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Rozmnażanie in vitro róż 
i innych gatunków roślin użytkowych 

II. Ukorzenianie mikrosadzonek 

1. Wstęp 
  

Ukorzenianie mikrosadzonek jest niezwykle ważnym i trudnym etapem w proce- 
sie masowego rozmnażania roślin in vitro. Wyprodukowanie dużej liczby mikrosa- 
dzonek o małych zdolnościach do ukorzeniania może się wiązać zpoważnymi stratami © 
finansowymi. Konieczna jest więc znajomość czynników wpływających na uzyskanie 
przez pędy gotowości do tworzenia korzeni przybyszowych. Zasadniczo czynniki te 

można podzielić na zewnętrzne (temperatura, światło, skład pożywki), na które można 

stosunkowo łatwo oddziaływać, oraz wewnętrzne (endogenny poziom regulatorów 
wzrostu, substancji fenolowych) wynikające z cech genetycznych i fazy ontogenety- 
cznej rośliny. 

| 2. Ukorzenianie pędów in vitro 

2.1. Składniki pożywki podstawowej 

Sole mineralne. Obniżenie poziomu soli mineralnych w pożywce wpływa korzy- 
stnie na ukorzenianie większości roślin. W badaniach nad ukorzenianiem in vitro róż 
stosowano najczęściej składniki mineralne pożywki MS [38] rozcieńczone do 1/2, 1/3 
lub 1/4 [25, 27, 38, 45, 50, 51]. Douglas i in. [14], przy dwukrotnym rozcieńczeniu 

soli mineralnych, uzyskali 40% ukorzenionych pędów, a przy czterokrotnym — 90%. 

Dalsze rozcieńczanie składników mineralnych dawało niezadowalające wyniki. 

W wyjaśnieniu korzystnego wpływu niskiego stężenia soli mineralnych na uko- 

rzenianie pędów Hyndman i in. [26] podają, że wynika ono zobniżenia poziomu azotu 
w pożywce. Zmniejszenie stężenia azotu do 1/8 (7,5 mM) w stosunku do jego 

zawartości w pożywce MS (60 mM) irozcieńczenie pozostałych składników tylko do
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połowy wpłynęło na uzyskanie najlepszego ukorzeniania pędów róż. Uzupełnienie 
takiej pożywki NaCl do stężenia występującego w pożywce MS nie wpłynęło hamu- 
jąco na ukorzenianie. Natomiast, wraz ze wzrostem poziomu azotu zmniejszała się 
liczba korzeni. Autorzy podają, że spośród składników mineralnych azot odgrywa 
najważniejszą rolę w procesie rizogenezy. Jego obecność w pożywce jest konieczna 
w postaci jonów NO; i NH;, a optymalny stosunek NO; : NH; wynosi dla róż 3: 1. 
Mniejszą rolę w rizogenezie in vitro odgrywają jony boru, manganu i potasu [36] i nie 
badano ich wpływu na ukorzenianie pędów róż. 

Źródło węgla. Podobnie jak w etapie mnożenia, także w pożywce do ukorzeniania 
konieczna jest obecność cukru będącego źródłem węgla. Niezdolne do samodzielnej 
fotosyntezy pędy pobierają go z pożywki w ciągu całego procesu rizogenezy. W 
większości publikacji zalecane stężenie sacharozy dla ukorzeniania róż wynosi 30 * g 
r". Campos i Pais [5] polecają stężenie 20 g - r” tego cukru. Z kolei Rahman i in. [45] 
obserwowali najwięcej ukorzenionych pędów oraz najliczniejsze i najdłuższe korze- 
nie na pożywce zawierającej 40 g : r” sacharozy. Badania nad stosunkiem zawartości 
węgla do azotu w pożywce i jego wpływ na ukorzenianie róż prowadzili Hyndman i 
in. [26]. Wykazali oni, że dla procesu rizogenezy optymalny stosunek stężenia 
molarnego sacharozy do azotu mineralnego w pożywce powinien być wyższy od 10. 

Badano również wpływ aminokwasów na ukorzenianie pędów różnych gatun- 
ków drzew owocowych z rodziny Rosaceae. Kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, 
ornityna, tryptofan i arginina korzystnie oddziaływały na ukorzenianie podkładek 
jabłoni P 2 i P 60, przy czym najsilniejszy addytywny wpływ obserwowano dla 
argininy (200 mg *I ) [40]. W przypadku Cydonia oblonga L. najwięcej ukorzenio- 
nych pędów uzyskano pod wpływem proliny podanej wraz z auksyną [39]. Pędy takie 
wyróżniały się również największą liczbą korzeni. 

Witaminy wykazują dodatni wpływ na ukorzenianie mikrosadzonek. Stwierdzo- 
no, że spośród 9 badanych witamin najkorzystniej na ukorzenianie róż oddziaływały 
ryboflawina, pantotenian wapnia i kwas askorbinowy [7]. Nie wykazano natomiast 
dodatniego wpływu tiaminy (0,1—1,7 mg : r”) [27]. Przedmiotem najliczniejszych 
badań był wpływ ryboflawiny na ukorzenianie mikrosadzonek różnych gatunków. 
Przypuszcza się bowiem, że witamina ta bierze udział w fotoutlenianiu auksyny. Drew 
1in. [15] zaproponowali efektywny sposób ukorzeniania pędów Carica papaya L. na 
pożywce zawierającej 10uM IBA i31 uM ryboflawiny. Istotą tej metody było jednak 
zastosowanie w pierwszych 2 dniach ciemności, a w następnych 16-godzinnego 
oświetlenia. Autorzy oparli swą metodę na założeniu, że auksyna konieczna jest tylko 
w pierwszej fazie do zainicjowania ukorzeniania, po czym jej obecność może hamo- 
wać wyrastanie korzeni. Korzystne działanie ryboflawiny polegało więc prawdopo- 
dobnie na utlenianiu auksyny na świetle. 

Węgiel aktywny dodany do pożywki w dawce 1 g: r" wpłynął dodatnio na 
ukorzenianie pędów róż miniaturowych [2]. Natomiast inne badania wykazały ujemne
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działanie tego składnika, przejawiające się opóźnionym o 6 tygodni wyrastaniem 
korzeni i zmniejszeniem liczby ukorzenionych pędów do 60% [5]. 

Odczyn pH pożywki w zakresie 5,5—5,9 jest najczęściej polecany do ukorzeniania 
róż. Rahman i in. [45] uznali pH 5,5 jako optymalny spośród przebadanych (4,5; 5,5; 
6,5 i 7,5). 

Ważnym czynnikiem w ukorzenianiu mikrosadzonek jest stężenie agaru w po- 
zywce, które najczęściej polecane jest w zakresie 6-8 g: I’. W badaniach nad 
wpływem różnych stężeń agaru (3-15 g - I ) na ukorzenianie róż jako optymalne 
uznano 6g-[' [5, 45]. 

Douglas i in. [14] wykazali, że najkorzystniejsze dla ukorzeniania róż było 
zastosowanie pożywki płynnej z użyciem celulozowych korków typu Sorbarods 
(Baumgartner papiers SA, Szwajcaria) jako nośników. Tą metodą ukorzeniło się i 
zaaklimatyzowało 100% pędów. Natomiast w pożywce płynnej pozbawionej nośni- 
ków Sorbarods oraz w pożywce zestalonej agarem liczba ukorzenionych pędów 
wynosiła odpowiednio 70% i 84%, a zaaklimatyzowanych około 85%. Z kolei 
najmniejszą liczbę — 61% ukorzenionych pędów i tylko 22% zaaklimatyzowanych — 
autorzy zanotowali w wypadku bezpośredniego ukorzeniania. 

2.2. Auksyny 

Kluczową rolę w ukorzenianiu odgrywają auksyny, które podawane egzogennie 
silnie stymulują ten proces. Poszczególne genotypy różnią się jednak wymaganiami 
w stosunku do rodzaju i stężenia tego regulatora wzrostu. Ważny jest również stan 
fizjologiczny mikrosadzonki, czyli jej gotowość do ukorzeniania. Do stymulacji 

ukorzeniania pędów róż stosuje się naturalną auksynę IAA lub syntetyczne IBA i 

NAA. Hasegawa [25] porównał efektywność działania IAA, IBA i NAA dodanych 
do pożywki w siqzeniach od 0,03 do 3 mg ' I" na ukorzenianie pędów R. hybrida. 

Przy stezeniu 1 mg - 1" ‘TAA oraz 0,03-0,1 NAA ukorzeniło się i zaaklitnatyzowało 
blisko 100% pędów. IBA okazał się mniej skuteczny, gdyż przy stężeniu 0,1 mg - r” 
zanotowano tylko 84% ukorzenionych mikrosadzonek. Z kolei Dubois i in. [18] oraz 
Campos i Pais [5] uznali IBA — 1 mg: 1 jako najkorzystniejszy dla ukorzeniania róż 

miniaturowych. Sauer i in. [50] uzyskali najlepsze wyniki z zastosowaniem IAA — 
1 mg: г . Niektórzy autorzy j polecają stosowanie dwóch synergistycznie pana 
auksyn, jak NAA 0, 1 mg'[I' zIAA lub zIBA 0,05 mg: 17 * [27]; NAA 0,1 mg: r" 

IAA 0,5 mg r” [45]. Natomiast Skirvin i Chu [51] uzyskali najwięcej ukorzenionych 
mikrosadzonek na pożywce nie zawierającej auksyny. 

Czas traktowania auksynami ma również istotne znaczenie w ukorzenianiu 
pędów. W badaniach nad formowaniem korzeni przybyszowych stwierdzono, że 

obecność auksyn jest konieczna tylko w pierwszej fazie rizogenezy — powstawania 

primordiów. Okres ten wynosi od 2 do 6 dni w zależności od gatunku [35, 50]. Jednak 
w masowej produkcji ukorzeniane mikrosadzonki przebywają na pożywce zawiera-
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jącej auksyny zazwyczaj przez 2—6 tygodni. W przypadku róż okres ten może wynosić 
2 tygodnie [25, 26, 27], 3-5 tygodni [14, 18], a nawet 6 tygodni [45]. Jednak już po 
10-14 dniach przebywania mikrosadzonek na pożywce z auksyną obserwowano 
objawy żółknięcia pędów i czernienia korzeni [5, 25, 42]. Z tego względu niektórzy 
autorzy zalecają przeprowadzenie stymulacji ukorzeniania pędów na pożywce z 
auksyną tylko przez krótki 7—10-dniowy okres, a następnie przeniesienie ich na 
pożywkę bez tego regulatora w celu umożliwienia wzrostu wydłużeniowego pędów 
i korzeni [9, 15]. 

2.3. Substancje fenolowe 

Do kofaktorów ukorzeniania — obok azotu, cukru i auksyn — zaliczane są także 
niektóre substancje fenolowe, np. floroglucynol i florydzyna [36]. Uważa się, że ich 
wpływ na stymulację ukorzeniania polega na regulowaniu poziomu auksyny poprzez 
oddziaływanie na aktywność oksydazy IAA. Floroglucynol (100 mg ' r”) nie przeja- 
wiał jednak dodatniego działania na ukorzenianie pędów róż [5, 27]. 

2.4. Etylen 

Powszechnie znany jest fakt, że auksyny stymulują biosyntezę etylenu [54]. 
Natomiast Moncousin i in. [37] dowodzą, że wzmożona produkcja etylenu poprzedza 
wzrost produkcji endogennej auksyny, w następstwie czego pojawiają się zmiany 
morfogenetyczne, prowadzące do powstawania primordiów korzeni. Przeciwną opi- 
nię wyrazili Geneve i in. [24], stwierdzając, że etylen nie bierze żadnego udziału w 
ukorzenianiu ogonków liściowych Hedera helix L., stymulowanym przez auksyny. 

W wielu badaniach stosowano zatem inhibitory biosyntezy i działania etylenu w 
celu oddzielenia udziału auksyn od udziału etylenu w procesie rizogenezy. Wiadomo 
bowiem, że auksyna oddziałuje na wzrost biosyntezy etylenu przez stymulowanie 
aktywności syntetazy ACC, której inhibitorami są AOA i AVG [54]. Robins i in. [46] 
obserwowali zmniejszenie liczby korzeni u sadzonek Phaseolus radiatus L. (Vigna 
radiata) pod wpływem AVG. Natomiast Biondi i in. [3] stwierdzili, że AVG powo- 
dowała formowanie większej liczby korzeni u mikrosadzonek Prunus avium L., lecz 
redukowała ich wydłużanie, podczas gdy ACC wpłynął na zmniejszenie liczby 
ukorzenionych pędów. Z kolei Coleman i in. [8] obserwowali stymulację ukorzeniania 
liści pomidora in vitro pod wpływem AgNO; inhibitora działania etylenu. 

Szczegółowe badania nad rolą etylenu w procesie ukorzeniania mikrosadzonek 
róż wykazały, że inhibitory działania (AgN O) i biosyntezy (AIB) etylenu dodane do 
pożywki, w najniższym spośród badanych stężeń (2,5 mg I), stymulowały ukorze- 
nianie in vitro. Jednak po posadzeniu roślin w szklarni okazało się, że związki te 
wykazały niekorzystne działanie następcze, AIB wywoływał chlorozę liści i hamował 
dalszy wzrost roślin, a AgNO; powodował ich zamieranie [42].
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2.5. Warunki fizyczne 

Temperatura. Większość badaczy poleca utrzymywanie w czasie ukorzeniania 
pędów róż temperatury od 21 do 28'C. Rahman i in. [45] — porównując temperatury 
w zakresie 24-32 C — uznali, jako optymalną, 28'*C. Khosh-Khui i Sink [27] obser- 
wowali poprawę ukorzeniania poprzez chłodzenie ukorzenianych pędów przez pier- 
wszy tydzień w 5'Ci przetrzymywanie ich w następnym tygodniu w 22'C. 

Światło. W ukorzenianiu pędów ważną rolę odgrywa zarówno fotoperiod, jak i 
natężenie światła. Rahman i in. [45] — porównując 8-, 12- i 16-godzinny fotoperiod — 
uznali za optymalne 16-godzinne oświetlenie. Obserwowano, że najkorzystniejsze dla 
ukorzeniania jest natężenie Światła niższe o 12 umol m” -s od stosowanego w 
etapie mnożenia [27]. Wykazano także korzystne oddziaływanie cieniowania czarną 
folią strefy korzeniowej [27]. Jednak w masowej produkcji taki system byłby bardzo 
kłopotliwy. Wielu autorów zaleca więc stosowanie ciemności w pierwszej fazie 
ukorzeniania pędów (przez 3—10 dni), co stwierdzono na przykładzie i Malus sp. 
[16, 40]. 

2.6. Inne czynniki 

W literaturze bardzo często podkreśla się duże różnice pomiędzy genotypami pod 
względem zdolności do ukorzeniania. Nie zawsze bowiem metoda rozmnażania in 
vitro opracowana dla jednej odmiany umożliwia mnożenie innej, pochodzącej z tego 

samego gatunku [17, 18]. Moncousin [36] uważa, że cecha dużej zdolności do 
ukorzeniania jest niezwykle ważna szczególnie w istniejących obecnie warunkach 
ogromnej konkurencji na rynku roślin ozdobnych. Jednym ze sposobów szybkiego 
poznania zdolności nowej odmiany do rizogenezy jest próba ukorzeniania jej sadzo- 

nek pędowych. Jeśli będą się one trudno ukorzeniać, to prawdopodobnie także in vitro 
wystąpią podobne problemy. Z kolei autor podaje, że metoda in vitro pozwala w wielu 

wypadkach przezwyciężyć tę barierę. Trudności w ukorzenianiu pewnych odmian róż 
wynikają prawdopodobnie z zawartości endogennych auksyn oraz innych hormonów 

roślinnych, substancji fenolowych lub enzymów uczestniczących w ich przemianach 
i biosyntezie. Na przykład u mikrosadzonek Asparagus sp. wysoki poziom endogen- 

nych giberelin stanowił barierę ukorzeniania [28]. Foong i Barnes [19] podają, że u 
trudno ukorzeniajacego sie Rhododendron L. ‘Britannia’ stwierdzono wyższy poziom 
GA, i 1000-krotnie nizszy poziom kwasu abscyzynowego (ABA) w porównaniu do 
łatwo ukorzeniającego się Rhododendron ponticum L. Co więcej, najwyższe stężenie 
endogennego ABA w pędach obu odmian notowano w optymalnych dla ukorzeniania 
okresach. Moncousin [36] uważa, że zdolność do ukorzeniania poszczególnych 

genotypów zależy od różnej zawartości w pędach specyficznych fenoli o działaniu 
synergistycznym z auksyną, a także właściwa dla danej odmiany potencjalna aktyw- 
ność przemian form związanych auksyn do form wolnych, gdyż tylko nie związane 

auksyny wykazują aktywność fizjologiczną [36]. Foong i Barnes [20] sugerowali, że
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jednym z kluczowych endogennych czynników ukorzeniania jest peroksydaza. Ostat- 
nio przeprowadzone badania wykazały, że wysoka aktywność peroksydazy i B-glu- 
kozydazy związana jest z dużą gotowością pędów do formowania korzeni [48]. 
Autorzy sugerują, że poziom aktywności tych enzymów może być wskaźnikiem 
(markerem) zdolności do rizogenezy danych genotypów. 

Ważnym czynnikiem decydującym o zdolności do ukorzeniania jest stan onto- 
genetyczny rośliny matecznej, będącej donorem eksplantatów inicjalnych. Wiadomo, 
że pędy pobierane z kultur zainicjowanych ze starych roślin, nie będących w fazie 
juwenilnej (młodocianej), słabo się ukorzeniają [21]. W wypadku rozmnażania róż 
nie spotkano się w literaturze z problemem ukorzeniania wynikającym ze stanu 
ontogenetycznego rośliny matecznej, ponieważ materiał pobierany do zapoczątkowa- 
nia kultur pochodzi najczęściej z młodych roślin. 

Ostatnim ze znanych czynników wpływających na ukorzenianie jest długość 
pędów. Wykazano, że sadzonki róży długości poniżej 1 cm ukorzeniły się in vitro w 
10%, podczas gdy dłuższe od 2 cm — w ponad 80% [14, 42]. Tendencję wzrostu 
zdolności mikrosadzonek do ukorzeniania wraz ze zwiększającą się długością pędu 
obserwowano także u fikusa i kordyliny [32]. 

3. Bezpośrednie ukorzenianie w niesterylnym podłożu 

Coraz częściej, ze względu na możliwość uzyskania lepszych efektów ekonomi- 
cznych, poleca się producentom zastąpienie ukorzeniania in vitro ukorzenianiem 
bezpośrednim w niesterylnych warunkach [10]. Ukorzenianie i aklimatyzacja prze- 
biegają wtedy równocześnie, przyczyniając się do skrócenia okresu produkcji 0-2—3 
tygodnie. Ponadto, wyeliminowanie etapu ukorzeniania in vitro pozwala na znaczne 
obniżenie kosztów produkcji. Debergh i Maene [10] podają, że koszt ukorzeniania in 
vitro stanowi średnio co najmniej 35% kosztów całkowitych. Koszty te dla Bego- 
nia sp. i Ficus sp. oceniono na 56% [11], a dla Rhododendron sp. nawet na 75% [1]. 
Oprócz wymienionych korzyści ekonomicznych metoda bezpośredniego ukorzenia- 
nia ma też wiele innych zalet. Najważniejszą z nich jest znacznie łatwiejsze umiesz- 
czenie w podłożu pędu nie ukorzenionego w porównaniu z ukorzenionym [44]. W 
przyszłości pozwoli to na wprowadzenie automatyzacji tej czynności, a więc redukcję 
kosztownej robocizny. System korzeniowy wytworzony w warunkach in vitro jest 
ponadto mniej efektywny w porównaniu do systemu rozwiniętego w podłożu ex vitro. 
Nie występują w nim włośniki, wiązki przewodzące są wąskie i słabo wykształcone, 
a w czasie sadzenia korzenie łatwo ulegają uszkodzeniu [34]. Wymienione korzyści 
bezpośredniego ukorzeniania przyczyniają się do coraz szerszego wykorzystania tej 
metody w produkcji. Powszechnie stosuje się ją dla gatunków odznaczających się 
dużą zdolnością do rizogenezy, jak Kalanchoć sp. [53], Saintpaulia sp. [52] i Rhodo- 
dendron sp. [13].
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Uzyskanie wysokiej efektywności w ukorzenianiu mikrosadzonek ex vitro jest 
bardzo trudne. Swiadczą o tym nieudane próby innych badaczy. Campos i Pais [5] 
ukorzeniali w substracie torfowym pędy róż, których podstawy traktowano 0,1-pro- 
centowym roztworem IBA przez kilka minut, jednak wszystkie mikrosadzonki za- 
marły. Douglas i in. [14], nie stosując auksyn, uzyskali w zależności od odmiany 
zaledwie od 22% do 61% ukorzenionych i zaaklimatyzowanych roślin. Autorzy ci 
osiągnęli poprawę do ponad 80% ukorzenionych mikrosadzonek dopiero przez wstę- 
pną indukcję rizogenezy pędów in vitro. Efektywną metodę bezpośredniego ukorze- 
niania mikrosadzonek róż opracowali Rogers i Smith [47]. Spośród 4 badanych 
odmian róż miniaturowych, u trzech, pędy ukorzeniły się ex vitro w ponad 95%. 
Badacze ukorzeniali pędy 2-centymetrowej długości, traktując ich podstawy prepara- 
tem ukorzeniającym w pudrze, zawierającym 0,1% IBA. 

W metodzie ex vitro do zainicjowania rizogenezy bardzo często konieczne jest 
zastosowanie auksyny. Oprócz traktowania podstaw pędów preparatami ukorzenia- 
jącymi w pudrze wykorzystuje się też inne metody. Maene i Debergh [32] zapropono- 
wali stosowanie roztworu wodnego auksyny, wlewanego na pożywkę zestaloną 
agarem pod koniec ostatniego pasażu poprzedzającego ukorzenianie. Mikrosadzonki 
można też sadzić w podłożu nasyconym auksynami lub opryskiwać je po posadzeniu 
roztworami auksyn [23]. Pomyślne wyniki uzyskano w badaniach nad bezpośrednim 
ukorzenianiem mikrosadzonek róż dwóch odmian 'White Gem” i 'Starina* o odmien- 
nych zdolnościach do rizogenezy [42]. Wykazano, że mikrosadzonki trudno ukorze- 
niającej się *'White Gem”, posadzone do substratu torfowego, wytworzyły korzenie i 
zaaklimatyzowały się podobnie jak te, które wcześniej ukorzeniano in vitro, w ponad 
80%, gdy podlewano je lub opryskiwano roztworem IBA o stężeniu 0,1—1 mg * r". 
Jednak pędy ukorzenione wcześniej in vitro rosły szybciej. W wypadku odmiany 
'Starina”, łatwo ukorzeniającej się, bezpośrednie ukorzenianie pędów w substracie 

torfowym w szklarni połączone z opryskiwaniem roztworem auksyn (IAA 10 mg: r” 
lub IBA 1 mg: r”) okazało się korzystniejsze od ukorzeniania in vitro. Mikrosadzonki 
posadzone bezpośrednio w substracie ukorzeniły się w 98%, a ich system korzeniowy 

był znacznie lepiej rozwinięty. 

4, Przygotowanie pędów do ukorzeniania 

Pędy przeznaczone do ukorzeniania powinny być bardzo dobrej jakości, szcze- 
gólnie w wypadku ukorzeniania ex vitro. Większość gatunków mnożonych in vitro 
wymaga specjalnego przygotowania kultur pędów do pozyskiwania mikrosadzonek, 
ponieważ są one nieco odmienne pod względem morfologicznym i fizjologicznym 

[44]. Mają cienką kutykulę i nieprawidłowo funkcjonujące aparaty szparkowe czy 
słabo rozwinięte wiązki przewodzące. Sallanon i in. [49] obserwowali, że aparaty 
szparkowe pędów róż in vitro nie zamykały się w ciemności. W komórkach szparko-
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wych autorzy stwierdzili brak aktywności ATPazy i 10-krotnie mniejszą zawartość 
wapnia w porównaniu do jego zawartości w roślinach ex vitro. Ponadto Donnelly i 
Skelton [12] stwierdzili, że w przeciwieństwie do roślin zaaklimatyzowanych hyda- 
tody (szparki wodne) u mikrosadzonek róży nie zamykały się po przeniesieniu roślin 
ze szkła do warunków o niskiej wilgotności. Zdaniem autorów niezdolność hydatod 
do zamykania się jest jedną z przyczyn ogromnej wrażliwości mikrosadzonek na stres 
wodny. Przeniesienie takich pędów do warunków ex vitro wymaga więc bardzo 
starannej opieki przez okres 2-3 tygodni, tj. utrzymania wysokiej wilgotności względ- 
nej około 95%, wysokiej temperatury 23—28'C oraz cieniowania i ochrony przed 
chorobami i szkodnikami. Po tym okresie rośliny można już stopniowo hartować. 
Szczególnie pracochłonnej opieki wymagają rośliny drzewiaste. W celu podniesienia 
tolerancji mikrosadzonek roślin drzewiastych na stres wodny próbowano pobudzić do 
funkcjonowania aparaty szparkowe pędów jabłoni przez traktowanie ich bezpośrednio 
po wyjęciu ze szkła kwasem abscyzynowym, mannitolem, wyższym stężeniem CO, 
lub przetrzymywaniem w ciemności [4]. Zadna z powyższych prób nie przyniosła 
oczekiwanych rezultatów. 

Capellades i in. [6], prowadząc badania z udziałem kultur in vitro pędów róż 
mnożonych na pożywce MS zawierającej 3 mg - I" BAP w warunkach 100% 
wilgotności względnej powietrza i 25 umol' s!-m* intensywnościświatła, wykazali, 
że efektywność ukorzeniania i aklimatyzacji można zwiększyć specjalnie przygoto- 
wując pędy w końcowej fazie mnożenia. Autorzy uzyskali mikrosadzonki najbardziej 
zbliżone anatomicznie do roślin już zaaklimatyzowanych, gdy w ostatnim pasażu 
zmniejszono zawartość BAP w pożywce do 1,5 mg * I", zwiększono intensywność 
światła do 80 umol ' s” -m”7i zmniejszono wilgotność względną do 75%. Uzyskane 
w ten sposób pędy miały mniej aparatów szparkowych, które jednak nie wystawały 
ponad epidermę i zamykały się po przeniesieniu do warunków o wilgotności 40%. 
Ponadto liście nie miały hydatod, a komórki epidermy były dłuższe. 

Badania wykazały, że jednym z najważniejszych czynników wpływających na 
zdolność do rizogenezy pozyskiwanych mikrosadzonek jest stężenie BAP stosowane 
na etapie mnożenia. Mimo że przy wysokim stężeniu cytokininy uzyskano więcej 
pędów, były one mniejsze, miały drobniejsze liście, słabiej się ukorzeniły in vitro i 
gorzej zaaklimatyzowały w szklarni [43]. Uzyskane wyniki wskazują, że BAP uży- 
wana w zbyt wysokim stężeniu w okresie namnażania wpływa hamująco na ukorze- 
nianie pędów róż i osłabia ich zdolności adaptacyjne do warunków szklarniowych. Z 
tego względu polecano wprowadzenie dodatkowego pasażu przed ukorzenianiem, w 
którym pożywka byłaby pozbawiona cytokininy lub zawierała niewielką jej ilość 
[41, 42]. 

Mikrosadzonki przeznaczone do ukorzeniania nie powinny być nadmiernie uwo- 
dnione. Pędy zwitryfikowane są zazwyczaj krótkie i ukorzeniają się sporadycznie. 
Mają one bardzo cienką kutykulę i zdegenerowane wiązki przewodzące, dlatego 
rośliny zamierają wkrótce po posadzeniu w szklarni [55]. Ziv [55] przedstawia wiele
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metod przeciwdziałania szklistości pędów różnych gatunków roślin, jak zmniejszenie 
stężenia BAP w pożywce dla jabłoni, zwiększenie zawartości agaru w kulturach 
gerbery, zwiększenie stężenia Ca** w wypadku goździków. 

Aktywność fotosyntetyczna roślin w warunkach in vitro utrzymuje się na bardzo 
niskim poziomie. W ciągu ostatnich 6 lat prowadzono szereg badań nad możliwością 
zwiększenia aktywności fotosyntetycznej pędów in vitro. Wyższy bowiem poziom 
aktywności fotosyntetycznej mikrosadzonek w ostatniej fazie mnożenia znacznie 
ułatwia i przyspiesza aklimatyzację [30]. Langford i Wainwright [31] próbowali 
pobudzić pędy róż do intensywniejszej fotosyntezy poprzez zmniejszenie stężenia 
cukru w pożywce. Na pożywce zawierającej 1-2% cukru rośliny pobierały nieco 
więcej CO, niż na pożywce z 4% stężeniem cukru, jednak ich współczynnik rozmna- 
żania był znacznie niższy. Kozai [30] podaje, że jedną z przyczyn cudzożywności 
roślin in vitro jest mała zawartość CO, w atmosferze wewnątrz pojemników z 
kulturami. Autor wykazał, że pod koniec 16-godzinnego oświetlenia stężenie CO, 
uległo zmniejszeniu z 3000 ppm do 90 ppm. Wzbogacenie atmosfery CO » (500-3000 
ppm) oraz zastosowanie wyższego natężenia światła (100-180 umol : s" - m” 2) 
umożliwiło zwiększenie aktywności fotosyntetycznej mikrosadzonek iw konsekwen. 
cji przyczyniło się do lepszego ukorzeniania i aklimatyzacji goździka, zatrwianu, 
cymbidium, ziemniaka i róży [29, 30]. Dzięki takiej technice możliwe było wyeli- 
minowanie cukru z pożywki, co korzystnie wpłynęło na zmniejszenie ryzyka zakaże- 

nia roślin. Ponadto w kulturach samożywnych rozwój tkanek okrywających przebiega 

prawidłowo, dzięki czemu zwiększają się zdolności przystosowawcze roślin do wa- 

runków szklarniowych. Wyższą efektywność bezpośredniego ukorzeniania mikrosa- 
dzonek róż sadzonych w substracie torfowym poprzez zwiększenie stężenia CO, i 
natężenia światła obserwowali także Matysiak i in. [33]. 

5, Podsumowanie 

Proces ukorzeniania sadzonek jest etapem krytycznym w metodzie masowego 

rozmnażania roślin in vitro. Obecnie prowadzi się wiele badań nad poszukiwaniem 
wyznaczników, czyli markerów, lub wskaźników gotowości pędów do tworzenia 
korzeni przybyszowych. Są to badania prowadzone w zakresie fizjologii i biochemii 
roślin, a także biologii molekularnej. Poszukuje się markerów nie tylko morfologicz- 
nych, takich jak stopień zdrewnienia pędu, wielkość i wygląd liści, lecz także marke- 

rów biochemicznych i molekularnych, jak zawartość w tkankach specyficznych 
enzymów czy kwasów nukleinowych, których obecność Ściśle wiązałaby się z goto- 
wością do rizogenezy. Wiele badań prowadzi się również nad zwiększeniem lub 

wywołaniem gotowości do ukorzeniania i obejmują one wszystkie wymienione wyżej 
zagadnienia. Ponadto w ostatnich latach pojawiło się wiele prac nad wpływem jakości 
Światła (czerwonego, dalekiej czerwieni czy niebieskiego) na ukorzenianie [22]. 

6 — Postępy nauk rolniczych
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Celem tych badań jest wyeliminowanie lub ograniczenie stosowania powszechnie 

wykorzystywanych w ogrodnictwie preparatów stymulujących ukorzenianie (nieobo- 

jętnych dla środowiska), zawierających wysoce aktywne auksyny, i zastąpienie ich 
traktowaniem sadzonek Światłem o danej długości fali przez określony czas. Wydaje 
się, że poszukiwanie nowych czynników fizycznych indukujących rizogenezę jest jak 

najbardziej celowe. 
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In vitro propagation of rose and other plant species 
II. 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 skróty 

MS — pozywka wg Murashige i Skoog [38], 
BAP — 6-benzyloaminopuryna, 

IAA — kwas indolilo-3-octowy, 

IBA — kwas indolilo-3-masłowy, 
NAA —kwas naftylo-1-octowy, 

GA3 — kwas giberelinowy, 

AOA  —kwas 1-aminooksyoctowy, 
AIB — kwas a-aminoizomasłowy, 

AVG '—aminoetoksywinyloglicyna, 
ACC ' — kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy


