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Wstep

Przechowywanie kultur rodlinnych in vitro w warunkach ograniczonego
wzrostu umozliwia zmnicjszenie nakladéw pracy zwigzanych z prowadzeniem ma-
tecznikéw, pozwala takze na utrzymywanie kultur roélin uwolnionych od wirusow,
kolckeji ehtarnego materiatu roélinnego 1 wyselekcjonowanych, cennych genoty-
pow. Kultury pedéw mozna przechowywaé w warunkach in vitro przez okres 3-6
miesigey (Srednioterminowo) oraz powyzej 6 micsigey (dtugoterminowo) [LisEk
2001]. Aby maksymalnie wydtuzyé czas przechowywania kultur bez koniecznosci
zmiany pozywki, nalezy umiesci¢é je w warunkach spowalniajacych ich procesy
metaboliczne 1 wzrost. Kultury roélin pochodzacych ze strefy umiarkowanej
dobrze znoszg przechowywanie w temperaturze 2-4°C, natomiast gatunki ze stref
cieplejszych wymagaja wyzszych temperatur: 9-25°C [LISEK, ORLIKOWSKA 2001a].
Na dtugodé okresu przechowywania kultur roslinnych wplywa natezenie 1 jako§é
spektralna $wiatta, fotoperiod, a takze sklad mineralny pozywki, jej ciS$nienie
osmotyczne, obecno$¢ regulatorow wrostu. W przypadku nicktérych gatunkdow
dobre cfckty uzyskuje si¢ dodajac do pozywki kwas abscysynowy (ABA) [ZAKLU-
KIEWICZ, SEKRECKA 1994], ktéry hamuje dziatanic enzymoéw katalizujgeych reakcje
waznych szlakOw metabolicznych, a co za tym idzie, moze dziala¢ hamujgco na
wzrost pedéw [Korcewicz, LEWAK 2002]. Metoda przechowywania kultur in vitro
w warunkach ograniczonego wzrostu zapewnia wysoka przezywalnos$¢ eksplanta-
téw, ponadto jej wazng zalcty jest zajmowanic przez material rodlinny malcj
powicrzchni przechowalniczej.

Cclem pracy byla occna mozliwosci diugoterminowego przechowywania
kultur p¢ddédw petunii ogrodowej w warunkach ograniczonego wzrostu. Okreslono
wplyw temperatury, stgzenia sacharozy 1 obecnosci ABA w pozywee na diugosé
okresu przechowywania kultur, liczbe 1 jako$¢ peddéw oraz ich zdolnoéé do uko-
rzeniania.
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Material i mctody

Matcriatem doswiadczalnym byly kultury peddw petunii ogrodowej (Petunia
hybrida) z grupy Ursynia, klon 42F, prowadzonc na zmodyfikowanc] pozywce MS
[MURASHIGE, SkooG 1962] o pH 5.7, ze zwickszona dwukrotnic zawartoSciy
NH,NO, (3300 mg-dm=) 1 zwigkszong trzykrotnie zawartoSciq zwigzkow Zclaza
(1]2 mg-dm-3 Na, ED TA; 83 mg-dm= IFeSO,). Pozywka wzbogacona zostala w (0,4
mg-dm-? tlammy, 1000 mg-dm= kazeiny, 0,03 mg-dm- kwasu indolilooctowego
(1AA) oraz 1 mg-dm™? kinetyny. Do jej zestalenia uzyto 8 g-dm™ Difco Bacto
Agaru.

Do badan pobrano wierzchotkowe fragmenty pc,dow o dlugoser 15 mm,
ktére umieszczono na zmodyfikowane] pozywce MS, niczawicrajacej auksyn ani
-cytokinin. Zastosowano cztery kombinacje sktadu pozywki:

- z dodatkiem 30 Iub 60 g-dm-* sacharozy;
- z dodatkiem 30 lub 60 g-dm-3 sacharozy oraz 0,5 mg-dm-* ABA.

Pe¢dy umicszezono w stoikach o pojemnodcei 300 ml (po 5 pedow w sloiku)
zawierajyacych 70 ml pozywki. W kazdej kombinacji badano 400 pgdow. Powto-
rzeniem byt stoik z pigcioma pgdami. Kultury umieszczono w fitotronic w tempe-
raturze 24°C, przy 16 godzinnym oswictleniu bialym $wiatlem fluorescencyjnym
0 nategzeniu napromienicnia kwantowego 35 umol'm-2s- i §-godzinne] nocy. Po
4 tygodniach polowg kultur z kazdej kombinacji pozostawiono w fitotronic,
a drugg czgs$¢ umieszezono w lodowcee, w temperaturze 6°C, przy bialym Swictle
fluorescencyjnym o natgzeniu napromienienia kwantowego 15 wmol-m-s-1. Po 2,
4,6, 8, 10 1 12 miesigcach przeprowadzono oceng kultur, biorge pod uwage liczbg
peddw katowych uzyskanych z jednego wylozonego cksplantatu, diugo$é pgdow
oraz ich 0gdlng jakos¢ okreslong wedlug nastgpujace) skali bonitacyjnej: 1 - pedy
zamarte, 2 — pedy zdtkngce (gdy byla zétta Y2 pedu), 3 - pedy z picrwszymi obja-
wami zamicrania li§ci lub chlorozy, 4 ~ pedy zdrowe, zielone, w dobrej kondycji.
Do powyzszej oceny z kazdej kombinacji pobierano losowo 25 pedéw (5 stoikdw).

Przeprowadzono tez ocene zdolnoscei pedéw do ukorzeniania po 4 miesiy-
cach przechowywania w opisanych wyzej warunkach, w tempceraturze 24°C lub
6°C. Do badai pobrano wierzchotkowe fragmenty pedéw o diugosei 15-20 mm
pochodzace ze wszystkich kombinagji kultur matecznych. Pedy wylozono na zmo-
dyfikowana pozywke MS zawicrajgca 30 grdm= sacharozy, z dodatkicm 1 mg-dm-
IAA i umieszczono w fitotronie w temperaturze 24°C, przy 16 godzinnym oswict-
leniu bialym $wiattem fluorescencyjnym o nat¢zeniu napromicnicnia kwantowcego
35 umol'm-2s i 8-godzinncj nocy. W kazdej kombinacji badano 30 pe¢déw — 6
powtérzen (stoikdéw) po 5 peddw. Po 3 tygodniach oceniono jakoS¢ systemu ko-
rzeniowego wedlug nastgpujgceej skali bonitacyjnej: 1 — brak korzeni, 2 - korzenic
do 3 mm dlugoscei, 3 — korzenie od 3,1 mm do 10 mm dtugosci, 4 — korzenie od
10,1 mm do 17 mm dlugosci, 5 - korzenic powyzej 17,1 mm dhugosci.

Doswiadczenia zatozono w ukladzie catkowicie losowym. Sredniy klase bo-
nitacyjng pedow i korzeni obliczono jako $rednig wazong. Wyniki opracowano
statystycznie za pomoca dwuczynnikowej analizy wariancji (Statgraphics 4.1). Do
oceny istotnosci réznic migdzy Srednimi zastosowano test t-Duncana przy pozio-
mie istotnosci & = 0,05.

Wyniki

W temperaturze 24°C mozna bylo przechowywac pedy maksymalnie przez 6
miesigey, niczaleznic od rodzaju pozywki (tab. 1). Po tym okresic najwigcej



PRZECHOWYWANIE MATECZNIKA PETUNII OGRODOWE] ... CZ. . ... 693

pedoéw (72%) przezylo na pozywce zawierajacej 30 gdm-3 sacharozy. Najmnicj
pedow (56%) przezylo na poZywce zawierajgcej 60 g-dm= sacharozy, takze z do-
datkiem 0,5 mg:dm= ABA. Na pozywce zawicrajacej 30 g-dm= sacharozy i 0.5
mg-dm-3 ABA przezylo 64% peddéw. W temperaturze 6°C mozliwe bylo przecho-
wanie matecznika petunii ogrodowcej przez 8-12 micsiecy, w zalcznoscei od rodza-
ju pozywki. Najdiuzej, bo 12 miesicey, przezylo 60% pedow na pozywce zawicra-
jacej 60 g:dm- sacharozy 1 na pozywce o tym samym st¢zeniu sacharozy z dodat-
kiem 0,5 mg-dm-3 ABA. Na tych pozywkach po 8 miesigcach przechowywania zyly
jeszeze wszystkic pedy. Na pozywee zawicrajaceej 30 gr-dm=3 sacharozy po 6 micsig-
cach przezyto 100% pe¢ddéw, a po 10 micsigcach — 56% pegdow. Najstabszy efckt
uzyskano na pozywce z dodatkiem 30 grdm-3sacharozy i 0,5 mg-dm= ABA - po 8
miesigcach przezylo zaledwic 40% peddw, a pierwsze z nich zamieraly juz w pia-
tym micsigcu przechowywania.

Tabcela 1; Table 1

Wplyw sktadu pozywki i dtugosci okresu przechowywania na przezywalno$é pedow
Effect of medium composition and storage duration on shoot viability

Zmodytikowana pozywka MS Procent zywych pegddw
Modificd MS medium Okres . Percentage of alive shoots
: przechowywania
sacharoza :
ABA Storage time . R
Sucrose o-dm- miesigce; months 24°C 6°C
(g-dm) (mg-dm-?) ( 4 )
2 100* 100
4 100 100
6 72 100
30 0 8 0 92
10 0 56
12 0 0
2 100 100
4 92 100
6 56 100
60 0 8 0 100
10 0 76
12 0 60
2 100 100
4 92 100
6 64 96
30 0,5 g 0 40
10 0 0
12 0 0
2 100 100
4 92 100
6 56 100
60 0.5 8 0 100
10 0 72
12 0 60

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

Stezenic sacharozy 1 obecno$¢ ABA w pozywce mialy wplyw zaréwno na
liczbe, dtugosé, jak i ogélng jako$¢ pedow (tab. 2). Najwicksza liczbe peddw uzys-
kano na pozywce zawicrajace] 60 g-dm-? sacharozy, takze z dodatkiem 0,5
mg-dm=3 ABA. Najmniejszg liczb¢ peddw uzyskano na pozywce zawierajacej 30
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g-dm-* sacharozy 1 0,5 mg-dm= ABA. Najkrotsze pedy uzyskano na pozywcee za-
wierajace] 60 grdm= sacharozy oraz z dodatkiem 30 g-dm-? sacharozy i 0,5
mg-dm- ABA. Najdluzsze pc¢dy otrzymano na pozywce zawicrajgcej 60 g-dm
sacharozy i 0,5 mg-dm-? ABA. Nie odnotowano istotnego wptywu stgzenia sacha-
rozy ani obecnosci ABA w pozywce na jako$¢ pedow.

Tabela 2; Table 2

Wplyw sktadu pozywki na liczbg, dlugos¢ i jako§¢ pgddw roslin matecznych

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

Zmodyfikowana pozywka MS
Modified MS medium Liczba pedéw Dlugoéé pgdow Ocena boni_tacyjnn
sacharoza Shoot length Evaluation
sucrose ABA Shoot number (mm) (skala 1-4; scalc 1-4)
(g-dm-) (mg-dm3)
30 0 1,6b* 54,6b 3,0ab
60 0 22 34,0a 3.1b
30 0,5 1.3a 35,6a 29
60 0,5 1.9¢ 76.2¢ 3,0ab
* $rednie oznaczone ta samg literg nie réznig si¢ przy poziomie istotnoéci a = 0,05; means with

the same letter do not differ at the level of significance @ = 0.05

Dlugo$é okresu przechowywania wplywata na dlugos$c i jako$¢ peddw, nie
miata natomiast wplywu na ich liczbg (tab. 3). Wraz z wydluzaniem okresu prze-
chowywania diugos$¢ peddw wzrastala, jednoczednie jednak pogarszala si¢ ich ja-
kos¢.

Tabela 3; Table 3

Wplyw diugosci okresu przechowywania na liczbe, dtugo$¢ i jakos$¢ pgdow
Effect of storage duration on the number, length and quality of shoots

Okres przechowywanm Liczba pedow Dtugos¢ pedow Ocena bommeyma
Storage time Shoot number Shoot length Evaluation
(miesiace; months) (mm) (skala 1-4; scale 1-4)
2 1,8a* 33,0a 3,8¢c
4 1,8a 54,8 3,0b
6 1,6a 66,0c 2,2a
* objadnienia jak w tabeli 2; explanations see tablc 2

Tabela 4; Table 4

Wplyw temperatury przechowywania na liczbg, dtugos¢ i jakoS¢ pgdéw
Influence of temperature on the number, length and quality of shoots

:[[:emperfltura Liczba pedéw Dtugos$¢ pedow Ocena 'hor}u'acy]na
emperature Shoot number Shoot length Evaluation
O (mm) (skala 1-4; scale 1-4)
6 1,4a* 50,6a 3.4b
24 2,1b 49.6a 27a

* objagnienia jak w tabeli 2; explanations see table 2
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Temperatura, w jakiej przechowywano pgdy, miala wplyw na liczbe i jakos§¢
pedéw, nic wywarta natomiast wplywu na ich dlugo$¢ (tab. 4). W temperaturze
24°C uzyskano wigkszg liczb¢ pedéw niz w temperaturze 6°C, ale byly one gorszej
jakosci.

Nie zaobscrwowano wplywu warunkéw przechowywania kultur na pézniej-
sze ukorzenianic peddéw (tab. 5, 6). Wszystkie pedy odznaczaly si¢ duza zdolnos-
cig do tworzenia korzeni. Sktad pozywki, na ktérej przechowano rosliny mateczne
nie mial wplywu na jako$¢ systemu korzeniowego (tab. 5), zaobserwowano nato-
miast wplyw temperatury przechowywania na jako$¢ korzeni. P¢dy pobrane z ro$-
lin przechowywanych w temperaturze 24°C wytworzyly system korzeniowy wyzszej
jakosci niz pedy pochodzace z roslin przechowywanych w 6°C (tab. 6).

Tabela 5; Table 5

Wptyw skiadu pozywki na jakos$¢ systemu korzeniowego
Influence of medium composition on the root quality

Zmodyfikowana pozywka MS o
Modified MS mcdium Ocefg‘ blomt‘,aCYJ"ﬂ
valuation
sacha(r;zar;il;crosc (m:gg—»?) (skala 1-5; scale 1-5)

30 0 3,5a*

60 0 3,1a

30 0,5 3.3a

60 0,5 3,3a

objasnicnia jak w tabeli 2; explanations sec table 2

Tabcla 6; Table 6

Wplyw temperatury na jako$¢ systemu korzeniowego
Influence of temperature on the root quality

Temperatura; Temperature Occna bonitacyjna; Evaluation
°O) (skala 1-5; scale 1-5)
6 2,9a*
24 3,7b

objasnienia jak w tabceli 2; explanations see Table 2

Dyskusja

Zaréwno sklad pozywki, jak i tempcratura w trakcie przechowywania wywa-
ty wpltyw na dlugo$é okresu przechowywania i kondycje roslin matecznych petu-
nii ogrodowej. Na pozywkach pozbawionych cgzogennych auksyn i cytokinin pgdy
réznicowaly si¢ i rosty wolno, a co za tym idzie mogly by¢ przechowywane diugo,
nawet do 12 miesi¢cy. Réwniez REED [1992] donosi, iz na pozywce bez regulato-
réw wzrostu pedy truskawki mozna bylo przechowywaé przez okres 15, a nawet
24 miesiecy. Na pozywce bez regulatorow wzrostu udalo si¢ tez przechowac przez
10 miesi¢cy pedy eukaliptusa (Eucalyptus grandis) [WATT i in. 2000}

Zaobserwowano pozytywny wplyw niskiej temperatury na przezywalnos$¢
i dlugo$¢ okresu przechowywania kultur petunii ogrodowej. Podobny efekt
zauwazono w trakcie przechowywania peddéw jabloni, gdzie 12-miesigczne prze-
chowywanie w temperaturze 1°C przezylo 100% pgdow, w 4°C-70% pedow,
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aw 26°C zaledwie 3% pc¢dOw [LUNDERGAN, JANICK 1979). W kulturach szparaga
(Asparagus officinalisy w temperaturze 5°C i ciemnosci 12 miesiecy przezylo 90%
pedow, natomiast po 18 miesigcach w dobrej kondycji pozostawato nadal 50%
peddéw [BEKHEET 2000]. W takich samych warunkach 10 miesi¢ey przechowywania
przezyto 100% pegddéw koniczyny (Trifolium repens), ktére po przenicsicniu do
temperatury 25°C rozwijaly si¢ prawidiowo [BHOIwWANI 1981].

Odnotowano réwniez pozytywny wplyw wyzszego stgZenia sacharozy na
przczywalno$¢ peddéw i dlugosé okresu przechowywania matecznikdw petunii
ogrodowej w tcmperaturze 6°C. Wyzsze st¢zenic sacharozy stymulowalo rozkrze-
wianie si¢ rolin mateccznych, przy jednoczesnym zahamowaniu ich wzrostu wy-
dtuzeniowego. Wysokie st¢zenie sacharozy (9%) oraz obniZenic st¢zenia soli MS
do ¥ hamowato wyrastanic peddéw podczas przechowywania ccbulcek lilii 1 zwigk-
szato przezywalno$¢ oraz zdolno§¢ do regeneracji po przechowywaniu w 25°C
przez 28 miesi¢gcy [BONNIER, VAN Tuyl 1997]. Stezenic sacharozy wynoszgce
20 g-dm™3 okazalo si¢ korzystne dla przechowywanych przez 12 micsiccy w tem-
peraturze 20°C i 27°C kultur kawy, podczas gdy obnizona zawarto$¢ sacharozy
(5 g'dm=3) lub jej brak w pozywce wyraznie obnizyly przezywalno$¢ pedow [BER-
TRAND-DESBRUNAIS i in. 1992].

Obecnos¢ kwasu abscysynowego w pozywce przy nizszym stgzeniu sacharo-
zy, w temperaturze 6°C skracata dlugo$¢ okresu przechowywania kultur petunii
ogrodowcj, obnizata przezywalno$¢ rodlin matecznych i ich wysokosc, stymulowata
natomiast powstawanic nowych p¢déw. W przypadku kultur zicmniaka zastoso-
wanie pozywki z ABA pozwolilo na wydtuZzenic okresu przechowywania pgdéw
nawet do 48 miesigcy w temperaturach 6°C 1 10°C [ZAKLUKIEWICZ, SEKRECKA
1994]. Kwas abscysynowy wptywal réwniez pozytywnic na wydluzcnic (do 10 mie-
sigcy) okresu przechowywania kultur eukaliptusa (Eucalyptus grandis), przy za-
chowaniu wysokiej przezywalnosci pgdow (80-90%) [WATT i in. 2000].

Odnotowano negatywny wplyw dlugotrwalego przechowywania roslin mate-
cznych petunii ogrodowej w niskiej temperaturze na jakos§¢ systemu korzeniowe-
go rodlin potomnych, jednak wszystkiec pedy odznaczaly si¢ duza zdolnodcig do
ukorzeniania. Roéliny potomne uzyskanc z przechowywanych przez 18 miesigey
w temperaturze 4°C pgdéw maliny ukorzenialy si¢ w 1009%, natomiast uzyskane
z pedéw przechowywanych przez 24 micsigce ukorzenialy si¢ nicco trudnicj, ale
réznice w zdolnosci ukorzeniania nic byly istotne [LISEK, ORLIKOWSKA 2001b].

Whioski

1. Mozliwe jest przechowanie matccznikéw petunii ogrodowej na zmodyfiko-
wanej pozywce MS (bez auksyn i cytokinin) nawet przez 12 miesigcy.

2. Odnotowano korzystny wplyw niskiej temperatury (6°C) na dlugos$¢ okresu
przechowywania ro$lin matecznych (6°C).

3. Dlugos$¢ okresu przechowywania od 2 do 6 micsi¢ey nic wplywa na liczbg
peddw roslin matecznych. Dluzsze przechowywanie stymuluje wzrost wydiu-
zeniowy pedow i wplywa negatywnie na ich jakos<.

4. Wyzsze stgzenic sacharozy (60 g:dm-3) wplywa pozytywnic na liczb¢ pedéw
ros§lin matecznych oraz ich ogdlng jako$¢, a ponadto wydtuza okres prze-
chowywania kultur.
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5. Obccnosé ABA w pozywce o nizszym stezeniu sacharozy (30 grdm-3) wply-
wa negatywnic na liczb¢ pedéw roslin matecznych 1 hamuje ich wzrost, na-
torniast taczne zastosowanie ABA 1 wyzszego stezenia sacharozy stymuluje
wzrost p¢dow roélin matecznych.

6.  Diugotrwale przechowywanic rodlin matecznych w temperaturze 6°C wply-
wa negatywnic na jako$¢ systemu korzeniowego ro§lin potomnych.

7. Stezenie sacharozy oraz obecno$¢ ABA w pozywcee, na ktdérej przechowy-
wano ro$liny mateczne nie wplywa na jako$¢ systemu korzeniowego roslin
potomnych.
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Stowa kluczowe:  Petunia, mikrorozmnazanie, ABA, sacharoza, Solanaceae,
temperatura, ukorzenianie

Streszczenie

Dokonano oceny mozliwosci dlugotrwatego przechowywania in vitro pedéw
petunii ogrodowej (Petunia hybrida) z grupy Ursynia. Badano wplyw temperatury
(24°C lub 6°C), stezenia sacharozy (30 lub 60 g:dm=3) oraz obccnosci ABA
(0,5 mg-dm-?) w zmodyfikowanej pozywce MS na dlugos¢ okresu przechowywa-
nia, liczbg 1 jakos¢ pgddw roslin matecznych. Wszystkic badane czynniki wywarly
wplyw na przechowywanie pedow petunii. Najdtuzej (12 miesigey) udalo si¢ prze-
chowa¢ pedy na pozywce zawicrajace) 60 g-dm™ sacharozy, z dodatkicm lub bez
0,5 mg:dm- ABA w temperaturze 6°C. Wyzsze stezenic sacharozy wplywalo tez
pozytywnie na liczbe i jako§¢ pedéw roslin matecznych. Dhugotrwale przechowy-
wanie roslin matecznych w temperaturze 6°C wywarlo ncgatywny wplyw na jako$¢
systemu korzeniowego ro§lin potomnych.
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INFLUENCE OF A LONG-TERM STORAGE
ON SHOOT QUALITY AND ROOTING ABILITY
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Summary

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