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Rabarbar (Rheum rhaponticum L.) jest rosling wieloletnia uprawia-
na na duzym obszarze Europy i Ameryki Pénocnej (Foust i Marshall
1991). Dotychczas w Polsce byt uprawiany na niewielkich powierzch-
niach, gtéwnie w poblizu wigkszych miast. Od niedawna zainteresowat
si¢ nim przemysl przetworczy i zaczgto zaklada¢ plantacje towarowe
tego warzywa. Rabarbar rozmnazany z nasion daje bardzo zr6znicowane
potomstwo (Zhao i in. 2005). Dlatego zwykle do zaktadania plantacji
stosuje si¢ rosliny otrzymane przez podziat karp (Lepse 2009). Jednak
przy tym sposobie rozmnazania wystepuje silne porazenie chorobami
wirusowymi: wirusem mozaiki rabarbaru, mozaiki rzepy, mozaiki ge-
sidowki, mozaiki tytoniu i innymi. Kultury in vitro i zastosowanie mery-
stemoOw, jako eksplantatow wyjsciowych, umozliwiaja uzyskanie roslin
wolnych od wiruséw 1 intensywne namnozenie zdrowego materiatu
(Walkey 1968). Wierzchotki pedow izolowane z pakéw moga by¢ wolne
od wirusow. Prawdopodobnie wirusy nie zasiedlaja merystematycznych
regionow pakow wierzchotkowych (Walkey i in. 1969). Stosowanie od-
wirusowanych sadzonek powoduje uzyskiwanie wyzszego plonu z plan-
tacji rabarbaru (Lepse 2005). Walkey (1968) oraz Walkey i Mathews
(1979) podejmowali proby odwirusowania rabarbaru poprzez kultury in
vitro merystemow, jednak z jednego merystemu otrzymywali jeden ped.
Wyzszy wspotczynnik namnazania uzyskali Lal i Ahuja (1989) u rabar-
baru indyjskiego (Rheum emodi Wall.)

Celem prezentowanych badan bylo opracowanie najbardziej efek-
tywnego sposobu wyjatawiania materialu wyjsciowego do zakladania
kultur merystemow 1 optymalnego sktadu pozywek do namnazania ra-
barbaru.

MATERIAL I METODY
Material wyjsciowy stanowity paki od 0,5 do 2,0 cm, wyrastajace na
czesciach podziemnych karpy rabarbaru, przechowywanej w torfie, w
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chlodni, w temp. +2°C. Wyjalawiano je przed izolacja merystemow 3

sposobami:

1. Plukanie pakéw 24 godz. pod biezaca woda, traktowanie 70% etano-
lem przez 2 min. i 5% podchlorynem wapnia z 0,1% Tweenem 20
przez 20 min.

2. Plukanie pakow 24 godz. pod biezaca woda, traktowanie 70% etano-
lem przez 2 min. i 3% podchlorynem wapnia z 0,1% Tweenem 20
przez 20 min.

3. Plukanie pakéw 5 min. 1% roztworem wodnym Tweenu 20, trakto-
wanie 70% etanolem przez 0,5 min i 0,1% chlorkiem rtgci przez
1 min.

Z tak wyjatowionych pakow wypreparowywano merystemy w wa-
runkach sterylnych przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego. Wyktada-
no je na pozywke MS (Murashige i Skoog 1962) zawierajaca 30 g-I™
sacharozy, 2 mg-L™* BA (6-benzyloaminopuryna) i 1 mg-L™ IBA (kwas
B-indolilo-3-mastowy), zestalona agarem (6,5 g-L™), pH 5,8 (pierwszy
pasaz). Po dwoch tygodniach przeprowadzono obserwacje sterylnosci
kultur, a po ok. 6 tygodniach wzrostu i rozwoju eksplantatow. Wykonano
drugi pasaz na pozywke¢ o tym samym skladzie, oraz na pozywke MS
zawierajaca 30 g-L™ sacharozy, 30 mg-L™ 2iP (2-izopentyloadenina) i
0,01 mgL™* IAA (kwas indolilo-3-octowy). Na pozywki regeneracyjne
przenoszono rozety (pedy) albo liscie. Po nastgpnych 6 tygodniach obser-
wowano proces regeneracji w kulturach, a otrzymany materiat znowu dzie-
lono na eksplantaty z lisci i rozety. Umieszczano je na 6 pozywkach o
zréznicowanym skladzie (trzeci pasaz). Byty to pozywki na bazie MS z 30
g Lt sacharozy, rézniace si¢ zawartoscia substancji wzrostowych, zawie-
rajace:

1. 2mg-L*BAi 1 mg-Lt IBA,

30 mg-L™" 2iP i 0,01 mg-L? IAA,

0,2 mg-L™ kinetyny i 1 mg-L™ 1AA,

5mg-L? BAi1mgL?IBA,

4mg-LtBAi0,8mgL? IAA,

1 mg'L™ TDZ (tidiazuron) i 1 mg-L™ NAA (kwas o-naftylo-1-octowy).
Wszystkie pozywki zestalono agarem (6,5 g-L™*), pH doprowadzo-

no do 5,8. Po tym pasazu obserwowano przebieg regeneracji. Wyodrgh-
niono powstajace regeneranty: kompletne rosliny, pedy, korzenie oraz
kalus. Kompletne rosliny (ukorzenione pedy) wysadzano do podioza tor-
fowego i umieszczano w namiociku z folii dla zapewnienia wysokiej
wilgotnosci.

ook wd
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WYNIKI | DYSKUSJA

Wszystkie stosowane sposoby wyjalawiania eksplantatow wyj-
sciowych rabarbaru pozwolity na uzyskanie sterylnego, zywego materia-
tu roslinnego. Najwigcej czystych kultur uzyskano przy wyjatawianiu
pakdéw pobranych z karpy rabarbaru 3 sposobem (ptukanie pakow 5 min.
1% roztworem wodnym Tweenu 20, traktowanie 70% etanolem przez 0,5
min i 0,1% chlorkiem rtgci przez 1 min.). Z pakéw tak sterylizowanych
uzyskano 65,4% eksplantatow czystych. T¢ metodg stosowali Lal i Ahuja
(1989) do sterylizacji merystemow rabarbaru indyjskiego i otrzymywali z
nich pedy. Wyjatawianie podchlorynem wapnia okazalo si¢ mniej efek-
tywne, posrod eksplantatow wyjatawianych sposobami 1 1 2 obserwowa-
no wigcej niz 50% zakazen.

Po 6 tygodniach od umieszczenia merystemow na pozywce MS
zawierajacej 30 g-L™ sacharozy, BA (2 mg-L™) i IBA (1 mg-L™), 58,1%
wytwarzalo rozety.

Po drugim pasazu zaobserwowano rdznice w regeneracji eksplanta-
tow lisciowych i rozet. Na pozywce MS, zawierajacej 30 g-L™* sacharozy,
2mg-L? BAi1mgL"IBA, ponad 30% eksplantatow lisciowych i 25%
rozet tworzyto nowe rozety, a ok. 60% eksplantatow zamarto. Natomiast
na pozywce MS, zawierajacej 30 mg-L™ 2iP BA i 0,01 mg-L™ IAA, 40%
eksplantatow z rozet tworzylo nowe rozety, a tylko 5% eksplantatow z
lisci wykazywato organogenezg. Ponad 90% tych eksplantatow zamarto.
Dla eksplantatow z lisci korzystniejsza okazata si¢ pozywka MS zawiera-
jaca2 mg-L" BAi 1 mg-L™ IBA, a dla rozet pozywka 2 z 30 mg-L™ 2iP
(tab. 1). Lassus i Voipio (1994), Farzami Sepehr i Ghorbanli (2005),
Zhao i Grout (2003), Zhao i in. (2005), Lepse (2009) zaktadali kultury in
vitro rabarbaru ze sterylnych siewek. Nie obserwowali zamierania eks-
plantatow 1 uzyskiwali wysoki wspotczynnik namnazania.

Podczas trzeciego pasazu stwierdzono, ze eksplantaty - rozety roz-
wijaly si¢ w wyzszym procencie niz eksplantaty z lisci. Na wszystkich
stosowanych pozywkach od 50% do 100% tych eksplantatoéw wykazywa-
lo organogeneze. Natomiast eksplantaty z lisci w 50% rozwijaty si¢ na
pozywce MS zawierajacej 4 mg-L™" BA i 0,8 mg-L™ IAA, a na pozosta-
tych pozywkach w duzo nizszym procencie. Rowniez liczba martwych
eksplantatow z lisci byta wysoka i wynosita od 50% do ponad 80%. Zy-
we, nierozwinigte eksplantaty z lisci obserwowano na pozywce MS za-
wierajacej 0,2 mg-L™ kinetyny i 1 mg-L™" IAA, a rozety na pozywce MS
zawierajacej 5 mg-L™ BA i 1 mg-L™" IBA (tab. 2).
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Tabela 1. Regeneracja réznych eksplantatow rabarbaru na dwoch pozywkach
podczas Il pasazu
Table 1. Rhubarb explants regeneration on 2 media during the second passage

. Eksplantat; Explant
Pzza’i\:;&}gas Lis’cie;.Leaves (%) Rozety;. Rosettes (%)
30 g.L-l sa- Regene- Z_ywe, Regene- Z_ywe,
charozy rujace nieroz- rujace nieroz-
Medium with rozety winigte Martwe rozety winigte Martwe
30 gLt of Regfsne- Alive, Dead Reg_ene- Alive, Dead
sucrose” rating | undeve- rating | undeve-
rosettes loped rosettes loped
1 33,3 0,0 66,7 25,0 16,7 58,3
2 55 0,0 94,5 40,0 40,0 20,0

“1-MSz2mgL'BAilmgL?IBA,
2-MSz30mgL?"2iPi0,01 mgL"IAA

Tabela 2. Rozwoj eksplantatow rabarbaru na pozywkach regeneracyjnych pod-
czas III pasazu
Table 2. Development of rhubarb explants on 6 regeneration media during the
third passage

Pozywka Eksplantat; Explant
MS zawiera- Liscie; Leaves (%) Rozety, Rosettes (%)
jaca 30 gL | Rozwi- . . Rozwi- . .
sacharozy jajace Zywe, mie- | 1oy jajace Zywe, mie- | 1o
Medium sig rozwinicte twe si¢ rozwinicte twe
with 30 g'L™" | Develo- Alive un- Dead | Develo- | AVeun- 1 poog
of sucrose " ping developed 0ing developed
1 16,7 0,0 83,3 100,0 0,0 0,0
2 25,0 0,0 75,0 75,0 0,0 25,0
3 16,7 33,3 50,0 100,0 0,0 0,0
4 25,0 0,0 75,0 50,0 25,0 25,0
5 50,0 0,0 50,0 100,0 0,0 0,0
6 33,3 0,0 66,7 100,0 0,0 0,0

"1-MS,2mg'L*BAil mgLt IBA

2 - MS, 30 mg-L™* 2iP BA i 0,01 mg-L™ IAA
3-MS, 0,2 mg-L " kinetyny i 1 mg-L™ IAA
4-MS,5mgL*BAil mgLtIBA
5-MS, 4mgL?BAi0,8 mgL?IAA
6—MS, 1 mg'L* TDZ i1 mg-L" NAA

Rozwdj eksplantatow zalezal od stosowanej pozywki. Z rozet nie
uzyskano kompletnych roslin na Zadnej ze stosowanych pozywek regene-



-39 -

racyjnych, pedy powstawaly na pozywce MS zawierajacej 4 mg-L™ BA i
0,8 mg-L™! TAA. Rozety i kalus powstawaty na wszystkich pozywkach,
ale w réznym procencie, najczesciej na pozywce MS zawierajace]
5mg-L* BAilmgL™"IBA. Lal i Ahuja (1989) na pozywce zawierajace;
2 mg-L BAi1mgL™ IBA uzyskali 8,9 pedu rabarbaru indyjskiego w
przeliczeniu na eksplantat.

Kompletne rosliny uzyskiwano z eksplantatow z lisci na pozyw-
ce MS zawierajacej 30 g-L™ sacharozy, 0,2 mg-L™* kinetyny i 1 mg-L™
IAA, pedy na pozywee MS z 30 g-L ™ sacharozy, 2 mg-L* BA i 1 mg-L™?
IBA, a rozety i kalus na pozywkach MS z 30 mg-L™ 2iP i 0,01 mg-L™
IAA; MS z 5 mg-L* BAi1lmgL"IBAoraz MSz1mgL!TDZi1
mg-L™t NAA (tab.3). Lal i Ahuja (1989) otrzymywali pedy rabarbaru
indyjskiego z eksplantatow liSciowych wytozonych na pozywki zawiera-
jace 1 lub 2 mg-L™ BA i 1 mg-L™" IBA. Na pozywkach z wyzsza zawar-
toscia BA obserwowali witryfikacje uzyskiwanych pedéw. W prezento-
wanych badaniach na pozywce z 5 mg-L™* BA powstawat kalus i normal-

ne pedy.

Tabela 3. Regeneracja rabarbaru z ré6znych eksplantatow na 6 pozywkach rege-
neracyjnych po III pasazu
Table 3. The rhubarb regeneration from different kinds of explant on 6 regener-
ation media after the third passage

Pozywka MS Kategorie regenerantow z; The kind of regenerants from
zawielrajqca Eksplantatow z liSci; Explants of leaves |Eksplantatow z rozet; Explants of rosettes
30 g'L ™ sacha- Rozety Rozety
rozy  |Rosliny RR?)ZSZE)-/ +kalus K?]'irze' Kalus Rosliny| Rozety | +kalus | Korze- Kalus
Medium with | pPlants Roset- Plants | Roset- | Roset- | nie
-l tes Roots | Callus Callus
30gL7of | (%) % tes % % (%) tes tes | Roots |~
sucrose ) | ycaius| 0 | ) (%) |+callus| (%) (%)
(%) (%)
1 0,0 |100,0f 0,0 | 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 50,0 0,0 | 50,0
2 0,0 | 0,0 {100,0] 00 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 66,7 | 50,0 | 33,3
3 100,0 00 | 00 | 0,0 | 00 | O,0 | 0,0 | 50,0| 0,0 | 50,0
4 0,0 | 0,0 j100,0f 00 | 00 | 0,0 | 0,0 |100,0] 0,0 | 0,0
5 00| 00| 00 | 00 |100,0] 0,0 | 333 | 334|333 | 00
6 0,0 | 0,0 |50,0(500| 00| 0,0 | 00 0,0 0,0 {100,0

1-MS,2mgL"BAil mgL" IBA

2 - MS, 30 mg-L™* 2iP BA 10,01 mg-L™ IAA
3-MS, 0,2 mg-L™" kinetyny (kinetin) i 1 mg-L™" IAA
4-MS,5mgL*BAil mgLtIBA

5-MS, 4mgL?BAi0,8 mgL?IAA

6-MS, 1 mg'L* TDZ i1 mg'L* NAA
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Otrzymane ro$liny wysadzone do podtoza torfowego adaptowaty
sie do warunkow ex vitro w okoto 90%.

PODSUMOWANIE

Zastosowane sposoby wyjalawiania pakow rabarbaru pobranych z
karpy umozliwity uzyskanie sterylnego, zywego materiatu roslinnego.
Przy uzyciu chlorku rteci otrzymano 65,4% eksplantatow czystych.

Po pierwszym pasazu 58,1% merystemoéw wytwarzalo rozety. Za-
obserwowano roznice w regeneracji eksplantatow lisciowych i1 rozet w
zalezno$ci od stosowanej pozywki. W drugim pasazu najwigcej eksplan-
tatow lisciowych (ponad 30%) tworzylo nowe rozety na pozywce MS
zawierajacej 2 mg-L™ BA i 1 mg-L™" IBA, natomiast na pozywce MS
zawierajacej 30 mg-L™ 2iP BA i 0,01 mg-L™? TAA 40% rozet tworzyto
nowe rozety, a tylko 5% eksplantatow z liSci wykazywato organogenezg.
W trzecim pasazu, Z eksplantatéw z lisci uzyskiwano kompletne rosliny
na pozywce MS 0,2 mg-L™ kinetyny i 1 mg-L™ TAA, pedy na pozywce
MS z 2 mg'L™" BAi1mgL™ IBA, arozety i kalus na pozywkach MS z 30
mg-L? 2iP i 0,01 mgL™? IAA; MS 25 mg:'L* BAi 1 mg-L™" IBA oraz MS
z1mgL* TDZ i 1 mg-L™* NAA. Rozety tworzyly pedy na pozywce MS
zawierajacej 4 mg-L™ BA i 0,8 mg-L™" IAA, a rozety i kalus powstawaty
na wigkszosci pozywek, ale najczgSciej na pozywce MS zawierajacej
5mg-L"t BAilmgL"IBA.
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MICROPROPAGATION OF RHUBARB (Rheum rhaponticum L.)

Summary

The main goal of presented research was to develop the most effective
way of plant material sterilization, which later was used to establish meristem
cultures and optimal composition of culture media for rhubarb proliferation.
Three different ways of bud sterilization was examined. Rhubarb buds were
taken from underground rhizomes and subsequently surface-sterilized before
meristem isolation with 70% ethanol and sodium hypochlorite or mercury chlo-
ride. Meristems cut out from sterile buds were induced on MS medium
(Murashige and Skoog 1962) containing sucrose 30 g'L*, BA 2 mg-L" and IBA 1
mg-L™" (first passage). Sterility inspection was made after 2 weeks of culture,
growth and development observations were taken after 6 weeks of culture. Ex-
plants passages: first- on the same medium, on medium containing 30 mg-L™*
sucrose, 30 mg-L™" 2iP, 0.01 mg-L™ IAA and third- on six media with different
composition. Six culture media containing various plant hormones — cytokinine
and auxine were examined. Two types of explants was used-from rosettes and
leaves (entire leaves or their pieces). All presented methods enabled to give
alive sterile plant explants. After using mercury chloride for bud sterilization we
obtained 65,4% of sterile explants. After first passage 58,1% of meristems gen-
erated rosettes. For rosettes the most effective was MS medium supplemented
with BA 5 mg-L™" and IBA 1 mg-L™. Plants were obtained from leaves explants
on MS medium containing kinetine 0,2 mg:L™" and IAA 1 mg-L™. The number
of rosettes induced from shoot explants was the highest on the MS medium
containing BA 2 mg-L™ and IBA 1 mg-L™*, MS with 2iP 30 mg-L™" and 1AA
0,01 mg-L™ and MS with BA 5 mg-L™ and IBA 1 mg-L™". Received plants trans-
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ferred to peat-based substrate were successfully adapted to the ex vitro condi-
tions in 90%.

Prezentowane badania byly finansowane z Programu Wieloletniego realizowa-
nego w Instytucie Warzywnictwa im. Emila Chroboczka w Skierniewicach pt. ,,Rozwdj
zrownowazonych metod produkcji ogrodniczej w celu zapewnienia wysokiej jakosci
biologicznej i odzywczej produktoéw ogrodniczych oraz zachowania bioréznorodnosci
srodowiska i ochrony jego zasobow”; obszar tematyczny 1: “Strategia bezpiecznego
stosowania $rodkéw ochrony roslin w produkcji ogrodniczej”; zadanie 1.17: ,,Opraco-
wanie technologii produkcji odwirusowanych sadzonek warzyw z zastosowaniem kultur
tkanek”.



