Zadanie 79 Analiza czynnikéw warunkujacych organogeneze agrestu (Ribes grossularia
L.) w kulturach in vitro i in vivo oraz ocena genetyczna i fenotypowa
otrzymanego materialu.

W roku 2016 badania prowadzono w ramach 4 tematoéw badawczych:

Temat 1: Okres$lenie wplywu regulatora z grupy cytokinin meta-topoliny na procesy
morfogenezy w kulturach in vitro agrestu.

Celem tematu bylo zbadanie wplywu roznych stezen cytokininy meta-topoliny na
mikrorozmnazanie agrestu. Materialem badawczym byly ustabilizowane kultury 15
genotypow agrestu: 8 odmian ustalonych 1 7 klonow selekcyjnych hodowli 10. Badania nad
wpltywem meta-topoliny w trzech zastosowanych stg¢zeniach wskazuja, ze we wszystkich
badanych zakresach nastgpowalo namnazanie pedow agrestu. Odnotowano natomiast
odmienng reakcje poszczegolnych genotypéw na zastosowane stgzenia. Dla o$miu z pigtnastu
genotypOw agrestu zaro6wno wspotczynnik namnazania, jak tez wysoko$¢ pedow byty
najwyzsze przy stezeniu 0,5 mg/l meta-topoliny. Dla pigciu genotypoéw najbardziej korzystne
bylo zastosowanie st¢zenia 1 mg/l, gdzie odnotowano najwigkszy wspdtczynnik namnazania
oraz udziat pedow > 1 cm. Dla dwoéch genotypow przy stezeniu 0,25 mg/l osiagnigto dobre
namnazanie oraz najwiekszy udziat pedow wyzszych.

Temat 2: Rola hormonéw roélinnych z grupy auksyn na morfogeneze i rizogeneze agrestu in
vitro.

Celem badan byto zbadanie wptywu auksyny NAA dla zapewnienia optymalnego namnazania
i ukorzeniania pedow agrestu w kulturach in vitro.. W procesie morfogenezy auksyng NAA
zastosowano w stezeniach 0,1 1 0,2 mg/l oraz 0,1 mg/l IAA jako kombinacje¢ kontrolng. W
procesie rizogenezy auksyne NAA zastosowano w stezeniach 0,5 mg/l i 1,0 mg/l oraz 1,0
mg/l TAA jako kontrolg. Dla wigkszosci badanych genotypéw wplyw NAA na namnazanie
pedéw okazal si¢ niekorzystny. Najlepszy wspotczynnik rozmnazania oraz liczbe pedow
wyzszych osiagnigto w kombinacji kontrolnej w obecnosci 0,1 mg/l auksyny [AA. U
wigkszosci genotypow w obecnosci NAA zanotowano zwigkszenie liczby eksplantatow
nekrotycznych oraz wystepowanie mokrego kalusa u podstawy eksplantatow. Wptyw auksyny
NAA na ukorzenianie in vitro dla wszystkich badanych odmian okazal si¢ bardzo
niekorzystny. Zastosowany regulator wplywatl na catkowity brak lub istotnie mniejszy odsetek
ukorzenionych pedow. U genotypow, ktoérych pedy ukorzeniaty si¢ w obecnosci NAA,
nastapito pogorszenie jakos$ci pedow i korzeni. U podstawy pedow wszystkich genotypow
odnotowano wystepowanie mokrego, szarego kalusa.

Temat 3: Zbadanie potencjalu regeneracyjnego agrestu z fragmentow lisci, pedoéw. korzeni.
Okreslenie warunkow organogenezy przybyszowej agrestu w kulturach in vitro.

Celem tematu bylo sprawdzenie zdolnosci tego gatunku do wytwarzania pedow
przybyszowych z poszczegélnych organdéw roslinnych takich jak: liScie, pedy i1 korzenie w
warunkach kultur in vitro agrestu. Materialem do badan byty fragmenty pedow, korzeni oraz
mtode liScie z ogonkami i nasada, pochodzace z kultur in vitro 5 genotypdw agrestu. Zbadany
zostal wplyw dwoch pozywek w czasie indukcji regeneracji oraz dwoch pozywek na
wyrastanie pedow przybyszowych. Zastosowane kombinacje pozywek powodowaly bardzo
duzy wzrost kalusa. Obserwujac faze¢ indukcji stwierdzono lepsza przydatno$¢ pozywki
zawierajacej 0,5 mg/l TDZ, eksplantaty byty dluzej zielone a kalus nieco mniejszy. Tylko u
klonu 2/2 na eksplantatach lisciowych z nasadami, po 3 tygodniach od poczatku procedury
regeneracji, na pozywce z BAP obserwowano zaczatki pedow przybyszowych. Szybki wzrost



szarego, mokrego kalusa spowodowat jednak brak mozliwo$ci ich wyrastania. W wielu
przypadkach eksplantaty lisciowe z nasadami wytwarzaty korzenie przybyszowe co moze
wskazywa¢ na zbyt duze stezenie auksyny w pozywkach. Stwierdzono niskg przydatno$¢
regeneracyjng fragmentéw pedow 1 korzeni spowodowang ciemnieniem i zamieraniem tych
eksplantatow, szczegoélnie po przelozeniu na pozywki regeneracyjne. W przypadku trzech
genotypow przetozenie wszystkich eksplantatow na pozywke regeneracyjng z BAP
powodowato ich masowe ciemnienie.

Temat 4: Poznanie reakcji kultur na stres niskich temperatur oraz wplyw tego czynnika na
indukcje procesOw rozwojowych.

Celem tematu byla mozliwo$¢ okresowego przechowywania kultur w warunkach niskich
temperatur 1 zbadanie wpltywu tego czynnika na zdolno$¢ przezywania, podejmowania
wzrostu 1 rozkrzewiania kultur po przeniesieniu do fitotronu. Miesi¢czne kultury in vitro
agrestu wstawiono do chtodni na okres 2 i 4 miesigcy. Chlodzenie kultur in vitro agrestu w
kazdej z badanych temperatur oraz okreséw chlodzenia powodowalo zamieranie pedow.
Chtodzenie przez okres 2 miesigcy wykazato podobne, zalezne od genotypu tendencje, choé¢
straty w liczbie pedow byly mniejsze niz po 4 miesigcach. W pierwszym pasazu po chtodni
pedy wszystkich badanych genotypow podjely wzrost i namnazanie. Dla badanych okreséw
chlodzenia 1 zakresow temperatur u czterech odmian nastgpil wzrost wspolczynnika
namnazania oraz zwigkszyla si¢ liczba pedéw wyzszych w pordwnaniu do kontroli. U
czterech genotypow, ktére najgorzej zniosty okres chtodzenia, namnazanie w pierwszym
pasazu byto stabsze niz w warunkach kontrolnych, a takze odnotowano zwigkszony udziat
pedow zamartych. Dla dwoch genotypoéw agrestu chlodzenie nie miato wplywu na
wspotczynnik namnazania pedoéw oraz wysokos¢ pedow. W drugim pasazu dla szesciu z
badanych genotypow nastgpilo zwigkszenie wspdtczynnika namnazania oraz udziat pedoéw
wyzszych w kombinacjach po chtodzeniu, a dla dwdéch namnazanie bylo stabsze niz w
kontroli.
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Factors influencing micropropagation of gooseberry (Ribes grossularia L).

Danuta Kucharska, Teresa Orlikowska
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The growing interest in the cultivation of gooseberry prompted that in the Research Institute
of Horticulture, work was undertaken on development of micropropagation protocols of 15
genotypes of this species. Literature reports on micropropagation of gooseberry are few and
they relate to individual genotypes, and indicate a number of difficulties what accounts this
species to a group recalcitrant plants in vitro. The main problems are: lack of growth and
necrosis of explants during the stabilization of cultures, no shoot proliferation or formation of
dense rosettes with short shoots not available for further multiplication and rooting. In the first
place an impact of type and concentration of cytokinins — kinetin, 6- benzylaminopurine
(BAP) and meta-topolin was evaluated. In the result, a negative effect of kinetin and BAP was
found. In all studied genotypes, meta-topolin caused an increase in the coefficient of shoots
multiplication and for most genotypes a reduction or elimination of dieback that accompanied
the presence of BA was observed. Under the influence of meta-topolin a significant increase
in number of longer shoots that were able to proliferate as compared with BAP, was obtained.
Such improvement of the quality and quantity of the gooseberry cultures using meta-topolin
remained constant in the subsequent subcultures. The results indicate on the possible
accumulation of BAP or its metabolites in the gooseberry tissues. This detrimental effect of
BAP persisted also on the medium without any cytokinin. The other problems to overcome
were yellowing of leaves or hyperhydration of shoots. Consequently, another factor studied
was the kind of agar. It was stated that Gerlite used for medium solidification caused the
occurrence of massive hyperhydration of explants.
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The growing interest in the cultivation of gooseberry prompted that in the Research
Institute of Horticulture experiments were undertaken to develop micropropagation
protocols of 13 genotypes of this species. Literature reports on micropropagation of
gooseberry are few; they relate to individual genotypes and indicate on a number of
difficulties, what accounts this species to a group of recalcitrant plants in vitro.

The main problems in in vitro propagation of gooseberry are: Tab. 1. The effect of the BAP and meta-topolin in the first and
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detrimental effect of BAP persisted also after transwer of such explants on the
medium with meta-topelin (Figs. 2 a-g, Tab. 1).
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Figs. 2 a-g. Shoot cultures of gooseberry on M5 medwum contsimng 0,5 g/l meta-topohin.
In pairs: on the IeﬂD1mgﬂBAh1l|=lnnn|:rmbwhure on the right two subsequent subcutures on 0.5 mafl meta-topolin.

In order to eliminate the hyperhydricity (Fig. 3), influence of nitrogen concentration and agar type was studied. Much better
results were obtained by reducing nitrogen to ¥: because in most genotypes the vitrification has been inhibited (Fig. 4).
Replacement of Bacto agar with Gelrite resulted in the best quality of gooseberry shoots in the first subculture (Figs. 5 a-d),
but in the subsequent subcultures hyperhydricity increased instantly.
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Fig. 3. Vitrified Fig. 4. Proliferation of ov Restka’ shoots: Fiz. 5 a-d. The effect of the agar type, in presence of BAP, on the multiphication of four gooseberry genotypes.
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