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MIKROVORSETE PALJUNEMINE JA PIKKUSKASYV IN VITRO
SOLTUVALT KUNSTLIKUST SOOTMEST

V. Vasar, T. Kokk

Sissejuhatus

Ounapuu saagikust, véra suurust ja kuju modjutab oluliselt pookealus. Viimastel aastatel on eesti aednikud
ilmutanud huvi nn kddbusaluste vastu. Sellesse rithma kuuluvad iilindrga- (M27), ndrga- (M9, B9, M26) ja
poolndrgakasvulised (M4) alused. Sageli vib nende tavameetoditel paljundamine osutuda kiillaltki keerukaks.
Kéibusalused on aeglase kasvuga ning suure hulga istikute tootmiseks kulub palju aega ja raha. /n vitro meetodid
pakuvad kiiremat vdimalust kloonide paljundamiseks. Et viimase kiimne-viieteistkiimne aasta jooksul on levima
hakanud viljapuid kahjustavad viirushaigused, on meristeemmeetodil paljundatud viirusvabade viljapuude
populaarsus veelgi kasvanud (Dodds, 1983).

Kultuuride kasvatamisel in vitro etendab s66tme koostis ja komponentide kontsentratsioon selles olulist osa,
mdjutades adventiivvdrsete teket, pikenemist, puitumist ja harunemist. S66tmest soltub suuresti ka fiisioloogilise
héire, klaasistumise esinemine.

EPMU Taimebiotehnoloogia Uurimiskeskuses EVIKA on kasutusel mitmeid erinevaid sé6tmeid. Antud
katse eesmadrgiks oli vilja selgitada, milline neist on sobivaim kddbusaluse M26 vorsete paljunemiseks ja
pikkuskasvuks. Keskenduti makroelementide moju uurimisele.

Materjal ja metoodika

Katse viidi 1ibi EPMU Taimebiotehnoloogia Uurimiskeskuses EVIKA. Lihtematerjalina kasutati 1998. a
alguses in vitro geenipanka vdetud dunapuu pookealust M26 (Malus pumila Mill.). Enne katse alustamist kasvas
materjal Murashige-Skoogi toitesegul (MS) (Murashige, Skoog, 1962), millele oli lisatud 4,44 uM/I
6-bensiiiilaminopiiriini (BA) ja 0,49 uM/I indoliiiilvdihapet (IBA).

Katses vorreldi samade lisanditega MS-toitesegu Lepoivre (Quoirin ef al., 1977) ja WPM (Lloyd, McCown,
1981) sootmetega (tabel 1). Toitesegudele Lepoivre ja WPM lisati kummalegi 4,44 uM/l BA-d. Sobiva
pH-taseme (5,6) saavutamiseks kasutati NaOH 0,1M lahust.

Lopsakad ja normaalselt arenenud pookealuse M26 vorsed poolitati, kasvama asetati nii tipud kui
kodarikud. Anumatena kasutati 250 ml purgikesi, igasse purki istutati 4 eksplantaati. Kogu katseperioodi jooksul
hoiti kultuure temperatuuril +23...+25 °C pdeva pikkusel 16 h.

Iga 7 péeva jérel moddeti kasvavate mikrovorsete pikkus. Kolme nddala moodumisel kanti eksplantaadid
iille sama koostisega virskele segule, vdltimaks toitainete puudumisel taime organismis tekkivaid hdireid. Katse
16petamisel loendati arenenud vorsed ja médrati klaasistunud puhmaste osatéhtsus.

Tabel 1. Makroelementide sisaldused MS, WPM ja Lepoivre toitesegudes (mg/l)
Table 1. Macronutrient compositions in MS, WPM and Lepoivre mediums (mg/l)

Makroelemendid MS WPM Lepoivre
Macronutrients

KNO; 1900 1800
NH4NO3 1650 400 1800
Ca(NOs), - 4H,O 556 1200
CaCly - 2H,O 440 96

MgSO4 - 7TH,0 370 370 360
KH,PO4 170 170 280
K>SO4 990

113



Vorsete arv
Number of shoots

O-=_2NWrROOTON®OO

MS WPM Lepoivre

Joonis 1. Erinevate toitesegude mdju dunapuu pookealuse M26 mikrovdrsete arvule puhmas
Figure 1. Effect of different mediums on number of shoots per clump of apple rootstock M26

Tulemused

Viimast korda moddeti vorseid 6 niddalat parast katse alustamist. Selleks ajaks oli koigil kolmel s66tmel
kasvanud taimedel arenenud vdhemalt 5 korvalvorset (joonis 1), mille keskmine pikkus iiletas koikides
katsevariantides 14 mm.

MS-s66tmel kasvanud vorsed olid pisut pikemad kui teised, ka oli neid moodustunud mdnevdrra rohkem.
Klaasistunud oli 32,5% puhmakestest (joonis 2). Lepoivre-sootmel oli arenenud vorsete hulk vidikseim, kuid
selles katsevariandis esines kdige vihem taimede klaasistumist (12,5%). WPM-s66tmel kasvanud eksplantaadid
jéid teistest margatavalt lithemaks ning olid eranditult klaasjad.

Pérast iilekannet (22. kasvupdeval) acglustus koikides variantides ajutiselt taimede kasv.

Arutelu

Taime pikkuskasvu ja paljunemist in vitro modjutab suurel miéral toitesegu iildldmmastikusisaldus.
Mitmetele liikidele voib see MS-s66tmes olla liiga kdrge (60 mM) (George, 1993). Katses selgus, et dunapuualus
M26 areneb siiski kdige paremini MS-s66tmel. Lepoivre- ja WPM-so6tmete lammastikusisaldus (vastavalt 27,5
ja 16,6 mM) jaib sellele kultuurile véikeseks. Maguskirsiga tehtud katsetes on vorreldud tdiskontsentratsiooniga
MS-so0det sama toiteseguga, kus lammastikusisaldust oli vdhendatud poole vorra. Rammusamal sé6tmel
kasvasid mikrovorsed pikemaks, kuid virsete arv ei olnud usutavalt erinev (Vasar, 1998).
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Joonis 2. Erinevate toitesegude mé&ju M26 mikrovorsete klaasistumisele
Figure 2. Effect of different mediums on vitrification of microshoots
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Joonis 3. Ounapuu pookealuse M26 mikrovérsete keskmine pikkus kasvuperioodil erinevatel toitesegudel (mm)
Figure 3. The average hight of apple rootstock M26 shoots on different mediums during the growing period (mm)

Oluline on jélgida ka NO3/NH4" ioonide vahekorda. Liiga kdrge ammooniumioonide sisaldus vdib olla
iiheks klaasistumist tekitavaks faktoriks (George, 1993). Klaasistumine on in vitro kasvavatel kultuuridel
sagedasti esinev fiisioloogiline héire. Klaasistunud taimed on kergesti eristatavad lébipaistva vidlimuse ja
moondunud lehtede ning vorsete tottu. Selliste taimede kudedesse on akumuleerunud vesi, klorofiilli- ja
ligniinisisaldus on vdhenenud (Phan, Letouzé, 1983; Kevers et al., 1984; Phan, Hegedus, 1986). MS-s66tmel on
NO;/NH4" vahekord vaid 1,9 (Lepoivrel 4,7 ja WPM-1 2,4). Varreldes katsetulemusi, voib viita, et M26-le
sobiks paremini NO3;/NH4" ioonide suurem vahekord, kui see on MS-1, kusjuures tildlimmastikusisaldus vdiks
jédda samaks.

WPM-toitesegus on M26 mikrovdrsete arenguks liiga vdhe kaaliumi (6,9 mM), mis samuti pohjustab
taimede klaasistumist (Pasqualetto et al., 1988). MS- ja Lepoivre-sddtmed sisaldavad kaaliumi tunduvalt rohkem
—20 mM.

Olulisemate makroelementide hulka kuulub ka kaltsium. Niiteks kiidoonia pookealusel Quince C vihendas
suurem kaltsiumikogus toitesegus tunduvalt klaasistumist, kuid samas mojus pérssivalt taimede kasvule (Singha
et al., 1990). Samasugust tendentsi v3is médrgata ka antud katses. Korge kaltsiumisisaldusega toitesegul Lepoivre
(7,2 mM) oli klaasistunud puhmakesi kdige vihem, kuid véike oli ka arenenud vorsete hulk.

Jareldused

Kuigi katsetulemused niitavad, et kdige paremini sobib Sunapuu pookealusele M26 MS-toitesegu, tuleks
mdnede komponentide kontsentratsioone selles muuta. Eelkdige peaks suurendama NOs;/NHs" ioonide
vahekorda ning kaltsiumisisaldust. Need vdtted aitaksid tunduvalt vihendada klaasistunud vorsete hulka.

WPM-so66de on pookealuse M26 jaoks liiga madala toitesoolade kontsentratsiooniga.

Lepoivre-sootmes tuleks pisut vdhendada kaltsiumisisaldust ning tdsta iildlammastikusisaldust. Sel teel
saavutataks parem vGrsumine.
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In vitro Shoot Proliferation and Elongation of Apple Dwarf
Rootstock M26 Depending on Culture Medium

V. Vasar, T. Kokk
Summary

The main idea of the experiment was to determine the best medium for proliferation and elongation of apple
dwarf rootstock M26 (Malus pumila Mill.). Media already in use in the Estonian Agricultural University Plant
Biotechnological Research Centre EVIKA were compared: MS medium supplemented with 4.44 uM/I BA and
0.49 uM/1 IBA; WPM and Lepoivre mediums both supplemented with 4.44 uM/l BA. Shoots grown on MS
medium proliferated and elongated best. More vitrified shoots were observed on MS medium than on Lepoivre
medium, but very few new shoots had proliferated on the second one. WPM medium was unsuitable for M26
microcuttings - they were all vitrified.
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