uniwersytet Rzeszowski

Wstep

Standardowo prowadzone kultury in vitro wymagaja obecnosci cukru w po-
zywce. Przewaznie w mikrorozmnazaniu roélin uzywa si¢ sacharoze. W wiclu ba-
daniach stwierdzono jednak, ze kultury niektdrych gatunkéw wyrainie preferuja
inne cukry. W dostepnych bazach danych (Current Contents, TreeCD, HortCD,
BiotechnologyCD) nie znaleziono informacji dotyczacych reakcji kultur Vacci-
nium na rodzaj cukru, w przeciwiefistwie do licznych doniesiefi o zréznicowanych
preferencjach innych gatunkéw roélin co do rodzaju i stgzenia cukru w pozywce.
Celem doswiadczen bylo okreslenie, ktory z testowanych cukréw (sacharoza, glu-
koza, fruktoza, sorbitol) umozliwia najbardziej wydajne rozmnazanie pgdow kato-
wych boréwki wysokiej. W kulturach wielu roslin dobre wyniki dato zastosowanie
pozywki dwufazowej, ktéra m.in. utatwia hydrolize sacharozy do cukréw prostych
i pobieranie cukréw przez kultury [LITWINCZUK 2000]. W zwigzku z tym badano
lez przydatnoéé takiej pozywki w etapie proliferacji kultur boréwki wysokiej.

Materiat i metody

W pracy prezentowane sg wyniki trzech doswiadczen przeprowadzonych na
pedowych kulturach boréwki wysokiej (Vaccinium X corymbosum 1L.) odmiany
‘Herbert'. Kontrolg we wszystkich do$wiadczeniach stanowily kultury rosnace na
pozywce ZB [ZIMMERMAN, BROOME 1980] z dodatkiem sacharozy (30,0 g-dm=),
IAA (4,0 mg-dm®), 2iP (15,0 mg:dm=), siarczanu adeniny (80,0 mg-dm-), zesta-
lonej mieszanka agaréw Bacto-Difco (3,2 g-dm=?) i Kobe 1 (3,2 g-dm-?) w objetos-
¢i 30 ml na 100 ml kolbke Erlenmayera. W dwdéch pierwszych doswiadezeniach
testowano pozywki réznigce si¢ od kontroli stezeniem lub/i rodzajem cukru. Mo-
dyfikacja sktadu pozywki podana jest w tabelach 1 i 2. Badang w trzecim dos-
wiadczeniu pozywke¢ dwufazowa otrzymano przez wylanie 10 ml ptynnego roz-
tworu ZB na pozywke kontrolng. Kultury zatozone z wgztowych odcinkéw pedow
(ok. 6 mm) byly prowadzone przy §wietle zimno-bialym (Osram) o PPFD
26,4 pmol'm=2s-1, fotoperiodzie 16 godz./8 godz. (dzien/noc) i temperaturze
26x1°C przez 8 tygodni. Obickt doswiadczalny reprezentowany byt przez 40
kultur. Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej. Zastosowano metodg
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analizy wariancji z uzyciem przedzialéw ufnoéci NIR przy poziomie istotnosci «

= 0,05.

Wyniki i dyskusja

W prezentowanych doswiadczeniach stwierdzono wyrazny wplyw rodzaju i
slgzenia cukru na wzrost 1 rozwdj kultur boréwki wysokiej. Wzrost kultur pedéw
katowych byt poréwnywalny do kontroli na pozywkach z dodatkiem sacharozy w
koncentracji 20-50 g-dm3, znacznie gorszy za$§ w steZeniach przekraczajacych ten
zakres (tab. 1). Zwigkszanie koncentracji sacharozy powodowalo stopniowe
Zmnicjszanie

Tabela 1; Table 1

Wzrost pedéw merystematyeznych i przybyszowych w zaleZznosci od stgzenia sacharozy
srowth of auxillary and adventitious shoots depending on concentration of sucrose

St¢zenie sacharozy LRY LD LP LDD LPP WPP
Conccentration of sucrosc (szt; pcs) | (szt.; pcs) | (szt.; pes) | (mm) (1-5) (1-5)

10 g-dm~ (0,029 mol-dm ) 3,4 a» 2,5 ab 59a 47 a 3,1d 24b
20 g-dm** (0,058 mol-dm-) 41b 43¢ 83b 94 b 30cd 2,7 cd
K»: 30 g-dm ? (0,088 mol-dm) 4,2 be 43¢ 85b 103 b 2,6 be 29d
40 g-dm * (0,117 mol-dm 3) 44 c 3,5 be 79b 85 b 2,4 ab 2,7 bed
50 g -dm * (0,146 mol-dm) 44 c 34 be 8,0b 84 b 2,3 ab 2,5 be
60 g -dm* (0,175 mot-dm-3) 4,3 be 22 a 6,5 a 50a 2,1a 2,0a

b~ LR - liczba pgdow krétkich < 15 mm; number of short shoots < 15 mm, LD - liczba pgdéw
dhugich > 15 mm; number of long shoots > 15 mm, LP — faczna liczba pedéw; total number
of shoots, LDD — taczna dlugos¢ pedow dhugich; total lengih of long shoots, LPP — ocena licz-
by pedow przybyszowyeh; estimation of adventitious shoots number: 1 — brak; lack, 5 — wigce)
niZ 20; more than 20, WPP — ocena wielkoéci pgdéw przybyszowych; estimation of adventitious
shoots size: 1 — brak; lack, 2 — krétsze od 1 mm; shorter than 1 mm, 5 — zblizZone do pgdow
katowych; similar to auxillary shoots

» - S§rednie w kolumnach oznaczone odmiennymi literami réznia si¢ istotnie przy poziomie istot-
nofci @ = 0,05; the mcans followed by various letters within a column are significantly diffe-
rent at o = 0.05,

» -~ K - kontrola; control

Tabela 2; Table 2

Wzrost p¢déw merystematycznych i przybyszowych w zaleznosci od rodzaju i st¢zenia cukru
Growth of auxillary and adventitious shoots depending on type and concentration of saccharide

Rodzaj i st¢zenic cukru; Kind and LR LD LP LDD LPP WPP
concentration of saccharide (szt.; pes) | (szt,; pes) | (szt.; pes) | (mm) (1-5) (1-5)
FR 16 g-dm- (0,089 mol-dm-3) 5,0 abc® 59c¢ 10,9 ¢ 137¢ | 2,9 de 2,6 ¢
I'R 30 g-dm (0,167 mol-dm=) 4,7 ab 40b 8,8 b 105bc ] 25bed | 2,7¢
GI. 16 g-dm 3 (0,089 mol-dm-3) 5,2 bc 4,6 bc 9,7 be 104 be 3,1¢c 23b
GL. 30 g-dm* (0,167 mol-dm-?) 4,9 abc 32b 81b 67b | 24abc | 2,4 bc
SO 16 g-dm-* (0,088 mol-dm ) 5,0 abe 1,1 a 6,1 a 20 a 2,1 ab 1,9 a
SO 30 g-dm* (0,165 mol-dm3) 45a 05a 50a 9a 2,1a 19 a
K®: SA 30 g-dm 3 (0,088 mol-dm-?) 53¢ 39b 9,2 be 88 b 2,7¢cd | 2,4bc

9 -~ FR - fruktoza; fructose, GL - glukoza; glucose, SO ~ sorbitol; sorbitol, SA — sacharoza; su-

crose

5.6 — oznaczenia skrotow jak w tabeli 1; explanation of abbreviations see Table 1
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Tabela 3; Table 3
Wzrost Eqdéw merystematycznych i przybyszowych na pozywce stalej 1 dwufazowe;j

Growth of auxillary and adventitious shoots on solid and double-phase medium

Rodzaj pozywki MK?" LR® LD Lp LppP WPP

Kind of medium (mg) (szt; pes) | (szt; pes) | (szt.; pes) (1-5) (1-5)
K9: stata; solid 280,2 a 2,0a 44 a 64 a 24 a 2,7 a
Dwufazowa; Double phase | 5182 b 30b 93D 124 b 2,8 a 32b
 —%wicza masa kultur; fresh weight of culture

89) — oznaczenia skrotow jak w tabeli 1; explanation of abbreviations sec Table 1

zdolnoéci lisci do tworzenia pgddw przybyszowych, wzrost za§ pgdéw przybyszo-
wych byl najstabszy przy dwdch skrajnych stgzeniach tego cukru (tab. 1). Najlep-
szg proliferacje 1 elongacje pedéw pachowych ~aobscrwowano u kultur rosnacych
na pozywce 7 dodatkiem glukozy i fruktozy podanych w nizszych stgzeniach wa-
gowych (16,0 grdm-), tab. 2. W warunkach tych najintensywnicjsze byto takze
powstawanie pgdéw przybyszowych z liSci, natomiast sita ich wzrostu poréwnywal-
na do kontroli. Zastosowanie cukrow prostych w wyzszych koncentracjach oraz
sacharozy (30 g-dm=) przyniosto gorszy efekt w postaci ostabicnia proliferacji
pedow katowych (cukry proste) lub ich elongacji (sacharoza). Wzrost kultur byt
zdecydowanie najstabszy w obecnosci sorbitolu (tab. 2). Pozywka dwulazowa sil-
niej pobudzata wzrost kultur pedéw katowych i przybyszowych w poréwnaniu do
kontroli (pozywki stalej), tab. 3. Nie stwierdzono natomiast wyrazncgo zwigzku
mi¢dzy rodzajem pozywki a intensywnoscia powstawania pedow przybyszowych.
W prezentowanych doswiadczeniach nic udato si¢ przetamac Scistego, dodatniego
swigzku migdzy wzrostem pedéw katowych i przybyszowych. Kazda modyfikacja
pozywki, kiéra stymulowala wzrost pedéw katowych, pobudzata jednoczesnic
wzrost pedéw przybyszowych oraz przewaznic intensywnos$¢ ich powstawania. Na
uwage zashuguje fakt upoSledzonego powstawania pgdéw przybyszowych na po-
7ywkach z wyzszym, molarnym stezeniem cukru. By¢ moze warto bytoby spraw-
dzi¢ reakcje kultur na osmotyczno$é pozywki, st¢zenie mannitolu itp. Wedhug
niektérych autoréw, m.in. [De KLERK 1990] z pedéw przybyszowych, znacznie
czgiciej niz z katowych, powstajg rosliny nietypowe, tzw. ofl-type. Na obecnym
ctapie badan, kiedy brak jest informagji, czy rosliny boréwki otrzymanc z pedow
przybywowych zachowuja cechy odmianowe, klonowanic z ich wykorzystanicm
nalezy uznaé za niewskazane. Niewatpliwie zmniejsza to wydajnos¢ kultur, zwick-
sza za$ pracochtonno$é 1 koszly mikrorozmnazania boréwki wysoqu W hodowli
tworczej, gdzie rozszerzenie zakresu zmienno$ci materiafu wyjsciowego jest pozy-
dane, lub np. w technikach transformacji wykorlystujqcych pc(dy przybyszowe, w
wypadku boréwki wysokiej mozna polecié¢ stosowanie glukozy i fruktozy w stgze-
niu 16,0 g-«dm= lub sacharozy w koncentracji 10-20 g-dm, ktére sprzyjaly nten-
sywnemu powstawaniu takich pedow.

Whioski

Wzrost pedéw katowych i przybyszowych boréwki wysokiej byt najsilnicjszy
na pozywce z dodatkiem glukozy i fruktozy w st¢zeniu (16,0 g-dm).

[oy

SV

Zwickszanie koncentracji sacharozy w pozywcee z 10 do 60 g-dm= powodo-
walo stopniowe zmmnicjszanic intensywnodci powstawania pedow preybyszo-
wych na lidciach.
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3. Pozywka dwufazowa silniej niz stata pobudzata wzrost pedéw katowych i
przybyszowych.
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Stowa kluczowe:  bordéwka, cukry, kultury in vitro, pedy katowe, pedy przyby-
szowe, pozywka dwufazowa

Streszczenie

Celem do$wiadczen bylo stwierdzenie, ktéry z testowanych cukréw: sacha-
roza (10-60 g-dm=), glukoza (16 i 30 g-dm), fruktoza (16 i 30 g:dm™), sorbitol
(16 1 30 grdm-) sprzyja najbardziej wydajnemu mikrozmnazaniu pgdéw boréwki
wysokiej (Vaccinium x corymbosum L.) odmiany ‘Herbert'. Badano tez przydat-
no$¢ pozywki dwufazowej. Najlepsza proliferacje i elongacje pedéw katowych
zaobserwowano u kultur rosnacych na pozywce z dodatkiem glukozy i fruktozy
podanych w stezeniu (16,0 g/dm=). W warunkach tych najintensywniejsze byto
takze powstawanic pedéw przybyszowych z liSci. Zwigkszanie koncentracji sacha-
rozy z 10 do 60 g-dm= powodowalo stopniowe zmniejszanie zdolnosci lisci do
wydania peddw przybyszowych. Pozywka dwufazowa silniej pobudzata wzrost kul-
tur kgtowych i przybyszowych w poréwnaniu do pozywki statej. Nie stwierdzono
natomiast wyraZznego zwigzku migdzy rodzajem pozywki a intensywnoscia powsta-
wania pedéw przybyszowych.

GROWTH OF HIGHBUSH BLUEBERRY (Vaccinium x corymbosum L.)
in vitro DEPENDING ON THE KIND AND CONCENTRATION
OF SACCHARIDES AND ADDITION OF LIQUID MEDIUM

Key words:  bluceberry, culture in vitro, adventitious shoots, auxillary shoots,
double-phase medium, saccharides

Summary

The purpose of this study was to find out which saccharide: sucrose
(10-60 g-dm-3), glucose (16 and 30 g«dm3), fructose (16 and 30 g-dm-?), sorbitol
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(16 and 30 g-dm-®) promotes the most efficient shoot multiplication in highbush
blucberry (Vaccinium X corymbosum 1.) cv. 'Herbert’. The uscfulness of two-
phase medium was also evaluated. The best proliferation and elongation of auxi-
llary shoots as well as the most intense initiation of adventitious shoots ou leaves
were observed in cultures grown on media supplemented with fructose
(16 g-dm=) and glucose (16 g-dm). Increasing sucrose concentration from 10 to
60 g-dm= reduced the leaf ability to formation of adventitious shoots. Double-
phase medium stimulated the growth of auxillary and adventitious shoots stron-
ger than the solid one. However, no distinct relationship between kind of me-
dium and intensity of adventitious shoots initiation was obserwed.
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