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Reproduction of Platanus X acerifolia Willd. and Salix alba L. cv. ‘Tristis’
by tissue culture in vitro

Abstract

The experiments were performed to establish the conditions of Platanus
X acerifolia Willd. and Salir alba L. cv. “Tristis’ reproduction by tissue
culture. Two experiments were run. Leaf buds of Platanus and inflorescence
buds of Salix were used. Growth of callus from Platanus and Salix in
dependence on the concentration of growth substances (BA and NAA) and
light and darkness conditions were compared. Rooted eéxplants of Salix
alba L. cv. ‘Tristis’ were obtained. The best results were obtained with
_ Platanus X acerifolia in which rhizogenesis of amorphic callus occurred
after two months of the experiment. Darkness was not a necessary condition
for root formation. After three months of the experiment completely
developed Platanus X acerifolia plants were obtained composed of a foliated
shoots and a bundle of roots. They could be planted out on a sterile
permanent substrate.

WSTEP

Przy okres$laniu warunkéw wzrostu kalusa drzew i réznicowania z
niego organdéw in vitro nalezy uwzgledni¢ specyficzne potrzeby bada-
nych gatunkéw i odmian, np.: Brown i Sommer (1975) podali
sktad 22 pozywek dla wzrostu i organogenezy kalusa u Coniferae. W
badaniach nad kompozycjg pozywek uwzglednia sie miedzy innymi takie -
zjawisko, jak brazowienie pozywki spowodowane sekrecja utlenionych
zwigzkow fenolowych. Niweluje sie je dodajac PVP (poliwinylopiroli-
don) i witamine C (Walkey, 1972; Brown i Lawrence, 1968).
Substancje wzrostowe z grupy auksyn i cytokinin dodaje si¢ do pozywek
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w zakresie od 0.01 do 25 mg 17, zaleznie od rodzaju eksplantatu oraz
zamierzonego typu regeneraciji.

Waznym czynnikiem, oprécz skladu chemicznego pozywek, jest $wia-
tto. Inicjacja kalusa roslin drzewiastych, przeznaczonego do organogene-
zy, powinna przebiega¢ w ciemmnosci (Winton, 1972; Winton i
Mathes, 1973; Konar, 1974). Reakcja eksplantatéw na $wiatlo jest
zréznicowana i specyficzna. Organogeneze kalusa Pseudotsuga menziesii
otrzymano na $wietle, po uprzednim przetrzymaniu eksplantatéow w ciem-
nosci przez jeden tydzieh (Winton i Verhagen, 1977). Natomiast
z kalusa Fraxinus sp. wyrosty pedy po o$miu tygodniach calkowitego
zaciemnienia, a korzenie dopiero po wyniesieniu obiektéw na dzialanie
$wiatla w cyklu 16 godzin na dobe (Winton, 1971). W przypadku kul-
tury kalusa Pseudotsuga menziesii i u kilku gatunkéw Pinus sp., orga-
nogeneza zaréwno peddéw, jak i korzeni nastapila przy pietnastogodzin-
nym dniu (Sommer, 1975, Brown i Sommer, 1977).

Celem niniejszej pracy bylo ustalenie warunkéw rozmnazania in vitro
Platanus X acerifolia Willd. i Salix alba L. cv. ‘Tristis’.

MATERIAL I METODY

Paki lisciowe Platanus X acerifolia Willd. i paki kwiatostanowe Salix
alba L. cv. ‘Tristis’ pobrano z roslin znadujgcych sie na terenie parku
SGGW-AR w Ursynowie.

Po obmyciu pakéw w biezgcej wodzie, preparowano z nich meryste-
my pozbawione lusek okrywajacych. Na odkazenie chemiczne eksplan-
tatow skladalo si¢ plukanie w 70% etanolu, nastgpnie kapiel w 3%0
monochloraminie przez 30 minut. Bezpo$rednio po odkazeniu, fragmenty
‘roslin ptukano pigciokrotnie wodg destylowansg autoklawowang. Eksplan-
taty wyszczepiano do proboéwek na pozywke Murashige — Skooga
(1962) (M-S) zestalong agarem.

Probéwki przenoszono do pomieszczenia o temperaturze 25-30°C i
wilgotnosci 80%. Co siedem dni przeprowadzano obserwacje zdrowotnos-
ci eksplantatow, charakteru wzrostu, wielkosci tkanki kalusowej, typu
1 intensywnosci réznicowania. "

Doswiadczenie 1 (tab. 1)

Pgki lisciowe platana i pgki kwiatostanowe wierzby wyszczepiono na
pozywke bez 2,4-D natomiast z BA (1 mg 1™). Do pozywki dodano
witamine C (0.1 mg 17'). Polowe obiektow wyszczepionych na tej po-
sywce pozostawiono na swietle cigglym, zas drugg polowe w warunkach
catkowitej ciemnosci. Po szesciu tygodniach od zalozenia do$wiadczenia
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eksplantaty przeszczepiono na pozywki zawierajace regulatory wzrostu
w zakresie od 0.01 do 0.1 mg 17', zachowujgc podzial na eksplantaty
pozostawione w ciggltym oswietleniu lub w ciemnos$ci. Kolejnych trans-
plantacji na identyczng pozywke dokonano po dziesieciu i po szesnastu
tygodniach doswiadczenia.

Doswiadczenie 2 (tab. 2)

Paki lisciowe platana wyszczepiono na zmodyfikowang pozywke M-S
pozbawiong 2,4-D, za$ wzbogacong witaming C (0,1 mg 17%). Uwzgled-
niono cztery kombinacje, zaleznie od stezenia BA i NAA. Poczatkowo
wszystkie obiekty umieszczono w Swietle ciaglym. Po czterech tygod-
niach doSwiadczenia dokonano transplantacji na identyczne pozywki, po-
zostawiajgc oswietlenie ciggle bez zmian. Po siedmiu tygodniach potowe
cksplantatow z kazdej kombinacji przeniesiono ze $wiatla do ciemnosci.
Po uplywie nastepnych czterech tygodni (12 tydzien doswiadczenia) obiek-
ty ukorzenione w ciemno$ci wyniesiono ponownie na swiatlo.

WYNIKI

Doswiadczenie 1 (tab. 1)

W czasie dwoch pierwszych miesiecy doswiadczenia zaobserwowano
rozwdéj pakéw Platanus acerifolia Willd. oraz rozrastanie si¢ tkanki kalu-
sowej u wszystkich zdrowych obiektéw platana. Na Swietle rozwijajace
sie listki, jak i tkanka kalusowa zielenialy i nabieraly zdrowego wygla-
du. W miare uplywu czasu starszy kalus brazowial. Rozwiniete listki
pokrywaly sie Swiezg niezroznicowang tkankg kalusowg w kolorze jasno-
zielonym (Fot. 1).

Duzo wolniej rozwijaly sie¢ paki platana w ciemno$ci. Rozwinigte
listki tracily zielong barwe, a kalus u nasady-pakdéw przybral konsysten-
cje wodnistej bialej galarety. Pierwsze korzenie pojawity sie w kombi-~
nacjach 2A, 3B, 4B po dwdéch miesigcach doswiadezenia. Duza ilosé swie-
zego, biatego kalusa zapowiadala dalsza organogeneze. Po trzech mie-
sigcach najlepiej ukorzenily sie obiekty trzymane w ciemnosci z kom-
binacji: BA — 0,1 mg 17%, plus NAA — 0,01 mg 1™ (3B) (Fot. 2) oraz
BA — 0,01 mg 1™, NAA 0,01 mg 17 (4B). Kolejne transplantacje po-
wodowaly zamieranie prawie wszystkich korzeni. Ponowna ryzogeneza
nastepowata u bardziej zywotnych obiektow w ciggu dwoch tygodni po
przeszczepieniu. Powstale ‘po pigciu miesigcach doswiadczenia korzenie
przybraly forme cienkich igielek. Wigzki takich korzeni zanotowano w
kombinacjach: 1A, 3A, 1B, 2B, 4B, przy czym kombinacja BA i NAA
(po 0,1 mg 17') w ciemnos$ci (1B) okazala sie najlepsza. W tych warun-
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Tabela 1—Table 1

vy,

wplyw roéinych koncentracji substancji wzrostowych oraz czynnika s$wietlnego
na regeneracje kalusa i ukorzenienie eksplantatéw PlatanusXacerifolia Willd. i Salix
alba L. cv. ‘Tristis’ w ciagu czteromiesiecznej uprawy in vitro. Doswiadczenie 1.
(po 100 sztuk eksplantatéw w kazdym sposobie traktowania)

Influence of various growth substance concentrations and of the light factor

on callus regeneration and rooting of PlatanusXacerifolia Willd. and Salix olba

L. cv. ‘“Tristis’ in the course for four-month culture in vitro. Experiment 1
(100 explants in each combination)

Liczba ukorze-

Zainicjowany nionych eks-
kalus w war. Nazwa Stezenie w plantatow w
Warunki NAA 2 mg 1-1! kombinacji mgl—? ciggu:
Gatunek $wietlne BA 1mgl-1 szt, Treatment Concentra- No. of rooted
Species Light Callus initiated tion mgl~* explants in the
conditions under: NAA2mgl1—! course of:
BA1mgl™, BA NAA 11 16
explants tyg.
weeks
Swiatto . 87 1A 0,1 0.1 1 4
light 87 2A 0,01 0,1 5
PlatanusX 3A 0,1 0,01 1 2
acerifolia _
4A 0,01 0,01 — -
ciemnos$é 96 1B 0,1 0,1 2 12
darkness 96 2B 0,01 0,1 3 4
3B 0,1 0,01 5 5
4B 0,01 0,01 9 9
$wiatlo 30 1C 0,1 0,1 — —
Salix alba light _ 30 4C 0,01 0,01 2 —
cv. “Tristis’
ciemnosé 31 1D 0,1 0.1 -— —
darkness 31 4D 0,01 0,01 2 2

kach korzenie z wio$nikami powstaly nawet po uplywie szesciu miesigey
od zalozenia doswiadeczenia.

Salix elba L. cv. ‘Tristis’ badana jako drugi obiekt w tym do$wiad-
czeniu wykazala duza podatno$é na zakazenia, wrazliwosé na chlorami-
ne oraz malg aktywno$¢ w tworzeniu tkanki kalusowej. U wiekszo$ci
eksplantatéw diugie paki kwiatostanowe zamieraly ku dolowi. Jedynie
w strefach tuz nad pozywka tkanka peczniala, utrzymywala wigor i zie-
long barwg. W drugim tygodniu uprawy u niewielu obiektéw pojawily
si¢ grudki kalusa. Eksplantaty wierzby wygladaly podobnie zaréwno na
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Fot. 1. Pak Platanus<acerifolia Willd. w drugim miesigcu uprawy w warunkach
oswietlenia stalego. Pow, 4 X
Phot. 1. Platanus> acerifolia Willd. in the second month of culture under continuous
light, x4

Swietle, jak i w ciemnosci. Kalus przyrastal bardzo wolno. Korzenie po-
jawily sie w kombinacjach z BA 1 NAA (po 0,01 mg 17') w ciemnosci
(4D) oraz BA i NAA (po 0,01 mg 17" na s$wietle (4C) po dwdch miesia-
cach do$wiadczenia, przy czym u dwoch obiektow z kombinacji 4D wy-
rosty korzenie o diugosci 4 cm (fot. 3). Ulegly one zniszezeniu w trakcie
dalszych przeszczepien. W dalszych etapach doswiadczenia nowe korzenie
wierzby nie wyrosly, nie zaobserwowano rowniez organogenezy pedu.



Fot. 2. Korzenie zregenerowane z kalusa PlatanusXacerifolin Willd. na poiywce
zBA Ol mgl 'iz NAA 0,01 mg 17! w cawartym miesigeu doswiadezenia w ciem-
nosci (kombinacja 3B). Pow. 4X
Phot. 2. Roots regenerated from PlatanusXacerifolic Willd. callus on medium with
BA 0,1 mg 1! and NAA 0,01 mg 1=! in the fourth month of the experiment in
darkness (combination 3B). X4

Doswiadezenie 2 (tab. 2)

Po pieciu tygodniach uzyskano ro$liny skladajace sie ze skroéconego,
ulistnionego pedu i z grudki jasnego kalusa w strefie bazalnej. Naj-
bujniejszy rozwoj lisci i objeto$ciowy przyrost kalusa zanotowano w
kombinacji z BA i NAA po 0,1 mg 17'. W kombinacji drugiej i trzeciej
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Fot. 3. Ukorzeniony eksplantat Salix alba L. cv. ‘Tristis’ po 15 tygodniach uprawy

w ciemnosci. Kombinacja z BA 0,01 mg 171 i z NAA 0,01 mg 1-! (4D). Pow. 3X

Phot. 3. Rooted explant of Salixz alba L. cv. “Tristis’ after 15 weeks of culture in
darkness. Treatment with BA 0,01 mg 1=t and NAA 0,01 mg 1—! (4D). X3

rozwinely sie bujne liScie, za$ kalus przyrastal znacznie wolniej niz w
pierwszej. Obiekty z ostatniej kombinacji z BA i NAA w iloSciach po
0,01 mg 17! odznaczaly sie po pieciu tygodniach do$wiadczenia najstab-
szym wzrostem i brakiem lisci.

Po uplywie jedenastu tygodni doswiadczenia pojawily sie pierwsze
korzenie. Formy ich byly zréznicowane w zaleznosci od tego, czy rygo-
geneza nastepowala na Swietle, czy w ciemnosci. Obiekty trzymane na

7— Acta Agrobotanica
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Tabela 2—Table 2
Wplyw rdéznych koncentracji substancji wzrostowych na regeneracje kalusa
w warunkach o$wietlenia cigglego oraz na ukorzenienie eksplantatéw w warunkach
swiatla i1 ciemnosci. Poczatkowa liczba eksplantatbw w kombinacji: 80 sztuk.
Doswiadczenie 2, PlatanusXacerifolia Willd.

Influence of various growth substances concentrations on callus regeneration under

conditions of continuous illumination and on explant rooting under conditions

of light and darkness. Initial number of explants in treatment — 80. Experiment 2,
Platanus X acerifolic Willd.

Liczba ukorzenio-

Zregenerowany nych eksplan-
Stezenie kalus na Swietle Warunki tatow w
w mg 11 w ciggu 6 tyg. $wietlne Nazwa doswiadczeniu:
Concentration Callusregene- od 7 tyg. kombinacji No. of rooted
mg 1-1 ration in light Lightconditions Treatment explants
BA NAA in the course from 7th week in experiment
of 6 weeks 12 18

tyg. (weeks)

0,1 0,1 68 $wiatlo

light 1D 1 4

ciemnosé

darkness 1IN 6 1
0,01 0,1 69 Swiatto

light 2D 1 —

ciemnosé

darkness 2N 4 —
0,1 0,01 15 $wiatto

light 3D 2 3

ciemnosé

darkness 3N 5 -
0,01 0,01 4 Swiatto

light 4D — —

ciemnosé

darkness 4N 3 ——

Swietle cigglym wytworzyly korzenie dlugie i pojedynczo wyrastajace
z grudki kalusa, niezaleznie od rozwijajacych sie pedéw. Tego typu orga-
nogeneze zaobserwowano w kombinacjach 1D, 2D, 3D (fot. 4). W kom-
binacji 4D eksplantaty najstabiej rosty i nie wyksztalcily korzeni.
Odmiennie zachowaly sie eksplantaty umieszczone w ciemnos$ci. Bez
dostepu Swiatla liScie stracily barwe i zasychaly. Kalus powstal delikat-
niejszy i mniej bujny. Nowe, wybijajace pedy byly etiolowane. Korzenie
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zainicjowane w ciemnosci wyrastaly z nasady pedow, niezaleznie od ka-
lusa (fot. 5). Takie korzenie powstaly w kombinacjach 1N, 2N, 3N, 4N.
Eksplantaty, ktore zdolaly sie ukorzeni¢ w ciagu trwajacego 4 tygod-
nie zaciemnienia umieszczono ponownie na swietle. Uczyniono to w celu
zregenerowania czeSci pedowej u organizmow posiadajacych juz korze-
nie. Byt to najskuteczniejszy sposob uzyskania kompletnych roslin, skla-
dajacych sie z ulistnionego pedu i korzeni wyrastajacych z nasady tego
pedu.

¥ot. 4. Eksplaniat rlatanus>Xaecerifolic Willd. po trzech i'mes-nqcuL:h uprawy na
swietle. Korzen wyrasta z grudki kalusa, niezaleznie od pedu. Poiywka z BA 0,1
mg l-1iz NAA 0,1 mg 1-1, Pow. 4X
Phot. 4. PlatanusXacerifolia Willd. explant after three months of culture under
illumination. The root grows out of a callus lump independently of the shoot.
Medium with BA 0,1 mg 1—! and with NAA 0,1 mg 11, 4X
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Fot. 5. Komplelna roslina Platenus><acerifolin Willd. po irzech miesigcach doswiad-
czenia. Korzenie zainicjowane w ciemnodci wyrastaja z nasady rozwinietego pedu.
Pozywka z BA 0,1 mg 171 i z NAA 0,1 mg 1! (IN). Pow. 4%

Phot. 5. Complete PlatanusXacerifolia Willd. plant after 3 months of experiment.
The roots initiated in darkness grow out of the base of the developed shoot.
Medium with BA 0,1 mg 17! and NAA 0,1 mg 1—1! (1N). X4

Obiekty przeniesione z ciemnosci na Swiatlo, w poréwnaniu z odpo-
wiadajacymi im eksplantatami pozostajacymi przez caly czas na Swietle,
odznaczaly sie¢ wickszym wigorem, posiadaly bardziej jednolity kalus i
zdrowsze lidcie.

Eksplantaty trzymane przez caly czas na $wietle wyksztaleity roz-
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norodny, wielopostaciowy kalus. Obiekty te zatracity wyglad rozwinie-
tych roslinek, gdyz starsze liScie zasychaly, a starsze korzenie zalala
niezr6znicowana tkanka.

DYSKUSJA

Obok egzogennych substancji wzrostowych czynnikiem, od ktérego
zalezy wzrost i roznicowanie kalusa jest $wiatlo. W ciemnosci powstaje
jasny, delikatny kalus, podatny na réznicowanie. Ma to znaczenie szcze-
gélnie w doswiadczeniach nad wielomiesigeznymi kulturami tkankowymi.
Kalus inicjowany w $wietle szybko zabarwia si¢ na zielono, latwo traci
wigor i brazowieje. Podobne spostrzezenia poczynili Winton i
Mathes (1973), Winton (1972) i Wolter i Skoog (1966).
Swiatlo ma wyraznie dodatni wplyw na przebieg do$wiadczen z pagkami
izolowanymi in vitro. Fakt ten wykorzystano w niniejszej pracy, w kto-
rej ukorzenione eksplantaty platana zregenerowaly czes¢ pedowg po
trwajacym jeden miesigc okresie zaciemnienia. Jest to zgodne z infor-
macja Dutchera i Powella (1972), ktérzy stwierdzili, ze paki
Malus domestica nie tracg zdolnoseci do ponownego wybicia po 10 mie-
sigcach uprawy w ciemnosci. Wyzsze natezenie Swiatla przyspiesza roz-
woj czeSci pedowej, przy czym zaleca sie stosowanie dnia 15-16 godzin-
nego (Walkey, 1972; Navarro i in, 1975; Jones i in., 1977).

W niniejszym doswiadczeniu ciemno$¢ nie byla konieczna dla ukorze-
nienia. Ryzogeneza u Salix albe L. cv. “Tristis’ i u Platanus X acerifolia
"Willd. zachodzila zaré6wno w warunkach o$wietlenia ciaglego, jak i w
ciemnosci. Najbardziej prawidlowo uformowane korzenie z wlosnikami
uzyskano po czterech tygodniach zaciemnienia. Podobne wyniki uzyskal
Nanda i in. (1968), ukorzeniajac eksplantaty Populus nigra. Ustalono
wowezas, ze dla ryzogenezy niezbedne jest minimum 3-dniowe zaciem-
nienie. Przy wzrastajgcym okresie zaciemnienia zwigkszyla sig liczba
i lgczna dilugoéé korzeni. Podobnie w doswiadczeniu Oliemana van
der Meer i in., (1971) $wiatlo hamowalo ukorzenienie eksplantatéw
rézanecznika, a ciemno$¢ stymulowala ryzogeneze. W sprzecznos$ci z po-
wyzszymi sg wyniki, jakie uzyskali Winton (1971) z jesionem (Fraxi-
nus sp.) oraz Walkey (1972) i Jones i in. (1977) z jablonig
(Malus domestica). Otrzymali oni korzenie w warunkach o$wietlenia
cigglego.

Opisane roznice w wynikach poszczegélnych autoréw jak i fakt, ze
w niniejszej pracy ryzogeneza powiodla sie zaréwno w Swietle, jak i w
ciemnosci mozna ttumaczyé réoznym stezeniem endogennych regulatoréw
wzrostu u poszezegélnych gatunkow roélin oraz specyficzng podatnoscia
roznych eksplantatéow na zawarte w pozywkach egzogenne substancje
wzrostowe. Nie bez znaczenia jest tez pora roku i faza rozwojowa rosli-
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ny, z ktérej pobierano eksplantaty, a takze dobér specyficznych regu-
latoréw z grupy auksyn i cytokinin.

Wplyw tych czynnikéw na powodzenie uprawy roslin drzewiastych
in vitro wymaga dalszych badan.

STRESZCZENIE

Celem eksperymentu bylo sprawdzenie czy mozna rozmnazaé¢ Platanus X aceri-
folia Willd. i Salix alba 1. cv. ‘Tristis’ za pomocg kultur tkankowych. Zalozono
dwa do$wiadczenia. Wykorzystano paki liSciowe platana i paki kwiatostanowe
wierzby wypreparowane z lusek okrywajgcych. Eksplantaty wyszczepiono na po-
zywke stala Murashige — Skooga, wzbogacong witaming C. Uzyto regu-
latory wzrostu NAA i BA w ilodciach od 0,01 do 2 mg 1! pozywki. Zastosowano
kombinacje ze $wiatlem i ciemnoscia, jako czynnikami badanymi. Otrzymano za-
korzenienie sie u eksplantatéw Salix alba L. cv. ‘Tristis’. Najlepsze wyniki osigg-
nieto w przypadku Platanus X acerifolic Willd., gdzie nastgpila ryzogeneza amor-
ficznego kalusa po dwoéch miesigcach doswiadczenia. Wykazano, ze ciemno$é nie
jest warunkiem koniecznym do wytworzenia korzeni. Ustalono, ze optymalne wa-
runki sprzyjajgce ukorzenieniu grudki amorficznego kalusa platana, to ciemnosé
i zawarto§¢ w pozywce BA w ilosci 0,1 lub 0,01 mg 1-! oraz NAA w iloSci
6,01 mg 1-1 pozywki. Otrzymano caltkowicie wyksztalcone ros$liny Platanus X aceri-
folia Willd. skladajace sie z ulistnionego pedu i wigzki korzeni.
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