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Wstęp 

Przechowywanie kultur roślinnych in vitro w warunkach ogrnniczonego 
wzrostu umożliwia zmniejszenie nakładów pracy związanych z prowadzeniem ma­
teczników, pozwala także na utrzymywanie kultur roślin uwolnionych od wirusów, 
kolekcji elitarnego materiału roślinnego i wyselekcjonowanych, cennych genoty­
pów. Kultury pędów można przechowywać w warunkach in vitro rrzez okres 3-6 
miesięcy (średnio terminowo) oraz powyżej 6 miesięcy (długoterminowo) [LISEK 

2001 ]. Aby maksymalnie wydłużyć czas przechowywania kultur bez konieczności 
zmiany pożywki, należy umieścić je w warunkach spowalniających ich procesy 
metaboliczne i wzrost. Kultury roślin pochodzących ze strefy umiarkowanej 
dobrze znoszą przechowywanie w temperaturze 2-4°C, natomiast gatunki ze stref 
cieplejszych wymagają wyższych temperatur: 9-25°C [LISEK, ORI.IKOWSKA 2001a]. 
Na długość okresu przechowywania kultur roślinnych wpływa natężenie i jakość 
spektralna światła, fotoperiod, a także skład mineralny pożywki, jej ciśnienie 

osmotyczne, obecność regulatorów wrostu. W przypadku niektórych gatunków 
dobre efekty uzyskuje się dodając do pożywki kwas abscysynowy (ABA) [ZAKLU­
KtEwtcz, SEKREC:KJ\ 1994 ], który hamuje działanie enzymów katalizujących reakcje 
ważnych szlaków metabolicznych, a co za tym idzie, może działać hamująco na 
wzrost pędów [KOPCEWICZ, LEWAK 2002]. Metoda przechowywania kultur in vitro 
w warunkach ograniczonego wzrostu zapewnia wysok,1 przeżywalność eksplanta­
tów, ponadto jej ważną zalet,1 jest zajmowanie przez materia! roślinny małej 
powierzchni przechowalniczej . 

Celem pracy była ocena możliwości długoterminowego przechowywania 
kultur pc;Jów petunii ogrodowej w warunkach ograniczonego wzrostu. Określono 
wpływ temperatury, stc;żenia sacharozy i obecności ABA w pożywce na długość 
okresu przechowywania kultur, liczb<; i jakość pt;dów oraz ich zdolność do uko­
rzeniania. 
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Materiał i metody 

Materiałem doświadczalnym były kultury pędów petunii ogrodowej (Petunia 
hybrida) z grupy Ursynia, klon 42F, prowadzone na zmodyfikowanej pożywce MS 
[MURASHIGE, SKOOG 1962] o pH 5,7, ze zwiqkszoną dwukrotnie zawartością 

NH4NO3 (3300 mg·dm-3) i zwiększoną trzykrotnie zawartości,) związków żelaza 

(112 mg·dm-3 Na2EDTA; 83 mg·dm-3 FeSO4) . Pożywka wzbogacona została w 0,4 
mg·dm-3 tiaminy, 1000 mg·dm-3 kazeiny, 0,03 mg·dm--1 kwasu indolilooctowcgo 
(JA.A) oraz 1 mg·dm-3 kinetyny. Do jej zestalenia użyto 8 g·dm-3 Difco Bacto 
Agaru. 

Do badań pobrano wierzchołkowe fragmenty pędów o długości 15 mm, 
które umieszczono na zmodyfikowanej pożywce MS, niezawieraj,iccj auksyn ani 
cytokinin. Zastosowano cztery kombinacje składu pożywki: 

z dodatkiem 30 lub 60 g·dm-3 sacharozy; 
z dodatkiem 30 lub 60 g·dm-1 sacharozy oraz 0,5 mg·dnr1 A.BA . 
Pędy umieszczono w słoikach o pojemności 300 ml (po 5 pędów w słoiku) 

zawicrajqcych 70 ml pożywki. W każdej kombinacji badano 400 pc.;c.l<>w. Powtó­
rzeniem był słoik z pięcioma pędami. Kultury umieszczono w fitotronie w tempe­
raturze 24°C, przy 16 godzinnym oświetleniu białym światłem fluorescencyjnym 
o natężeniu napromienienia kwantowego 35 µ,mol·m -~-s-1 i 8-godzinnej nocy. Po 
4 tygodniach połowę kultur z każdej kombinacji pozostawiono w fitotronie, 
a drugą część umieszczono w lodówce, w temperaturze 6°C, przy białym świetle 
fluorescencyjnym o natężeniu napromienienia kwantowego 15 µ,mol·m- 2·s- 1• Po 2, 
4, 6, 8, 10 i 12 miesiącach przeprowadzono ocenę kultur, bionic pod uwagę liczbt.; 
pt.;dów kątowych uzyskanych z jednego wyłożonego eksplantatu, długość pędów 
oraz ich ogólną jakość określoną według nastc;pującej skali bonitacyjnej: I - pt.;dy 
zamarłe, 2 - pędy żółknące (gdy była żółta ½ pt.;du), 3 - pt.;dy z pierwszymi obja­
wami zamierania liści lub chlorozy, 4 - pędy zdrowe, zielone, w dobrej kondycji. 
Do powyższej oceny z każdej kombinacji pobierano losowo 25 pt.;c.lów (5 słoików). 

Przeprowadzono też ocenę zdolności pędów do ukorzeniania po 4 miesi,1-
cach przechowywania w opisanych wyżej warunkach, w temperaturze 24°C lub 
6°C. Do badań pobrano wierzchołkowe fragmenty pt.;dów o długości 15-20 mm 
pochodzące ze wszystkich kombinacji kultur matecznych. Pqdy wyłożono na zmo­
dyfikowaną pożywkę MS zawicraj<\eą 30 g·dm-3 sacharozy, z dodatkiem l mg·dm-3 

IAA i umieszczono w fitotronie w temperaturze 24°C, przy 16 godzinnym oświet­
leniu białym światłem fluorescencyjnym o natężeniu napromienienia kwantowego 
35 µ,mol·m- 2-s-1 i 8-godzinncj nocy. W każdej kombinacji badano 30 pt.;clów - 6 
powtórzeń (słoików) po 5 pędów. Po 3 tygodniach oceniono jakość systemu ko­
rzeniowego według następującej skali bonitacyjnej: 1 - brak korzeni, 2 - korzenie 
do 3 mm długości, 3 - korzenie od 3,1 mm do 10 mm długości, 4 - korzenie od 
10,1 mm do 17 mm długości, 5 - korzenie powyżej 17,1 mm długości. 

Doświadczenia założono w układzie całkowicie losowym. Srcdni4 klas<; bo­
nitacyjną pędów i korzeni obliczono jako średnią ważoną. Wyniki opracowano 
statystycznie za pomocą dwuczynnikowcj analizy wariancji (Statgraphics 4.J ). Do 
oceny istotności różnic miqdzy średnimi zastosowano test t-Duncana przy pozio­
mie istotności a = 0,05. 

Wyniki 

W temperaturze 24°C można było przechowywać pędy maksymalnie przez 6 
miesięcy, niezależnie od rodzaju pożywki (tab. 1 ). Po tym okresie najwic;cej 
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pędów (72%) przeżyło na pożywce zawierającej 30 g·dm-3 sacharozy. Najmniej 
pędów (56%) przeżyło na pożywce zawieraj,1cej 60 g·dnr3 sacharozy, także z do­
datkiem 0,5 mg·dm-3 ABA. Na pożywce zawierającej 30 g·dm-3 sacharozy i 0,5 
mg·dm-3 ABA przeżyło 64% pędów. W temperaturze 6°C możliwe było przecho­
wanie matecznika petunii ogrodowej przez 8-12 miesięcy, w zależności od rodza­
ju pożywki. Najdłużej, bo 12 miesięcy, przeżyło 60% pędów na pożywce zawiera­
jącej 60 g·dm-3 sacharozy i na pożywce o tym samym stężeniu sacharozy z dodat­
kiem 0,5 mg·dm-3 ABA. Na tych pożywkach po 8 miesicicach przechowywania żyły 
jeszcze wszystkie pędy. Na pożywce zawierającej 30 g·dm-3 sacharozy po 6 miL:sią­
cach przeżyło l0Wfr1 pędów, a po 10 miesiącach - 56% pędów. Najsłabszy efekt 
uzyskano na pożywce z dodatkiem 30 g·dnr3 sacharozy i 0,5 mg·dm-3 ABA - po 8 
miesiącach przeżyło zaledwie 40% pędów, a pierwsze z nich zamierały już w pi,i­
tym miesicicu przechowywania. 

Tabela l; Table 1 

Wpływ składu pożywki i długości okresu przechowywania na przeżywalność pc;dów 
Effect of medium composition and storage duration on shoot viability 

Zmody!ikowana pożywka MS 
Okres 

Procent żywych pt;dów 
Modificd MS medium Perccntage of alive shoots 

przechowywania 
sacharoza 

ABA Storage time 
sucrosc 

(mg·dnr') (miesiące; months) 24°C 6°C 
(g·din-1) 

2 100* 100 
4 100 100 

30 o 6 72 100 
8 o 92 
IO o 56 
12 o o 
2 100 100 
4 92 100 

60 o 6 56 100 
8 o 100 
10 o 76 
12 o 60 

2 100 100 
4 92 100 

30 0,5 
6 64 96 
8 o 40 
IO o o 
12 o o 
2 100 100 
4 92 100 

60 0,5 
6 56 100 
8 o 100 
10 o 72 
12 o 60 

liczba pt;dów w kombinacji 25 = 100%; number of shoots per treatment 25 = 100% 

Stt.;żenie sacharozy i obecność ABA w pożywce miały wpływ zarówno na 
liczbt.;, długość, jak i ogólną jakość pt.;dów (tab. 2). Największą liczbę pędów uzys­
kano na pożywce zawierającej 60 g·dm-3 sacharozy, także z dodatkiem 0,5 
mg·dnr3 ABA. Najmniejszą liczbt.; pędów uzyskano na pożywce zawierającej 30 
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g·dm-.1 sacharozy i 0,5 mg·dm-3 ABA. Najkrótsze pc;dy uzyskano na pożywce za­
wierającej 60 g·dm-3 sacharozy oraz z dodatkiem 30 g·dm-3 sacharozy i 0,5 
mg·dm-3 ABA. Najdłuższe pc;dy otrzymano na pożywce zawicrajqccj 60 g·clm-3 

sacharozy i 0,5 mg·dm-3 ABA. Nie odnotowano istotnego wpływu stc;żenia sacha­
rozy ani obecności ABA w pożywce na jakość pt;dów. 

Tabela 2; Table 2 

Wpływ składu pożywki na liczbę, długość i jakość pędów roślin matecznych 

Influence of medium composition on the number, 
length and quality of shoots of mother plants 

Zmodyfikowana pożywka MS 
Modified MS medium Długość p<;dów Ocena bonitacyjna 

sacharoza 
Liczba pt;dów 

Shoot length Eva luation 
ABA Shoot number 

(mm) (skala 1-4; scale 1-4) sucrosc 
(mg·dm-1) 

(g·dm-1) 

30 o 1,6b * 54,6b 3,0ab 

60 o 2,2c 34,0a 3.lb 

30 0,5 1.3a 35,6a 2,9a 

60 0,5 1,9c 76,2c 3,0ab 

średnie oznaczone tą samą literą nie różnią sit; przy poziomie istotności rr = 0,05; mcans with 
the same letter do not differ at the lcvel of significancc a = 0.05 

Długość okresu przechowywania wpływała na długość i jakość pc;dów, nic 
miała natomiast wpływu na ich liczbc; (tab. 3). Wraz z wydłużaniem okresu prze­
chowywania długość pędów wzrastała, jednocześnie jednak pogarszała sic; ich ja­
kość. 

Tabela 3; Table 3 

Wpływ długości okresu przechowywania na liczbę, długość i jakość pędów 
Effect of storagc duration on the number, lcngth and quality of shoots 

Okres przechowywania 
Liczba pt;dów 

Długość pc;dów Ocena bonitacyjna 
Storage time Shoot length Evaluation 

(miesiące; months) 
Shoot number 

(mm) (skala 1-4; scalc 1-4) 

2 1,8a* 33,0a 3,8c 
4 1,8a 54,8b 3,0b 
6 1,6a 66,0c 2,2a 

objaśnien ia jak w tabeli 2; explanations see table 2 

Tabela 4; Table 4 

Wpływ temperatury przechowywania na liczbę, długość i jakość pt;dów 
Influence of tempera tu re on the number, length and quality of shoots 

Temperatura 
Liczba pc;dów 

Długość pt;dów Ocena bonitacyjna 
Tempera ture Shoot length Evaluation 

(OC) Shoot number 
(mm) (skala 1-4; scalc 1-4) 

6 1,4a* 50,6a 3,4b 
24 2,lb 49,6a 2,7a 

objaśnienia jak w tabeli 2; cxplana tions see table 2 
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Temperatura, w jakiej przechowywano VidY, miała wpływ na liczbę i jakość 
pędów, nic wywarła natomiast wpływu na ich długość (tab. 4). W temperaturze 
24°C uzyskano większą liczbę pędów niż w temperaturze 6°C, ale były one gorszej 
jakości. 

Nie zaobserwowano wpływu warunków przechowywania kultur na później­
sze ukorzenianie pędów (tab. 5, 6). Wszystkie pędy odznaczały się dużą zdolnoś­
cią do tworzenia korzeni. Skład pożywki, na której przechowano rośliny mateczne 
nie miał wpływu na jakość systemu korzeniowego (tab. 5), zaobserwowano nato­
miast wpływ temperatury przechowywania na jakość korzeni. Pędy pobrane z roś­
lin przechowywanych w temperaturze 24°C wytworzyły system korzeniowy wyższej 
jakości niż pędy pochodzące z roślin przechowywanych w 6°C (tab. 6). 

Tabela 5; Table 5 

Wpływ składu pożywki na jakość systemu korzeniowego 
Influence of medium composition on the root quality 

Zmodyfikowana pożywka MS 
Ocena bonitacyjna Modified MS medium 

Evaluation 
sacharoza; sucrosc ABA (skala 1-5; scalc 1-5) 

(g·dm-1) (rng·drn-') 

30 o 3,5a* 

60 o 3,la 

30 0,5 3,3a 

60 0,5 3,3a 

objaśnienia jak w tabeli 2; cxplanations see table 2 

Tabela 6; Table 6 

Wpływ temperatury na jakość systemu korzeniowego 
Influence of temperature on the root quality 

Temperatura; Tempcrature Ocena bonitacyjna; Evaluation 
(°C) (skala 1-5; scale 1-5) 

6 2,9a* 

24 3,7b 

objaśnienia jak w tabeli 2; explanations see Table 2 

Dyskusja 

Zarówno skład pożywki, jak i temperatura w trakcie przechowywania wywa­
rły wpływ na długość okresu przechowywania i kondycję roślin matecznych petu­
nii ogrodowej. Na pożywkach pozbawionych egzogennych auksyn i cytokinin pędy 
różnicowały się i rosły wolno, a co za tym idzie mogły być przechowywane długo, 
nawet do 12 miesięcy. Również REED [1992] donosi, iż na pożywce bez regulato­
rów wzrostu pędy truskawki można było przechowywać przez okres 15, a nawet 
24 miesięcy. Na pożywce bez regulatorów wzrostu udało się też przechować przez 
10 miesięcy pędy eukaliptusa (Eucalyptus grandis) [WATT i in. 2000]. 

Zaobserwowano pozytywny wpływ niskiej temperatury na przeżywalność 
i długość okresu przechowywania kultur petunii ogrodowej. Podobny efekt 
zauważono w trakcie przechowywania pędów jabłoni, gdzie 12-miesięczne prze­
chowywanie w temperaturze l°C przeżyło 100% pędów, w 4°C-7O% pędów, 
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a w 26°C zaledwie 3% pędów [LUNDERGAN, JANICK 1979]. W kulturach szparaga 
(Asparagus officinalis) w temperaturze 5°C i ciemności 12 miesięcy prz0żylo 90% 
pędów, natomiast po 18 miesiącach w dobrej kondycji pozostawało nadal 50% 
pędów [BEKH EET 2000]. W takich samych warunkach 10 miesięcy przechowywania 
przeżyło 100% pędów koniczyny (Trifolium repens), które po przeniesieniu do 
temperatury 25°C rozwijały się prawidłowo [BHOJWANI 1931 ]. 

Odnotowano również pozytywny wpływ wyższego stężenia sacharozy na 
przeżywalność pędów i długość okresu przechowywania mateczników petunii 
ogrodowej w temperaturze 6°C. Wyższe stężenie sacharozy stymulowało rozkrze­
wianie się roślin matecznych, przy jednoczesnym zahamowaniu ich wzrostu wy­
dłużeniowego. Wysokie stężenie sacharozy (9%) oraz obniżenie stężenia soli MS 
do 1/4 hamowało wyrastanie pędów podczas przechowywania cebulek lilii i zwięk­
szało przeżywalność oraz zdolność do regeneracji po przechowywaniu w 25°C 
przez 28 miesięcy [BONNIER, VAN TUYL 1997]. Stężenie sacharozy wynoszące 
20 g·dm-3 okazało się korzystne dla przechowywanych przez 12 miesięcy w tem­
peraturze 20°C i 27°C kultur kawy, podczas gdy obniżona zawartość sacharozy 
(5 g·dm-3) lub jej brak w pożywce wyraźnie obniżyły przeżywalność pędów [BER­
TRAND-DESURUNAIS i in. 1992]. 

Obecność kwasu abscysynowego w pożywce przy niższym stężeniu sacharo­
zy, w temperaturze 6°C skracała drugość okresu przechowywania kultur petunii 
ogrodowej, obniżała przeżywalność roślin matecznych i ich wysokość, stymulowała 
natomiast powstawanie nowych pędów. W przypadku kultur ziemniaka zastoso­
wanie pożywki z ABA pozwoliło na wydłużenie okresu przechowywania pędów 
nawet do 48 miesięcy w temperaturach 6°C i 10°C [ZAKLUKIEWICZ, SEKREC:KA 

1994]. Kwas abscysynowy wpływał również pozytywnie na wydłużenie (do 10 mie­
sięcy) okresu przechowywania kultur eukaliptusa (Eucalyptus grandis), przy za­
chowaniu wysokiej przeżywalności pędów (80-90% ) [WAlT i in. 2000]. 

Odnotowano negatywny wpływ długotiwałego przechowywania roślin mate­
cznych petunii ogrodowej w niskiej temperaturze na jakość systemu korzeniowe­
go roślin potomnych, jednak wszystkie pędy odznaczaty się dużą zdolnością do 
ukorzeniania. Rośliny potomne uzyskane z przechowywanych przez 18 miesięcy 
w temperaturze 4°C pędów maliny ukorzeniały się w 10()!;~1, natomiast uzyskane 
z pędów przechowywanych przez 24 miesiące ukorzeniały się nieco trudniej, ale 
różnice w zdolności ukorzeniania nic byty istotne [LISEK, ORLIKOWSKA 2001h]. 

Wnioski 

1. Możliwe jest przechowanie mateczników petunii ogrodowej na zmodyfiko­
wanej pożywce MS (bez auksyn i cytokinin) nawet przez 12 miesięcy. 

2. Odnotowano korzystny wpływ niskiej temperatury (6°C) na długość okresu 
przechowywania roślin matecznych (6°C). 

3. Długość okresu przechowywania od 2 do 6 micsit;cy nic wpływa na liczbę 
pędów roślin matecznych. Dłuższe przechowywanie stymuluje wzrost wydlu­
żeniowy pędów i wpływa negatywnie na ich jakość. 

4. Wyższe stężenie sacharozy (60 g·dm-3) wpływa pozytywnie na liczbc; pędów 
roślin matecznych oraz ich ogólną jakość, a ponadto wydłuża okres prze­
chowywania kultur. 
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5. Obecność ABA w pożywce o niższym st<;żcniu sacharozy (30 g·dm-3) wpły­
wa negatywnie na liczbę pędów roślin matecznych i hamuje ich wzrost, na­
tomiast łączne zastosowanie ABA i wyższego stężenia sacharozy stymuluje 
wzrost pędów roślin matecznych. 

6. Długotrwałe przechowywanie roślin matecznych w temperaturze 6°C wpły­
wa negatywnie na jakość systemu korzeniowego roślin potomnych. 

7. Stężenie sacharozy oraz obecność ABA w pożywce, na której przechowy­
wano rośliny mateczne nie wpływa na jakość systemu korzeniowego roślin 
potomnych. 
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Streszczenie 

Dokonano oceny możliwości długotrwałego przechowywania in vitro pc;dów 
petunii ogrodowej (Petunia hybrida) z grupy Ursynia. Badano wpływ temperatury 
(24°C lub 6°C), stężenia sacharozy (30 lub 60 g·dm-3) oraz obecności ABA 
(0,5 mg·dm-3) w zmodyfikowanej pożywce MS na długość okresu przechowywa­
nia, liczbę i jakość pc;dów roślin matecznych. Wszystkie badane czynniki wywarły 
wpływ na przechowywanie pędów petunii. Najdłużej (12 micsic;cy) udało sic:; prze­
chować pędy na pożywce zawierającej 60 g·dm-3 sacharozy, z dodatkiem luh bez 
0,5 mg·dm-3 ABA w temperaturze 6°C. Wyższe stężenie sacharozy wpływało też 
pozytywnie na liczbę i jakość pc;dów roślin matecznych . Długotrwale przechowy­
wanie roślin matecznych w temperaturze 6°C wywarło negatywny wpływ na jakość 
systemu korzeniowego roślin potomnych. 

STORAGE OF STOCK CULTURES OF Petunia hybrida in vitro 

PART I 

INFLUENCE OF A LONG-TERM STORAGE 
ON SHOOT QUALITY AND ROOTING ABILITY 

Maria Witomska, Monika]. Latkowska, Magdalena Jaś/ar 
Department of Ornamental Plants, Warsaw Agricultural University, Warszawa 

Key words: Petunia, micropropagation, ABA, Solanaceae, sucrose, tcmpera­
ture 

Summary 

The study provided a possibility of the long-term storage in vitro of Petunia 
hybrida shoots (Ursynia Group). The effect of temperature (24°C or 6°C), ABA 
(0,5 mg·dm-3) and sucrose concentration (30 or 60 g·dm-3) in modilied MS me­
dium was studied in respcct to a lcngth of storage period, numher and quality of 
shoots and plantlet growth. All studied factors affected the storage period of 
shoots. The longest storage time (12 months) was obtained on the medium with 
60 g·dm-3 sucrose, with or without ABA 0.5 mg·dm-3 al 6°C temperature. Higher 
suerose concentration had also a great effect on number and quality of shoots. 
Long-term storage of mother plants at the tempcrature of 6°C had a ncgative 
effect on the quality of roots produced by microcuttings. 
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