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Summary

Vegetative propagation of peony is usually carried out by grafting onto herba-
ceous peony roots (tree peony) or by dividing tuberous root clumps (herbaceous
peony). However, conventional propagation is time-consuming and too slow for
a large production and therefore in vitro methods have been developed. The regenera-
tion ability of different organs of herbaceous and tree peony has been reported in this
review. The role of exogenous and endogenous growth regulators in the differentia-
tion and growth of shoots, roots and somatic embryos is presented. The problem of
dormancy in the somatic embryos and in the shoots or plants propagated in vitro are
also discussed.
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WSTEP

Rodzaj Paeonia — piwonia obecnie klasyfikowany jest w rodzinie piwoniowa-
tych (Paeoniaceae), a wedlug wczesniejszych systematyk znajdowat si¢ w rodzinie
jaskrowatych (Ranunculaceae). Do rodzaju tego nalezg 33 gatunki, ktére naturalnie
wystepuja w umiarkowanej strefie Azji i w Azji Mniejszej, a takze w Europie i w
zachodniej czgsci Ameryki Péinocnej. Rosng one na stonecznych zboczach w zbioro-
wiskach wysokich bylin gérskich lub w jasnych lasach. Zdecydowana wigkszo$¢
gatunkéw to byliny klaczowe, a tylko nieliczne to krzewy. Piwonie znane sg jako
roliny ozdobne i lecznicze od ponad tysigca lat w Chinach i Japonii. W Europie jako
rosliny ogrodowe pojawily sig kilkaset lat p6zniej. Sposréd wielu gatunkéw rodzaju
Paeonia, najbardziej powszechne w uprawie sg 2 gatunki bylin — Paeonia officinalis
i Paeonia lactiflora oraz ich odmiany. Znacznie mniej rozpowszechnione sg gatunki
drzewiaste, a najwigksze znaczenie z gatunkéw drewniejgcych ma Paeonia suffruti-
cosa. W naszych warunkach klimatycznych piwonie drzewiaste s rzadko uprawiane
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poniewaz nie wytrzymujg surowych zim (Czarnecki, 1972; Buchheim, Mey-
er, 1992).

Piwonie — byliny rozmnaza si¢ gléwnie wegetatywnie, przez podzial starszych,
silnie rozwinietych roslin. Karpe korzeni marchwiastych dzieli si¢ na fragmenty z 3-5
pakami spoczynkowymi. Ta metoda rozmnazania jest jednak mato wydajna. W przy-
padku rozmnazania przez nasiona, kwitnace rosliny uzyskuje si¢ po okolo 10 latach.
Proces kietkowania nasion trwa prawie 2 lata i wymaga zmiennych warunkéw srodo-
wiskowych. Dla rozwoju zarodka niezbedna jest wysoka temperatura (25°C), nastgp-
nie wzrost korzeni zachodzi w temperaturze 15°C, a wzrost epikotylu rozpoczyna sig¢
po przechtodzeniu (5°C). Stad tez rozmnazanie generatywne stosuje si¢ jedynie
w celach hodowlanych. Odmiany piwonii drzewiastych mozna rozmnazac tylko we-
getatywnie przez podziat roglin, przez sadzonki badZ przez odklady. Szeroko stoso-
wane jest rozmnazanie przez szczepienie zraz6w szlachetnych odmian piwonii drze-
wiastych na korzeniach P. lactiflora, P. officinalis lub na korzeniach siewek piwonii
drzewiastych (Czarnecki, 1972; Buchheim, Meyer, 1992).

Poniewaz tradycyjne metody rozmnazania s3 malo efektywne i sprawiajg licz-
ne trudnosci, od wielu lat prowadzone sg badania nad rozmnazaniem piwonii in vitro
(Buchheim, Meyer, 1992). Prace te dotyczg zaréwno wzrostu zarodkéw zygo-
tycznych w kulturach in vitro, co ma na celu skrécenie okresu kietkowania nasion, jak
réwniez oceny zdolnosci regeneracyjnych eksplantatéw pobieranych z réznych or-
ganéw piwonii i1 dalszego mnozenia in vitro.

Podczas rozmnazania in vitro bylin, krzewéw i drzew wiele czynnikéw wpty-
wa na regeneracj¢ oraz na wzrost i spoczynek rozmnazanych organéw. Sg to zaréwno
wlasciwosci izolowanych tkanek, jak réwniez chemiczne i fizyczne czynniki srodo-
wiska: egzogenne substancje wzrostowe, temperatura, $wiatlo, warunki pokarmowe
1 inne.

Prezentowana praca ma na celu oméwienie metod regeneracji i roli substancji
wzrostowych oraz innych czynnikéw w procesie morfogenezy i wzrostu piwonii
w kulturach tkankowych.

Wykaz stosowanych skrétéw: Regulatory wzrostu: BAP — 6-benzyloamino-
puryna, kinetyna — 6-furfuryloaminopuryna, 2iP — 6-(y, v dimetyloalliloamino) pury-
na, iP — izopentenyloadenina, iPA — izopentenyloadenozyna, JAA — kwas indolilo-3-
octowy, IBA — kwas indolilo-3-mastowy, NAA — kwas naftylo-1-octowy, 2,4-D —kwas
2 4-dichlorofenoksyoctowy, picloram —kwas 4-amino-3,5,6-trichloropikolinowy, TDZ
~tidiazuron, PAK — paklobutrazol, GA | — kwas giberelinowy, ABA - kwas abscysyno-
wy. Pozywki podstawowe: MS —Murashige i Skoog (1962),LS-Linsmaier
i Skoog (1965), SH — Schenk i Hildebrandt (1972), LB —Liau i Boll
(1970).

Zdolnosci regeneracyjne réznych eksplantatéw pierwotnych

W badanich nad rozmnazaniem in vitro piwonii drzewiastych i zielnych okre-
$lono zdolnosci regeneracyjne réznych eksplantatéw inicjalnych (Tab. 1 i 2). Rézni-
ce morfologiczne pomigedzy piwoniami drzewiastymi i zielnymi warunkowaty rodzaj
stosowanych eksplantatéw pierwotnych. W przypadku piwonii zielnych, najczgsciej
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Tabela 1

Zdolnosci regeneracyjne pakéw katowych i wierzcholkowych
u kilku gatunkéw rodzaju Paeonia — przeglad literatury

Table 1

The regeneration ability of axillary and main shoot tips of Paeonia species in vitro — review

Gatunek Rodzaj Poiywka podstawowa Metoda Autor
eksplantatu i regulatory wzrostu (mg ) regeneracji
Plant species Type of explant | Basic medium and growth | Method of Author
regulators (mg I"! regeneration
P. lactiflora Pak katowy Modyfikacja pozywki MS* Kalus, Meyer
P. suffruticosa Axillary bud Modification of MS* medium korzenie (1976b)
Kinetyna (2,5) + NAA (2,5-10) | Callus, roots
P. lactiflora Pak katowy Modyfikacja pozywki MS Kalus Lin (1980) *
Axillary bud Modification of MS medium Callus
2iP (0,2) + NAA (1)
P. lactiflora Pak katowy Modyfikacja pozywki MS Kalus, pedy Radtke
Axillary bud Modification of MS medium Callus, shoots | (1983)
2iP (15-30) + IAA (0,3) lub
NAA (2,5)
P. lactiflora Pak katowy Modyfikacja pozywki LS** Merystemy Thomas
Axillary bud Modification of LS** medium | pgdowe (1987) *
TDZ (1,1) Shoot
meristems
P. lactiflora Pak katowy Modyfikacja pozywki MS Proliferacja Hosoki
i wierzchotkowy | Modification of MS medium pedow iin. (1989)
Axillary and BAP (0,5) + GA; (1) katowych
main shoot tips Proliferation
of axillary
shoots
P. suffruticosa Pak katowy Modyfikacja pozywki MS Kalus, Liiin.
Axillary bud Modification of MS medium merystemy (1984)
Kinetyna (0,2-1) + BAP (0,5-1) | pedowe, pedy
+ GA;(0,1-0,5) Callus, shoot
meristems,
shoots
P. suffruticosa Pak katowy Modyfikacja pozywki MS Proliferacja Bouzaiin.
Axillary bud Modification of MS medium pedow (1994a)
BAP (1,1) + GA;(0,7) katowych
Proliferation
of axillary
shoots
P. mlokosewitschii | Paki Zmodyfikowana pozywka MS | Kalus, Orlikowska
P. tenuifolia wegetatywne Cytokininy z dodatkiem pedy iin. (1998)
Vegetative buds | auksyn (NAA,JAA) lub bez przybyszowe
Modification of MS medium Callus,
Cytokinins without or with adventitious
auxins (NAA, IAA) shoots

*cyt. za Buchheim i Meyer, 1992
cit. after Buchheim i Meyer, 1992
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Tabela 2

Zdolnosci regeneracyjne eksplantatéw inicjalnych pochodzacych z réznych czgscei roslin kilku
gatunkéw rodzaju Paeonia in vitro — przeglad literatury

Table 2

The regeneration ability of initial explants isolated from different organs of Paeonia species

in vitro — review

Gatunek Rodzaj Pozywka podstawowa i Metoda Autor
eksplantatu regulatory wzrostu (mg 1 regeneracji
Plant species
Type of Basic medium and growth Method of Author
explant regulators (mg ) regeneration
P. suffruticosa Blaszka Modyfikacja pozywki MS* Kalus, Liiin. (1984)
i ogonek Modification of MS medium | merystemy
lifciowy BAP (2) + NAA (0,1 -0,5) pedowe, roéliny
Leaf, petiole Callus, shoot
meristems, plants
P. lactiflora Ped, ogonek Modyfikacja pozywki MS Kalus Radtke (1983)
lisciowy Modification of MS medium | Callus
Shoot, petiole | 2iP (5) + NAA (2,5)
P. suffruticosa Ped Modyfikacja pozywki SH** Kalus, korzenie Gildow i Mitchell
. Shoot lub LB*** Callus, roots (1977)
Modification of SH or LB
medium
NAA (10) lub 2,4-D (0,2-2)
P. lactiflora Pak kwiatowy, | Modyfikacja pozywki MS, Kalus Radtke (1983)
szyputka Modification of MS medium | Callus
Flower bud, 2iP (5) + NAA (2,5) lub
pedicel Picloram (1)
P. lactiflora Pak kwiatowy | Modyfikacja pozywki MS Kalus, korzenie | Meyer (1976b)
P. suffruticosa Flower bud Modification of MS medium | Callus, roots
Kinetyna (2,5) + NAA(2,5-
10)
P. mlokosewitschii | Podstawy Modyfikacja pozywki MS Pedy Orlikowska i in.
P. tenuifolia ogonkéw Modification of MS medium | przybyszowe, (1998)
lifciowych BAP(0,1-1), Kinetyna (0,1-1), | kalus
i platkow Zeatyna(0,5-1), 2iP(1-5) lub
kwiatowych, TDZ (0,01-0,1) Adventitious
fragmenty lisci, | [AA(0,1-1), NAA(0,1-0,05) shoots, callus
Bases of GA;(0,1-1)
petioles and
petals, leaf
segments
P. lactiflora Zarodek Modyfikacja pozywki L8**** | Kalus, korzenie, | Lin (1980) *
zygotyczny Modification of LS medium zarodki Liniin. (1987)
Zygotic embryo | NAA (2,5) +2iP (0.4) Callus, roots,
NAA (0,5) embryos
P. lactiflora Zarodek Modyfikacja pozywki LS Pedy, kalus, Thomas (1987) *
zygotyczny Modification of LS medium merystemy
i somatyczny GA; (500) pedowe
Zygotic and lub TDZ (2,2) Shoots, callus,
somatic embryo shoot meristems
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cd. tab. 2
P. albiflora Pylniki Pozywka MS, Kalus, zarodki Lee i Kim (1992)
Anthers MS medium Callus, embryos | Kim i Lee (1995,
NAA(0,2)+BAP(0,5)+TDZ(0,4) 1996)
TDZ(0,0002)+NAA(0,2)
Zarodki 2,4-D(0,2)+BAP(0,5) Zarodki, rosliny
zygolyczne BAP(0,5)+GAs(1) Embryos, plants
Zygotic
embryos
P. lactiflora Korzen Modyfikacja pozywki MS Kalus, korzenie Meyer (1976b)
P. suffruticosa Root Modification of MS medium Callus, roots
Kinetyna (2,5) + NAA (2,2 -
10)
P. lactiflora Korzen Modyfikacja pozywki LS Kalus Lin (1980) *
Root Modification of LS medium Callus
24-D(05-2)

*cyt. za Buchheim i Meyer, 1992
cit. after Buchheim i Meyer, 1992

wykorzystywano paki wegetatywne, ktére powstajg przy nasadzie poszczegélnych
pedéw — pod ziemia, czasami takze w innych czgsciach zgrubiatych korzeni. Z pakéw
tych rosliny wznawiajg wegetacj¢ w nastgpnym roku. Dolne czgsci pgdéw nadziem-
nych z powstatymi pgkami wegetatywnymi oraz korzenie zgrubiate i cienkie tworza
tzw. karpg (Czarnecki, 1972). Paki wegetatywne w okresie spoczynku pokryte sa
tuskami. Po rozpocz¢ciu wegetacji z pgka wegetatywnego rozwijajg si¢ boczne paki
kwiatowe (2-3), ktore znajdujg si¢ nad li§émi, ponizej gtéwnego paka kwiatowego
(Vasil’eva, 1976). Wezly ponizej pakéw kwiatowych zazwyczaj nie wytwarzaja
pedéw wegetatywnych (Wilkins, Halevy, 1985). Wedlug Shannon i Kamp
(1959) paki wegetatywne wystepujg u piwonii zielnych w dolnej, ulistnionej czesci
pedu. Sadzonki pobierane z tej czesci pedu, zawierajace pak wegetatywny i 1is¢,
ukorzeniajg si¢ oraz wytwarzaja kalus, ale pak nadal pozostaje w spoczynku, pomimo
stosowania chlodzenia oraz innych metod przerywajacych spoczynek. U piwonii drze-
wiastych pgki wegetatywne powstajg w czgsci nadziemnej pedu u podstawy lisci
(Wilkins, Halevy, 1985).

1. Paki wegetatywne

Do badarn zdolnosci regeneracyjnych piwonii zielnych, jak i drzewiastych
najczesciej wykorzystywano paki wegetatywne, z ktérych izolowano paki boczne
lub wierzchotkowe (Lin, 1980 — cyt. za Buchheim, Meyer, 1992; Radtke,
1983; Li i in., 1984; Hosoki i in., 1989; Harris, Mantell, 1991; Bouza
i in., 1994a) (Tab. 1). Powaznym problemem w poczatkowej fazie kultur pgkéw byty
liczne zakazenia, a takze brazowienie i zamieranie eksplantatéw spowodowane wy-
dzielaniem substancji fenolowych do pozywki. Regeneracja z pagkéw katowych miata
charakter bezposredni, gdy izolowane paki rozwijaly si¢ w pedy (Hosoki 1 in.,
1989; Bouza iin., 1994a). Jednakze znacznie czgsciej pedy przybyszowe powsta-
waly z kalusa, ktéry tworzyl si¢ u podstawy izolowanych eksplantatéw pierwotnych
(Li iin.,, 1984; Gabryszewska, Marasek, 1997; Orlikowska iin., 1998).
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Paki katowe P. suffruticosa rosnace na pozywce zawierajacej BAP, kinetyng i GA,
wytwarzaty kalus, z ktérego powstawaly liczne paki przybyszowe (Li i in,, 1984).
Paki te rozwijaly si¢ w pedy po przeniesieniu na pozywke zawierajgcg BAP i GA .
Natomiast bezposredni rozwéj izolowanych pakéw katowych w pedy, zachodzil na
pozywkach zawierajacych cytokininy. Regeneracj¢ pedow przybyszowych za po-
srednictwem kalusa uzyskano u P. mlokosewitschii Lom. 1 P. tenuifolia L. (Orlikow-
ska i in., 1998). Kalus powstawat u podstawy izolowanych pagkéw wegetatywnych,
a nastepnie z kalusa réznicowaty si¢ pedy przybyszowe w obecnosci cytokinin lub
cytokinin i auksyn (NAA, TAA). Radtke (1983) badal zdolnosci regeneracyjne
kilku odmian Paeonia lactiflora. Jako eksplantaty pierwotne stosowat pgki potozone
na osi liscia oraz paki kgtowe, ktére umieszczal na pozywce MS zawierajgcej IAA
0,3 mg I'"i 2iP 30 mg I''. Wzrost rozpoczety tylko paki katowe, jednakze wydzielaty
one substancje fenolowe do pozywki. Zastosowanie wegla aktywowanego w stgzeniu
0,2% redukowato produkcje fenoli 1 eksplantaty te rozpoczely wzrost elongacyjny
oraz wytworzyly struktury podobne do lisci, jednak nie uzyskano zregenerowanych
roslin. W ciemnosci eksplantaty pierwotne produkowaty kalus. Takze Thomas
(1987) (cyt. za Buchheim, Meyer, 1992) stosowat paki katowe P. lactiflora jako
eksplantaty pierwotne. Eksplantaty te pobierano z roslin przechtodzonych (5°C).
Powaznym problemem podczas inicjowania kultury bylo brgzowienie i zamieranie
eksplantatéw oraz liczne zakazenia (35%). Kalus powstawat u podstawy izolowanych
pakéw katowych rosngeych na pozywkach zawierajacych 2iP 0,2 - 10,2 mg 1, BAP
0,2-11,3 mg I'' lubTDZ 0,002 - 1,001 mg I"*. Pedy przybyszowe tworzyly sig tylko
u odmiany ‘Emma Klehm’ pod wptywem TDZ 1,101 mg I''. Pedy te po przeniesieniu
na pozywke bez regulatorow wzrostu zamieraty po kilku miesigcach. Korzystny wptyw
tidiazuronu na wzrost kalusa i regeneracje pedéw przybyszowych obserwowano
u izolowanych pakéw katowych piwonii zielnej odmiany ‘Jadwiga’ (Gabryszew-
ska, Marasek, 1997). Kalus powstawat w czg¢sci bazalnej eksplantatéw na pozyw-
kach zawierajgcych TDZ w stezeniach od 1 mg I'' do 8 mg I"'. Analiza histologiczna
wykazala obecnosé¢ skupiein komérek merystematycznych zaréwno na powierzchni,
jak réwniez we wnetrzu kalusa. Skupienia komérek we wnetrzu byly wyraznie odgra-
niczone od pozostatych komérek kalusa. Pedy i paki przybyszowe regenerowaty
w miejscach skupieii komérek merystematycznych réznicujacych sig z kalusa na po-
zywkach z TDZ 1-4 mg I''. Natomiast powstawanie tylko zawigzkéw pakéw przyby-
szowych z kalusa, obserwowano przy bardzo wysokich stezeniach TDZ 8-16 mg 1.
Pedy przybyszowe, uzyskane pod wplywem TDZ, mnozono dalej na pozywce zawie-
rajgcej mieszaning cytokinin (BAP, 2iP, kinetyna po 2 mg I' i TDZ 0,02 mg 1').
Pozytywne wyniki przy izolacji pgkéw wierzchotkowych i bocznych z podziemnych
pakéw wegetatywnych Paeonia lactiflora otrzymat Hosoki i in. (1989). Izolowa-
ne paki rozwijaly si¢ w pedy na zmodyfikowanej pozywce Murashige i Skooga
(1962) zawierajacej BAP 0,5 mg 1" i GA, 1 mg 1. Zastosowane regulatory wzrostu
uaktywnialy paki katowe i stymulowaly namnazanie.

2. Fragmenty kwiatéw, pedu, lisci 1 korzeni
Stabszymi zdolnosciami regeneracyjnymi charakteryzowaty si¢ eksplantaty
inicjalne pobierane z innych czgsci roslin piwonii np.: fragmenty blaszki lisciowej
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i ogonka lisciowego (Radtke, 1983; Li 1in, 1984; Orlikowska iin., 1998),
fragmenty pedu (Gildow, Mitchell, 1977; Radtke, 1983; Orlikowska i in.,
1998), paki kwiatowe, czesci kwiatu 1 szyputki kwiatowe (Meyer, 1976b; Radtke,
1983; Orlikowska i in., 1998) oraz fragmenty korzeni (Meyer, 1976b; Lin,
1980 — cyt. za Buchheim, Mevyer, 1992). Wzrost kalusa uzyskano na izolowa-
nych fragmentach lisci i ogonkéw lisciowych Paeonia suffruticosa wyktadanych na
zmodyfikowang pozywke MS zawierajagca BAP 2 mg I 1 NAA 0,1 - 0,5 mg I'' (Li
i in., 1984). Po przeniesieniu kalusa na pozywke MS zIAA 0,2-0,5mg I i BAP 2 mg
I tworzyly si¢ pedy przybyszowe, przy czym wigkszg zdolnos¢ regeneracji wykazy-
wal kalus powstaly na fragmentach ogonkéw lisciowych. Wzrost wydluzeniowy pe-
déw uzyskano na pozywce MS o obnizonym stezeniu BAP 0,5 -2 mg I'' 1 zawieraja-
cej GA, 0,2 -0,5mg I''. Radtke (1983) jako eksplantaty inicjalne stosowat frag-
menty pedu, ogonkéw lisciowych, pakéw kwiatowych i szypulek Paeonia lactiflora.
Eksplantaty pobierane z pgdu oraz ogonkéw lisciowych wyktadane na zmodyfikowa-
ng pozywke MS zawierajaca NAA 0,25 mg 1" 1 2iP 5 mg I'' produkowaly duze ilosci
substancji fenolowych pomimo czgstego przenoszenia na swiezg pozywke. Najlepszy
wzrost kalusa uzyskano z pgkéw kwiatowych i szyputek na pozywce MS zawierajgcg
2iP 5 mg ' i picloram 1 mg I''. W celu zmniejszenia produkcji substancji fenolowych,
ktére powodowaty zamieranie eksplantatéw, izolowane fragmenty roslin ptukano
w roztworze kwasu askorbinowego (100 mg I'') i kwasu cytrynowego (150 mg I').
W badanich tych nie uzyskano organogenezy z kalusa. Rowniez Meyer (1976b)
otrzymatl wzrost kalusa z pakéw kwiatowych P. lactiflorai P. suffruticosa na pozywce
MS zawierajgcej NAA 2.5 lub 10 mg I'' 1 kinetyng 2,5 mg I''. Z kalusa tworzyly sig
korzenie, natomiast nie uzyskano regeneracji pgdéw. Gildow 1 Michell (1977)
izolowali eksplantaty z etiolowanych pedow P. suffruticosa. Fragmenty pedéw z ro-
§lin rosngcych w temperaturze 15°C produkowaty wigcej kalusa niz eksplantaty
z pedéw rosnacych w temperaturze 25°C. Najlepszy wzrost kalusa uzyskano na po-
zywce LB lub SH z dodatkiem 2,4-D 0,2 mg I'' lub NAA 10 mg 1. Po przeniesieniu
kalusa na pozywke zawierajacg 2,4-D0,2-2 mg "1 kinetyne 0,1 mg 1! tworzyly si¢
tylko korzenie. U P. mlokosewitschii 1 P. tenuifolia izolowano fragmenty pedow,
blaszek lisciowych oraz rozne czesci pgkow kwiatowych: podstawe kwiatu, dolng
czgsé platkow i dzialek kwiatowych, fragmenty scian zalgzni, stupki i pylniki. Bezpo-
srednia regeneracja pgdow przybyszowych zachodzita u podstawy ogonkéw liscio-
wych i platkow kwiatowych, a takze z fragmentéw lisci. W przypadku pozostatych
eksplantatéw tworzyt si¢ kalus (Orlikowska 1 in., 1998). Badano réwniez zdolno-
dci regeneracyjne fragmentéw korzeni piwonii drzewiastych i zielnych (Meyer,
1976b; Lin, 1980 — cyt. za Buchheim, Meyer, 1992). Szybki wzrost kalusa
uzyskano z fragmentéw floemu korzeni na pozywce zawierajacej 2,4-D 0,5 mg 1. Po
przeniesieniu kalusa na pozywke o wyzszym stezeniu 2,4-D 112 mg | obserwowano
dalszy jego wzrost, ale nie otrzymano réznicowania pedow i korzeni.

Regulatory wzrostu stosowane w fazie mnozenia pedow

Pomimo uzyskania regeneracji pgdéw piwonii bezposrednio na eksplantatach
inicjalnych lub za posrednictwem kalusa, tylko w kilku przypadkach utrzymywano
zdolnos¢ dalszego pobudzania do rozwoju pedéw katowych lub regeneracji pedéw
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przybyszowych (Hosoki i in., 1989; Harris, Mantell, 1991; Bouza i in,
1994a; Gabryszewska, 1998). W przypadku P. suffruticosa badano wptyw roz-
nych cytokinin (zeatyna, iP, iPA, kinetyna, BAP) na namnazanie pgdéw (Bouza
i in., 1994a). Sposréd wszystkich testowanych cytokinin, tylko BAP w stgzeniu
1,1 mg 1" indukowata powstawanie pedéw katowych oraz lisci — srednio powstawato
2,9 pedu na jeden eksplantat. Przy tacznym podaniu BAP i iP uzyskano wspétczynnik
namnazania (2,6) podobnej wielkosci, jak przy zastosowaniu samej benzyloadeniny,
ale w kombinacji tej powstawato mniej lisci. Dodanie IBA w bardzo niskich steze-
niach (0,008, 0,02 mg I'"), razem z BAP (1,1 mg I'") nie wptywato korzystnie na wsp6t-
czynnik namnazania i wzrost wydtuzeniowy pedu piwonii drzewiastej (Bouza i in.
1994a). Natomiast wyzsze stezenie IBA (0,04 mg 1), przy zachowaniu tego samego
stezenia BAP, ograniczato liczbe powstajacych pedéw, hamowato ich wzrost oraz
stymulowato powstawanie kalusa. Takze zastosowanie gibereliny w pozywce nie sty-
mulowalo powstawania pedéw oraz wyrastania lisci. Natomiast znacznie wigkszy
wsp6tczynnik rozmnazania (3,2-4,1) oraz intensywniejszy wzrost wydtuzeniowy pedu
uzyskano po tgcznym zastosowaniu GA, (0,4-0,7 mg 1) z BAP (1,1 mg 1), niz przy
podaniu tylko cytokininy. Jednakze taczne podanie tych regulatoréw wzrostu powo-
dowato deformacje pakéw katowych i lisci oraz nekrozy wierzchotkéw pedéw, a tak-
7e lisci. Zaburzenia te obserwowano szczegdlnie przy niskim stgzeniu jonéw Ca**
w pozywce (Bouza i in., 1994a). Harris i Mantell (1991) uzyskali najwigksza
wydajno$¢ mnozenia in vitro piwonii drzewiastej podczas wielokrotnego pasazowa-
nia w odstepach 3-tygodniowych. Do wzrostu i rozwoju pgdéw katowych i pedéw
przybyszowych stosowano pozywke MS zawierajagcag BAP 1 mg 171 2iP 1 mg I,
Natomiast mnozenie pgdéw dwu odmian P. lactiflora (‘Takinoyosooi’, ‘Sarah Bern-
hardt’) prowadzono na zmodyfikowanej pozywce MS zawierajacej BAP 0,5 mg 1!
i GA, 1 mg I'' z wykorzystaniem eksplantatéw uzyskanych z podtuznego podziatu
pedéw katowych (Hosoki iin., 1989). Kultury wyktadano na Swiezg pozywke co 36
dni. Przy zastosowaniu tej metody uzyskano okoto 300 do 700 roslin (w zaleznosci
od odmiany) z jednego eksplantatu pierwotnego. U piwonii zielnej odmiany ‘Jadwi-
ga’ okreslono wptyw BAP, kinetyny, 2iP i TDZ, podawanych pojedynczo lub
w mieszaninie oraz paklobutrazolu na powstawanie pgdow katowych i przybyszo-
wych (Gabryszewska, 1998). Najwigcej pedéw tworzyto si¢ na pozywkach za-
wierajacych mieszaning cytokinin (BAP 2 mg I"' + kinetyna 2 mg 1" + 2iP 2 mg I
+TDZ 0,02 mg I'"). Natomiast zastosowanie TDZ lub PAK pojedynczo oraz w miesza-
ninie z BAP nie stymulowato réznicowania pgdéw. Podane w pozywce regulatory
wzrostu silnie oddzialywaty na morfologi¢ pedéw. Tidiazuron i BAP, dodane w wyso-
kich stezeniach, powodowaty deformacje blaszek lisciowych, czego nie obserwowa-
no podczas mnozenia pgdéw w obecnosci mieszaniny cytokinin i TDZ w bardzo
niskim stezeniu. Znaczne zwigkszenie wspotczynnika namnazania piwonii odmiany
‘Jadwiga’ uzyskano przy podaniu GA, (1 mg1") do pozywki zawierajgcej mieszaning
cytokinin (Gabryszewska, 2001b).

Powstawanie korzeni i aklimatyzacja roslin
W dotychczasowych badaniach nad rozmnazaniem piwonii in vitro obser-
wowano matg zdolnos¢ do regeneracji korzeni oraz duze trudnosci podczas aklimatyzacji
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zaréwno piwonii drzewiastych, jak i bylin. W przypadku P. lacriflora stwierdzono
korzystny wplyw pozywki ptynnej na rizogeneze. Pedy ukorzenialy sig¢ w 57%-100%
na pozywce MS zawierajgce) IBA 1 mg I'. Jednakze tylko polowa ukorzenionych
pedéw aklimatyzowata si¢ w podtozu w szklarni (Hosoki 1in., 1989). Zastosowa-
nie niskiej temperatury i ciemnosci sprzyjato ukorzenianiu pedéw piwonii z grupy
P. lactiflora na pozywce zawierajacej IBA lub IAA w stezeniu 0,2 mg I''. Uzyskane
rosliny wymagaty ditugiego okresu chtodzenia, poniewaz po ukorzenieniu zapadaty
w gleboki spoczynek (Kunneman, Albers, 1989). U P. suffruticosa stwierdzono
zaleznos¢ pomigdzy dlugoscig pasazu podczas mnozenia a liczbg ukorzenionych
pedéw oraz ich zdolnoscig do przezywania w szklarni (Harris, Mantell, 1991).
Najwigcej pedéw ukorzeniato si¢ w przypadku stosowania 5-tygodniowego pasazu,
w poréwnaniu z 3 i 4-tygodniowym pasazem. Natomiast w szklami przezywaty tylko
rosliny z pasazu 5-tygodniowego (27%), a wszystkie pozostate zamieraty. Do induk-
¢ji ukorzeniania stosowano pozywke MS zawierajcg IBA 1 mg I''. Szczegbtowe bada-
nia nad regeneracja korzeni P. suffruticosa prowadzit Bouza i in. (1994b). Poje-
dyncze pedy rozwinigte z pgkéw katowych traktowano auksynami w rozny sposéb:
a/ pedy wyktadano na pozywke MS zawierajaca 3% sacharozg i IBA 0,5 - 2 mg |,
b/ podstawy mikrosadzonek zanurzano w roztworze IBA 2 -20 mg I na okres 1-4
godzin, a nastepnie pedy umieszczano na pozywce MS z 3% sacharozg 1 0,3% weglem
aktywowanym, ¢/ w pierwszym etapie pedy umieszczano (1-10 dni) na pozywce indu-
kujgcej ukorzenianie — 4% sacharoza 1IBA 1-15 mg |"', w drugim etapie pedy przeno-
szono na pozywke MS z 3% sacharozg i 0,3% weglem aktywowanym. Dodatkowo
zastosowano réwniez kombinacj¢ z pozywka plynna, gdzie nosnikiem dla pedéw byt
wermikulit. Sposréd wszystkich metod najbardziej efektywna (80% ukorzenionych
pedéw) okazata si¢ metoda dwuetapowa: indukcja korzeni w ciemnosci na pozywce
zawierajgcej IBA 15mg I'' (10 dni), a nastgpnie wzrost korzeni na pozywce MS z 0,3%
weglem aktywowanym. Tworzenie korzeni na pozywce plynnej byto bardzo stabe
(27%) i u podstawy pedow powstawal obfity kalus. Bouza i in. (1994c) badali
zaleznos¢ pomigdzy zawartoscig cytokinin i auksyn w zregenerowanych pedach P. suf-
fruticosa, a ich zdolnoscig do ukorzeniania in vitro. Metoda HPLC-ELISA oznaczano
poziom endogennego IAA oraz N6-benzyladeniny, kt6rg stosowano podczas mnozenia
pedéw. Pedy pochodzace z 5-tygodniowego pasazu wykazywaly najwiekszg zdolnosé
ukorzeniania (87%), natomiast pedy z krétszych pasazy charakteryzowaty si¢ wysoka
zawartoscig BAP i stabg rizogenezg (25%-55% ped6é6w ukorzenionych). Indukcja uko-
rzeniania zwigzana byta z gwattownym wzrostem zawartosci IAA, po ktérym nastepo-
watl 10-krotnie nizszy wzrost poziomu endogennej ribofuranosyl-isopentenyladeniny.
Podczas rozwoju korzeni stwierdzono bardzo stabg i przemijajgcg akumulacjg isopente-
nyladeniny, co prawdopodobnie byto przyczyng zahamowania wzrostu pedéw. Rozwgj
korzeni przebiegal najlepiej na pozywce zawierajacej wegiel aktywowany. W warun-
kach tych zawarto$¢ IAA w korzeniach byta 3-krotnie nizsza. '

Somatyczna embriogeneza

Zarodki somatyczne u P. lactiflora tworzyty si¢ bezposrednio na izolowanych
eksplantatach, ktérymi byty liscienie zarodkéw zygotycznych lub pylniki (Lin, 1980
—cyt. za Buchheim, Meyer, 1992; Li iin., 1984; Thomas, Meyer, 1987)
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badZ droga posrednig z udziatem kalusa (Lin, 1980 —cyt. za Buchheim, Meyer,
1992; Lin i in., 1987). Najlepszy wzrost kalusa z zarodkéw zygotycznych P. lacti-
flora uzyskano na pozywce LS z dodatkiem NAA 2,5 mg I'' 1 2iP 0,4 mg I'!, natoriast
najwiecej zarodkéw somatycznych powstawato z kalusa rosngcego na zmodyfikowa-
nej pozywce LS zawierajacej NAA 0,5 mg 11 KNO, 3800 mg I (Lin, 1980 —cyt. za
Buchheim, Meyer, 1992). Bezposrednia embriogenez¢ na zarodkach zygotycz-
nych P. lactiflora uzyskano pod wptywem 2,4-D 0,5 mg I'' (Kim, Lee, 1995). Nato-
miast na pozywkach zawierajagcych NAA 0,2 mg I i BAP 0,01 mg I'' powstawanie
zarodkéw somatycznych bylo znacznie stabsze. Glutamina wplywata stymylujgco na
wzrost i rozwdj korzeni. Stwierdzono wplyw temperatury na rozwdj zarodk6w soma-
tycznych. W temperaturze 25°C powstawaly liczne formy albinotyczne, ktdrych ob-
serwowano znacznie mniej w temperaturze 15°C. Zastosowanie GA redukowato licz-
be form albinotycznych (Kim, Lee, 1995). Kim i Lee (1996) okreslili wptyw
réznych regulatoréw wzrostu 1 temperatury na indukcj¢ embriogenezy oraz na dalszy
rozwéj roslin P. lactiflora. Zarodki somatyczne najlepiej réznicowaly si¢ z liscieni
rosnacych na pozywce zawierajacej 2,4-D 0,2 mg I i BAP 0,2 mg I'. Chiodzenie
zarodkéw w temperaturze 1°C przez 45 dni stymulowalo kietkowanie. Zastosowanie
BAPO,5mgl'iGA, 1 mg ! sprzyjato rozwojowi roslin z zarodkéw, przy czym proces
ten zachodzit znacznie lepiej w temperaturze 18°C niz w 25°C. Bezposredne tworze-
nie sie¢ zarodkéw somatycznych bez udziatu egzogennych substancji wzrostowych
uzyskano na powierzchni liscieni zarodkéw zygotycznych P. lactiflora. Somatyczna
embriogeneza zachodzila na zmodyfikowanej pozywce LS zawierajacej sacharoze
w stezeniu 4% i NH,NO, 3300 mg I'". Zar6wno zarodki somatyczne uzyskane bezpo-
$rednio z liscient, jak i te otrzymane z udziatem kalusa, w swoim rozwoju przechodzi-
ly przez stadium globularne, sercowate i torpedy. Izolowane z tkanki macierzystej
zarodki tworzyly korzenie 1i liscienie, jednak nie otrzymano roslin, poniewaz nie
rozwijaly sig liscie (Lin, 1980 — cyt. za Buchheim, Meyer, 1992; Lin i in,,
1987; Thomas, Mevyer, 1987). Lee i in. (1992) uzyskali embriogeneze za posred-
nictwem kalusa z pylnikéw P. albiflora (P. lactiflora). Indukcja kalusa zachodzita na
pozywce MS zawierajgcej NAA 0,2 mg I* + BAP 0,5 mg I'' + TDZ 0,4 mg 1"
u pylnikéw, ktére wezesniej traktowano temperaturg 5°C przez 5 dni. Chlodzenie
pylnikéw przez 10 dni w temperaturze 5°C sprzyjato powstawaniu zarodkéw z kalusa
na pozywce w obecnosci NAA 0,2 mg I i TDZ 0,002 mg 1. Inicjacja pgdéw i korzeni
byla najlepsza przy udziale BAP 0,5 mg I'' lub TDZ 0,002 mg 1.

Spoczynek a regeneracja i wzrost piwonii in vitro

Podczas regeneracji i rozmnazania piwonii in vitro powaznym problemem jest
spoczynek, zaréwno izolowanych zarodkéw zygotycznych, jak réwniez zarodk6w
somatycznych i kultur pedéw w fazie mnozenia oraz roslin w trakcie ukorzeniania
i aklimatyzacji. '

Zarodki zygotyczne piwonii rozwijajgce si¢ in vitro na pozywce LS, wykazy-
waly spoczynek epikotylu, tak samo jak nasiona w warunkach in vivo, a chlodzenie
kultur zarodkéw w temperaturze 5°C (6-8 tygodni) przerywato spoczynek (Meyer,
1976a; Zilis, Meyer, 1976). Natomiast spoczynek epikotylu u P. lactiflora nie
ustepowat, w przypadku moczenia nasion (po usunigciu okrywy) w roztworze GA,
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10 mg 1", a takze u kultur izolowanych zarodkéw zygotycznych na pozywkach za-
wierajgcych GA, 10 lub 25 mg I (Lin, 1980 —cyt. za Buchheim,Meyer 1992).
7 drugiej strony, zastosowanie egzogennych giberelin zastgpowato chtodzenie i spo-
czynek czesciowo ustgpowal w nasionach P. suffruticosa (Barton, Chandler,
1957). Thomas i Meyer (1986) badali wptyw réznych stezeri GA, (100, 250,
500, 750, 1000 mg I'") na przetamanie spoczynku epikotylu i rozwoj siewek P. lacti-
flora w kulturach in vitro. Zarodki zygotyczne rosty na zmodyfikowanej pozywce LS.
Giberelina bardzo silnie stymulowata wzrost epikotylu; wraz ze wzrostem stgzenia
GA, (do 500 mg I'") obserwowano wigce] powstajgcych lisci oraz dluzsze ogonki
lisciowe. Jednakze GA,w wysokich st¢zeniach powodowat deformacje liscient 1 roz-
wijajacych sie lisci. Siewki, uzyskane in vitro, bardzo slabo aklimatyzowaly si¢
w warunkach szklarniowych. Wigkszos¢ z nich zamierata na skutek zasychania lisci
oraz dzialania patogenéw grzybowych. Czgs¢ siewek, pozostawiona w warunkach
in vitro, rozwijata sie prawidlowo i tworzyla normalne morfologicznie liscie. Zastoso-
wanie kultur in vitro oraz gibereliny skrécito okres kietkowania nasion P. lactiflora
z 2 lat do 6 tygodni.

Takze zarodki somatyczne P. lactiflora, uzyskane z zarodkéw zygotycznych
charakteryzowaly si¢ spoczynkiem epikotylu (Thomas, 1987 — cyt. za Buchhe-
im, Meyer, 1992). W celu przerwania spoczynku, zarodki somatyczne z widocznym
epikotylem oraz bez wyraznie wyksztalconego epikotylu, traktowano GA,. Pod  wply-
wem GA, 500 mg I, wigkszos¢ (75%) wyszczepionych zarodkéw somatycznych wytwa-
rzala duze, zielone liscienie. Prawidiowe liscie rozwijaty si¢ u 29% zarodkéw traktowa-
nych gibereling, jednakze liscie te byly mniejsze i ich rozwdj opdZniony,
w poréwnaniu z rozwojem lisci zarodkéw zygotycznych in vitro. Natomiast zarodki
somatyczne nie traktowane gibereling, tworzyly mate liscienie, o kremowej barwie. Prawi-
dtowe liscie wogdle sig¢ nie rozwijaty. Pomimo tego, ze zarodki somatyczne traktowane
GA, podejmowaty wzrost, jednak ich aklimatyzacja w szklarni byla bardzo staba.

Zahamowanie wzrostu, a w péZniejszym okresie zamieranie pgdow i meryste-
méw przybyszowych, powstajacych z eksplantatéw pierwotnych obserwowano
u P, lactiflora(Thomas, 1987 —cyt.za Buchheim, Meyer, 1992). Buchheim
i Meyer (1992) sugerowali, ze pedy przybyszowe, podobnie jak zarodki somatycz-
ne, znajdujq si¢ w spoczynku i zastosowanie GA, lub niskiej temperatury moze prze-
rwaé spoczynek. Podczas diugotrwalego mnozenia in vitro piwonii zielnej odmiany
‘Jadwiga’ obserwowano zmiany morfologiczne pgdow, takie jak u roslin wehodza-
cych w okres spoczynku. Bylo to zahamowanie wzrostu, powolne starzenie sig lisci
i ich zamieranie oraz powstawanie pakéw, zamiast intensywnie rosngcych pedow
(Gabryszewska, 2001a). Zastosowanie fluridonu - inhibitora biosyntezy ABA,
podczas mnozenia pedéw spoczynkowych, silnie stymulowato wyrastanie lisci oraz
powstawanie pgdow, szczeg6lnie w obecnosci $wiatla czerwonego. Natomiast egzo-
genny ABA hamowat wzrost lisci i nieznacznie ograniczat réZnicowanie pgd6w piwo-
nii odmiany ‘Jadwiga’. Dziatanie fluridonu bylo znoszone poprzez réwnoczesne za-
stosowanie egzogennego ABA, co przejawiato si¢ zahamowaniem wzrostu lisci i pe-
d6éw. Hamujace dziatanie ABA na wzrost ped6w i lisci oraz przeciwdziatajacy wptyw
fluridonu w tym procesie moga $wiadczy¢ o udziale kwasu abscysynowego w indukcji
i utrzymywaniu spoczynku pedow piwonii rozmnazanych in vitro. Takze u piwonii
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odmiany ‘Jadwiga’ badano wplyw GA, na wzroast i rozw0j pedow in vitro oraz na
ustepowanie spoczynku (Gabryszewska, 2001b). Dodanie GA, 1 mg I'' do
pozywki silnie stymulowato namnazanie pgdéw oraz wzrost lisci u eksplantatéw spo-
czynkowych i niespoczynkowych. Silniejsze dziatanie GA, na wzrost i r0zw6j pedow
obserwowano u eksplantatéw chlodzonych (+4°C) niz kultur ciggle rosngcych
w temperaturze 20°C lub 25°C. Zastosowanie paklobutrazolu, inhibitora biosyntezy
giberelin, hamowato wzrost i r6znicowanie pedow oraz lisci zaréwno u eksplantatow
chtodzonych, jak i kultur rosngcych w temperaturze 20°C i 25°C. Korzystne dziatanie
GA, we wzroscie ped6w i lisci oraz odwrotny efekt paklobutrazolu mogg wskazywac na
udziat gibereliny w ustgpowaniu spoczynku pedéw piwonii odmiany ‘Jadwiga’.
Objawy spoczynku u pgdow piwonii obserwowano takze w fazie ukorzeniania
in vitro oraz podczas aklimatyzacji (Kunneman, Albers, 1989; Bouza 1 in,
1994d). W przypadku piwonii z grupy P. lactiflora pedy wchodzity w spoczynek po
ukorzenianiu in vitro na pozywkach zawierajacych IAA lub IBA w stezeniu 0,2 mg 1"
(temperatura 12°C-15°C, ciemno$¢) (Kunneman, Albers, 1989). Dhugi okres chio-
dzenia przetamywat spoczynek roslin. Réwniez u P. suffruticosa odmiany ‘Mme de
Vatry’, podczas ukorzeniania in vitro eksplantatéw zawierajacych paki kqtowe, do-
chodzito do zahamowania wzrostu i rozwoju pedéw (Bouza iin., 1994d). Chlodze-
nie ukorzenionych pedéw (2 miesigce w temperaturze 4°C) pozytywnie wplywalo na
ich wzrost, co przejawiato si¢ zwigkszong aktywnoscig mitotyczng w wierzchotkach
pedéw. Po chlodzeniu znacznie zwigkszal si¢ poziom IAA w pedach oraz cytokinin
w korzeniach, natomiast ABA prawie calkowicie zanikal. Podobne zmiany endogen-
nych substancji wzrostowych obserwowano u roslin matecznych in vivo po okresie
zimowego chtodu. W przeciwienistwie do korzeni roslin matecznych, nigdy nie ozna-
czono auksyn w korzeniach roslin zregenerowanych in vitro. Natomiast poziom cytoki-
nin w chtodzonych pedach byt prawie 20-krotnie nizszy, niz w pgkach roslin matecz-
nych in vivo. Pomimo zmian endogennych substancji wzrostowych, rozwdj pgdéw po
chlodzeniu byt bardzo staby. Pedy nie wydiuzaty si¢, powstawaty tylko 1-2 liscie oraz
nie tworzyly sie pgki kgtowe. Stabemu rozwojowi pedéw towarzyszyt szybki spadek
zawarto$ci endogennych cytokinin i IAA oraz akumulacja ABA. Autorzy
powyzszej pracy sugeruja, ze eksplantaty P. suffruticosa podczas regeneracji in vitro
tracg zdoInos¢ regulacji metabolizmu hormon6w. Zaburzenia te utrzymujg po przenie-
sieniu roélin do warunkéw in vive 1 uniemozliwiajg aklimatyzacje roslin w szklarni.

PODSUMOWANIE

W dotychczasowych badaniach szczegétowo okreslono zdolnosci regenera-
cyjne eksplantatéw pochodzacych z organéw wegetatywnych i generatywnych piwo-
nii zielnych. Natomiast w przypadku piwonii drzewiastych poznano gtéwnie poten-
cjat regeneracyjny pakéw wierzchotkowych i bocznych. W wigkszosci przypadkow
uzyskano jedynie regeneracj¢ kalusa, pedéw przybyszowych czy zarodkéw soma-
tycznych, a dalszy wzrost i rozw6j roslin byt zahamowany. Na podstawie przedstawio-
nych wynikéw mozna przypuszczad, ze staby wzrost pgdéw podczas regeneracji oraz
w fazie mnozenia czy aklimatyzacji roslin wigze si¢ z indukcjg i utrzymywaniem
spoczynku. Zastosowanie niskiej temperatury lub egzogennej gibereliny przerywalo
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spoczynek, jednakze metabolizm regulatoréw wzrostu w roslinach regenerowanych
in vitro réznit si¢ od metabolizmu tych substancji u roslin matecznych. Po chlodze-
niu, w roslinach pochodzacych z rozmnazania in vitro, produkcja cytokinin byta
znacznie mniejsza, a biosynteza ABA gwaltownie wzrastata, w poréwnaniu z chto-
dzonymi roslinami matecznymi. Prawdopodobnie zaburzenia te sg gléwng przyczyng
niepowodzen w procesie regeneracji i wzrostu piwonii in vitro. Wydaje sig, ze podsta-
wowg przyczyng niepowodzen jest indukcja spoczynku powodowana okreslonymi
warunkami (temperatura, $wiatto, weglowodany) w kulturach in vitro. Z tego wzgledu
dalsze badania powinny mie¢ na celu okreslnie roli tych czynnikéw w indukcji,
utrzymywaniu i ustgpowaniu spoczynku piwonii rozmnazanej in vitro. Problemy
pojawiajgce si¢ podczas ukorzeniania i aklimatyzacji piwonii drzewiastych, jak row-
niez i zielnych dotychczas nie zostaly w petni rozwigzane i dlatego metoda rozmna-
zania in vitro nie moze by¢ stosowana na skale masowa w produkcji ogrodniczej
(Seyring, 2000; Sidibe 1 in, 2000; Zeng i in., 2000).
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Streszczenie

Wegetatywne rozmnazanie piwonii zielnych polega na podziale podziemne-
g0 kigcza zawierajgcego zgrubiate korzenie marchwiaste, natomiast u piwonii drze-
wiastych szeroko stosowane jest rozmnazanie poprzez szczepienie zrazow na korze-
niach piwonii zielnych. Poniewaz tradycyjne rozmnazanie trwa bardzo diugo i jest
malo efektywne, od wielu lat prowadzone sa badania nad rozmnazaniem piwonii
in vitro.

Niniejsza praca zawiera przeglad literatury dotyczacy zdolnosci regeneracyj-
nych eksplantatéw pierwotnych izolowanych z réznych organéw piwonii zielnych
i drzewiastych. Omowiono rolg egzogennych 1 endogennych regulatorow wzrostu
w procesie réznicowania i wzrostu pedow, korzeni oraz zarodkéw somatycznych.
Przedstawiono réwniez problem spoczynku u zarodkow somatycznych oraz pedow
i roslin rozmnazanych in vitro.



		2013-12-18T16:39:30+0100
	Polish Botanical Society




