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Rozmnazanie in vitro réz
i innych gatunkow roslin uzytkowych

II. Ukorzenianie mikrosadzonek

1. Wstep

Ukorzenianie mikrosadzonek jest niezwykle waznym i trudnym etapem w proce-
sie masowego rozmnazania roslin in vitro. Wyprodukowanie duzej liczby mikrosa-
dzonek o matych zdolnosciach do ukorzeniania moze si¢ wigza¢ zpowaznymistratami -
finansowymi. Konieczna jest wigc znajomos¢ czynnikéw wplywajacych na uzyskanie
przez pedy gotowosci do tworzenia korzeni przybyszowych. Zasadniczo czynniki te
mozna podzieli¢ na zewnetrzne (temperatura, $wiatto, sktad pozywki), na ktére mozna
stosunkowo tatwo oddziatywa¢, oraz wewngtrzne (endogenny poziom regulatoréw
wzrostu, substancji fenolowych) wynikajace z cech genetycznych i fazy ontogenety-
cznej rosliny.

' 2. Ukorzenianie pedow in vitro

2.1. Skiadniki pozywki podstawowe;j

Sole mineralne. ObnizZenie poziomu soli mineralnych w pozywce wplywa korzy-
stnie na ukorzenianie wiekszosci roslin. W badaniach nad ukorzenianiem in vitro r6z
stosowano najczesciej sktadniki mineralne pozywki MS [38] rozcieficzone do 1/2,1/3
lub 1/4 [25, 27, 38, 45, 50, 51]. Douglas i in. [14], przy dwukrotnym rozcieficzeniu
soli mineralnych, uzyskali 40% ukorzenionych pgdéw, a przy czterokrotnym — 90%.
Dalsze rozcieficzanie sktadnikéw mineralnych dawato niezadowalajace wyniki.

W wyjasnieniu korzystnego wptywu niskiego stg¢Zenia soli mineralnych na uko-
rzenianie pgd6w Hyndman i in. [26] podaja, Ze wynika ono z obnizenia poziomu azotu
w pozywce. Zmniejszenie st¢zenia azotu do 1/8 (7,5 mM) w stosunku do jego
zawarto$ci w pozywce MS (60 mM) i rozcieficzenie pozostatych sktadnik6w tylko do
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potowy wptyneto na uzyskanie najlepszego ukorzeniania pedéw réz. Uzupehienie
takiej pozywki NaCl do stezenia wystgpujacego w pozywce MS nie wplyneto hamu-
jaco na ukorzenianie. Natomiast, wraz ze wzrostem poziomu azotu zmniejszata sie
liczba korzeni. Autorzy podaja, Ze sposréd skfadnikéw mineralnych azot odgrywa
najwazniejsza rolg w procesie rizogenezy. Jego obecno$¢ w pozywce jest konieczna
W postaci jonow NO; i NH;’, a optymalny stosunek NO; : NH: wynosidlaréz 3: 1.
Mniejszg rolg w rizogenezie in vitro odgrywaja jony boru, manganu i potasu [36] i nie
badano ich wptywu na ukorzenianie pedéw réz.

Zrodto wegla. Podobnie jak w etapie mnozenia, takze w pozywce do ukorzeniania
konieczna jest obecnoS¢ cukru bedacego Zrédtem wegla. Niezdolne do samodzielne;
fotosyntezy pedy pobieraja go z pozywki w ciagu catego procesu rizogenezy. W
wigkszoSci publikacji zalecane st¢zenie sacharozy dla ukorzeniania r6z wynosi 30 - g
I, Campos i Pais [ 5] polecaja st¢zenie 20 g - I tego cukru. Z kolei Rahman i in. [45]
obserwowali najwigcej ukorzenionych pedéw oraz najliczniejsze i najdtuzsze korze-
nie na pozywce zawierajacej 40 g - I sacharozy. Badania nad stosunkiem zawartosci
wegla do azotu w pozywce i jego wplyw na ukorzenianie r6z prowadzili Hyndman i
in. [26]. Wykazali oni, ze dla procesu rizogenezy optymalny stosunek st¢Zenia
molarnego sacharozy do azotu mineralnego w pozywce powinien by¢ wyzszy od 10.

Badano réwnieZ wptyw aminokwaséw na ukorzenianie pedéw réznych gatun-
k6w drzew owocowych z rodziny Rosaceae. Kwas asparaginowy, kwas glutaminowy,
ornityna, tryptofan i arginina korzystnie oddzialywaty na ukorzenianie podktadek
jabtoni P 2 i P 60, Przy czym najsilniejszy addytywny wplyw obserwowano dla
argininy (200 mg - 1) [40]. W przypadku Cydonia oblonga L. najwigcej ukorzenio-
nych pgd6w uzyskano pod wptywem proliny podanej wraz z auksyna [39]. Pedy takie
wyrdznialy si¢ rowniez najwigksza liczba korzeni.

Witaminy wykazuja dodatni wplyw na ukorzenianie mikrosadzonek. Stwierdzo-
no, ze sposrod 9 badanych witamin najkorzystniej na ukorzenianie r6z oddziatywaty
ryboflawina, pantotenian wapnia i kwas askorbinowy [7]. Nie wykazano natomiast
dodatniego wptywu tiaminy (0,1-1,7 mg - l'l) [27]. Przedmiotem najliczniejszych
badan byt wptyw ryboflawiny na ukorzenianie mikrosadzonek réznych gatunkéw.
Przypuszcza sig bowiem, ze witamina ta bierze udziat w fotoutlenianiu auksyny. Drew
1in. [15] zaproponowali efektywny spos6b ukorzeniania pgdéw Carica papaya L. na
pozywce zawierajacej 10 uM IBA i 31 uM ryboflawiny. Istota tej metody byto jednak
zastosowanie W pierwszych 2 dniach ciemnosci, a w nastgpnych 16-godzinnego
oSwietlenia. Autorzy oparli swa metodg na zatoZeniu, Ze auksyna konieczna jest tylko
w pierwszej fazie do zainicjowania ukorzeniania, po czym jej obecno$é moze hamo-
wac wyrastanie korzeni. Korzystne dziatanie ryboflawiny polegato wigc prawdopo-
dobnie na utlenianiu auksyny na swietle.

Wegiel aktywny dodany do pozywki w dawce 1 g - I wplynat dodatnio na
ukorzenianie pgd6w r6z miniaturowych [2]. Natomiast inne badania wykazaty ujemne
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dzialanie tego skiadnika, przejawiajace sic op6Znionym o 6 tygodni wyrastaniem
korzeni i zmniejszeniem hczby ukorzenionych pedéw do 60% [5].

Odczyn pH pozywki w zakresie 5,5-5,9 jest najczgsciej polecany do ukorzeniania
r6z. Rahman i in. [45] uznali pH 5,5 jako optymalny sposréd przebadanych (4,5; 5,5;
6,517,5).

Waznym czynnikiem w ukorzenianiu mikrosadzonek jest stq,zeme agaru w po-
zywce, ktdre najczesciej polecane jest w zakresw 6-8 g - I"!. W badaniach nad
wplywem réznych steZef agaru (3-15g - I” ) na ukorzenianie r6z jako optymalne
uznano 6 g - I} [S, 45].

Douglas i in. [14] wykazali, Ze najkorzystniejsze dla ukorzeniania réz byto
zastosowanie pozywKki plynnej z uzyciem celulozowych korkéw typu Sorbarods
(Baumgartner papiers SA, Szwajcaria) jako no$nikéw. Ta metoda ukorzenito sie i
zaaklimatyzowato 100% pedéw. Natomiast w pozywce ptynnej pozbawionej nosni-
kow Sorbarods oraz w pozywce zestalonej agarem liczba ukorzenionych pedéw
wynosita odpowiednio 70% i 84%, a zaaklimatyzowanych okoto 85%. Z kolei
najmniejsza liczbg — 61% ukorzenionych pedéw i tylko 22% zaaklimatyzowanych —
autorzy zanotowali w wypadku bezposredniego ukorzeniania.

2.2. Auksyny

Kluczows rol¢ w ukorzenianiu odgrywaja auksyny, ktére podawane egzogennie
silnie stymuluja ten proces. Poszczegélne genotypy r6znig si¢ jednak wymaganiami
w stosunku do rodzaju i stezenia tego regulatora wzrostu. Wazny jest rowniez stan
fizjologiczny mikrosadzonki, czyli jej gotowos¢ do ukorzeniania. Do stymulacji
ukorzeniania pgdéw 16z stosuje si¢ naturalng auksyn¢ IAA lub syntetyczne IBA i
NAA. Hasegawa [25] poréwnat efektywnos$¢ dziatania IAA, IBA i NAA dodanych
do pozywki w stc;iemach od 0,03 do 3 mg - I"! na ukorzenianie pedow R. hybrida.
Przy stezeniu 1 mg - I~ 11AA oraz 0,03-0,1 NAA ukorzenito sig¢ i zaakhmatyzowa&o
blisko 100% pgdow. IBA okazat si¢ mniej skuteczny, gdyz przy stezeniu 0,1 mg - -
zanotowano tylko 84% ukorzenionych mlkrosadzonek Z Kkolei Dubois i in. [18] oraz
Campos i Pais [S]uznali IBA-1mg- 1" Jako najkorzystniejszy dla ukorzeniania r6z
mlmaturowych Sauer i in. [50] uzyskali najlepsze wyniki z zastosowaniem IAA —
1mg- I! . Niekt6rzy autorzy Polecajq stosowanie dwéch synerglstyczme dznaiajacych
auksyn, jakNAAO 1mg- 1" zIAAlubzIBA 0,05mg - 1I” [27] NAA 0,1 mg - I
IAA0,5Smg- I [45]. Natomiast Skirvin i Chu [51] uzyskali najwigcej ukorzemonych

mikrosadzonek na pozywce nie zawierajacej auksyny.
Czas traktowania auksynami ma réwniez istotne znaczenie w ukorzenianiu

pedéw. W badaniach nad formowaniem korzeni przybyszowych stwierdzono, ze
obecno$¢ auksyn jest konieczna tylko w pierwszej fazie rizogenezy — powstawania
primordiéw. Okres ten wynosi od 2 do 6 dni w zaleznosci od gatunku [35, 50]. Jednak
w masowej produkcji ukorzeniane mikrosadzonki przebywaja na pozywce zawiera-
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jacej auksyny zazwyczaj przez 2—6 tygodni. W przypadku r6z okres ten moze wynosié
2 tygodnie [25, 26, 27], 3-5 tygodni [14, 18], a nawet 6 tygodni [45]. Jednak juz po
10-14 dniach przebywania mikrosadzonek na pozywce z auksyna obserwowano
objawy zotknigcia pgd6éw i czernienia korzeni [5, 25, 42]. Z tego wzgledu niekt6rzy
autorzy zalecaja przeprowadzenie stymulacji ukorzeniania pgdoéw na pozywce z
auksyna tylko przez krotki 7-10-dniowy okres, a nastepnie przeniesienie ich na
pozywkg bez tego regulatora w celu umozliwienia wzrostu wydtuzeniowego pedéw
i korzeni [9, 15].

2.3. Substancje fenolowe

Do kofaktorow ukorzeniania — obok azotu, cukru i auksyn — zaliczane sa takze
niektore substancje fenolowe, np. floroglucynol i florydzyna [36]. Uwaza sie, Ze ich
wplyw na stymulacj¢ ukorzeniania polega na regulowaniu poziomu auksyny poprzez
oddziatywanie na aktywno$c¢ oksydazy IAA. Floroglucynol (100 mg - l'l) nie przeja-
wiat jednak dodatniego dziatania na ukorzenianie pgd6w réz [5, 27].

2.4. Etylen

Powszechnie znany jest fakt, Ze auksyny stymuluja biosynteze etylenu [54].
Natomiast Moncousin i in. [37] dowodza, Ze wzmozona produkcja etylenu poprzedza
wzrost produkcji endogennej auksyny, w nastgpstwie czego pojawiaja sie zmiany
morfogenetyczne, prowadzace do powstawania primordiéw korzeni. Przeciwna opi-
ni¢ wyrazili Geneve i in. [24], stwierdzajac, ze etylen nie bierze Zadnego udziatu w
ukorzenianiu ogonk6w liSciowych Hedera helix L., stymulowanym przez auksyny.

W wielu badaniach stosowano zatem inhibitory biosyntezy i dziatania etylenu w
celu oddzielenia udziatu auksyn od udziatu etylenu w procesie rizogenezy. Wiadomo
bowiem, Ze auksyna oddzialuje na wzrost biosyntezy etylenu przez stymulowanie
aktywnosci syntetazy ACC, ktdrej inhibitorami sy AOA i AVG [54]. Robins i in. [46]
obserwowali zmniejszenie liczby korzeni u sadzonek Phaseolus radiatus L. (Vigna
radiata) pod wptywem AVG. Natomiast Biondi i in. [3] stwierdzili, ze AVG powo-
dowata formowanie wigkszej liczby korzeni u mikrosadzonek Prunus avium L., lecz
redukowata ich wydtuzanie, podczas gdy ACC wplynat na zmniejszenie liczby
ukorzenionych pgd6w. Zkolei Coleman i in. [8] obserwowali stymulacje ukorzeniania
liSci pomidora in vitro pod wplywem AgNO, inhibitora dzialania etylenu.

Szczegbtowe badania nad rolg etylenu w procesie ukorzeniania mikrosadzonek
r6z wykazaly, Ze inhibitory dziatania (AgN O,) i biosyntezy (AIB) etylenu dodane do
pozywki, w najnizszym sposréd badanych stezeii (2,5mg - 17), stymulowaty ukorze-
nianie in vitro. Jednak po posadzeniu roslin w szklarni okazato si¢, Zze zwiazki te

wykazaty niekorzystne dziatanie nastgpcze, AIB wywotywat chloroze lici i hamowat
dalszy wzrost roslin, a AgNO, powodowat ich zamieranie [42].
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2.5. Warunki fizyczne

Temperatura, Wigkszos$¢ badaczy poleca utrzymywanie w czasie ukorzeniania
pgdoéw réz temperatury od 21 do 28°C. Rahman i in. [45] — por6wnujac temperatury
w zakresie 24-32°C — uznali, jako optymalna, 28°C. Khosh-Khui i Sink [27] obser-
wowali poprawg ukorzeniania poprzez chtodzenie ukorzenianych pedéw przez pier-
wszy tydzied w 5°C i przetrzymywanie ich w nastgpnym tygodniu w 22°C.

Swiatlo. W ukorzenianiu pedéw waznq rol¢ odgrywa zaréwno fotoperiod, jak i
nat¢zenie Swiatta. Rahman i in. [45] — poréwnujac 8-, 12- i 16-godzinny fotoperiod —
uznali za optymalne 16-godzinne o§wietlenie. Obserwowano, ze najkorzystniejsze dla
ukorzeniania jest nat¢Zenie Swiatta nizsze o 12 pmol - m~-s!od stosowanego w
etapie mnozenia [27]. Wykazano takze korzystne oddziatywanie cieniowania czarna
folig strefy korzeniowej [27). Jednak w masowej produkc;ji taki system bylby bardzo
kiopotliwy. Wielu autoréw zaleca wigc stosowanie ciemno$ci w pierwszej fazie
ukorzeniania pgdow (przez 3-10 dni), co stwierdzono na przykladzie i Malus sp.
[16, 40].

2.6. Inne czynniki

W literaturze bardzo czgsto podkresla si¢ duze réznice pomig¢dzy genotypami pod
wzgledem zdolnoSci do ukorzeniania. Nie zawsze bowiem metoda rozmnazania in
vitro opracowana dla jednej odmiany umozliwia mnozenie innej, pochodzacej z tego
samego gatunku [17, 18]. Moncousin [36] uwaza, Ze cecha duzej zdolnosci do
ukorzeniania jest niezwykle wazna szczegélnie w istniejacych obecnie warunkach
ogromnej konkurencji na rynku ro$lin ozdobnych. Jednym ze sposobéw szybkiego
poznania zdolno$ci nowej odmiany do rizogenezy jest proba ukorzeniania jej sadzo-
nek pedowych. Jesli b¢da sig one trudno ukorzeniac, to prawdopodobnie takze in vitro
wystapia podobne problemy. Z kolei autor podaje, ze metoda in vitro pozwala w wielu
wypadkach przezwycig¢zy¢ tg¢ barier¢. Trudnosci w ukorzenianiu pewnych odmian réz
wynikaja prawdopodobnie z zawartosci endogennych auksyn oraz innych hormonéw
roSlinnych, substancji fenolowych lub enzymoéw uczestniczacych w ich przemianach
i biosyntezie. Na przyktad u mikrosadzonek Asparagus sp. wysoki poziom endogen-
nych giberelin stanowit barier¢ ukorzeniania [28]. Foong i Barnes [19] podaja, Ze u
trudno ukorzeniajacego si¢ RhododendronL. ‘Britannia’ stwierdzono wyzszy poziom
GA, i 1000-krotnie nizszy poziom kwasu abscyzynowego (ABA) w por6wnaniu do
tatwo ukorzeniajacego si¢ Rhododendron ponticum L. Co wigcej, najwyzsze stgzenie
endogennego ABA w pedach obu odmian notowano w optymalnych dla ukorzeniania
okresach. Moncousin [36] uwaza, Ze zdolno$¢ do ukorzeniania poszczegllnych
genotypow zalezy od réznej zawartosci w pedach specyficznych fenoli o dziataniu
synergistycznym z auksyna, a takze whasciwa dla danej odmiany potencjalna aktyw-
no$¢ przemian form zwiazanych auksyn do form wolnych, gdyz tylko nie zwigzane
auksyny wykazuja aktywnos$¢ fizjologiczna [36]. Foong i Barnes [20] sugerowali, Ze
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jednym z kluczowych endogennych czynnikéw ukorzeniania jest peroksydaza. Ostat-
nio przeprowadzone badania wykazaty, ze wysoka aktywnosé peroksydazy i 8-glu-
kozydazy zwiazana jest z duza gotowoscia pedow do formowania korzeni [48].
Autorzy sugeruja, ze poziom aktywnosci tych enzyméw moze byé wskazZnikiem
(markerem) zdolnosci do rizogenezy danych genotypéw.

Waznym czynnikiem decydujacym o zdolno$ci do ukorzeniania jest stan onto-
genetyczny rosliny matecznej, bgdacej donorem eksplantatéw inicjalnych. Wiadomo,
ze pedy pobierane z Kultur zainicjowanych ze starych roslin, nie bedacych w fazie
juwenilnej (mtodocianej), stabo sig ukorzeniaja [21]. W wypadku rozmnazania réz
nie spotkano si¢ w literaturze z problemem ukorzeniania wynikajacym ze stanu
ontogenetycznego rosliny matecznej, poniewaz materiat pobierany do zapoczatkowa-
nia Kultur pochodzi najczesciej z mtodych roslin.

Ostatnim ze znanych czynnikéw wplywajacych na ukorzenianie jest dlugosé
pgdow. Wykazano, Ze sadzonki rézy dlugosci poniZej 1 cm ukorzenity sie in vitro w
10%, podczas gdy dtuzsze od 2 cm — w ponad 80% [14, 42]. Tendencj¢ wzrostu
zdolnosci mikrosadzonek do ukorzeniania wraz ze zwigkszajaca si¢ dtugoscia pedu
obserwowano takze u fikusa i kordyliny [32].

3. Bezposrednie ukorzenianie w niesterylnym podlozu

Coraz czegsciej, ze wzgledu na mozliwos¢ uzyskania lepszych efektéw ekonomi-
cznych, poleca si¢ producentom zastapienie ukorzeniania in vitro ukorzenianiem
bezposrednim w niesterylnych warunkach [10]. Ukorzenianie i aklimatyzacja prze-
biegajg wtedy réwnocze$nie, przyczyniajac sie do skrécenia okresu produkcji 0-2-3
tygodnie. Ponadto, wyeliminowanie etapu ukorzeniania in vitro pozwala na znaczne
obnizenie kosztow produkcji. Debergh i Maene [10] podaja, ze koszt ukorzeniania in
vitro stanowi Srednio co najmniej 35% kosztéw catkowitych. Koszty te dla Bego-
nia sp. i Ficus sp. oceniono na 56% [11], a dla Rhododendron sp. nawet na 75% [1].
Oprécz wymienionych korzysci ekonomicznych metoda bezposredniego ukorzenia-
nia ma tez wiele innych zalet. Najwazniejsza z nich jest znacznie fatwiejsze umiesz-
czenie W podtozu pedu nie ukorzenionego w poréwnaniu z ukorzenionym [44]. W
przysztosci pozwoli to na wprowadzenie automatyzacji tej czynnosci, a wigc redukcije
kosztownej robocizny. System korzeniowy wytworzony w warunkach in vitro jest
ponadto mniej efektywny w poréwnaniu do systemu rozwini¢tego w podtozu ex vitro.
Nie wystepuja w nim wiosniki, wigzki przewodzace sa waskie i stabo wyksztalcone,
a w czasie sadzenia korzenie fatwo ulegaja uszkodzeniu [34]. Wymienione korzysci
bezposredniego ukorzeniania przyczyniaja sie do coraz szerszego wykorzystania tej
metody w produkcji. Powszechnie stosuje si¢ ja dla gatunkéw odznaczajacych sie

duzg zdolnoscia do rizogenezy, jak Kalanchoé sp. [53], Saintpaulia sp. [52] i Rhodo-
dendron sp. [13].
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Uzyskanie wysokiej efektywnosci w ukorzenianiu mikrosadzonek ex vitro jest
bardzo trudne. Swiadcza o tym nieudane préby innych badaczy. Campos i Pais [5]
ukorzeniali w substracie torfowym pedy 16z, ktérych podstawy traktowano 0,1-pro-
centowym roztworem IBA przez kilka minut, jednak wszystkie mikrosadzonki za-
marty. Douglas i in. [14], nie stosujac auksyn, uzyskali w zaleznosci od odmiany
zaledwie od 22% do 61% ukorzenionych i zaaklimatyzowanych roslin. Autorzy ci
osiagngli poprawg do ponad 80% ukorzenionych mikrosadzonek dopiero przez wste-
png indukcjg rizogenezy ped6w in vitro. Efektywna metode bezposredniego ukorze-
niania mikrosadzonek ré6z opracowali Rogers i Smith [47]. Sposréd 4 badanych
odmian r6z miniaturowych, u trzech, pedy ukorzenily si¢ ex vitro w ponad 95%.
Badacze ukorzeniali pedy 2-centymetrowej dtugosci, traktujac ich podstawy prepara-
tem ukorzeniajacym w pudrze, zawierajacym 0,1% IBA.

W metodzie ex vitro do zainicjowania rizogenezy bardzo czgsto konieczne jest
zastosowanie auksyny. Oprécz traktowania podstaw pedéw preparatami ukorzenia-
jacymiw pudrze wykorzystuje si¢ tez inne metody. Maene i Debergh [32] zapropono-
wali stosowanie roztworu wodnego auksyny, wlewanego na pozywke zestalona
agarem pod koniec ostatniego pasazu poprzedzajacego ukorzenianie. Mikrosadzonki
mozna tez sadzi¢ w podtozu nasyconym auksynami lub opryskiwac je po posadzeniu
roztworami auksyn [23]. PomysIne wyniki uzyskano w badaniach nad bezposrednim
ukorzenianiem mikrosadzonek r6z dwéch odmian ‘White Gem’ i “Starina’ o odmien-
nych zdolnosciach do rizogenezy [42]. Wykazano, ze mikrosadzonki trudno ukorze-
niajacej si¢ ‘White Gem’, posadzone do substratu torfowego, wytworzyly korzenie i
zaaklimatyzowaty si¢ podobnie jak te, ktdre wezesniej ukorzeniano in vitro, w ponad
80%, gdy podlewano je lub opryskiwano roztworem IBA o st¢zeniu 0,1-1 mg - I
Jednak pedy ukorzenione wcze$niej in vitro rosty szybciej. W wypadku odmiany
‘Starina’, fatwo ukorzeniajace;j si¢, bezposrednie ukorzenianie ped6w w substracie
torfowym w szklarni potaczone z opryskiwaniem roztworem auksyn (IAA 10 mg - I
lubIBA1mg- l_l) okazato si¢ korzystniejsze od ukorzeniania in vitro. Mikrosadzonki
posadzone bezposrednio w substracie ukorzenity si¢ w 98%, a ich system korzeniowy
byl znacznie lepiej rozwiniety.

4. Przygotowanie pedow do ukorzeniania

Pedy przeznaczone do ukorzeniania powinny by¢ bardzo dobrej jakosci, szcze-
g6lnie w wypadku ukorzeniania ex vitro. Wigkszo$¢ gatunk6w mnozonych in vitro
wymaga specjalnego przygotowania kultur pgdow do pozyskiwania mikrosadzonek,
poniewaz sa one nieco odmienne pod wzgledem morfologicznym i fizjologicznym
[44]. Maja cienka kutykule i nieprawidtowo funkcjonujace aparaty szparkowe czy
stabo rozwinigte wiazki przewodzace. Sallanon i in. [49] obserwowali, ze aparaty
szparkowe ped6w réz in vitro nie zamykaty si¢ w ciemno$ci. W komoérkach szparko-
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wych autorzy stwierdzili brak aktywnos$ci ATPazy i 10-krotnie mniejsza zawartos$é
wapnia W porownaniu do jego zawartosci w roslinach ex vitro. Ponadto Donnelly i
Skelton [12] stwierdzili, ze w przeciwieristwie do ro§lin zaaklimatyzowanych hyda-
tody (szparki wodne) u mikrosadzonek rézy nie zamykaty sie po przeniesieniu roslin
ze szkfa do warunkow o niskiej wilgotnosci. Zdaniem autoréw niezdolno$é hydatod
do zamykania sig jest jedna z przyczyn ogromnej wrazliwosci mikrosadzonek na stres
wodny. Przeniesienie takich pgdéw do warunkéw ex vitro wymaga wiec bardzo
starannej opieki przez okres 2-3 tygodni, tj. utrzymania wysokiej wilgotnosci wzgled-
nej okoto 95%, wysokiej temperatury 23-28°C oraz cieniowania i ochrony przed
chorobami i szkodnikami. Po tym okresie ro§liny mozna juz stopniowo hartowaé.
Szczegdlnie pracochtonnej opieki wymagaja rosliny drzewiaste. W celu podniesienia
tolerancji mikrosadzonek roslin drzewiastych na stres wodny prébowano pobudzié do
funkcjonowania aparaty szparkowe pgdéw jabltoniprzez traktowanie ich bezposrednio
po wyjeciu ze szkia kwasem abscyzynowym, mannitolem, wyzszym stgzeniem CO,
lub przetrzymywaniem w ciemnosci [4]. Zadna z powyzszych préb nie przyniosta
oczekiwanych rezultatow.

Capellades i in. [6], prowadzac badania z udzialem kultur in vitro pedéw réz
mnozonych na pozywce MS zawierajacej 3 mg - I BAP w warunkach 100%
wilgotnosci wzglednej powietrza i 25 pmol - stom? intensywnos$cis$wiatla, wykazali,
ze efektywnos$C ukorzeniania i aklimatyzacji mozna zwigkszy¢ specjalnie przygoto-
wujac pedy w koficowej fazie mnozenia. Autorzy uzyskali mikrosadzonki najbardziej
zblizone anatomicznie do roslin juz zaaklimatyzowanych, gdy w ostatnim pasazu
zmniejszono zawarto$é BAP w pozywce do 1,5 mg - I, zwigkszono intensywnos$¢
$wiatta do 80 pmol - s™ - m72 i zmniejszono wilgotno$¢ wzgledna do 75%. Uzyskane
W ten spos6b pedy mialy mniej aparatéw szparkowych, ktére jednak nie wystawaty
ponad epidermg i zamykaty si¢ po przeniesieniu do warunkéw o wilgotnosci 40%.
Ponadto liScie nie miaty hydatod, a komérki epidermy byly dluzsze.

Badania wykazaly, Ze jednym z najwazniejszych czynnikéw wplywajacych na
zdolnos¢ do rizogenezy pozyskiwanych mikrosadzonek jest stezenie BAP stosowane
na etapie mnozenia. Mimo Ze przy wysokim stgZzeniu cytokininy uzyskano wigcej
pgdow, byly one mniejsze, miaty drobniejsze liScie, stabiej sig ukorzenily in vitro i
gorzej zaaklimatyzowaty w szklarni [43]. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze BAP uzy-
wana w zbyt wysokim stgzeniu w okresie namnazania wptywa hamujaco na ukorze-
nianie pedow r6z i ostabia ich zdolnosci adaptacyjne do warunkéw szklarniowych. Z
tego wzgledu polecano wprowadzenie dodatkowego pasazu przed ukorzenianiem, w
ktérym pozywka bytaby pozbawiona cytokininy lub zawierala niewielkq jej ilosé
[41, 42].

Mikrosadzonki przeznaczone do ukorzeniania nie powinny by¢ nadmiernie uwo-
dnione. P¢dy zwitryfikowane sa zazwyczaj krétkie i ukorzeniajg si¢ sporadycznie.
Maja one bardzo cienkq kutykulg i zdegenerowane wiazki przewodzace, dlatego
rosliny zamieraja wkrétce po posadzeniu w szklarni [55]. Ziv [S5] przedstawia wiele
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metod przeciwdziatania szklistosci ped6w réznych gatunkéw roslin, jak Zzmniejszenie
st¢zenia BAP w pozywce dla Jablom zwigkszenie zawartosci agaru w kulturach
gerbery, zwigkszenie st¢Zenia Ca** w wypadku gozdzikéw.

Aktywnosc fotosyntetyczna roslin w warunkach in vitro utrzymuje si¢ na bardzo
niskim poziomie. W ciagu ostatnich 6 lat prowadzono szereg badaii nad mozliwoscia
zwigkszenia aktywnosci fotosyntetycznej pedéw in vitro. Wyzszy bowiem poziom
aktywnosci fotosyntetycznej mikrosadzonek w ostatniej fazie mnozenia znacznie
ulatwia i przyspiesza aklimatyzacj¢ [30]. Langford i Wainwright [31] prébowali
pobudzi¢ pedy réz do intensywniejszej fotosyntezy poprzez zmniejszenie steZenia
cukru w pozywce. Na pozywce zawierajacej 1-2% cukru rosliny pobieraty nieco
wigeej CO, niz na pozywce z 4% stgzeniem cukru, jednak ich wspétczynnik rozmna-
zania byl znacznie nizszy. Kozai [30] podaje, Ze jedna z przyczyn cudzozywnosci
roslin in vitro jest mata zawarto$§¢ CO, w' atmosferze wewnatrz pojemnikéw z
kulturami. Autor wykazal, ze pod koniec 16-godzinnego oswietlenia stgzenie CO,
ulegto zmniejszeniu z 3000 ppm do 90 ppm. Wzbogacenie atmosfery CO (500—3000
ppm) oraz zastosowanie wyzszego nat¢Zenia $wiatta (100180 pmol - s - m™ )
umozliwito zwigkszenie aktywnosci fotosyntetycznej mikrosadzonek i w konsekwen-
cji przyczynito si¢ do lepszego ukorzeniania i aklimatyzacji goZdzika, zatrwianu,
cymbidium, ziemniaka i rézy [29, 30]. Dzigki takiej technice mozliwe byto wyeli-
minowanie cukru z pozywki, co korzystnie wptyn¢to na zmniejszenie ryzyka zakaze-
nia roslin. Ponadto w kulturach samozywnych rozwdj tkanek okrywajacych przebiega
prawidlowo, dzigki czemu zwigkszaja si¢ zdolnosci przystosowawcze roslin do wa-
runkéw szklarniowych. Wyzsza efektywnosS¢ bezposredniego ukorzeniania mikrosa-
dzonek r6z sadzonych w substracie torfowym poprzez zwigkszenie stgzenia CO, i
nat¢zenia Swiatta obserwowali takze Matysiak i in. [33].

5. Podsumowanie

Proces ukorzeniania sadzonek jest etapem krytycznym w metodzie masowego
rozmnazania roSlin in vitro. Obecnie prowadzi si¢ wiele badan nad poszukiwaniem
wyznacznikéw, czyli markeréw, lub wskaZnikéw gotowosSci pgdéw do tworzenia
korzeni przybyszowych. Sa to badania prowadzone w zakKresie fizjologii i biochemii
rolin, a takze biologii molekularnej. Poszukuje si¢ marker6w nie tylko morfologicz-
nych, takich jak stopien zdrewnienia p¢du, wielkoS¢ i wyglad lisci, lecz takze marke-
réw biochemicznych i molekularnych, jak zawartoS¢ w tkankach specyficznych
enzyméw czy kwaséw nukleinowych, ktérych obecnos¢ Scisle wigzataby sig z goto-
woscia do rizogenezy. Wiele badaii prowadzi si¢ rowniez nad zwigkszeniem lub
wywotaniem gotowosci do ukorzeniania i obejmuja one wszystkie wymienione wyzej
zagadnienia. Ponadto w ostatnich latach pojawilo si¢ wiele prac nad wptywem jakosci
Swiatta (czerwonego, dalekiej czerwieni czy niebieskiego) na ukorzenianie [22].

6 — Postepy nauk rolniczych
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Celem tych badan jest wyeliminowanie lub ograniczenie stosowania powszechnie
wykorzystywanych w ogrodnictwie preparatdw stymulujacych ukorzenianie (nicobo-
jetnych dla Srodowiska), zawierajacych wysoce aktywne auksyny, i zastapienie ich
traktowaniem sadzonek §wiattem o danej dhugosci fali przez okreslony czas. Wydaje
si¢, Ze poszukiwanie nowych czynnikéw fizycznych indukujacych rizogenezg jest jak
najbardziej celowe.
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In vitro propagation of rose and other plant species
I1. Rooting of microcuttings

Summary

Adventitious rooting of cuttings is a critical and very important process in
horticultural mass production either in traditional vegetative multiplication or with
propagation in vitro. Several factors affecting rhizogenesis of Rosa sp. shoots and
other species have been reported in this review. External factors, which are relatively
easy to control (temperature, light, medium composition) and internal factors (endo-
genous level of growth regulators, phenolic compounds) resulting from ontogenic
stage and genotype are presented. The comparison of the different rooting procedures
in vitro and ex vitro, and preparation of the microcuttings to the rooting through
improving their quality and rooting ability are also discussed.

Stosowane skroty
MS — pozywka wg Murashige i Skoog [38],
BAP — 6-benzyloaminopuryna,
IAA — kwas indolilo-3-octowy,
IBA — kwas indolilo-3-mastowy,
NAA  — kwas naftylo-1-octowy,
GA3 — kwas giberelinowy,
AOA  —kwas 1-aminooksyoctowy,
AIB — kwas a-aminoizomastowy,
AVG  —aminoetoksywinyloglicyna,

ACC  —kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy



