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Micropropagation of rose rootstock Rosa indica ‘Major’
Sliinin ary

Rosa indica ‘Major is a vegetatively propagated rootstock, valuable for
greenhouse grown cultivars. In vitro propagation could help the supply of high
quality plants for field stock plantations. Results from our experiments show
that increase in the number of shoots >1 c¢cm can be obtained through the use
of 2,2 g/l Gelrite instead of Plant agar and to reduction of 6-benzylaminopurine
concentration to 1,5 mg/l. FeEDDHA chelate did not improve the quality of the
cultures. Rooting of shoots could be more effective when riboflavine is added to
the auxin medium in a one-step procedure or when microcuttings are
subcultured after root induction to auxin free medium.
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1. Wstep

Podktadki stosowane w produkcji r6z majg za zadanie mody-
fikowaé wzrost i rozkrzewianie odmian szlachetnych, zwiekszaé
odporno$¢ roslin na nicienie, niesprzyjajace warunki glebowe
i klimatyczne oraz plonowanie zimowe réz szklarniowych. R. in-
dica ,Major” jest podkladka rozmnazang wegetatywnie, ktora
zmniejsza negatywny wptyw niedos$wietlenia zimg i zbyt wyso-
kiej temperatury latem (1). De Vries i Dubois (2) wykazali, ze
ukorzenianie sadzonek podktadek réz pochodzacych z matecz-
nikéw zatozonych z roslin rozmnazanych in vitro bylo lepsze niz
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sadzonek pochodzgcych z matecznikow zatozonych z sadzonek mnozonych trady-
cyjnie. Mateczniki takie sg zazwyczaj wysoce produktywne przez kilka lat, po czym
nalezy je zastapi¢ nowymi nasadzeniami. Szersze rozpowszechnienie wymienionej
podkiadki w Polsce moze by¢ przyspieszone w wyniku produkowania sadzonek do
nasadzern matecznikédw w kulturach in vitro. W literaturze mozna znalez¢ trzy donie-
sienia na temat mikrorozmnazania R. indica ,Major”, w tym jedno dostepne tylko
jako informacja o namnazaniu pedéw w artykule przeglagdowym (3). Avramis i wsp.
(4) donosili o masowym rozmnazaniu tej podktadki na pozywce Murashige i Skooga
(5) z dodatkiem 2,0 mg/l 6-benzyloaminopuryny (BAP) i 0,1 mg/l kwasu naftyloocto-
wego (NAA). Wspotczynnik rozmnazania wynosit od 1,8 do 2,2 pedu na miesiac, co
w dzisiejszych warunkach ekonomicznych jest daleko niewystarczajgce dla prak-
tycznego zastosowania. Przestanki te byly powodem do podjecia doswiadczen, kto-
rych celem byto poznanie warunkéw efektywnego mikrorozmnazania wyselekcjono-
wanego klonu Rosa indica ,,Major”. We wstepnie przeprowadzonych doswiadcze-
niach wykazano, ze na pozywce z dodatkiem 2 mg/l BAP mozna uzyska¢ okoto 5 pe-
doéw na miesigc, ale pedy sg krotkie, ponizej | c¢cm, i przez to mniej przydatne do
ukorzeniania. W pracy tej przedstawiamy wyniki z doswiadczen nad wpltywem wy-
sokos$ci pedu, rodzaju srodka zelujgcego oraz zwigzku chemicznego bedgcego zréd-
tem zelaza na namnazanie pedéw, a takze czasu oddziatywania auksyny, wegla ak-
tywnego i ryboflawiny oraz pozywki ptynnej na ukorzenianie pedow tej podktadki.

2. Materiat i metody

2.1. Zaktadanie kultur

Wierzchotki szczytowych i bocznych pedéw pobrane z kilkunastoletnich krze-
woOw Rosa indico ,Major” pozbawione rozwinietych lisci, ptukano przez kilka godzin
w biezgcej wodzie, a nastepnie sterylizowano w chlorku rteci 0,]% przez 1-3 minut.
Wierzchotki dtugosci 5-10 mm wyktadano na pozywke zawierajgcg sole Murashige
i Skooga - MS w stezeniu 1/2, witaminy MS, 30 g/l sacharozy, 1,0 mg/l BAP i 200 mg/|
albuminy mlecznej.

2.2. Namnazanie pedow

Podstawowa pozywka dla rozkrzewiania podktadek r6z zawierata sole i witami-
ny MS, 30 g/l sacharozy, 2,0 mg/l BAP, 0,1 mg/l kwasu indolilo-3-octowego (1MA),
1,0 mg/l kwasu giberelowego (GA3) i 7 g/l agaru Plant (Duchefa). Wykonano trzy dos-
wiadczenia: (A) nad wplywem wysokosci inicjalnej pedoéw (< lcm oraz 1-2 cm), (B)
nad wplywem rodzaju substancji zelujgcej (agar Plant i Gelrite) oraz (C) nad
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wptywem formy zelaza (chelaty etyleno-di-amino tetra-octan sodowo-zelazawy (FeNa
EDTA) i etyleno-di-amino di-(-2-hydrofenylo)octan zelazawy (FeEDDHA), na namna-
zanie pedow katowych.

2.3. Ukorzenianie i aklimatyzacja

Pedy o wysokosci | cm indukowano do ukorzeniania na pozywce podstawowej,
zawierajgcej sole MS w stezeniu 1/2 z dodatkiem 30 g/l sacharozy, 1,0 mg/l kwasu
indolilo-3-mastowego (IBA) i 7 g/l agaru Plant. Przez pierwsze pie¢ dni pedy przeby-
waly na tej pozywce w ciemnosci, a nastepnie przenoszono je do standardowego
osSwietlenia 16 h. Zastosowano trzy rodzaje traktowania sadzonek po okresie in-
dukcji: 1) pedy pozostawaly na pozywce indukcyjnej, 2) pedy przenoszono po
5 dniach na pozywke identyczng, ale bez auksyny i z dodatkiem 5 g/l wegla aktyw-
nego, 3) pedy przenoszono do naczynia z perlitem wysyconym pozywka ptynng
identyczng jak indukcyjna, ale bez auksyny. Nastepne dwa sposoby polegaly na in-
dukowaniu korzeni i ukorzenianiu pedoéw na jednej pozywce, takiej jak podstawo-
wa, lecz z dodatkiem ryboflawiny w stezeniu 1,0 mg/l (4) lub ryboflawiny w steze-
niu 5,0 mg/l (5). Ukorzenione pedy sadzono do mieszaniny torfu z perlitem (4:1),
zabezpieczajgc przed wysychaniem ostong z folii polietylenowej, a przed grzybami
odglebowymi i szarg plesnig 0,2% roztworem Kaptanu i 0,1% roztworem Rovralu.

2.4. Warunki prowadzenia doswiadczen, obserwacje i analiza statystyczna

W stoikach o pojemnosci 200 ml umieszczano po 4 pedy. Liczba pedéw w kom-
binacji doswiadczalnej wynosita 24. Doswiadczenia wykonano dwukrotnie. Cechy
charakteryzujgce rozkrzewianie - liczbe i dlugos¢ pedéw w wieloroslinkach okre-
Slano po 6 tygodniach. Cechy charakteryzujace ukorzenianie - procent pedéw uko-
rzenionych, liczbe i dlugo$¢ korzeni oraz dtugos¢ peddéw okreslano po 4 tygo-
dniach. Analize statystyczng prowadzono na wartosSciach $rednich ze stoika. Istot-
no$¢ réznic okreslono przy P = 0,05.

3. Wyniki i dyskusja

Wierzchotki pedéw rozpoczely wzrost i rozkrzewianie juz na pozywce inicjalnej,
w czasie pierwszych 6 tygodni kultury. Przeciwnie do Rosa manetti (6), podktadka
-Major” tworzyta w czasie pasazu na pozywce podstawowe] prawie wylgcznie pedy
nizsze od | cm. W doswiadczeniu A wykazano, ze z pedow o wysokosci od ! do
2 cm otrzymano o 50% wiecej pedéw bocznych niz z peddéw nizszych od 1 cm
(tab. 1A). Takze Salehi i Khosh-Khui (7) wykazali, ze u r6z miniaturowych wielko$¢
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eksplantatu inicjalnego (dtugosé i $rednica pedu) jest pozytywnie skorelowana
z wydtuzaniem i rozkrzewianiem pedow.

Tabela 1

Namnazanie pedéw Rosa indica ,,Major”, w zaleznosci od inicjalnej dtugosci pedéw (A), rodzaju substancji
zelujacej (B) oraz formy zelaza (C)

Zatozenia doswiadczen A, B i C Srednia liczba pedéw (%) pedow > 1 cm diugosci

A. BAP 2 mgl/l. Plant agar

pedy inicjalne <1 cm 46 a 0

pedv inicjalne 1-2 cm 6,6 b 0,1
B, BAP 1,5 mg/l, pedy inicjalne <1 cm

agar Plant 7 g/l 58 a 14,7 a

Geirite 2,2 g/l 6,8 b 282 b
C. BAP 1,0 mg/l, Geirite 2,2 g/l, pedy inicjalne < 1 cm

FeNaEDTA 36,7 mg/l 6,2 b 22,7 a

FeEDDHA 100 mgd 50 a 34,0 a

Srednie oznaczone ta samg literg nie réznig sie istotnie przy P = 0,05, w obrebie poszczegélnych do$wiadczen.

Zastgpienie agaru Plant Gelritem spowodowato zwiekszenie liczby wszystkich
peddw i udzialu pedéw wyzszych (tab. IB). Dostepnos¢ skiadnikéw pozywki, wyni-
kajaca z wlasciwosci srodka zelujgcego, ma duze znaczenie dla liczby i wysokosci
pedoéw roz (8), ale rownoczesnie powoduje zagrozenie szklistoscig. Szklistosci moz-
na przeciwdziata¢ w rézny sposob, przede wszystkim przez zmniejszenie stezenia
BAP, zwiekszenie stezenia sacharozy i srodka zelujgcego, zmiane stezenia soli mine-
ralnych, pamietajgc o interakcji wszystkich sktadnikéw pozywki (9). Avramis i wsp.
(4) rozmnazali R. indica ,Major” na pozywce MS z dodatkiem 2,0 mg/l BAP, zmodyfi-
kowanej w wyniku zmniejszenia stezenia azotanu amonu. Wspéiczynnik rozmna-
zania byt nieznacznie wyzszy, ale praktycznie nieistotny.

Van der Salm i wsp. (10) polecali dla poprawienia jakosci kultur pedowych rézy,
a szczegOlnie dla zapobiegania zoétknieciu lisci, zastgpienie zelaza w formie FeNaEDTA
zwigzkiem FeEDDHA. W naszych doswiadczeniach taka modyfikacja zapobiegata
zotknieciu lisci, wowczas gdy kultury nie bylty przeszczepiane przez okres diuzszy
niz 8 tygodni (dane nie publikowane). W doswiadczeniach trwajgcych 6 tygodni lis-
cie nie zo6tkly, a dodatek FeEDDFIA spowodowat istotne zmniejszenie liczby i nie-
istotne zwiekszenie udzialu pedéw > | cm (tab. 1C).

W naszym do$wiadczeniu udziat pedéw tworzacych korzenie byt najnizszy (88%),
a korzenie najkrotsze (0,3 cm) w kombinacji, gdzie mikrosadzonki pozostawaty
przez caly okres ukorzeniania na jednej pozywce z auksyng (tab. 2). Dodatek rybo-
flawiny do tej pozywki, ktora przyspiesza rozktad auksyny na Swietle (11) spowodo-
wat, ze ukorzenito sie 91 i 97% peddw, a korzenie byly cztery razy dluzsze - 1,3 cm.
Podobny efekt miato przenoszenie peddéw po zaindukowaniu korzeni na pozywce
z auksyna na pozywke bez auksyny - agarowa z weglem aktywnym lub ptynna
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z perlitem (97% pedéw ukorzenionych i 1,4 cm diugos¢ korzeni). W tych kombina-
cjach dodatkowo korzystne byto zwiekszenie wysokosci peddw, szczegodlnie na
pozywce ptynnej z perlitem (1,4 i 1,7 cm).

Tabela 2

Ukorzenianie Rosa indica ,,Major”, w zaleznosci od przenoszenia mikrosadzonek po zaindukowaniu ko-
rzeni na pozywki bez auksyny oraz dodatku ryboflawiny

— Srednia
(%) pedow . . Srednia
) o ) Srednia liczba dtugos¢ pedu
Warunki ukorzeniania mikrosadzonek ukorzenio- . dtugos¢ ko- .
korzeni ) ukorzenione-
nych rzeni w cm
go w cm
1) bez przenoszenia 88,3 a 55 a 03 a 14 a
2) przenoszone na pozywke agarowa z weglem 97,0 a 46 a 14 b 1,7 ab
aktywnym
3) przenoszone na perlit z ptynng pozywka 97,0 a 51 a 14b 19b
4) bez przenoszenia -1- ryboflawina (1 mg/l) 91,0 a 54 a 13 b 14 a
5) bez przenoszenia -I- ryboflawina (5 mg/l) 97,0 a 55 a 135b 14 a

Indukcja ukorzeniania w ciemnosci przez 5 dni, przy 1 mg/l IBA. Srednie oznaczone ta sama literg nie réznig sie istotnie
przy P = 0,05.

Avramis i wsp. (12) ukorzeniali mikrosadzonki podktadki R. indica ,Major” na
zmodyfikowanej pozywce MS z dodatkiem 0,1 mg/l N/*A, ze skutecznoscig do 80%.
Nie podali jednak informacji o cechach $wiadczacych o jakosci ukorzenionych sa-
dzonek. Stymulowanie indukowania i wyrastania korzeni na jednej pozywce jest
sposobem bardziej praktycznym i tafniszym, jednak nie zawsze takie warunki sprzy-
jaja wzrostowi peddéw i wydtuzaniu korzeni. Niektére genotypy réz sg wrazliwe na
nadmiar auksyny i produkowanego w jej obecnosci etylenu (13), a woéwczas skutecz-
ne moze by¢ przenoszenie pedéw po zaindukowaniu korzeni na pozywke bez do-
datku auksyny lub przyspieszenie degradacji auksyny pod wptywem ryboflawiny.

4. Wnioski

Mikrorozmnazanie podktadki Rosa indica ,Major” in vitro jest zadowalajgce pod
wzgledem iloSciowym i jako$ciowym w nastepujacych warunkach:

- namnazanie pedéw: pozywka MS zestalona Gelritem (2,2 mg/l), z dodatkiem
1,5 mg/l BAP,

- ukorzenianie pedoéw: pozywka MS w stezeniu '2 z dodatkiem 1 mg/l IBA
i 5 mg/l ryboflawiny; pierwsze 5 dni w ciemnosci, albo (korzystniejsza wersja) induk-
cja korzeni w ciemnosci, na pozywce z | mg/l IBA, a po 5 dniach przenoszenie pe-
doéw do pozywki bez auksyny, agarowej z weglem aktywnym lub ptynnej w perlicie.
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cze

- aklimatyzacja roslin w szklarni, w podtozu torf z perlitem (4:1), po zabezpie-
niu fungicydami przed chorobami grzybowymi i folig przed wyschnieciem.
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