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The effect of cytokinins on in vitro morphogenesis of sugar beet
{Beta vulgaris L.)

Summary

The aim of the studies was to estimate the effect of cytokinins on the pro-
duction of callus and shoots from different seedling explants of sugar beet. Two
diploid multigerm genotypes were used in the experiment. The seedling
explants (hypocotyls, cotyledons and leaves) were cultured on MS medium sup-
plemented with cytokinins: BAP, 2iP, TDZ in concentrations 0,2; 1,0 and
2,0 mg/l.

Hypocotyls, cotyledons and leaves showed different abilites to form callus
and shoots. After two weeks of culture, the induction of callus was mainly ob-
served on the explants of hypocotyls and cotyledons, whereas adventitious
shoots formed on leaf explants. Frequency of callus and shoots induction was
dependent on the origin of the explants, concentration and type of the
cytokinins. The highest percentage of regeneration was obtained on the
explants of young leaves, on medium containing TDZ (51,5®«). The optimal con-
centration of cytokinins was | mg/l. Plant regeneration on seedling explants
came only under direct organogenesis.
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1. Wstep

Opracowanie metody pozwalajgcej na uzyskanie pozadanej
liczby jednorodnych genetycznie roslin od wielu lat jest jednym
z celéw badan prowadzonych u buraka cukrowego. Rozmnazanie
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wegetatywne w warunkach in vivo, jak sie okazalo, jest mato wydajne i wymaga sto-
sunkowo duzych naktadow czasu i pracy (1,2). Znacznie wieksze mozliwosci roz-
mnazania roslin mozna uzyska¢ wykorzystujgc kultury in vitro (3,4).

W badaniach nad zdolnoscia do réznicowania roznych eksplantatéw buraka
w kulturach in vitro wykazano, ze regeneracja roslin moze zachodzi¢ na drodze or-
ganogenezy bezposredniej (5-7) lub posredniej (8-11) oraz somatycznej embrioge-
nezy (12-14). Jako zrodto eksplantatéw, stuzacych do zainicjowania kultur in vitro,
wykorzystywano korzenie, hipokotyle, liscienie i liscie izolowane z miodych siewek
(7,8,10,11,15) oraz ogonki lisciowe pobrane z kultur pedowych (3,16,17). Stosowa-
no liscienie wyizolowane z dojrzalych zarodkéw (14), a takze cienkowarstwowe
fragmenty blaszki lisciowej (5). Jako eksplantaty stuzyty réwniez paki kwiatowe
(2,18), pylniki (19), zalgzki (20), segmenty apikalne i subapikalne kwiatostanow
(18,21,22) oraz wierzchotki wzrostu siewek (23,24) i peddéw Icwiatostanowych (18,25).
Podjeto takze badania, w ktérych wykorzystano jako materiat wyjSciowy protopla-
sty wyizolowane z ogonkéw i blaszek liSciowych (26,27).

Na podstawie wynikow badan procesu regeneracji wskazuje sie, ze zdolnos¢ do
odpowiedzi morfogenetycznej zalezy od wielu czynnikéw, m.in. od wieku i rodzaju
eksplantatu, genotypu, skltadu pozywki oraz warunkéw kultury (7,8,11). Celem pod-
jetych badan byto okreslenie wptywu réznych cytokinin na tworzenie kalusa i rege-
neracje roslin z eksplantatow siewek dwéch genotypow buraka cukrowego. Wydaj-
na metoda regeneracji buraka w kulturach in vitro ma zasadnicze znaczenie dla uzy-
skania duzej liczby jednorodnych regenerantéw przydatnych w hodowli i genetycz-
nej transformaciji.

2. Materiat i metody

Materiat doswiadczalny stanowity dwa diploidalne wielonasienne zapylacze bu-
raka cukrowego: R58 i DL3. Nasiona buraka (ktebki) po zaprawieniu srodkiem grzy-
bobéjczym (Tachigaren 70 WP) wysiano do kuwet z wysterylizowang glebg. 21-dnio-
we siewki pozbawione korzonkéw sterylizowano powierzchniowo w 3% roztworze
podchlorynu wapnia przez 20 min. Po trzykrotnym ptukaniu w bidestylowanej, ste-
rylnej wodzie izolowano trzy rodzaje eksplantatow.

Z kazdej siewki pozyskiwano po dwa 7 mm odcinki hipokotyli oraz cztery z lis-
cieni (po dwa z kazdego liscienia). Eksplantaty lisci ze wzgledu na niewielkie ich
rozmiary wyktadano na pozywke w catosci. W doswiadczeniach stosowano pozywke
mineralng Murashige i Skooga (28) z dodatkiem zwigzkéw organicznych: sacharozy
(30 g/l), inozytolu (100 mg/l), tiaminy (I mg/l), kwasu nikotynowego (0,5 mg/l) i piry-
doksyny (0,5 mg/l). Do zainicjowania tworzenia pedéw przybyszowych oraz kalusa
z réznych eksplantatow siewek buraka zastosowano nastepujgce cytokininy: 6-ben-
zyloaminopuryne (BAP), thidiazuron (TDZ) i 6-(y,y dwumetyloalliloamino) puryne
(2iP) w stezeniach 0,2; 1,0; 2,0 mg/l. Kontrole stanowita pozywka bez dodatku regu-
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latoréw wzrostu. Na kazdg kombinacje stezenia cytokinin wyktadano po 36 eksplan-
tatow siewek (w trzech powtorzeniach). Kultury umieszczono w pokoju hodowla-
nym, w Swietle ciaglym o natezeniu ok. 40 mol”“m"”s" i temperaturze 25°C.

Obserwacje morfogenezy eksplantatéw siewek buraka przeprowadzono po
osmiu tygodniach kultury. Okreslono procent eksplantatow, na ktérych tworzyt sie
kalus lub pedy przybyszowe. Przeprowadzono réwniez ocene morfologiczng tkanki
kalusowe;j.

Uzyskane na eksplantatach pedy przenoszono na pozywke regeneracyjng w celu
ich rozmnozenia. Rozmnazanie prowadzono na pozywce MS z dodatkiem 0,3 mg/l
BAP i 0,1 mg/l N/V\. Po pierwszym pasazu okreslono ploidalnos¢ regenerantéw na
podstawie liczby chromosoméw w wierzchotkach wzrostu pedéw. Prawidtowo roz-
winiete rosliny, po czterech tygodniach kultury na pozywce regeneracyjnej, przeno-
szono na pozywke ukorzeniajgcg, zawierajgcg 0,01 mg/l 2iP i 3,0 mg/l IBA. Ukorze-
nione w kulturach in vitro buraki przesadzono do doniczek o Srednicy 9 cm, zawie-
rajgcych mieszanine sterylizowanej gleby z piaskiem w stosunku 3:1 i umieszczono
w kabinach o wysokiej wilgotnosci.

3. Wyniki i dyskusja

Przeprowadzono obserwacje morfogenezy eksplantatéw siewek buraka cukro-
wego wylozonych na pozywki zawierajgce cytokininy oraz pozywke kontrolng bez
regulatoréw wzrostu. W poczatkowym okresie inkubacji, hipokotyle, liscienie i lis-
cie znacznie powigkszyly sie. Szczegdlnie widoczne zmiany w wielkosci obserwo-
wano u lisci. Po 2-3 tygodniach kultury, na powierzchni ciecia lub w niewielkiej od
niej odlegtosci tworzyly sie pedy przybyszowe lub kalus.

3.1. Wplyw cytokinin na tworzenie kalusa z eksplantatow siewek buraka cu-
krowego

Czestotliwos¢ indukcji kalusa zalezata od eksplantatu, stezenia i rodzaju zasto-
sowanej cytokininy, a w mniejszym stopniu od genotypu (rys. 1). Na pozywce kon-
trolnej, tworzenie tej tkanki obserwowano na stosunkowo niewielkiej liczbie frag-
mentéw siewek. Jedynie w przypadku hipokotyli linii R58 udziat eksplantatéw z ka-
lusem wynidst 25%. Odmienne wyniki uzyskali Sanders i Doley (29), ktérzy nie ob-
serwowali tworzenia kalusa na eksplantatach lisci przy braku cytokininy, natomiast
dodatek BAP stymulowal kalogeneze. Zaleznos¢ te potwierdzono réwniez w bada-
niach Giirel i in. (11).

Najwyzszg czestotliwos¢ tworzenia kalusa na eksplantatach siewek buraka cu-
krowego obserwowano na pozywkach zawierajgcych TDZ (rys. 1). Optymalne steze-
nie TDZ dla badanych genotypéw wynosito 1 mg/l, oprécz hipokotyli linii DL3, gdzie
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Rys. 1. Wptyw cytokinin na tworzenie kalusa na eksplantatach siewek buraka cukrowego.
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nizsza zawartos¢ cytokininy (0,2 mg/l) zwiekszata indukcje kalusa. W obecnosci tej
cytokininy 71,9% eksplantatow hipokotyli, 69,0% liscieni oraz 42,4% lisci tworzyto
kalus. Zhang i in. (7) uzyskali podobne wyniki stosujgc TDZ w pozywce inicjalnej.
Kalus tworzyt sie na okoto 40,0% wytozonych blaszkach i 60,0% ogonkach liscio-
wych.

Zastosowanie w pozywce inicjalnej BAP réwniez stymulowato tworzenie kalusa
na réznych eksplantatach siewek buraka cukrowego (rys. 1). Najwyzszy procent in-
dukcji kalusa uzyskano na eksplantatach lisci linii DL3 (72,2%) na pozywce zawie-
rajacej 0,2 mg/l BAP. Wraz ze wzrostem stezenia tej cytokininy w pozywce obserwo-
wano obnizenie zdolnosci wyszczepionych eksplantatow do tworzenia kalusa, jedy-
nie na liSciach pochodzacych z linii R58 najwyzszg czestotliwos¢ indukcji kalusa
uzyskano na pozywce zawierajgcej 2,0 mg/l BAP (65,7%). Podobne wyniki uzyskali
Krens i jamar (8), ktérzy stwierdzili, ze dla indukcji kalusa na eksplantatach hipoko-
tyli, liscieni, ogonkéw lisciowych i lisci korzystniejsze byly nizsze stezenia BAP
(0,05-0,25 mg/l). Obecnos¢ 2,0 mg/l BAP w pozywce wyraznie hamowato kalogene-
ze, szczegolnie na hipokotylach i liscieniach. Giirel i in. (11) natomiast stwierdzili,
ze wraz ze wzrostem koncentracji tej cytokininy wiecej eksplantatéw tworzyto ka-
lus.

Zastosowane w niniejszej pracy, w pozywce inicjalnej 2iP stymulowato kalogene-
ze, jednak w nieco mniejszym stopniu niz TDZ i BAP (rys. 1). Korzystniejsze jednak
okazaly sie wyzsze stezenia tej cytokininy, na ktérych wytozone eksplantaty regene-
rowaly czesciej. Optymalnymi stezeniami byty: 1,0 mgh w przypadku hipokotyli i lis-
ci linii DL3 oraz 2,0 mg/l 2iP dla liscieni linii DL3 oraz liscieni i lisci linii R58. Stwier-
dzono, ze najmniej aktywng cytokining w indukciji tkanki kalusowej byta 2iP. Podob-
ne wyniki uzyskat Saunders (16), ktory w celu zwiekszenia indukcji kalusa na eks-
plantatach ogonkow lisciowych buraka cukrowego obok BAP, zeatyny i kinetyny za-
stosowat 2iP. Stwierdzit, ze BAP i zeatyna bardziej stymulowaly tworzenie tkanki
kalusowej niz 2iP i kinetyna. Z tych wzgledow 2iP byla rzadziej stosowana w kultu-
rach in vitro buraka cukrowego dla indukcji kalogenezy.

Kalus powstaty na réznych eksplantatach siewek buraka cukrowego byt zrézni-
cowany morfologicznie. W zaleznosci od zastosowanych cytokinin tkanka kalusowa
miata rézna strukture i zabarwienie, jasnozielony, gruzetkowaty oraz luzny kalus
tworzyt sie na eksplantatach siewek inkubowanych na pozywce zawierajacej TDZ.
Zielony oraz zbity obserwowano na podiozu z BAP. Natomiast na pozywce z 2iP,
tworzacy sie kalus byt kremowy, gruzetkowaty, nieco mniej zbity.

Uzyskany na eksplantatach siewek kalus przeniesiono na $wieze pozywki, zawie-
rajace 1,0 mg/l BAP, TDZ lub 2iP. Po pierwszym pasazu nie obserwowano réznicowa-
nia pedow przybyszowych lub korzeni. Nastepowat jedynie dalszy wzrost kalusa bez
wyraznych zmian w strukturze i kolorze tkanki. Posredniej regeneracji pedéw z ka-
lusa otrzymanego z eksplantatéw ogonkdéw i blaszek lisciowych nie obserwowat
réwniez Zhang i in. (7). Saunders i Daub (22) uzyskali regeneracje pedow z kaluséw
dwoéch genotypdw, po pasazowaniu na pozywki zawierajgce 0,25; 1,0 lub 5,0 mg/l
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BAP. Na pozywce zawierajacej 1,0 mg/l BAP otrzymali najwyzszy procent kalusow
{77,8%) tworzacych pedy przybyszowe. Autorzy zastosowali jednak inne warunki ho-
dowli: inkubacje prowadzono w temperaturze 30°C, a kalus otrzymano z eksplanta-
tow lisci pochodzacych z kultur pedowych.

3.2. Wplyw cytokinin na regeneracje pedéw przybyszowych z eksplantatow
siewek buraka cukrowego

Drugim réwnoleglym procesem, ktdry zachodzit na eksplantatach siewek buraka
cukrowego inkubowanych na réznych pozywkach inicjalnych byta bezposrednia re-
generacja pedow przybyszowych. Czestotliwos¢ tworzenia pedéw na eksplantatach
siewek buraka cukrowego zalezata od genotypu, rodzaju eksplantatu i zastosowa-
nych cytokinin (rys. 2). Najwyzszym potencjalem morfogenetycznym charakteryzo-
waly sie liscie. Od 19,4 do 51,5% eksplantatow lisci inkubowanych na réznych po-
zywkach inicjalnych tworzyto pedy przybyszowe. Detrez i in. (17) wyktadajac na
pozywki tylko ogonki lisciowe uzyskali od 15,0 do 68,2% regenerujacych eksplanta-
téw. Grieve i in. (6) wykorzystujac ten sam rodzaj eksplantatu otrzymali nieco niz-
szy procent regeneracji (10,0-53,0%).

Proces regeneracji pedéw na eksplantatach siewek buraka cukrowego byt wyraz-
nie stymulowany przez zastosowane w pozywce inicjalnej cytokininy. Na pozywce
kontrolnej stwierdzono tworzenie pedéw maksymalnie na 19,4% wyszczepionych
fragmentéw siewek, podczas gdy w obecnosci TDZ, przy stezeniu 1,0 mg/l, 51,5%
eksplantatéw wykazywato zdolnos¢ do organogenezy (rys. 2). Podobnie jak w przy-
padku kalogenezy, cytokining o najwyzszej aktywnosci byta TDZ. Zhang i in. (7),
traktujac tym regulatorem wzrostu kietkujgce nasiona buraka cukrowego réwniez
obserwowali korzystny wptyw na zdolnosci morfogenetyczne pozniejszych eksplan-
tatow. Blaszki i ogonki lisSciowe uzyskane w wyniku tego typu prekultury charakte-
ryzowaly sie wysokim odsetkiem regeneracji - siegajacy nawet 92%. Optymalnym
stezeniem byto 0,5 i 1,0 mg/l TDZ (7).

Dodatek BAP w nieco mniejszym stopniu stymulowat organogeneze - do 45,5%
eksplantatow siewek buraka cukrowego tworzyto pedy (rys. 2). Stwierdzono, ze cy-
tokinina ta w testowanym zakresie stezen od 0,2 do 2,0 mg/l byta czynnikiem indu-
kujacym regeneracje pedoéw przybyszowych. W badaniach przeprowadzonych przez
Detrez i in. (17) réwniez wykazano, ze stezenie BAP w zakresie od 0,1 do 3,0 mg/l
w pozywce inicjalnej bylo optymalne dla zwiekszenia czestotliwosci tworzenia pe-
doéw. Dodatni wplyw tej cytokininy na odpowiedZz morfogenetyczng réznych eks-
plantatéw siewek buraka obserwowali takze Grieve i in. (6).

Zastosowana w pozywce inicjalnej 2iP réwniez stymulowata bezposrednig orga-
nogeneze z eksplantatéw hipokotyli, liscieni i lisci, podobnie jak BAP (rys. 2). jednak-
ze w literaturze brak jest danych na temat wptywu tej cytokininy na regeneracje ros-
lin z ré6znych eksplantatéw buraka cukrowego.
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Rys. 2. Wptyw cytokinin na regeneracje pedéw z eksplantatéw siewek buraka cukrowego.

BIOTECHNOLOGIA 2 (65) 137-145 2004

143



Maria Goska

W pracy stwierdzono, ze genotyp rosliny rodzicielskiej miat wptyw na bezposrednig
regeneracje pedéw przybyszowych na eksplantatach siewek buraka. Niezaleznie od ro-
dzaju zastosowanej w pozywce inicjalnej cytokininy eksplantaty lisci linii R58 charakte-
ryzowaly sie wyzsza zdolnoscig do regeneracji niz linii DL3. Uwzgledniajac najwyzsze
wartosci otrzymane dla optymalnych stezen TDZ, BAP i 2iP, 51,5% eksplantatow lisci li-
nii R58 tworzyto pedy. Natomiast na analogicznym eksplantacie linii DL3 maksymalny
poziom regeneracji wynosit 41,7%. Liczni autorzy wykorzystujacy w swoich doswiadcze-
niach wiecej niz jeden genotyp réwniez obserwowali znaczne réznice genotypowe
w zdolnosci do roznicowania eksplantatow buraka cukrowego (5,6,10,17).

Analizowano réwniez wpltyw miejsca pobrania hipokotyli i liscieni na zdolnosé
do tworzenia peddéw przybyszowych. Stwierdzono, ze eksplantaty izolowane w nie-
wielkiej odlegtosci od wierzchotka wzrostu siewki wykazywaty wyzszy potencjat
morfogenetyczny.

Regeneranty otrzymane z eksplantatow siewek buraka cukrowego roznily sie
morfologicznie w zaleznosci od rodzaju zastosowanych cytokinin w pozywce ini-
cjalnej. Na pozywkach zawierajgcych TDZ i BAP obserwowano rosliny o szerokich
ogonkach i waskich blaszkach lisciowych. Natomiast na pozywkach z 2iP rosliny
mialy diugie ogonki i szerokie blaszki liSciowe.

Na eksplantatach siewek buraka cukrowego tworzyly sie gtéwnie pojedyncze
pedy przybyszowe, dlatego konieczne bylo ich rozmnozenie dla otrzymania wiek-
szej ilosci materialu. Rozmnazanie prowadzono na pozywce MS zawierajgcej
0,3 mg/l BAP i 0,1 mg/l NNA. Wspéltczynnik namnazania, w zaleznosci od zastosowa-
nej cytokininy w pozywce inicjalnej wynosit od 3 do 5. Podobne wyniki otrzymali
Miedema (2) oraz Grieve i in. (6). Wedlug autoréw wspétczynnik rozmnazania zale-
zat od genotypu i wynosit $rednio od ! do 6.

Podczas rozmnazania na pozywce regeneracyjnej pedy nie tworzyty korzeni. Do-
brze rozwiniete regeneranty przenoszono na pozywke ukorzeniajgcg. Okoto 80%
pedoéw regenerowato prawidtowo rozwiniety system korzeniowy. Nie stwierdzono
wptywu réznych cytokinin w pozywce inicjalnej na proces ukorzeniania. Ukorzenio-
ne rosliny w warunkach in vitro przenoszono do doniczek z wysterylizowana gleba
przy zastosowaniu odpowiedniej wilgotnosci. Odsetek regenerantow, ktore prze-
zyly przenoszenie do gleby byt wysoki i wynosit ponad 90%.

W przeprowadzonych analizach ploidalnosci regenerantéw uzyskanych z r6z-
nych eksplantatéw siewek dwodch linii (R58 i DL3) buraka cukrowego wykazano, ze
wszystkie badane rosliny mialy diploidalng liczbe chromosoméw (2n = 18). Zasto-
sowane w pozywce inicjalnej cytokininy nie spowodowaty zmian w stopniu ploidal-
nosci. Podobnie Tetu i in. (30) oraz Detrez i in. (17) analizujgc ploidalnos¢ roslin bu-
raka uzyskanych na drodze bezposredniej organogenezy nie stwierdzili zmian
w liczbie chromosoméw. Z kolei jacq i in. (10,15) wykazali obecnos¢ tetraploidow
(4-17%) wsréd roslin zregenerowanych z kalusa pochodzacego z hipokotyli i licieni.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze bezposrednia regeneracja roslin
z réznych eksplantatow siewek buraka cukrowego pozwala na otrzymanie regene-

144 PRACE EKSPERYMENTALNE



Wptyw cytokinin na morfogeneze buraka cukrowego {Beta vulgaris L) w kulturach in vitro

rantdbw o genotypie rosliny rodzicielskiej, stabilnych cytologicznie. Opracowana me-
toda regeneracji poprzez bezposrednig organogeneze z eksplantatow siewek umoz-
liwia efektywne rozmnazanie wartosciowych genotypéw buraka przydatnych w ho-
dowli i genetycznej transformacji.
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