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Rozmnazanie in vitro réz i innych gatunkéw
roslin uzytkowych

I. Mnozenie pedow

1. Wstep

Mikrorozmnazanie réz zyskuje coraz wigksza popularnos$é w produkc;ji kwiaciar-
skiej. Wykorzystuje si¢ je do rozmnazania r6z miniaturowych [7, 8, 14, 39], do
uzyskania materiatu odwirusowanego oraz do reprodukcji nowych odmian i linii
hodowlanych [4, 14]. W ostatnich latach producenci zaczgli interesowac si¢ mozli-
woscig wykorzystania tej metody do reprodukcji odmian réz przeznaczonych do
uprawy na kwiat cigty. Okazalo sig, Ze réZe rosnace na wlasnych korzeniach plonuja
podobnie do okulizowanych [38].

Szacuje sig, ze w Polsce rozmnazZanych in vitro jest obecnie okolo 0,5 min
krzew6w r6z rocznie i pod wzglgdem produkji ro§lin drzewiastych ta metoda réze
znajduja si¢ na drugim miejscu po réZanecznikach. Za szerszym wykorzystaniem
metody in vitro w produkcji r6z przemawia obserwowane ostatnio rosnace zaintere-
sowanie ich uprawa, jednak z wykorzystaniem nowych odmian: bardziej plennych,
trwatych po Scigciu, dobrze przechowujacych si¢ i odpornych na transport. Wynika
to z ogromnej popularnosci, jaka cieszy si¢ ten gatunek wéréd konsumentéw.

Klasyczng metod¢ mikrorozmnazania ro§lin, w tym takze r6z, mozna podzielié
na 4 etapy: I —stadium inicjalne, II - mnozenie pedéw, III — ukorzenianie in vitro i [V
—aklimatyzacja roslin w warunkach szklarniowych. Rozmnazaniu réz in vitro czesto
towarzysza pewne trudnosSci, jak dostosowanie warunkéw rozmnazania do wymagan
danego genotypu, mata zdolno$¢ mikrosadzonek do ukorzeniania oraz starzenie si¢
kultur.

Pierwszy z powyzszych probleméw wystepuje we wszystkich etapach mikroroz-
mnazania i dotyczy ogromnych réznic pomigdzy wymaganiami poszczegdlnych
genotypow w stosunku do sktadnikéw pozywki oraz warunkéw fizycznych [4, 13, 14,
46]. Dubois i in. [14] sa zdania, Ze poszukiwanie odpowiedniej pozywki jest zbyt
kosztowne i moze by¢ uzasadnione tylko w wypadku genotypéw szczegélnie warto-
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Sciowych. W zwiazku z tym autorzy sugeruja, by hodowcy réz przy selekcji brali pod
uwage réwniez taka ceche, jak zdolno$¢ danego genotypu do szybkiego rozmnazania
in vitro.

Rozwiazywaniem wyzZej wymienionych probleméw zajmowali si¢ badacze z
wielu osrodkéw naukowych na $wiecie. Ich prace koncentrowaly si¢ gtéwnie na
pokonywaniu barier w etapach mnozenia i ukorzeniania in vitro. W dostgpne;j litera-
turze znaleziono zaledwie kilka publikacji dotyczacych przygotowania kultur pgdéw
16z do ukorzeniania (zwig¢kszania ich zdolnosci do rizogenezy) i zapobiegania starze-
niu si¢ pgdéw podczas ukorzeniania in vitro. Z tego wzgledu w niniejszym przegladzie
literatury przytoczono takze prace prowadzone na innych gatunkach roslin z zakresu
wyzej opisanych zagadnien.

Badania nad rozmnazaniem réz in vitro rozpoczgto w latach czterdziestych i
dotyczyly one kultur kalusa [28]. Dopiero w 1967 roku, po raz pierwszy, otrzymano
w kulturach kalusa regeneracj¢ zawigzkéw pedow, ktore jednak nie rozwijaty sig
prawidtowo [21]. Udato sig to osiagnaé kolejnym badaczom, ktérzy uzyskali juz
ukorzenione pedy [24].

W nastepnych latach opracowano metod¢ mnozenia rdz in vitro z pomini¢ciem
kultur kalusa, poprzez rozkrzewianie p¢dow i odcinanie mikrosadzonek. Taki system
uznano za Korzystniejszy i bezpieczniejszy dla masowego rozmnazania. W kulturach
kalusa istnieje bowiem wigksze prawdopodobienstwo wystapienia zmian genetycz-
nych. Pierwszymi, ktérzy przedstawili technik¢ rozmnazania ré6Z z pominigciem
kultur kalusa, byli Hasegawa [19] oraz Skirvin i Chu [45]. Hasegawa [19] zapoczat-
kowal kultury pedéw Rosa hybrida ‘Improved Blaze’, wykorzystujac wierzchotki
pedow lub jednoweztowe fragmenty pedoéw zawierajace pak boczny. Dezynfekcje
przeprowadzono przez 10 min w 5,25 procentowym wodnym roztworze podchlorynu
sodu z dodatkiem 0,1% Tweenu. Wyizolowane wierzchotki wzrostu i paki boczne o
wymiarach 3—7 mm regenerowano na pozywce wg Murashige i Skooga [32] o pH 5,8
zaw1erajqcej nastc;pulqce sktadniki organiczne: inozytol 100 mg - 1I” 1, glicyng 2 mg -
I, po0,5mg-1" tlammy, pirydoksyny i kwasu nikotynowego, cukier 3% i agar 0,8%
oraz cytokining i auksyng. W opisany sposéb zakladali kultury in vitro pedéw réz
wszyscy nastepni autorzy. Modyfikacji ulegal najwyzej sposob dezynfekcji lub wiel-
kos¢ eksplantatu. Badacze nie sygnalizowali Zadnych probleméw w stadium inicjal-
nym, stad nie bylo ono przedmiotem szczegétowych badan. Hasegawa [19, 20]
réwniez jako pierwszy badat, ktéra z cytoKinin (2iP, kinetyna i BAP) i auksyn (IAA
i NAA) efektywnie stymuluje rozkrzewianie p¢du r6zy. Za optymalne dla regeneraql
eksplantatow inicjalnych i krzewienia pgdéw uznat BAP o st¢zeniu 3 mg - It i1AA
0,3 mg - I"". Siarczan adeniny i NaH,PO, - H,O (w zakresie od 10 do 1000 mg - l"l)
nie miaty wptywu na wzrost pqdow a podane w najwyzszych steZeniach dzialaty
niekorzystnie. Autor pasazowat pedy co 8 tygodni, uzyskujac wspétczynnik rozmna-
zania 3-6. W pomieszczeniu wzrostowym utrzymywano 16-godzinne o$wietlenie
lampami fluorescencyjnymi o nat¢zeniu 18 umol - m?Z st temperaturg 26°C.



Rozmnazanie in vitro réz ... Czesé I 63

Przedstawiong metod¢ mnozZenia mozna uznaé za standardowa, gdyz z niewielkimi
modyfikacjami stosowana byta przez wigkszos$¢ autor6w. Prowadzac badania z udzia-
tem innych odmian r6z BAP stosowano zawsze, zmieniano tylko stezenie tej cytoki-
niny, czgsto podawano inng niz [AA auksyne, a takze dodawano kwas giberelinowy.
Rzadziej modyfikacje dotyczyty sktadu mineralnego pozywki, sposobu jej zestalenia,
stosowania dodatkowych substancji czy zmian temperatury i nateZenia §wiatfa.

2. Sktadniki pozywki

Skiad mineralny. W etapie mnozenia najczesciej stosowane sa sole mineralne
wg Murashige i Skooga [32] — MS. Valles i Boxus [46] obserwowali korzystniejsze
oddziatywanie sktadnikéw mineralnych pochodzacych z pozywki Lepoivre [37].
Pozywka ta charakteryzuje si¢ czterokrotnie nizsza zawartoscia jonéw NH 4> 0 40%
WYZsza zawartoscia Ca* , ponadto prawie nie wystgpuja w niej jony Cl~. W mnozeniu
Rosa chinensis Jack. uzyskano pozytywne rezultaty, wykorzystujac sktad mineralny
zpozywki WPM — Woody Plant Medium zalecanej do mnozenia roslin drzewiastych
[29]. Lepsze wspétczynniki rozmnazania réz osiagnieto takze stosujac niZszy niz w
pozywce MS pozmm makroelementow, tj. po 125 mg - I” KNO3, MgSO, i KH,PO,
oraz 500 mg - 1™ Ca(NO3)2 [9] lub podanie innej niz W pozywce MS formy zelaza a
mianowicie sekwestren Fe 330 o st¢zeniu 40 mg - 1~ [14] lub chelat FEEDDHA —
86 uM (kwas etylenodwuaminodwu-O-hydroksyfenylooctowy) [47].

Regulatory wzrostu. Wybdr odpowiedniego regulatora wzrostu, zwlaszcza z
grupy auksyn 1 cytokinin, oraz podanie ich we wiasciwym st¢zeniu jest niezwykle
wazne dla uzyskania pomyS$inego efektu w etapie mnozenia r6z. W badaniach nad
rozkrzewianiem Rosa hybrida ‘Forever Yours’ oraz Rosa x damascena Mlll ‘Bridal
Pink’ najlepsze rezultaty uzyskano stosujac BAP o stezeniu 2 mg - I i NAA
0,1mg-1 [27 43]. Wielu autoréw zwraca uwagg na duze réznice w reakcji poszcze-
g6lnych genotypéw na stosowane regulatory wzrostu [4, 20, 46]. Odmiany uprawiane
na kwiat cigty, a wigc o silnej dominacji wierzchotkowej, wymagaly wyzszego
stgzenia BAP 2,5-5 mg - 1_1 a nawet 10 mg - I}, natomiast odmiany r6Z z grupy
rabatowych, okrywowych i miniaturowych, charakteryzujace si¢ silng zdolnoscna, do
krzewienia, wymagaly z reguly nizszego st¢zenia BAP — 0,5-1 mg - [7 13].
Wymienieni autorzy stosowali takze dodatek niewielkiej ilosci (0,1-0, 3 mg 1)
auksyny IAA, IBA lub NAA. Obserwowano ponadto, ze dodatek samego GA; nie
wywotuje korzystnego efektu, podanie natomiast GA; facznie z BAP stymuluje
rozkrzewianie pedu i zapobiega nekrozom wierzchotka wzrostu, a dla niektérych
odmian np. ‘Goldy’ jest niezb¢dne [13, 14, 40, 46].

Czynnikiem mechanicznym stymulujacym rozkrzewianie pedéw jest uszczyki-
wanie wierzchotkéw wzrostu. Zastosowanie takiego zabiegu wptyngto na dwukrotne
zwigkszenie wspétczynnika rozmnazania [6, 14]. Voyiatzi i Voyiatzis [49] uzyskali
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silng stymulacj¢ krzewienia poprzez dodame do pozywki 3 mg - 1! TIBA (kwas
2,3,5-tr6jodobenzoesowy) lub 100mg - I~ 'MELA (ester metylowy kwasu laurowego).
Autorzy sugeruja, ze zwiazki te moga skutecznie zastapic pracochlonne uszczykiwa-
nie pgdow.

Zrédto wegla. Podstawowym Zrédtem wegla dla ro§lin rozmnazanych in vitro
jest egzogenna sacharoza. W warunkach stabego nat¢zenia $wiatla rosliny nie sa
bowiem zdolne do fotosyntezy lub proces ten zachodzi w zbyt niskim natezeniu, by
produkowac potrzebng ilo$¢ substancji organicznych. Dla wigkszo$ci gatunkéw ro-
Slin, takze dla réz, stosuje sig sacharoz¢ o stezeniu 3%. Niekiedy autorzy uznawali
2% sacharozg za wystarczajaca w mikrorozmnazaniu r6z [3, 10]. Natomiast Davies
[10] jako optymalne poleca 4% st¢zZenie tego cukru.

Sacharoza jest podstawowym weglowodanem produkowanym przez wigkszosé
roSlin wyzszych. Stanowi tez gtéwna forme transportowa weglowodanéw w roslinie.
U kilku gatunk6w z rodziny Rosaceae najwazniejszym produktem fotosyntezy jest
sorbitol —alkohol wielowodoro-tlenowy, zwyczajowo zaliczany do cukrowcéw. Jest
on takze forma transportowa. Sposrdd 6 form cukréw: sacharoza, sorbitol, fruktoza,
fruktoza + glukoza i sacharoza zhydrolizowana, testowanych W mnozeniu Malus Sp-,
najodpowiedniejszy okazat sig sorbitol w stezeniu 16 g - 1~ [44] Natomiast zastapie-
nie sacharozy sorbitolem nie wptyneto korzystnie na rozmnazanie in vitro Prunus sp.
[S] Nie spotkano si¢ w literaturze z pracami dotyczacymi zastosowania sorbitolu do
mikrorozmnazania réz.

Inne substancje dodawane do pozywki. Niektorzy badacze dodawali do pozy-
wek zwiazki przeciwdziatajace utlenianiu substancy fenolowych wydzielanych przez

pedy roz Jak kwas askorbinowy — 50 mg I 1pollwmylopyrolldon (PVP-10) - 150
mg -1 [39] oraz cysteina — 10 mg - I” [9]

Badacze belgijscy uzupekiali pozywke¢ MS L-glutaming — 200 mg - l'l, jako
organicznym Zrodtem azotu, z jednoczesnym rozcieficzeniem soli mineralnych do
potowy [11, 16, 26, 31].

3. Kultury w pozywkach zestalonych, dwufazowych
i ptynnych

Pozywki zestalone. Najczesciej stosowanym Srodkiem do Zelowania pozywek
jest agar. Zestalona nim pozywka stanowi réwnocze$nie no$nik dla ro§lin. Zaréwno
rodzaj, jak i st¢Zenie agaru wyraZnie oddzm%ywa}y na mtensywnosc wzrostu i rozwoju
pgdow Rosa hybrida, Syringa vulgaris L. i Gerbera jamesonii H. Bolex Hook [34].
Sugeruje sig, ze zmiany w procesach wzrostowych powsta}e w wyniku uzycia od-
miennych agaréw i ich stgzeii, moga byé spowodowane réznymi zanieczyszczeniami

dostajacymi sig do pozywki wraz z agarem [34] oraz zr6znicowana, dostepnoscia
wody, jon6w i cytoKininy dla roslin [33].
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W wypadku r6z wigkszo$¢ badaczy stosowata agar o st¢zeniu 6-8 g - I [171].
SzczegGtowe badania nad wptywem stezenia agaru (0;4; 5,5; 6, 7,5;8,9i15g - 1)
na wzrost i r10zwéj pedéw Rosa hybrida ‘Madame G. Delbard’ przeprowadzili
Ghashghaie i in. [18]. Wykazali oni, Ze wraz ze wzrostem st¢zenia agaru zmniejszat
sig potencjat wodny pozywki oraz liczba ped6w i ich sucha i $wieza masa. Najbardziej
korzystne dla rozkrzewiania i wydtuzania pedéw okazato si¢ steZenie agaru 7,5 g - 1.
Na pozywce ptynnej wszystkie rosliny byty zwitryfikowane.

Sposrdd innych srodkéw stuzacych do zestalania pozywek coraz powszechniej
stosowany jest gellan-gum PS-60 o nazwach handlowych Gelrite (Kelco, Division of
Merc & Co.Inc., USA) lub Phytagel (Sigma). O jego pochodzeniu oraz whasciwo-
Sciach fizykochemicznych informuje Scherer i Muller [43]. Gellan-gum jest polisa-
charydem zbudowanym z kwasu glukuronowego, ramnozy i glukozy. Izoluje si¢ go
z kultur bakterii Pseudomonas elodea. Nie zawiera takich zanieczyszczei, jak agar,
a wigc substancji fenolowych i siarki. Pasqualetto i in. [33] wykazali korzystne
dzialanie gellan gum na wzrost, rozkrzewianie i ukorzenianie pedéw Malus sp. Z Kolei
Williams i Taji [51] obserwowali pozytywny wplyw tego $rodka na dhugoterminowe
przechowywanie in vitro australijskich roslin drzewiastych.

W wypadku ré6zy szczeg6lowe badania nad zastosowaniem w pozywce agaru i
gellan gum wykazaty, Ze rodzaj Srodka Zelujacego nie miat wiekszego znaczenia dla
rozkrzewiania i wzrostu pedéw [36]. Jedynie, na pozywce zestalonej gellan gum
(Gelrite i Phytagel) uzyskane mikrosadzonki byty dtuzsze, jednak ich jakos¢ byta
nizsza (pedy cienkie o lekko skrgconych liSciach). W zwiazku z tym autorzy nie
polecaja stosowania gellan gum w kulturach réz in vitro.

Kultury plynne i dwufazowe. Najwigksza zaleta pozywek ptynnych jest znaczne
zwickszenie wspétczynnikéw rozmnazania roslin i skrécenie czasu pasazu [53].
Szybszy wzrost i intensywniejsze mnozenie wynika z mozliwosci tatwiejszego pobie-
rania (cala powierzchnia tkanek) sktadnikéw pokarmowych. Zastosowanie kultury
ptynnej u Rhododendronsp. pozwolito na uzyskanie 10-krotnie wyzszego wspétczyn-
nika rozmnazania w poréwnaniu z pozywka zestalong agarem [12]. Wykorzystanie
pozywek ptynnych w produkcji pozwala na obnizenie kosztéw, gdyz wyeliminowany
jestagar —najdrozszy sktadnik pozywki. Mozliwa jest teZ wymiana i kontrola pozywki
bez przenoszenia materiatu roslinnego. Prawdopodobnie, w dalszej perspektywie
kultury ptynne pozwolg na wprowadzenie mechanizacji i automatyzacji produkcji in
vitro [2].

Maene i Debergh [30] zademonstrowali kultury dwufazowe polegajace na poda-
niu pozywki plynnej w gérnej warstwie nad pozywka zestalona agarem. Autorzy
stosowali ten system w kulturach rodzajéw Magnolia L., Spathiphyllum Schott,
Cordyline Commex Juss. i Philodendron Schott corr Schott i polecaja go do zintensy-
fikowania mnozenia, stymulacji wzrostu wydluzeniowego pedéw i ukorzeniania.

Aitken-Christie i Jones [2] opracowali metodg krétkoterminowego (4—6 godz. raz
W tygodniu) zalewania pozywka ptynna kultur wolno rosnacych gatunkéw (Pinus

5 — Postepy nauk rolniczych
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radiata) umieszczonych w podtozu zestalonym agarem. Przedstawiona metoda umo-
zliwita przetrzymywanie kultur w jednym pojemniku przez 1,5 roku, w ciagu ktérego
raz w miesigcu odcinano p¢dy do ukorzeniania.

Inng metodg, polegajaca na zamglawianiu ptynna pozywka kultur mnozacych si¢
roSlin Musa L., Cordyline Commex Juss.i Nephrolepis Schott, opracowali Wheathers
iin. [50]. W systemie tym uzyskano 10-krotnie wigksze wspélczynniki rozmnazania
w poréwnaniu do pozywek zestalonych agarem. Réwnocze$nie nie obserwowano
objawoOw szklistosci pgdéw, ktére czesto wystepuja w kulturach ptynnych.

Dla r6Z metodg¢ mnoZenia w ptynnej pozywce MS opracowali Chu i in. [8]. Do
badafi autorzy wybrali 4 odmiany Rosa chinensis var. minima (Sims) Voss. Okreslano
wplyw st¢zenia BAP (2,416 mg -1 ), dhugosci pasazu (3, 4, 5i 6 tyg.) oraz ilosci
pozywki (50-210 ml). W naczyniach nie umieszczano zadnych no$nikow typu mostki
zbibuty czy metalowe siatki. Rosliny same utrzymywatly si¢ na powierzchni pozywki.
Najwyzszy wspoétczynnik rozmnazania — 4,7 uzyskano na pozywce plynnej zawiera-
jacej 4 mg - I BAP w cyklu S-tygodniowego pasazu. Ponadto nie stwierdzono
szKlistoSci pgdow. Dla por6wnania wspéiczynnik rozmnazania na pozywce zestalonej
agarem wynosit 1,8, a na pozywce dwufazowej—2,8. Wedlug autoréw, korzystniejszy
efekt mnozenia si¢ r6Z na pozywce ptynnej mégt by¢ wynikiem tatwiejszego pobie-
rania BAP przez rosliny.

4. Warunki fizyczne wplywajace na wzrost i krzewienie
pedow

Warunki zewngtrzne, jak Swiatlo, temperatura i wilgotno$é wzgledna powietrza,
utrzymywane w pomieszczeniu wzrostowym, a takze okres pasazu odgrywaja wazna
rol¢ w mikrorozmnazaniu roslin.

Swiatlo. W mnozeniu réz in vitro najczgsciej poleca si¢ 16-godzinne oswnetleme
bialym $wiatltem lamp ﬂuorescencyinych o nat¢zeniach: 4,8 umol m> - [23]
40 pmol - m™2-s™ [3], 100 pmol m 2+ s~ [49), 27,6 umol m™2-s™ [13] 15 umol m
2.5 [39]. Jedynie Rout i in. [40] donosili o0 mozliwosci 14-godzinnego o$§wietlenia.

Temperatura. Optymalny poziom temperatury dla kultur in vitro waha si¢ w
granicach 21-26°C, w zaleznosci od gatunku i odmiany. Szczegétowe badania nad
wplywem temperatury na 10-tygodniowe przechowywanie 12 odmian kultur réz in
vitro prowadzili Horn i in. [23]. Obserwowali oni, Ze wspétczynnik rozmnazania
ulegat zmniejszeniu wraz z podwyzszeniem temperatury. Ponadto wykazano duze
réznice odmianowe w stosunku do wymagan termicznych Odmiana ‘Pasadena’

najlepiej przechowywata si¢ w temperaturze 12°C, inne, jak ‘Mercedes’, ‘Kardinal’,
‘Weise Queen Elisabeth’ i ‘Flamingo’ —w 18°C, a ‘Lorena’, ‘New Down’ i ‘Red Gold’
—-w 24°C.
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Wilgotnos¢ wzgledna powietrza w pomieszczeniu wzrostowym. Wiele uwagi
temu czynnikowi poswigcili Sallanon i Maziere [41]. Do podjecia badar sktonity ich
wieloletnie obserwacje pogarszania sie kultur réz in vitro w okresach zimowych,
mimo Ze W pomieszczeniach wzrostowych utrzymywano identyczne warunki termi-
czne w ciagu calego roku. Badania wykazaty, Ze wilgotno$é wzgledna powietrza w
okresie grzewczym ulega znacznemu obnizeniu nie tylko w fitotronach, ale takze
wewnatrz pojemnikow z materiatem roslinnym. Zdaniem autoréw prowadzito to do
deficytu wody w tkankach i przyczyniato si¢ do stabszego wzrostu pedow. Autorzy
uznali, Ze optymalna wilgotno$¢ wzgledna powietrza w pomieszczeniu wzrostowym
powinna wynosi¢ 80%.

Czas trwania pasazu. Hasegawa [20], notujac u r6z wspétczynnik rozmnazania
Po 2,4, 68 tygodniach pasazowania, stwierdzit, ze po uptywie 4 tygodni jego warto$é
dochodzifa do 4 i dalej nie wzrastata. Diuzsze przetrzymywanie kultur na tej samej
pozywce powodowato starzenie si¢ pgdéw. Rowniez inni autorzy podaja, ze czas
trwania pasazu odgrywa istotna rol¢ w mikrorozmnazaniu, lecz moze si¢ réznié w
zaleznosci od odmiany. Dla r6z rabatowych ‘Champion’ i ‘John Franklin’ oraz
mieszafica herbatniego ‘John Paul II’ najwyzsze wspétczynniki rozmnazania uzyska-
no po 6 tygodniach, a dla odm. ‘Landora’ — uprawianej na kwiat cigty —po 8 tyg. [4].
Douglas i in. [13] uznali za optymalny dla wszystkich badanych genotypéw réz
miniaturowych, okrywowych i wielokwiatowych 6-tygodniowy cykl pasazowania, a
Campos i Pais [7] dla r6Z z grupy Rosamini — cykl 4-tygodniowy. Z kolei Horn i in.
[23] uwazaja, Ze 8-, a nawet 12-tygodniowy pasaz jest odpowiedni dla wiekszosci
odmian.

S. Starzenie si¢ kKultur pedéow

Problem starzenia si¢ kultur pgdéw sygnalizowany byt juz w najwczesniejszych
pracach dotyczacych mikrorozmnazania r6z [20]. Niektére odmiany przetrzymywane
na jednej pozywce dluzej niz 4 tygodnie wykazywaly objawy zétknigcia lisci i
zamierania wierzchotkéw wzrostu. Charakterystyczne objawy przyspieszonego sta-
rzenia faczono z obecnoscia etylenu w atmosferze otaczajacej rosliny [31]. Kolejnle
badania wykazaty, ze dodanie do pozywki ACC—prekursora etylenu (0,5-10mg - 17)
lub etrelu (0,1-10 mg - l"l) stymulowato rozkiad chlorofilu w tkankach, co w
konsekwencji prowadzito do zétknigcia liSci [11].

Etylen jest gazowym hormonem ro$linnym produkowanym przez wszystkie tkan-
ki [52]. Moze wigc akumulowac si¢ w zamKnigtej atrnosferze in vitro w fizjologicznie
wysokich stegzeniach i stymulowac¢ proces starzenia. Biosynteza etylenu przebiega
wedtug nastepujacego schematu: metionina » S-adenozylometionina (SAM) » kwas
1-aminocyklopropano- 1-karboksylowy (ACC) » etylen (C,H,) [ 52]. Przemiang SAM
do ACC Kkatalizuje enzym syntetaza ACC, natomiast za przeksztatcenie ACC do
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etylenu odpowiedzialny jest enzym EFE (ang. ethylene forming enzyme). Hipotety-
czny enzym EFE zostal po raz pierwszy wyizolowany w 1991 roku przez Ververidis
i John [48] i nazwany ACC oksydaza. Stosunkowo petng charakterystyk¢ enzymu
ACC oksydazy, bedacego wcigz przedmiotem intensywnych badan, podaje w pracy
przegladowej Kende [25].

W pracach nad zapobieganiem starzeniu si¢ kultur r6z in vitro wykorzystano
inhibitory zaréwno produkcji endogennego etylenu jak 1 dzialania egzogennego
etylenu [31]. Dodanie do pozywki AVG (1 mg - 1" ) skutecznego inhibitora ACC-
syntetazy, wptyneto najkorzystnlej na zwigkszenie wspoétczynnika rozmnazania. Do-
datm wplyw na rozmnazanie r6z obserwowano takze pod wpltywem AIB (50-500 mg

- ) Zwiazek ten jest kompetycyjnym inhibitorem EFE [42]. Sposréd poliamin
(spermidyna, putrescyna i 1,3-diaminopropan), ktére dodawano do pozywki lub
moczono pedy w sterylnych roztworach tych zwiazkéw przed umieszczeniem na
pozywce, jedynie diaminopropan wptynal na wyrazne zwigkszenie wspétczynnika
rozmnazania. Wykazano réwniez, ze AVG hamowat produkcje¢ etylenu i przeciwdzia-
tat starzeniu si¢ pedéw r6z [11]. Z Kolei Gaspar i in. [16] oraz Kevers i in. [26]
twierdzili, ze pewna iloS¢ etylenu jest konieczna dla stymulacji rozkrzewiania pgdéw
r6z. Jednoczes$nie autorzy uzyskali najwyzsze wspétczynniki rozmnazania, pod wply-
wem inhibitorow biosyntezy etylenu — AVG i CoCl,. Ich korzystny wptyw przeja-
wial si¢ poprzez zwigkszenie liczby miedzywezli 1 stymulowanie rozkrzewxama
pedow. Obydwa zwiazki hamowaty takze produkcj¢ etylenu. Jony Co** sq zaliczane
do inhibitoréw enzymatycznego systemu EFE [52].

Sposréd inhibitoréw dziatania etylenu do najskuteczniejszych i najczesciej stoso-
wanych in vitro naleza jony srebra (Ag"). Rzadziej wykorzystywany jest 2,5-norbor-
nadien —nienasycony weglowodoér. Jony Ag” stosuje si¢ powszechnie do przedtuzania
trwatosci kwiatow cigtych. Mechanizm, przez ktdry blokuja one dziatanie etylenu, nie
jest znany. Przypuszcza si¢, ze Ag’ blokuje miejsce na receptorze biatkowym odpo-
wiedzialnym za przyfaczanie etylenu [1]. Tkanki roslinne staja si¢ przez to mniej lub
w ogole niewrazliwe na etylen. Srebro stosowane jest w pozywce w postaci azotanu
srebra (AgNO,) i tiosiarczanu srebra (STS). Zastosowanie w kulturach in vitro rézy,
w pozywce, inhibitorow biosyntezy (AIB) i dziatania (AgNO,) etylenu nie przyniosto
oczekiwanych rezultatéw [35]. Zwiazki te hamowaly wprawdzie starzenie lisci,
jednak AgNO, powodowat deformacje; pedéw, a AIB wywolywat chloroze lisci.

Pewien wplyw na opozmeme procesu starzenia stymulowanego przez etylen
przypisuje si¢ jonom wapnia (Ca "). Uwaza si¢, ze wapii wystepujacy w komérkach
w odpowiednim stgZeniu chroni blony komérkowe przed rozpadem [52]. Role wapnia
W procesie starzenia roslin szeroko opisuje Ferguson [15] w pracy przegladowe;.
Autor przytacza wxele przyktadow zahamowania starzenia tkanek ro§linnych poprzez
traktowanie ich Ca>*. Na przyktad, uzyskano zmniejszanie utraty chlorofilu i degra-
dacji i biatek we fragmentach liSci Zea sp. i Rumex sp. w wyniku inkubacji w roztworze
Ca“* o stezeniu 1 M. Podobnie, przetrzymywanie odcigtych liScieni ogérka w 0,1 M
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roztworze Ca’* zapobiegato rozpadowi chlorofilu i akumulacji peroksydazy, a takze
zmniejszylo produkcije etylenu. U rézy z kolei, dzieki modyfikacjisktadu mineralnego
pozywki poprzez dwukrotne zwigkszenie stgZzenia wapnia i magnezu, uzyskano
znaczne podwyzszenie wspétczynnikéw rozmnazania [36], zahamowano takze sta-
rzenie si¢ liSci i zamieranie wierzchotkéw wzrostu pedéw [35].

6. Podsumowanie

Na $wiecie mikrorozmnazanie r6z stosowane jest jednak w ograniczonym zakre-
sie, przede wszystkim dlatego, Ze wyprodukowane rosliny sa zbyt drogie, a metoda
nie jest wystarczajaco wydajna. Wspétczynniki rozmnazania (2-3 z jednego pedu w
ciggu 6 tyg.) sa zbyt niskie. Wcigz dla wielu producentéw bariera masowego rozmna-
zania niektorych odmian réz jest problem szybkiego starzenia si¢ liSci i zamierania
wierzchotkéw wzrostu.

Zuwagina powyzsze problemy, a takze ze wzgledu na to, iz réze staja sie w Polsce
i w innych krajach najwazniejszym gatunkiem sposréd roslin ozdobnych, w kilku
osrodkach naukowych na §wiecie, takze w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa w
Skierniewicach, prowadzi si¢ badania, ktérych celem jest zwiekszenie efektywnosci
mikrorozmnazania i obniZenie kosztéw produkcji [22, 35]. Prace koncentruja si¢
gltéwnie na poprawieniu jakosci mikrosadzonek przez modyfikowanie sktadu mine-
ralnego pozywki, dodawanie do niej retardantéw wzrostu, stosowanie $wiatta rézne;
jakosci czy utrzymywanie wyzszego stezenia CO, w atmosferze otaczajacej rosliny.
Wysoka jako$¢ pedéw jest bowiem jednym z najwazniejszych czynnikéw odpowie-
dzialnych za dalsze ich ukorzenianie i adaptacj¢ w szklarni, co z kolei decyduje o
optacalnosci produkcji sadzonek r6z metoda in vitro.
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In vitro propagation of rose and other plant species
L. Shoot multiplication

Summary

Micropropagation of roses has been widely applied for mass production, intro-
duction of new cultivars, selection of new lines and elimination of rose viruses by
meristem tip culture. The effects of cultural factors affecting shoot multiplication of
rose — the ingredients of the medium, environmental influences and culture systems,
have been briefly reported. Also the problem of senescence of shoot culture and
possibility of prevention of this process has been described.

Stosowane skroty
BAP — 6-benzyloaminopuryna,
kinetyna — 6-furfuryloaminopuryna,
2iP — 6-(T-T-dwumetyloallilo)aminopuryna,
IAA — kwas indolilo-3-octowy,
IBA — kwas indolilo-3-mastowy,
NAA  — kwas naftylo-1-octowy,
GA3 — kwas giberelinowy,
AIB — kwas a-aminoizomastowy,
AOA  —kwas 1-aminooksyoctowy,
AVG  —aminoetoksywinyloglicyna,

ACC  —kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy



