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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. 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 (I00”0) 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. Wstep

Wielosil biekitny (Polemoniuni coeruleum L), nalezacy do rodziny wielositowatych
{Polemonioceae) jest reliktem glacjalnym, z gtébwnym o$rodkiem wystepowania
w $rodkowo-wschodniej i pétnocnej Europie. W Polsce wystepuje na rozproszonych
stanowiskach, gtéwnie na nizu. Najticzniejsze stanowiska znajdujg sie na Pojezierzu
Kaszubskim i Mazurskim. Gatunek wymaga wilgotnych siedtisk jak: podmokie faki,
torfowiska niskie, czy brzegi potokdw. P. coeruleum jest hemikryptofitem, posia-
dajacym miesiste, silnie ukorzenione kigcze oraz wzniesiong todyge, osiagajgca wy-
sokos¢ 20-120 c¢cm, na szczycie ktérej wystepujg kwiaty o barwie fioletowej lub nie-
bieskiej, zebrane w wiechy (1,2). Klacza i korzenie zawieraja liczne zwigzki o whas-
ciwosciach leczniczych, np. tréjterpenowe saponiny, flawonoidy, kumaryne, czy kwa-
sy organiczne. Preparaty z wielositu wykorzystywane sg w leczeniu choréb wrzodo-
wych zotadka i dwunastnicy, astmy, anemii, nerwic oraz padaczki. Ponadto przy-
spieszajg krzepniecie krwi, obnizajg jej cisnienie i poziom cholesterolu (3,4).

Roslina zostata uznana za gatunek narazony na wyginiecie i objeta ochrong ga-
tunkowg (kategoria zagrozenia VU). Przyczyn tendencji regresywnych P. coeruleum
mozemy doszukiwac sie w naturalnych zjawiskach sukcesji ekologicznej jak i presji
cztowieka. Gtownymi przyczynami zanikania stanowisk sg zmiany stosunkéw wod-
nych (przesuszanie wilgotnych fgk i zabiegi melioracyjne) oraz warunkéw Swietl-
nych (zaniechanie uzytkowania, zarastanie tgk) (5). Bierne formy ochrony Srodowi-
ska, jak sie wydaje, sg niewystarczajace dla zachowania tego gatunku. Dlatego anali-
za potencjatu regeneracyjnego P. coeruleum i opracowanie wydajnego systemu rege-
neracyjnego dla tego gatunku moze by¢ w przysztosci skutecznym narzedziem ak-
tywnej ochrony gatunkowej. Podjete badania stanowia pierwsza prébe regeneracji
P. coeruleum w warunkach in vitro.

2. Material i metody

Materiatem wyjsciowym do badan byty 10-dniowe siewki Polemoniuni coeruleum L.
Nasiona skaryfikowano stezonym H2SO4 przez 10 min, a nastepnie odkazano kolej-
no w: 70% (v/v) EtOH przez 30 s i 20% (v/v) NaOCl (Domestos) przez 20 min, po czym
ptukano sterylng woda destylowana. Wysterylizowane powierzchniowo nasiona
kietkowano na zmodyfikowanej pozywce MS (6) z dodatkiem kwasu giberelinowego
(GA3) w stezeniu | mg-dnr* i zestalonej 0,7% (w/v) agarem. Eksplantaty siewek:
wierzchotki wzrostu z wezitem liscieniowym, fragmenty liscieni (ogonki i blaszka
o0 dhugosci 3-4 mm), bazalne czesci hypokotyli (1-2 mm) oraz fragmenty korzeni
(3-4 mm) izolowano i wykfadano na pozywki MS uzupetnione 3% (w/v) sacharoza,
0,7% (w/v) agarem i réznymi cytokininami: 6-benzytoaminopuryng (BA), zeatyng
(ZEA), Kkinetyng (KN) lub 2-izopentyloadening (2iP) w stezeniach: 1, 3 i 5 mg dm"?
w kombinacji z kwasem naftalenooctowym (NAA) w stezeniu 0,1 mg dm'*; pH po-
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zywki doprowadzono do 5,8 przed autoklawowaniem. Hodowle prowadzono
w temperaturze 26+1°C na cigglym Swietle o natezeniu 40 pmol m* s ~ Eksplanta-
ty pasazowano na $wieze pozywki po 4 tygodniach hodowli. Oceny zdolnosci mor-
fogenetycznej eksplantatéw dokonano po 2, 4 i 8 tygodniach. Analizowano naste-
pujace parametry: procent eksplantatéw zdolnych do kalusowania i organogenezy
peddéw/korzeni, Swiezg mase kalusa, liczbe pedéw/korzeni na eksplantat oraz dhu-
gos¢ pedow, rozwijajacych sie na eksptantacie. W kazdym wariancie doswiadczenia
analizie poddano 20 eksplantatow, doswiadczenie przeprowadzono w trzech po-
wtdrzeniach. Uzyskane wyniki zanalizowano przy uzyciu metody ANOVA, z zastoso-
waniem testu Tukeya, wartosci F podano w tabelach dla p<0,05.

3. Wyniki i dyskusja

Indukcja kalusa byta obserwowana juz po 2 tygodniach hodowli na wszystkich
typach eksplantatéw. Byt on intensywnie zielony i miat zwarta, grudkowatg struktu-
re. Fragmenty liscieni byly zdolne do kalusowania jedynie na ogonkach na koricach
bazalnych (fot. la), natomiast blaszki liscieniowe nie wykazywaty zdolnosci do kalu-
sowania i w ciagu 4 tygodni obumieraty. Rozwoj kalusa na ogonkach lisciowych Actinidia
takze byt obserwowany jedynie na konicach bazalnych (7), a w badaniach nad rege-

Fot. 1. Kalus rozwijajacy sie na eksplantatach pochodzacych z 10-dniowych siewek Polemonium
coeruleum na pozywce MS uzupeinionej ZEA w stezeniu 5 mg dnr™® w kombinacji z NAA w stezeniu
0,1 mg dm-3 po 8 tygcdniach hodowli; ogonka liscienia (a), wierzchotka wzrostu pedu (b) i fragmentu hy-
pokotylu (c) (odcinek = 2 mm).
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neracja Lycopersicon esculentum stwierdzono silniejszy rozwdj kalusa i indukcje pe-
ddéw po tej stronie liscieni (8). Na wierzchotkach ped6éw u ich podstawy obserwowa-
no zaréwno rozwoj peddw, jak i kalusa (fot. Ib), natomiast na fragmentach hypoko-
tyli i korzeni kalus rozwijat sie na catej powierzchni eksptantatéw (fot. Ic). Najinten-
sywniejszy wzrost katusa byt obserwowany na pozywce wzbogaconej w zeatyne
(w stezeniu 5 mg-dm') niezateznie od rodzaju eksptantatu (tab. 1). Masa katusa in-
dukowanego na pozywkach uzupetnionych KN, a szczegélnie 2iP byla znacznie
mniejsza. Ogonki liscieniowe hodowane na pozywce z 2iP nie wykazywaty zdolnosci
do proliferacji komorek na zadnym z zastosowanych stezen tego hormonu (tab. 1).

Tabela !

Woplyw typu i stezenia cytokininy w kombinacji z NAA [0,1 mg-dm'~] na indukcje i wzrost kalusa na eks-
plantatach Polemonium coeruleum po 8 tygodniach kultury

Wierzchotek wzrostu Ogonek Hypokotyl Korzen
Typ Stezenie o o o o
cytokininy (mgdm-3I %1 swn;::g:zasa 61 sm;zsg:zasa 61 SWIG[:rzT?gll'\:asa (%] SWIE:?gIr:asa
BA 1 100 262,1+44,9 bc 100 16,5+2,9 b 100  88,8+15,3 bc 100 32,644,3 d
3 100 199,3+45,6 bc 383 10,622 b 100 97,4+13,4 bc 100 25,5+1,3 d
5 100 361,5+¢751ab O - 100  65,7#6,1 ¢ 100 126,5+28,8 hc
KN 1 100 771%13/4¢ 0 - 100 451+14,8c¢ 100 14,8+2,1 d
3 100 114,0#152 ¢ 750 27,2473 b 100 56,3+8,6 ¢ 100  55,2+10,5 d
5 100 259,6+37,6 bc 47,5 18,130 b 100 23,7+1,8 ¢ 100  70,4+4,5 cd
Zea 1 100 185,9+31,4 bc 100 16,6+2,4 b 100 162,2+154b 100 137,885 b
3 100 336,0+21,1 ab 100  72,5+9,6 a 100 226,5+18,4b 100 137,5+8,3 b
5 100 512,5+#78,7a 100 80,6+11,7a 100 441,7+449a 100 313,8+38,0 a
2iP 1 100 246,7+21,1 bc O - 100 45,0+3,9 . 100 32,4+3,9 d
3 100 166,2+17,2 bc 0 - 100 48,846,7c 100 38,554 d
5 100 231,3¢529 bc 0 - 100 29,2#23 ¢ 100 391+55d
F 7,30 21,18 45,98 39,03

#$rednie wraz z btedem standardowym oznaczone tymi samymi literami w obrebie kolumny nie r6znig sie istotnie przy
p<0,05.

Organogeneze pedow stwierdzono jedynie na wierzchotkach wzrostu pedoéw,
przy czym proces ten byt dostrzegalny juz w trzecim tygodniu hodowli. Na eksplan-
tatach obserwowano rozwdj pakéw pachwinowych (fot. tb), a w obrebie kalusa roz-
nicowanie nielicznych pakéw przybyszowych. Wierzchotki wzrostu stanowig bardzo
wydajny materiat donorowy do namnazania pedow u wietu gatunkdéw roslin (9-12).
Najwyzsza frekwencje organogenezy peddw na wierzchotkéw wzrostu P. coeruleum
obserwowano na pozywce uzupetnionej BA w stezeniu 5 mg dm"A (100%) i ZEA
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w Stezeniu 5 mg dm'" (97%). Wskaznik namnazania wynosit $rednio 7,7+0,6 na
pozywce z dodatkiem BA i 8,6+0,7 w obecnosci ZEA (tab, 2), Natomiast na wierz-
chotkach wzrostu traktowanych KN i 2iP uzyskano zaréwno znacznie nizszy odsetek
eksplantatéw zdolnych do organogenezy pedow, jak i liczbe pedéw na eksplantat,
niezaleznie od zastosowanego stezenia hormonu (tab. 2). Z danych literaturowych
wynika, ze BA Jest bardziej efektywng cytokining podczas proliferacji pedéw niz po-
zostate cytokininy (10) i jest powszechnie stosowana do indukcji tego procesu
(13,14). Jednak dla niektérych gatunkéw wiekszg lub poréwnywalng wydajnosc re-
generacji uzyskiwano stosujgc w pozywce regeneracyjnej zeatyne (15), kinetyne
(9,16,17), czy 2iP (18). Wzrost elongacyjny rozwijajacych sie pedéw na pozywkach
regeneracyjnych byt wyraznie hamowany w obecnos$ci BA i ZEA (fot. 2a) w poréwna-
niu do pedéw rozwijajacych sie na pozywkach z 2iP i KN (fot, 2b), niezaleznie od za-
stosowanego stezenia cytokinin. Hamowanie wzrostu elongacyjnego pedéw na po-
zywkach uzupetnionych BA bylo obserwowane takze podczas regeneracji Saussurea
obvallata (19), czy Eclipta alba (20).

Tabela 2

Whptyw typu i stezenia cytokininy w kombinacji z NAA [0,1 mg-dm-~] na zdolnoéci regeneracyjne wierzchotkéw
wzrostu pedu Polemonium coeruleum po 8 tygodniach kultury

Typ cytokininy Steienii organlfglenezy Liczba korzeni/ organlgg]]enezy Liczba pedéow/  Dlugos¢ pedow*
[mgdm-~I Korzeni eksplant* pedow eksplant* (mm]
BA 1 3,3 1,0+0,0 b 88,9 4,9+0,5 bc 35,8+1,8 hc
3 0 - 85,3 4,9+0,8 b 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 311 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¥29 b
5 37,8 1,7x0,2 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 485+2,9 ab
5 25,9 1,240,1 b 54,8 2,9+0,6 cd 35,8+3,0 bhc
F 3231 17,17 21,31

* $rednie wraz z bledem standardowym oznaczone tymi samymi literami w obrebie kolumny nie rdznig sie istotnie przy
p< 0,05
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Fot. 2. Mikropropagacja pedéw na wierzchotkach wzrostu Polemonium coeruleum po 8 tygodniach
hodowli na pozywce MS uzupetnionej ZEA w stezeniu 5 mg dm-3 (a) lub KN w stezeniu 5 mg dm-3 (b)
w kombinacji z NAA w stezeniu 0,1 mg dm-3 (odcinek = 1 cm).

Obecnos¢ BA i ZEA w pozywce proliferacyjnej hamowato takze ryzogeneze. Ha-
mujgcy wptyw cytokinin, a szczegdlnie BA na indukcje korzeni stwierdzono we wczes$-
niejszych badaniach nad regeneracjg roslin np, z rodziny Poaceae (21), Asteraceae
(12,22) czy Hypericaceae (23). Indukcja korzeni byla obserwowana jedynie na pozyw-
kach uzupetnionych KN i 2iP. Korzenie réznicowaly sie zarowno w obrebie kalusa,
jak i bezposrednio na rozwijajacych sie pedach (fot. 2b). Najbardziej efektywnie pro-
ces ten przebiegat na pozywce uzupetnionej kinetyng w stezeniu I mg dm', gdzie
na wszystkich eksplantatach obserwowano indukcje korzeni, a Srednia liczba korzeni
na eksplantat wynosita 4,6+0,5 (tab. 2). Wzrost stezenia kinetyny w pozywce wyraz-
nie hamowat ten proces.

Zroznicowana odpowiedz eksplantatdw na rézne typy cytokinin moze wynikaé
z odmiennej struktury tych zwigzkéw i w konsekwencji réznic w ich pobieraniu
oraz mechanizmie dziatania (23). Ponadto zréznicowana wrazliwos¢ tkanek na regu-
latory wzrostu oraz r6zny poziom endogennych cytokinin w poszczeg6lnych cze-
Sciach siewek moze by¢ przyczyna roznic w ich zdolnosciach do organogenezy pe-
dow (24,25).

Pedy uzyskane na pozywkach wzbogaconych w BA i ZEA ukorzeniano na podtozu
pozbawionym regulatoréw wzrostu. Regeneraty tatwo aklimatyzowaty sie do wa-
runkéw ex vitro i podejmowaty wzrost w warunkach uprawy szklarniowe;j.
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4, Podsumowanie

Najintensywniejszy przyrost masy kalusa byl obserwowany na pozywkach wzbo-
gaconych w zeatyne. Sposrdd analizowanych typow eksplantatéw P. coenileum jedy-
nie wierzchotki wzrostu peddéw stanowity materiat zdolny do regeneracji pedow.
Najlepszymi do namnazania peddw P. coenileum byty pozywki uzupetnione o BA lub
ZEA w stezeniu 5 mg dm' w kombinacji z NAA w stezeniu 0,1 mg dm', jednak uko-
rzenienie pedoéw wymagato pasazu na pozywke pozbawiong regulatoréw wzrostu.
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