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Materiat roslinny

Eksplantaty peddw jabtoni w postaci pgkéw wierzchotkowych i kagtowych, pobierane byty z mtodych
jednorocznych roslin w okresie lipiec — sierpien.

Sterylizacja materiatu roslinnego

Sterylizacje wstepng pakow przeprowadzano pod biezgcg wody przez 90 minut, nastepnie
w wodnym roztworze detergentu — 30 minut, ktéry odptukano pod biezgcg woda. Ostatni etap
sterylizacji polegat na umieszczeniu fragmentéw roslin w sterylnych naczyniach z 15% roztworem
Cloroxu, ktére wytrzgsano przez 20 min. Nastepnie odlewano Clorox i przeptukiwano sterylng woda
(3 x po 10 min.).

Inicjacja kultur, stabilizacja, selekcja

Izolacja pakdéw z wysterylizowanych eksplantatéw odbywata sie w komorze laminarnej w sterylnych
warunkach. Paki umieszczano na zestalonej agarem (8g/l) pozywce inicjalnej o sktadzie wg.
Murashige i Skooga z dodatkiem 3% sacharozy. Odczyn pozywki ustalano za pomocg 1 M NaOH i1 M
HCl na poziomie pH 5,7 przed autoklawowaniem.

Stabilizacja kultur przez okres okoto 4 tygodni odbywata sie w fitotronie w sterylnych warunkach,
w ktérym utrzymywany jest fotoperiod 16 h/dzien, 8 h/noc oraz stata temperatura 23°C przy
natezeniu $wiatta 8 — 15 W/m?2. W tym czasie eliminowano réwniez kultury z zakazeniami.

Namnazanie kultur

Otrzymane w kulturach inicjalnych pedy, dzielono i pasazowano na pozywke namnozeniowg MS
zawierajgcg benzyloamino puryne (BAP) w ilosci 1 mg/l, kwas indoilomastowy (IBA) w ilosci 0,1 mg/I,
sacharoze 30g/l i 8 g/l agaru. Odczyn pozywki ustalano za pomocg 1 M NaOH i 1 M HCI na poziomie
pH 5,7 przed autoklawowaniem. Pasaze powtarzano co 4 tygodnie do uzyskania pozadanej iloSci
peddow.

Ukorzenianie w warunkach sterylnych

Po namnozeniu wtasciwej ilosci peddw, rosliny ukorzeniano na pozywce agarowej WPM z dodatkiem
kwasu indoilomastowego (IBA) w ilosci 1 mg/l i sacharozy 30 g/|. Czas ukorzeniania 4-5 tygodni.



Aklimatyzacja i adaptacja do uprawy w podtozu glebowym

Ukorzenione sadzonki po wyjeciu z pojemnikbw myto z pozostatosci pozywki i sadzono do
wielodoniczek wypetnionych podtozem (torf + perlit w stosunku 2:1). Nastepnie rosliny ostaniano
specjalnymi foliowymi namiotami zapewniajgcymi wysokg wilgotnos$¢. Rosliny systematycznie
podlewano i wietrzono stopniowo wydtuzajgc im czas bez oston foliowych. Aklimatyzacja trwata
4 tygodnie, w tym czasie sadzonki nawozono dwukrotnie preparatem Florowit (25 ml/10l).
Dwumiesieczne rosliny przesadzano ze skrzynek do doniczek do dalszego wzrostu. Nastepnie rosliny
te byty przekazane do doswiadczen polowych.

Tabela. 1. Zoptymalizowana metodyka namnazania podktadki jabtoni P 68, obejmujaca
zaadoptowane i zmodyfikowane etapy inicjacji kultur tkankowych.

Etap Metodyka standardowa Metodyka zmodyfikowana
Materiat Paki katowe/ wierzchotkowe Paki katowe/ wierzchotkowe
Sterylizacja:

- biezgca woda 120 min. 90 min.

- detergent/ biezgca woda 40/ 30 min. 30/ 20 min.

- 15% podchloryn sodu 30 min. 20 min.

- sterylna woda 3 x 10 min. 3 x 10 min.

Inicjacja

- pozywka MS, (MgS0, - 360 mg/I) MS, (MgS0O, - 180 mg/I)
- cytokinina (BAP) 1 mg/l -

- auksyna (IBA) 0,5 mg/I -

- stezenie sacharozy 30 g/l 30 g/l

- pH 5,7 5,7

- stabilizacja kultur 6 tyg. 4 tyg.

Namnazanie kultur

- pozywka MS, (MgS0Q, - 360 mg/I) MS, (MgS0O, - 180 mg/l)
- cytokinina (BAP) 1,2 mg/I 1 mg/l

- auksyna (IBA) - 0,1 mg/I

- siarczan adeniny 80 mg/I -

- stezenie sacharozy 30 g/l 30 g/l

- pH 5,7 5,7

- pasaze Co 4 tyg. Co 4 tyg.

Ukorzenianie

- Pozywka WPM WPM

- auksyna (IBA) 1,5mg/| 1 mg/l

- Phloroglucinol 80 mg/I -

- Stezenie sacharozy 30 g/l 30 g/l

- pH 5,7 5,7

- czas ukorzeniania 6 tyg. 4-5 tyg.




