LAMMASTIKU JA TSUTOKINIINIDE MOJU MAGUSKIRSI
(Prunus avium L.) PALJUNEMISELE JA PIKKUSKASVULE IN VITRO

V. Vasar

Sissejuhatus

Maguskirsi ehk murelipuude kasvatamine kodu- ja taluaedades on viimastel aastatel iha populaarsemaks
muutunud. V3ib aga juhtuda, et pérast istiku muretsemist sureb puu ootamatult. Selle pdhjuseks on maguskirsile
kui liigile iseloomulik pookealuse ja poogendi vastastikune sobimatus (Childers, 1976). Probleemi saaks
lahendada, kasvatades omajuurseid istikuid. Omajuursete istikute kasvatamine on maailmas populaarsust leidnud
nditeks Sunapuude (Zimmermann, 1981) ja virsikupuu paljundamisel (Erez, 1980). Kahjuks on maguskirsi
sortidel vdike juurdumisvdime ning seetdttu on neid raske ja aegandudev pistikutest paljundada. Omajuursete
maguskirsisortide paljundamine mikropaljundusmeetodil on paljutdotav vOimalus rahuldada aiapidajate ning
talunike soovi murelipuude jérele.

Viljapuude mikrovorsete paljunemisele ja kasvule katseklaasi tingimustes avaldavad suurt moju nii s66t-
messe lisatud kasvuregulaatorid kui ka see, millises vormis on so6tmes iiks olulisem taimetoitaine — lammastik.

Enamik koekultuuris kasvatatavaid taime kudesid ja organeid omastab lammastikku efektiivsemalt s66t-
metest, mis sisaldavad nii nitraat- kui ammooniumldmmastikku (George, 1993). Oluline on aga leida kdige
optimaalsem NOs;/NH4" vahekord, mis tagaks eduka kasvu ja arengu in vitro. Nii on niiteks Riffaud ja Cornu
(1981) leidnud, et ammooniumldmmastiku korge kontsentratsioon sé6tmes voib pdhjustada maguskirsi mikro-
vOrsete anormaalset arengut ja klaasistumist katseklaasi tingimustes.

Uute viljapuuliikide ja -sortide koekultuuri viimisel on tihti raske ennustada, milline tsiitokiniin on palju-
nemiseks sobivaim. Tuleb silmas pidada, et tsiitokiniinide korge kontsentratsiooni korral sd6tmes voivad
mikrovdrsete arengus tekkida anomaaliad (Pierik, 1987). Maguskirsi paljundamisel in vitro on iiheks levinumaks
ja mikrovorsete paljunemist efektiivsemalt mdjutavaks tsiitokiniiniks bensiiiiladeniin (BA) (Dodds, 1983).
Looduslik tsiitokiniin N°-(2-isopentiiiil)adeniin (2iP) on praktikas vihem kasutust leidnud.

Kéesoleva uurimuse eesmargiks oli vOrrelda maguskirsi mikrovorsete paljunemist kahe erineva lammastiku
kontsentratsiooniga s66tmel ning samuti tsiitokiniinide BA ja 2iP mdju maguskirsi mikrovorsete pikkuskasvule in
vitro.

Materjal ja metoodika

Katsed korraldati Eesti Pollumajandusiilikooli Taimebiotehnoloogia Uurimiskeskuses EVIKA ajavahemikul
veebruar—marts 1997. Katsematerjalina kasutati teaduskeskus EVIKA geenipangas in vitro siilitatavaid
maguskirsi sorte ‘Meelika’ ja ‘Rubiin’. +4 °C juures séilitatud vdrsepuhmakesed viidi enne katse algust kasvuks
sobivatesse tingimustesse (+22...+24 °C, pdeva pikkus 16 h) ning kanti vérskele sootmele ile 3 korda
4-nidalaste intervallidega. Paljundussddtmena kasutati Murashige-Skoogi toitesegu (MS) (Murashige ja Skoog,
1962), millele lisati 4,44 uM/l BA-d ja 0,49 uM/1 indoliiiilvdihapet (IBA). S66tme pH viidi enne agari lisamist
0,1 N NaOH lahusega tasemele 5,6 ning segu autoklaaviti 0,7 atm juures 30 minutit. Katsekultuurid kasvasid
reguleeritavate kliimaseadmetega flitotronis temperatuuril +22...+24 °C pdeva pikkusel 16 h.

Katsetati nelja erinevat toitesegu koostist. Juba kasutusel olnud MS segu, mis sisaldas 20,6 mM/l NH4" ning
39,4 mM/l NOs, vorreldi s66tmega, mille lammastikusisaldus oli madalam, vastavalt 10,3 mM/l NH4" ning
29,1 mM/1 NOs". Mdlemal juhul lisati so6tmesse kas 4,44 uM/1 BA-d v&i 49,21 uM/1 2iP-d.

Hoogsalt kasvavad vorsepuhmakesed jagati steriilses keskkonnas 2 lehekaenla pungaga vorseldikudeks, mis
istutati 250 ml kolbidesse, igasse kolbi 4 eksplantaati. Paljunemisperioodi viltel hoiti kultuure fiitotronis
temperatuuril +22...+24 °C pieva pikkusega 16 h.

Katseandmete analiitisimisel arvestati kahe sordi keskmisi tulemusi.

Tulemused
4 niddala moodudes oli mikrovorsetel kdigis katsevariantides arenenud vdhemalt 4 kdrvalvorset. Nii

madalama kui normaalse ldmmastiku kontsentratsiooni juures olid mikrovdrsetel arenenud normaalsed lehed ning
vorsed olid iile 14 mm pikad (joonis 1).
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Joonis 1. Erinevate tsitokiniinide ja lAmmastiku koguse méju maguskirsi mikrovérsete puhma kdrgusele (mm).
MS - taiskontsentratsiooniga MS-s66de, millele lisati BA; 1/2MS — MS-s66de, milles lammastiku kogus alandati
Y-le + BA; MS2iP — MS-s6dde, millele lisati 2iP; 1/2MS2iP — MS-s6dde V2 koguse lammastikuga + 2iP

po,os= 4,19

Figure 1. Effect of nitrogen concentration and cytokinin source on average height of sweet cherry shoot clumps
(mm).

MS — full-strength MS medium supplemented with BA; ¥4MS — MS medium with ¥ concentration of nitrogen + BA;
MS2iP — full-strength MS medium supplemented with 2iP; 1/2MS2iP — MS medium with % concentration of
nitrogen + 2iP

po,0s= 4,19

Viiksema ldmmastikukoguse korral olid vorsed iildiselt lithemad kui suurema kogusega variantides. Ka
taimede vélimuses oli mérgata védikest erinevust. 2 ldmmastiku kontsentratsiooni korral olid mikrovdrsetel
arenenud lehed heledamad vorreldes tumeroheliste lehtedega nendel vdrsetel, mis kasvasid tavalisel MS-sd6tmel.

4,44 uM/1 BA-d soodustas mikrovorsete paljunemist soltumata sdotmes sisalduva ldmmastiku kogusest
(joonis 2). Varsete pikkuskasv seevastu oli BA-variantides tagasihoidlik vorreldes 2iP-variantidega. 2iP pdh-
justas usutavalt mikrovdrsete pikenemist, kuid samal ajal pidurdas tugevalt korvalvorsete moodustumist.
Taimede vilimuses tdheldati samuti erinevusi. Kasvuregulaatorina 2iP-d sisaldanud s66tmel kasvanud vdrsed
olid puitunumad, tugevamad ning katseklaasist vdljaistutamisel aklimatiseerusid kasvuhoones paremini.

Arutelu

Toitesoolade kontsentratsioon sddtmes on viljapuude mikropaljundust mdjutavatest faktoritest tiks oluli-
semaid. Mdnede kultuuride kasvatamisel in vifro on selgunud, et madalama toitainetesisaldusega sd6tmel on
taimede morfogenees parem kui nn. kangemal toitesegul (Bartish, Korkhovoi, 1997).

Antud katses selgus, et BA-d sisaldanud sd6tmel pidurdas madalam l&mmastiku kontsentratsioon vorsete
pikkuskasvu puhmas, kuid ei mdjutanud usutavalt mikrovorsete paljunemist. Toitainete poolest rikkad toitesegud,
nagu ka MS, voivad vahel pdhjustada monede taimeliikide klaasistumist in vitro (Paques, Boxus, 1987).
Ammooniumldmmastiku koguse alandamine sd6tmes suurendas nditeks paju, ploomi ja kaktuse liikide mikro-
vOrsete puitumist ning alandas klaasistumise esinemist in vitro (Daguin, Letouzé, 1986; Leonhardt, Kandeler,
1987). Antud katses oli vaid mdni MS-s66tmel kasvanud mikrovdrse klaasja vilimusega. Seetdttu pole selge, kas
klaasistumine oli tingitud ldmmastiku kdrgemast kontsentratsioonist voi pdhjustas seda mdni muu kasvufaktor.

On teada, et tsiitokiniinid stimuleerivad valgu siinteesi taimes. Koos auksiinidega toitesegusse lisatuna
stimuleerivad tsiitokiniinid rakkude jagunemist, pidurdavad apikaalse dominantsuse teket ning katkestavad
alumiste lehekaenla pungade puhkeperioodi (George, 1993). On teada, et viljapuude adventiivvdrsete eduka
regenereerumise tingimuseks on optimaalne tsiitokiniinide ja auksiinide vahekord sdotmes. Enamasti on
paljundussdotmetes tsiitokiniinid korges ja auksiinid madalas kontsentratsioonis (Theiler-Hedtrich, Theiler-
Hedtrich, 1990; Yepes, Aldwinckle, 1994).

Mbnede autorite arvates pdhjustab BA Prunus’e liikide mikrovorsete paljunemist katseklaasi tingimustes,
samal ajal kui 2iP-ga s66tmel kasvab eksplantaadist vaid {iks vorse (Martinelli, 1985). Meie katsed kinnitavad
seda viidet, nédidates, et 2iP-1 on vOrsete pikenemist ja puitumist soodustav mdju, samal ajal kui BA stimuleerib
korvalvorsete teket ja mikrovorsete paljunemist maguskirsil. BA paljunemist soodustavat mdju stimuleeris
sootmesse lisatud indoliiiilvoihape (IBA).
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Joonis 2. Erinevate tsiitokiniinide ja lammastiku koguse mdju maguskirsi mikrovorsete arvule puhmas.

MS — taiskontsentratsiooniga MS-s66de, millele lisati BA; 1/2MS — MS-sd6de, milles lAmmastiku kogus alandati
Yo-le + BA; MS2iP — MS-s060de, millele lisati 2iP; 1/2MS2iP — MS-s66de V2 koguse lammastikuga + 2iP

po,os= 4,19

Figure 2. Effect of nitrogen concentration and cytokinin source on number of shoot per clump.

MS — full-strength MS medium supplemented with BA; 72MS — MS medium with ¥z concentration of nitrogen + BA;
MS2iP — full-strength MS medium supplemented with 2iP; 1/2MS2iP — MS medium with » concentration of
nitrogen + 2iP

po,05=4,04

Taimedes oleva enstiiimi tsiitokiniini oksiidaas lagundab tsiitokiniinide zeatiin ja 2iP kiilgahelas oleva
kaksiksideme, mistottu nad kaotavad oma aktiivsuse (Horgan, 1987; Chatfield, Armstrong, 1988). 2iP kiire
lagundamine enstitimi poolt voib olla pdhjuseks, miks see iihend ei soodusta viljapuude, sealhulgas ka maguskirsi
mikrovdrsete paljunemist.

Klaasistumine niib olevat mdnede viljapuude mikropaljunduses tdsiseks probleemiks. Katsetes dunapuu ja
ploomi pookealustega in vitro on soovitatud paljunemissodtmes BA asendada 5 mg/l 2iP-ga, et &ra hoida
klaasistumist (Werner, Boe, 1980; Wilkins, Dodds, 1983). Antud katsetes ei tdheldatud mingeid klaasistumise
tunnuseid variantides, kus tsiitokiniinina kasutati 2iP-d, BA-variantides esines iiksikuid klaasjaid adventiiv-
vOrseid. Seetdttu voib 2iP kasutamine maguskirsi mikropaljunduses olla digustatud juhul, kui BA pdhjustab
klaasistumist. Sellega voib saavutada, et virsed pikenevad, puituvad ning seejérel juurduvad edukamalt.

Jareldused

Et lammastiku kogus BA-sd6tmetes usutavalt mikrovorsete paljunemist ei mdjutanud, voib Gelda, et mdnel
juhul v&ib maguskirsi mikrovorsete paljunduss6dtmes kasutada madalamat ldmmastiku kontsentratsiooni. See
voimaldab kokku hoida mikropaljundusele tehtavaid kulutusi, mdjutamata seejuures paljunduse efektiivsust ja
taimmaterjali kvaliteeti. Katsetulemused néitavad, et maguskirsi paljunemiseks in vitro on kdige sobivam
tsiitokiniin BA. 2iP sobib kasutamiseks viimasel iilekandel enne vorsete juurduma panemist, et mikrovorsed
pikeneksid ja puituksid.

Tsiitokiniini 2iP pidurdav modju maguskirsi kdrvalvorsete moodustumisele katseklaasi tingimustes vajab
veel tdiiendavat uurimist, enne kui seda v3ib soovitada maguskirsi massiliseks kasvatamiseks in vitro.
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Influence of Nitrogen and Cytokinin Source on Prunus avium L.
Proliferation and Elongation in vitro

V. Vasar
Summary

The aim of the study was to determine the influences of lowered nitrogen concentration and 2iP vs. BA on
sweet cherry (Prunus avium L.) shoot proliferation and elongation. Full-strength solid MS-medium, containing
20.6 mM 1! NH4" and 39.4 mM I'' NO;" was compared with MS-medium, supplied with 10.3 mM I'' NH4* and
29.1 mM I'' NOs~ In both cases either 4.44 pM 1 ' BA or 49.21 uM I 2iP was added into medium. Lowered
nitrogen concentration did not affect the proliferation efficiency, but inhibited shoot elongation. There was slight
difference in plantlets appearance in vitro — shoots on full-strength MS medium had dark-green leaves while in
lower nitrogen concentration light-green leaves developed. BA induced shoot proliferation, not depending on the
concentration of nitrogen in culture medium. 2iP inhibited the formation of adventitious shoots but had a strong
elongating effect. Shoots treated with 2iP were more ligneous and acclimatised more successfully when
transferred to greenhouse for rooting in vivo.
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