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Wptyw 6-benzyloaminopuryny,
hartowania chtodem oraz terminu
przenoszenia kultur do przechowalni
na diugoterminowe przechowywanie
pedow maliny ,,Mailing Seedling”

w warunkach in vitro
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Effect of 6-benzylaminopurine, cold-hardening and time of transfer
of cultures to the storage room on long-term storage of raspberry
‘Mailing Seedling’ shoots in vitro

Suin mary

Shoots of raspberry ‘Mallig Seedling’ produced on muiltiplication medium
were stored /n vitro at 4°C in the dark on a medium with 0,4 mg/l or without
6-benzylaminopurine (BAP), for 18 and 24 months. The cultures were trans-
ferred to the storage room immediately after the subculture or after one-week
incubation in the growth chamber. A part of the shoots was cold-hardened for
one week. Almost all the shoots survived 24 months of storage. The shoots
stored on the medium containing BAP formed shoots during storage. Shoot
multiplication was poor during the first passage, especially in the result of 24
months storage. Time of transfer and hardening did not influence multiplication
capacity instantly.

Key words:
in vitro storage, raspberry, 6-benzylaminopurine, cold-hardening.
1. Wstep

Malina jest gatunkiem, ktéry szybko ulega zawirusowaniu
w uprawie polowej, z tego powodu konieczne jest czeste zakla-
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danie nowych matecznikéw z odwirusowanych sadzonek. Proces odwirusowania
i testowania roslin na obecnos¢ wiruséw jest diugotrwaly i kosztowny, dlatego ro-
Sliny wolne od wiruséw powinny by¢ chronione przed reinfekcjg. Stosunkowo tatwe
rozmnazanie maliny przez pedy katowe w kulturach in vitro upowaznia do zapropo-
nowania technologii reprodukcji zdrowego materiatu, wykorzystujgcej etap mnoze-
nia i przechowywania odwirusowanych roslin w kulturach. Warunki przechowywa-
nia powinny hamowaé procesy wzrostowe aby nie byto konieczne czeste przeszcze-
pianie kultur na Swieze pozywki, a rownoczesnie zapewni¢ zdolnos¢ pedéw do roz-
krzewiania i ukorzeniania po przechowywaniu oraz zachowanie tozsamosci gene-
tycznej. Czynniki, ktére pozwalaja ograniczy¢ wzrost pedow, to przede wszystkim
niska temperatura i niskie stezenie lub brak cytokinin (1).

Dla okre$lenia optymalnych warunkéw przechowywania maliny wykonano kilka
doswiadczenh. W pracy tej przedstawiamy wyniki do$wiadczenia nad wplywem obec-
nosci cytokininy w pozywce, terminu przenoszenia do chtodni oraz hartowania
niskg temperaturg, na zdolno$¢ do dtugoterminowego przechowywania pedéw ma-
liny ,Mailing Seedling” w 4°C, w ciemnosci.

2. Materiat i metody

Przechowywane pedy pochodzity ze standardowej pozywki do namnazania pe-
déw maliny (2), zawierajacej 0,8 mg/l 6-benzyloaminopuryny (BAP) i 0,1 mg/l kwasu
indolilo-3-mastowego (IBA). Wierzchotkowe odcinki pedéw z 3-4 liSémi przeszcze-
piano na pozywke bez BAP lub z dodatkiem 0,4 mg/l BAP. Kultury przenoszono do
przechowalni bezposrednio po przeszczepieniu, po | tygodniu inkubacji w fito-
tronie lub po hartowaniu eksplantatéw przez tydzienn temperaturg 0,5°C przez
16 h w nocy i 23°C przez 8 h w dzien. Po 18 i 24 miesigcach wyjmowano probe
25 pedow i okreslano przezywalnos¢ i kondycje, wg 4-stopniowej skali bonitacyj-
nej (tab. 1). Pedy bez objawéw nekrozy przeszczepiano na pozywke do namna-
zania (jw.) i przez okres 2 pasazy oceniano w fitotronie ich zdolno$¢ do tworzenia
pedoéw bocznych (rozkrzewiania), a nastepnie do ukorzeniania. Warunki w fitotro-
nie byly nastepujgce: oswietlenie przez 16 h na dobe Swiattem fluorescencyjnym
0 natezeniu ok. 36 pmoli/m”/s i temperatura 23°C. Wyniki doswiadczenia opraco-
wano statystycznie przy uzyciu metody analizy wariancji. Srednie w obrebie okre-
sOéw przechowywania poréwnano przy uzyciu testu Duncana.
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3. Wyniki

3.1. Przezywanie i rozkrzewianie peddw w czasie przechowywania oraz kon-
dycja pedoéw po przechowywaniu

Po 18 i 24 miesigcach przechowywania pedy byly wyetiolowane, a czes¢ dolnych
lisci i calych pedow nekrotyczna. Przechowywanie przez 18 miesiecy przezyto 100%
pedow, a przez 24 miesigce od 94% (na pozywce z BAP i przenoszone bezposrednio
po przeszczepieniu), 97% (na pozywce z BAP i przenoszone po tygodniu) do 99% (po-
zostale), przy czym réznice nie byly istotne statystycznie. Najlepsza kondycje (naj-
mniejszy udziat lisci i pedéw nekrotycznych) stwierdzono w kulturach przechowy-
wanych na pozywce bez BAP i przenoszonych do chtodni bezposrednio po prze-
szczepieniu. Wsréd kultur przechowywanych przez 24 miesigce istotnie najwiecej
nekroz obserwowano w kombinacji na pozywce z BAP, przenoszonej bezposrednio
po przeszczepieniu do chtodni (tab. | i 2).

Tabela 1

Wptyw BAP, hartowania temperaturg oraz terminu przenoszenia kultur do chtodni na przechowywanie pe-
déw maliny ,,Mailing Seedling” przez 18 i 24 miesiace, w 4°C w ciemnosci

‘ i Ogélna liczba Srednia liczba Srednia liczba )
Kondycja pedéw ) ) , taczna liczba
pedoéw pedéw bocznych/ pedéw bocznych/ ) .
Warunki (skala 0-3)* ) ) ) pedéw z 2 pasazy
po przechowywaniu /I ped w 1 pasazu /I ped w 2 pasazu
rze-
dF_J okres okres okres okres okres
iowy-
W_y przechowywania przechowywania przechowywania przechowywania przechowywania
wania
w miesigcach w miesigcach w miesigcach w miesigcach w miesigcach
18 24 18 24 18 24 18 24 18 24
AlBI 18 b 18 d 10 a 10 a 24 a 17 a 8,2 ab 35 a 19,7 59
A1B2 1,7 ab 16 ¢ 12 ab 12 a 20 a 15 a 8,1 ab 32a 19,4 58
A1B3 1,6 ab 1,5 be 1,1 ab 12 a 21 a 14 a 8,4 ab 3,7a 19,4 6,2
A2B1 15 a 12 a 1,4 bc 12 a 21 a 14 a 10,0 b 29 a 29,4 4,9
\A2B2 15 a 14 b 16 ¢ 16 b 19 a 16 a 8,5 ab 38 a 25,8 9,7
A2B3 15 a 15 be 22 d 19 ¢ 1,7 a 15 a 6,5 a 34 a 24,3 9,7

Al - BAP 0, A2 — BAP 0,4 mg/l, Bl - przenoszenie do chtodni bezposrednio po przeszczepieniu,
B2 - po jednym tygodniu, B3 - po hartowaniu.

* Skala bonitacyjna: 0 — caly eksplantat nekrotyczny, | - nekroza ponad 50% eksplantatu, 2 — nekroza mniej niz 50%
eksplantatu, 3 — brak objawéw nekrozy. Poréwnywano $rednie w obrebie okresu przechowywania. Srednie oznaczone ta

samg literg nie réznia sie istotnie.
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Tabela 2

Analiza wariancji doswiadczenia nad przechowywaniem kultur pedowych maliny ,,Mailing Seedling” in vitro

Frédto Przezywanie Kondycja Liczba pedéw - Liczba pec?éw Liczba ped.c’)w
po przechowywaniu w 1 pasazu w 11 pasazu
po 18 miesigcach
A b.r. > b.r. b.r.
B b.r. b.r. ** b.r. b.r.
AXB b.r. b.r > b.r. b.r.
po 24 miesigcach
A br. > > b.r. b.r.
B b.r. b.r. b.r. b.r.
AXB b.r * b.r. b.r.

A - wplyw obecnosci BAP, B — wplyw terminu przenoszenia do chtodni; ** wplyw istotny przy P = 0,01, * przy
P = 0,05, b.r. - brak réznic.

Zardéwno obecnos$¢ BAP w pozywce, jak i okres przeniesienia do chtodni po prze-
szczepieniu mialy istotny wptyw na liczbe peddéw wytworzonych w czasie przecho-
wywania. Pedy wyszczepione na pozywke z BAP i przeniesione do chtodni po tygo-
dniu przebywania w fitotronie lub hartowane, tworzyly wiecej pedéw w czasie prze-
chowywania (tab. 1 i 2).

3.2. Rozkrzewianie i ukorzenianie pedéw po przechowywaniu

Zdolnos¢ do rozkrzewiania pedéw pochodzacych z kultur przechowywanych
przez 18 miesiecy byta wyzsza w obydwu pasazach ($rednio 2,0 w pierwszym i 8,2
w drugim pasazu) anizeli pedéw pochodzacych z kultur przechowywanych przez
24 miesigce (Srednio 1,5 w pierwszym i 3,4 w drugim pasazu). Nie stwierdzono
istotnych roznic w liczbie peddéw wytworzonych w pierwszym pasazu w zaleznosci
od warunkéw przechowywania, ani w drugim pasazu po przechowywaniu przez
24 miesigce. Pedy pochodzace z kultur przebywajgcych w chiodni przez 18 miesiecy
rozkrzewiaty sie w drugim pasazu najlepiej, gdy byly przechowywane na pozywce
z BAP i bezposrednio przenoszone do chtodni, a najgorzej, gdy byly hartowane na
pozywce z BAP (tab. 1). Srednia liczba pedéw z jednego pedu pochodzacego z kul-
tur przeszczepianych co miesiac na pozywke do namnazania i przebywajacych przez
diuzszy czas w fitotronie wynosita 4,5 (dane z czterech kolejnych pasazy). tgcznie
z dwoch pasazy uzyskano Srednio 23 pedy z jednego pedu przechowywanego przez
18 miesiecy i 7 pedoéw z pedu przechowywanego przez 24 miesigce.

Pedy uzyskane w drugim pasazu z peddéw przechowywanych przez 18 miesiecy
ukorzenialy sie w 100%, natomiast te uzyskane z peddéw przechowywanych przez
24 miesiace ukorzenialy sie nieco gorzej - od 97,2 do 99,8%, w zaleznosci od wa-
runkéw przechowywania, ale réznice nie byly istotne.
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4. Dyskusja

Obecnosé cytokininy w pozywce w czasie przechowywania moze w istotny spo-
s6b oddziatywaé na eksplantaty w czasie i po przechowywaniu w chiodni. Brak BAP
w pozywce zwiekszat ryzyko nekrozy kultur kartowych podktadek jabtoni (3) i topoli
(4). Kultury Prunus (5), Primus i Malus (6 i 7), truskawki (8), kiwi (9) przechowywano
na pozywkach z cytokining, a kultury truskawki i maliny na pozywkach bez cytokini-
ny (10-13). Autorzy nie dyskutowali innych mozliwosci i nie sprawdzali zdolnoSci
kultur do namnazania po przechowywaniu, jest to wazna cecha, ktéra wskazuje, ile
peddéw nalezy zdeponowac w przechowalni aby w odpowiednim czasie rozmnozyc¢
je do liczby zaméwionej przez szkétkarzy. W naszym doswiadczeniu, pedy przecho-
wywane na pozywce z BAP miaty nieco gorszg kondycje i nieco mniej z nich prze-
zyto przechowywanie przez 24 miesigce, ale te, ktére przezyly, byly lepiej rozkrze-
wione i w rezultacie liczbha pedow po dwoch pasazach byta wieksza.

Czynnikiem modyfikujgcym moze by¢ takze termin przenoszenia kultur do prze-
chowalni. Trzypedowe eksplantaty podktadki M 9 przenoszone do chtodni bezpo-
Srednio po przeszczepieniu lepiej przezywaly i regenerowaty po 7 miesigcach prze-
chowywania niz przenoszone do chtodni po 10 lub 20 dniach (3). Pedy wierzchotkowe
topoli tworzyly wiecej pedéw po 3 miesigcach przechowywania, gdy byly przeno-
szone do chtodni po 7 i 14 dniach niz bezposrednio lub po 28 dniach (14). W na-
szym doswiadczeniu termin przenoszenia kultur do chtodni nie miat wplywu na
przezywalnos¢, namnazanie i ukorzenianie pedow, jesli byly one przechowywane na
pozywce bez cytokininy. Kultury przechowywane na pozywce z dodatkiem BAP wy-
twarzaly wiecej pedéw w czasie przechowywania, gdy byty przenoszone do chtodni
po jednym tygodniu inkubaciji w fitotronie lub po jednym tygodniu hartowania, niz
bezposrednio. Jest to zrozumiate, poniewaz wyzsza temperatura w czasie pierwsze-
go tygodnia zaindukowata wzrost pedéw katowych.

Na przezywalnos¢ pedéw moze mie¢ takze wplyw hartowanie niskg temperaturg
przed umieszczeniem kultur w chiodni. Reed (10,11) poleca 1-tygodniowe hartowa-
nie kultur maliny i truskawki temperaturg -1°C przez 16 h w czasie nocy, rozpoczy-
najgce sie w tydzien po przeszczepieniu. W naszym doswiadczeniu hartowanie nie
miato wptywu na liczbe peddw przezywajgcych ani na ich kondycje.

Bardzo wazny, jak sie okazato, byt wptyw czasu przechowywania na pozniejszag
zdolno$¢ peddéw do namnazania. W doswiadczeniach Borkowskiej (15) nad przecho-
wywaniem kultur pedowych wisni w ciemnosci, w 4°C, przez 30 tygodni, najlepiej
rozkrzewiaty sie pedy przechowywane przez 4 tygodnie. Potem zdolnos¢ ta zmniej-
szata sig, osiggajac minimum przy przechowywaniu przez 12-20 tygodni, a nastep-
nie wzrastata az do 28 tygodnia. W naszym doswiadczeniu takze zaobserwowano
zaleznos¢ rozkrzewiania od czasu przechowywania. Pedy pochodzace z kultur prze-
chowywanych przez 18 miesiecy rozkrzewialy sie nieco lepiej w pierwszym pasazu
i 2-3 razy lepiej w drugim pasazu, niz pedy pochodzace z kultur przechowywanych
przez 24 miesigce. Zdolnos¢ do rozkrzewiania w pierwszym pasazu po przechowy-
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waniu zmniejszyfa sie znacznie w poréwnaniu do rozkrzewiania pedéw nie przecho-
wywanych. W drugim pasazu pedy pochodzgce od przechowywanych przez 18 mie-
siecy tworzyty dwukrotnie wiecej peddw niz ciggle przeszczepiane, natomiast pedy
przechowywane przez 24 miesigce ciagle mialy znacznie nizsza zdolnos¢ do roz-
krzewiania niz pedy nie przechowywane.

5. Wnioski

Pedy maliny bardzo dobrze przechowywaly sie w kulturach in vitro w ciemnosci,
w temperaturze 4°C, przez okres 24 miesiecy. Zdolnos¢ pedéw do namnazania byta
znacznie wyzsza po 18 miesigcach niz po 24 miesiacach przechowywania. Dodatek
0,4 mg/l BAP do pozywki zwiekszat zdolnos¢ rozkrzewiania w czasie przechowywa-
nia, jesli kultury przeniesiono do chtodni po jednym tygodniu od przeszczepienia.
Zdolnos¢ do ukorzeniania pedow po drugim pasazu namnozeniowym praktycznie
wykazaly wszystkie pedy, niezaleznie od warunkéw przechowywania. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze przechowywanie kultur maliny w warunkach in vitro w chtodni
przez 18 miesiecy, na pozywce zawierajgcej 0,4 mg/l BAP mozna wykorzysta¢ prak-
tycznie w reprodukcji materiatu elitarnego, przeznaczonego do nasadzen mateczni-
kéw polowych.
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