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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 of this 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 1 ' BAP 
and 2.0 mg I ' lAA.

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 of in vitro 
plantlet.
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1. Wstęp

Zjawisko topofizy po raz pierwszy zdefiniował Molish w 1916 r. (1) 
Jako zróżnicowany wzrost i rozwój sadzonek w zależności od 
ich lokalizacji na roślinie matecznej. Topofiza jest badana
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przede wszystkim w aspekcie rozmnażania wegetatywnego roślin drzewiastych, 
u których stwierdzono silną zależność między położeniem pędu użytego jako sa
dzonka a zdolnością do jego ukorzeniania się lub wzrostu generatywnego (2-4). 
Stwierdzono także wpływ lokalizacji topofizycznej sadzonki węzłowej na jej wzrost 
podczas rozmnażania chryzantem w warunkach in vivo (5). Eksplantat pierwotny, od
powiednik sadzonki, dający początek kulturze in vitro, przenosi pamięć o swoim sta
tusie w roślinie matecznej {„inherent cellular state") do warunków kultury in vitro (6) 
Dowodem na to jest m.in. obserwowany wpływ położenia eksplantatu pierwotnego 
na roślinie donorowej na jego dalszy wzrost i regenerację w kulturach in vitro, co 
stwierdzono m.in. u daglezji (7), winorośli (8) oraz róży (9). Topofizyczna lokalizacja 
eksplantatu pierwotnego ma także znaczenie w regeneracji pędów przybyszowych 
in vitro, wpływa na ilość oraz na jakość pędów (10). Stwierdzono zależność liczby 
pędów przybyszowych wytworzonych in vitro od topofizycznej lokalizacji między- 
węźli u chryzantemy in vivo (11), brakuje natomiast publikacji dokumentujących rolę 
zjawiska topofizy w izolowanym środowisku kultur in vitro.

Technika regeneracji pędów przybyszowych in vitro ma duże znaczenie w mikro- 
rozmnażaniu oraz hodowli wielu roślin (12). U chryzantem technika pędów przyby
szowych wykorzystywana jest wyłącznie w celach hodowlanych, a nie w laboratoryj
nej produkcji sadzonek. Ponieważ pęd przybyszowy u chryzantemy powstaje z jed
nej komórki inicjalnej, cały zregenerowany pęd jest jednorodny genetycznie (13). 
Cecha ta sprawia, że metoda pędów przybyszowych jest stosowana w hodowli mu
tacyjnej (14), separacji komponentów chimer (15) oraz transformacji genetycznej 
(16). Wydajność organogenezy przybyszowej ma wówczas podstawowe znaczenie 
dla sukcesu hodowlanego, dlatego poszukuje się ciągle sposobów na zwiększenie 
efektywności namnażania pędów. Na regenerację pędów przybyszowych in vitro 
u chryzantemy mają wpływ: skład pożywki (17), rodzaj eksplantatu oraz genotyp 
(odmiana) (18), barwa światła stosowanego w pokoju wzrostowym (19), a nawet 
dawka promieniowania użytego do mutagenezy (20).

Celem doświadczenia było zbadanie wpływu topofizycznej lokalizacji eksplanta- 
tów liściowych i międzywęźli izolowanych z roślin rozmnażanych in vitro na regene
rację pędów przybyszowych u chryzantemy.

2. Materiał i metody

W doświadczeniu użyto popularnej odmiany chryzantemy wielkokwiatowej 
{Chrysanthemum x grandiflorum /Ramat./ Kitam.) ‘Satinbleu’ otrzymanej w formie kultur 
pędowych z firmy V1TROFLORA z Trzęsacza k. Bydgoszczy. Rośliny namnożono in vitro 
metodą jednowęzłowych fragmentów pędu na pożywce MS bez regulatorów wzrostu. 
Po namnożeniu wybrano jednakowe pędy mające po 12 węzłów, podzielono je na trzy 
równe części: proksymalną, centralną i dystalną. Z każdego fragmentu pędu pobierano 
poprzez odcięcie po dwa eksplantaty liściowe oraz po dwa międzywęźla (o długości
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5 mm). Z części dystalnej pobrano eksplantaty położone najbliżej wierzchołka, z czę
ści centralnej - środkowe, natomiast z części proksymalnej pobrano eksplantaty naj
bliższe podstawie pędu (rys. 1). Eksplantaty liściowe oraz międzywęźla umieszczano 
na pożywce po pięć w jednym słoiku o pojemności 350 ml, zawierającym 40 ml pożyw
ki. Międzywęźla wykładano na pożywkę horyzontalnie, natomiast liście wertykalnie, 
zagłębiając ogonek liściowy w pożywce. Zastosowano pożywkę MS o zwiększonej 
o połowę zawartości wapnia i żelaza, zestaloną agarem (0,8%), zawierającą sacharozę 
(3%), z dodatkiem benzyloaminopuryny (BAP) 0,6 mg dm'^ oraz kwasu 3-indoliloocto- 
wego (lAA) 2,0 mg dm‘^. Po dodaniu wszystkich składników, a przed autoklawowa- 
niem pożywki, ustalono pH = 5,8. Kultury in vitro prowadzono w pokoju wzrostowym 
w temperaturze 24±2°C, przy szesnastogodzinnym fotoperiodzie, w warunkach 
światła dziennego emitowanego przez lampy fluorescencyjne Philips TLD 36W/54. Na
tężenie napromienienia kwantowego wynosiło 35 pmol m‘^ s’^.

Przez 12 tygodni prowadzono obserwacje dynamiki regeneracji pędów przyby
szowych. Obliczano średnią liczbę pędów przybyszowych na jednym wyłożonym 
eksplantacie oraz procentowy udział eksplantatów regenerujących. Doświadczenie 
założono w układzie całkowicie losowym dla dwóch czynników: rodzaj eksplantatu 
(A) oraz pozycji topofizycznej eksplantatu (B), w czterech powtórzeniach, po 10 eks
plantatów w powtórzeniu. Wyniki opracowano za pomocą dwuczynnikowej analizy 
wariancji oraz testem Tukeya przy poziomie istotności a = 0,05. Obliczenia staty
styczne prowadzono po dokonaniu transformacji rzeczywistych danych liczbowych. 
Dla średniej liczby pędów przybyszowych było to przekształcenie y = ^Jx + 0,5, nato
miast dane wyrażone w procentach transformowano zgodnie z przekształceniem 
kątowym Freemana-Tukeya. W tabelach z wynikami zaprezentowano rzeczywiste 
dane liczbowe, literami alfabetu wskazano grupy jednorodne po obliczeniach prze
prowadzonych na danych transformowanych.
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Rys. 1. Schemat podziału mikrosadzonki chry
zantemy na strefy. Strzałki wskazują ekspłantaty 
użyte w doświadczeniu.
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3. Wyniki i dyskusja

Wpływ położenia ekspłantatu na roślinie in vivo na regenerację pędów przyby
szowych in vitro po raz pierwszy wykazała Tran Thanh van (10). Epiderma użyta Jako 
eksplantat pierwotny u tytoniu, izolowana z łodygi z dolnej części rośliny matecz
nej, tworzyła wegetatywne pąki przybyszowe, natomiast pobrana z sąsiedztwa pąka 
wierzchołkowego tworzyła organy generatywne. Lu i in. (11) wykazali, że u chryzan
tem więcej pędów przybyszowych in vitro tworzy się z segmentów łodygi pobranych 
z górnej części pędu rosnącego w warunkach in vivo. W naszym doświadczeniu to- 
pofizyczna lokalizacja ekspłantatu na pędzie wyrosłym w kulturach in vitro miała 
wpływ na zdolność do regeneracji pędów przybyszowych. Na międzywęźlach izolo
wanych ze strefy dystalnej i proksymalnej pędu tworzyło się siedmiokrotnie więcej 
pędów przybyszowych niż na eksplantatach ze strefy centralnej (tab. 1). Udział eks- 
plantatów ze strefy centralnej podejmujących regenerację był niższy niż ekspłanta- 
tów izolowanych ze strefy dystalnej i proksymalnej (tab. 2). U chryzantemy ‘Royal 
Purple’ najwięcej pędów przybyszowych wytworzyło się na segmentach łodygi po
branych z górnej części rośliny, najmniej zaś z eksplantatów najniżej położonych 
(11). Różnice te mogą wynikać z genotypów odmian i/lub odmiennych środowisk 
wzrostu roślin donorowych. Na eksplantatach liściowych z części proksymalnej 
w naszym doświadczeniu do regeneracji pędów wcale nie doszło. Najwięcej pędów 
przybyszowych na liściach wytworzyło się na eksplantatach izolowanych ze strefy 
dystalnej, przy czym była to liczba o połowę mniejsza niż w przypadku analogicznie 
usytuowanych międzywęźli. Specyficzny rozkład aktywności regeneracyjnej pędów 
przybyszowych na międzywęźlach oraz na liściach izolowanych z różnych pozio
mów na roślinie może wynikać m.in. z rozmieszczenia regulatorów wzrostu, przede 
wszystkim auksyn i cytokinin, w organach rośliny donorowej (21,22).

Tabela 1

Średnia liczba pędów przybyszowych wytworzonych na liściach i międzywęźlach izolowanych z różnych stref 
topofizycznych z mikrosadzonek chryzantemy wielkokwiatowej ‘Satinbleu’

Pozycja topofizyczna ekspłantatu (B)
Eksplantat (A)

Średnia
Międzywężle Liść

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

Średnia 0,60 A 0,16 B -

' Dane w kolumnach oznaczone różnymi małymi literami różnią się istotnie. 

2 Dane w wierszach oznaczone różnymi wielkimi literami różnią się istotnie.
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Tabela 2

Udział (%) eksplantatów regenerujących - liści i międzywęźli izolowanych z różnych stref topofizycznych 
z mikrosadzonek chryzantemy wielkokwiatowej ‘Satinbleu’

Pozycja topofizyczna eksplaiitatu (B)
Eksplantat (A)

Średnia
Międzywężle Liść

dystalna 27,5 a' A2 12,5 a B 20,5 a

centralna 10,0 b A 5,0 ab A 7,5 h

proksymalna 27,5 a A 0,0 b B 13,8 ab

Średnia 21,6 A 5,8 B -

'■ - Patrz tabela 1.

Eksplantaty liściowe wykazały mniejszą wydajność w tworzeniu pędów przyby
szowych niż międzywęźla, mniejsza była także liczba liści podejmujących regenera
cję. Podobnie Himsted i in. (18) u dziewiętnastu badanych odmian chryzantem 
stwierdzili, wydajniejszą organogenezę w obrębie międzywęźli niż liści.

W doświadczeniu uzyskano stosunkowo niskie współczynniki namnażania, co 
można wytłumaczyć niską aktywnością regeneracyjną badanej odmiany (18). W eks
perymencie Zalewskiej i in. (19) testowano odmiany pod kątem regeneracji pędów 
przybyszowych (na pożywce o takim samym składzie, jak w niniejszym doświadcze
niu), uzyskując u odmiany ‘Lady Salmon’ średnią liczbę pędów przybyszowych na 
poziomie 1,6, natomiast u ‘Lady Amber’ 0,09, co wskazuje na zależność efektywnoś
ci regeneracji od genotypu. Być może analizowana odmiana ‘Satinbleu’ nie odzna
cza się wysokim potencjałem regeneracyjnym.

Tworzenie pędów przybyszowych w doświadczeniu zachodziła w sposób pośred
ni. Międzywęźla w pierwszym tygodniu zwiększyły swoją objętość, a następnie za
częły proliferować kalus w miejscu cięcia. Pierwsze pędy przybyszowe na eksplanta- 
tach izolowanych ze strefy dystalnej i centralnej pojawiły się w trzecim tygodniu kul
tury, natomiast na eksplantatach pobranych z części proksymalnej rozwój pierw
szych pędów obserwowano dwa tygodnie później (rys. 2). Po zapoczątkowaniu rege
neracji, w ciągu kolejnych 4 tygodni liczba pędów przybyszowych sukcesywnie zwięk
szała się, by osiągnąć maksimum w siódmym oraz w dziewiątym tygodniu (odpo
wiednio dla międzywęźli ze strefy dystalnej oraz proksymalnej). Potem obserwowa
no zamieranie pędów. Na eksplantatach izolowanych ze strefy dystalnej w dwuna
stym tygodniu kultury pozostał ostatecznie tylko jeden żywy pęd. Natomiast na eks
plantatach izolowanych ze strefy proksymalnej, podczas ostatnich dwóch tygodni 
kultury obumarły dwadzieścia dwa pędy. Na eksplantatach liściowych pobranych 
z części dystalnej nowe pędy przybyszowe tworzyły się między trzecim a siódmym 
tygodniem kultury, potem obserwowano zamieranie pędów (rys. 3). Pędy rozwijały 
się w obrębie kalusa regenerującego wokół ogonka liściowego. Po siódmym tygodniu 
kultury obserwowano brązowienie kalusa oraz pożywki. Podobnie Himsted i in. (18)
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Rys. 2. Dynamika regeneracji pędów przybyszowych na międzywęźlach izolowanych z różnych stref 
topofizycznych mikrosadzonek chryzantemy wielkokwiatowej ‘Satinbleu’.
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Rys. 3. Dynamika regeneracji pędów przybyszowych na eksplantatach liściowych izolowanych z róż
nych stref topofizycznych mikrosadzonek chryzantemy wielkokwiatowej ‘Satinbleu’.
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obserwowali największą dynamikę tworzenia się pędów przybyszowych u chryzan
tem między trzecim a siódmym tygodniem trwania kultury.

Na podstawie wyników doświadczeń sugeruje się, że wykorzystując technikę re
generacji pędów przybyszowych u chryzantemy, należy wziąć pod uwagę zależność 
aktywności regeneracyjnej eksplantatów od ich topofizycznej lokalizacji.
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