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Topophysis in adventitious shoots regeneration in vitro in chrysan-
themum

Summary

Success of breeding programmes using adventitious shoots technique often
depends on the regeneration efficiency. The aim ofthis study was to investigate
the influence of topophysical position of explants on the efficiency of adventi-
tious shoots regeneratio.

Uniform, single shoots of chrysanthemum ‘Satinbleu’ propagated in vitro
were divided equally into three topophysical zones: distal, central and proxi-
mal. Two leaves and two internodes were isolated from each zone. The explants
were cultured for 12 weeks on MS medium supplemented with 0.6 mg | ' BAP
and 2.0 mg | ' 1AA.

Duo to the highest adventitious shoots regeneration capability and the ear-
liest formation of the shoots, the most suitable explants for breeding
programmes for chrysanthemum are internodes excised from distal part ofin vitro
plantlet.
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1.Wstep
Zjawisko topofizy po raz pierwszy zdefiniowat Molish w 1916 r. (1)

Jako zréznicowany wzrost i rozwéj sadzonek w zaleznosci od
ich lokalizacji na roslinie matecznej. Topofiza jest badana
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przede wszystkim w aspekcie rozmnazania wegetatywnego roslin drzewiastych,
u ktorych stwierdzono silng zalezno$¢ miedzy potozeniem pedu uzytego jako sa-
dzonka a zdolnoscig do jego ukorzeniania sie lub wzrostu generatywnego (2-4).
Stwierdzono takze wptyw lokalizacji topofizycznej sadzonki weztowej na jej wzrost
podczas rozmnazania chryzantem w warunkach in vivo (5). Eksplantat pierwotny, od-
powiednik sadzonki, dajgcy poczatek kulturze in vitro, przenosi pamie¢ o swoim sta-
tusie w roslinie matecznej {,inherent cellular state") do warunkéw kultury in vitro (6)
Dowodem na to jest m.in. obserwowany wptyw potozenia eksplantatu pierwotnego
na roslinie donorowej na jego dalszy wzrost i regeneracje w kulturach in vitro, co
stwierdzono m.in. u daglezji (7), winorosli (8) oraz r6zy (9). Topofizyczna lokalizacja
eksplantatu pierwotnego ma takze znaczenie w regeneracji pedéw przybyszowych
in vitro, wplywa na ilos¢ oraz na jako$¢ pedéw (10). Stwierdzono zaleznos$¢ liczby
pedéw przybyszowych wytworzonych in vitro od topofizycznej lokalizacji miedzy-
wezli u chryzantemy in vivo (11), brakuje natomiast publikacji dokumentujgcych role
zjawiska topofizy w izolowanym sSrodowisku kultur in vitro.

Technika regeneracji pedow przybyszowych in vitro ma duze znaczenie w mikro-
rozmnazaniu oraz hodowli wielu roslin (12). U chryzantem technika pedéw przyby-
szowych wykorzystywana jest wytgcznie w celach hodowlanych, a nie w laboratoryj-
nej produkcji sadzonek. Poniewaz ped przybyszowy u chryzantemy powstaje z jed-
nej komorki inicjalnej, caty zregenerowany ped jest jednorodny genetycznie (13).
Cecha ta sprawia, ze metoda pedow przybyszowych jest stosowana w hodowli mu-
tacyjnej (14), separacji komponentéw chimer (15) oraz transformacji genetycznej
(16). Wydajnos$¢ organogenezy przybyszowej ma wowczas podstawowe znaczenie
dla sukcesu hodowlanego, dlatego poszukuje sie ciggle sposobéw na zwiekszenie
efektywnosci namnazania pedéw. Na regeneracje pedoéw przybyszowych in vitro
u chryzantemy majg wptyw: sktad pozywki (17), rodzaj eksplantatu oraz genotyp
(odmiana) (18), barwa Swiatla stosowanego w pokoju wzrostowym (19), a nawet
dawka promieniowania uzytego do mutagenezy (20).

Celem doswiadczenia byto zbadanie wptywu topofizycznej lokalizacji eksplanta-
tow lisciowych i miedzywezli izolowanych z roslin rozmnazanych in vitro na regene-
racje pedéw przybyszowych u chryzantemy.

2. Materiat i metody

W doswiadczeniu uzyto popularnej odmiany chryzantemy wielkokwiatowej
{Chrysanthemum x grandiflorum /Ramat./ Kitam.) ‘Satinbleu’ otrzymanej w formie kultur
pedowych z firmy VITROFLORA z Trzesacza k. Bydgoszczy. Rosliny namnozono in vitro
metodg jednoweztowych fragmentéw pedu na pozywce MS bez regulatoréw wzrostu.
Po namnozeniu wybrano jednakowe pedy majgce po 12 weztdw, podzielono je na trzy
réwne czesci: proksymalng, centralng i dystalng. Z kazdego fragmentu pedu pobierano
poprzez odciecie po dwa eksplantaty liSciowe oraz po dwa miedzywezla (o dtugosci
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5 mm). Z czesSci dystalnej pobrano eksplantaty potozone najblizej wierzchotka, z cze-
§ci centralnej - Srodkowe, natomiast z cze$ci proksymalnej pobrano eksplantaty naj-
blizsze podstawie pedu (rys. 1). Eksplantaty liSciowe oraz miedzywezla umieszczano
na pozywce po pie¢ wjednym stoiku o pojemnosci 350 ml, zawierajacym 40 ml pozyw-
ki. MiedzywezZla wyktadano na pozywke horyzontalnie, natomiast liScie wertykalnie,
zagtebiajgc ogonek lisciowy w pozywce. Zastosowano pozywke MS o zwiekszonej
0 potowe zawartosci wapnia i zelaza, zestalong agarem (0,8%), zawierajgcg sacharoze
(3%), z dodatkiem benzyloaminopuryny (BAP) 0,6 mg dm'* oraz kwasu 3-indoliloocto-
wego (IAA) 2,0 mg dm**. Po dodaniu wszystkich sktadnikéw, a przed autoklawowa-
niem pozywki, ustalono pH = 5,8. Kultury in vitro prowadzono w pokoju wzrostowym
w temperaturze 24+2°C, przy szesnastogodzinnym fotoperiodzie, w warunkach
Swiatta dziennego emitowanego przez lampy fluorescencyjne Philips TLD 36W/54. Na-
tezenie napromienienia kwantowego wynosito 35 pmol m“* s’

Przez 12 tygodni prowadzono obserwacje dynamiki regeneracji pedow przyby-
szowych. Obliczano S$rednig liczbe pedéw przybyszowych na jednym wylozonym
eksplantacie oraz procentowy udziat eksplantatow regenerujgcych. Doswiadczenie
zatozono w uktadzie catkowicie losowym dla dwoéch czynnikéw: rodzaj eksplantatu
(A) oraz pozyciji topofizycznej eksplantatu (B), w czterech powtdrzeniach, po 10 eks-
plantatdw w powtdrzeniu. Wyniki opracowano za pomocg dwuczynnikowej analizy
wariancji oraz testem Tukeya przy poziomie istotnosci a = 0,05. Obliczenia staty-
styczne prowadzono po dokonaniu transformacji rzeczywistych danych liczbowych.
Dla $redniej liczby peddw przybyszowych byto to przeksztalceniey ="x + 0,5, nato-
miast dane wyrazone w procentach transformowano zgodnie z przeksztalceniem
katowym Freemana-Tukeya. W tabelach z wynikami zaprezentowano rzeczywiste
dane liczbowe, literami alfabetu wskazano grupy jednorodne po obliczeniach prze-
prowadzonych na danych transformowanych.

Rys. 1. Schemat podziatu mikrosadzonki chry-
zantemy na strefy. Strzatki wskazujg eksptantaty
uzyte w doswiadczeniu.
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3. Wyniki i dyskusja

Whptyw potozenia eksptantatu na roslinie in vivo na regeneracje pedéw przyby-
szowych in vitro po raz pierwszy wykazata Tran Thanh van (10). Epiderma uzyta Jako
eksplantat pierwotny u tytoniu, izolowana z todygi z dolnej czesci rosliny matecz-
nej, tworzyta wegetatywne paki przybyszowe, natomiast pobrana z sgsiedztwa pgka
wierzchotkowego tworzyta organy generatywne. Lu i in. (11) wykazali, ze u chryzan-
tem wiecej pedéw przybyszowych in vitro tworzy sie z segmentow todygi pobranych
z gornej czesci pedu rosngcego w warunkach in vivo. W naszym doswiadczeniu to-
pofizyczna lokalizacja eksptantatu na pedzie wyrostym w kulturach in vitro miata
wptyw na zdolnos¢ do regeneracji pedow przybyszowych. Na miedzywezlach izolo-
wanych ze strefy dystalnej i proksymalnej pedu tworzyto sie siedmiokrotnie wiecej
pedoéw przybyszowych niz na eksplantatach ze strefy centralnej (tab. 1). Udziat eks-
plantatéw ze strefy centralnej podejmujgcych regeneracje byt nizszy niz eksptanta-
tow izolowanych ze strefy dystalnej i proksymalnej (tab. 2). U chryzantemy ‘Royal
Purple’ najwiecej pedéw przybyszowych wytworzyto sie na segmentach todygi po-
branych z gérnej czesci rosliny, najmniej zas z eksplantatow najnizej potozonych
(11). Rdznice te moga wynika¢ z genotypéw odmian i/lub odmiennych Srodowisk
wzrostu roslin donorowych. Na eksplantatach lisciowych z czesci proksymalnej
w naszym doswiadczeniu do regeneracji pedéw wcale nie doszto. Najwiecej pedéw
przybyszowych na lisciach wytworzyto sie na eksplantatach izolowanych ze strefy
dystalnej, przy czym byta to liczba o potlowe mniejsza niz w przypadku analogicznie
usytuowanych miedzywezli. Specyficzny rozktad aktywnosci regeneracyjnej pedoéw
przybyszowych na miedzywezlach oraz na liSciach izolowanych z réznych pozio-
mow na roslinie moze wynika¢ m.in. z rozmieszczenia regulatoréw wzrostu, przede
wszystkim auksyn i cytokinin, w organach rosliny donorowej (21,22).

Tabela 1

Srednia liczba pedéw przybyszowych wytworzonych na lisciach i miedzywezlach izolowanych z réznych stref
topofizycznych z mikrosadzonek chryzantemy wielkokwiatowe]j ‘Satinbleu’

Eksplantat (A)

Pozycja topofizyczna eksptantatu (B) Srednia
Miedzywezle Lis¢

dystalna 0,90 a' A2 0,43 a B 0,66 a

centralna 0,13 b A 0,05 b A 0,09 b

proksymalna 0,78 a A 0,00 b B 0,39 a

Srednia 0,60 A 0,16 B -

' Dane w kolumnach oznaczone réznymi matymi literami réznig sie istotnie.

2 Dane w wierszach oznaczone réznymi wielkimi literami réznig sie istotnie.
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Tabela 2
Udziat (%) eksplantatéw regenerujacych - lisci i miedzywezli izolowanych z réznych stref topofizycznych
z mikrosadzonek chryzantemy wielkokwiatowej ‘Satinbleu’
Eksplantat (A) )
Pozycja topofizyczna eksplaiitatu (B) Srednia
Miedzywezle Lis¢

dystalna 27,5 a' A2 125 aB 20,5 a
centralna 10,0 b A 50 ab A 75 h
proksymalna 27,5 a A 00bB 13,8 ab
Srednia 21,6 A 58 B -

w - Patrz tabela 1

Eksplantaty lisciowe wykazaty mniejszg wydajnos¢ w tworzeniu pedoéw przyby-
szowych niz miedzywezla, mniejsza byla takze liczba lisci podejmujgcych regenera-
cje. Podobnie Himsted i in. (18) u dziewietnastu badanych odmian chryzantem
stwierdzili, wydajniejszg organogeneze w obrebie miedzywezli niz lisci.

W doswiadczeniu uzyskano stosunkowo niskie wspotczynniki namnazania, co
mozna wyttumaczy¢ niskg aktywnoscig regeneracyjng badanej odmiany (18). W eks-
perymencie Zalewskiej i in. (19) testowano odmiany pod katem regeneracji pedow
przybyszowych (na pozywce o takim samym skfadzie, jak w niniejszym dos$wiadcze-
niu), uzyskujac u odmiany ‘Lady Salmon’ $rednig liczbe pedow przybyszowych na
poziomie 1,6, natomiast u ‘Lady Amber' 0,09, co wskazuje na zaleznos¢ efektywnos-
ci regeneracji od genotypu. By¢ moze analizowana odmiana ‘Satinbleu’ nie odzna-
cza sie wysokim potencjatem regeneracyjnym.

Tworzenie peddw przybyszowych w doswiadczeniu zachodzita w spos6b posred-
ni. Miedzywezla w pierwszym tygodniu zwiekszyly swojg objetos¢, a nastepnie za-
czety proliferowac kalus w miejscu ciecia. Pierwsze pedy przybyszowe na eksplanta-
tach izolowanych ze strefy dystalnej i centralnej pojawity sie w trzecim tygodniu kul-
tury, natomiast na eksplantatach pobranych z czesci proksymalnej rozwdéj pierw-
szych peddéw obserwowano dwa tygodnie pdzniej (rys. 2). Po zapoczatkowaniu rege-
neracji, w ciagu kolejnych 4 tygodni liczba pedéw przybyszowych sukcesywnie zwiek-
szala sie, by osiggna¢ maksimum w siodmym oraz w dziewigtym tygodniu (odpo-
wiednio dla miedzywezli ze strefy dystalnej oraz proksymalnej). Potem obserwowa-
no zamieranie pedéw. Na eksplantatach izolowanych ze strefy dystalnej w dwuna-
stym tygodniu kultury pozostat ostatecznie tylko jeden zywy ped. Natomiast na eks-
plantatach izolowanych ze strefy proksymalnej, podczas ostatnich dwoch tygodni
kultury obumarty dwadziescia dwa pedy. Na eksplantatach lisciowych pobranych
z czesci dystalnej nowe pedy przybyszowe tworzyly sie miedzy trzecim a si6dmym
tygodniem kultury, potem obserwowano zamieranie pedow (rys. 3). Pedy rozwijaty
sie w obrebie kalusa regenerujgcego wokot ogonka lisciowego. Po si6dmym tygodniu
kultury obserwowano brgzowienie kalusa oraz pozywki. Podobnie Himsted i in. (18)
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Rys. 2. Dynamika regeneracji pedoéw przybyszowych na miedzywezlach izolowanych z r6znych stref
topofizycznych mikrosadzonek chryzantemy wielkokwiatowej ‘Satinbleu’,
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Rys. 3. Dynamika regeneracji pedéw przybyszowych na eksplantatach lisciowych izolowanych z r6z-
nych stref topofizycznych mikrosadzonek chryzantemy wielkokwiatowej ‘Satinbleu’.
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obserwowali najwiekszg dynamike tworzenia sie pedow przybyszowych u chryzan-
tem miedzy trzecim a si6dmym tygodniem trwania kultury.

Na podstawie wynikéw doswiadczen sugeruje sie, ze wykorzystujac technike re-
generacji pedéw przybyszowych u chryzantemy, nalezy wzigé¢ pod uwage zaleznosé
aktywnosci regeneracyjnej eksplantatow od ich topofizycznej lokalizacji.
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