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Wstep

Metoda przechowywania kultur rodlinnych w warunkach ograniczonego
wzrostu umozliwia utrzymywanie kultur matecznych na nieduzej powierzchni, bez
koniecznosci ich czgstego przenoszenia na $wieze pozywki. Warunki przechowy-
wania powinny zapewniaé utrzymanie kultur w jak najlepszej kondycji oraz ich
maksymalng przezywalno$¢ i zdolnosci regeneracyjne po przeniesieniu do warun-
kéw umozliwiajacych wzrost. Przy whasciwym doborze materiatu rodlinnego i wa-
runkéw zewngtrznych, przechowywanie kultur roslinnych w warunkach ograniczo-
nego wzrostu zapewnia ich wysoka przezywalnosé, a kultury przeniesione do wa-
runkéw wzrostowych, wykazuja duza zdolno§¢ do regeneracji peddw przybyszo-
wych 1 korzeni. Stan przechowywanych kultur mozna oceni¢ na podstawic wspdt-
czynnika rozmnazania ro§lin potomnych. Zalezy on w duzym stopniu od zdol-
no$ci danego gatunku, odmiany i genotypu do regeneracji po przeniesieniu do
warunkéw wzrostowych. Stwicrdzono, ze w kulturach pgdéw jabloni wspoétezynnik
rozmnazania wzrést po przechowywaniu w niskiej temperaturze [ORLIKOWSKA
1992], a pedy koniczyny (Trifolium repens L.) zachowywaly normalng wydajnos¢
rozmnazania po przeniesieniu do warunkéw umozliwiajacych ich wzrost [BHoJ-
waNI 1981]. U niektdrych gatunkdw, np. u maliny, obserwuje si¢ jednak obnizenic
zdolnoéci do namnazania, zwlaszcza w pierwszych pasazach po przechowywaniu
[LISEK, ORLIKOWSKA 2001a].

Zwigkszenic ciSnicnia osmotycznego pozywki utrudnia pobieranic z nigj
sktadnikéw pokarmowych, przez co ogranicza wzrost peddw, jest wige czg¢sto sto-
sowanc w trakcic przechowywania kultur in vitro. Efekt ten mozna uzyskaé zwick-
szajgc stgzenic cukrow metabolizowanych przez komérki, do ktdrych zalicza si¢
sacharoze¢ 1 glukozg [LiSEK, ORLIKOWSKA 2001b]. Stezenic sacharozy i glukozy
w pozywce mozna podnie$¢ nawet do 6-9% [Lisek 2001]. Dodane do pozywki
w wyzszym st¢zeniu cukry zapewniaja ro§linom wyzszy poziom wegla i czgsto
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wplywaja na poprawe jakoSci przechowywanych roélin.

Celem pracy bylo okreslenie wplywu przechowywania kultur matccznych
petunii ogrodowej (Pefunia hybrida) w temperaturze 24°C i 6°C i skiadu pozywki
na zdolnosci p¢déw do pdzniejszego rozkrzewiania si¢ i namnazania.

Material i metody

Materialem do$wiadczalnym byly rosliny pctunii ogrodowcj Petunia hybrida
z Grupy Ursynia, klon 42F, rozmnazane w kulturach in vitro na zmodyfikowancj
pozywce MS [MURASHIGE, SKOOG 1962]. Pozywka o pH 5,7 zawicrata zwickszong
dwukrotnie ilo§¢ NH,NO, (3300 mg-dm-3) i trzykrotnie Na,EDTA (112 mg-dm3)
-oraz FeSO, (83 mg-dm-3); 0,4 mg-dm-? tiaminy i 1000 mg-dm= kazeiny. Zcstalona
zostala przy uzyciu 8 grdm-3 Difco Bacto Agaru.

Do badan pobrano wierzchotkowe fragmenty pe¢déw o diugosci 15 mm,
ktére umieszczono na pozywce MS z dodatkiem regulatoréw wzrostu: 0,03
mg-dm- kwasu indolilooctowego (IAA) oraz 1 mg-dm-? kinctyny, nazywancj dalej
pozywka standardowa. Badano trzy kombinacje sktadu pozywki:

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

Pedy wylozono do stoikéw o pojemnosci 300 ml zawierajacych 70 ml po-
zywki (po 5 pedéw w stoiku), badajac 400 pedéw w kazdcej kombinacji. Powtdrze-
niem byl stoik z pigcioma pgdami pectunii. Kultury umieszczono w fitotronic
w temperaturze 24°C, przy 16 godzinnym os$wietleniu biatym $wiattem fluorescen-
cyjnym o natg¢zeniu napromicnienia kwantowcgo 35 umol'm-2s-! i 8-godzinnej
nocy. Po 4 tygodniach polowe kultur z kazdej kombinacji pozostawiono w fitotro-
nie, a drugg cze$¢ umieszczono w loddwce, w temperaturze 6°C, przy bialym
Swietle fluorescencyjnym o natgzcniu napromienicnia kwantowego 15 umol-m-2s-1,
Kultury umieszczone w fitotronie i w lodéwce traktowanc byly jako mateczniki,
z ktérych po 2, 4 i 6 miesigcach pobierano pedy 1 wykladano na pozywkeg
standardowa. W kazdej kombinacji byto 25 pedéw (5 stoikéw po 5 pedéw). Kul-
tury pedéw umieszezano w fitotronie w warunkach opisanych powyzej. Co 6 tygo-
dni przenoszono je na $wieza pozywke. Po kazdym z trzech pasazy okreslono
liczbe i dlugo$¢ pedéw przybyszowych uzyskanych z jednego cksplantatu oraz
Swieza masg zespotu pedéw (powstalego z jednego wylozonego eksplantatu).

Doswiadczenie zalozono w ukiadzie catkowicie losowym. Wyniki opracowa-
no statystycznie za pomocg dwuczynnikowe] analizy wariancji, z zastosowanicm
programu Statgraphics 4.1. Do oceny istotnosci réznic mi¢dzy $rednimi zastoso-
wano test t-Duncana przy poziomie istotno$ci e = 0,05.

Wyniki

Na pozywce zawierajacej 30 g-dm-3 sacharozy, zaréwno w tcmperaturze
24°C jak i 6°C, a na pozywce z 60 g-dm- sacharozy w temperaturze 6°C, udalo
si¢ przechowaé pedy przez okres 6 miesiecy, z zachowaniem ich dobrej jakosci
(tab. 1). W przypadku pozostalych kombinacji — na pozywce zawierajaccj
60 g-dm- sacharozy w temperaturze 24°C oraz na pozywce z dodatkiem 30 g-dm-3
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sacharozy i 0,5 mg-:dm-3 ABA w temperaturze 24°C i 6°C, pgdy zamicraly juz po 4
miesigcach przechowywania (tab. 1).

Tabela 1; Table 1
Wplyw sktadu pozywki i temperatury na dtugos¢ okresu przechowywania
ro§lin matecznych

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

Pozywka standardowa Okres przechowywania; Storage time
Standard medium (miesigce; months)
saclla(rg/aar;::;crosc (m/:ljg_}) 24°C 6°C
30 0 6 6
60 0 4 6
30 0,5 4 4

Sktad pozywki zastosowancj w trakcie przechowywania mial istotny wplyw
zaréwno na S$rednig liczbe i dlugo$é pedéw przybyszowych, jak tez na $wieza
mas¢ zcspotu pedéw (tab. 2). Najwicksza liczb¢ pedow uzyskano z kultur prze-
chowywanych na pozywce zawicrajacej 60 g-dm= sacharozy (12,7). Najmnicj
pedéw wytworzyly kultury przechowywane na pozywce zawierajacej 30 g-dm-? sa-
charozy (6,0), ale obecno$¢ ABA w pozywce stymulowala pdZniejsze namnazanie
pedéw. Najdluzsze pgdy uzyskano z kultur, ktére przechowywano na pozywce
zawicrajaccj 60 g-dm-3 sacharozy (13,8 mm). Najwigksza Swiezy masg odznaczaly
sie pedy przechowywane na pozywce zawicrajacej 60 g-dm-3 sacharozy (1,5 g),
a najmniejsza — na pozywce z 30 g-dm= sacharozy bez ABA (0,8 g).

Tabela 2; Table 2

Wplyw sktadu pozywki zastosowanej w trakcie przechowywania na $rednia liczbe,
dlugoéé oraz Swicza mase peddéw z trzech pasazy

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

Pozywka standardowa
Standard mediu &é Swies . 5
m Liczba pedéw Dlugos¢ pedu | Swieza masa zespolu pedéw
sacharoza Shoot length Fresh weight of shoots
ABA Shoot number
sucrose mg-dm-3) (mm) (&)
(g-dm) (mg
30 0 6,0a* 12,8a 0,8a
60 0 12,7¢ 13.8b 1,5¢
30 0,5 9,0b 12,6a 1.0b

$rednie oznaczone ta samgy literg nie réznig si¢ przy poziomie istotnoéci a = 0,05; means fol-
lowed by the same letter do not differ at the level of significance o = 0.05

Dlugos¢ okresu przechowywania nie miala wplywu na $rednig liczbe i diu-
go8¢ pedow, wywarla jednak wplyw na $wicza masg¢ zespolu pgdéw (tab. 3). Pedy
przechowywane przez dwa miesigce odznaczaly sig¢ nieco wigkszg Swieza masa
(1,2 g) niz przechowywanc przez cztery miesigce (1,1 g).
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Wplyw okresu przechowywania

Tabela 3; Table 3

na §rednig liczbg, diugosc i $wieza mas¢ pedow z 3 pasazy

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

Okres » . ) )
. - . Dtugosé pedu Swieza masa zespotu pedow
przechowywania Liczba peddéw . . -
- Shoot length Fresh weight of shoot cluster
Storage period Shoot number mm @
(miesiace; months) (mm) &)
2 8,9a* 13,1a 1.2b
4 9,6a 12,9a 1.1a

objaénienia jak w tabeli 2; explanations see Table 2

Zaobserwowano roznice w liczbie i dlugosci pgddw migdzy kolejnymi pasa-

zami w warunkach umoZIiwiajqcych ponowny wzrost kultur (tab. 4). Po picrw-
szym pasazu uzyskano najmniejszg liczbg peddw (8, 0) byly one jednak najdiuzsze
(13,7 mm). Nie zaobscrwowano wplywu pasazu na §wiczg mas¢ zespotu pgdow

(tab. 4).

Tabela 4; Table 4

Wplyw pasazu na liczbg, dtugosé oraz §wiczg mas¢ pedow
Influence of growth period on the number, length and fresh weight of shoots

Dtugosé pedu

Swieza masa zespolu pedow

Pasaz Liczba pedow Shoot length Fresh weight of shoot cluster
Passage Shoot number
(mm) (8)
8,0a* 13,7b 1,1a
10,2b 12,6a 1.1a
9,5b 12,7a 1,1a

objadnienia jak w tabeli 2; explanations see Table 2

Temperatura, w jakiej przechowywano pgdy, nie miata wplywu na $rednia
liczbe i dtugo$¢ peddw oraz na §wieza mas¢ zespotu pedow (tab. 5).

Tabela §; Table 5

Wplyw temperatury przechowywania

na Srednia liczbg, dlugo$§¢ oraz Swieza masg pgddow

Influcnce of storage temperature on the number,

length and fresh weight of shoots

Dlugosé pedu

Swieza masa zespotu pgdow

}‘empemtur.a Liczba pc;dow. Shoot length Fresh weight of shoot cluster
emperature Shoot number
(mm) (8)
6°C 9.4a* 13,7a 1,1a
24°C 9,1a 12,9a 1,1a

*

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

Najdtuzej (przez okres 6 micsigey) udalo sig¢ przechowaé pedy petunii ogro-
dowej na pozywce zawierajacej 30 g:dm-3 sacharozy, zar6wno w temperaturze
24°C, jak 1 6°C oraz na pozywce z 60 g:dm-3 sacharozy w temperaturze 6°C. Lep-
sze wyniki uzyskano we wcze$niejszych doswiadezeniach nad przechowywaniem
kultur petunii, gdzie w temperaturze 6°C na pozywce bez regulatoréw wzrostu
z dodatkiem 60 g-dm-=3 sacharozy udalo si¢ je przechowaé przez 12 miesigcy.
W doswiadczeniach tych kultury umieszczone w temperaturze 24°C na pozywce
niezawierajacej rcgulatoréw wzrostu przechowywano przez 6 miesigcy, podczas
gdy w opisywanym dos$wiadczeniu na pozywce z auksyna i cytokining udalo sie
przechowac¢ pedy tylko przez 4 micsigce [WITOMSKA i in. 2006].

Pomimo skrdcenia okresu przechowywania kultur, obecno$¢ regulatoréw
wzrostu w pozywcc moze micé jednak korzystny wplyw na ich pdzniejsze zdolno-
§ci regencracyjne. Jak stwierdzono, pgdy maliny ‘Malling Seedling’ przechowywa-
ne na pozywce z BAP mialy gorszg kondycj¢ 1 mmniej z nich przetrwato przecho-
wywanie przez 24 micsigce, alc te ktore przezyly byly lepiej rozkrzewione niz
pedy przechowywanc na pozywce bez regulatoréw wzrostu [LISEK, ORLIKOWSKA
2001b).

Podwyzszone stgzenie sacharozy w pozywce umozliwialo przezycie pedéw
r6zy w temperaturze 2°C przez 6 micsigey. Wplywalo tez pozytywnic na kultury,
gdy umieszczano jc na 2 miesigece w chiodni bezposrednio po pasazowaniu lub
krétkim (6 dni) okresie aklimatyzacji [DORION i in. 1991]. 8% stgzenie sacharozy
wplywalo stymulujaco na namnazanie i wzrost pedéw ziemniaka przechowywa-
nych w temperaturze 20°C przez 12 miesi¢cy [VERAMENDI i in. 1998). Korzystny
wplyw podwyzszonego st¢zenia sacharozy w pozywce uzytej do przechowywania
kultur zaobserwowano réwniez w przypadku kultur pgdéw petunii ogrodowe;j,
gdzic najwigksza liczbe pedéw uzyskano na pozywcc zawicrajacej 60 g-dm-? sa-
charozy.

Stwicrdzono, ze obecno$é kwasu abscysynowego w pozywce przy nizszym
stgzeniu sacharozy, w temperaturze 6°C wplywa negatywnie na przezywalno$¢
roélin matecznych i dlugos¢ regenerowanych pgdéw petunii ogrodowej, zas pozy-
tywnic na ich namnazanie. Zastosowanie pozywki z kwascm abscysynowym poz-
wolito natomiast na wydtuzenic okresu przechowywania pedéw ziemniaka do 36,
a nawet 48 miesigcy w temperaturze 6°C i 10°C [ZAKLUKIEWICZ, SEKRECKA 1994].
Obecnos¢ kwasu abscysynowego umozliwita tez wydtuzenie do 10 miesigcy okresu
przechowywania kultur Eucalyptus grandis, przy jednoczesnym zachowaniu wyso-
kiej przezywalnosci pedéw (80-90%) [WATT i in. 2000).

Zaobserwowano negatywny wplyw diugotrwalego przechowywania ro§lin
matecznych na liczbg peddw roslin potomnych petunii ogrodowej w pierwszym
pasazu po przechowywaniu (8,0). W drugim i trzecim pasazu liczba pgdéw byta
juz wyzsza i wyniosta odpowiednio 10,2 i 9,5. Podobna zalezno§¢ zaobserwowaty
LISEK i ORLIKOWSKA [2001a] po przechowywaniu p¢déw maliny w temperaturze
4°C. W pierwszym pasazu powstawalo mniej p¢déw niz w nastepnych, a pedy po-
chodzace z kultur przechowywanych przez 24 miesiace rozkrzewialy si¢ gorzej,
niz przechowywane przez 18 miesigcy. Pozytywny wplyw przechowywania kultur
w niskicj temperaturze na wspétczynnik rozmnazania zaobserwowano m.in.
w przypadku kultur wisni. Najwyzsza liczbg pgdéw uzyskano po 4 lub 6 tygod-
niach (w zalezno$ci od odmiany) przechowywania w tcmpcraturze 4°C [BORKO-
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wska 1990]. Réwniez pedy kiwi przechowywane w tempceraturze 8°C [MONETTE
1986] oraz pedy jabloni umieszczone w 4°C [ORLIKOWSKA 1992] wytwarzaly wigcej
pedéw po przechlodzeniu niz przed. Natomiast pedy koniczyny (Titfolium repens)
przechowywane w temperaturze 5°C zachowywaly typowa wydajno$¢ rozmnazania
[BHOJWANI 1981] podobnie jak kultury Prunus przechowywane w -3°C [MARINO
i in. 1985]. U petunii ogrodowej nie odnotowano wplywu dlugosci okresu przecho-
wywania kultur (2 lub 4 miesigce) w temperaturze 6°C i 24°C na péZnicjsze na-
mnazanie 1 wzrost wydtuzeniowy pedéw.

Whioski

1. Na zmodyfikowanej pozywce MS zawierajacej 0,03 mgdm- [AA
i 1 mg:dm- kinetyny mozna przechowaé ro§liny mateczne pctunii ogrodo-
wej do 6 miesigcey.

2. Na dlugos¢ okresu przechowywania rodlin matecznych negatywnic wplywa
obecno$¢ kwasu abscysynowego w pozywce, niczaleznic od temperatury.

3.  Dtlugoé¢ okresu przechowywania roslin matecznych nic ma wplywu na $red-
nig liczbe i dlugosé peddéw roslin potomnych uzyskanych po 3 pasazach, ale
wplywa na ich swieza mase.

4. Dlugotrwale przechowywanie ro§lin matecznych wplywa negatywnie na licz-
be peddéw roslin potomnych uzyskanych po picrwszym pasazu po przecho-
wywaniu, ale wplywa pozytywnie na ich wzrost wydtuzeniowy, nic ma nato-
miast wplywu na $wiezg masg pedéw w kolejnych pasazach.

5.  Wyzsze stezenie sacharozy w pozywce (60 g-dm=) wplywa pozytywnic na
§rednig liczbe i dlugosé pedow oraz $wiezg mas¢ zespoldw pedéw roslin
potomnych uzyskanych z 3 pasazy.

6.  Obecnos¢ ABA w pozywce wplywa pozytywnie na Srednig liczbe oraz Swie-
zg mas¢ zespoldw peddw roélin potomnych uzyskanych z 3 pasazy, jednak
w mniejszym stopniu niz wyzsze stezenie sacharozy.

7.  Temperatura przechowywania roslin matecznych nie wplywa na liczbe 1 dtu-
g05¢ pedow oraz §wieza masg zespoldéw peddw roélin potomnych.
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Streszczenie

Okreslono wplyw przechowywania in vitro matecznika petunii ogrodowe]
(Petunia hybrida) z Grupy Ursynia na zdolno$ci pedéw do p6zniejszego namnaza-
nia. Badano wplyw temperatury (24°C i 6°C), stezenia sacharozy (30 lub
60 g/dm-3) i ABA (0,5 mg-dm?) w zmodyfikowanej pozywce MS na dlugosé
okresu przechowywania, liczbe, dlugo$é i §wiezq mase pgdéw przybyszowych. Na
pozywce MS zawierajacej 0,03 mg-dm=IAA i 1 mg-dm= kinetyny kultury prze-
chowywano przez 6 miesigcy. Obecnosé ABA w pozywce wplywata negatywnie na
przechowywanie roélin, niezaleznie od temperatury. Okres przechowywania kultur
matecznych nie mial wplywu na liczbg i dtugod¢ peddédw przybyszowych. Wyizsze
stezenie sacharozy w pozywce wplynglo pozytywnie na liczbe, dlugosé pedow
i $wieza mas¢ regenerowanych pedéw. Temperatura przechowywania ro$lin mate-
cznych nie wywarta wplywu na wzrost roélin potomnych.
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STORAGE OF STOCK CULTURES OF Petunia hybrida in vitro

PART 11

INFLUENCE OF STORAGE CONDITIONS
AND MEDIUM COMPOSITION ON SHOOT REGENERATION
IN Petunia hybrida

Maria Witomska, Monika J. Latkowska, Magdalena Jaslar
Department of Ornamental Plants, Warsaw Agricultural University, Warszawa

Key words: temperature, ABA, sucrose, Solanaceac
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-?) and ABA concentration (0.5 mg-dm-) in the modified
MS medium was studied in respect to a storage period, quantity, length and
fresh weight of shoots. Cultures were stored for 6 months in the modified MS
medium supplemented with 0.03 mg:dm3IAA and 1 mg-dm- kinetin. The pres-
ence of ABA in the medium had a negative cffect 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 cffect on the number, length and
fresh weight of shoots. Storage temperature did not have an effect on the growth
of microcuttings.
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