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Rooting in vitro and acclimatization in the greenhouse of herbaceous
peony plantlets

Summary

The influence of sucrose concentration (10 and 30 g M). low level of nitro-
gen salts (1/8 KNOs, 1/8 NH3NOa), auxins (IBA 1 mg M + IAA | mg M + NAA
0,01 mg M), and temperature (15°C, 20°C) on the rooting in vitro and acclimati-
zation in the greenhouse of two cultivars (Jadwiga’, ‘Professor Wojcicki’) of
Paeonia lactiflora were investigated. The level of endogenous carbohydrates in
the peony shoots and roots during the rooting and acclimatization phases were
analysed. There were a higher rooting and acclimatization percentage of ‘Pro-
fessor Wojcicki' cultivar than ‘Jadwiga’ cultivar. Also, more roots were produced
by shoots of‘Professor Wajcicki' cultivar. The presence of auxins in the medium
and the higher concentration of sucrose (30 g |') stimulated number of
roots/shoot. On the other hand, the higher rooting percentage was found on
the auxin-free medium in the presence of high level of sucrose. The shoots of
‘Professor Wojcicki' rooted best when cultured at 20°C, but the shoots of
‘Jadwiga' at lower temperature - 15°C. During the rooting stage, the major
sugars detected in the peony microplants were sucrose, glucose and fructose.
After four weeks of acclimatization, the plantlets accumulated starch and
showed strong inhibition of shoot growth, and dormant buds were developed.
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1. Wstep

W dotychczasowych badaniach nad rozmnazaniem piwonii in
vitro obserwowano matg zdolno$¢ do regeneracji korzeni oraz
duze trudnosci podczas aklimatyzacji zaréwno u piwonii drze-
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wiastych, jak i bylin (2,3.5,6,9). Zastosowanie wysokiego stezenia sacharozy i auksy-
ny (IBA) w fazie ukorzeniania in vitro stymulowato powstawanie korzeni, ale réwno-
czes$nie hamowato wzrost pedéw i indukowato powstawanie pakéw spoczynkowych
(5). Zalezno$¢ pomiedzy typem spoczynku, a rodzajem gromadzonych weglowoda-
noéw, wykazano u gatunku Euphorbia esula (1). Tendencje do gromadzenia skrobi
i wysoka jej zawartos¢ stwierdzono w pakach znajdujacych sie w fazie ,,paradorman-
cy”, natomiast podczas przejscia w faze ,,endodormancy” zgromadzona skrobia byta
rozktadana do sacharozy (1,4).

Celem badan byto okre$lenie wptywu auksyn, temperatury i niskiego poziomu
soli azotowych oraz sacharozy na ukorzenianie in vitro i aklimatyzacje w szklarni mi-
krosadzonek dwoch odmian piwonii chinskiej. Analizowano roéwniez zawartos¢ we-
glowodanow w pedach i korzeniach mikrosadzonek w fazie ukorzeniania i aklimaty-
zacji.

2. Materiat i metody

Materiatem roslinnym byly kultury peddéw piwonii chifskiej odmiany ‘Jadwiga
i ‘Profesor Wojcicki’ pochodzace z mnozenia in vitro w temperaturze 15 i 20°C. jako
eksplantaty stosowano fragmenty kigcza zawierajgce 1-2 pedy. W fazie ukorzenia-
nia stosowano pozywke MS o zmniejszonej zawartosci soli azotowych (1/8 KNO3
i 1/8 NH4NO3) zawierajgcg auksyny (IBA 1 mg ¥+ INA | mg \'"*+ NAA 0,01 mg )
i GSH 0,1 mg ¥ lub bez ich udziatlu. Do pozywki dodano sacharoze w stezeniach
10 30 g 1’. Podczas ukorzeniania in vitro pedy rosty w temperaturze 15 i 20°C, przy
Swietle o dtugosci dnia 16 h. Jako zrodto swiatta stosowano lampy fluorescencyjne
Philips TLD 36W/95 - biate (80 pmol nrs ).

Doswiadczenia in vitro przeprowadzono metoda losowg z 7-10 powtdrzeniami
dla traktowania. Powtérzenie stanowito 5 eksplantatéw umieszczonych w jednym
stoiku. W szklarni sadzono tylko te rosliny, ktére wytworzyty korzenie. Po posa-
dzeniu mikrosadzonki chtodzono w warunkach chtodnej szklarni (5-10°C) przez
10 tygodni. W doswiadczeniu analizowano: liczbe korzeni/ped, liczbe (%) roslin
ukorzenionych i zaaklimatyzowanych oraz oznaczano zawartos¢ weglowodanoéw
pod koniec fazy ukorzeniania (przed posadzeniem) i po | miesigcu aklimatyzacji
w szklarni. Wyniki badan opracowano statystycznie metodg analizy wariancji. Do
oceny istotnosci réznic uzyto testu t-Duncana przy poziomie istotnosci 0,05. Za-
warto$¢ weglowodandw (glukoza, fruktoza, sacharoza, skrobia) oznaczano meto-
dami enzymatycznymi przy uzyciu zestawu testow: testu sacharoza/D-gluko-
za/D-fruktoza; testu do oznaczania skrobi (Boehringer Mannheim Biochemica,
Mannheim, Germany).
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3. Wyniki i dyskusja

Duze trudnosci z ukorzenianiem in vitro i aklimatyzacjg w szklarni piwonii ziel-
nych i drzewiastych ograniczajg zastosowanie metody mikrorozmnazania tych ga-
tunkéw na skale produkcyjna, W przypadku P. lactiflora odmiana ‘Jadwiga’ wykaza-
no, ze zdolnos$¢ rizogenezy in vitro uzalezniona Jest od wielu czynnikéw takich Jak;
egzogenne regulatory wzrostu, faza fizjologiczna pedu, stezenie soli azotowych
i sacharozy oraz temperatura, w ktorej rosty kultury (5). Stwierdzono, ze gtéwnym
czynnikiem stymulujgcym ukorzenianie peddéw piwonii chinskiej Jest auksyna, a Jej
wspotdziatanie z innymi hormonami (JA-Me, ABA, etylenem) i sacharozg, reguluje
proces rizogenezy. Obnizenie stezenia soli azotych i sacharozy (C/N) w pozywce
sprzyjato powstawaniu korzeni. Jednak tylko przy wyzszym stosunku wegla do azo-
tu. Takze dodanie GSH 0,1 mg h’, do pozywki o obnizonym poziomie soli mineral-
nych i sacharozy w stezeniu 30 g !’’, stymulowato ukorzenianie pedéw rosngcych
w 15°C i sprzyjato aklimatyzacji mikrosadzonek (5). Wyniki omawianych badan
uwzgledniono przy okreslaniu warunkéw ukorzeniania (temperatura, skfad pozyw-
ki) w prezentowanych doswiadczeniach.

Wieksze zdolnosci ukorzeniania i aklimatyzacji wykazywaty pedy odmiany ‘Profe-
sor Wajcicki’, w poréwnaniu z odmiang ‘Jadwiga’ (rys. 1-3). Obecno$¢ auksyn w pozyw-
ce i wyzszy poziom sacharozy (30 g H) wptywaty korzystnie na liczbe tworzacych sie
korzeni na pedzie. Zaréwno u odmiany ‘Profesor Wajcicki’, Jak i odmiany Jadwiga’' naj-
wiecej korzeni stwierdzono na pedach ukorzenianych w temperaturze 15°C, w obec-
nosci auksyn i sacharozy w stezeniu 30 g h' (rys. 1). W przypadku odmiany ‘Jadwiga’
temperatura 15°C korzystniej wptywata na liczbe powstajacych korzeni, w poréwna-
niu z temperaturg 20°C. Natomiast u odmiany ‘Profesor Wajcicki’, pedy ukorzeniane
w obecnosci auksyn wytwarzaty wiecej korzeni w temperaturze 15°C, a rosngce na
pozywce bez auksyn w temperaturze 20°C. Najwiecej ukorzenionych pedow stwier-
dzono na pozywce bez auksyn, zawierajacej sacharoze w stezeniu 30 g h' (Jadwiga' -
65%, ‘Profesor Wojcicki' - 100%) (rys. 2). Pedy odmiany ‘Jadwiga' najstabiej (20-26%)
ukorzeniaty sie w temperaturze 20°C, przy stezeniu sacharozy 10 g 1\ niezaleznie od
obecnosci lub braku auksyn w pozywce. Odmiana ‘Profesor Wojcicki' wykazywata
wiekszg zdolnos¢ do rizogenezy; $rednio ukorzeniato sie od 70 do 100% peddéw. Mi-
krosadzonki obydwu odmian bardzo stabo przezywalty podczas aklimatyzacji w szklar-
ni, a liczba rosdlin zaaklimatyzowanych zalezata od sktadu pozywki i temperatury sto-
sowanej podczas fazy ukorzeniania in vitro (rys. 3). Sadzonki odmiany ‘Profesor Wojcic-
ki’ lepiej przezywaly i podejmowaty wzrost, w poréwnaniu z sadzonkami odmiany Ja-
dwiga’. Najwiecej roslin zaaklimatyzowanych (54%) stwierdzono u odmiany ‘Profesor
Wojcicki' - sadzonki te ukorzeniano w temperaturze 20°C, na pozywce zawierajgcej
auksyny i wyzsze stezenie sacharozy (fot. 1A). Po 3 miesigcach od posadzenia roslin
w szklarni, obserwowano zasychanie i zamieranie lisci. Réwnoczesnie u podstawy za-
sychajacych pedéw nadziemnych rozpoczeto sie formowanie pgkéw spoczynkowych
(pakdéw odnawiajacych) na kiaczu (fot. 1B).
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Rys. 1. Liczba korzeni na pedzie u piwonii chinskiej odmiany Jadwiga' i ‘Profesor Wojcicki’.

Objasnienia: Pedy ukorzeniano na pozywce MS zawierajacej mieszanine auksyn (IBA 1 mg | "+ IAA
I mg H+ NAA 0,01 mg M) i GSH 0,1 mg M lub bez ich udziatu.
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Rys. 2. Liczba (%) ukorzenionych pedéw piwonii chinskiej odmiany ‘Jadwiga’ i ‘Profesor Wojcicki’
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Rys. 3. Liczba {%) zaaklimatyzowanych roélin piwonii chifiskiej odmiany Jadwiga' i ‘Profesor Wajcic-

ki’. Objasnienia; patrz rys. 1.
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Fot. 1. Mikrosadzonka piwonii chinskiej odmiany ‘Profesor Wojcicki' w trakcie aklimatyzacji
w szklarni - | miesigc po posadzeniu (A) i mikrosadzonka odmiany Jadwiga’ w fazie formowania
pakéw spoczynkowych - po 3 miesigcach od posadzenia w szklarni (B).

W dotychczasowych badaniach dotyczacych rozmnazania in vitro piwonii nie opra-
cowano wydajnej metody ukorzeniania i aklimatyzacji piwonii chifskiej. Korzystny
wpltyw pozywki ptynnej na rizogeneze stwierdzono u dwu odmian P. lactiflora - ‘Taki-
noyosooi' i ‘Sarah Bernhardt’. Pedy ukorzeniaty sie w 57-100% na pozywce MS zawie-
rajacej IBA | mg 1~ jednakze tylko potowa ukorzenionych pedéw aklimatyzowata sie
w podtozu w szklarni (7). Bardzo stabe ukorzenianie in vitro 3 odmian piwonii chifskiej
uzyskano po wstepnym traktowaniu pedow wysokim stezeniem IBA (10 mg h'). Otrzy-
mane in vitro mikrosadzonki zamarty na skutek infekcji grzybowych w pierwszym tygo-
dniu po posadzeniu w szklarni (9). Zastosowanie niskiej temperatury i ciemnosci
sprzyjato ukorzenianiu pedéw piwonii z grupy P. lactiflora na pozywce zawierajgcej
IBA lub IAA w stezeniu 0,2 mg I'n Jednak rosliny te po ukorzenieniu zapadaty w giebo-
ki spoczynek i do podjecia wzrostu wymagaty dtugiego okresu chtodzenia (2,8).

Pod koniec fazy ukorzeniania in vitro, mikrosadzonki piwonii chinskiej odmiany
‘Profesor Wojcicki' charakteryzowaly sie wysoka zawartoscig sacharozy, glukozy
i fruktozy. Weglowodany te wystepowaty zaréwno w pedach, jak i korzeniach (rys. 4).
Skrobie stwierdzono tylko w korzeniach roélin rosnacych w temperaturze 15°C, na
pozywce 0 nhizszej zawartosci sacharozy (10 g F’). Najwiekszg ilos¢ skrobi zgroma-
dzity rosliny piwonii podczas aklimatyzacji w szklarni (1 miesigc po posadzeniu ro$-
lin). Wystepowata ona w pedach i korzeniach, przy czym korzenie akumulowaty
znacznie wiecej skrobi niz pedy. Wigzato sie to z zahamowaniem wzrostu roslin i po-
wstawaniem pgkow spoczynkowych. Po I miesigcu aklimatyzacji roslin w szklarni, po-
ziom glukozy i fruktozy znacznie sie obnizyt w pedach i korzeniach piwonii, w poréw-
naniu z zawartoscig tych cukrow w fazie ukorzeniania pedéw in vitro. Podobnie za-
wartos¢ sacharozy byta bardzo mata lub nie stwierdzono jej obecnosci.
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W rocznym cyklu rozwojowym P. lactiflora zmienia sie rodzaj i ilos¢ endogennych
weglowodanow (10). Wysoka zawarto$¢ skrobi wystepuje w korzeniach piwonii chin-
skiej od zakoriczenia kwitnienia do korica okresu wegetacji, a jej poziom gwattownie
spada podczas szybkiego wzrostu wiosng. Cukry rozpuszczalne wystepujace w rosli-
nach piwonii chinskiej w warunkach polowych to: fruktoza, glukoza i sacharoza. Naj-
wyzszy poziom sacharozy stwierdzono w okresie spoczynku zimowego pagkéw. Dzia-
fa ona prawdopopdobnie jako kryoprotektant, chronigc paki spoczynkowe przed
uszkodzeniem przez mréz (10). Takze pedy piwonii chifskiej rozmnazane in vitro cha-
rakteryzowalty sie wysoka zawaroscig skrobi, a jej obecnos$¢ wigzata sie z matg zdol-
noscig proliferacji pedow i powstawaniem pakow spoczynkowych. Oprdcz skrobi,
wystepowaty cukry rozpuszczalne takie jak glukoza i fruktoza oraz sacharoza na
bardzo niskim poziomie (5).

Na podstawie otrzymanych wynikow i danych literaturowych wskazuje sie, ze
gtébwna przyczyng zahamowania wzrostu piwonii in vitro i po aklimatyzacji moze by¢
spoczynek typu ,,paradormancy”, ktéry wigze sie z obecnoscig wysokiego poziomu
skrobi. Zastosowanie chtodzenia przed ukorzenianiem, jak i ukorzenionych pedéw
P. lactiflora i P. sufruticosa tylko na krotko aktywowato wzrost, po czym rosliny po-
nownie wchodzity w spoczynek (3,5). W warunkach naturalnych, po okresie zimo-
wego chtodu, rosliny piwonii podejmujg wzrost i poziom skrobi spada, a nastepnie
po wyrosnieciu pedéw ponownie wzrasta przez lato az do pierwszych chtodéw (10).
Chtodzenie roélin pochodzacych z mnozenia in vitro nie wplywa na obnizenie pozio-
mu skrobi. Moze to wskazywac na zaburzenia metabolizmu, w ktérych istotne zna-
czenie majg weglowodany i hormony roslinne oraz ich wspétdziatanie.

Stosowane skroty

IAA - kwas indolilo-3-octowy

IBA - kwas indolito-3-mastowy

NAA - kwas naftylo-1-octowy

ABA - kwas abscysynowy

JA-Me - jasmonian metylu

GSH - zredukowany glutation

MS - pozywka podstawowa wg Murashige i Skooga (1962)
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