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Wstęp 

Mikrorozmnażanie stało się w ciągu ostatnich 30 lat podstawową metodą rozmna- 

żania wielu roślin ogrodniczych. Szacuje się, że roczna produkcja roślin in vitro w Eu- 

ropie wynosi 220 milionów sztuk i na podobnym poziomie kształtuje się produkcja w 
Ameryce Północnej i krajach Dalekiego Wschodu [24, 25]. Największy udział w tej 

produkcji stanowią rośliny ozdobne (lilia, gerbera, rośliny doniczkowe, storczyki, 

różaneczniki) oraz krzewy jagodowe (truskawki), chociaż ważną pozycję zajmują 
również podkładki drzew owocowych (wiśnie) oraz rośliny tropikalne (cytrusy). Zde- 

cydowana większość gatunków masowo rozmnażanych metodą in vitro, w warun- 

kach naturalnych tworzy mutualistyczny związek z grzybami, najczęściej endomiko- 

ryzę (mikoryzę wezikularno-arbuskularną VAM), gatunki należące do rodzaju Erica- 
les (różanecznik, kalmia) tworzą endomikoryzę Ericales, storczyki — mikoryzę Or- 

chidaceae, a tylko nieliczne ektomikoryzę (Betula, Picea, Juglans). Grzyby tworzące 
mikoryzę wezikularno-arbuskularną należą do klasy Zygomycetes — rodzaje Glo- 

mus, Śclerocytis, Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora 1 Ścutellospora [26]. W 
warunkach naturalnych grzyby te są integralnie związane z roślinami, umożliwiają 

ich odpowiedni wzrost i rozwój. Wprowadzenie grzybów tworzących VAM do upra- 
Wy roślin ogrodniczych stymuluje wzrost rośliny-gospodarza poprzez lepsze zaopa- 
trzenie w składniki pokarmowe, takie jak fosfor, azot i mikroelementy. Takie rośliny 

charakteryzują się bardziej wyrównanym wzrostem, wyższa jest odporność na pato- 
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geny glebowe, stres związany z deficytem wody i toksycznym wpływem metali cięż- 

kich w podłożu oraz lepiej przyjmują się po przesadzeniu do gruntu [29, 26]. Wprowa- 
dzenie grzybów tworzących mikoryzę VAM otwiera nowe perspektywy w produkcji 

wysokiej jakości roślin rozmnażanych in vitro przy niższych nakładach na środki che- 

miczne [30]. Celem pracy jest przedstawienie korzyści, jakie może dawać mikoryza 
VAM w produkcji roślin metodą in vitro. 

Znaczenie endomikoryz dla roślin rozmnażanych in vitro 
  

Jednym z najtrudniejszych etapów mikrorozmnażania jest aklimatyzacja mikro- 
sadzonek do warunków szklarniowych. Wysoka śmiertelność roślin często towarzy- 
szy mikrorozmnażaniu po przeniesieniu sadzonek do warunków ex vitro, co wynika z 
ich małej aktywności fotosyntetycznej, nadmiernej transpiracji oraz ograniczonej 
zdolności do pobierania składników pokarmowych [33, 36]. Wiele badań przeprowa- 
dzono w celu zwiększenia przeżywalności mikrosadzonek i przyspieszenia ich wzro- 
stu po wyjęciu „ze szkła”. Dane te dotyczą głównie optymalizacji czynników klima- 
tycznych w szklarni podczas aklimatyzacji roślin: natężenia światła, stężenia dwu- 
tlenku węgla, temperatury, jak również rodzaju podłoża i właściwego zaopatrzenia w 
składniki pokarmowe [33]. 

Tabela 1. Przykłady korzystnego zastosowania grzybów VAM w produkcji roślin metodą in vitro 
  

  

Roślina Autor 
Jabłoń Branzanti i in. 1992; Sbrana i in. 1994; Gribaudo i in. 1996 
Grusza Rapparini i in. 1994 
Śliwa Fortuna i in. 1992 
Brzoskwinia Rapparini i in. 1994 
Wiśnia, podkładki Pons i in. 1983; Eustaun i in. 1994; Berta i in. 1995 
Winogrono Schubert i in. 1990; Schellenbaum i in. 1991; Lovato i in. 1992 
Truskawka Niemi i Vestberg 1992; Vestberg 1992; Williams i in. 1992; Varma 

i Schiiepp 1994 
Malina Varma i Schiiepp 1994 
Awokado Azcon-Aguilar i in. 1992; Vidal i in. 1992 
Ananas Guillemin i in. 1992; Lovato i in. 1992 
Bambus Verma i Arya 1998 
Pistacja Schubert i Martinelli 1988 
Maniok Azcón-Aquilar i in. 1997 
Kiwi Schubert i in. 1992; Gribaudo i in. 1996 
Pigwa Calvet i in. 1995 
Palma olejowa Blal i in. 1992 
Kawa Vaast i in. 1996 
Gerbera Wang i in. 1993 
Hortensja Varma i Schiiepp 1994 
Rośliny doniczkowe = Wang i in. 1993; Gauri Adholeya 1999 
ozdobne z liści
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Biologiczną metodą zmniejszenia stresu roślin podczas aklimatyzacji i przyspie- 
szenia ich wzrostu ex vitro może być inokulacja mikrosadzonek grzybami VAM [3, 
10, 30, 45]. Korzystny wpływ mikoryzacji mikrosadzonek uzyskano dla wielu gatun- 
ków roślin ogrodniczych (tab. 1). Szerokie spektrum gatunków odzwierciedla poten- 
cjalne możliwości wykorzystania grzybów VAM w produkcji roślin metodą kultur 
tkankowych. 

Produkcja regulatorów wzrostu 

Inokulacja korzeni poprzez grzyby VAM stymuluje zarówno wzrost korzeni, jaki 
części nadziemnej mikrosadzonek, przy czym stosunek masy korzeni do masy pędów 
ulega zmniejszeniu, co wskazuje na wyższą efektywność produkcji biomasy [9, 22, 
44, 49]. Zmienia się również budowa morfologiczna korzeni mikrosadzonek, powsta- 
je większa liczba korzeni bocznych [5, 40], czego efektem jest zwiększona po- 
wierzchnia absorpcyjna wokół strefy korzeniowej, umożliwiająca lepsze pobieranie 
składników pokarmowych. Już sama obecność grzybów VAM w podłożu sprzyjała 
korzenieniu się mikrosadzonek tytoniu ex vitro [45], co sugeruje, że grzyby te 
mogłyby zastępować egzogennie stosowane auksyny. 

Kolonizacja mikrosadzonek roślin drzewiastych: Malus pumila, Prunus amygda- 
lus i Prunus persica poprzez grzyby VAM zabezpiecza wierzchołki pędów przed 
utratą ich aktywności po wyjęciu „ze szkła” [5, 17, 39], przez co czas produkcji sadzo- 
nek może być znacznie skrócony. Wykazano również, że inokulacja mikrosadzonek 
róż grzybami VAM stymuluje rozwój pędów bocznych, dzięki czemu rośliny są lepiej 
rozkrzewione i mają więcej kwiatów [19]. Podobne wyniki uzyskali Budi i in. [10]. 
Inokulowane grzybami VAM mikrosadzonki lawendy były wyższe i bardziej rozkrze- 
wione w porównaniu z roślinami kontrolnymi, bez ustanowionej symbiozy. Możli- 
wość skrócenia czasu potrzebnego do zakwitania roślin po wprowadzeniu grzybów 
VAM została po raz pierwszy wykorzystana w Japonii w produkcji chryzantem i cy- 
klamenów [12]. 

Inną ważną dla produkcji korzyścią inokulacji mikrosadzonek grzybami VAM 
jest możliwość uzyskania bardziej wyrównanego materiału roślinnego. Branzanti i in. 
[9] wykazali, że zmienność mikrosadzonek jabłoni we wzroście jest znacznie mniej- 
Sza u roślin z ustanowioną mikoryzą. 

Z pracy Varma i Schiiepp [46] wynika, że inokulacja mikrosadzonek truskawki 
grzybami VAM stymuluje powstawanie pędów rozłogowych, co może być wynikiem 
Zmian w ilości syntetyzowanych cytokinin oraz ich transporcie w roślinach. Mikory- 
zacja mikrosadzonek truskawki wydaje się być wartościową metodą produkcji zdro- 
wego materiału do zakładania mateczników. 

Z opublikowanej w 1999 roku pracy Besmer i Koide [6] wynika, że grzyby VAM 
hamują wydzielanie etylenu przez rośliny. Trwałość pędów kwiatostanowych Iwiej 
paszczy byłą większa, gdy były one ścięte z roślin z ustanowioną mikoryzą i związane
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to było ze zmniejszonym wydzielaniem etylenu. Wyniki te są bardzo obiecujące, po- 

nieważ otwierają zupełnie nowe możliwości przedłużania trwałości kwiatów ciętych 

bez konieczności stosowania toksycznych inhibitorów syntezy etylenu (tiosiarczan 

srebra). 

Mineralne odżywianie roślin 

Najlepiej udokumentowaną korzyścią symbiozy wezikularno-arbuskularnej jest 

zwiększone pobieranie składników pokarmowych przez roślinę-gospodarza [31], co 

jest wynikiem zwiększenia strefy penetracji podłoża przez grzybnię zewnętrzną oraz 

zmiany w budowie morfologicznej korzeni. Takie wysokoefektywne organy pod- 

ziemne ułatwiają pobieranie przede wszystkim fosforu, ale również azotu, potasu, 

miedzi i cynku, nawet przy ich niskiej dostępności dla rośliny. Stymulację wzrostu 

oraz lepsze zaopatrzenie mikrosadzonek w składniki pokarmowe uzyskano w wypad- 

ku wielu roślin rozmnożonych in vitro [7, 18, 20, 44, 49]. Przy jednakowej zawartości 

fosforu w podłożu, mikrosadzonki palmy olejowej Elaeis guineensis inokulowane 

grzybami VAM pobrały czterokrotnie więcej tego pierwiastka niż rośliny bez ustano- 

wionej mikoryzy [7]. Kolonizacja korzeni przez grzyby VAM ułatwia pobieranie fos- 

foru przez mikrosadzonki zarówno w fazie aklimatyzacji, jak również w czasie ich 

dalszej uprawy, co wykazano na przykładzie Syngonium 1 Draceana [18]. Nawozy o 

spowolnionym działaniu cieszą się od lat szczególnym zainteresowaniem w produkcji 

roślin ogrodniczych. Badania prowadzone przez Williamsa i in. [51] wykazały, że po- 

przez wprowadzenie grzybów VAM i ustanowienie symbiozy mikoryzowej dawki 

tych nawozów mogą być znacznie zmniejszone, przy jednoczesnym utrzymaniu wy- 

sokiego poziomu produkcji. 

Kolonizację mikrosadzonek przez grzyby VAM hamuje wysoka dostępność fos- 

foru w glebie oraz wysoka zawartość tego pierwiastka w roślinie, chociaż tolerancja 

poszczególnych gatunków grzybów VAM na wysoką zawartość fosforu może się 

znacznie różnić [44]. Zwiększanie zawartości fosforu w glebie hamowało kolonizację 

mikrosadzonek Coffea arabica przez grzyb Acaulospora mellea, natomiast przyspie- 

szało kolonizację korzeni przez Glomus clarum [46]. 

Biologiczna ochrona przed patogenami 

Jedną z ważniejszych funkcji, jaką pełnią grzyby VAM w środowisku naturalnym, 
jest biologiczna ochrona roślin przed patogenami glebowymi [46]. Inokulacja korzeni 

przez grzyby VAM może zmniejszać podatność lub zwiększać tolerancję na patogeny 
glebowe oraz nicienie, jak również sprzyjać kolonizacji przez inne symbiotyczne mi- 

kroorganizmy. Na mikrosadzonkach palmy olejowej inokulowanych grzybami VAM 
1 uprawianych w podłożu zakażonym Fusarium oxysporum nie obserwowano charak- 
terystycznych nekrotycznych przebarwień pędów, które występowały na roślinach 

bez ustanowionej symbiozy [30]. Grzyby mikoryzowe wzmagały również odporność
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mikrosadzonek ananasa [23] i czereśni ptasiej [13] na grzyby patogeniczne z rodzaju 

Phytophthora cinnamomi, co wskazuje na możliwość ich stosowania jako czynnika 

biologicznej ochrony przed patogenami. 

Inną grupą organizmów, które mogą powodować duże szkody po wyjęciu mikro- 

sadzonek „,ze szkła”, są nicienie. Nicienie silnie ograniczały wzrost mikrosadzonek 

pigwy (podkładka dla grusz) w podłożu nieinokulowanym grzybami VAM, ale nie 

wyrządzały szkód u roślin z mikoryzą, nawet gdy nicienie były wprowadzane w tym 

samym czasie co grzyby VAM [11]. Wykazano ponadto, że już sama kolonizacja ko- 

rzeni przez grzyby VAM zmniejszała jego zasiedlanie przez nicienie. Dane te suge- 

rują, że kolonizacja korzeni przez grzyby VAM indukuje specyficzny rodzaj mechani- 

zmu odpornościowego. Mechanizmy zwiększonej odporności roślin mikoryzowych 

na patogeny glebowe nie są do końca poznane. Oprócz poprawy zaopatrzenia roślin w 

składniki mineralne, współzawodnictwo z patogenami o produkty fotosyntezy, zmia- 

ny anatomiczne i morfologiczne systemu korzeniowego indukowane przez grzyby 

VAM, zmiany mikrobiologiczne w rizosferze, coraz większą rolę przypisuje się lokal- 

nej aktywacji specyficznego mechanizmu odporności [2, 13]. 

Praktyczne aspekty zastosowania grzybów VAM 

w produkcji roślin metodą in vitro 
  

Istnieją trzy terminy podczas mikrorozmnażania możliwe do wprowadzenia grzy- 

bów VAM: I — w czasie ukorzeniania mikrosadzonek in vitro, II — bezpośrednio po 

wyjęciu mikrosadzonek ,,ze szkta” — na początku okresu aklimatyzacji ex vitro oraz 

[II — po zaadaptowaniu do warunków ex vitro podczas przesadzania mikrosadzonek 
do pojemników [3]. 

Pomimo iż możliwe jest uzyskanie symbiotycznego związku pomiędzy grzybami 

VAM a roślinami w warunkach in vitro [14], to jednak czasochłonne przygotowanie 
sterylnego inokulum oraz przedłużenie fazy wzrostu „w szkle” powodują, że ekono- 

miczne korzyści z takiej procedury są kwestionowane. Ravolanirina i in. [38] wykaza- 

li, że poprawa wzrostu winogron w obecności grzybów mikoryzowych była większa, 

gdy inokulacja przeprowadzana była we wczesnej fazie aklimatyzacji niż podczas 

ukorzeniania in vitro, nawet gdy poziom infekcji był podobny. Dalsze badania [9, 38] 
wykazały, że najlepsze efekty we wzroście roślin uzyskano wtedy, gdy podczas inoku- 

lacji grzybami VAM mikrosadzonki miały dwa widoczne zawiązki korzeni. 
Procedura wprowadzania grzybów VAM zakłada przesadzanie mikrosadzonek do 

pojemników wypełnionych mikoryzowym inokulum wymieszanym z substratem. 

Pięć gramów świeżo pociętych, dobrze skolonizowanych przez grzyby VAM korzeni 

JEst wystarczające do osiągnięcia wysokiego poziomu:infekcji przez 25 do 50 roślin. 

Innym typem inokulum może być podłoże zawierające grzybnię i zarodniki grzybów
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VAM. Zastosowanie takiego inokulum w ilości 1% (v/v) było wystarczające do po- 

prawy wzrostu mikrosadzonek winogron i ananasów [28]. Pozostałe warunki uprawy 

mikrosadzonek nie muszą być zmienione, mikrosadzonki powinny być sadzone do 

zamgławianych tuneli, a po 2 do 4 tygodni przesadza się je do pojemników bez dodat- 

kowego wprowadzania grzybów VAM. 

Dobrej kolonizacji korzeni przez grzyby VAM sprzyja dodatek piasku lub gliny 

do podłoży torfowych. Azcón-Aguilar i in. [1] najlepsze efekty we wzroście sadzonek 
awokado uzyskali w podłożu torfowym zmieszanym z glebą piaszczystą (1: 1). Z ko- 

lei Schubert i in. [43] uzyskali dobry wzrost mikrosadzonek kiwi po dodaniu tylko 5% 
gleby piaszczystej do mieszanki torfu z perlitem, a poprawę wzrostu winogron i ana- 

nasów uzyskano w podłożu zawierającym 20% piasku gliniastego [28]. 

Poszczególne gatunki grzybów tworzących mikoryzę wezikularno-arbuskularną, 

a nawet ich izolaty, mogą z różną efektywnością wpływać na wzrost gatunków i od- 
mian roślin uprawnych [1, 16, 22, 28]. Najlepszym rozwiązaniem wydaje się być sto- 

sowanie mieszanki izolatów, tzw. koktajlu, w którym każdy izolat dobrze adaptuje się 

do specyficznych warunków środowiska oraz jest najbardziej efektywny dla danej ro- 

śliny. Istnieje jednak możliwość, że w określonych warunkach mniej efektywny 

szczep grzyba VAM, wchodzący w skład „koktajlu”, może być bardziej konkurencyj- 
ny w kolonizacji rośliny-gospodarza. To stwarza pewne ograniczenie szerokiego za- 
stosowania w produkcji istniejących szczepionek mikoryzowych. Gotowe mieszanki 

podłożowe zawierające grzyby VAM mogą być wykorzystywane w produkcji wielu 

roślin, ale nie gwarantują maksymalnych korzyści, jakie daje mikoryza we wszyst- 

kich sytuacjach. Biorąc pod uwagę złożoność układu roślina — grzyb — gleba, aby wy- 
nieść korzyści z praktycznego stosowania inokulum mikoryzowego w uprawie róż- 

nych gatunków roślin w różnych warunkach, należy zależności te jeszcze dokładniej 
poznać. 

Konkluzje 

Wzrasta liczba dowodów na to, iż kolonizacja mikrosadzonek przez grzyby VAM 
poprawia ich żywotność i zdrowotność, sadzonki lepiej tolerują stres po wyjęciu ich 

„ze szkła”, a ich wzrost jest bardziej intensywny. Technika mikoryzacji może być sto- 
sowana do szerokiego spektrum roślin produkowanych masowo in vitro. Pozytywne 
efekty mikoryzacji sadzonek pochodzących z rozmnożenia in vitro uzyskano również 
z grzybami tworzącymi ektomikoryzę [32] oraz mikoryzę erikoidalną [27].
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Summary 

Plant micropropagation has an outstanding position in biotechnology industry. 
Plant production through this technique can benefit from the utilisation of mycorrhiza, 
the mutualistic association between plant roots and fungi. A growing body of 
knowledge and experience is showing that it is possible to use the mycorrhizas in order 
to market healthy and strong microplants that are able to overcome stress caused by 
transferring from the ,,in vitro” to greenhouse conditions and assure the optimal gro- 
wth, even under adverse production conditions. Mycorrhizal technology is not limited 
to plants forming vesicular-arbuscular mycorrhizas, but it can be also applied to the 
species forming ectomycorrhizas and ericoid endomycorrhizas.


