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Abstract

The increasing importance of gooseberry (R. grossularia L.) initiated our
study on in vitro propagation of this species. There are few reports on micropropa-
gation of gooseberry, which indicate several difficulties, also those related to the
plant genotype. The aim of this study was to know the factors, influencing the initi-
ation of in vitro cultures of 14 genotypes of gooseberry including medium composi-
tion. The experiments were focused on macro- and microelements and on single me-
dium components and their role in processes of stabilization and shoot multiplica-
tion, and also on preventing hyperhydration. Apical and lateral buds were collected
in the months of February—March and May-June. In both terms the mortality of the
initial explants was high due to contaminations and phenolics oxidation. For all gen-
otypes the effect of BAP and kinetin was evaluated. In order to eliminate hyperhy-
dration of the explants, concentration of nitrogen was reduced to half of the MS. The
usefulness of agars Plant and Bacto and Gelrite were investigated. Initiation of cul-
tures in the second term was successful only from shoots taken from plants grown
under covering. The most effective was initiation of cultures from the apical buds in
the phase of intensive growth. Among three media tested, MS, WPM and QL, most
advantageous to the cultures of gooseberry proved MS medium. Shoots on medium
contained BAP multiplied well, were green, but they mostly formed dense rosettes.
The addition of kinetin caused elongation of shoots, but at the same time increased
shoot necrosis. Shoots multiplied in the medium solidified with Bacto agar were of
the best quality.
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WSTEP
Rozmnazanie wielu gatunkéw roslin jagodowych w kulturach in vitro
jest coraz powszechniej stosowane, zaréwno do zaktadania matecznikow, jak
I plantacji produkcyjnych. Podstawowa zaleta tej techniki jest mozliwosé
uzyskania w krotkim czasie bardzo duzej liczby nowych, wyréwnanych fe-
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notypowo i genotypowo, wolnych od patogendw roslin (Zenkteler 1984). Do-
wiedziono, iz ro$liny z kultur in vitro wykazujg wieksza juwenilnos¢ i pro-
duktywno$¢. Jest wiele doniesien dotyczacych zastosowania in vitro w rozm-
nazaniu roslin z rodzaju Ribes: R. nigrum, R. aureum, R. odoratum (Wain-
wright i Flegmann 1986; Brennan i in. 1989; Orlikowska i in. 1991; Reed
i Chang 1997; Sedlak i Paprstein 2012). Agrest (Ribes grossularia) jest cenng
rosling sadownicza, ktora ciagle zyskuje na znaczeniu. Otrzymywanie sadzo-
nek agrestu w tradycyjny sposob jest mato efektywne i dlugotrwate (Czyn-
czyk 2012). Doniesienia literaturowe na temat mozliwosci efektywnego mno-
zenia agrestu w kulturach in vitro sa nieliczne i dotyczg pojedynczych odmian
(Welander 1985; Wainwright i Flegmann 1985a,b; Reed i Hummer 2002).
W poszczegbdlnych etapach mikrorozmnazania agrestu stosowano odmienne
pozywki oraz byly rdzne sposoby postgpowania. Podkre§lano duzy wptyw
sktadu mineralnego pozywki na kultury agrestu a takze sygnalizowano szereg
trudnosci, takich jak: nadmierne uwodnienie, zamieranie pgdow i rozne reak-
cje badanych odmian na te same warunki kultury (Wainwright i Flegmann
1985a,b). To spowodowato, ze w Instytucie Ogrodnictwa podjeto badania,
ktorych celem byta poglebiona analiza i optymalizacja metody mikrorozm-
nazania genotypow agrestu.

MATERIALY I METODY

Materiatem badawczym bylo 8 odmian ustalonych agrestu: ‘Biaty
Triumf’, ‘Pax’, ‘Invicta’, ‘Kamieniar’, ‘Captivator’, ‘Resika’, ‘Hinsel’ 1 ‘Hin-
nonmaki Rot’, rosngcych w karkasie i tunelu oraz 7 klonéw selekcyjnych ho-
dowli 10: klon 2/2, klon 2/33 klon 86, klon 101, klon 102, klon 108, klon 117,
rosngcych w kolekcji polowej. Doswiadczenia w fitotronie prowadzono
w statej temperaturze 23-25 °C, przy dlugosci dnia 16 godzin, w swietle bia-
tym, rozproszonym, o natezeniu 10 umol-m2-sec™.
Doswiadczenie 1
Wplyw terminu pobierania i rodzaju pakow na inicjacje¢ i stabilizacje
kultur in vitro

Materiat inicjalny pobierano w dwdch terminach: pierwszy w miesigcach
luty—marzec — $cigte pedy wstawione do wody stymulowano do wyrastania
pakéw w warunkach szklarniowych oraz drugi w miesigcach maj—czerwiec —
Z pagkow bedacych w fazie intensywnego wzrostu z pola 1 z karkasu. Pobierano
paki wierzchotkowe oraz boczne i1 ptukano pod biezaca woda, a nastepnie
w roztworze detergentu. Odkazanie powierzchniowe prowadzono w 0,1%
roztworze chlorku rtgci przez 2 minuty lub w 1% roztworze chloraminy T przez
5 minut 1 wyktadano na pozywke inicjalng o zredukowanym do potowy skta-
dzie makro- i mikroelementéw MS (Murashige i Skoog 1962) z dodatkiem
0,25 mg-dm benzyloaminopuryny (BAP) oraz 250 mg-dm albuminy mlecznej.
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Eksplantaty inicjalne umieszczano w fitotronie. Po 4 tygodniach nastgpowata
stabilizacja kultur. Wtedy pedy przenoszono na pozywke o sktadzie: % soli
MS, 0,25 mg-dm™ BAP lub 0,5 mg-dm™ kinetyny. Wartoéci opracowano sta-
tystycznie testem do porownywania dwoch frakcji Chi-kwadrat.

Doswiadczenie 2
Wplyw makro i mikroelementéw na liczbe i jakos¢ pedow

Podje¢to prace nad optymalizacjg sktadu makro- 1 mikroelementéw, za-
pewniajacego najlepszy wspotczynnik namnazania, szczegdlnie liczbe pedoéw
dhuzszych niz 1 cm przydatnych do ukorzeniania oraz ograniczenie liczby pe-
dow nekrotycznych. Uzyto pozywki: MS, WPM (Lloyd i McCown 1981)
i QL (Quoirin i Lepoivre 1977) z dodatkiem witamin WPM, 30 g-dm sacha-
rozy, 7,0 g-dm™ agaru Bacto. Badania prowadzono na 14 genotypach agrestu,
w kazdej kombinacji do§wiadczalnej byto 30 eksplantatow. Po 4 tygodniach
trwania pasazu oceniono parametry namnazania i wzrostu oraz liczb¢ pedow
nekrotycznych. Wyniki opracowano statystycznie metoda analizy wariancji.
Do oceny istotnosci roznic migdzy $rednimi uzyto testu Kruskala-Wallisa
(p =0,05).
Doswiadczenie 3
Wplyw skladnikow pozywki na wzrost, namnazanie i przeciwdzialanie
objawom witryfikacji w kulturach agrestu

W kolejnych badaniach sprawdzano wplyw 0,25 mg-dm™® BAP
i 0,5 mg-dm™ kinetyny na namnazanie i jakos$¢ kultur. W celu eliminowania
zjawiska witryfikacji pedow, eksplantaty wyktadano na pozywke MS o pel-
nym lub zredukowanym o potowe stezeniu jonow azotowych oraz dla 13 ge-
notypoéw badano wptyw substancji zestalajgcej pozywke: agaru Plant i Bacto
oraz Gelrite. W kazdej kombinacji doswiadczalnej byto 5 powtorzen (stoi-
kow), tzn. ok. 30 eksplantatow. Po 4 tygodniach trwania pasazu zostaty oce-
nione: wspotczynnik namnazania, liczba pedéw >1 cm, nekrotycznych oraz
szklistych. Wartosci liczbowe okreslajace wptyw cytokinin poréwnano staty-
stycznie testem U Manna-Whitneya, a $rednie okreslajace wptyw substancji
zestalajgcej testem Kruskala-Wallisa.

WYNIKI

Doswiadczenie 1

Zaré6wno w terminie zimowym, jak 1 wiosennym nast¢powaly wypady
eksplantatow bezposrednio po inicjacji kultur, spowodowane w wigkszosci
zanieczyszczeniem mikroorganizmami oraz uszkodzeniami na skutek odka-
zania. Szczegolnie duzo zanieczyszczen grzybowych i bakteryjnych zaobser-
wowano po odkazaniu powierzchniowym 1% roztworem chloraminy. Sto-
pien przezywalnosci eksplantatow zalezal od rodzaju eksplantatu (tab. 1).
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Tabela 1. Wplyw rodzaju pakéw oraz czasu pobierania na efektywnos¢ inicjacji kul-
tur agrestu

Table 1. Effect of bud type and date of buds collection on effectiveness of culture
initiation

Wypady eksplantatow (%)
Dying of explants (%)

Odmiana/klon izolacja luty—marzec izolacja maj—czerwiec
. February—March isolation May-June isolation
Cultivar/clone — —
paki wierz- paki boczne paki wierz- paki boczne
chotkowe lateral buds ~ Chotkowe lateral buds
apical buds apical buds
‘Biaty Triumf (tunel) 825a 91,7 a 41,7 a 66,7 a
‘Captivator’ (tunel) 289a 63,8 b 220a 39,6 a
‘Hinsel’ (karkas) 52,3a 91,4b 6,3a 79,6 b
‘Hinnonmaki Rot’ (tunel) 40,1a 825b Oa 76,7b
‘Invicta’ (tunel) 29,7 a 78,3 b 72,7 a 93,3a
‘Kamieniar’ (tunel) 34,7a 90,5b 52,6 a 976b
‘Pax’ (tunel) 222 a 39,7 a 100 a 96,0 a
‘Resika’ (karkas) 27,8 a 64,9 b 27,7 a 80,9b
Klon 2/2 (pole) 18,5a 63,7 b 745 a 97,6 a
Klon 2/33 (pole) 50,2 a 72,4a 100 a 100 a
Klon 86 (pole) 63,7 a 92,1a 100 a 100 a
Klon 101 (pole) 45,6 a 93,4b 100 a 100 a
Klon 102 (pole) 745 a 82,1a 100 a 100 a
Klon 108 (pole) 63,5a 79,7 a 924 a 100 a
Klon 117 (pole) 61,7 a 82,7 a 100 a 100 a

Wartosci w obrebie odmian oraz terminu izolacji oznaczone ta sama literg nie r6znig si¢ we-
dtug testu Chi-kwadrat (p = 0,05).

Values within cultivar/clone and term of isolation marked with the same letter do not differ
by Chi-square test (p = 0.05).

Wigcej wypadow obserwowano wsrod eksplantatow zaktadanych z pa-
kéw bocznych niz z pakdéw wierzchotkowych. Wzrost podejmuja te paki
boczne, ktore sg zaczatkiem bocznego pedu. Agrest w pakach bocznych two-
rzy robwniez rozety liSciowe, ktore w kulturach in vitro nie podejmujg wzrostu
i zamierajg. Dla o$miu genotypow istotnie lepsze do inicjowania kultur in vi-
tro byly paki wierzchotkowe. U pozostatych, pomimo braku istotnosci, row-
niez mniej wypadow zaobserwowano po stronie pakdéw wierzchotkowych.
Sposréd badanych genotypdéw najlatwiej byto inicjowa¢ kultury odmiany
‘Captivator’, ‘Pax’ i ‘Resika’ oraz klonu 2/2. Z siedmiu klonow selekcyjnych
utrzymywanych tylko w kolekcji polowej, kultury pieciu udato si¢ zainicjo-
wac jedynie w terminie zimowym. W terminie wiosennym dla dwoch geno-
typow zakazenia stanowily od 75 do 97%, a u pozostalych siggalty 100%.
W tym terminie kultury udato si¢ zainicjowa¢ jedynie z ro$lin utrzymywa-
nych w karkasie i tunelu.
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Tabela 2. Wplyw cytokininy i rodzaju eksplantatu inicjalnego na procent pedow po-
dejmujacych wzrost w okresie stabilizacji kultur agrestu (A — 0,25 mg-dm
BAP; B — 0,5 mg-dm kinetyny)

Table 2. Effect of types of cytokinin and initial explant on the percentage of the
initial shoot growth during the stabilization of gooseberry cultures (A —
0.25 mg-dm™ BAP, B — 0.5 mg-dm™ kinetin)

. - Pak wierzchotkowy Pak boczny
ggm:z:%ﬂﬁz %y;t%lﬂrr:inna Apical buds Lateral buds
(%) (%)
N . A 80,0 a 50,0 a
Bialy Triumf B 66.3a 2504
‘Captivator’ A 82,0a 50,0 a
aphivator B 50,0 a 50,0 a
Hinsal A 85.7a 80,0 b
5¢ B 500a 0a
i . A 100a 66,7 a
Hinnonmaki Rot B 100 a 100 a
Invicta’ A 87,0a 50,0 a
B 36,7a 44,0 a
Koo A 100a 80a
amienia B 714a 62,0 a
o A 333a 20,0 a
ax B 300a 20,0 a
. A 40,0 a 833a
Resika B 44,42 100 a
A 100 a 95,0a
Klon 2/2 B 825a 70,0 a
A 75,0a 65,0 a
Klon 2/33 B 400a 40,0 a
A 355a 100a
Klon 86 B 237a 20,0
A 82,0 b 64,0 b
Klon 101 B 10,0a 10,0 a
A 743a 684 a
Klon 102 B 59.7a 526 a
A 100 a 80,0a
Klon 108 B 90,0 a 782 a
A 100a 82,5a
Klon 117 B 100a 90,0 a

Wartosci w obrebie odmian, rodzaju pozywki oraz rodzaju pagkdéw oznaczone ta samg litera
nie r6znig si¢ przy poziomie istotnosci p = 0,05 wg testu Chi-kwadrat.

Values within cultivar/clone, type of medium and type of buds marked with the same letter
do not differ at significance level p = 0.05 by Chi-square test.
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Dla inicjowania kultur in vitro agrestu korzystniejszy byt termin zi-
mowy. W okresie stabilizacji kultury (tab. 2), pomimo braku istotnych roznic,
u wiekszosci genotypow na pozywce z dodatkiem 0,25 mg-dm™ BAP wzrost
podejmowato wiecej pedow niz na pozywce z dodatkiem 0,5 mg-dm™ kine-
tyny, zarowno z pakoéw wierzchotkowych, jak i z pakéw bocznych.
Doswiadczenie 2

U wigkszosci genotypdéw agrestu najwiecej pedow powstato na po-
zywce MS i WPM, a najmniej na pozywce QL (tab. 3). Liczba pedéw >1 cm
byla najwyzsza na pozywce MS. Na pozywce QL zaobserwowano najwi¢k-
szg liczbg pedow nekrotycznych dla siedmiu genotypdw. Najlepsza jakos¢,
tzn. kolor lisci, grubo$¢ 1 pokroj, wykazywaty pedy rosnace na pozywce MS,
a pedy najkroétsze, stabej jakosci obserwowano na pozywce QL.

Tabela 3. Wplyw sktadu mineralnego pozywki na dlugosc¢ i jakos¢ pedoéw agrestu
rozmnazanych in vitro
Table 3. Effect of the mineral composition of the medium on length and quality of
gooseberry shoots propagated in vitro

Liczba pedéw Liczba p¢gdow nekro-
odmiana/kl Liczba pedow ogotem Number c{)quhoots tycznych
miana’kion a1 number of shoots Number of necrotic
Cultivar/clone >1lcm shoots

QL WPM MS QL WPM MS QL WPM MS

‘Biaty Triumf’ 2la 23 1l6a 18 12a 15 18 02a 1,0b

‘Captivator’ 11a 15 1l6a 03a 0,21la 06a 0 0 0,1

‘I;iontr}onmakl 20a 44c 39 14a 16a 28 14b 0  03a

‘Hinsel’ 1,da 28b 3,0bc 1,1ab 0,72 26¢c 1,1b 0,1a 01la
‘Invicta’ 1,0a 40b 52bc 04a 25b 4,3bc 0 0,8b 0,2a
‘Pax’ 1,7a. 29 30b 12a 1,7ab 22bc 1,3b 04a 0
‘Resika’ 10a 18b 22bc 05a 0,7ab 1,6¢c 0 0 0
Klon 2/2 26a 29 32b 12a 0,7a 16b 0 0 0
Klon 2/33 1,1a 23bc 31c 09a 0,3a 2,6b 0 0 0,6
Klon 86 18a 40b 43b 06a 05a 36b 13 0 0
Klon 101 272 38b 51b 14a 12a 43b 04 0 0
Klon 102 16a 280 40 07a 08a 3,1b 0 0 0
Klon 108 18a 42b 39 10a 150 33 1,7b 1,0a 0
Klon 117 152 23b 26b 04a 0 1,1a 0 0 0

*Kombinacje znajdujace si¢ w tej samej grupie jednorodnej oznaczone ta sama litera nie
roznig si¢ przy poziomie istotnosci p = 0,05 wg testu Kruskala-Wallisa.

The combinations that are in the same homogeneous group marked with the same letter do
not differ at significance level p = 0.05 by Kruskal-Wallis test.
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Tabela 4. Wptyw cytokininy na mikrorozmnazanie agrestu (A — 0,25 mg-dm= BAP,
B — 0,5 mg-dm™ kinetyny)

Table 4. Effect of cytokinin type on the shoot multiplication of gooseberry (A —
0.25 mg-dm BAP, B — mg-dm? kinetin)

Liczba pgdow/eksplantat

Odmiana/klon Pozywka % pedow > 1 cm

Cultivar/clone Medium The number % shoots > 1 cm
of shoots/explant

g . A 2,2a 0
Bialy Triumf B 16a 146
o , A 43a 0
Captivator B 384 22
s . , A 2,8 6,7
Hinnonmaki Rot B 0 0
o A 41a 17,6a
Hinsel B 36a 29,7b
L A 3,8 0
Invicta B 0 0
. o A 18a 2,7a
Kamieniar B 12a 109a
o A 16b 0
Pax B 08a 20,0
o A 59b 21,7a
Resika B 3la 325a

A 50b 35a
Klon 2/2 B 3la 24,7b

A 3,8a 0
Klon 2/33 B 29a 135

A 2,2a 0
Klon 86 B 19a 0

A 3,3 1.8
Klon 101 B 0 0

A 40b 0
Klon 102 B 18a 0

A 45h 0
Klon 108 B 32a 150

A 55b 7,6a
Klon 117 B 37a 215a

Wartosci w obregbie odmian, rodzaju pozywki, oznaczone ta sama litera nie r6znig si¢ wedtug
testu nieparametrycznego U Manna-Whitneya (p = 0,05).

Values within cultivar/clone, medium type, marked with the same letter do not differ acc. to
non-parametric U Mann-Whitney test (p = 0.05).
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Doswiadczenie 3

Na etapie namnazania pedow zastosowano w pozywce pelne stezenie
soli MS. Pedy podjety namnazanie, jednak u wigkszos$ci genotypdw zaobser-
wowano zjawisko nadmiernego uwodnienia pedow. Zastosowano zmodyfi-
kowang pozywke MS, w ktorej zredukowano do /2 zawartos¢ azotu. U wigk-
szo$ci genotypOw nastgpito zmniejszenie skali tego zjawiska.

Pedy pozostajace w obecnosci 0,25 mg-dm™ BAP dobrze si¢ mnozyly,
jednak nie wyrastaty i tworzyly zbite rozety, trudne do oddzielenia. Zastoso-
wano dwie pozywki, ktore roznicowaty wplyw BAP oraz 0,5 mg-dm™ kine-
tyny (tab. 4). W obecno$ci BAP u wszystkich genotypow nastapito zwigksze-
nie liczby pedow w poréwnaniu do kinetyny, pedy byty zielone i zywotne.
W obecnosci kinetyny zwigkszylta si¢ liczba pedoéw >1 cm dla dziesigciu ge-
notypow, ale zmniejszyt si¢ wspotczynnik namnazania, a pgdy ‘Hinnonmaki
Rot’, ‘Invicta’ oraz klonu 101 w obecnosci kinetyny zamarly. Tylko dla pie-
ciu genotypow liczba pedéw na pozywce zestalonej agarem Plant i Gelrite
byla istotnie wyzsza niz z Bacto (tab. 5). Podobna tendencja utrzymata si¢
w liczbie pedoéw dtuzszych. Na pozywkach zestalonych Gelritem oraz agarem
Plant, pomimo braku istotnosci, odnotowano wigkszg liczb¢ pedow nekro-
tycznych niz na pozywce z agarem Bacto. Problem, ktory moglby nasilaé sie
w kolejnych pasazach, dotyczy pojawiania si¢ zjawiska szklisto$ci pgdow. W
istotnie wigkszym stopniu szklisto$§¢ wystapita w obecnosci agaru Plant i Gel-
rite niz na pozywce z agarem Bacto. Ze wzglgdu na te dwie badane cechy
najlepszym agarem dla mikrorozmnazania agrestu mozna uzna¢ agar Bacto.

DysKuUsJA

Niewiele jest doniesien literaturowych na temat mikrorozmnazania
agrestu. Wskazuja one na szereg trudnosci i dotycza pojedynczych genoty-
poéw. Wainwright 1 Flegmann (1985a,b) opisuje mikrorozmnazanie odmian
‘Invicta’ 1 ‘Careless’, Welander (1985) — odmiany ‘Hinnonmaki Yellow’,
a Mishrai in. (2005) — mikrorozmnazanie gatunku Emblica officinalis Gaert-
ner, zwanego Indian Gooseberry. Wiecej artykulow traktuje o roslinach z ro-
dzaju Ribes, do ktorej nalezy agrest, a w szczegdlnosci o porzeczce czarnej
i czerwonej (Orlikowska 1984; Wainwright i Flegmann 1986; Orlikowska
1in.1991; Ma i in. 1992; Arena i Martinez Pastur 1995; Kérkonen i in 1999;
Ruzi¢ i Lazi¢ 2006; Sedlak i Paprstein 2012). Brak jest kompleksowej analizy
dotyczacej agrestu, omawiajacej jednocze$nie wicksza liczbg genotypow.
Wykazana w badaniach mozliwo$¢ inicjacji kultur, zarowno z pakow $pia-
cych, jak tez w fazie intensywnego wzrostu, potwierdzaja dane literaturowe.
Wainwright 1 Flegmann (1985a) inicjowali kultury z pakéw wierzchotko-
wych w okresie intensywnego wzrostu. Odnotowali silne brazowienie pedow
za wyjatkiem pozywki o zredukowanym stezeniu soli. Welander (1985) ini-
cjowala kultury z pakdw $piacych w kwietniu, na pozywkach MS 1 QL, ktorych
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wplyw nie roznit si¢ istotnie. Autorka zastosowata dodatek 0,4 mg-dm= BAP
oraz 0,1 mg-dm™ IBA i odnotowata 40-50% wypady spowodowane zakaze-
niami i brakiem podejmowania wzrostu w okresie stabilizacji kultur. Inicjacje
z roéznych czesci pedéw 1 korzeni stosowali Mishra i in. (2005) w okresie
kwiecien—czerwiec. Donosza oni o szeregu trudnosci z zakazeniami, brazo-
wieniem i zamieraniem pgdow i podaja, ze najlepsze efekty uzyskali z pgkéw
wierzchotkowych. Badano trzy pozywki najczgsciej uzywane w kulturach in
vitro: MS, WPM i QL. Pozywka MS zaliczana jest do podtozy bogatych
I charakteryzuje si¢ znaczng zawarto$cia azotu azotanowego i amonowego.
Pozywka WPM charakteryzuje si¢ obnizong ogoélng zawartoscig soli,
a zwlaszcza zwigzkow azotu i chloru oraz wysoka zawartoscig siarki. W po-
zywce QL jest silnie zredukowana ilo$¢ jonéw amonowych, zwickszona za-
wartos$¢ jonow wapnia oraz brak jonéw chloru. Welander (1985) podczas pro-
liferacji pedow agrestu uzywata pozywki MS, natomiast podczas etapu wy-
dhuzania pedow MS oraz QL. Sugeruje ona lepsza przydatnos$¢ pozywki QL
do ukorzeniania oraz dtuzszego przechowywania kultur. Dane te roznig si¢
od naszych rezultatow, ktére wykazaty, ze na pozywce MS liczba pedow 0go-
tem oraz >1 cm byla istotnie wyzsza niz na pozywce WPM oraz QL, na ktorej
wystapita rowniez najwicksza liczba pedéw nekrotycznych. Na tej podstawie
wytypowano do dalszych prac nad mikrorozmnazaniem agrestu pozywke
MS. Wainwright i Flegmann (1985a) do inicjacji i namnazania pedéw uzy-
wali pozywki MS o pelnym oraz zredukowanym do 1/10 stezeniu i r6znych
stezeniach NAA. Badajgc czynniki wplywajace na mnozenie agrestu w kul-
turach in vitro skoncentrowano si¢ na: regulatorach wzrostu (BAP i kinetyna),
czynnikach zestalajacych (agary Plant, Bacto i Gelrite) oraz przeciwdziataniu
objawom witryfikacji. Wszyscy zajmujacy si¢ mikrorozmnazaniem rodzaju
Ribes jako podstawowg cytokining wymieniajag BAP, stosowang w ilosci 0,5—
3 mg-dm?3. Zaréwno Wainwright i Flegmann (1985a,b), jak i Welander
(1985) wiaczali do pozywki do namnazania pedow agrestu auksyng NAA
oraz IBA. Rolg kinetyny badali Mishra i in. (2005) potwierdzajac, co wyka-
zano tez w naszej pracy, matg przydatnos¢ tej cytokininy w procesie namna-
zania pedoéw. Agar, zardbwno jego rodzaj, jak i stezenie, wyraznie oddziatuje
na intensywnos¢ wzrostu i morfogenezy poprzez dostgpnosé¢ sktadnikoéw po-
zywki (Ghashghaie i in. 1991). Gelrite nie zawiera tak jak agar zanieczysz-
czen w postaci substancji fenolowych 1 siarki (Van Winkle 1 in. 2003). Auto-
rzy dowodza, iz Gelrite poprzez absorbcj¢ niektorych pierwiastkow ma zdol-
nos$¢ zmiany kompozycji jonowej pozywki, co moze modyfikowaé mikroro-
zmnazanie niektorych genotypoéw. Pozytywne dziatanie tej substancji w mi-
krorozmnazaniu jabtoni wykazat Pasqualetto 1 in. (1988), a podktadki Rosa
indica ‘Major’ — Kucharska i in. (2001). Rowniez dla agrestu na pozywce
zestalonej Gelrite odnotowano wzrost liczby pedéw ogotem oraz pedow dtuz-
szych, ale jednoczes$nie zwigkszyta si¢ liczba pedow szklistych. Nadmierne
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uwodnienie pedow in vitro przejawia si¢ obnizeniem suchej masy oraz za-
wartosci ligniny i celulozy, zmniejszong zawarto$cig wapnia, manganu, sodu,
chlorofilu, a wysoka — potasu, zredukowang biosynteza etylenu oraz zaktoce-
niem polarnego transportu auksyn (Kevers i in. 2004). Szklistosci pedow
mozna przeciwdziataé przez zmniejszenie st¢zenia cytokinin, zwigkszenie
stezenia sacharozy i srodka zestalajacego oraz zmiane stezenia soli mineral-
nych, pamigtajac o interakcji miedzy wszystkimi sktadnikami pozywki (Ziv
1991). W naszych pracach dobre efekty uzyskano obnizajgc o Y2 zawartos¢
azotu w pozywce MS. Ze wzgledu na liczbe pedow szklistych oraz zwigksze-
nie liczby pedéw nekrotycznych na agarze Plant i Gelrite do dalszego mikro-
rozmnazania agrestu za najlepszy uznano agar Bacto.

WNIOSKI
1. Kultury agrestu mozna inicjowac zarowno z pakéw $pigcych w miesigcach
luty—marzec, jak i z pgkoéw intensywnie rosngcych w miesigcach maj—czerwiec.
2. Do izolacji bardziej przydatne sg paki wierzchotkowe niz paki boczne.

3. Procent wypadow podczas inicjowania kultur zalezy od genotypu, Sposobu
odkazania, rodzaju eksplantatu inicjalnego oraz od miejsca wzrostu roslin
donorowych.

4. W okresie stabilizacji kultur agrestu najwigcej pedow podejmowato

wzrost w obecnosci 0,25 mg-dm™ BAP w pozywce.

Najlepsza jakos¢ wykazywaly pedy rosnace na pozywce MS.

W obecnosci petnego stezenia soli MS oraz 0,25 mg-dm™ BAP zaobser-

wowano zjawisko nadmiernego uwodnienia pedow agrestu. Zmniejszenie

zawartosci azotu do Y4 znacznie ograniczalo wystepowanie tego zjawiska.

7. W obecno$é 0,25 mg-dm™> BAP nastepowal wzrost namnazania pedow
przy rownoczesnym zahamowaniu ich wydtuzania.

8. Obecnos¢ 0,5 mg-dm™ kinetyny zwickszata liczbe pedéw wydtuzajacych
si¢, jednak u kilku genotypow zwigkszyl si¢ udzial pgdow nekrotycznych.

9. Za najlepszy agar zestalajacy pozywki do mikrorozmnazania agrestu
uznano Bacto.

oo
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