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Abstract
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For the experiments initial explants of Rhododendron were made on several dates from flower and ve-
getative buds. The best growth and differentiation of callus tissue was obtained when initiating the culture
in February and March, on a modified Anderson’s medium - AL with L-cystein 10 mg L-! and hormones:
2iP 15 mg L-1 and IAA 4 mg L-1. A high percentage of vegetative bud development was obtained when
culture initiation was conducted from April to May and from August to September, on a medium - AL
with L-cystein and hormones: 2iP 4 mg L-1 and IAA 0.5 mg L-1. The best medium for shoots proliferation
was in a medium - AL with a lower level of hormones: 2iP 0.5-2 mg L-1 and IAA 0.25-0.5 mg L-1.
Multiplication of shoots was more effective in adventitious buds cultures then in axillary bud cultures
but the rooting percentage of shoots obtained from these two cultures were similar. Microcuttings rooted
best in ex vitro conditions in a non-sterile medium (peat and perlite 3:1) and after treatment with a talk
preparation containing IBA 0.2%, nicotinic acid 0.1% and ascorbic acid 0.1%.
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WSTEP

Metoda rozmnazania cennych odmian drzew i krzewéw w kulturach in vitro po-
zwala na uzyskanie z jednej rosliny matecznej duzej liczby roslin potomnych w sto-
sunkowo krotkim czasie. Doswiadczenia prowadzone w kulturach in vitro skoncen-
trowane sg gtownie nad usprawnieniem namnazania tkanek. Odpowiedni dobor
sktadnikdéw pozywki, zwiaszcza substancji wzrostowych oraz wykorzystanie
miedzywezli i weztdw peddw powstajacych in vitro, daje mozliwos¢ namnazania pe-
déw w sposo6b ciggly. Przy rozmnazaniu roslin w kulturach in vitro nie ma wiec ko-
niecznosci prowadzenia specjalnych matecznikow.
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Prace badawcze dotyczace regeneracji rozanecznikéw w kulturach in vitro kon-
centrujg sie na kontrolowaniu rozwoju pedéw powstajacych z pgkéw pachwinowych
oraz na tworzeniu pakéw przybyszowych i regenerowania z nich kompletnych roslin
(Anderson 1980, Fordham i in. 1982, Meyer 1982). Obie metody rdznig sie rozwojem
kultur i przebiegiem organogenezy w warunkach in vitro. Konieczna jest wiec do-
kadna ocena i selekcja fenotypu roslin pochodzacych z mikrorozmnazania w celu
utrzymania statosci odmianowej.

Specjalisci zajmujacy sie¢ mikrorozmnazaniem roslin wrzosowatych, oprocz pro-
blemu z utrzymaniem odpowiedniego fenotypu, napotykaja réwniez na inne trudno-
§ci, jak: brunatnienie kultur (wzrost zawartosci w tkankach zwigzkéw fenolowych
i eluowanie ich do pozywki), karlenie pedéw przy diugotrwatym ich namnazaniu,
ukorzenianie oraz adaptacja mikrosadzonek do warunkéw szklarniowych. Przy ma-
sowej produkcji roslin wymienione trudnosci w mikrorozmnazaniu moga prowadzi¢
do znacznych strat.

Celem prezentowanych badan byto poréwnanie dwoch sposobdw regeneracji
rézanecznikow w kulturach in vitro: z pakéw bocznych (pachwinowych) oraz po-
przez kalus réznicujacy sie w paki przybyszowe. Szczegélng uwage zwrécono na
oddziatywanie makro- i mikrosktadnikdw oraz regulatoréw wzrostu na morfogeneze
rézanecznikdw w powigzaniu z naturalng zdolnoscig tych roslin do regeneracji.
Przedstawiona metoda mikrorozmnazania powinna mie¢ szczegélne znaczenie przy
rozmnazaniu tych gatunkéw i odmian r6zanecznikéw, ktére nadajg sie do uprawy w
naszych warunkach klimatycznych, a nie mogg by¢ rozmnazane tradycyjnymi meto-
dami ze wzgledu na brak matecznikéw czy trudnosci w ukorzenianiu sadzonek.

MATERIAL | METODY

Do badar nad regeneracja rozanecznikdw w kulturach in vitro eksplantaty pozy-
skiwano z bogatej kolekcji tych roslin w Arboretum Koérnickim. W pierwszym etapie
badan do doswiadczen wybrano rézaneczniki odznaczajgce sie duzg zdolnos$cig do
regeneracji np. R. ’Cunningham’s White' czy R. ’Catawbiense Boursault’ (Bojarczuk
1989, 1994). Opierajac sie na wstepnie opracowanej metodyce mikrorozmnazania,
do badan wigczono kolejne odmiany rézanecznikéw, tacznie ponad 20. Prezentowane
w pracy wyniki dotycza nastepujgcych odmian rézanecznikéw: ’Everestianum’,
'Lee’s Dark Purple’, 'Queen Mary’, 'Humboldt’, ’America’, 'Van Weerden
Poelman’, ’Van der Hoop’, 'Dr. H.C. Dresselhuys’, ’Catawbiense Album'’ i "Effner’.

Eksplantatami inicjalnymi byty paki wegetatywne, gtownie paki wierzchotkowe
lub czes¢ pedu z pakiem tj. pojedynczy wezet z pgkiem bocznym lub wierzchotko-
wym oraz paki kwiatowe, z ktorych pozyskiwano zawiazki (kwiat z szyputka). Eks-
plantaty moczono 2 godz. w substancji grzybobéjczej Benlate 0,1%, a nastepnie od-
kazano 1,5% chloraming T, 0,1% chlorkiem rteci lub 5% podchlorynem wapnia z
dodatkiem detergentu Tween 20, w stezeniu 0,05%. Paki traktowane byty tymi sub-
stancjami przez 5-15 min. Po kilkukrotnym wyptukaniu pgkdw w sterylnej wodzie
moczono je przed wytozeniem na pozywke w roztworze antyoksydantow (L-cysteit
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w stezeniu 100 mg L-1, lub w mieszaninie kwasu askorbinowego 50 mg L-!
z kwasem cytrynowym 75 mg L-1). Niektdre antyoksydanty jak L-cysteing w steze-
niu 10 mg L-1 dodawano réwniez do pozywek. Tak przygotowane eksplantaty wy-
ktadano na pozywki agarowe wedtug Andersona - AN (1984), Lloyda i McCowna
- WPM (1980), Economou i Reada - EK (1984), oraz na pozywke zmodyfikowang
przez autorke - AL (tabela 1). Do pozywek dodawano hormony w ilosci 0,5-5 mg L-1
IAA i 0,25-15 mg L1- 2iP.

Tabela 1.
Sktad pozywek stosowanych w doswiadczeniach.
Table 1

Composition of media used in the experiments.
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W doswiadczeniach zastosowano réwniez tzw. pozywke dwufazowa, tj. pozywke
stalg - agarowa, na ktorg wlewano niewielka ilo$¢ pozywki ptynnej zawierajacej 1/4
petnego sktadu pozywki standardowej.

Eksplantaty do doswiadczen pozyskiwano w kilku terminach. Z pagkéw kwiato-
wych izolowano zawigzki kwiatowe, ktdre nastepnie szczepiono na sterylne pozywki.
Paki wegetatywne wyktadano na pozywki po usunieciu zewnetrznych tusek. Inicjacje
kultur prowadzono w probdwkach nakrytych szklanymi naczyrikami (1 eksplantat w
probéwce). Na kazdg kombinacje doswiadczenia przypadato 6 probdwek w 4 powto-
rzeniach. Probdwki z zaszczepionymi pakami wegetatywnymi przeniesiono do po-
koju hodowlanego o temperaturze 22-23°C, oswietlanym przez 16 godz. Swiattem
jarzeniowo-rteciowym o natezeniu 2500 lux (7500 mW m-2). Zawigzki kwiatowe
przez pierwsze dwa tygodnie byly zaciemnione, a nstepnie pozostawaty w tych sa-
mych warunkach co paki wegetatywne. Przy kolejnych pasazach co 5-6 tygodni
oddzielano mikrosadzonki dtugosci okoto 1,5 cm przeznaczajac je do ukorzenienia,
a pozostatg czes¢ kultur przenoszono na nowe pozywki w celu dalszego namnazania.
Kultury te umieszczano w kolbach lub stojach o pojemnosci 250-300 ml (3 kultury
0 $rednicy 2 cm w jednym naczyniu). Na kazdg kombinacje przypadaty 4 kolby w 3
powtdrzeniach.

Mikrosadzonki ukorzeniano ex vitro w podtozu sktadajgcym sie z mieszaniny tor-
fu i perlitu w stosunku 3:1, o pH 4,5. Przed umieszczeniem w podtozu mikrosadzonki
traktowane byly preparatem talkowym zawierajagcym auksyne IBA 0,2%, niacyne
0,1% i kwas askorbinowy 0,1%. Stopien ukorzeniania mikrosadzonek (SU) okreslano
w skali 0-3: 0 - brak korzeni, | - stabo rozwinigty sytem korzeniowy, 2 - $rednio
rozwiniety, 3 - bardzo dobrze rozwiniety system korzeniowy. Proces ukorzeniania
mikrosadzonek trwat okoto 4-6 tygodni, po czym ukorzenione sadzonki umieszczano
w matych doniczkach i dalszg uprawe prowadzono w szklarni i w tunelu foliowym.

Wyniki doswiadczen poddano statystycznej analizie wariancji. Przy badaniu réz-
nic miedzy poszczegdlnymi kombinacjami zastosowano nowy wielokrotny test roz-
stepu Duncana dla 5% wartosci granicznych.

WYNIKI

Inicjacje kultur z zawigzkow kwiatowych prowadzono od pazdziernika do kwiet-
nia, natomiast z pgkdw wegetatywnych od marca do wrzesnia. Najlepszy rozwoj
i roznicowanie sie kalusa powstatego z zawigzkéw kwiatowych uzyskano przy ini-
cjacji kultur w lutym i marcu, stosujac sterylizacje eksplantatéw chlorkiem rteci w
stezeniu 0,1% przez 7 min lub chloraming T w stezeniu 1,5% przez 8 min (tabela 2).
Gorsze wyniki inicjacji uzyskane w kwietniu spowodowane byly duzymi zakazenia-
mi kultur, prawdopodobnie w wyniku stabszej skutecznosci sterylizatoréw w mo-
mencie pekania pgkow i rozchylania sie tusek. Najstabszy rozwdj kultur z zawigzkow
kwiatowych uzyskano przy pozyskiwaniu eksplantatow w okresie spoczynku roslin
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Tabela 2.

Wplyw terminu pozyskiwania pakéw na stopief rozwoju kalusa i pakéw przybyszowych, po 6 tygod-

niach inkubacji zawigzkéw kwiatowych, na pozywce AN z dodatkiem hormonéw: 2iP 15 mg L-1
i IAA5mg L-1

Table 2.

Influence of the time of initiation of cultures on the development of callus tissue and adventitious
buds, after 6 weeks incubation of flower pedicels on the medium AN with hormones: 2iP 15 mg L-1
and IAA 5 mg L-1

matecznych (od pazdziernika do grudnia). Kultury uzyskane w tym okresie odzna-
czaly sie stabg zdolnoscig do tworzenia i rozwoju pakdw przybyszowych.

Najlepsze wyniki inicjacji kultur z pgkéw wegetatywnych uzyskano wiosng w
czasie rozpoczecia intensywnego rozwoju roslin matecznych, tj. w kwietniu i maju,
stosujgc do sterylizacji 5% podchloryn wapnia, przez 10-15 min (tabela 3). Drugim
terminem, w ktérym mozna pozyskiwa¢ paki wegetatywne, jest okres po wyksztat-
ceniu paka szczytowego na pedzie jednorocznym (sierpien, wrzesien). Przy steryli-
zacji tych pakéw najlepsze wyniki uzyskano, stosujac chlorek rteci w stezeniu 0,1%,
przez 7 min (tabela 3).

Do inicjacji kultur nadajg sie gtéwnie wierzchotkowe paki wegetatywne. W przy-
padku jednak, kiedy paki boczne z wierzchotkowej czesci pedu rozpoczng intensywne
wydtuzanie, kilka z nich mozna réwniez wykorzystac jako eksplantaty inicjalne.

Istotnym problemem przy mikrorozmnazaniu moze by¢ brunatnienie tkanek spo-
wodowane wyptywem z eksplantatow zwigzkéw fenolowych, co szczeg6lnie wido-
czne jest przy stosowaniu duzych rozmiardéw eksplantatéw inicjalnych, np. paka
wierzchotkowego czy paka z niewielkg czescig pedu, tzw. eksplantatu weztowego
(Pierik 1988). Plukanie pakow przed wytozeniem ich na pozywke w antyoksydan-
tach (L-cysteinie w stezeniu 100 mg L-1 lub mieszaninie kwasu askorbinowego
50 mg L-1 i kwasu cytrynowego 75 mg L-1), moze zabezpieczy¢ eksplantaty przed
brunatnieniem tkanek podczas inicjacji. Szczegblnie wysoki procent kultur martwych
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Tabela 3.

Whplyw terminu pozyskiwania pgkéw wegetatywnych i ich sterylizacji na rozwoéj kultur pakéw bocznych
R. "Humboldt’, po 6 tygodniach inkubacji na pozywce AL z dodatkiem hormonéw: 2iP 4 mg L-1

i IAA 0,5 mg L-1

Table 3.

Influence of the dates of taking vegetative buds and their sterilisation on the degree of development of
the axillary buds cultures of R. "Humboldt’, after 6 weeks incubation on AL medium with hormones:

2iP 4 mg L-1 and 1AA 0.5 mg L-1

Tabela 4.

Whplyw L-cysteiny na stopieri rozwoju 6-tygodniowych kultur kalusowych i kultur pgkdw bocznych na
pozywce WPM.

Table 4.

Influence of L-cystein on the development of 6-week-old callus cultures and axillary buds cultures on
(WPM) medium.

uzyskano w wyniku brunatnienia tkanek pakéw wegetatywnych inicjujacych kulture
pakéw bocznych (tabela 4).

Brunatnienie tkanek wystepuje réwniez w dalszej hodowli kultur, w stadium in-
tensywnego namnazania pedéw. Najwiekszg liczbe peddw R. 'Queen Mary' uzyska-
no na pozywce statej i dwufazowej z dodatkiem L-cysteiny (tabela 5). Kultury



115

Tabela 5.

Wpltyw antyoksydantéw na rozwdj 6-miesiecznej kultury kalusowej R. ’Queen Mary’' hodowanej na
pozywce AL statej - agarowej (S) i dwufazowej - agarowej + ptynnej (2F).
Table 5.

Influence of L-cystein on the development of a 6-month-old callus culture R. ’Queen Mary' on AL
medium solidified by agar (S) or on the two-phase medium - agar + fluid (2F).

Howane na tych pozywkach odznaczaty sie mniejszym stopniem brunatnienia tkanek
niz kultury na pozywkach bez L-cysteiny.

Inicjacje kultur rézanecznikow z pakéw wegetatywnych i kwiatowych mozna
prowadzi¢ na pozywkach o stezeniu sktadnikdw mineralnych o potowe nizszym od
pozywki Andersona - AN (tabela 1 i 2). Dobre wyniki rozwoju kultur inicjalnych
uzyskano réwniez na pozywce AL, ktora zawierata wiekszg koncentracje azotynu
amonu i 0 50% wiecej magnezu, niz pozywka Andersona (tabela 1 i 3). Skfad pozy-
wki AL opracowata autorka testujac ja na kulturach pedéw bocznych i przybyszo-
wych licznych odmian rézanecznikdw. Na pozywece tej z dodatkiem cytokininy
i auksyny bardzo dobrze rosty rownie 6-miesieczne kultury R. 'Queen Mary’,

Tabela 6.
Rozwdj 6-miesiecznej kultury kalusowej na pozywce AL z dodatkiem hormonéw: 2iP 2 mg L-1,
IAA 0,5 mg L-1. Pozostate dane jak w tabeli 5.
Table 6.
Development of a 6-month-old callus culture on AL medium with hormones: 2iP 2 mg L-1 and
IAA 0.5 mg L-1. Other details as in Table 5.
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Tabela 7.

Rozwoj 6-miesiecznej kultury pgkéw bocznych na pozywce AL z dodatkiem hormonéw: 2iP 2 mg L-1
i IAA 0,5 mg L-1. Pozostate dane jak w tabeli 5 i 6.

Table 7.

Development of a 6-month-old axillary bud culture on AL medium with hormones: 2iP 2 mg L1 and
IAA 0.5 mg L-1. Other details as in Tables 5 and 6.

R. "Humboldt' i R. ’America’ (tabela 6 i 7). Kultury hodowane na pozywce AL two-
rza liczne pedy nadajace sie do ukorzeniania. Z 6-miesiecznej kultury kalusowej
(tj. kultury pakéw przybyszowych) uzyskano znacznie wyzszg liczbe pedéw (19,6)
niz z kultury pedéw bocznych (6,5).

Zawarto$¢ i koncentracja sktadnikow mineralnych w pozywce AL wydaje sie by¢
najbardziej dostosowana do mikrorozmnazania wiekszosci badanych odmian réza-
necznikow. Niektore jednak odmiany rézanecznikow np. 'Humboldt' wymagajg
pozywek o zwiekszonej zawartosci niektérych sktadnikow. Pozywka AL-Fe zawiera
0 15% wiecej magnezu, 20% wiecej zelaza i 100% wiecej miedzi w pordwnaniu z
pozywka Andersona (tabela 8). Kultury pedéw bocznych i przybyszowych tej od-
miany hodowane na pozywce AL-Fe odznaczaly sie nizszym wskaznikiem chlorozy
pedow i brunatnienia tkanek oraz lepszym namnazaniem pedéw, niz kultury na
pozywkach standardowych (AN i EK).

Sktad pozywek jest rowniez bardzo istotny przy stosowaniu ich w formie ptynnej.
Przy hodowli kultur r6zanecznikéw na pozywce dwufazowej najlepszy ich rozwoj
uzyskano przy zastosowaniu pozywki statej AL wraz z pozywka ptynng 2F, o steze-
niu czterokrotnie nizszym od pozywki petnej (tabela 5).

Istotne znaczenie w momencie inicjacji kultur ma rodzaj zastosowanych w
pozywce substancji wzrostowych, a takze ich stezenie. Najlepsze efekty inicjacji kultur
z zawigzkéw kwiatowych uzyskano stosujagc hormony w wyzszych stezeniach: 2iP
15 mg L-1 i IAA 4 mg L-1, natomiast przy inicjacji kultur z pakéw wegetatywnych
najlepszy ich rozwdj otrzymano stosujac nizsze stezenia hormonéw: 2iP 4 mg L-1
i IAA 0,5 mg L-1 (tabela 2 i 3). Po 6 tygodniach od inicjacji przeniesiono kultury na
pozywki o tym samym skiadzie makro- i mikrosktadnikéw lecz o zmniejszonej kon-
centracji hormonéw: 2iP 0,5-2 mg L-1 i IAA 0,25-0,5 mg L-1 (tabela 6, 7 i 8).

Mikrosadzonki o dtugosci okoto 1,5 cm pozyskiwane z kultur pgkéw bocznych
jak i z kultur pgkow przybyszowych (ryc. 1 i 2), nadajg sie do ukorzeniania w
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Ryc. 1. O$miomiesieczna kultura pedéw przybyszowych R. "Van der Hoop’.
Fig. 1. Eight-month-old adventitious shoots culture of R. "Van der Hoop’.

Tabela 8.

Wplyw pozywek na rozwdj jednorocznych kultur kalusowych i pgkéw bocznych R. "Humboldt' z za-
stosowaniem hormonéw: 2iP 1 mg L-1 i IAA 0,25 mg L-1. Pozostate dane jak w tabeli 5.

Table 8.

Influence of media on the development of one-year-old callus culture and axillary buds cultures
of R. "Humboldt' using hormones: 2iP 1 mg L-1 and IAA 0.25 mg L-1. Other details as in Table 5.

vumkach ex vitro w niesterylnym podtozu zawierajacym torf i perlit. Na procent uko-
rzeniania sie sadzonek nie ma wptywu metoda hodowli kultur, lecz zdolnos$¢ rege-
neracji korzeni przybyszowych poszczeg6lnych odmian rézanecznikéw. W
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Ryc. 2. OSmiomiesieczna kultura pedéw bocznych R. *Van der Hoop’.
Fig. 2. Eight-month-old axillary shoots culture of R. "Van der Hoop’.

Tabela 9.
Wplyw rosliny matecznej na regeneracje systemu korzeniowego i wzrost pedéw mikrosadzonek uko-
rzenianych w warunkach ex vitro.
Table 9.
Influence of the mother plants on the regeneration of root system and growth of microcuttings rooted
ex vitro.
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Ryc. 3. Mikrosadzonki R. 'Dr. H.C. Dresselhuys’ uzyskane z kultur pakéw przybyszowych (A) oraz
z kultur pakéw bocznych (B), po 6 tygodniach od wysadzenia do podtoza. Mikrosadzonki prawe -
nie traktowane auksyng, srodkowe - traktowane auksyna IBA 0,2%, mikrosadzonki lewe - traktowa-
ne preparatem talkowym zawierajgcym IBA 0,2%, kwas askorbinowy 0,1% i kwas nikotynowy 0,1%.

Fig. 3. Microcuttings of R. 'Dr. H.C. Dresselhuys’ obtained from an adventitious buds culture (A) and
an axillary buds culture (B), 6 weeks after planting in the medium. The microcuttings on the right -
were untreated controls, in the middle - were treated with auxin IBA 0.2%, and on the left - were

treated with a talk preparation containing IBA 0.2%, ascorbic acid 0.1% and nicotinic acid 0.1%.
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saywyprocencie ukorzenity sie mikrosadzonki, takich odmian jak: ’Everestianum’,
"Lee’s Dark Purple’, "Van der Hoop’, 'Boursault’ (tabela 9) oraz mikrosadzonki R.
'Dr. H.C. Dresselhuys’ traktowane preparatem proszkowym zawierajgcym auksyne
i witaminy (rys. 3 i 4). Na ogét najlepiej ukorzeniaty sie mikrosadzonki tych odmian
rézanecznikow, ktére wykazywaty rowniez duze zdolnosci do regeneracji w kultu-
rach in vitro. Ukorzenione mikrosadzonki roznity sie rowniez wzrostem pedéw. Ta
cecha nie zawsze bylta skorelowana ze zdolnos$cig rozanecznikéw do regeneracji ko-
rzeni przybyszowych. R6zanecznik odmiany 'Dr. H.C. Dresselhuys' o stabych zdol-
nosciach do regeneracji korzeni odznaczat sie dobrym wzrostem pedéw (tabela 9).

DYSKUSJA

Zdolnos$¢ komorek, tkanek i organéw do réznicowania pgkéw przybyszowych,
badZz mozliwos$¢ pobudzania do rozwoju pagkéw bocznych, stanowi Kryterium przy
wyborze sposobu rozmnazania wegetatywnego w kulturach in vitro. Rodzaj eksplan-
tatu ma decydujgcy wptyw na przebieg rozwoju tkanek (Japichino i in. 1992). W
wielu publikacjach dotyczacych mikrorozmnazania roslin wrzosowatych do zainicjo-
wania kultur in vitro najczesciej stosowano wierzchotkowe i boczne paki wegetatyw-
ne badz wyizolowane z nich wierzchotki peddw, z 2-4 zawigzkami lisci (McCown
i Lloyd 1982, Economou i Read 1984, Blazich i Acedo 1988). Rozwijajace sie na
pozywkach paki tworzyty pedy, ktére nastepnie rozkrzewialy sie poprzez rozwoéj pa-
kéw bocznych. Kultury te zapewniajg stabilno$¢ genetyczng i juwenilno$¢ roslin uzy-
skanych tg drogg (Pierik 1988). Mikrorozmnazanie roslin poprzez kultury pedéw
bocznych mozna po réwnaé do tradycyjnej metody rozmnazania wegetatywnego
tj. sadzonkowania, ktoére jest prowadzone w warunkach kontroli wiekszosci czynni-
kéw fizycznych i chemicznych.

Regeneracje roslin w kulturach in vitro mozna uzyskac réwniez z pakow przyby-
szowych powstatych z réznicujacej sie tkanki kalusowej badz bez jej posrednictwa,
bezposrednio na tkance eksplantatu. Gtownym zrodtem eksplantatéw tworzacych
tkanke kalusowg u roslin wrzosowatych sg 2-3 mm odcinki pedéw, lisci lub zawigzki
pakéw kwiatowych (Meyer 1983, Economou i in. 1988, Japichino i in. 1992). Diu-
gotrwate rozmnazanie roslin w kulturach kalusowych zwieksza mozliwo$¢ uzyskania
roslin o zmienionym genotypie (Pierik 1988). W przedstawionej pracy starano sie
poréwna¢ dwie metody regeneracji rézanecznikdw w kulturach in vitro: z kultur pe-
doéw bocznych oraz z kultur kalusowych czyli pgkéw przybyszowych. Uzyskane wy-
niki wskazuja, ze genotyp rosliny oraz odpowiedni dob6r pozywek do stadium roz-
woju, w jakim znajduje sie eksplantat, majg zasadniczy wpltyw na proces
morfogenezy i uzyskanie pozadanych efektow regeneracji w kulturach in vitro.

Istotne znaczenie w procesie mikrorozmnazania ma stan rozwoju rosliny matecz-
nej w momencie pozyskiwania eksplantatu inicjalnego. W literaturze dotyczacej roz-
mnazania drzew i krzewéw w kulturach in vitro paki wegetatywne najczesciej



121

kozps0 po zakonczeniu spoczynku rosliny matecznej, w miesigcach od grudnia do
maja, lub tez z aktywnie rosngcych tegorocznych przyrostow w okresie letnim (Pierik
1988, Holland i Fenn 1989, Bondok i in. 1990). Zawiagzki kwiatowe rézanecznikow,
z ktorych uzyskuje sie kalus rdznicujacy sie w paki przybyszowe, pozyskuje sie po
zakonczeniu rozwoju pagkow kwiatowych, od pazdziernika do kwietnia (Meyer 1982).
Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze najlepszym terminem ini-
cjacji kultur rozanecznikdw jest okres po ustapieniu spoczynku roslin matecznych,
tj. luty i marzec, przy pozyskiwaniu eksplantatow z pgkdw kwiatowych oraz kwiecien
i maj, przy inicjacji kultur z pgkéw wegetatywnych. Tylko dobrze wyksztatcone paki
oraz tkanki ciete po ustapieniu spoczynku rosliny matecznej, w okresie ich aktywnego
rozwoju fizjologicznego, daja gwarancje wasciwej regeneracji w kulturach in vitro,
tj. otrzymania duzej liczby pedéw o dobrych zdolnosciach do tworzenia korzeni przy-
byszowych (Pierik 1988, Evers i in. 1988). Termin pozyskiwania eksplantatow zwig-
zany jest prawdopodobnie z zawartoscig endogennych regulatoréw wzrostu, ktérych
poziom ulega wahaniom w zaleznosci od fazy rozwojowej rosliny matecznej (Hart-
mann i in. 1990).

Podczas inicjacji kultur, a takze w trakcie dalszej hodowli tkanek czesto pojawia
sie problem ich brunatnienia. W miejscu ciecia eksplantatu tworzg sie produkty ut-
leniania, ktdrymi najczesciej sg pochodne zwiazkow fenolowych. Przenikajg one do
pozywki hamujac wzrost i réznicowanie sie tkanek (Pierik 1988, Ling i in. 1988). W
przeprowadzonych badaniach najlepsze efekty rozwoju kultur r6zanecznikéw uzy-
skano stosujgc antyoksydanty przed inicjacjg kultur, moczac eksplantaty w roztworze
L-cysteiny lub mieszaniny kwasu cytrynowego i askorbinowego oraz dodajgc do po-
zywek L-cysteine przez caty okres hodowli kultur. Zmniejszenie brunatnienia tkanek
mozna uzyskac¢ poprzez czeste pasazowanie kultur na nowe ptynne pozywki (Holland
i Fenn 1989), traktowanie eksplantatéw Swiattem niebieskim przez jeden tydzien od
zainicjowania kultur (Ling i in. 1988) oraz dodanie do pozywek wegla aktywnego
czy antyoksydantdw. Zastosowanie antyoksydantéw nie tylko hamuje brunatnienie
kultur, lecz takze czesto stymuluje wydtuzanie i ukorzenianie pedéw (Standardi i Ro-
mani 1990).

W poczatkowych badaniach nad regeneracjg roslin wrzosowatych w kulturach in
vitro najczesciej stosowano pozywke Murashige i Skooga (1962), ktéra dla tych ro-
§lin okazata sie¢ zbyt bogata w zwigzki mineralne (Lyrene 1980). Opracowana dla
roslin wrzosowatych pozywka Andersona (1975) zawierata zbyt duzo azotu, zwkasz-
cza dla kultur inicjalnych, dlatego wielu badaczy stosowato rézne modyfikacje tej
pozywki, dodajac do niej wiecej potasu i zmniejszajagc zawarto$¢ azotu, gtdwnie w
formie amonowej (Lloyd i McCown 1980, Wolfe i in. 1983, Hradilik i Fiserowa
1988). W przeprowadzonych badaniach najlepsze wyniki inicjacji kultur zaréwno z
pakoéw wegetatywnych, jak i zawigzkéw kwiatowych, uzyskano na pozywce Ande-
rsona AN (1984) oraz na zmodyfikowanej przez autorke pozywce Andersona (1984),
ktora zawierata wiecej potasu, magnezu i zelaza (pozywka AL). Pozywka ta byla
réwniez najlepsza w dalszej hodowli kultur r6zanecznikéw, a zwiekszenie w niej
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stezenia mikrosktadnikow, zwkaszcza zelaza, magnezu i miedzi, wyraznie poprawito
jakos¢ kultur, zmniejszajac chloroze lisci i brunatnienie tkanek. ROwniez inni autorzy
(Wolfe i in. 1983, Economou i Read 1984) stwierdzili, ze zwiekszenie stezenia nie-
ktdrych sktadnikéw (np. magnezu czy zelaza) w pozywce Andersona (1975), stymu-
luje tworzenie sie pedéw i ich wydtuzanie oraz poprawia jakos¢ kultur.

Na przebieg regeneracji w kulturach in vitro moze mie¢ wptyw forma zastoso-
wanej pozywki - ptynna lub stata. Niektorzy autorzy uwazaja, ze korzystniejszy roz-
woj kultur uzyskuje sie na pozywkach ptynnych, poniewaz wieksza jest w nich zdol-
nos¢ roslin do absorbcji sktadnikow pokarmowych i hormonéw. Z drugiej strony w
pozywkach ptynnych zwieksza sie jednak tendencja do witryfikacji, tj. szklistosci
kultur (Paqus i Boxus 1987, Feito i in. 1994). W przedstawionych badaniach zasto-
sowanie pozywki dwufazowej, tj. ptynnej razem z pozywka agarows, niezaleznie od
sposobu regeneracji roslin w kulturach in vitro, wptyneto na wzrost liczby pedéw o
dtugosci powyzej 1 cm i poprawito ich jakosé.

Od czterdziestu lat znany jest wptyw cytokinin i auksyn na zjawisko organoge-
nezy obserwowanej w kulturach in vitro (Skoog i Miller 1957). £aczny efekt tych
dwaoch grup substancji badano na wielu rodlinach stwierdzajac zazwyczaj modyfiku-
jacy wplyw auksyn na dziatanie cytokinin i odwrotnie. W badaniach nad regeneracja
rézanecznikow w kulturach in vitro najczesciej stosowano cytokinine 2iP, natomiast
z auksyn IAA i IBA (Anderson 1975, Fordham i in. 1982, Meyer 1982). W wiekszo-
§ci cytowanych publikacji nie zamieszczano doktadnych danych ilosciowych i jako-
Sciowych, ktére pozwolityby na ocene przydatnosci cytokinin w sterowaniu organo-
geneza r6zanecznikow. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze przy
inicjacji kultur kalusowych lepsze efekty uzyskuje sie stosujac wyzsze stezenia cy-
tokininy i auksyny (2iP 15 mg L-1 i IAA 4 mg L-1), natomiast przy inicjacji kultur
pedéw bocznych korzystniejsze jest stosowanie nizszych stezenn hormonoéw (2iP
4 mg L-1i 1AA 0,5 mg L-1). Wyzsze stezenia 2iP i IAA w momencie inicjacji kultur
roslin wrzosowatych stosowali réwniez Lyrene (1980), Economou i in. (1988). Ro-
dzaj eksplantatu, a takze faza rozwoju rosliny matecznej, z ktdrej jest on pozyskiwa-
ny, decydujg o wielkosci stosowanych dawek substancji wzrostowych. Paki wegeta-
tywne pozyskiwane w okresie intensywnego rozwoju rosliny matecznej zawierajg
prawdopodobnie duzg ilo$¢ endogennych regulatoréw wzrostu umozliwiajacych im
intensywny wzrost w kulturach in vitro. Zbyt wysokie stezenie egzogennych hormo-
néw moze prowadzi¢ do hamowania procesu organogenezy oraz do zaburzeri w mor-
fogenezie.

Jak wykazaty przeprowadzone badania, najlepsze rezultaty rozwoju kultur po 2-3
pasazach uzyskano na pozywce o obnizonej koncentracji cytokininy i auksyny. Ba-
dania te wykazaty, ze u r6zanecznikow, zwlaszcza w okresie intensywnego rozwoju
kultur, stosunkowo niewielki dodatek auksyny do pozywek zawierajacych cytokinine
wzmaga reakcje tkanek na cytokinine. Najlepszy wplyw na namnazanie sie pedow
rézanecznikow w ustabilizowanych kultu rach pgkoéw bocznych i przybyszo-
wych miata auksyna IAA, w stezeniu 0,25-1 mg L-1 oraz cytokinina 2iP, w stezeniu
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0,5-2 mg L-1. Podobne wyniki reakcji hormondw na regeneracje rézanecznikdw w
kulturach in vitro uzyskiwali Anderson (1984), Meyer (1982) oraz Economou i Read
(1984).

Gtownym celem regeneracji roslin w kulturach in vitro jest otrzymanie dobrze
wyksztatconych pedéw o dtugosci powyzej | cm, ktére moga by¢ przeznaczone do
ukorzeniania. Bardzo dobre wyniki regeneracji korzeni przybyszowych wielu odmian
rézanecznikow uzyskano w warunkach ex vitro, w podiozu sktadajacym sie z mie-
szaniny torfu i perlitu, o pH 4,5. Traktowanie mikrosadzonek przed umieszczeniem
ich w niesterylnym podtozu auksyng (IAA lub IBA) w preparacie talkowym, w ste-
zeniu 0,1-0,5% wptywa stymulujaco na tworzenie sie korzeni przybyszowych (Sifar
1994). W przedstawianej pracy najlepsze rezultaty ukorzeniania wielu odmian réza-
necznikdw w warunkach ex vitro uzyskano traktujac pedy preparatem wielosktadni-
kowym, ktory obok auksyny IBA, w stezeniu 0,2% zawierat rowniez witaminy: nia-
cyne i kwas askorbinowy. Na proces regeneracji korzeni przybyszowych majg wptyw
ponadto zwigzki wspotdziatajgce z auksynami, tzw. kofaktory, do ktorych nalezg wi-
taminy. Zastosowanie ich razem z auksynami stymulowato proces rizogenezy mikro-
sadzonek.

Uzyskane wyniki wykazaty duze réznice miedzy gatunkami i odmianami. Stwier-
dzono, ze rodzaj stosowanych eksplantatow (paki wegetatywne czy zawigzki pgkow
kwiatowych) nie miat istotnego wptywu na rozwoj kultur inicjalnych poszczeg6inych
odmian rozanecznikéw. Przy prowadzeniu dalszej hodowli stwierdzono jednak, ze
regeneracja roslin poprzez kultury kalusowe, tj. kultury pgkéw przybyszowych, jest
znacznie efektywniejsza niz z kultur pedéw bocznych. Pedy otrzymane z tych dwoch
rodzajéw kultur wykazywaty podobng zdolnos$¢ do regeneracji korzeni przybyszo-
wych i nie roznity sie w adaptacji do warunkoéw szklarniowych. Mimo ze uzyskana
zmienno$¢ somaklonalna w kulturach kalusowych jest wigeksza niz w kulturach pe-
déw bocznych, w ciagu kilku lat prowadzonych badan nie stwierdzono zadnych r6z-
nic we wzroscie i kwitnieniu roslin niezaleznie od sposobu ich regeneracji w kultu-
rach in vitro.

STRESZCZENIE

Eksplantaty inicjalne pozyskiwano do doswiadczer w kilku terminach z pakow
kwiatowych i wegetatywnych wybranych odmian rézanecznikoéw. Najlepszy wzrost
i roznicowanie kalusa uzyskano przy inicjacji kultur z zawigzkéw kwiatowych w lu-
tym i marcu, na zmodyfikowanej pozywce Andersona (1984) - AL z dodatkiem L-
cysteiny (w stezeniu 10 mg L-1) i hormondw: 2iP, w stezeniu 15 mg L-1 i IAA,
w stezeniu 4 mg L-1. Wysoki procent rozwijajacych pakéw wegetatywnych otrzy-
mano przy inicjacji kultur w miesigcach kwietniu i maju oraz sierpniu i wrzesniu, na
pozywce AL z dodatkiem L-cysteiny (10 mg L-1) i hormonéw: 2iP, w stezeniu
4 mg L i IAA w stezeniu 0,5 mg L-1. Najlepsze efekty w tworzeniu sie peddw
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uzyskiwano na pozywce AL 0 zmniejszonym stezeniu hormonéw: 2iP 0,5-2 mg L-1
i 1AA 0,25-0,5 mg L-1. Intensywniejsze namnazanie sie pedow wystepowato w kul-
turach kalusowych (z pakéw przybyszowych), niz w kulturach pakéw bocznych. Nie
stwierdzono natomiast réznic w ukorzenianiu sie mikrosadzonek pozyskiwanych z
tych dwaéch sposobdw regeneracji rézanecznikéw. Mikrosadzonki najlepiej ukorze-
niaty sie w warunkach ex vitro w niesterylnym podiozu skfadajacym sie z mieszaniny
torfu i perlitu (w stosunku 3:1), przy traktowaniu ich preparatem talkowym zwiera-
jacym auksyne IBA w stezeniu 0,2%, kwas nikotynowy w stezeniu 0,1% i kwas
askorbinowy w stezeniu 0,1%.
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