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I. Indledning

Fremskaffelsen af virusfrit plantemateriale er
igennem de sidste 2 artier blevet mere og mere
aktuel inden for al planteproduktion. Specielt
gxlder dette, hvor der er tale om vegetativt for-
merede kulturer, idet denne formeringsmetode er
medvirkende til at viderefare eksisterende virus-
sygdomme til afkommet fra de respektive moder-
planter. Dette har resulteret i, at der inden for en
lang rxzkke plantearter og -sorter ikke lzngere
findes virusfrit materiale.

Hvor det tidligere ikke var muligt at helbrede
virusinficeret materiale, er der nu blevet udviklet
flere metoder, ved hvilke virusfrie planter kan
etableres fra totalt inficerede. Varmebehandiing,
der forarsager en inaktivering eller en haemning af
virusproduktionen, har med held varet praktise-
ret over for adskillige virussygdomme. Imidlertid
er det ikke alle vira, der kan inaktiveres ved var-
mebehandling, og i sidanne tilfelde er meristem-
kultur forsegt, idet det har vist sig, at selve meri-
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stemet fra systemisk inficerede planter i mange
tilfelde er virusfrit.

Pa grund af meristemets ringe storrelse (ca. 0,1
mm), er det meget vanskeligt at fa et tilfredsstil-
lende antal af meristemerne til at vokse. En kom-
bination af varmebehandling og meristemkultur
har imidlertid gjort det muligt at skaere meriste-
merne si store, at vekstmulighederne er blevet
betydelig forbedret samtidig med, at meristemer-
ne stadig er virusfrie.

Meristem er delingsvayv, i hvilket der foregar
en celledeling og vakst af protoplasmaet. Meri-
stem findes bade i skud- og rodspidser (vakst-
punkter) og optrader som et serligt lag parallelt
med overfladen i nogle xldre dele af mange
stengler og redder (vekstlag, kambium) (P. Lar-
sen, 1962). Skud- og rodmeristemer skal have
hvert sit nzringsmedium, hvor skudmeristemer
kraver organisk kvzlstof (kokosmelk eller glu-
tamin) for at kunne udvikle sig.
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Tabel 1. Oversigt over skering af meristemer af forskellige havebrugskulturer 1949-70

w (Survey over meristem-tip culture from different horticultural plants 1949-70)
(=2}
. Behandling
Ar Kultur Plant'er befriet | meristem | OPlosning Bemarkninger Forfatter
for virus varme .
imm
1945 Tobak T™MV uden vaekst Limasset og Cornuet
1952  Dahlia mosaik podning til freplt. Morel, G. og Martin, C.
1955 Dahlia bronzetop skudspidser Holmes, F. O.
1956 Chrysanthemum aspermi skudspidser 4-8 mm »
1956- Kartofler Y,A,S vavkultur Thomson, A. D.
57 ’
1957 Freesia Van Dorst
Nellike sp&tning 40°/6-8 uger | 0,150 1-flere bladpar Quak, F.
1959~ Nellike ringmosaik 30°/6 uger \ 0,5-1 1-2 bladpar Hollings, M.
60 © 0,2, 0,5-1 5 pct., 70-80 pct. »
1960 Cymbidium klonformering Morel, G.
Nellike sp&tning 0,5-1 virus i meristemet  Stone, O.
ringmosaik »
1962 Chrysanthemum grenne blomster | 38°/6 Jger 0,5-1 dveergsyge + D Hollings, M.
ikke fjernet
Jordbar latent A Belkengren og Miller
1964 Chrysanthemum latent B Morel (Kinetin +NAA) Hakkaart, F. A., Quak, F.
Pelargonie B 1-5 kokos mzlk Allen, D. B. og Hildebrandt,
A.C.
1963- Freesia virus ‘ 0,8-1 Heller-Berthelot Vermulen, H. og Brants, D. H.
65 | |
1964  Narcis arabis-mosaik ! ‘ | Stone-+MS (filter) mange plantearter  Hollings, M. -~ Stone, O.
1965 Cymbidium ~ » »
Rabarber kdlroe-mosaik Tomlinson, J. A. og Walkey,
| | | D
Nellike latent Stone, O. og Hollings, M.
(D.barbatus) nervemosaik 0,5-1 \ Neergaard » »
1966 Iris mosaik i 0,1-0,5 | White, Morel-MS* Baruch, E. R. og Quak, F.
1967 Tobak T™V P efter blomster- Martin, C. m.fl.
| induktion
Chrysanthemum  mosaik + i 98 pct. virusfri Hollings, M. og Stone, O.
Humle prunus ringplet + ' East Malling
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Planter befriet

- Behan&lfﬁg

Ar Kultur . ! meristem | Oplesning Bemarkninger Forfatter
for virus : varme .
i imm
1968  Stikkelsbar nervebnds- 35°2uger | 0,5-1 MS — Knop 15-25°C. 16-18  Jonas, O. P., Sallie J. Vine
klorose ‘ timers lys. Side-
‘ mer. - vakst
Rabarber kirsebzr-blad- 0,3-2,5 Neergard mer.-kuppel + Walkey, D. G.A.
rulle, jordbzr- Murashige-Skoog vakst, top- og
latent-ringmos., sidemerst. -+ vakst
agurk-mosaik, Linsmaier-Skoog 18°C. 16 timers lys
arabis-mosaik 1 2-3 bladpar
Pelargonie tomat-ringmo- | 3 MS, White, 17,5°C. 16 timers Pil]ai,rs. K. og Hildebra;d‘t, '
saik 1 Halperin lys A. C.
filtrerpapir bedst
rodudvikling
Peberrod kdlroe-mosaik 0,1-0,2 | Morel og Muller belysning i 18 tim. Hickman, A. J,-og Varma, A.
blomkals- » | (1964) + 1. bladpar
Jordber gulrandsyge + 0,8 MS — Knop varme-medium Vine, S. J.
krollesyge 0,4-0,6 oprindelse og
latent A | '0,4 ‘ storrelse ingen indfl.
nerveklorose ‘ 1
Tobak kirsebaer- ) Linsmaier og Skoog  klonformering Walkey, D. G. A. og Woolfitt,
(N. rustica) bladrulle 1965 M.G.
arabis-mosaik
Narcis arabis-mosaik ‘ Neergaard -+ 15° Stone, O. M.
agurk-mosaik | inisitol + NAA
Freesia stregesyge 25°
Tulipan, Hyacinth 15°
1969 Nellike sp&tning 38°/9 uger 0,1-0,5 Gasta Nilsson Paludan, N.
@tsning |
1970  Salix sp. i blit lys Beauchesne, G.
Vitis vinefera »
Gladiolus MS vaevkultur Ziv, M. + Halevy, A. H.
Freesia Fr.-virus 1 \ - 0,2-0,5 MS Paludan, N. (ikke publiceret)
Chrysanthemum  aspermi 5 = 0,2-0,5 I MS
dvaergsyge i 38°10-22 uger| 0,2-0,5 MS
Lilje latent | - 0,6-1,0 | Gesta Nilsson

* MS = Murashige og Skoog.




Der findes 3 typer af skudmeristemer nemlig:

a: Med én stor celle i spidsen (apical)

b: Multicellulzere arrangeret stjerneformet
(radizert)

¢: Multicellulere arrangeret i parallelle lag.

Hastigheden af celledelingen i meristemet er
afhaengig af planteart og temperatur og kan fore-
ga fra en gang hver 3. degn til en gang hver 20.
degn. Gibberelin pavirker bade deling og vakst
(Clowes 1961).

Ved de aseptiske kulturer bestar den mest al-
mindelig anvendte veevsenhed af meristemet (kup-
len) samt det forste bladpar-anleg med en stor-
relse fra ca. 0,1 mm til 3,3 mm. Denne vaevsenhed,
der pa engelsk kaldes meristemtip, benaevnes pad
dansk meristem med angivelse af antal bladpar-
anleg samt sterrelse.

II. Udenlandske undersegelser

a. Indledning

Undersogelser af Limasset og Cornuet (1949) vi-
ste, at viruskoncentrationen i tobak, inficeret med
tobak-mosaik-virus (TMV), aftog jo nermere
bladene var ved vakstpunktet, og at viruset ikke
kunne pavises i dette i halvdelen af de undersggte
prover.

Disse resultater inspirerede Morel og Martin
(1952) til at isolere meristemer af virusinficerede
dahlia og dyrke disse under aseptiske forhold in
vitro. Ved anvendelse af forskellige naringsme-
dier lykkedes det at frembringe skudvakst, og
efter podning til sunde freplanter, at etablere vi-
rusfrie dahliaplanter.

Siden disse ferste forsgg har mange forskere
fortsat arbejdet med meristemkulturer, omfat-
tende en lang rakke vertplanter, i forseg pa at
befri disse for mange forskellige virussygdomme.
En oversigt over denne udvikling i perioden fra
1949 til 1970 fremgar af tabel 1 speciclt omfatten-
de de farste undersggelser inden for de enkelte
planteslagter og vira.

b. Forskellige faktorers indflydelse pd meristem-
veeksten

Som det fremgar af oversigten, har undersggel-

serne forst og fremmest vaeret koncentreret om
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de urteagtige prydplanter, hvor der pa grund af
en voldsom vegetativ opformering har varet store
problemer rent virusmaessigt, samtidig med, at
det relativt let er lykkedes at etablere meristem-
planter fra disse kulturer. P4 basis af tidligere un-
dersagelser af bl.a. Kassanis (1957), Quak (1957)
og Neergaard (personlig meddelelse) har Stone
(1963) udfert forspg vedrgrende forskellige fak-
torers indflydelse pad vaksten af nellikemeriste-
mer, hvor forsggene viste, at meristemerne vok-
sede bedst i et ukompliceret neringsmedium til-
fert via veger af askefrit filtrerpapir. Ligeledes
var tilstedevaerelsen af roddannende hormoner i
neringsmediet, gennem den farste periode af me-
ristemkulturen, af afgerende betydning. Hos me-
ristemer skaret mindre end 0,2 mm dannede 40
pct. redder mod tilsvarende 70 pct., hvor sterrel-
sen var 0,2-0,4 mm. Meristemer taget i marts-
april méned slog rod med 61 pct. mod 18 pct. i
december. Underspgelser vedrgrende meristemer
skaret fra henholdsvis topskud og sideskud, hvor
sidstnzvinte udgjorde 81 pct. af samtlige skéarne
viste, at der ikke var nogen forskel i pct. meriste-
mer med rod eller naevnevaerdig forskel i pct.
planter uden virus (nellike-sp&tning).

Hvor meristemer blev skaret enten fra varme-
behandlede eller virusinficerede nellikestiklinger,
blev antallet af etablerede meristemplanter redu-
ceret i forhold til dem skéret fra ubehandlede og
sunde stiklinger.

Tilsvarende er der inden for chrysanthemum
blevet iagttaget en reduktion i antal meristem-
planter ved forlenget varmebehandling af moder-
materialet (Hakkaart & Quak 1964) og tillige ob-
serveret udvikling af mange blomsterdeformiteter
(Holling & Stone 1967).

Meristemer skdret om cfteraret fra frilands-
jordber groede bedre end tilsvarende skaret om
somuneren ved hgjere temperaturer (Ghena 1970).
Ved jordbzr-meristemer skéret sterre end 0,2
mm, var roddannelsen uafhangig af sterrelsen,
men pdavirket af nzringsmediet og forudgiende
varmebehandling (East Malling, 1965).

En lang rekke neringsmedier er blevet anvendt
til de forskellige kulturer (Morel og Martin:
dahlia, Morel: iris, Kassanis: kartofler, Quak,
Neergaard, Stone, Nilsson: nelliker), men mange



Tabel 2. Naringsoplosninger for vev-meristem-kulturer i mglliter
(Nutrient solutions for tissue and meristem-tip cultures in mgfliter)

Murashige Buys (Mura-

Neaeringsstoffer og Skoog

(1962) modi-

ficeret 1970

Makro:
NaH,PO,H,0........ 170
NHNO;............ 1650
CaCl-2H,0 ......... 440
+Ca(NQ;),-4H,0. .....

TKNOg oo 1900

+*MgSO,-7TH,O........ 370

TKHyPO .. ool 170
FeSO, TH,O......... 27,8

“Feo(SODg. . oo
Nay,Fe-EDTA........ 37,3
Mikro:

*H;BO; ... 6,2

* MnSO,-4H,0O........ 22,3

- ZnSO,-4H,0......... 8,6

CKY oo 0,83

*NiCly-6H;0..........

-COCI-6H,0......... 0,025

- CuS0.-5H,0......... 0,025

-TiSO45H,0 ....... ..

-BeSO,-4H,0.........

- HySO4 (kone.). .. ... ..
Na,Mo0,-2H,0...... 0,25
Organiske:

Glukose ............
Sucrose ............. 30000
Agar................ 10000
Adeninsulfat. ........ 80
Biotin...............
Ca-panthothenat .....
Cystein..............
Casein hydrolysat ..., 1000
Gibberelinsyre ... .... 1
Glycine ............. 2
Indol-3-eddikesyre. . .. 2
Inositol-meso ........ 100
Kinetin ............. 2

SYI€..vvvvnnn. PR
Nikotinsyre.......... 0,5
Pyridoxin-HCL ...... 0,5
Thiamin-HCL........ 0,4

shige og
Morel)

1650
440

1900
370
170

27,8

37,3

6,2
22,3

8,6

0,83

0,025
0,025

0,25

20000
8000

100

—

+ = Knop’s oplesning - = Berthelots oplosning

o

Morel

500
125
125
125

25

0,025
0,8
0,04
0,25
0,025
0,025
0,025
0,1
0,025
0,001°

40000
12000
0,001

0,001
0,01

0,001

0,001

0,001

ml

Neergaard

G. Nilsson (O. Stone)

500 1000
125 250
125 250
125 250
25
50
0,025 0,025
0,8 0,8
0,04 0,04
0,25 0,25
0,025 0,025
0,025
0,025 0,025
0,1
0,025
0,001°
40000
20000
10000 10000
5
200
©,1n
10
1 1
1 i
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af disse neringsmedier ligger meget ner ved hin-
anden, og kan betragtes som modifikationer af
Morels neringsmedium fra 1952, baseret pi
Knops (makronzringsstoffer) og Berthelots (mi-
kronzringsstoffer) oplgsninger med tilsetning af
sukker, agar, roddannende hormon samt organi-
ske stoffer (veekststoffer).

I de senere ar er dog anvendelsen af meget kraf-
tige naringsmedier, der oprindelig var beregnet
til vaev - og kalluskulturer (Murashige og Skoog,
1962), blevet mere og mere almindelig, idet disse
n&ringsmedier har vist sig ogsa at vare velegnede
til mange meristemkulturer (Linsmaier og Skoog:
rabarber, Murashige og Skoog: pelargonie, free-
sia og chrysanthemum, Buys (Murashige + Mo-
rel): nelliker).

Sammensetningen af nogle af disse nearings-
medier fremgir af tabel 2.

Overflytning af meristemer fra et naringsmedi-
um til et andet er blevet anvendt bl.a. ved kultu-
rer af nelliker, gladiolus og treagtige planter.
Nellikemeristemer, der blev startet i naringsme-
dium tilsat 1-naphthaleneddikesyre (NAA), blev,
efter den forste rodudvikling, overflyttet til sam-
me medium, men uden NAA for at undgd hor-
monets hemmende virkning pd den videre rod-
udvikling (Stone 1963).

Gladiolus-meristemer, der farst udviklede skud
og blade pd Murashige og Skoogs medium (MS)
tilsat 0,5 ppm kinetin og 0,5 ppm NAA, dannede,
ved overflytning til samme medium uden kinetin
og NAA og kun med halv sucrosekoncentration,
3-6 knolde i labet af 5-6 maneder (Ziv 1970).

Dyrkning af meristemer fra treeagtige planter
(frugtbuske) er blevet forsggt pA MS’s narings-
medium tilsat kokosmelk og NAA og med flyt-
ning af meristemerne hver 3. uge til et svagere
medium baseret pd Knops naringsoplgsning til-
sat glukose og mikronaringsstoffer efter MS
(Jones 1968). Ved denne fremgangsmade er det
Iykkedes at etablere enkelte virusfrie stikkelsbaer-
planter.

Forspg vedrerende indflydelsen af neringsme-
diets pH-vaerdi pd roddannelsen er ikke blevet
udfart, men iagttagelser (Stone 1963) tyder pa, at
en pH-verdi pa 5,5 er betydelig bedre end 6,0.

Indflydelsen af temperaturen i dyrkningsrum-
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met pd meristemernes udvikling er heller ikke
undersggt forsggsmaessigt. I de fleste tilfelde hol-
des en temperatur pa 22,5°C, men lavere tempe-
raturer omkring 15-18°C er dog ogsa blevet an-
vendt ved enkelte kulturer, hvoraf kan navnes
stikkelsbar (Jones 1968), rabarber (Walkey 1968),
pelargonie (Pillai & Hildebrandt 1968) samt log-
planterne narcis og tulipan (Stone 1968).

Belysningstidens indflydelse pad dyrkning af
plantevaeyv er ferst blevet nermere undersggt af
T. Murashige, der pa den 18. internationale have-
brugskongres i Israel (1970) gjorde rede for disse
forseg. Den optimale belysningstid for tobak, be-
lyst med 1000 lux, viste sig at vaere 16 timer i dog-
net, og denne belysningstid var langt bedre end
konstant belysning.

c. Forskellige faktorers indflydelse pd virusindhol-
det i meristemerne

Forskellige faktorers indflydelse pad meristemplan-
ternes virusindhold er blevet beskrevet af flere
forskere. Van Os (1964) konstaterede siledes, at
samtlige nellikemeristemplanter, der blev skéret
i juni maned, var virusfri. Meristemets starreise
(jordbzr) havde derimod ikke nogen indflydelse
pa virusindholdet (Ghena 1970).

Varmebehandling alene har ikke kunnet elime-
nere virus 1 nelliker (Quak 1957) og arabis-
mosaik-virus i narcisser (Stone & Hollings 1964),
mens dette lykkedes ved en kombination af var-
mebehandling og meristemkultur.

Ligeledes har denne kombination vist sig at vare
den mest effektive ved elimination af stavformede
(tradformede) vira hos chrysanthemum (Hollings

& Stone 1967),

I samme kultur opndedes ved en konstant var-
mebehandling et stigende antal virusfrie meri-
stemplanter (virus B), hvor der efter 30-40 degns
varmebehandling var 70-90 pct. virusfrie meriste-
mer (Hakkaart & Quak 1964).

Undersagelser vedrarende tilstedeverelsen af
virus i selve meristemet er blevet udfert med for-
skellige vira i forskellige planter. Hollings og
Stone (1964) kunne saledes pivise spetning-virus
i selve nellikemeristemet, men trods dette lykke-
des det ved meristemkultur at frembringe virus-
frie planter, hvor balancen mellem virusproduk-



tion og viruseliminering tilsyneladende var blevet
sndret.

Kirsebar-bladrulle-virus (KBV), agurk-mosaik-
virts (AMYV) og jordbar-latentringmosaik-virus
er ved saftinokulation eller ved elektronmikro-
skopiske undersogelser blevet pavist i selve meri-
stemet af Nicotiana rustica L., N. clevelandii
Gray., Cucumis sativus L. og Chenopodium ama-
ranticolor Coste & Reyn. Ved dyrkning af tilsva-
rende meristemer fra Nicotiana rustica pd Lins-
maier og Skoogs naringsmedium lykkedes det
efter 135 degn at eliminere KBV i 78 pct. og

AMYV i 69 pct. af meristemerne. Hastigheden af
denne inaktivering er ogsa blevet belyst. Allerede
efter 16 degns dyrkning var 50 pct. af de oprinde-
lige KBV-inficerede meristemer virusfrie, og efter
15 uger var der kun fi meristemer, der stadig var
inficerede (Walkey & Woolfitt 1968).

En oversigt over de vira samt veartplanter, i
hvilke det er lykkedes at eliminere det pageldende
virus enten ved meristemkultur eller ved en kom-
bination af varmebehandling og meristemkultur,
fremgar af tabel 3.

Tabel 3. Eliminering af vira ved hjelp af meristemkultur eller ved varmebehandling + meristemkultur

(Elimination of viruses by meristem-tip culture or by heat treatment and meristem-tip culture (the viruses
in italics have been eliminated at danish experiments))

aspermi, virus B (+varme), dvergsyge (+varme), gronne blomster ( -+ varme),

latent, nervemosaik, ringmosaik (--varme), spetning (+varme), stregesyge,

Veartplanter Vira
Prydplanter:
Chrysanthemum
mosaik (--varme)
Cymbidium mosaik
Dahlia mosaik
Freesia bonne-gulmosaik, freesia virus 1, stregesyge
Iris mosaik
Lilje latent
Narcis agurk-mosaik, arabis-mosaik
Nellike
wisning (- varme)
Pelargonie krgllemosaik, tomat-ringmosaik

Studenternellike

latent, nervemosaik, ringmosaik, spetning, etsning

gulrandsyge (+ varme), krallesyge, latent A, nerveklorose

agurk-mosaik, arabis-mosaik,  jordber-latentringmosaik, kirsebaer-blad-

Kokkenurter:
Humle prunus ringplet (- varme)
Jordbaer
Peberrod blomkal-mosaik, kdlroe-mosaik
Rabarber

rullesyge, kalroe-mosaik
Treagtige:

Stikkelsbaer nervebandklorose (+ varme)

Landbrugsplanter:
Kartofler bladrullesyge, kartoffel virus A, M,S,X,Y.
Tobak

arabis-mosaik, kirsebar-bladrullesyge, tobak-mosaik

De kursiverede vira er elimineret ved danske forsgg.



II1. Danske undersegelser

a. Indledning

Forseg pa fremskaffelse af virusfrit plantemate-
riale ved skeering af meristemer eller ved en kom-
bination af varmebehandling og meristemkultur
blev startet i 1961. Forsggene har omfattet for-
skellige planteslagter, arter og sorter, hvor det
dog ferst og fremmest har varet prydplanterne,
arbejdet har veret koncentreret om.

Ved dyrkning af meristemerne har der udetuk-
kende varet anvendt nzringsmedier anbefalet
eller beskrevet af andre forskere som velegnede
til de enkelte kulturer. P4 grund af divergerende
resultater har det imidlertid varet ngdvendigt at
undersage og sammenligne flere mediers velegnet-
hed, ligesom forskellige andre faktorers indflydel-
se pa meristemernes vakst si som temperatur,
naringsmediets pH-veerdi og anvendelsen af fly-
dende medium (filtrerpapir) i modsztning til fast
medium (agar) har veret undersegt.

b. Metodik
Plantematerialet, der blev anvendt, var enten ube-
handlet eller varmebehandlet. I sidstnavnte til-
feelde foregik varmebehandlingen i termostat-
rum ved en temperatur mellem 35 og 38°C med
24 timers belysning og en lysstyrke pd 2500-5000
lux. Behandlingstiden har som regel strakt sig
over lengere tid, hvor plantemateriale blev udta-
get med manedlige intervaller begyndende efter
30 eller 60 dogns varmebehandling. Planternes
folsomhed over for varmebehandlingen har til
tider bevirket, at forsgget méitte af brydes tidligere
end planlagt, men i andre tilfeelde har behandlin-
gen kunnet gennemfores i helt op til 300 dogn.
Materialet blev herefter afbladet (skud), disse-
keret (Iog) eller grundig renset (rabarber) inden
en evt. desinfektion blev foretaget. Denne har
vist sig at vare overfladig for enkelte kulturer
(nelliker og chrysanthemum) men meget nadven-
dig for andre (hortensie, rabarber, freesia, liljer
m.m.) for at undga forurening i form af bakterie-
og svampeinfektioner. Desinfektionen blev fore-
taget ved en hurtig neddypning i 96 pct. ethanol
efterfulgt af 15-30 minutters behandling i hen-
holdsvis 1 pct. kalciumhypoklorit-oplgsning og
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0,5 pct. 8-hydroxyquinulinsulfat-oplgsning (alm.).
I vanskelige forureningstilfalde har koncentra-
tionen af ferstnzvnte oplgsning veret anvendt i
op til 5 pct.s styrke (kraftig). Efter endt behand-
ling blev plantematerialet skyllet grundigt 1 rin-
dende vand og herefter afterret. En direkte flam-
bering af log og knolde har ogsa veret forsegt.
Skaring af meristemerne blev udfert under stereo-
mikroskop ved en forsterrelse pa 10-20 gange i et
aflukket rum, der farst var steriliseret i et par ti-
mer ved hjxlp af ultraviolet lys med en bgalge-
lengde pa 2537 A. De anvendte skalpeller blev
ligeledes steriliseret ved bestraling med ultraviolet
lys i 15 min. for at forhindre overfaring af virus.
Efter skeering af meristemerne, der som regel be-
stod af det meristemale vaev samt det faerste blad-
paranleg med en sterrelse pa ca. 0,250x0,250
mm, blev meristemerne placeret enten pa filtrer-
papir eller pAd agar i de med naringsmedium
(ca. 7 ml) autoklaverede (15 min. ved 1,5
kg/cm?) praparatglas (150 x 19 mm), der derefter
blev lukket med metalhatter og forseglet med
parafilm.

De anvendte naringsmedier har veret felgen-
de: Neergaards, Kassanis’, Stones, Nilssons, Mu-
rashige og Skoogs samt Buys’. Sammensztningen
af de enkelte medier fremgar af tabel 2 undtagen
for mediet beskrevet af Kassanis. Dette adskiller
sig fra Morel’s medium ved udeladelse af NAA,
thiamin og glukose og ved tilsztning af sucrose
(20 gr/liter), adenin (5 mg/liter), nikotinsyre (1
mg/liter), pyridoxin (1 mg/liter) samt Edamin
(casein-hydrolysat) (1 mg/liter).

Meristemerne blev herefter placeret i dyrknings-
rum ved en temperatur pa enten 17 eller 22,5°C
og en belysning pa 16 eller 24 timer i degnet, hvor
lysstyrken var mellem 1200-3000 lux.

Efter top- og roddannelse blev meristemerne
pottet i en blanding af lige dele sphagnum og
peralite eller ren sphagnum og placeret under
sluttet luft indtil nyvakst var blevet etableret.

c. Resultater

De forskellige mediers egnethed ved meristem-
kultur af havebrugsplanter er blevet underspgt.
Resultaterne fremgér af tabel 4.



Tabel 4. Meristemplanter fra havebrugskulturer etableret ved dyrkning i forskellige neringsmedier
(Meristem plants from horticultural crops established by use of different nutrient media)

Kultur Antal
skaret

Prydplanter (urteagtige)
Chrysanthemum............. 25

» N 10
Dahlia..................... 20
Nellike......ooovviiennn, 50
Pelargonie.................. 20
Phlox..............c.ooune 30
Saintpaulia ................. 10
Knold- og logvekster:
Freesia..................... 10
Gladiolus................... 10
Lilje. ..., 10
e T 10
Narcis ..............0.... 40
Kokkenurter:
Peberrod. ........ ... ... 50
Rabarber................... 10
Treagtige planter:
Buddleia ............... ..., 10
Hortensie................... 50
RibS......ovviiinienenn.. 10
Solbeer.................. ... 10
Stikkelsber................. 10

* filtrerpapir (gvrige med agar)
+ begyndende vekst (bladudvikling)
— ikke undersggt

Chrysanthemum (Chrysanthemum X morifolium
Ramar)

Meristemer er blevet skdret fra top- og sideskud
af chrysanthemum i en stgrrelse af 0,2 til 0,5 mm
medregnet det forste bladanleg.

Meristemplanter er blevet etableret (fig. 1, 2a)
ved dyrkning pa neringsmedier af Neergaard (N),
Nilsson (GN) og Stone (S) (alle med filtrerpapir)
samt Murashige og Skoog (MS) (agar). Procent
etablerede planter ved neevnte nzringsmedier,
med forskellige pH-veerdier, fremgar af tabel 5.

Meristemerne kunne pottes efter ca. 8 maneder,
hvor GN-mediet blev anvendt og efter 3-4 méne-
der ved MS-mediet, i begge tilfelde hvor tempe-
raturen i dyrkningsrummet var 22,5°C ved kon-
stant belysning.

pct. meristemplanter i vaekst

Nils- Kassa- Neer- Stone Murashige-

son nis gaard Skoog
44% 15# 8* 40* —
50 — — — 60
— — — 22 —
10* 0* 11* 17* 30
0 0 0 0 25
— — — — 17
0 — — — 40
10 50 —_ 0 60
—_ — — —_ 50
70* — —_ —_ 10
20 10 — 70 40
—_ — — — 18
— — —_ —_ 38
—_ — — — 10
_— — —_ —_ 10
— — — — 2
0 0 — 0 -4
0 0 — 0 +
0 0 — 0 +

Tabel 5. Neringsmediets og pH-verdiens indflydelse
pa chrysanthemummeristernes vekst

(The influence of the medium and the pH-value on
the growth of chrysanthemum meristen-tips)

pct. meristemplanter i vaekst

Nearingsmedier (antal skirne) ved pH

5-5,4 6-6,3 7
Neergaard . ....... 8 (25) 8 (25)
Nilsson........... 48 (25) 67 (25)
Nilsson*)......... 17 (48) 25 (48) 20 (46)
Stone ............ 40 (25) 8 (25)

Murashige og Skoog 30 (10)

* Plantematerialet forst varmebehandlet i 160 degn
ved 38°C.

395



Tabel 7. Kallus-, blad- og rodudvikling i antal meristemer af 10 opgjort 35-70 degn efter
skering i folgende neringsmedier med 16 timers belysning|degn
(Callus, leaf and root development in number of 10 meristem-tips 35 to 70 days after cutting
in the following media with 16 hours illumination)

Murashige og Skoog Buys
Kultur Udvik- 17°C 22°C 17°C 22°C
ling af agar filter agar filter agar filter agar filter
Prydplanter:
Chrysanthemum kallus 5 0 8 5 10* 8* 10* 6*
blade 8 8 7 9 0 4 0 4
rodder 2 3 2 4 0 1 0 1
pottet 1 5 2 4 0 2 0 1
Hortensie kallus — 0 0 0 — 0 — 0
blade —_ 0 3 1 — 0 — 1
reodder — 0 0 2 —_ 0 — 0
WNellike kallus 2 0 5 2 6 2 5 8
blade 9 10 6 10 8 7 7 10
rgdder 2 9 4 10 6 8 6 9
pottet 1 8 3 7 2 6 4 9
Pelargonie kallus 10 0 9 1 8* 10* 10* 9*
© blade 7 8 5 3 0 0 0 0
radder 6 1 2 0 0 0 0 0
Phlox kallus 0 0 0 0 0 0 0 8
blade 7 9 5 9 0 0 (1) (¢}
redder 1 0 2 2 0 0 0 0
Log- og knoldveekster:
Freesia kallus 0 7* 0 0 8* 10* 8* 10*
blade 4 3 9 0 0 0 0 0
radder 2 5 5 1 0 1 1 3
Lilje kallus 0 10 0 0
blade 4 8 6 6
rodder 0 0 6 7
Narcis kallus 0 10 10* 10*
blade 3 0 6 6
redder 1 0 8 8
Tulipan kallus 0 0 0 0
blade 6 8 3 6
redder 1 4 1 0
* = klorofyllgse
— = alle forurenede
() = gronne

396



Undersggelser vedrerende varmebehandlingens
indflydelse pd meristemernes vakst er blevet ud-
fort. Resultaterne fremgar af tabel 6.

Tabel 6. Varmebehandlingens indflydelse pi
chrysanthemummeristemernes vakst (2 medier og
2 pH-verdier)

(The influence of the heat treatment on the

growth of chrysanthemum meristen-tips)

Varmebehandling pct. meristemplanter i vakst
i degn ved 33-38°C (antal skdrne) i nzringsmediernc

GN (filter) MS (agar) -

pH 6,0 pH 5,4

[+ B 64 (25) 33(9)
30-45........ 23 (26) 33 (15
60-65........ 17 (30) 38 (34)
90-120....... 0 (30) 31 (86)
150-160....... 25 (48) 35 (20)

GN = Nilsson MS = Murashige og Skoog

Kallus-, blad- og rodudvikling er blevet under-
sogt ved forskellige kulturforhold (se tabel 7).
Temperaturen har ikke haft nogen stgrre indfly-
delse pd meristemernes udvikling. Blad- og rod-
udvikling har varet bedst i Murashige og Skoogs
neringsmedium, og rodudviklingen bedst pa fil-
trerpapir (fig. 3).

Desinfektion har ikke veret ngdvendig, hvor
meristemer blev skéret fra ubehandlede chrysan-
themumskud. Af 911 meristemer blev kun 3 pct.
forurenet,

Alm. desinfektion blev udfert, hvor plantema-
terialet var varmebehandlet inden skaringen.
Trods dette blev 33 pct. af 265 meristemer for-
urenet.

Aspermi-virus er blevet elimineret i 15 af i alt
19 tiltrukne meristemplanter (79 pct.) uden for-
udgiende varmebehandling. 18 af meristemplan-
terne stammede fra sideskud.

Dvargsyge-virus er blevet elimineret ved meri-
stemkultur bide med og uden forudgaende var-
mebehandling. Meristemerne blev skaret fra sor-
ten ‘Mistletoe’, der viste kraftige dvergsygesymp-
tomer. Resultaterne fremgar af tabel 8.

De virusfrie "Mistletoe’-planter (uden dverg-
syge-virus) er senere blevet opformeret og nogle
af planterne podet med skud inficeret med dvarg-
syge-virus. Samtlige inokulerede planter udvik-

26 TfP

Tabel 8. Eliminering af dvergsyge-virus i
chrysanthemum
(Elimination of stunt virus in chrysanthemum)

Varmebehandling, Antal meristemplanter* pct.

antal degn ved uden planter
30-33°C ialt virus-  uden virus-
symptomer symptomer
0O......... 73 8 11
60-90....... 26 6 23
120-150...... 12 5 42

* Murashige og Skoogs medium (agar).

lede typiske dveaergsygesymptomer efter 1-2 ma-
neders forlgb, mens kontrolplanterne forblev
symptomlase.

Dahlia (D. pinnata Cav.)

Meristemer er blevet skaret fra top- og sideskud
af dahlia i en sterrelse af 0,250 mm iberegnet det
farste bladparanlag.

Meristemplanter er blevet etableret ved dyrk-
ning pa Murashige og Skoogs medium (agar) med
22 pct. (4/18) planter i vaekst. Meristemplanterne
kunne pottes ca. 6 maneder efter skaring, hvor
temperaturen i dyrkningsrummet var 22,5°C ved
konstant belysning.

Alm. desinfektion er blevet udfart. Forurenings-
procenten blev senere opgjort til 10.

Dahlia-mosaik-virus bedgmt pa symptombasis
er blevet elimineret i 3 af 4 meristemplanter.

Nellike (Dianthus caryophyllus L.)

Meristemer er blevet skaret fra top- og sideskud
af nellike i en sterrelse fra 0,1 til 0,250 mm ibereg-
net det farste bladpar-anleg.

Meristemplanter er blevet etableret (fig. 4) ved
dyrkning pad naringsmedier af Neergaard (N),
Nilsson (GN), Stone (S) (alle med filtrerpapir)
samt Murashige og Skoog (MS) (agar). Procent
etablerede meristemplanter af 50 skarne var hen-
holdsvis 11 (N), 10 (GN), 17 (S) og 30 (MS).

Meristemerne kunne pottes efter 3 til 6 mane-
ders forlab ved anvendelse af medierne N, GN og
S og efter 1 til 3 mineder ved brug af MS-mediet,
hvor temperaturen i dyrkningsrummet var 22,5°C
ved konstant belysning.
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Tabel 9. Sorternes og varmebehandlingens indflydelse pé nellikemeristemernes vakst
(The influence of the varieties and the heat treatment on the growth of carnation meristem-tips)

pet. (antal skarne) meristemer i vaekst efter varme-

Sort
0

CCPink Sim ............. 4 (23)
CCRedSim.............. 17 (23)
CC White Sim ............ 21 (48)
JoKer ...ooovvvrnnneni... 16 (89)
LaddieSim............... 22 (49)
New Pink Sim ............ 25 (24
Pink Mamie Sim .......... 11 (37
William Sim. ............. 18 (22)
Sidney Littlefield ..........

Shocking Sim............. 28 (18)
Lalt ..o, 18 (333)

Forskellige pH-vaerdiers indflydelse p& meri-
stemernes veekst er blevet undersagt, hvor Nils-
sons naringsmedium var blevet justeret til hen-
holdsvis pH 54 og 6,0. Ved pH 5,4 voksede 17
pct. og ved pH 6,0 voksede 11 pct. af henholdsvis
342 og 269 skirne meristemer.

Undersgagelser vedrarende sorternes og varme-
behandlingens indflydelse pa meristemernes vaekst
er blevet udfert i september-december 1967, hvor
Nilssons medium blev anvendt (pH 6,0). Resul-
taterne fremgdar af tabel 9.

Kallus-, blad- og rodudvikling er blevet under-
sogt ved forskellige kulturforhold (se tabel 7).
Temperaturen har ikke haft nogen storre indfly-
delse pa meristemernes udvikling (fig. 5). Blad-
og rodudvikling har veret lige god i begge oples-
ninger, men rodudviklingen bedst, hvor filtrer-
papir blev anvendt. Fast medium (agar) resulte-
rede i udvikling af unormalt mange, vanddrukne
skud og svage ragdder, hvilket medferte at mange
af meristemplanterne dede inden potningen (ta-
bel 7, fig. 6).

Desinfektion er ikke blevet udfert ved skering
af nellikemeristemer., Af i alt 1637 meristemer
blev 7 pct. forurenet.

Spetning-virus er blevet elimineret ved meri-
stemkultur med og uden forudgiende varmebe-
handling. Viruset er blevet elimineret bade fra
Dianthus barbatus L. og D. caryophyllus. Varme-
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behandling i antal dggn ved 38°C

30 60 100
19 (26) 5 (19)
32 @25 11 (18)
15 (39) 16 (25 1139
8 (66) 7 (58)
5 (19) 5 (19)
25 (24 5 (19)
11 (19 8 (24 20 (20)
5 (19 11 19 26 (19
8 (25 11 (19
1119 20 25 25 (20)
12 (256) 14 (195) 14 (153)

behandlingens indflydelse pé eliminering af speet-
ning-virus i meristemplanter fremgar af tabel 10.

Tabel 10. Eliminering af nellike-speetning-virus
(Elimination of carnation mottle virus)

Varmebehandling, Antal meristem- pct.
antal degn ved planter planter
38°C ialt uden virus uden virus
0......... 19 16 84
40 ......... 10 8 80
60-65....... 85 68 80

Nervemosaik-virus er blevet elimineret i samt-
lige etablerede meristemplanter (6 planter) bade
med og uden forudgiende varmebehandling.

Stregsyge-virus er ligeledes blevet elimineret 1
samtlige etablerede meristemplanter (20 planter)
bade med og uden forudgiende varmebehandling
(fig. 7). Sp®tning-virus og ®tsning-virus, der ogsi
var blevet pavist i det oprindelige materiale, blev
elimineret i henholdsvis 100 og 76 pct. af meri-
stemplanterne.

AEtsning-virus er blevet elimineret ved meri-
stemkultur med og uden forudgaende varmebe-
handling. Resultaterne fremgéar af tabel 11.

Atsning-virus er desuden elimineret i planter
af krydsningen Dianthus barbatus L. X D. car-
thusianorum L. (Paludan 1970), mens dette ikke



Tabel 11. Eliminering af nellike-cetsning-virus
(Eliminating of carnation etched ring virus)

Varmebehandling, Antal meristem- pct.
antal degn ved planter planter
38°C ialt  udenvirus- uden
symptomer virus-
symptomer
0......... 55 51 93
30......... 22 20 91
60 ......... 39 36 93
100 ......... 44 40 91

er lykkedes i fragplanter af D. caryophylius uden
forudgdende varmebehandling. Samtlige 8 eta-
blerede meristemplanter viste efter 5 til 10 mane-
ders forlgb kraftige atsning-symptomer.

Pelargonie (Pelargonium X hortorum L. H. Bail)
Meristemer er blevet skéret fra top- og sideskud
af pelargonie i en storrelse af 0,2 til 0,5 mm med-
regnet det forstc bladanlag.

Meristemplanter er blevet etableret ved dyrk-
ning p4 Murashige og Skoogs medium (agar) med
25 pct. (5/20) planter i vakst, af hvilke 4 planter
stammede fra sideskud. 4 andre medier gav nega-
tivt resultat (tabel 4). Meristemplanterne kunne
pottes 3-5 méneder efter skering, hvor tempera-
turen i dyrkningsrummet var 22,5°C ved konstant
belysning.

- Kallus-, blad- og rodudvikling er blevet under-
spgt ved forskellige kulturforhold (tabel 7). Tem-
peraturen har ikke haft nogen sterre indflydelse
pa meristemernes udvikling. Blad- og rodudvik-
ling er kun forekommet i Murashige og Skoogs
medium med bedst rodudvikling pa agar (fig. 8).
Kraftig klorofylles kallus udvikledes i Buys
medium.

Alm. desinfektion er blevet foretaget af plante-
materialet; forureningsprocenten blev senere op-
gjort til 19.

Saintpaulia (S. ionantha H. Wendl.)

Meristemer er blevet skaret fra sideskud (blad-

hjorner) af saintpaulia i en sterrelse af 0,2 til 0,4

mm iberegnet det farste bladanlag.
Meristemplanter er blevet etableret ved dyrk-

ning i Murashige og Skoogs medium (agar) med
40 pct. (4/10) planter i vaekst.

Fra det enkelte meristem udvikledes adskillige
smaplanter, og ved potningen, der blev foretaget
ca. 6 maneder efter skeringen, etableredes fra et
af meristemerne 21 meristemplanter. Temperatu-
ren i dyrkningsrummet blev holdt pa 22,5°C med
konstant belysning.

Kraftig desinfektion blev foretaget, men trods
dette blev 86 pct. af meristemerne forurenet.

Phlox (P. paniculata L. 'Spitfire’)

Meristemer er blevet skéret af side- og topskud af
phlox i en starrelse af 0,5 mm medregnet det for-
ste bladpar-anlag.

Meristemplanter er blevet etableret ved dyrk-
ning pd Murashige og Skoogs medium med 17
pct. (5/30) planter i vaekst,

Kallus-, blad- og rodudvikling er blevet under-
spgt ved forskellige kulturforhold (tabel 7). Tem-
peraturen har ikke haft nogen sterre indflydelse
pad meristemernes udvikling. En kraftig bladud-
vikling er udelukkende forckommet i Murashige
og Skoogs medium samtidig med en begyndende
rodudvikling (fig. 9). Agar og filtrerpapir var til-
syneladende lige velegnede.

Alm. desinfektion er blevet udfert, men 33 pct.
af meristemerne blev alligevel forurenet.

Freesia (Freesia X Tuberg’enii hort.)

Meristemer er blevet skaret fra spirende knolde
henholdsvis fra top- og sidespirer. Starrelsen har
varieret mellem 0,3 til 2 mm, men de fleste meri-
stemer har veret pd 0,5 mm iberegnet det forste
bladanlzg.

Meristemplanter er blevet etableret ved dyrk-
ning pa neringsmedier (tilsat agar) af Nilsson,
Kassanis samt Murashige og Skoog med hen-
holdsvis 10 (1/10), 50 (5/10) og 60 (6/10) pct.
planter i vazkst. Af i alt 24 etablerede meristem-
planter stammede de 21 fra knoldenes topspirer.
Meristemplanterne kunne pottes efter henholds-
vis 5-9, 5 og 3-5 maneders forleb, hvor tempera-
turen i dyrkningsrummet var 22,5°C ved kon-
stant belysning.

Undersggelser med forskellige pH-verdier
(Nilssons nzringsmedium (filtrerpapir)) tyder pa,
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at pH 5,4 var bedre end 6,0, idet der af 2x30
skdrne meristemer blev etableret henholdsvis 6
og 1 plante. )

Kallus-, blad- og rodudvikling er blevet under-
spgt ved forskellige kulturforhold (tabel 7). Tem-
peraturen har ikke haft nogen sterre indflydelse
pd meristemernes udvikling. Blad- og rodudvik-
ling var bedst i Murashige og Skoogs narings-
medium og bedst med agar (Buys ingen blad-
udvikling).

Desinfektion har vist sig at vere nodvendig.
Ved alm. desinfektion og ved flambering af knol-
dene i sprit har forureningsprocenten varet hen-
holdsvis 14 og 13.

Benne-gulmosaik-virus (BGMYV) er blevet eli-
mineret i 10 af 14 meristemplanter og freesia vi-
rus 1 i 6 af 8 planter.

I planter, hvor BGMYV er blevet climineret, er
veksten betydelig kraftigere og blomsterformen
normal i modsatning til de inficerede med svagere
vaekst og tydelig rynkede og deforme blomster.

Planter befriet for freesia-virus 1 har udviklet
helt ensfarvede blomster i modsztning til infice-
rede med kraftig spettede kronblade (fig. 10).

Gladiolus (Gladiolus X colvillei Sweet.)
Meristemer er blevet skdret fra knolde af gladio-
lus i en starrelse mellem 0,5 og 0,8 mm iberegnet
det forste bladanleg.

Meristemplanter er blevet etableret ved dyrkning
1 Murashige og Skoogs naringsmedium med 50
pct. (5/10) planter i vakst. Meristemplanterne
kunne pottes efter 2-3 méneder, hvor temperatu-
ren i dyrkningsrummet var 22,5°C ved konstant
belysning.

Kraftig desinfektion af knoldene er blevet ud-
fart inden skeringen, men 40 pct. af meristemerne
blev alligevel forurenet.

Iris (Iris % hollandica Bergm.  Wedgwood')
Meristemer er blevet skiret af irislag i vekst,
hvor det har veret muligt at tage 1 til 2 meriste-
mer fra knopper placeret ved bunden af blomster-
stilken inde i la@get.

Sterrelsen har varieret fra 0,4 til 0,75 mam, men
de fleste meristemer har vaeret omkring 0,5 mm
store medregnet det forste bladanleg.
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Meristemplanter er blevet etableret (fig. 2b)
ved dyrkning pd naringsmedier (tilsat agar) af
Nilsson, Kassanis, Stone samt Murashige og
Skoog med henholdsvis 23 (9/40), 10 (1/10), 70
(7/10) og 37 (11/30) pct. planter i vaekst. Meri-
stemplanterne kunne pottes fra 5 til 14 méneder
efter skering, hvor temperaturen i dyrkningsrum-
met var 22,5°C ved konstant belysning.

Alm. desinfektion har veret udfert af de disse-
kerede log. Forureningsprocenten af 90 skérne
meristemer blev opgjort til 31.

Iris-mosaik-virus er blevet elimineret i 9 af 10
testede (elektronmikroskopi) meristemplanter.
Mosaiksymptomer har ikke kunnet iagttages i
bladene af 18 tiltrukne planter, men blomstrings-
kontrol har endnu ikke kunnet udfares.

Lilje (Lilium L. hybr. 'Entchantment')
Meristemer er blevet skaret fra liljelog i vekst,
hvor det har veret muligt at tage 1-2 meristemer
fra knopper placeret ved bunden af blomsterstil-
ken inde i lgget.

Storrelsen har varieret fra 0,3 til 1 mm, men de
fleste meristemer har vaeret pd 0,5 mm medregnet
det forste bladanlzg.

Meristemplanter er blevet etableret (fig. 11 b) ved
dyrkning pd neringsmedier af Nilsson (filtrerpa-
pir) samt Murashige og Skoog (agar) med hen-
holdsvis 70 (7/10) og 11 (2/19) pct. planter i vakst.
Meristemplanterne kunne pottes efter 4-6 mane-
ders forlgb, hvor temperaturen i dyrkningsrum-
met var 22,5°C ved konstant belysning.

Kallus-, blad- og rodudvikling ved 17°C er
blevet undersggt ved forskellige kulturforhold
(tabel 7). Blad- og rodudvikling har varet bedst
i Buys nzringsmedium og lige god pi agar som
med filtrerpapir.

Lilje-latent-virus er blevet elimineret i 8 af 9
meristemplanter.

Alm. desinfektion har varet udfert, men trods
dette har forureningsprocenten veret 60-87. Efter
desinfektion ved flambering af knoldene i sprit
var forureningsprocenten 40.

Narcis (Narcissus pseudonarcissus L.)
Meristemer er blevet skaret fra narcislgg i vaekst,
hvor det har varet muligt at tage 1-2 meristemer



Fig. 3. Chrysanthemum-meristemer 90 degn gamle
pd henholdsvis flydende (filtrerpapir-viege, t.h.) og
fast (agar, t.v.) neringsmedium af Murashige og
Skoog. Rumtemperatur 17°C.

Chrysanthemum meristem plants 90 days old on
liquid (filter paper, right) and solid (agar, left) medium
of Murashige and Skoog. Room temperature 17°C.

Fig. 6. Nellike-meristemer 60 degn gamle pd hen-
heldsvis flydende (filtrerpapirvege, t.h.) og fast (agar,
t.v.) neringsmedium af Buys. Rumtemperatur 22°C.
Carnation meristem plants 60 days old on liquid
(filter paper, right) and solid (agar, left) medium of
Buys. Room temperature 22°C.

Fig. 5. MNellike-meristemer 40 degn gamle, dyrket
ved en rumtemperatur pd henholdsvis 22 (t.v.) og
17°C (t.h.) pad Buys neringsmedivm.

Carnation meristern plants 40 days old grown by a
room temperature at 22°C (left) and 17°C (right) on
Buys medium.

Fig. 7. Nellikeblomster af sorten 'Monica’ fra hen-
holdsvis sund meristemplante (t.h.) og plante inficeret
med nellike-stregsyge-virus (t.v.).

Flowers of the carnation variety ‘Monica” from
healthy meristem plant (right) and plant infected with
carnation streak virus (left).

Fig. 8. Pclargonie-meristemer 40 degn gamle pa
henholdsvis flydende (filtrerpapir-vaege, t.h.) og fast
(agar, t.v.) neringsmedium af Murashige og Skoog.
Rumtemperutur 22°C,

Pelargonium meristemn plants 40 days old on liquid
(filter paper, right) and solid (agar, left) medium of
Murashige and Skoog. Room temperature 22°C.

’

Fig. 10. Freesiablomister af sorten ’Princess Marijke
fra henholdsvis sund meristemplante (t.v.) og plante
inficeret med freesia-virus 1 (t.h.).

Flowers of the freesia variety ‘Princess Marijke’ from
healthy meristem plant (left) and plant infected with
freesia virus 1 (right).
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Fig. 1. Chrysanthemum-meristemer 170 dggn gamie
pé& henholdsvis flydende (filtrerpapir-vaege, t.v.) og
fast (agar, th.) naringsmedivm af Murashige og
Skoog. Rumtemperatur 22°C.

Chrysanthemum meristem plants 170 days old on
liquid (filter paper, left) and solid (agar, right) medium
of Murashige and Skoog. Room temperature 22°C.

Fig. 4. Nellike-meristemer 30 dogn gamle pa fast
{agar) nzeringsmedium af’ Murashige og Skoog. Rum-
temperatur 22°C,

Carnation meristem plants 30 days old on solid {agar)
mediom of Murashige and Skoog. Room temperature
22°C.
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Fig. 2. Meristemer af chrysanthemum (a) og iris (b)
p& henholdsvis flydende (filtrerpapir-vage, t.v.) og
fast (agar, t.h.) neringsmedium af Nilsson. A 80 degn
og b 200 dggn gamle. Rumtemperatur 22°C.
Meristem plants of chrysanthemum (2) and iris (b)
on liquid (filter paper, lefty and solid (agar, right)
medium of Nilsson. A 80 days and b 200 days old.
Room temperature 22°C.

Fig. 9. Phlox-meristemer 130 degn gamle pd hen-
holdsvis flydende (filtrerpapirvage, t.v.) og fast (agar,
t.h.) neringsmedium af Murashige og Skoog. Rum-
temperatur 17°C.

Phlox meristem plants 130 days old on liquid (filter
paper, left) and solid {agar, right) medium of Mura-
shige and Skoog. Room temperature 17°C.



a b

Fig. 11. Meristemer af narcis (a) og lilje (b) 130 dagn
gamle, oprindelig etableret pa Buys neringsmedium
i fast form.

A overflyttet efter 70 dogn til Aydende (filtrerpapir-

vage) neringsmedium af Murashige og Skoog. Rum-
temperatur 17°C.
Meristem plants af narcis (a} and lily (b} 130 days old
originally established on solid medium af Buys. A
transferred after 70 days to liquid (filter paper) me-
dium of Murashige and Skoog. Room temperature
17°C.

a b c

Fig. 12. Meristemer af buddieia (a), peberrod (b)
og tulipan (¢) oprindclig etableret pa fast medium af
Murashige og Skoog. A overflyttet efter 50 dogn fil
et flydende (filtrerpapir-vaege} medium baseret pa
Knops oplesning. B 30 dogn, 2 og ¢ 130 dagn gamle.
Rumtemperatur 22°C for b, 17°C for a og ¢.
Meristem plants of buddleia {a), horseradish (b) and
tulip (¢) originally established on solid medium of
Murashige and Skoog. A transferred after 50 days o
liquid (filter paper) medium based on Knops solution.
B 30 days, a and ¢ 130 days old. Room temperature
22°C for b, 17°C for a and ¢.
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Tabel 12. Kallus-, blad og rodudvikling i antal meristemer af 10 opgjort 35-70 dogn efter
skaring i folyende nwringsmedier med 16 fimers belysningldogn

(Callus, leaf and root development in number of 10 meristem-tips 35 to 70 days after
cutting in the following media with 16 hours illumination)

Murashige og Skoog Buys
Kultur Udvik- 17°C 22¢C 17°C 22°C
ling af agar filter agar filter agar filter agar filler
Kokkenurter:
Rabarber kallus — o] 0 0 e 0 [ 3
blade —_ 6 1 3 — 1 2 0
regdder — 0 I 1 —_— 1 I 0
Treagtige planter:
Buddleia kallus 0 [}
blade 7 8
radder 0 2
Ribs kallus 0 0 0 0 0 0 3 0
blade (1) 0 2y (5) 0 0 (6) 7
radder 0 0 0 0 0 0 0 Q
Solbaer kallus 0 0 0 0 0 0 0 0
blade 2 4 (4) 3 1 0 2) (1)
redder Q 0 0 0 0 [ Q [}
Stikkelsbar kallus 0 0 0 0 0 0 0 0
blade 3 6 7 6 0 2 0 (1)
4] 0 0 0 0 0

rodder

fra knopper placeret ved bunden af blomsterstil-
ken inde i loget. Meristemerne blev skaret med et
eller flere bladanlag med en storrelse variercnde
fra 0,8 til 3 mm.

Merimstemplanter er blevet etableret ved dyrk-
ning pd Buys neringsmedivm med 18 pet (7/40)
planter 1 vaekst.

Kallus-, blad- og rodudvikling ved 17°C er
blevet undersegt ved forskellige kulturforhold
(tabel 7). Rod- og bladudvikling har varet bedst
i Buys medium vafhengig af anvendelsen af agar
eller filtrerpapir (fig. 11a).

Alm. desinfektion af plantematerialet er blevet
udfert, men ailigevel blev 50 pct. af meristemcrne
forurenet.

Tulipan (Tulipa < gesneriana L.)

Meristemer er blevet skaret fra tulipanleg 1 hvile,
hvor det var muligt at tage 1-2 meristemer fra
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knopper i bladhjarnerne. Meristemer blev skéret
med et eller flere bladanleg med en stgrrelse, der
varierede fra 0,7 til 3 mm.
Kallus-, blad- og rodudvikling ved 17°C er
blevet undersggt ved forskellige kulturforhold
(tabel 7). Bladudvikling har fundet sted bade i
Murashige - Skoog og i Buys neringsmedier til-
syneladende uafhengig af anvendelsen af agar
eller filtrerpapir. Begyndende rodudvikling er lige-
ledes blevet registreret 1 begge medier (fig. 12¢).
Aln. desinfektion er blevet udfert. 20 pct. af de
skdrne meristemer blev forurenet.

Peberrod (Armoracia lapathifolia Gilib)
Meristemer ¢r blevet skaret fra rodspirer i en stor-
relse mellem 0,25 og 0,5 mm medregnet det forste
bladanleg.

Meristemplanter cr blevet etableret (fig. 12b)
ved dyrkning pd Murashige og Skoogs neerings-



medium (agar) med 38 pct. (18/38) planter i vakst.
Meristemplanterne kunne pottes efter 1 til 2 ma-
neders forlgb, hvor temperaturen i dyrknings-
rummet var 22,5°C ved konstant belysning.

Alm. desinfektion har varet udfert af de ren-
sede radder. 38 pct. af de skirne meristemer blev
forurenet.

Kalroe-mosaik-virus er blevet elimineret 1 samt-
lige 18 tiltrukne meristemplanter.

Orienterende udbyttemalinger baseret pa det
oprindelig inficerede plantemateriale samt virus-
frie meristemplanter (15 planter af hver kategori)
resulterede i et gennemsnitligt rodudbytte pr.
plante pa henholdsvis 187 og 307 gr. (61 pct.
vagtforggelse).

Rabarber (Rheum Rhaponticum L.)

Meristemer er blevet skéret fra topskud af rabar-
ber i en storrelse af 0,8 til 3 mm iberegnet et eller
flere bladanlag.

Meristemplanter er blevet etableret ved dyrk-
ning pd Murashige og Skoogs medium med 10
pct. (1/10) planter i vakst,

Kallus-, blad- og rodudvikling er blevet under-
sggt ved forskellige kulturforhold (tabel 12). Be-
gyndende blad- og rodudvikling er forekommet
bade i Murashige - Skoogs og Buys medier og
vaksten er blevet stimuleret efter flytning til et
svagere medium baseret pA Knop’s oplgsning
(Jones-Vine 1968).

Kraftig desinfektion er blevet udfert. Af 1 alt
80 skarne meristemer er imidlertid 63 pct. blevet
forurenet.

Buddleia (B. Davidii Franck.)
Meristemer er blevet skiret fra top- og sideskud
af buddleia i en storrelse af 0,3 til 0,5 mm ibereg-
net det ferste bladpar-anleg.

En enkelt meristemplante (1/10) er blevet
etableret ved dyrkning pd Murashige og Skoogs
nzringsmedium.

Bladudvikling er forekommet i Murashige og
Skoogs naringsmedium (tabel 12) uafhengig af
temperaturen (fig. 12a). Rodudvikling er endnu
kun forekommet i fa tiifaelde, men ved flytning
af meristemerne til et svagere medium baseret pa

Knop’s oplasning (Jones-Vine 1968) er vaksten
blevet stimuleret.

Alm. desinfektion er blevet udfert. Af 100 skér-
ne meristemer er 44 pct. blevet forurenet.

Hortensie (Hydrangea X macrophylla Ser.)

Meristemer er flere gange blevet skaret af horten-
sie, men pa grund af meget kraftige forureninger
ofte op til 100 pct., er det endnu kun lykkedes at
etablere enkelte meristemplanter af denne kultur.

Kallus-, blad- og rodudvikling er blevet under-
sogt ved forskellige kulturforhold (tabel 7). Be-
gyndende bladudvikling har vist sig i Murashige
og Skoogs medium bade pa agar og filtrerpapir
samt i Buys medium (filtrerpapir).

Alm. og kraftig desinfektion har varet anvendt
uden held. Undersggelser vedrgrende behandling
med oxysprit (Hellmers 1960) i forskellig tid og
med forskellig koncentration har givet fglgende
resultat (tabel 13).

Tabel 13. Hortensie-skud desinficeret med oxysprit
(Desinfection of hydrangea shoots with oxysprit)

Antal meristemer af

Oxysprit-* Behandlings- 10 skdrne
koncentration tid i min. forurenet i veekst
(bakterier)
3 pet. ... 15 7 5
1 » ... 15 8 5
I » ... 30 10 5
1 » ... 30 2 1
I » ..., 60 1 1
1 » ... 60 0 0

*

blanding af 70 pct. ethanol og } eller 1 pct.
8-hydroxyquinulinsulfat.

Ribs (Ribes rubrum L.)
Alle resultater som for stikkelsber.

Solber (Ribes nigrum L.)
Alle resultater som for stikkelsbar.

Stikkelsber (Ribes grossularia L.)
Meristemer er blevet skiret fra top- og sideskud
af stikkelsber i en storrelse af 0,5-1,2 mm med-
regnet det ferste bladanleg.

Det er ikke lykkedes at etablere meristemplan-
ter i 6 forskellige neringsmedier, men blad- og
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skududvikling er opnéet i Murashige og Skoogs
medium ved en temperatur pa 22,5°C i dyrknings-
rummet og med konstant belysning,

Kallus-, blad- og rodudvikling er blevet under-
sogt ved forskellige kulturforhold (tabel 12).
Temperaturen har ikke haft nogen storre indfly-
delse pd meristemernes udvikling. Bladudvikling
har varet bedst i Murashige og Skoogs medium,
hvorimod rodudvikling ikke har forekommet 70
degn efter skeering. Der var ingen forskel ved an-
vendelse af agar contra filtrerpapir.

Meristemerne har opnaet en vis stgrrelse og
udvikling i n®vnte medium, men gik siden til
grunde, idet de farvedes brune og efterhinden
terrede ind. Forsgg pa overflytning til et svagere
medium baseret p4 Knop’s oplgsning, beskrevet
af Jones-Vine 1968, har hidtil ikke resulteret i
nyvakst.

Alm. desinfektion er blevet foretaget. Af 151
skdrne meristemer blev 10 pct. forurenet.

IV. Diskussion .
Sammenligning af forskellige naringsmediers eg-
nethed til dyrkning af meristemer fra forskellige
kulturer har vist, at Murashige og Skoogs (MS)
medium gennemgiende har veret det bedste (ta-
bel 4), hvilket stemmer overens med en lang rak-
ke udenlandske undersggelser (tabel 1).

Andringer i n@ringsmediernes indhold af
vekststoffer har for visse kulturer haft stor ind-
flydelse pd meristemernes vakst. Saledes har bl.a.
pelargoniemeristemer udviklet sig normalt i MS-
mediet (gibberelinsyre, indol-3-eddikesyre og ki-
netin), mens der i Buys medium (1-napthalen-eddi-
kesyre, kalciumpanthothenat og cystein) kun ud-
vikledes en klorofyligs kallusvaekst (tabel 2, 7).

Anvendelse af flydende medium (filtrerpapir) i
stedet for fast medium (agar) har resulteret i en
langt mere harmonisk udvikling af skud og red-
der hos visse meristemplanter (chrysanthemum,
nelliker og pelargonier), mens denne forskel i ud-
vikling ikke har gjort sig galdende for andre kul-
turer (phlox, log- og knoldvekster) (tabel 7). Det-
te stemmer overens med Quak’s udtalelser pd
kongressen i Israel (1970), hvor koncentrationen
af nzringsmediet tilsyneladende skal senkes ved
anvendelse af agar.
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Temperaturen har ikke haft nogen vasentlig
indflydelse pa meristemernes udvikling (17 og
22°C), ligesom konstant belysning sivel som 16
timers belysning begge har varet anvendelige.
Ved sidstnavnte har en belysning pa 1200 lux dog
forirsaget lysmangel hos freesia, nelliker og pe-
largonier. Murashige’s undersggelser vedrgrende
optimal belysning af tobak (side 6) har siledes
ikke direkte kunnet overfores til andre kulturer.

Resultaterne vedrprende pH-verdiens indfly-
delse pd meristemernes vaekst (side 9 og 12) har-
monerer til dels med dem beskrevet af Srone i
1963, men viser yderligere, at pH-vardiens ind-
flydelse varierer med n@ringsmediet (tabel 5).

Varmebehandlingens indflydelse p4 meristemer-
nes vaekst har ligeledes veret afhangig af nerings-
mediet (tabel 6). Chrysanthemum dyrket pa MS
nzringsmedium var siledes upavirket af varme-
behandlingen, hvilket ikke stemmer overens med
Hakkaart og Quak’s undersogelser i 1964.

Samtlige tolv vira, der har varet undersggt, er
alle blevet elimineret ved meristemkultur uden
forudgiende varmebehandling. Fem af disse vira
er desuden climineret ved kombinationen varme-
behandling og meristemkultur. Af tre n®rmere
underspgte vira er kun et (chrysanthemum-
dveergsyge-virus) blevet elimineret i stigende grad
med den forlengede varmebehandling (tabel 8,
10, 11).

Sidstnsevnte resultater tyder pi, at der uafhan-
gig af plantematerialets behandling sker en direk-
te inaktivering af virus i meristemet, enten ved
den direkte kontakt med neringsmediets kemi-
kalier (Walkey og Woolfitt 1968) eller ved en for-
styrrelse af balanceforholdet mellem virusproduk-
tion og viruseliminering (Holling og Stone 1964).

V. Konklusion
Anvendelsen af Murashige og Skoogs n&rings-
medium har i disse undersggelser vist sig som det
bedste medium ved etablering af meristemplanter
fra samtlige undersegte, urieagtige kulturer og
samtidig vist lovende resultater vedrerende de
treagtige (tabel 4).

En stimulering af vaksten har samtidig i vee-
sentlig grad reduceret tiden fra skeringstidspunk-
tet til meristemerne kunne pottes.



Hvor nzringsmediet blev tilfert via filtrerpapir
opndedes den mest harmoniske vakst i form af
normal skud- og rodudvikling hos chrysanthe-
mum, nelliker og pelargonier. Anvendelsen af agar
forirsagede i samme kulturer dels en kraftig kal-
lusveekst med dannelse af mange skud og dels en
hazmning af rodvaeksten, hvilket resulterede 1 de
fleste planters dad (tabel 7).

VI. Resumé
Ved anvendelse af forskellige neringsmedier (ta-
bel 2) er det lykkedes at etablere meristemplanter
af falgende havebrugsplanter: Buddleia, chrysan-
themum, dahlia, hortensie, nellike, pelargonie,
phlox, saintpaulia, freesia, gladiolus, lilje, iris,
narcis, peberrod samt rabarber (tabel 4). Desu-
den er det lykkedes at frembringe skud- og rod-
vaekst hos tulipan samt begyndende bladudvik-
ling hos ribs, solbxr og stikkelsbar (tabel 7 og
12).

Neringsmedier baseret pd Berthelots og Knops

oplesninger (Nilssons, Kassanis®’, Neergaards og -

Stones) har vist sig egnede til forskellige urteagtige
prydplanter, mens naringsmedier, oprindelig be-
regnet til vev- og kalluskulturer (Murashige og
Skoogs m.fl.), har kunnet anvendes til en lang
raekke kulturplanter (urteagtige prydplanter, log-
og knoldvekster, kokkenurter samt traeagtige
planter) (tabel 4).

Temperaturer pd 17 og 22°C var lige velegnede
for udvikling af meristemer skaret fra chrysan-
themum, nellike, pelargonie, phlox, freesia og til-
syneladende for solbzr og stikkelsber (tabel 7 og
12). Den hgjeste temperatur resulterede i den hur-
tigste udvikling (fig. 5).

Konstant belysning (1200-3000 lux) har veret
velegnet til de naevnte etablerede meristemplanter.
16 timers belysning (1200 lux) har ligeledes varet
anvendelig til omtalte kulturer (tabel 7 og 12),
men symptomer pa lysmangel har dog vist sig hos
nellike og freesia.

Anvendelsen af Murashige og Skoogs n®rings-
medium som oplgsning (filtrerpapir) i stedet for
som fast medium (agar) har i vaesentlig grad
mindsket kallusdannelsen hos meristemplanter

fra chrysanthemum, nellike og pelargonie, men
oget denne hos flere log- og knoldvakster.

Hvor fast medium blev anvendt dannedes der,
hos meristemplanter fra chrysanthemum, nellike
og pelargonie, en kraftig kallusvaekst, der resul-
terede i udvikling af unormalt mange vanddrukne
skud og svage redder, hvilket medferte, at mange
af meristemplanterne dede inden potningen (ta-
bel 7) (fig. 3, 6, 8).

Anvendelse af neringsmediet enten som opl@s-
ning eller som fast medium har ikke haft nogen
nzvnevaerdig indflydelse pi blad- og rodudvik-
lingen hos meristemplanter fra log- og knoldvak-
ster (tabel 7).

Indflydelsen af ne@ringsmediernes pH-verdi pa
meristemplanternes vakst har dels varieret med
det anvendte medium (tabel 5) og dels med kul-
turen. For chrysanthemum- og nellikemeristemer,
dyrket pd Nilssons neringsmedium, har den op-
timale pH-vardi saledes varet henholdsvis 6 og
5,4 (se tabel 5 samt side 12).

Varmebehandlingens indflydelse pA meristem-
planternes vaekst har varieret med naringsmediet.
Antallet af etablerede chrysanthemummeristemer
var saledes upavirket ved dyrkning pd Murashige
og Skoogs medium, mens antallet blev reduceret,
hvor Nilssons medium blev anvendt (tabel 6).

Nellikesorterne har ikke haft nogen sikker ind-
flydelse pa pct. meristemplanter i vekst, og ingen
af de underspgte sorter har varet specielt felsom-
me over for varmebehandling (tabel 9).

Folgende vira er blevet elimineret enten ved
meristemkultur alene (M) eller ved kombination
af varmebehandling og meristemkultur (VM):

Bonne-gulmosaik (M), chrysanthemum-aspet-
mi (M), chrysanthemum-dvergsyge (M4-VM),
dahlia-mosaik (M), freesia-virus 1 (M), iris-mo-
saik (M), kalroe-mosaik (M), lilje-latent (M),
nellike-nervemosaik (M4 VM), nellike-spatning
(M+VM), nellike-stregsyge (M-+VM) samt
nellike-etsning (M <+ VM),

Chrysanthemum-dveergsyge-virus er blevet eli-
mineret 1 stigende grad med den ggede forlaengel-
se af varmebehandlingen (tabel 8), mens elimine-
ring af nellike-sp&tning- og -@&tsning-virus har
varet vafhengig af varmebehandlingens lengde
(tabel 10 og 11).
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VII. Summary

Establishment of virusfree meristem-tip culture of
horticultural plants

By use of different nutrient media (table 2) the following
horticultural plants have been established by meristem-
tip culture: Buddleia, carnation, chrysanthemum, dah-
lia, hydrangea, pelargonium, phlox, saintpaulia, free-
sia, gladiolus, lily, iris, narcissus, horseradish and
rhubarb (table 4). Shoot and root growth have been
achieved at tulip, while development of leaves was
obtained in culture of black and red currant and
gooseberry (table 7 and 12).

Nutrient media based on Berthelots and Knops
solutions (Nilssons, Kassanis’, Neergaards and Stones)
have proved satisfactory to different herbaceous orna-
mentals, while nutrient media, originally prepared for
tissue and callusculture (Murashige and Skoogs etc.)
have been successfully used for several cuitivated
plants as herbaceous ornamentals, bulbs, corms, vege-
tables and woody plants (table 4).

Temperatures at 17 and 22° C were both suitable for
the development of meristem-tips from carnation,
chrysanthemum, pelargonium, phlox, freesia and ap-
parently also for black currant and gooseberry (table
7 and 12), where the highest temperature resulted in
the most rapid development (fig. 5).

Constant ijllumination (1200-3000 lux) has been
suitable for establishment of the meristem plants men-
tioned. 16 hours illumination have also been usable
for the same meristem plants, but symptoms caused
by light deficiency have been observed in carnation
and freesia.

Murashige and Skoogs medium used in soluble
state (filterpaper) instead of solid medium (agar) has
clearly diminished the development of callus at meri-
stem plants from carnation, chrysanthemum and pe-
largonium but stimulated the callus growth of several
bulbs and corms.

Heavy growth of callus occurred where solid me-
dium was used for growing meristem plants of carna-
tion, chrysanthemum and pelargonium. This proce-
dure resulted in development of abnormal watersoaked
shoots and weak roots causing the death of several
meristem plants before they were ready for potting
(table 7) (fig, 3.6,8).

The development of leaves and roots of meristem
plants from bulbs and corms were independent of the
condition of the medium (table 7).

The influence of the pH-value of the medium on
the growth of the meristem plants has varied both
with the used medium (table 5) as well as with the
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culture. For carnation and chrysanthemum meristem
plants, grown at Nilssons medium, the optimal pH-
value has been respectively 6 and 5,4 (table 5 and page
12).

The influence of the heat treatment on the growth
of the meristem plants has varied with the medium
used. The number of established meristem plants from
heat treated chrysanthemum was unaffected when
growing on Murashige and Skoogs’ medium, but re-
duced by growing on the medium of Nilsson (table 6).

In establishment of carnation meristem plants the
varieties did not have any special influence, and none
of the examined varieties were extremely heat sensi-
tive.

The following viruses have been eliminated either
by meristem-tip culture alone (M) or by heat treatment
followed by meristem-tip culture (HM): Bean yellow
mosaic virus (M), cabbage black ringspot virus (M),
carnation etched ring virus (M+HM), carnation
mottle virus (M-+HM), carnation streak virus (M +
HM), carnation vein mottle virus (M +HM), chrysan-
themum aspermy virus (M), chrysanthemum stunt
virus (M +HM), dahlia mosaic virus (M), freesia virus
1 (M), iris mosaic virus (M) and lily latent virus (M).

The chrysanthemum stunt virus has been eliminated
dependent on the prolonged heat treatment (table 8),
while the elimination of carnation etched ring virus
and carnation mottle virus have been unaffected of
the heat period (table 10 and 11).

Dictionary:

antal - number

befriet - eliminated

behandling - treatment
bemarkning - remark

blade - leaves

dagn - days

forurenet - contaminated
kallus - callus

kultur - culture

log- og knoldvakster - bulbs and corms
oplasning - solution
prydplanter - ornamental plants
radder - roots

skéret - cutted

uden - without

varme - heat

vekst - growth
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