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Abstract
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34:89-100.

For the experiments the initial explants were made from vegetative and flower buds, on several
occasions (from November to April). The best growth and greatest number of shoots was produced,
when initiating the cultures in February and March, on a modified Anderson and Economou
medium and on Read medium with IAA 1-4 mg/1 and 2iP 3-15 mg/1 added. Microcuttings were
rooted in a agar-solidified Anderson’s medium with IBA added, or else in a non-sterile medium
(peat + perlite 2:1). The microcuttings which were planted in a non-sterile medium and were treated
by IBA 0.2% rooted 100%. During eighteen months using a micropropagation technique, it is
possible to obtain commercial transplant of high quality.
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WSTEP

Rdézaneczniki naleza do najpiekniejszych krzewow ozdobnych i zainteresowa-
nie nimi jest bardzo duze. W$rdd licznych odmian tych roslin jest wiele stabo
rozmnazajgcych sie przy zastosowaniu tradycyjnych metod mnozenia, jak
sadzonkowanie czy szczepienie. Rozmnazanie z nasion odmian rézanecznikow,
ktére sg mieszancami, jest raczej niewskazane, bowiem roéliny potomne nie
powtarzajg cech roslin matecznych. Nie ma w naszym kraju réwniez odpowied-
nich matecznikdw, ktére nadawatyby sie do pozyskiwania duzej liczby sadzonek.
W zwigzku z tym celowe wydaje sie rozmnazanie r6zanecznikdw metoda in vitro,
ktéra pozwala na uzyskanie z jednej rosliny matecznej duzej liczby roslin
w stosunkowo krotkim czasie. Ta metoda powinna mie¢ szczeg6lne znaczenie
przy rozmnazaniu tych gatunkéw i odmian r6zanecznikéw, ktére nadajg sie do
uprawy w naszych warunkach klimatycznych, a nie mogg by¢ rozmnazane
metodami tradycyjnymi ze wzgledu na brak matecznikéw czy trudnosci
w ukorzenianiu sadzonek. W Instytucie Dendrologii w Korniku od Kilku lat
prowadzi si¢ badania nad rozmnazaniem r6zanecznikow z kultur tkankowych
Celem tych badan jest opracowanie praktycznej metody rozmnazania wybra-
nych gatunkéw i odmian tych krzewow, a w dalszym etapie przeprowadzenie
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badan poréwnawczych nad ro$linami uzyskanymi roznymi metodami wegeta-
tywnego rozmnazania tj. przez sadzonkowanie, szczepienie i z kultur tkanko-

wych.
METODYKA DOSWIADCZEN

W pierwszym etapie badah do doswiadczen zastosowano rézaneczniki: Rh.
'‘Cunningham’s White’ i Rh. 'Boursault’. Obecnie, opierajgc si¢ na wstepnie
opracowanej metodyce mikrorozmnazania rézanecznikéw, do badan wtgczono
dalszych kilka gatunkéw i odmian rozanecznikow (Rh. brachycarpum, Rh.
pachytrychum, Rh. ’America’, Rh. 'Everestianum’, Rh. *Kate Waterer’, Rh. "Lee’s
Dark Purple’, Rh. 'Nova Zembla’, Rh. 'Van der Hoop' i inne). W do$wiadcze-
niach jako eksplantaty inicjalne wykorzystano paki wegetatywne oraz kwiatowe,
ktére odkazano 1,5% chloraming T, 0,1% chlorkiem rteci lub 5% podchlory-
nem wapnia z dodatkiem detergentu - Tween 20 w stezeniu 0,05%, traktujac
tymi substancjami paki przez 5-10 min. Po kilkukrotnym wyptukaniu pakéw
sterylng wodg destylowang moczono je przez 5 min w roztworach zawierajacych
antyoksydanty (L-cysteine 100 mg/l, kwas askorbinowy 50 mg/l, kwas cytryno-
wy 75 mg/l). Tak przygotowane eksplantaty wyktadano na zmodyfikowane,
agarowe pozywki wedlug Murashige i Skooga (1962), Andersona
(1975), Lloyda i Mc Cowna (1980), Zimmermana i Broome’a
(1980b), Economou i Reada (1984). Do pozywek dodawano hormony
w ilosci 1-5 mg/l IAA (kwas beta-indolilooctowy) i 4-15 mg/I 2iP (izopentenyloa-
denina).

Zawigzki kwiatowe naktadano na pozywke w dniu ciecia pgkow, natomiast
paki wegetatywne szczepiono po 2 tygodniach podpedzania pedéw w temperatu-
rze 22°C w pozywce zawierajgcej kwas cytrynowy i 8-hydroksyhynoline.
Z pakow kwiatowych izolowano zawigzki kwiatowe (kwiatek z szyputkg), ktore
nastepnie wyszczepiano na sterylne pozywki, natomiast paki wegetatywne
szczepiono po usunieciu zewnetrznych tusek. Inicjacja kultur (1 pgk w probdwece)
prowadzona byta w probéwkach nakrytych szklanymi naczyrnkami. Na kazda
kombinacje do$wiadczenia przypadato 6 probowek w 4 powtoérzeniach. Probdw-
ki umieszczono w koszach i przeniesiono do pokoju hodowlanego o temperatu-
rze 22-23°C. Paki wegetatywne od momentu zaszczepienia na pozywke przeby-
waty w pokoju hodowlanym o$wietlanym przez 16 godzin $wiattem jarzeniowo-
-rteciowym o natezeniu 2000 lux. Paki kwiatowe pozostawaty w tych samych
warunkach, lecz przez pierwsze dwa tygodnie byly zaciemnione. Po 4-6
tygodniach zainicjowane kultury pedéw przenoszono na pozywki o skiadzie
podobnym jak przy inicjacji kultur, lecz 0 zmniejszonym poziomie hormondw.
Przy kolejnych pasazach co 4-5 tygodni oddzielano mikrosadzonki dtugosci
okoto 2 cm, a pozostatg czes$¢ kultur przenoszono na nowe pozywki w celu
dalszego namnazania. Kultury umieszczono w kolbach o pojemnosci 250 ml (3
kultury o $rednicy okoto 2 cm w 1 kolbie). Na kazdg kombinacje przypadaty
4 kolby w 2 powtorzeniach.
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Mikrosadzonki ukorzeniano in vitro w zestalonej agarem, rozciericzonej
pozywce Andersona (1975) z dodatkiem IAA (kwas beta-indolilooctowy)
lub IBA (kwas beta-indolilomastowy), w stezeniu 1-2 mg/l lub w perlicie
nasyconym pozywka ptynna. Ukorzenianie mikrosadzonek prowadzono row-
niez w warunkach niesterylnych w nastepujgcych podtozach: torf, torf+ perlit
3:1, 2:1, torf+kora 3:1, 2:1. Mikrosadzonki przed wysadzeniem do podtoza
traktowane byty preparatem proszkowym zawierajgcym auksyne - IBA w steze-
niu 0,1-0,2%. Proces ukorzeniania mikrosadzonek trwat okoto 4 tygodni, po
czym ukorzenione sadzonki przesadzono do matych plastikowych doniczek. Do
podtoza (torf, torf+ perlit i torf+kora) dodano nawozu wieloskfadnikowego
(Azofoska ! g/l torfu). Rosliny przeniesiono do szklarni pod folie polietylenowsa.
Po dwdch tygodniach hartowania sadzonek folie catkowicie zdjeto. Rosliny
w szklarni nawozono dolistnie hawozem wielosktadnikowym (Florovit w steze-
niu 10 ml/l wody), lub pozywkami specjalnie przygotowanymi na podstawie
pozywek standardowych Andersona (1975) i Economou i Reada
(1984), oraz Murashige i Skooga (1962). Nawozenie prowadzono w od-
stepach 2-tygodniowych, gdy rosliny osiggnety wysoko$¢ okoto 10-15 cm
przesadzono je do pojemnikéw z czarnej folii i dalszg uprawe prowadzono
w namiocie foliowym. W koncu sierpnia zdjeto folie z namiotu, zaprzestano
nawozenia roslin i ograniczono ich podlewanie. Na zime rosliny zabezpieczono
$cidtkg z kory sosnowej, trocin lub igliwia. Cze$¢ roslin dodatkowo przykryto
cienkg folig polietylenowa. Wyniki uzyskane z poszczegdlnych doswiadczen
poddano statystycznej analizie wariacji. Przy badaniu r6znic miedzy poszczegol-
nymi kombinacjami zastosowano nowy wielokrotny test rozstepu Duncana dla
5% wartosci granicznych.

OMOWIENIE WYNIKOW

Wiekszo$¢ autoréw prowadzacych badania nad mikrorozmnazaniem roslin
wrzosowatych stosowato do odkazania eksplantatow podchloryn sodu lub
wapnia (Anderson 1980, Mc CowniLloyd 1983, Economoui Read
1986). W omawianych doswiadczeniach do odkazania pgkéw stosowano trzy
sterylizatory: podchloryn wapnia, chlorek rteci i chloramine T. Najmniejszy
procent zakazen przy szczepieniu zawigzkdw kwiatowych uzyskano stosujac do
sterylizacji pakdw chlorek rteci i podchloryn wapnia, natomiast przy szczepieniu
pakow wegetatywnych najmniej zakazen otrzymano przy sterylizacji chlorkiem
rteci i chloraming T (tab. 1). Wyzszy procent kultur niezakazonych z rozwijaja-
cym sie kalusem uzyskano przy szczepieniu zawigzkdéw kwiatowych. Sg one
dobrze izolowane zewnetrznymi tuskami paka, co w duzym stopniu przyczynia
sie do ich sterylnosci. Przy sterylizowaniu pgkéw wegetatywnych nalezatoby
zwiekszy¢ stezenie substancji odkazajacej oraz przedtuzy¢ czas jej dziatania.

Inicjacje kultur prowadzono w kilku terminach od listopada do kwietnia.
Najlepsze roznicowanie sie tkanek i wzrost peddéw uzyskano przy inicjacji kultur
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Tabela |
Whptyw sterylizacji eksplantatéw na stopien zakazenia i rozwoju kultur
inicjalnych
Effect of explant sterilisation on the degree of infection and the
development of the initial cultures

Tabela 2
Wptyw sktadu pozywek na wzrost i réznicowanie sie kalusa z zawigz-
kéw kwiatowych rézanecznikéw. Kultury 8-tygodniowe
Influence of nutrient medium composition on the growth and differen-
tiation of callus from Rhododendron floral initials

w lutym i marcu na pozywce zawierajgcej potowe sktadu pozywki Andersona
(1975) z dodatkiem L-cysteiny i hormonéw: IAA 4 mg/l i 2iP 15 mg/l (tab. 2).
Dodanie L-cysteiny do pozywki oraz moczenie kultur tkankowych w roztworze
L-cysteiny przyczynito sie¢ do zmniejszenia brunatnienia tkanek i lepszego ich
rozwoju. Roéliny wrzosowate, a zwtaszcza rdzaneczniki zawierajg duzo zwigz-
kéw fenolowych, ktore w kulturach in vitro tatwo ulegajg utlenieniu powodujac
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Tabela 3
Woptyw sktadu pozywek na stopien namnazania sie pedéw rdzaneczni-
koéw. Kultury 8 miesieczne
Influence of nutrient medium compositio on the degree of the shoot
proliferation in Rhododendron cultures 8 months old

brunatnienie tkanek i ich zamieranie. Korzystny wptyw niektorych antyoksy-
dantéw na rozwdj kultur tkankowych roélin wrzosowatych stwierdzit rowniez
Zimmerman i Broome (1980 a i b). W przeprowadzonych do$wiadcze-
niach najsilniejsze zbrunatnienie tkanek oraz najstabszy wzrost tkanki kalusowej
otrzymano na pozywce Murashige i Skooga (1962) oraz Andersona
(1975), o petnym skiadzie zwigzkow mineralnych. Na podstawie przeprowadzo-
nych badan stwierdzono, ze przy inicjacji kultur lepsze efekty daje zastosowanie
pozywek ubozszych w sktadniki pokarmowe i hormondéw w wyzszym stezeniu.
Podobne wyniki uzyskali rdéwniez inni badacze, ktérzy stosowali pozywki
zawierajace 1/2, 1/4 oraz 1/10 petnego skfadu pozywek standardowych (Preil

Engelhardt 1977, Wolfe, Eck i Chee-Kok Chin 1983, Perquin
1978). W przeprowadzonych doswiadczeniach do ustabilizowanych kultur
rozanecznikéw, o duzym wspotczynniku namnazania sie pedéw, zastosowano
zmodyfikowane pozywki Andersona (1975), Lloyd i Mc Cown (1980)
i Economou i Read (1984). Najlepszg pozywka do namnazania pedow
okazata sie zmodyfikowana pozywka Economoui Read(1984)o zwiekszo-
nej zawartosci azotu i niektorych mikroelementow (miedzi i zelaza) z dodatkiem
hormondéw: IAA w stezeniu 2 mg/l i 2iP w stezeniu 3 mg/l (tabl. 3, ryc. 1).
Pozywka ta ma wiecej azotu w formie amonowej, zmniejszong zawarto$¢ cukru
i nie zawiera siarczanu adeniny, zwigzku ktéry powoduje, jak podaja Grout
i Read (1986), ograniczenie wzrostu pedow azalii. Niektorzy badacze rozmna-
zajac rézaneczniki w kulturach in vitro (Economoui inni 1983, Klimasze-
wska 1981, Fordham i inni 1982, Perquin 1982) stosowali oprécz 2iP

rowniez inne cytokininy jak BA. BAP, kinetyne czy zeatyne. W omawianych



Ryc. 1. Namnazanie pedéw ré6zanecznikéw Rh. 'Boursault’, 4-miesieczna kultura
Fig. 1. Proliferation of shoots in Rh. 'Boursault’, a 4 months culture

Ryc. 2. Mikrosadzonki rézanecznikéw otrzymane z jednej kolby 250 ml, 6 miesiecy po inicjacji
Fig. 2. Microcuttings of Rhododendrons obtained from one 250 ml flask, 6 months after initiation
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Ryc. 3. Ukorzenianie sadzonek Rh. 'Boursault’ w perlicie nasyconym ptynnag pozywka z auksyng
IBA, w stezeniu 1 mg/I
Fig. 3. Rooting of Rh. 'Boursault’ cuttings in perlite saturated with a fluid medium with auxine IBA at
a concentration of 1 mg/l

Ryc. 4. Mikrosadzonki rézanecznikéw traktowane auksyng (IBA 0.2%) i ukorzeniane w podtozu
niesterylnym

Fig. 4. Microcuttings of Rhododendrons treated with auxine (IBA 0.2%) and rooted in a non-
sterile medium
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Ryc. 5. Mikrosadzonki rézanecznikéw, 4 tygodnie po wysadzeniu do podtoza. Sadzonka prawa
- traktowana auksyng (IBA 0,2%), sadzonka lewa - nie traktowana auksyng
Fig. 5. Microcuttings of Rhododendrons, 4 weeks after planting in the medium. The cutting on the
rieht was treated with auxine (IBA 0.2%) while the cutting on the left is the untreated control

Ryc. 6. Sadzonki rézanecznikéw, 3 miesigce po ukorzenieniu
Fig. 6. Cuttings of Rhododendrons 3 months after rooting

[96]



Ryc. 7. Ukorzenione sadzonki rézanecznikow, przez 2-3 miesigce
nawozone dolistnie Florovitem, w stezeniu 10 ml/l wody
Fig. 7. Rooted cuttings of Rhododendrons fertilized through foliage
with Florovit at a concentration of 10 ml/! of water

Tabela 4

Wptyw auksyny IBA na ukorzenianie mikrosadzonek Rh. 'Boursault’
Influence of auxin IBA on the rooting of microcuttings Rh. 'Boursault’

7 - Arboretum Koérnickie t. XXXIV [971
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doswiadczeniach intensywne namnazanie sie pedéw uzyskano stosujgc cytokini-
ne 2iP w stezeniu 3 mg/l. Dodanie do pozywki kinetyny w stezeniu 1 mg/l
wptyneto hamujgco na tworzenie sie pedéw w kulturach rézanecznikéw (tab. 3).

Podczas przeszczepiania na pozywki kultur pedowych oddzielano z nich
mikrosadzonki dtugosci 1,5-2 cm (ryc. 2). Sadzonki te ukorzenity sie najlepiej
w warunkach in vitro w perlicie nasyconym ptynng pozywka (ryc. 3) oraz
w warunkach niesterylnych w podtozu zawierajgcym torfi perlit w stosunku 2:1
(ryc. 4). Najwyzszy procent ukorzenionych sadzonek o najsilniejszym systemie
korzeniowym otrzymywano przy ukorzenieniu sadzonek w warunkach niesteryl-
nych i traktowaniu ich preparatem talkowym zawierajgcym IBA w stezeniu
0,2% (tabela 4, ryc. 5). Metoda ukorzeniania mikrosadzonek w warunkach
niesterylnych jest prosta i najbardziej ekonomiczna. W przypadku r6zaneczni-
kow wydaje sie celowe stosowanie metody rozmnazania w kulturach in vitro

Ryc. 8. Sadzonki r6zanecznikéw Rh. ’Boursault’

a - 8 miesiecy po ukorzenieniu, otrzymane metoda mikrorozmnazania,
b - 14 miesiecy po ukorzenieniu, otrzymane z sadzonek pedowych
Fig. 8. Cuttings of Rh. 'Boursault’

a - 8 months after rooting through micropropagation,

b - 14 months after rooting using shoot cuttings
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jedynie w celu uzyskania duzej liczby mikrosadzonek, ktére nastepnie mozna
mnozy¢ metodg tradycyjna, tj. ukorzeniajac mikrosadzonki w torfie i perlicie
(Anderson 1978,Meyer 1982, Tsai-Ying Cheng 1978, Wong 1981).
Ukorzenione w doswiadczeniach sadzonki wysadzono do pojemnikéw i przenie-
siono najpierw do szklarni, a wiosng do namiotu foliowego (ryc. 6 i 7). Procent
wypaddéw sadzonek w szklarni i w namiocie byt niewielki, okoto 5%. Mato byto
rowniez strat wérdd roélin po zimie. Rosliny przykryte $ciotka z trocin lub igliwia
przezimowaty prawie w 100% Nalezy jednak zaznaczyC, ze zima nie byta zbyt
surowa (najnizsza temperatura wynosita -12,2°C).

Okres od zainicjowania kultur do wysadzenia roslin do szklarni trwat okoto
6 miesiecy, a dalsza uprawa tych roslin w szklarni i w namiocie foliowym okoto
roku. W ciggu 18 miesiecy przy zastosowaniu metody mikrorozmnazania mozna
uzyskac rézaneczniki gotowe do sprzedazy i wysadzenia na miejsce state (ryc. 8).
Jest to wiec najbardziej efektywna metoda wegetatywnego rozmnazania, ktora
powinna znalezé szerokie zastosowanie przy rozmnazaniu cennych gatunkow
i odmian rézanecznikdw.

STRESZCZENIE

Do do$wiadczen eksplantaty inicjalne pozyskiwano z pgkdéw wegetatywnych
i kwiatowych w kilku terminach (od listopada do kwietnia). Najlepszy wzrost
i najwiekszg liczbe pedéw otrzymano przy inicjacji kultur w lutym i marcu, na
zmodyfikowanych pozywkach Andersona (1978), Economou i Reada
(1984) z dodatkiem hormonéw: IAA w stezeniu 1-4 mg/l i 2iP w stezeniu
3-15 mg/l. Mikrosadzonki ukorzeniano w agarowej pozywce Andersona
zdodatkiem IBA oraz w niesterylnym podtozu (torf+ perlit 2:1). Mikrosadzonki
traktowane IBA 0,2% i wysadzone do niesterylnego podtoza ukorzenity sie
w 100%.

Dzieki technice mikrorozmnazania mozliwe jest uzyskanie roslin o wysokiej
jakosci, gotowych do sprzedazy i wysadzenia na miejsce state w czasie 18
miesiecy.
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ViccnefoBaHUs N0 MUKPOPA3MHOXEHWIO POAOLAEHAPOHOB™

Pe3tome

[ns nccnefoBaHWs MePBUYHbIE eKCMNaHTaTbl NOMyYany U3 BEreTaTUBHbIX W LBETOUHBIX MOYEK
B HECKO/IbKO CPOKOB (C HOSI6pA A0 anpens). JTy4ywnii pocT u HanbonbLLee YnCio No6eroB NoayyYeHo
npu 3aKnagke NepBuYHbIX KynbTyp B heBpane v MapTe Ha MOAMKULIMPOBAHHON cpede AHLepcoHa
(1978), OkoHomy u Pepa (1984) c pob6aBneHmem ropmoHoB: HYK B KOHueHTpauum 1-4 mr/n
1 AMMeTUNanAnnoaMmmHonypuHa (2 i P) B KoHueHTpaummu 3-15 mr/r. MukpocaxeHLbl 06paboTaHHble
MMK 0,2% 1 BbiCaKeHHbIE B HECTEPW/IbHbIA CybCTpaT YKopeHsnucs B 100%.

B TeueHue 18 mecALEB, NPUMEHAS TEXHUKY MUKPOPa3MHOXEHWS, BO3MOXHbIM ABASETCA MONyYe-
HVe BbICOKOIO KayecTsa PacTeHWI, FOTOBbIX K MPOAaXKe W BbiCagKue Ha NOCTOSHHOE MECTO.

* ABTOp: K. bospuyk



