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Wstęp 

Metoda przechowywania kultur roślinnych w warunkach ograniczonego 
wzrostu umożliwia utrzymywanie kultur matecznych na niedużej powierzchni, bez 
konieczności ich częstego przenoszenia na świeże pożywki. Warunki przechowy
wania powinny zapewniać utrzymanie kultur w jak najlepszej kondycji oraz ich 
maksymalną przeżywalność i zdolności regeneracyjne po przeniesieniu do warun
ków umożliwiających wzrost. Przy właściwym doborze materiału roślinnego i wa
runków zewnętrznych, przechowywanie kultur roślinnych w warunkach ograniczo
nego wzrostu zapewnia ich wysoką przeżywalność, a kultury przeniesione do wa
runków wzrostowych, wykazują dużą zdolność do regeneracji pędów przybyszo
wych i korzeni. Stan przechowywanych kultur można ocenić na podstawie współ
czynnika rozmnażania roślin potomnych. Zależy on w dużym stopniu od zdol
ności danego gatunku, odmiany i genotypu do regeneracji po przeniesieniu do 
warunków wzrostowych. Stwierdzono, że w kulturach pędów jabłoni współczynnik 
rozmnażania wzrósł po przechowywaniu w niskiej temperaturze [ORLIKOWSKA 

1992], a pędy koniczyny (Trifolium repens L.) zachowywały normalną wydajność 
rozmnażania po przeniesieniu do warunków umożliwiających ich wzrost [BHOJ
WANI 1981]. U niektórych gatunków, np. u maliny, obserwuje się jednak obniżenie 
zdolności do namnażania, zwłaszcza w pierwszych pasażach po przechowywaniu 
[LISEK, ORLIKOWSKA 2001a]. 

Zwiększenie ciśnienia osmotycznego pożywki utrudnia pobieranie z niej 
składników pokarmowych , przez co ogranicza wzrost pędów, _jest więc często sto
sowane w trakcie przechowywania kultur in vitro. Efekt ten można uzyskać zwięk
szając stężenie cukrów metabolizowanych przez komórki, do których zalicza się 

sacharozę i glukozę [LISEK, ORLIKOWSKA 2001b]. Stężenie sacharozy i glukozy 
w pożywce można podnieść nawet do 6-9% [LISEK 2001 ]. Dodane do pożywki 
w wyższym stężeniu cukry zapewniają roślinom wyższy poziom węgla i często 
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wpływają na poprawę jakości przechowywanych roślin. 
Celem pracy było określenie wpływu przechowywania kultur matecznych 

petunii ogrodowej (Petunia hybrida) w temperaturze 24°C i 6°C i składu pożywki 
na zdolności pędów do późniejszego rozkrzewiania się i namnażania. 

Materiał i metody 

Materiałem doświadczalnym były rośliny petunii ogrodowej Petunia hybrida 
z Grupy Ursynia, klon 42F, rozmnażane w kulturach in vitro na zmodyfikowanej 
pożywce MS [MURASHIGE, SKOOG 1962]. Pożywka o pH 5,7 zawierała zwiększoną 
dwukrotnie ilość NH4NO3 (3300 mg·dm-3) i trzykrotnie Na2EDTA (112 mg·dnr3) 

oraz FeSO4 (83 mg·dm-3); 0,4 mg·dm-3 tiaminy i 1000 mg·dm-3 kazeiny. Zestalona 
została przy użyciu 8 g·dm-3 Difco Bacto Agaru. 

Do badań pobrano wierzchołkowe fragmenty pc;dów o długości 15 mm, 
które umieszczono na pożywce MS z dodatkiem regulatorów wzrostu: 0,03 
mg·dm-3 kwasu indolilooctowego (IAA) oraz 1 mg·dm-3 kinetyny, nazywanej dalej 
pożywką standardową. Badano trzy kombinacje składu pożywki: 

- z dodatkiem 30 lub 60 g·dm-3 sacharozy; 
- z dodatkiem 30 g·dm-3 sacharozy i 0,5 mg ABA-dm-3. 

Pędy wyłożono do słoików o pojemności 300 ml zawierających 70 ml po
żywki (po 5 pc;dów w słoiku), badając 400 pędów w każdej kombinacji. Powtórze
niem był słoik z pięcioma pędami petunii. Kultury umieszczono w fitotronie 
w temperaturze 24°C, przy 16 godzinnym oświetleniu białym światłem fluorescen
cyjnym o natężeniu napromienienia kwantowego 35 µ,mol·m-2-s-1 i 8-godzinnej 
nocy. Po 4 tygodniach połowę kultur z każdej kombinacji pozostawiono w fitotro
nie, 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. 

Kultury umieszczone w fitotronie i w lodówce traktowane były jako mateczniki, 
z których po 2, 4 i 6 miesiącach pobierano pędy i wykładano na pożywkę 
standardową. W każdej kombinacji było 25 pędów (5 słoików po 5 pc;dów). Kul
tury pędów umieszczano w fitotronie w warunkach opisanych powyżej. Co 6 tygo
dni przenoszono je na świeżą pożywkę. Po każdym z trzech pasaży określono 
liczbę i długość pędów przybyszowych uzyskanych z jednego eksplantatu oraz 
świeżą masę zespołu pędów (powstałego z jednego wyłożonego eksplantatu). 

Doświadczenie założono w układzie całkowicie losowym. Wyniki opracowa
no statystycznie za pomocą dwuczynnikowej analizy wariancji, z zastosowaniem 
programu Statgraphics 4.1. Do oceny istotności różnic mic;dzy średnimi zastoso
wano test t-Duncana przy poziomie istotności a = 0,05. 

Wyniki 

Na pożywce zawierającej 30 g·dm-3 sacharozy, zarówno w temperaturze 
24°C jak i 6°C, a na pożywce z 60 g·dm-3 sacharozy w temperaturze 6°C, udało 
się przechować pędy przez okres 6 miesięcy, z zachowaniem ich dobrej jakości 
(tab. 1 ). W przypadku pozostałych kombinacji - na pożywce zawierającej 

60 g·dm-3 sacharozy w temperaturze 24°C oraz na pożywce z dodatkiem 30 g·dm-3 



PRZECHOWYWANIE MATECZNIKA PETUNII OGRODOWEJ ... CZ. Il ... 701 

sacharozy i 0,5 mg·dm-3 ABA w temperaturze 24°C i 6°C, pc,dy zamierały już po 4 
miesiącach przechowywania (tab. 1). 

Tabela 1; Table 1 

Wpływ składu pożywki i temperatu ry na długość okresu przechowywania 
roślin matecznych 

Influence of medium composition and temperature on the length 
of storage period of mother plants 

Pożywka standardowa Okres przechowywania; Storagc time 
Standard medium (miesiące; months) 

sacharoza; sucrose ABA 24°C 6°C 
(g·dm-') (mg·clm-1) 

30 o 6 6 

60 o 4 6 

30 0,5 4 4 

Skład pożywki zastosowanej w trakcie przechowywania miał istotny wpływ 
zarówno na średnią liczbę i długość pędów przybyszowych, jak też na świeżą 

mast; zespołu pędów (tab. 2). Największą liczbę pt;dów uzyskano z kultur prze
chowywanych na pożywce zawierającej 60 g·dm-3 sacharozy (12,7). Najmniej 
pędów wytworzyły kultury przechowywane na pożywce zawierającej 30 g·dm-3 sa
charozy (6,0), ale obecność ABA w pożywce stymulowała późniejsze namnażanie 
pędów. Najdłuższe pędy uzyskano z kultur, które przechowywano na pożywce 
zawierającej 60 g·dm-3 sacharozy (13,8 mm). Najwit;kszą świeżą masą odznaczały 
się pędy przechowywane na pożywce zawierającej 60 g·dm-3 sacharozy (1,5 g), 
a najmniejszą - na pożywce z 30 g·dm-3 sacharozy bez ABA (0,8 g). 

Tabela 2; Table 2 

Wpływ składu pożywki zastosowa nej w trakcie przechowywania na średnią liczbę , 
długość oraz świeżą masę pędów z trzech pasaży 

Influence of medium composition used during the storage period 
on the average number, lcngth and fresh weight of shoots from 3 passages 

Pożywka standardowa 
Standard medium Długość pędu Świeża masa zespołu pt;dów 

Liczba pędów 
sacharoza 

ABA Shoot number 
Shoot lcngth Fresh weight of shoots 

sucrose 
(mg·dm-1) 

(mm) (g) 
(g·dm-') 

30 o 6,0a* 12,Sa 0,8a 

60 o 12,7c 13,Sb 1,Sc 

30 0,5 9,0b 12,6a !,Ob 

średnie oznaczone tą samą literą nie różnią się przy poziomie i s totności a = 0,05; means fol
lowcd by the same letter do not differ at the level of significance a = 0.05 

Długość okresu przechowywania nie miała wpływu na średnią liczbę i dłu
gość pędów, wywarła jednak wpływ na świeżą masę zespołu pędów (tab. 3). Pędy 
przechowywane przez dwa miesiące odznaczały się nieco większą świeżą masą 
(1,2 g) niż przechowywane przez cztery miesiące (1,1 g). 
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Tabela 3; Table 3 

Wpływ okresu przechowywania 
na średnią liczbę, długość i świeżą masc; pc;dów z 3 pasaży 

Influence of storage period on the number, 
length and fresh weight of shoots from 3 passages 

Okres 
Długość pędu Świc;,~1 masa zespołu pt;dów przechowywania Liczba pędów 

Storage period Shoot number 
Shoot length Frcsh wcight of shoot cluster 

(miesiące; months) (mm) (g) 

2 8,9a* 13,la 1,2b 

4 9,6a 12,9a I.la 

objaśnienia jak w tabeli 2; explanations see Table 2 

Zaobseiwowano różnice w liczbie i długości pędów między kolejnymi pasa
żami w warunkach umożliwiających ponowny wzrost kultur (tab. 4). Po piciw
szym pasażu uzyskano najmniejszą liczbc; pędów (8,0), były one jednak najdłuższe 
(13,7 mm). Nie zaobseiwowano wpływu pasażu na świeżą masc; zespołu pc;dów 
(tab. 4). 

Tabela 4; Table 4 

Wpływ pasażu na liczbę, długość oraz świeżą masę pędów 
Influence of growth period on the number, length and fresh weight of shoots 

Pasaż Liczba pędów Długość pędu Swieża masa zespołu pc;dów 
Shoot łength Fresh weight of shoot cluster 

Passage Shoot number 
(mm) (g) 

1 8,0a* 13,7b l,la 

2 10,2b 12,6a 1,1 a 

3 9,Sb 12,7a ] ,Ja 

objaśnienia jak w tabeli 2; explanations see Table 2 

Temperatura, w jakiej przechowywano pędy, nie miała wpływu na średnią 
liczbę i długość pędów oraz na świeżą masę zespołu pędów (tab. 5). 

Temperatura 
Temperature 

6°C 

24°c 

Tabela 5; Table 5 

Wpływ temperatury przechowywania 
na średnią liczbę, długość oraz świeżą masę pędów 

Influence of storage temperature on the number, 
length and fresh weight of shoots 

Liczba pędów Długość pędu Swiet~1 masa zespołu pt;dów 

Shoot number Shoot length Frcsh weight of shoot cluster 
(mm) (g) 

9,4a* 13,7a l ,la 

9,la 12,9a I ,la 

objaśnienia jak w tabeli 2; explanations: see Table 2 
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Dyskusja 

Najdłużej (przez okres 6 miesięcy) udało się przechować pędy petunii ogro
dowej na pożywce zawierającej 30 g·dm-3 sacharozy, zarówno w temperaturze 
24°C, jak i 6°C oraz na pożywce z 60 g·dm-3 sacharozy w temperaturze 6°C. Lep
sze wyniki uzyskano we wcześniejszych doświadczeniach nad przechowywaniem 
kultur petunii, gdzie w temperaturze 6°C na pożywce bez regulatorów wzrostu 
z dodatkiem 60 g·dm-3 sacharozy udało się je przechować przez 12 miesięcy. 
W doświadczeniach tych kultury umieszczone w temperaturze 24°C na pożywce 
niezawierającej regulatorów wzrostu przechowywano przez 6 miesięcy, podczas 
gdy w opisywanym doświadczeniu na pożywce z auksyną i cytokininą udało się 
przechować pędy tylko przez 4 miesiące [WITOMSKA i in. 2006]. 

Pomimo skrócenia okresu przechowywania kultur, obecność regulatorów 
wzrostu w pożywce może mieć jednak korzystny wpływ na ich późniejsze zdolno
ści regeneracyjne. Jak stwierdzono, pędy maliny 'Mailing Seedling' przechowywa
ne na pożywce z BAP miały gorszą kondyc_ję i mniej z nich przetrwało przecho
wywanie przez 24 miesiące, ale te które przeżyły były lepiej rozkrzewione niż 
pędy przechowywane na pożywce bez regulatorów wzrostu [LISEK, ORLIKOWSKA 

2001b]. 
Podwyższone stężenie sacharozy w pożywce umożliwiało przeżycie pędów 

róży w temperaturze 2°C przez 6 miesięcy. Wpływało też pozytywnie na kultury, 
gdy umieszczano je na 2 miesiące w chłodni bezpośrednio po pasażowaniu lub 
krótkim (6 dni) okresie aklimatyzacji [DoRION i in. 1991 ]. 8% stężenie sacharozy 
wpływało stymulująco na namnażanie i wzrost pędów ziemniaka przechowywa
nych w temperaturze 20°C przez 12 miesięcy [VERAMENDI i in. 1998]. Korzystny 
wpływ podwyższonego stężenia sacharozy w pożywce użytej do przechowywania 
kultur zaobserwowano również w przypadku kultur pędów petunii ogrodowej, 
gdzie największą liczbę pędów uzyskano na pożywce zawierającej 60 g·dm-3 sa
charozy. 

Stwierdzono, że obecność kwasu abscysynowego w pożywce przy niższym 
stężeniu sacharozy, w temperaturze 6°C wpływa negatywnie na przeżywalność 
roślin matecznych i długość regenerowanych pędów petunii ogrodowej, zaś pozy
tywnie na ich namnażanie. Zastosowanie pożywki z kwasem abscysynowym poz
woliło natomiast na wydłużenie okresu przechowywania pędów ziemniaka do 36, 
a nawet 48 miesięcy w temperaturze 6°C i l0°C [ZAKLUKIEWICZ, SEKRECKA 1994]. 
Obecność kwasu abscysynowego umożliwiła też wydłużenie do 10 miesięcy okresu 
przechowywania kultur Eucalyptus grandis, przy jednoczesnym zachowaniu wyso
kiej przeżywalności pędów (80-90%) [WATT i in. 2000]. 

Zaobserwowano negatywny wpływ długotrwałego przechowywania roślin 
matecznych na liczbę pędów roślin potomnych petunii ogrodowej w pierwszym 
pasażu po przechowywaniu (8,0). W drugim i trzecim pasażu liczba pędów była 
już wyższa i wyniosła odpowiednio 10,2 i 9,5. Podobną zależność zaobserwowały 
LISEK i ORLIKOWSKA [2001a] po przechowywaniu pędów maliny w temperaturze 
4°C. W pierwszym pasażu powstawało mniej pędów niż w następnych, a pędy po
chodzące z kultur przechowywanych przez 24 miesiące rozkrzewiały się gorzej, 
niż przechowywane przez 18 miesięcy. Pozytywny wpływ przechowywania kultur 
w niskiej temperaturze na współczynnik rozmnażania zaobserwowano m.in. 
w przypadku kultur wiśni. Najwyższą liczbę pędów uzyskano po 4 lub 6 tygod
niach (w zależności od odmiany) przechowywania w temperaturze 4°C (BORKO-
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WSKA 1990]. Również pędy kiwi przechowywane w temperaturze 8°C [M0NEnE 

1986] oraz pędy jabłoni umieszczone w 4°C [ORLIKOWSKA 1992] wytwarzały więcej 
pędów po przechłodzeniu niż przed. Natomiast pc;dy koniczyny (Trifolium repens) 
przechowywane w temperaturze 5°C zachowywały typową wydajność rozmnażania 
(BHOJWANI 1981] podobnie jak kultury Prunus przechowywane w -3°C [MARINO 

i in. 1985]. U petunii ogrodowej nie odnotowano wpływu długości okresu przecho
wywania kultur (2 lub 4 miesiące) w temperaturze 6°C i 24°C na późniejsze na
mnażanie i wzrost wydłużeniowy pędów. 

Wnioski 

1. Na zmodyfikowanej pożywce MS zawierającej 0,03 mg·dm-3 IAA 
i 1 mg·dm-3 kinetyny można przechować rośliny mateczne petunii ogrodo
wej do 6 miesięcy. 

2. Na długość okresu przechowywania roślin matecznych negatywnie wpływa 
obecność kwasu abscysynowego w pożywce, niezależnie od temperatury. 

3. Długość okresu przechowywania roślin matecznych nic ma wpływu na śred
nią liczbę i długość pędów roślin potomnych uzyskanych po 3 pasażach, ale 
wpływa na ich świeżą masę. 

4. DługotIWałe przechowywanie roślin matecznych wpływa negatywnie na licz
bę pędów roślin potomnych uzyskanych po pieIWszym pasażu po przecho
wywaniu, ale wpływa pozytywnie na ich wzrost wydłużeniowy, nic ma nato
miast wpływu na świeżą masę pędów w kolejnych pasażach. 

5. Wyższe stężenie sacharozy w pożywce (60 g·dnr3) wpływa pozytywnie na 
średnią liczbę i długość pędów oraz świeżą masę zespołów pc;dów roślin 
potomnych uzyskanych z 3 pasaży. 

6. Obecność ABA w pożywce wpływa pozytywnie na średnią liczbę oraz świe
żą masę zespołów pędów roślin potomnych uzyskanych z 3 pasaży, jednak 
w mniejszym stopniu niż wyższe stężenie sacharozy. 

7. Temperatura przechowywania roślin matecznych nie wpływa na liczbę i dłu
gość pędów oraz świeżą masę zespołów pędów roślin potomnych. 
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pędów 

Streszczenie 

Określono wpływ przechowywania in vitro matecznika petunii ogrodowej 
(Petunia hybrida) z Grupy Ursynia na zdolności pędów do późniejszego namnaża
nia. Badano wpływ temperatury (24°C i 6°C), stężenia sacharozy (30 lub 
60 g·dm-3) i ABA (0,5 mg·dm-3) w zmodyfikowanej pożywce MS na długość 
okresu przechowywania, liczbę, długość i świeżą masę pędów przybyszowych. Na 
pożywce MS zawierającej 0,03 mg·dm·3 IAA i 1 mg·dm-3 kinetyny kultury prze
chowywano przez 6 miesięcy. Obecność ABA w pożywce wpływała negatywnie na 
przechowywanie roślin, niezależnie od temperatury. Okres przechowywania kultur 
matecznych nie miał wpływu na liczbę i długość pędów przybyszowych. Wyższe 
stężenie sacharozy w pożywce wpłynęło pozytywnie na liczbę, długość pędów 
i świeżą masę regenerowanych pędów. Temperatura przechowywania roślin mate
cznych nie wywarła wpływu na wzrost roślin potomnych. 
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Summary 

The study estimated a possibility of the in vitro long-term storage of Petu
nia hybrida shoots (Ursynia Group) . The effect of temperature (24°C i 6°C), su
crose (30 lub 60 g·dm-3) and ABA concentration (0.5 mg·dm-3) in the modified 
MS medium was studied in respect to a storage period, quantity, lcngth and 
fresh weight of shoots. Cultures were storcd for 6 months in the modified MS 
medium supplemented with 0.03 mg·dm-3 IAA and 1 mg·dm-3 kinetin. The pres
ence of ABA in the medium had a negative effect on the length of storage pe
riod both at 6°C and 24°C. The length of storage period of stock cultures had no 
influence on the number, and length of adventitious shoots. A higher sucrose 
concentration in the medium had a positive effect on the number, lcngth and 
fresh weight of shoots. Storage temperature did not have an cffcct on the growth 
of microcuttings. 
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