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The effect of cytokinins on morphogenetic response of Polemonium 
coeruleum seedlings explants

Summary

The aim of the presented research was to examine the morphogenetic re
sponse of Polemonium coeruleum explants. The donor material were 10-day-old 
seedlings. Surface sterilized seeds were germinated on MS medium supple
mented with CA3 (1 mg dnr^). Seedling explants (shoot tips, fragments of coty
ledons, hipocotyls and roots) were isolated and transferred onto solidified MS 
medium supplemented with different types of cytokinins (BA, KN, ZEA, 2iP) at 
concentrations 1.0, 3.0 and 5.0 mg dm ^ in combination with NAA (0.1 mg dnr^).

All explant types were characterized by callus proliferation. It was observed 
that calli developed on the entire surface of hipocotyl and root fragments. On 
the other hand, shoot tips and cotyledonary petioles formed callus tissue at the 
cut ends, and petioles only at abaxial ends. The growth of calli on all explant 
types was strongly stimulated by ZEA. Among the explants tested, only shoot 
tips exhibited shoot organogenesis. The highest frequency of shoot 
organogenesis was observed when the explants were cultured on a medium 
supplemented with 5.0 mg dm-3 BA (lOO^o) or 5.0 mg dnr^ ZEA (97%). The high
est shoot number per explant was obtained in the presence of 5.0 mg dnr^ZEA 
(8.4 on average). The presence of BA or ZEA in the proliferation medium inhib
ited rhizogenesis and the elongation growth of shoots. However, root 
organogenesis was supported by KN added into the medium.
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1. Wstęp

Wielosil błękitny (Polemoniuni coeruleum L), należący do rodziny wielosiłowatych 
{Polemonioceae) jest reliktem glacjalnym, z głównym ośrodkiem występowania 
w środkowo-wschodniej i północnej Europie. W Polsce występuje na rozproszonych 
stanowiskach, głównie na niżu. Najłiczniejsze stanowiska znajdują się na Pojezierzu 
Kaszubskim i Mazurskim. Gatunek wymaga wilgotnych siedłisk jak: podmokłe łąki, 
torfowiska niskie, czy brzegi potoków. P. coeruleum jest hemikryptofitem, posia
dającym mięsiste, silnie ukorzenione kłącze oraz wzniesioną łodygę, osiągającą wy
sokość 20-120 cm, na szczycie której występują kwiaty o barwie fioletowej lub nie
bieskiej, zebrane w wiechy (1,2). Kłącza i korzenie zawierają liczne związki o właś
ciwościach leczniczych, np. trójterpenowe saponiny, flawonoidy, kumarynę, czy kwa
sy organiczne. Preparaty z wielosiłu wykorzystywane są w leczeniu chorób wrzodo
wych żołądka i dwunastnicy, astmy, anemii, nerwic oraz padaczki. Ponadto przy
spieszają krzepnięcie krwi, obniżają jej ciśnienie i poziom cholesterolu (3,4).

Roślina została uznana za gatunek narażony na wyginięcie i objęta ochroną ga
tunkową (kategoria zagrożenia VU). Przyczyn tendencji regresywnych P. coeruleum 
możemy doszukiwać się w naturalnych zjawiskach sukcesji ekologicznej jak i presji 
człowieka. Głównymi przyczynami zanikania stanowisk są zmiany stosunków wod
nych (przesuszanie wilgotnych łąk i zabiegi melioracyjne) oraz warunków świetl
nych (zaniechanie użytkowania, zarastanie łąk) (5). Bierne formy ochrony środowi
ska, jak się wydaje, są niewystarczające dla zachowania tego gatunku. Dlatego anali
za potencjału regeneracyjnego P. coeruleum i opracowanie wydajnego systemu rege
neracyjnego dla tego gatunku może być w przyszłości skutecznym narzędziem ak
tywnej ochrony gatunkowej. Podjęte badania stanowią pierwsza próbę regeneracji 
P. coeruleum w warunkach in vitro.

2. Material i metody

Materiałem wyjściowym do badań były 10-dniowe siewki Polemoniuni coeruleum L. 
Nasiona skaryfikowano stężonym H2SO4 przez 10 min, a następnie odkażano kolej
no W: 70% (v/v) EtOH przez 30 s i 20% (v/v) NaOCl (Domestos) przez 20 min, po czym 
płukano sterylną wodą destylowaną. Wysterylizowane powierzchniowo nasiona 
kiełkowano na zmodyfikowanej pożywce MS (6) z dodatkiem kwasu giberelinowego 
(GA3) w stężeniu 1 mg-dnr^ i zestalonej 0,7% (w/v) agarem. Eksplantaty siewek: 
wierzchołki wzrostu z węzłem liścieniowym, fragmenty liścieni (ogonki i blaszka 
o długości 3-4 mm), bazalne części hypokotyli (1-2 mm) oraz fragmenty korzeni 
(3-4 mm) izolowano i wykładano na pożywki MS uzupełnione 3% (w/v) sacharozą, 
0,7% (w/v) agarem i różnymi cytokininami: 6-benzyłoaminopuryną (BA), zeatyną 
(ZEA), kinetyną (KN) lub 2-izopentyloadeniną (2iP) w stężeniach: 1, 3 i 5 mg dm'^ 
w kombinacji z kwasem naftalenooctowym (NAA) w stężeniu 0,1 mg dm'^; pH po
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żywki doprowadzono do 5,8 przed autoklawowaniem. Hodowlę prowadzono 
w temperaturze 26±1°C na ciągłym świetle o natężeniu 40 pmol m'^ s ^ Eksplanta- 
ty pasażowano na świeże pożywki po 4 tygodniach hodowli. Oceny zdolności mor- 
fogenetycznej eksplantatów dokonano po 2, 4 i 8 tygodniach. Analizowano nastę
pujące parametry: procent eksplantatów zdolnych do kalusowania i organogenezy 
pędów/korzeni, świeżą masę kalusa, liczbę pędów/korzeni na eksplantat oraz dłu
gość pędów, rozwijających się na ekspłantacie. W każdym wariancie doświadczenia 
analizie poddano 20 eksplantatów, doświadczenie przeprowadzono w trzech po
wtórzeniach. Uzyskane wyniki zanalizowano przy użyciu metody ANOVA, z zastoso
waniem testu Tukeya, wartości F podano w tabelach dla p<0,05.

3. Wyniki i dyskusja

Indukcja kalusa była obserwowana już po 2 tygodniach hodowli na wszystkich 
typach eksplantatów. Był on intensywnie zielony i miał zwartą, grudkowatą struktu
rę. Fragmenty liścieni były zdolne do kalusowania jedynie na ogonkach na końcach 
bazalnych (fot. la), natomiast blaszki liścieniowe nie wykazywały zdolności do kalu
sowania i w ciągu 4 tygodni obumierały. Rozwój kalusa na ogonkach liściowych Actinidia 
także był obserwowany jedynie na końcach bazalnych (7), a w badaniach nad rege-

Fot. 1. Kalus rozwijający się na eksplantatach pochodzących z 10-dniowych siewek Polemonium 
coeruleum na pożywce MS uzupełnionej ZEA w stężeniu 5 mg dnr^ w kombinacji z NAA w stężeniu 
0,1 mg dm-3 po 8 tygcdniach hodowli; ogonka liścienia (a), wierzchołka wzrostu pędu (b) i fragmentu hy- 
pokotylu (c) (odcinek = 2 mm).
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neracją Lycopersicon esculentum stwierdzono silniejszy rozwój kalusa i indukcję pę
dów po tej stronie liścieni (8). Na wierzchołkach pędów u ich podstawy obserwowa
no zarówno rozwój pędów, jak i kalusa (fot. Ib), natomiast na fragmentach hypoko- 
tyli i korzeni kalus rozwijał się na całej powierzchni ekspłantatów (fot. Ic). Najinten
sywniejszy wzrost kałusa był obserwowany na pożywce wzbogaconej w zeatynę 
(w stężeniu 5 mg-dm'^) niezałeżnie od rodzaju ekspłantatu (tab. 1). Masa kałusa in
dukowanego na pożywkach uzupełnionych KN, a szczególnie 2iP była znacznie 
mniejsza. Ogonki liścieniowe hodowane na pożywce z 2iP nie wykazywały zdolności 
do proliferacji komórek na żadnym z zastosowanych stężeń tego hormonu (tab. 1).

Tabela 1

Wpływ typu i stężenia cytokininy w kombinacji z NAA [0,1 mg-dm'^] na indukcję i wzrost kalusa na eks- 
plantatach Polemonium coeruleum po 8 tygodniach kultury

Typ
cytokininy

Stężenie
(mgdm-3I

Wierzchołek wzrostu Ogonek Hypokotyl Korzeń

[%1
świeża masa 

[mgl* [%1
świeża masa 

[mgl* [%1
świeża masa 

[mgl* [%]
świeża masa 

[mgl*

BA 1 100 262,1 ±44,9 bc 100 16,5±2,9 b 100 88,8±15,3 bc 100 32,6±4,3 d

3 100 199,3±45,6 bc 38,3 10,6±2,2 b 100 97,4±13,4 bc 100 25,5±1,3 d

5 100 361,5±75,1 ab 0 - 100 65,7±6,1 c 100 126,5±28,8 bc

KN 1 100 77,1 ±13,4 c 0 - 100 45,1 ±14,8 c 100 14,8±2,1 d

3 100 114,0±15,2 c 75,0 27,2±7,3 b 100 56,3±8,6 c 100 55,2±10,5 d

5 100 259,6±37,6 bc 47,5 18,1±3,0 b 100 23,7±1,8 c 100 70,4±4,5 cd

Zea 1 100 185,9±31,4 bc 100 16,6±2,4 b 100 162,2±15,4 b 100 137,8±8,5 b

3 100 336,0±21,1 ab 100 72,5±9,6 a 100 226,5±18,4 b 100 137,5±8,3 b

5 100 512,5±78,7 a 100 80,6±11,7 a 100 44l,7±44,9 a 100 313,8±38,0 a

2iP 1 100 246,7±21,1 bc 0 - 100 45,0±3,9 c 100 32,4±3,9 d

3 100 166,2±17,2 bc 0 - 100 48,8±6,7 c 100 38,5±5,4 d

5 100 231,3±52,9 bc 0 - 100 29,2±2,3 c 100 39,1 ±5,5 d

F 7,30 21,18 45,98 39,03

♦średnie wraz z błędem standardowym oznaczone tymi samymi literami w obrębie kolumny nie różnią się istotnie przy 
p<0,05.

Organogenezę pędów stwierdzono jedynie na wierzchołkach wzrostu pędów, 
przy czym proces ten był dostrzegalny już w trzecim tygodniu hodowli. Na eksplan- 
tatach obserwowano rozwój pąków pachwinowych (fot. łb), a w obrębie kalusa róż
nicowanie nielicznych pąków przybyszowych. Wierzchołki wzrostu stanowią bardzo 
wydajny materiał donorowy do namnażania pędów u wiełu gatunków roślin (9-12). 
Najwyższą frekwencję organogenezy pędów na wierzchołków wzrostu P. coeruleum 
obserwowano na pożywce uzupełnionej BA w stężeniu 5 mg dm"^ (100%) i ZEA
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W Stężeniu 5 mg dm'^ (97%). Wskaźnik namnażania wynosił średnio 7,7±0,6 na 
pożywce z dodatkiem BA i 8,6±0,7 w obecności ZEA (tab, 2), Natomiast na wierz
chołkach wzrostu traktowanych KN i 2iP uzyskano zarówno znacznie niższy odsetek 
eksplantatów zdolnych do organogenezy pędów, jak i liczbę pędów na eksplantat, 
niezależnie od zastosowanego stężenia hormonu (tab. 2). Z danych literaturowych 
wynika, że BA Jest bardziej efektywną cytokininą podczas proliferacji pędów niż po
zostałe cytokininy (10) i jest powszechnie stosowana do indukcji tego procesu 
(13,14). Jednak dla niektórych gatunków większą lub porównywalną wydajność re
generacji uzyskiwano stosując w pożywce regeneracyjnej zeatynę (15), kinetynę 
(9,16,17), czy 2iP (18). Wzrost elongacyjny rozwijających się pędów na pożywkach 
regeneracyjnych był wyraźnie hamowany w obecności BA i ZEA (fot. 2a) w porówna
niu do pędów rozwijających się na pożywkach z 2iP i KN (fot, 2b), niezależnie od za
stosowanego stężenia cytokinin. Hamowanie wzrostu elongacyjnego pędów na po
żywkach uzupełnionych BA było obserwowane także podczas regeneracji Saussurea 
obvallata (19), czy Eclipta alba (20).

Tabela 2

Wptyw typu i stężenia cytokininy w kombinacji z NAA [0,1 mg-dm-^] na zdolności regeneracyjne wierzchołków 
wzrostu pędu Polemonium coeruleum po 8 tygodniach kultury

Typ cytokininy Stężenie
[mgdm-^l

I%1
organogenezy

korzeni

Liczba korzeni/ 
eksplant*

I%]
organogenezy

pędów

Liczba pędów/ 
eksplant*

Długość pędów* 
(mm]

BA 1 3,3 1,0±0,0 b 88,9 4,9±0,5 bc 35,8 ±1,8 bc

3 0 - 85,3 4,9±0,8 bc 26,1 ±2,3 cd

5 0 - 100 7,7±0,6 ab 19,2±2,5 d
KN' 1 100 4,6±0,5 a 31,1 1,7±0,2 d 62,8±4,6 a

3 78,3 2,8±0,3 ab 59,5 2,4±0,3 d 47,9±2,9 b

5 37,8 1,7±0,2 b 54,6 1,9±0,3 d 36,4±3,7 bc

Zea 1 0 - 78,5 4,2±0,5 bc 37,3 ±2,8 bc

3 0 - 95,4 5,5±0,5 ab 22,6±1,9 d

5 0 - 97,0 8,6±0,7 a 18,0±1,7 d

2iP 1 68,3 1,3±0,1 b 37,2 1,4±0,1 d 43,3±6,9 b

3 52,2 1,8±0,2 b 73,7 2,0±0,3 d 48,5 ±2,9 ab

5 25,9 1,2±0,1 b 54,8 2,9±0,6 cd 35,8±3,0 bc

F 32,31 17,17 21,31

* średnie wraz z błędem standardowym oznaczone tymi samymi literami w obrębie kolumny nie różnią się istotnie przy 
p< 0,05
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Fot. 2. Mikropropagacja pędów na wierzchołkach wzrostu Polemonium coeruleum po 8 tygodniach 
hodowli na pożywce MS uzupełnionej ZEA w stężeniu 5 mg dm-3 (a) lub KN w stężeniu 5 mg dm-3 (b) 
w kombinacji z NAA w stężeniu 0,1 mg dm-3 (odcinek = 1 cm).

Obecność BA i ZEA w pożywce proliferacyjnej hamowało także ryzogenezę. Ha
mujący wpływ cytokinin, a szczególnie BA na indukcje korzeni stwierdzono we wcześ
niejszych badaniach nad regeneracją roślin np, z rodziny Poaceae (21), Asteraceae 
(12,22) czy Hypericaceae (23). Indukcja korzeni była obserwowana jedynie na pożyw
kach uzupełnionych KN i 2iP. Korzenie różnicowały się zarówno w obrębie kalusa, 
jak i bezpośrednio na rozwijających się pędach (fot. 2b). Najbardziej efektywnie pro
ces ten przebiegał na pożywce uzupełnionej kinetyną w stężeniu 1 mg dm'^, gdzie 
na wszystkich eksplantatach obserwowano indukcje korzeni, a średnia liczba korzeni 
na eksplantat wynosiła 4,6±0,5 (tab. 2). Wzrost stężenia kinetyny w pożywce wyraź
nie hamował ten proces.

Zróżnicowana odpowiedź eksplantatów na różne typy cytokinin może wynikać 
z odmiennej struktury tych związków i w konsekwencji różnic w ich pobieraniu 
oraz mechanizmie działania (23). Ponadto zróżnicowana wrażliwość tkanek na regu
latory wzrostu oraz różny poziom endogennych cytokinin w poszczególnych czę
ściach siewek może być przyczyną różnic w ich zdolnościach do organogenezy pę
dów (24,25).

Pędy uzyskane na pożywkach wzbogaconych w BA i ZEA ukorzeniano na podłożu 
pozbawionym regulatorów wzrostu. Regeneraty łatwo aklimatyzowały się do wa
runków ex vitro i podejmowały wzrost w warunkach uprawy szklarniowej.
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4. Podsumowanie

Najintensywniejszy przyrost masy kalusa byl obserwowany na pożywkach wzbo
gaconych w zeatynę. Spośród analizowanych typów eksplantatów P. coenileum jedy
nie wierzchołki wzrostu pędów stanowiły materiał zdolny do regeneracji pędów. 
Najlepszymi do namnażania pędów P. coenileum były pożywki uzupełnione o BA lub 
ZEA w stężeniu 5 mg dm'^ w kombinacji z NAA w stężeniu 0,1 mg dm'^, jednak uko
rzenienie pędów wymagało pasażu na pożywkę pozbawioną regulatorów wzrostu.
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