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ZASTOSOWANIE KULTUR in vitro
W ROZMNAZANIU Dipladenia sanderi HEMSL.

Agnieszka Wojtania ', Eleonora Gabryszewska !, Piotr WoZniak ?

! Pracownia Kultur Tkanowych, Instytut Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Skiernicwicach
! Zaktad Rolno-Ogrodniczy ,,Vitrocitrus” w Lodzi

Wstep

Dipladenia sanderi HEMSL. syn. Mandevilla sanderi (rodzina Apocynaceae),
czepne pnacze o zdrewniatych pedach, ciemno ziclonych, blyszczacych lisciach
1 bardzo dekoracyjnych kwiatach, cieszy sig ostatnio duzym zainteresowaniem na
naszym rynku. Roslina ta jest sportem Mandevilla xamabilis 1 M. sanderi [ANONIM
2006]. W Brazylii, skad pochodzi, moze byé uprawiana jako roslina ogrodowa.
W naszej strefic klimatycznej zalecana jest jako roslina doniczkowa, z mozliwo-
$cig wystawiania w cieplejszych micsigcach na zewnatrz micszkan [CzucHAy 2006].
Rozmnazana jest gléwnic wegetatywnie, poprzez sadzonki pedowe. Badania pro-
wadzone w naszym laboratorium mialy na celu oceng zdolnosci regeneracyjnych
w warunkach in vitro, ktére pozwola na intensyfikacjc rozmnazania tej interesuja-
cej rosliny.

Material i metody

Kultury pedéw Dipladenia sanderi zainicjowano z pgkéw katowych izolowa-
nych z fragmentem pedu. Po 4 tygodniach wzrostu na pozywce MS [MURASHIGE,
SK00G 1962] zawicrajacej 0,2 mg-dm? benzyloaminopuryny (BAP) 1 0,01 mg-dm-
kwasu indolilooctowego (IBA) uzyskano pojedyncze pedy z niewielky 1105014 ka-
lusa u podstawy. Wst¢pne dodwiadczenia dotyczace wzrostu 1 rozwoju pedow
w obecnodci réznych cytokinin (BAP, 2iP, kinetyny, mefa-topoliny) wykazaly duzg
przydatno$é w tym procesic BAP. Z tego wzgledu w dalszych doswiadczeniach
badano wplyw réznych stgzen BAP (0,5-2,0 mg-dm=) oraz jej wspétdziatanie
z innymi cytokininami — izopentenyloadening (2iP), (1,0 mg-dm-3) lub tidiazuro-
ncm (TDZ), (0,015 mg-dm?) w procesic mnozenia pedéw. Stosowano 2 rodzaje
cksplantatow:  2-3 wezlowe sadzonki wicrzchotkowe (cksplantaty A) oraz 1-
wegzlowe podstawy pedu z rozwijajgcym sig kalusem (cksplantaty B), ktore wykta-
dano na pozywke MS oddzielnie. Kontrole stanowily cksplantaty rosngce na po-
zywee bez regulatordw wzrostu. Materiat roslinny umieszezano na pozywee agaro-
wej o pH 5,6, Kultury prowadzono w fitotronie w warunkach 16-godzinnego
oswictlenia o nat¢zeniu 39 pmol-m=2s' 1 temperaturze 23-25°C.
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Po 6 tygodniach wzrostu kultur oceniano §wiezg mas¢ (mg) i liczbg powsta-
fych pe¢ddéw (przybyszowych i katowych lgcznie) oraz dlugod$¢ pegdu glownego
(mm). W kazdej kombinacji bylo 5 powtdrzen, gdzie powtdrzeniem byl sloik z 5
eksplantatami. Przeprowadzono 2 serie doswiadczei. Wyniki opracowano staty-
stycznie metoda analizy wariancji. Do oceny istotnosci roznic mi¢dzy Srednimi
uzyto testu t-Duncana przy poziomie istotnosci 5%.

Wryniki i dyskusja

Dipladenia jako pnacze cechuje si¢ intensywnym wzrostem wydluzeniowym.
Podobnie w kulturach stwierdzono silng dominacj¢ pgdu gtéwnego oraz trudnosci
z uzyskaniem krzewienia si¢ pedéw, obserwowane réwnicz u innych pnaczy mno-
zonych in vitro: Hedera canariensis [AL-JUBOORY i in. 1991), Vitis vinifera [GRri-
BAUDO, FRONDA 1991] 1 Vitis rotundifolia [SubarsoNO, GoLpy 1991]. W przypadku
Dipladenia, spo$réd cytokinin adeninowych stosowanych pojedynczo, najlepszy
wzrost peddw stwierdzono pod wpltywem BAP. W obecnoSci kinetyny pedy byty
silnie skrdcone, posiadaly duze, skdrzaste liscie i liczne korzenic. W obecnosci
2iP obserwowano natomiast pgdy z diugimi mi¢dzywezlami i zredukowanymi bla-
szkami liSciowymi (dane niepublikowane). W przeprowadzonym doswiadczeniu,
na pozywce kontrolnej (bez regulatoréw wzrostu) obserwowano zamieranic 48%
pedow (dane niepublikowane), nieznaczy wzrost wydtuzeniowy i brak uaktywnia-
nia si¢ pakéw katowych (tab. 1), (fot. 1).

Tabela 1; Table 1
Wplyw réznych cytokinin na wzrost i rozwdj p¢ddw Dipladenia sanderi
na wierzchotkowych fragmentach pedu (A) oraz z podstaw pedu (B)

Effect of different cytokinin on the growth and development
of Dipladenia shoots stimulated from apical explants (A) and basal cxplants (B)

kq];z;:h[;q:fz\;h)" Swiemp :2;:3, iespolu Dl;l(gio\jscggdu
Regulator wzrostu szowych Fresh weight of shoot | Mecan length of
Growth regulator o—{rliilr:;l:]:er:d clusters * main shoot
(mg:dm=) adver‘nitiou); shoots (mg) (mm)
A B A B A B
Kontrola; Control 0,7a 0,5a 105,0a 141,0ab 25.0a 28, 7ab
0,5 BAP 1,4b 1.9b-¢ 235abce 426,7cd | 28,7ab | 364a-d
1,0 BAP 1,7bc 2,6ef 427.8cd 547,5d | 359a—d | 423cde
2,0 BAP 2 3cde 1,9b-¢ 621,7d 562,84 | 38,6bed | 35a-d
0,5 BAP + 0,015 TDZ 2,1b-e | 2,0b—e | 251,3abc | 2453abc | 28,9ab | 37,8bed
1,0 BAP + 0,015 TDZ 2 Adef 2,2cde | 270,0abc 601,0d | 344abc | 38,0bcd
2,0 BAP + 0,015 TDZ 1,8bcd 22cde | 263,0abc 902,0e | 38,0bed | 502cf
1,0 BAP + 10 2iP 1.9b-¢ 2,6ef 399,0bcd 900,0c | 32,4abe | 53,1
1,0 BAP + 1,0 2iP + 0,015 TDZ | 2,5def 31f 460,0ed 8570¢ 27.9ab | 45,6def

* $wieza masa obejmuje wytworzone pedy lacznie z tkanka kalusowy u ich podstawy; the fresh

weight included the formed shoots with the calus at their base

Srednie oznaczone tymi samymi literami nie réznig sig istotnie « = 0,05; means followed by the same
letters do not differ significantly at « = 0.05



Fot. 1.

Pedy Dipladenia sanderi HEMSL. uzyskane z eksplantatéw wierzchotkowych (A) i bazalnych (B) po 6 tygodniach wzrostu na
pozywkach MS uzupetnionych réznymi cytokininami (mg-dm-): 1 — kontrola (bez regulatoréw wzrostu), 2 — BAP (1,0), 3 - BAP
(1,0) + TDZ (0,015), 4 — BAP (1,0) + 2iP (1,0) + TDZ (0,015)

Shoots of Dipladenia sanderi HEMSL. obtained from apical explants (A) and basal explants (B) after a 6-week period of growing

on the MS media containing different cytokinins (mg-dm-3): 1 - control (without growth regulators), 2 — BAP (1.0), 3 - BAP
(1.0) + TDZ (0.015), 4 — BAP (1.0) + 2iP (1.0) + TDZ (0.015)
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Zastosowane cytokininy, w zalezno$ci od ste¢zenia i stosowanych kombinacji,
wplynely stymulujaco na uaktywnianic pakéw katowych, tworzenie pedéw przyby-
szowych, jak réwniez wzrost wydtuzeniowy pedu gtéwnego (tab. 1), dajacy mozli-
wo$¢ pozyskiwania sadzonek wezlowych. Zastosowanic BAP w  st¢zeniu
0,5 mg-dm-= wplynelo stymulujgco gléwnic na wzrost pecdéw gléwnych i sporady-
czne uaktywnianie pakéw katowych. Przy najwyzszym st¢zeniu (2,0 mg-dm™) tej
cytokininy nast¢gpowat wzrost intensywnosci mnozenia p¢déw u cksplantatéw wic-
rzchotkowych (tab. 1), jednak tworzace si¢ pgdy byly gorszej jakosci (deformacie
liSci). Stad jako optymalne stgzenie BAP wytypowano 1,0 mg-dm-3. Dodanie
TDZ do pozywki zawierajgcej samg BAP badz BAP + 2iP wplync¢lo stymulujaco
na uaktywnianic pakéw katowych w obydwu typach stosowanych cksplantatow.
U eksplantatéw bazalnych obserwowano ponadto wzrost tkanki kalusowej i two-
rzenie pojedynczych pedéw przybyszowych (fot. 1). Wyjatck stanowita kombinacja
TDZ z BAP o najnizszym st¢zeniu, gdzie nastgpowalo obumieranic kalusa.
W przypadku eksplantatéw wierzchotkowych, najbardziej cfcktywne tworzenie
pedow (2,4-2,5 peddéw/eksplantat) uzyskano w wyniku wspoldziatania BAP
(1,0 mg:dm-?) z TDZ Iub TDZ i 2iP. Natomiast u eksplantatow bazalnych wzrost
wspolezynnika mnozenia peddw (3,1/cksplantat) nastgpowal po dodaniu TDZ do
pozywki zawierajacej BAP 1 2iP (tab. 1). Wyrastanie pgddw katowych pod wply-
wem niskich stezen tidiazuronu stwierdzono w kulturach roélin drzewiastych np.
Acer X freemanii [KERNS, MEYER 1986], Tilia cordata, Sorbus aucuparia, Robinia
pseudoacacia, Quercus robur [CHALUPA 1987, 1988]. Znane jest takze korzystne
wspoétdziatanie réznych cytokinin, obserwowane podcezas mnozenia pgdéw muin.
Acer X freemanii [KERNS, MEYER 1986], Vitis rotundifolia [SunARSONO, GOLDY
1991], Calathea ornata [POoDWYSZYNSKA 1997], Paeonia X hybrida [GABRYSZEWSKA
1998]. W przypadku Dipladenia zastosowanie BAP tycznie z 2iP 1 TDZ pozwolito
na podwyzszenie liczby pgdéw tworzacych si¢ gléwnie na eksplantatach bazalnych
oraz popraw¢ ich jako$ci w poréwnaniu z kulturami rosngcymi na pozywce
z samg BAP lub BAP+TDZ (fot. 1). Wedlug HUETTEMAN i PREECE [1993] wigksza
efektywno$¢ mieszaniny cytokinin na tworzenic pedéw moze wynikaé z faktu
lepszego ich ,,rozpoznawania” przez komorki roslinne lub odmienncgo mecha-
nizmu oddziatywania na cksplantaty.

Wstepne doswiadezenia wykazaly, iz zespoly namnozonych pedéw z powo-
dzeniem ukorzenialy si¢ na pozywce bez regulatoréw wzrostu a nast¢gpnic aklima-
tyzowaly w warunkach szklarniowych (dane nicpublikowanc).

Whioski
1. Kultury pedéw Dipladenia sanderi zainicjowano z pakéw katowych na po-
zywee MS zawierajacej 0,2 mg-dm= BAP 1 0,01 mg-dm-? IBA.
2. Najlepsze mnozenie peddw obserwowano w wyniku wspéldziatania BAP
(1,0 mg:dm-3) z TDZ (0,015 mg-dm-?) lub TDZ 1 2iP (1,0 mg-dm-3).
3. Warto$¢ wspdiczynnika mnozenia pedéw byta rézna w zaleznosei od cks-

plantatu, z ktérego inicjowano tworzenic peddéw — 2,5 peddw uzyskano
z wicrzchotkowej czgsci pedu 1 3,1 z czgsei bazalnej.
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Stowa Kluczowe:  Dipladenia, in vitro, regulatory wzrostu, rozmnazanie
Streszczenie

Przcprowadzone badania mialy na celu oceng zdolnosci regeneracyjnych
Dipladenia sanderi HEMSL. w warunkach in vitro. Kultury pgdéw inicjowano z pa-
kow katowych na pozywce MS zawierajacej 0,2 mg BAP-dm= i 0,01 mg
IBA-dm-3 . Najlepsze mnozenic pgdéw obserwowano w wyniku wspétdziatania
BAP (1,0 mg-dm) z TDZ (0,015 mg:dm=) lub TDZ i 2iP (1,0 mg-dm-3). Wsp6i-
czynnik mnozenia p¢déw wynosit 2,5 pedéw/cksplantat wierzchotkowy 1 3,1 pe-
dow/cksplantat bazalny.

Zastosowanc cytokininy wptyngly stymulujaco na uvaktywnianie pakéw kato-
wych, tworzenie pgdéw przybyszowych, jak réwniez wzrost wydiluzeniowy pedu
gtéwnego, dajacy mozliwosé pozyskiwania sadzonek weztowych.
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APPLICATION OF TISSUE CULTURES
IN PROPAGATION OF Dipladenia sanderi HEMSL.
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Summary

The study aimed at testing the possibility of in vitro propagation of Dipla-
denia sanderi Hemsl. Shoot cultures were obtained from axillary buds on the MS
medium supplemented with BAP (0.2 mg-dm-?) and IBA (0.01 mg-dm). A com-
parison of cytokinin activity showed that the best shoot proliteration was ob-
tained on the medium containing BAP (1.0 mg-dm-?) together with TDZ (0.015
mg-dm-3) or with TDZ (0.015 mg-dm=3) and 2iP (1.0 mg-dm-3). The multiplication
rate was 2.5 shoots/ apical explant and 3.1 shoots/ basal explant. The cytokinins
used stimulated the axillary and adventitious shoots formation as well as the
elongation of shoots.
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