ACTA AGROBOTANICA
Vol. 56, z. 1-2 - 2003
s. 177-190

Regeneracja pelargonii w warunkach in vitro

AGNIESZKA WOJTANIA, ELEONORA GABRYSZEWSKA
Instytut Sadownictwa 1 Kwiaciarstwa, ul. Warynskiego 14, 96-100 Skierniewice
Rescarch Institute of Pomology and Floriculture, Warynskiego 14, 96-100 Skierniewice,
Poland

Regeneration of Pelargoniwm in vitro
(Otrzymano: 19.07.2002 )

Summary

Pelargonium sp. has been a subject of numerous studies to determine the effec-
tiveness of in vitro techniques to produce a large number of pathogen-free plants.
Regeneration of pelargonium plants from the different initial explants as well via
organogenesis as via somatic embryogenesis has been obtained. The most effective
adventitious shoot formation has been achieved from shoot tips and axillary buds
using cytokinin or cytokinin/auxin combinations. Leaf explants. whose general have
lower organogenic potency, regenerate better in the presence of thidiazuron. This
growth regulator stimulate the somatic embryos production from hypocotyl and coty-
ledone explants too. The main problem in tissue culture propagation of Pelargonium
has been the high tendency to formation of vigorously growing callus with low orga-
nogenic potency and rapid senescence of cultures. Moreover, the significant differen-
ces in requirements to the medium composition (minerals, organic compounds and
growth regulators) between Pelargonium cultivars has been observed. This makes
difficult to develop an universal method of Pelargonium micropropagation.
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WSTEP

Pelargonie nalezg do nielicznych roslin, ktére od wielu lat cieszg si¢ niezmien-
ny popularnosciy, znajdujge zastosowanie jako rosliny doniczkowe, rabatowe, balko-
nowe. a ostatnio réwniez jako rosliny okrywowe. Na sukces ten sktadajg si¢ prace
hodowcow, ktorzy oferujg nowe odmiany o udoskonalonych cechach, jak réwniez
nowe technologie uprawy i rozmnazania. Szczegélng uwage zwraca si¢ na zdrowot-
nos¢ roslin, ktora jest podstawowym czynnikiem decydujacym o oplacalnosci pro-
dukcji. W zwigzku z wystgpowaniem na pelargoniach wielu choréb powodowanych
przez bakterie (Xanthomonas campestris pv. pelargonii, Corvnebacterium fascians)
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i wirusy (PLCV. PRSV, PFBV. PLPV) zaleca si¢ aby rosliny przeznaczone na mateczni-
ki pochodzity z rozmnazania in vitro (Kaminska, 1997; Orlikowski, 1997).
Badania nad rozmnazaniem pelargonii tg metodg rozpoczeto juz w latach 60-tych
i dotyczyly gléwnie oceny morfologii tkanki kalusowej tworzacej si¢g na eksplanta-
tach inicjalnych (Pillai. Hildebrandt, 1969). Dalsze badania pozwolity na uzy-
skanie regeneracji pedow na drodze organogenezy z roznych eksplantatow inicjal-
nych. W ostatnim dziesigcioleciu otrzymano efektywng inicjacje i dalszy rozwdj za-
rodkéw somatycznych. Sukcesem zakonczyly sig rowniez préby transformacji gene-
tycznej prowadzone na Pelargonium x hortorum.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie aktualnego stanu badan nad roz-
mnazaniem w warunkach in vitio 3 gatunkow pelargonii: £, x hortorum (P. zonale),
P x hederaefolivm (P, peltatiun), P. x domesticum (P. grandiflorum) w oparciu o dane
literaturowe i prace prowadzone w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Skiernie-
wicach.

Stosowane skrioty: BA — 6-benzyloaminopuryna, GA — kwas giberelinowy. 1AA -
kwas indolilo-3-octowy. IBA — kwas indolilo-3-mastowy, NAA — kwas naftylo-1-octo-
wy, 2.4-D- kwas 2 4-dwuchlorofenoksyoctowy, 2iP- 6-( v,y -dwumetyloallilo)amino-
puryna, m-topolina — mera-topolina. 3-hydroksy-benzyloadenina, kinetyna — 6-furfu-
ryloaminopuryna, TDZ — tidiazuron, TIBA- 2.3.5 — kwas trdjjodobenzoesowy

Regeneracja pedow na drodze organogenezy

1. Czynniki stymulujgce indukcj¢ organogenezy

Istotnym czynnikiem warunkujgcym zainicjowanie wzrostu kultur jest whasci-
wy dobdr eksplantatéw pierwotnych i stworzenie im optymalnych warunkéw rozwo-
ju (tab.1). U pelargonii inicjacj¢ regeneracji obserwowano na réznych eksplantatach.
Najczesciej stosowano paki wierzchotkowe (Horn, 1988; Reuther, 1975; Reu-
ther, 1988; Theiler, 1977) i pgki katowe (Cassells, Carney, 1987; Reuther,
1988), ogonki i blaszki lisciowe (Cassells, 1979;Stefaniak,. Zenkteler. 1982)
oraz fragmenty korzeni (Chang 1in.,, 1996; Doyle iin.. 2000). Regeneracja pedow
nastgpowala zwykle droga posrednig z udzia.om tkanki kalusowej. W zaleznosci od
genotypu formowanie pedéw przybyszowych obserwowano bezposrednio na tkance
kalusowej powstajacej z eksplantatu pierwotnego lub byto inicjowane po przeniesie-
niu kalusa na Swiezg pozywke. Sposrad eksplantatow pierwotnych najwyzsza zdol-
noscig regeneracyjng charakteryzowaly si¢ paki wierzchotkowe, ktére réwnoczesnie
stanowig najlepsze Zrodto eksplantatéw w przypadku uwalniania roslin od choréb
bakteryjnych i wirusowych. Corneanu i Corneanu (1991) otrzymali inicjacje
wzrostu u 100% pakéw wierzchotkowych P grandiflorum z wydajnoscig 15-17 pe-
déw na I eksplantat, natomiast w przypadku pgkéw katowych zdolnos¢ regeneracyj-
ng posiadato 67% eksplantatéw, z ktérych powstawaty srednio 3—4 pedy na 1 eks-
plantat. Mimo takich samych warunkéw wzrostu pedy P. zonale regenerowaty znacz-
nie stabiej. dajac 3-5 pedéw na 1 pak wierzchotkowy i 1 ped na 1 pgk katowy (Cor-
neanu,Corneanu, 1991). Horn (1988) badajgc zdolnosci regeneracyjne P, gran-
diflorum uzyskat inicjacje regeneracji u 85% pakéw wierzchotkowych, z ktérych
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nastepnie tworzyly si¢ 3-4 pedy na I eksplantat. Wedlug Corneanu i Corneanu
(1991) istotny wplyw na efektywnos¢ regeneracji, oprécz warunkow wzrostu, ma ter-
min pobierania eksplantatéw. Sposréd 3 badanych terminéw (grudzien, marzec. kwie-
cienl) najwyzszy zdolnoscig regeneracyjng charakteryzowaty sie paki pobrane w kwiet-
niu.

W ostatnim czasie Do yle iin. (2000) uzyskali intensywng regeneracj¢ pedéw
P x hortorum z fragmentow korzeni pochodzacych z siewek rosngcych w warunkach
in virro. Wedlug autoréw duzg zaletg te) metody jest tatwa dostgpnosé 1 obfitosé
pozyskiwanych eksplantatéw pierwotnych. jak réwniez wysoka stabilnos¢ genetycz-
na zregenerowanych roslin.

Pomys<Iny wzrost eksplantatow pierwotnych pelargonii byt scisle zwigzany
7 zaspokojeniem ich wymagan pokarmowych. Pod wzgledem skladnikow mineral-
nych wigkszosc badanych genotypow preferowato pozywke wg Murashige 1 Sko-
oga (1962) lub Linsmaiera 1 Skooga (1965) oraz ich modyfikacje (tab. 1).
Wielu autoréw zwracato rowniez uwage na istotny wplyw sktadnikéw organicznych
np. hydrolizatu kazeiny (Horn. 1988), mleka kokosowego (Abo EI - Nil. Hil-
debrandt. 1971) 1 aminokwaséw (Theiler. 1977).

Kolejnym bardzo istotnym czynnikiem warunkujgcym efektywne zainicjowa-
nie wzrostu i dalszego rozwoju kultur pelargonii byt wtasciwy dobdr regulatoréw
wzrostu. zwlaszeza z grupy cytokinin i auksyn. Prace przedstawione w literaturze
wykazaly duze roznice w reakcji poszczegdlnych genotypdw na stosowane regulato-
ry wzrostu (tab. 1). co stanowi powazne utrudnienie w opracowaniu uniwersalne]
metody rozmnazania pelargonii w warunkach in virro. Sposréd cytokinin. do zaini-
cjowania wzrostu pgkéw wierzchotkowych 1 kgtowych stosowano kinetyng (Abo
EI-Nil, Hildebrandt, 1971; Reuther, 1975 Hammerschlag, 1978; Ste-
faniak., Zenkteler.1982:Brown.Charlwood, 1986:Horn. 1988; Corne-
anu. Corneanu. 1991). BAP (Theiler, 1977; Reuther. 1983: Cassells.
Carney, 1987), 2iP (Reuther, 1983) lub zeatyng (Cassells, 1979), ktére poda-
wano oddzielnie lub z auksyng, gtéwnie z NAA (Abo El- Nil, Hildebrandt,
1971:Hammerschlag,1978;Cassells, 1979)1zIAA (Horn, 1988: Reuther,
1988). Wojtania i Gabryszewska (2001) uzyskaty natomiast dobre wyniki po
zastosowaniu m-topoliny. W poréwnaniu z BAP. cytokinina ta miala korzystny wplyw
na efektywnos¢ powstawania pedéw katowych Pelargonium x hederaefolivm “Bonete”
1 P x hortorwm “Bargpalais” i w znacznym stopniu hamowala tworzenie si¢ tkanki
kalusowej. W przypadku eksplantatow lisciowych, ktére z reguly posiadaty nizszy
potencjal regeneracyjny w poréwnaniu z pgkami wierzchotkowymi i kgtowymi, wzrost
efektywnosci regeneracji uzyskano po zastosowaniu tidiazuronu (Robichon
iin., 1997; Wojtania iin., 1997). Wysoka aktywnos¢ tego regulatora byta obserwo-
wana gidwnie w stosunku do pelargonii bluszczolistnych. Badania prowadzone
w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa wykazaty, iz TDZ znacznie intensywniej
niz BAP stymulowat zainicjowanie regeneracji zaréwno na blaszkach. jak i ogonkach
lisciowych Pelargonium x hederaefolium ‘Bonete” (Wojtania 1in., 1997), co réw-
niez obserwowano dla innych gatunkéw — Prunus domestica (Lis, 1994) 1 P. serotina
(Hammat. Grant. 1998). Vaccinium pahalae (Shibli. Smith. 1996). Garde-
nia jasminoides (Al-Juboory 1in.. 1998). W przypadku Pelargonium x hortorum
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Tabela 1

Wplyw genotypu. eksplantatu inicjalnego i warunkéw wzrostu na zainicjowanie kuitur
pelargonii in vitro na drodze organogenezy lub embriogenezy somatyeznej — przeglad literatury

Table |

The effect of genotype, initial explant and the growth conditions on the initiation of
Pelargonium cultures trough organogenesis or somatic embryogenesis i vifro — review

Pozvwka podstawowa
i regulatory wzrostu

prevbyszowe

+ 0.5 NAA

. Rodzaj Rodzaj regeneracji 1
Gatunek " :‘I‘um‘luu “R (;l nL‘r‘ui‘un ] [mg-17] Autorzy
; eksplant: egener: o i
Species o N Basic medium and Authors

Explant response
erowth regulators
[mg1')
Py hortorin pylnik kalus W#: 2.5 Kinetyna Abo EI-Nil
anther callus + 2- 2.5 NAA 1 Hildebrandt
kalus, pedy MS=*: 2.5 kinetyna (1971

-]

. peltatum

petiol

NAA
MS: 1 BAP + | IAA

callus. adventinous
shoots
P. zonule pak kalus, pedy LS===: 1 Kinetyna Reuther (1975)
P. peltatum wierzcholkowy pravbyszowe + 1 IAA
P zonale x shoot-tip callus, adventinous
P peltatim shoots
P zonale kalus, pedy MS: 0.2 BAP + | IBA Theiler (1977)
P peliatom rcholkowy prevbyszowe
shoot-tip callus, adventitious
shoots
P x hortorum pak kalus. korzenie Mod. LS: 5 kinetyna Hammerschlag
wierzcholkowy callus, roots + 1 NAA (1978)
shoot-tip
P x hortorun ogonek lisciowy kalus MS: 2 zeatyna Cassells (1979)
Pox domesticum petiol callus + 1 NAA
kalus, pedy MS: 2 zeatyna + 0.01
preybyszowe TIBA
callus. adventitious
shoots
P.x hortorum ogonek lisciowy kalus MS: 10 kinetyna + 0.1 Stefaniak i

Zenkteler (1982)

P filifolium
P. qm'r':'ffn.fimu
P romentosum

callus, adventitious
shoots

shoots
Poaustrale fragment pgdu kalus MS: 0.2 Kinetyna Brown 1 Charlwood
Pocitriodorum shoot section callus +124-D (19%6)
P.crispum kalus, pedy MS: 0.5 BAP +0.05
P. graveolens preybyszowe NAA

P. zonale
P peltatum

pak
wierzcholkowy
shoot-tip

kalus, pedy
prevbyszowe
callus. adventitious
shoots

[.S:0.1-2 BAP lub 2iP
+0.25-1 [AA

Reuther (1983)

Pox domesticinm

ogonek lisciowy,
fragment pgdu
petiol. shoot

section

kalus

callus

kalus, pedy
prevbyszowe
callus. adventinous
shoots

MS; 1 BAP +0.]
2.4-D
MS5: 1 BAP

Cassells 1 Carney
(1987)
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P pelranion

pak
wierzcholkowy 1
katowy
shoot-tip and
axillary bud

kalus, pedy
preybyszowe
callus. adventtious
shoots

Y2 LS; 0.1 BAP + 0.1
2P + 0.5 IAA

Reuther (1988)

Poeranditlorum

pak
wierscholkowy 1
katowy, blaszka
lideiowa
shoot-tip, axillary
bud. leaf blade

kalus, pedy
prevbyszowe
callus. adventitious
shoots

Maod. MS: 2 Kinetyna
+ 1IAA + 1 GAy
Mod. MS: 4 Kinetyna
+21AA

Horn (198%)

Poerandilorum

P. zonale

pak
wierscholkowy i
katowy

kalus

callus

kalus, pedy
prevbyszowe
callus. adventitious

shoots

MS; bez regulatorin
wzrnstu
MS: 10 Kinetyna

Comeanu
1 Corneanu (1991)

Py hortoram
Povdomesticum

ogonek hisclowy,
hypokord
penole. hypocotsl

zarodki somatyvezne
somatic embryvos

GCM****: 0.5 BAP
+2224-D

MS5: 0.5 BAP
+0.2-2.0IAA

Marsolais tin
(1991}

Py hortorim

hypokotyl
hypocotyl

zarodki somatyczne
somatic embryvos

MS: 0.09 - 0.2 TDZ

Visser i in. (1992)

v hertaron

hypoko]
hypocotyl

zarodki somatyezne
somatic embryvos

MS; 0.1 - 03 TDZ

Gill i in. (1992)

Py hortorum

hyvpokotyl, liscien

zarodki somatyezne

A

S$:0.2TDZ

Murthy i in. (1996)

hvpocotyl somatic embryos
cotyledon

P x harterom hypokotyl zarodki somatyezne MS; 2.2TDZ + 1.8 Hutchinson
hypocotyl somatic embrvos ASA i Saxena (1996)

P.ox hederactolium

blaszka i ogonek
lsciowy

leaf blade and
petiole

kalus

callus

Kalus, pedy
przvbyszowe
callus, adventitious
shoots

Mod. MS: 2-4 TDZ

Mod. MS: 0.1 2iP
+1GA3

Wojtania i in.
(1997

P. pelratum

blaszka i ogonek
lisciowy

leaf blade and

kalus, pedy
przvbvszowe
callus. adventitious

Y2 MS: 0.5 -1 TDZ

Robichon i in.
(1997)

shoots

petinle shoots
P hartorum korzen kalus, pedy 2MS:0.02-0.04 TIBA Doyle i in. (2000)
przybyszowe + 04 - 0.6 TDZ
root callus. adventitious

Stosowane skroty:

Abreviations used: *W — White (1961), **MS - Murashige i Skoog (1962), ***LS — Linsmaier
i Skoog (1965), ****GCM - Marsolais (1992)

intensywne tworzenie pedéw przybyszowych pod wpltywem tidiazuronu, podanego
tacznie z TIBA, nastgpowato na eksplantatach korzeniowych (Doyle iin., 2000).
Oprocz sktadnikéw pozywki, innymi czynnikami determinujgcymi wzrost
i rozwdj roslin w kulturach in vitre sa: swiatlo i temperatura. Jak wynika z danych
literaturowych. regeneracja pgdéw pelargonii nastgpowata zwykle za posrednictwem
tkanki kalusowej i czgsto jej jakos¢ miata decydujacy wplyw na przebieg organoge-
nezy. Jednym z czynnikéw modyfikujacych strukture i barwe tkanki kalusowej jest
rodzaj i natgzenie swiatta. Inicjacja wzrostu kalusa na eksplantatach pierwotnych
nastgpowata zaréwno na $wietle jak i w ciemnosci. Jednakze brak swiatta obnizat
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liczbe regenerujgcych eksplantatow (Stefaniak. Zenkteler, 1982), jak rowniez
stymulowat powstawanie kalusa o niskich zdolnosciach do organogenezy. charakte-
ryzujgcego si¢ kremowgq barwa i luzng strukturg (Cassells, 1979). Podobny typ
kalusa obserwowata Wojtania iin. (1998) w obecnosci §wiatta czerwonego. Kultu-
ry kalusa rosty najintensywniej w Swietle biatym i niebieskim (Ward, Vance, 1968;
Hammerschlag, 1978). W tych warunkach stwierdzono réwniez tworzenie sig or-
ganogenne] tkanki kalusowej o zwartej strukturze, z licznymi zawigzkami pedow
(Wojtania 1 in., 1998). Podczas inicjacji wzrostu kultur pelargonii stosowano
16-godzinne ofwietlenie o natgzeniach napromieniowania kwantowego: 12-60 pmol
-m7-s'(Hammerschlag, 1978), 138 umol - m™ - s (Cassells. 1979), 13,2-18
umol - m-2 - s (Horn, 1988), 34 umol - m? - s' (Robichon i in.. 1997).
W zaleznosci od genotypu poziom optymalnej temperatury dla pelargonii rosngcej
w warunkach in vitro wahat si¢ w granicach 20 - 27°C.

Niezaleznie jednak od rodzaju eksplantatow 1 warunkow ich wzrostu, dla nie-
ktorych genotypéw nie obserwowano w ogdle regeneracji lub tylko jej zainicjowa-
nie, a po krétkim czasie obumieranie tkanek. Theiler (1977), prowadzge badania na
wielu gatunkach i odmianach pelargonii, podzielil je na tatwo, srednio i opornie
regenerujgce. Do ostatniej grupy zalicza sig gldwnie pelargonie bluszezolistne, ktére
majy tendencje do nadmiernego tworzenia tkanki kalusowej o luZnej strukturze, bez
zdolnosci do organogenezy (Theiler, 1977; Reuther, 1983; Wojtania i in.,
1998). Eksplantaty inicjalne genotypéw wykazujacych aktywnos$¢ wzrostowy w wa-
runkach in vitro pozostawaly zwykle na pozywce wyjsciowe] przez okres 4-6 tygo-
dni. Po tym czasie, kalus z zainicjowanymi na swej powierzchni pagkami i drobnymi
pedami przybyszowymi byt przenoszony na swiezg pozywke stymulujgcg tworzenie
1 rozwo] pedow przybyszowych.

2. Mnozenie i wzrost pedow

Pomimo wielu pozytywnych wynikéw dotyczgcych regeneracji pelargonii in
vitro, w literaturze niewiele jest informacji na temat péZniejszego namnazania pedow.
Wigkszos¢ autoréw ograniczato si¢ do okreslenia liczby pedéw tworzacych sie na
cksplantatach inicjalnych. Jest to przede wszystkim zwigzane z szybkim starzeniem
sie kultur. Reuther (1988) obserwowal, iz pedy przybyszowe powstajgce z tkanki
kalusowej zainicjowanej z merysteméw wierzchotkowych mnozyly si¢ intensywnie
jedynie po pierwszym przeniesieniu na §wiezg pozywke. Po nastgpnym pasazu naste-
powat gwattowny spadek ilosct tworzacych si¢ pedéw z réwnoczesng tendencjg do
powstawania kalusa, ktory w krotkim czasie tracit zdolnos¢ do organogenezy. W celu
zachowania wysokiego wigoru roslin, a takze posiadania ciggtego 7Zrédia roslin dla
elitarnych matecznikéw prowadzono rozmnazanie pelargonii wedlug okreslonego
cyklu (Cassels, Carney, 1987; Reuther, 1988). Zainicjowane na eksplanta-
tach inicjalnych pedy P grandiflorum byly namnazane na zmodyfikowanej pozywce
LS zawierajacej BAP (0.1 mg - 1), 2iP (0,1 mg - 1) i NAA (0.5 mg - I''). Po ukorzenie-
niu, w fazie 6-8 migdzywezli pedy — donory byly defoliowane i po podziale na
fragmenty pedu z wezlem stanowity Zrodto eksplantatéw do nastgpnego cyklu. Utrzy-
manie dobrej kondycji kultur pedéw P. zonale 1 P. peltatum przez okres 3—4 miesigcy
byto mozliwe przez przetrzymywanie ich w warunkach niskiej intensywnosci swiatla
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(600 - 1000 lukséw). 12-godzinnym fotoperiodzie i niskiej temperaturze (6'C) (Reu-
ther. 1983). W poréwnaniu z pozywkg inicjalng. w etapie rozwoju pedéw pelargonii
nie stosowano kinetyny. ktorg zastgpowano zwykle BAP (Stefaniak. Zenkte-
ler. 1982; Brown. Charlwood. 1986). obnizano st¢zenie auksyn (Abo EI -
Nil. 1971) lub catkowicie eliminowano je z pozywki (Cassells, Carney, 1987)
7¢ wzgledu na obserwowany w ich obecnosci nadmierny wzrost tkanki kalusowej.
Cassells (1979) uzyskal natomiast wzrost liczby rozwijajacych sig¢ pgdow przyby-
szowych P x hortorum i P. x domesticum z pakéw zainicjowanych na tkance kaluso-
wej po zastosowaniu inhibitora polarnego transportu auksyn — TIBA.

Podobnie jak w przypadku zdolnosci regeneracyjnych. tak i procesy starzenia
si¢ kultur pelargonii w duzym stopniu zalezg od genotypu. Kalus pelargonii o pach-
ngcych lisciach pozostawal aktywny po powtarzajgcych si¢ pasazach na pozywce
zawierajgcej BAP (5mg - 1I") i NAA (1 mg - 1'') przez ponad 3 lata. Przeniesiony na
pozywke .réznicujycy” zawierajacg 0.5 mg - I BAP i 0.05 mg - I'' NAA wykazywal
tendencie do tworzenia pgdéw (Brown. Charlwood. 1986). Badania prowadzo-
ne w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa pozwolity na uzyskanie namnazania sig
pedéw P x hortorum i P. x hederaefolium po 2 latach wzrostu w warunkach in vitro.
Dla obydwu genotypéw powstawanie pgdow przybyszowych i rozwdj pgkow kato-
wych z pojedynczych pedéw najlepiej przebiegato na pozywce uzupelnionej m-topo-
ling w stezeniu 1,0 — 1.5 mg - I''. Cytokinina ta ponadto korzystnie wptywata na
jakos¢ pedow (intensywnie zielone. prawidlowo wyksztalcone, bez deformacji)
w poréwnaniu z tradycyjnie stosowang BAP. W badaniach tych zaobserwowano row-
niez, iz dodatkowo stymulujgcy wplyw na jakosé pedéw miato dodanie do pozywki
7z m-topoling mieszaniny aminokwasow: glicyny. glutaminy i cysteiny — kazdy
w stezeniu 10 mg - 1. Pedy P. x hederaefolium i P. x hortorum rosngce w ich obecnosci
charakteryzowaly si¢ wigkszymi blaszkami lisciowymi, bardziej wyréwnanym wzro-
stem pedéw w zespole namnozonych pedéw oraz diuzszg trwatoscig pedow (Wojta-
nia, Gabryszewska,2001).

Jednym z dodatkowych czynnikéw, pozwalajgcych op6zni¢ procesy starzenia
sie pedow pelargonii jest rygorystyczne przestrzeganie termin6w pasazowania kultur.
Niezaleznie od odmiany, wigkszos¢ autoréw jako optymalny termin pasazowania
uznato okres 3—4 tygodni. Przedluzajgcy si¢ pasaz niezaleznie od pozostatych wa-
runkéw wzrostu wplywal niekorzystnie na jakos¢ pedéw i w konsekwencji prowadzi
do ich zamierania.

3. Ukorzenianie 1 aklimatyzacja pedéw

W przeciwienstwie do poprzednich etapéw rozmnazania pelargonii in vitro,
w czasie ukorzeniania pedéw nie obserwowano wigkszych probleméw. Korzenie po-
wstawaly zaréwno w obecnosci auksyny, glownie IAA w stezeniu 0.1-1,8 mg - I
(Reuther. 1975. 1983: Horn. 1988; Chang i in.. 1996). jak i na pozywce bez
regulatorow wzrostu (Robichon iin.. 1997: Doyle iin.. 2000). Wedlug Reuthe-
ra (1983). podstawowym warunkiem efektywnej rizogenezy jest odpowiednia dtu-
20$¢ pedéw. Potwierdzity to badania Corneanu i Corneanu (1991). Ukorzenia-
jac pedy réznej dlugosci (<5. 5-10. >10 mm) P. grandiflorum i P. zonale. autorzy ci
zaobserwowali. 7e najlepiej ukorzenialy si¢ pedy najdtuzsze (92 — 96%). W przypad-
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ku tworzenia przez dany genotyp drobnych pedéw, wskazane jest wprowadzenie do-
datkowego pasazu w celu przygotowania pedéw do rizogenezy. Dla P. x hederaefo-
liwm wzrost wydtuzeniowy pgdéw osiggnigto w obecnosci 2iP (0.1 mg - ') i GA,
(1.0 mg - I'"). Stymulujgcy wplyw na powstawanie korzeni u P. x hederaefolium miato
rowniez wspoldziatanie auksyn (IAA + IBA) ze swiattem czerwonym, dajac 100%
ukorzenionych pedow. Jednak ze wzgledu na réwnoczesne obnizanie jakosci pedéw,
bardziej korzystnym bylo ukorzenianie pedéw w Swietle biatym (Wojtania i in.,
1998).

Ukorzenione pedy pelargonii 7 reguly bardzo dobrze aklimatyzowaly sie do
warunkéw szklarniowych i z fatwoscig podejmowaly dalszy wzrost. Wsréd roglin
zregenerowanych w kulturach in vitro wielu autoréw obserwowato jednak wystepo-
wanie réznorodnych zmiennosci okreslanych jako zmiennosé somaklonalna (Bor-
kowska, 1995). Do najczgsciej obserwowanych u pelargonii nalezaty zmiany epi-
genetyczne obejmujgce wybarwienie i ksztatt lisci oraz kwiatow jak rowniez site
wzrostu roslin (Cassells, Carney, 1987; Reuther, 1988). Czes¢ zmian byla
krétkotrwata, wystgpujgca jedynie w warunkach in vitro i zanikajgca po przeniesie-
niu do szklarni. Do najdluzej utrzymujgcych si¢ zmiennosci u pelargonii nalezata
karfowatos¢ roslin, zwlaszcza gdy réwnoczesnie towarzyszyty jej deformacje lisci
(Reuther, 1988). Czgstotliwos¢ wystapienia zmiennosci somaklonalnej byta scisle
uzalezniona od genotypu, rodzaju eksplantatu inicjalnego oraz typu regeneracji.

Regeneracja na drodze embriogenezy somatycznej

Rozwé] metod rozmnazania pelargonii poprzez zarodki somatyczne nastapil
w ostatnim dziesigcioleciu i byt przede wszystkich zastugg zespotu badaczy kanadyj-
skich. Jako eksplantaty inicjalne stosowali oni gtéwnie hypokotyle i liscienie sie-
wek, uzyskane z nasion rozwijajacych si¢ na pozywce wg MS (M u r ¢ h, 1997)
i umieszczanych w ciemnosci w temperaturze 25°C. Z reguly tworzenie zarodkow
somatycznych nastgpowalo za posrednictwem tkanki kalusowej i wymagalo obecno-
sci w pozywce indukcyjnej zaréwno cytokininy jak i auksyny. Poczatkowe badania
wykazaly, iz najbardziej korzystny wplyw na formowanie zarodkéw somatycznych
miala BAP (0.5 mg - ') w potaczeniu 2 IAA (0.2-20mg - 1) lubz2.4-D (22 mg - 1),
(tab.1). W obecnosci samej BAP nastgpowalo tylko zgrubienie eksplantatéw i okazyj-
ne tworzenie zarodkéw, natomiast pod wptywem samej auksyny obserwowano two-
rzenie korzeni (Visser iin., 1992). Wedlug Marsolais iin. (1991) bardzo istot-
nym w uktadzie cytokinina/auksyna bylo stezenie auksyny: rézne w zaleznosci od
genotypu. Przy zbyt wysokim st¢zeniu auksyny zainicjowane zarodki koficzyly swéj
rozwdj na stadium globularnym, natomiast przy zbyt niskim nastepowato tworzenie
struktur posrednich pomigdzy zarodkami somatycznymi a zawigzkami pedéw. Dalsze
doswiadczenia wykazaty, iz zarodki somatyczne formowaly sig¢ szybciej i w wigk-
szych ilosciach pod wplywem tidiazuronu, ktéry w przypadku pelargonii zastepowat
dzialanie ukladu cytokinino-auksynowego. Przypuszeza sig, iz TDZ jest odpowie-
dzialny za biosyntezg i metabolizm auksyn, wptywa na wzajemny stosunek endogen-
nych cytokinin i auksyn, ktory sprzyja powstawaniu zarodkéw somatycznych (Vis-
seri in, 1992; Gill iin., 1993). Wzmozong regeneracje pod wplywem tidiazuronu
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tlumaczy si¢ takze jako efekt przystosowania roslin do warunkow stresu. W komor-
kach roslin traktowanych TDZ stwierdzono bowiem intensywng akumulacje jonow
mineralnych i innych metabolitéw stresu” — proliny i kwasu abscysynowego (Murch
1in., 1997). Stymulujgey wptyw TDZ na indukcji zarodkéw somatycznych stwier-
dzono réwniez u innych gatunkow — Arachis hvpogea (Murthy iin., 1995), Rhodo-
dendron catawbiense (Vejsadova iin, 1999), Tulipa (Podwyszyiska iin.,
1997). W przeciwienstwie do innych cytokinin tidiazuron wykazuje wysoka aktyw-
nos¢ w szerokim zakresie stezen (Murch 1in., 1997). W przypadku pelargonii, opty-
malne stgzenie TDZ wahato si¢ w zaleznoscei od odmiany od 0.1 do 2.2 mg - I
Z reguty stezenie wyzsze niz 2.2 mg - I'! byto toksvezne i powodowalo zamieranie
eksplantatow. Istotnym byt réwniez wiasciwy okres dawkowania TDZ. W zaleznosci
od genotypu i stezenia TDZ obserwowano, iz optymalnym jest okres od 2 do 8 dni.
Przy ciggtym dawkowaniu TDZ przez 4 tygodnie nastepowato catkowite zahamowa-
nie tworzenia zarodkdow (Visser 1in., 1992).

Autorzy prac dotyczacych embriogenezy somatycznej pelargonii obserwowa-
li ponadto, iz eksplantaty inicjalne wykazujace zdolnosé do tworzenia zarodkéw
(ogonki lisciowe, hypokotyle i liscienie siewek) w obecnosci tidiazuronu charaktery-
zowaty si¢ zroznicowanym potencjatem regeneracyjnym. Najwiecej zarodkéw soma-
tycznych tworzyto si¢ na liscieniach i hypokotylach pobranych z 1-tygodniowych
siewek. Gill 1 in. (1992) obserwowali, iz eksplantaty pochodzace z siewek 2-. 3-,
4-, 5-,1 6- tygodniowych, wraz z ,wiekiem” regenerowaty stabiej. O zdolnosciach
regeneracyjnych powyzszych eksplantatéw w duzym stopniu decydowal ponadto
sposob ich przygotowania. Wedtug Murthy iin. (1996) zarodki tworzyly sig szyb-
ciej 1 bardziej efektywnie na ogonkach liscieniowych niz na nienaruszonych liscie-
niach. Gill 1 in. (1992) uzyskali ponad 8-krotny wzrost wydajnosci embriogenezy
somatycznej u Pelargonium x hortorum, gdy stosowali zamiast fragmentéw hypoko-
tyli cienkowarstwowe eksplantaty hypokotylowe, skladajace si¢ z komorek epider-
my i kilku warstw komérek subepidermalnych. Na kazdym eksplantacie cienkowar-
stwowym tworzyto sig przecigtnie od 40 do 60 zarodkéw, dajgc w sumie 400-600
zarodkow/1 hypokotyl, gdy na catych hypokotylach o podobnej wielkosci i wieku
obserwowano powstawanie ok. 50 zarodkéw. Tak znaczne roznice wynikaty z wielko-
sci obszarow embriogennych, ktére w przypadku fragmentéw hypokotyli byly ogra-
niczone do gérnej powierzchni cigeia, a u eksplantatow cienkowarstwowych obejmo-
waly catq ich powierzchnig. Zastosowanie cienkowarstwowych eksplantatéw hypo-
kotylowych pozwolito ponadto na ograniczenie tworzenia tkanki kalusowej na po-
czgtku stadium inicjalnego i skrécito do 1 tygodnia okres potrzebny do zainicjowa-
nia formowania zarodkéw.

Do innych czynnikéw odpowiedzialnych za przebieg embriogenezy u pelar-
gonii nalezy zaliczy¢: mineralny 1 organiczny sktad pozywki oraz rodzaj i stgzenie
cukru. Wigkszos¢ autorow (tab. 1) najlepszg inicjacj¢ i péZniejszy rozwdéj zarodkow
somatycznych obserwowato na pozywee wedtug Murashige i Skooga (1962).
Marsolais 1in. (1991) natomiast jako najlepszg uznali opracowang przez nich
specjalnie dla pelargonii pozywke, oznaczong skrotem GCM. W stosunku do pozyw-
ki MS nie zawierata ona jonéw amonowych, miata podwyzszone stezenie jonéw azo-
tanowych 1 inne modyfikacje zawartosci makro- i mikroelementow. W obecnosci tych
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samych regulatoréw wzrostu liczba zarodkéw tworzgcych sig na fragmentach ogon-
kow lisciowych rosnacych na pozywee GCM. MS i BS wynosila kolejno: 4,3: 1,61 1,0
na jeden eksplantat. Kolejnym czynnikiem wplywajgcym na efektywnos¢ embrioge-
nezy somatycznej pelargonii byto stezenie i rodzaj cukru. Przeprowadzone doswiad-
czenia wykazaly. iz sposrad testowanych 7rodet wegla (sacharoza, glukoza, maltoza,
ekstrat maltozy) czgstotliwos¢ powstawania zarodkow somatycznych byla porowny-
walna na pozywce z sacharozg i glukozg w stezeniu 3%. Wyzsze stezenia cukru dzia-
taty z reguty hamujgco na wzrost zarodkéw, a w przypadku eksplantatéw cienkowar-
stwowych prowadzity do plazmolizy komérek (Marsolais iin., 1991; Gill i in.,
1992).

Na szezegdlng uwage zastugujq takze aminokwasy. Wezesniejsze badania pro-
wadzone m.in. na kulturach marchwi, lucerny i kukurydzy wykazaty. iz dodanie ich
do pozywki indukeyjnej korzystnie wplywalo na liczbe tworzacych si¢ zarodkéw, ich
jakos¢ i pézniejsze przeksztatcanie w rosliny (Wetherell, Dougall, 1976; Stu-
art. Strickland.1984; Armstrong, Green, 1985). Mechanizm dziatania ami-
nokwasow nie jest znany. Sugeruje si¢. iz oprocz dostarczania kulturom azotu, wpty-
wajg na przemiany puryn i modyfikujg wrazliwos¢ komérek na auksyne (Grimes.
Hodges, 1990; Stuart, Strickland. 1984). Preferencje co do typu i stezenia
aminokwasu sg cechy danego genotypu. U pelargonii wzrost liczby zarodkéw obser-
wowano, gdy do pozywki indukcyjnej zawierajycej tidiazuron, dodano glutaming
w stezeniu 10-30 mM (Gill iin., 1992) lub proling w stezeniu 10 mM (Marsolais
iin., 1991).

Interesujgee sg wyniki ostatnich badan dotyczgce wspdtdzialania TDZ z bak-
terig z rodzaju Bacillus. Murthy iin. (1999) uzyskali bowiem wzrost intensywnosci
embriogenezy somatycznej P x hortorum na hypokotylach, gdy eksplantaty inicjalne
przed wylozeniem na pozywke z tidiazuronem byly poddawane kokultywacji z bak-
terig.

Z reguly rozwdj zarodkéw pelargonii nastgpowat przez typowe dla embrioge-
nezy stadia rozwojowe: globularne, sercowate, torpedy i wezesnych liscieni. Badania
histologiczne wykonane przez Gill iin. (1992) po 4 tygodniach wzrostu zarodkéw
indukowanych uprzednio na pozywce z TDZ wykazaty, iz byty one w réznych sta-
diach rozwojowych. Hutchinson i Saxena (1996) uzyskali bardziej zsynchro-
nizowany rozwdj zarodkéw pod wplywem wspétdziatania TDZ (2.2 mg - I'') z ASA
(kwas acetylosalicylowy) zastosowanym w stezeniu 1,8 mg - 1'".

Po okresie indukcji zarodki byty oddzielane od eksplantatéw inicjalnych
i przenoszone pojedynczo lub w zespotach na pozywke podstawowg bez regulatoréw
wzrostu w celu rozwoju w rosliny. Najbardziej efektywne (70-80%) przeksztatcanie
si¢ zarodkéw w prawidtowo wyksztalcone rosliny uzyskano dla P. x hortorwm Bailey
odmiany “Scarlet Orbit Improved i odmiany “Sprinter Scarlet” (Gill iin., 1992)oraz
dla P. x hortorum Bailey odmiany ‘Ringo Rose” (Murthy iin., 1996).

Duze zainteresowanie embriogenezg somatyczng wynika nie tylko z faktu efek-
tywnego rozmnozenia roslin, ale rowniez z mozliwosci wykorzystania zarodkow do
produkcji sztucznych nasion. Jak do tej pory nie znalazlo to jednak praktycznego
zastosowania W rozmnazaniu pelargonii z powodu niedostatecznej wiedzy na temat
tworzenia zarodkow na pozywkach ptynnych (Mithila iin., 2001).
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Podsumowanie

Przedstawione powyzej dane wskazujg na znaczny postep w pracach nad roz-
mnazaniem pelargonit in vitro. Jednakze ze wzglgdu na specyficzne wymagania po-
szezegolnych genotypow co do sktadu mineralnego pozywek oraz rodzaju i stgzenia
regulatorow wzrostu wszelkie uogdlnienia i okreslenie jednej, optymalnej i uniwer-
salnej metody rozmnazania pelargonii w warunkach in vitro jest nadal trudne i wska-
zuje na potrzebe dalszej optymalizacji warunkéow wzrostu i rozwoju tej ro€liny. Zasto-
sowanie technik in vitro na skalg produkcyjng jest ponadto utrudnione ze wzgledu na
nisky przezywalnos¢ eksplantatow, gwaltowny spadek zdolnos<ci regeneracyjnych
zainicjowanych kultur oraz wystgpowanie roznorodnych zmiennosci. Te ostatnie wigzg
sig przede wszystkim z regeneracjy z udziatem tkanki kalusowej, ktérej wystgpowa-
nie obserwowato wigkszos¢ autoréw zaréwno podezas organogenezy jak i embrioge-
nezy somatyeznej. Sposrod badanych gatunkow pelargonii najwigkszy skionnoscig
do tworzenia tkanki kalusowej 1 tym samym do niestabilnosci genetycznej cechowa-
ty sig pelargonie bluszezolistne. Istotnym zatem jest przeprowadzenie dalszych ba-
dan nad uzyskaniem bezposredniej regeneracji pgdow. Jak do tej pory stosunkowo
jednolity materiat namnozeniowy uzyskano w wyniku regeneracji pgdow z eksplan-
tatow korzeniowych. pochodzgeyceh z siewek rosnaeyeh w warunkach in vitro. Konty-
nuacji wymagajg rowniez prace nad embriogenezg somatyczng, uznawang jako naj-
bardziej efektywny droge wegetatywnego rozmnazania roslin. Jak dotyd zostata opi-
sana jedynie dla odmian P x hortoriun i P. x domesticiun rozmazanych z nasion. ktore
stanowiy niewielki procent ogdlnej produkc)i pelargonii w Polsce i w Europie. Dalszy
rozwaj technik in vitro stwarza ponadto mozliwosé zastosowania ich w procesie trans-
formacji. dzigki ktéremu mozemy uzyskaé rosliny posiadajgce genetyczng odpor-
nos¢ na choroby bakteryjne i wirusowe.
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Streszczenie

Zastosowanie technik in virro w rozmnazaniu pelargonii pozwala na uzyska-
nie roslin wolnych od chordb bakteryjnych i wirusowych. W wyniku wieloletnich
prac regeneracj¢ pedow pelargonii uzyskano zaréwno poprzez organogeneze. jak
i embriogeneze somatyezng. Najbardziej efektywne tworzenie pedow przybyszowych
obserwowano 7 wierzchotkow pedu i pgkéw katowych pod wplywem samej cvtokini-
ny lub cvtokininy podanej z auksyng. W przypadku eksplantatow lisciowych. Ktore
charakteryzowaly sig nizszym potencjatem regeneracyjnym. wzrost efektywnosci re-
generac)i uzyskano po zastosowaniu TDZ. W jego obecnosci nastgpowalo réwniez
najbardziej intensywne tworzenie zarodkéw somatycznych inicjowanych na hypo-
kotylach i liscieniach siewek. Gtéwne problemy wystepujgce podczas rozmnazania
pelargonii in vitro to: nadmierne tworzenie tkanki kalusowej bez zdolnosci do orga-
nogenezy oraz szybkie starzenie si¢ kultur. U pelargonii nalezgcych do odrgbnych
grup obserwuje si¢ ponadto zroznicowane zapotrzebowanie na sktadniki mineralne
i organiczne oraz regulatory wzrostu. co jest powaznym utrudnieniem w opracowaniu
uniwersalnej metody mikrorozmnazania pelargonii.
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