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Wptyw melatoniny na tworzenie sie
pedow przybyszowych rozy miniaturowej
White Gem w kulturach m vitro
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The effect of melatonin on the adventitious shoot regeneration of
miniature rose cv. White Gem cultured in vitro

Summary

The effect of melatonin (N-acetyl-methoxytryptamine), an animal hormone
also present in plants, on the adventious shoot regeneration during induction
at in vitro micropropagation of miniature roses cv. White Gem was examined.
Melatonin at concentrations 5 x 10" M and 5 x 10-* M significantly increased
regeneration of shoots. Although this compound has the same precursor,
tryptophan, and similar chemical structure as auxins, commonly used in the
micropropagation of plants, melatonin was more effective in this process than
auxin, indole-3-butyric acid (IBA). In contrast to IBA, melatonin is not an inducer
of the callus growth during regeneration of rose shoots. The results demon-
strate that exogenous melatonin can be used in the regulation of processes in in
vitro plant cultures. To our knowledge, these are the first data on the influence
of melatonin on the adventious shoots regeneration and callus growth.
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1. Wstep

Melatonina (N-acetylo-5-metoksytryptamina), hormon zwie-
rzecy z grupy indoliloamin, zidentyfikowany w 1958 r., reguluje
u zwierzat wiele procesoéw fizjologicznych przebiegajacych w spo-
s6b rytmiczny, jest przekaznikiem sygnatu ciemnosci. Poziom
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tego hormonu we krwi jest wysoki podczas nocy i zalezny proporcjonalnie od jej
dtugosci, a w dzien niski (1). Dobowe zmiany stezenia melatoniny mogg stuzyc¢ jako
sygnat czasu, ktory informuje komorki o porze dnia i roku (2). Ponadto hormon ten
reaguje z wolnymi rodnikami, a zatem petni funkcje zmiatacza tych rodnikéw (3).

Pierwsza rosling, u ktérej wykryto melatonine byt glon morski Lingulodinium
polyedrum (wczesniej zwany Gonyaulax polyedra) (4). Podobnie jak u zwierzat w tych
fotosyntetyzLijgcych roslinach nizszych stezenie melatoniny zmienia sie w cyklu do-
bowym, osiggajac maksimum w nocy. jej obecnos¢ stwierdzono takze u roslin wyzszych
takich jak: Ananas comosus, Asparagus officinalis, Chenopodium rubrum, Chrysanthemus
coronariuni, Malus domestica, Nicotiana tabacum, Zea mays. Zingiber officinale (5). Wys-
tepuje ona w czesciach jadalnych takich roslin jak: pomidor, banan, ogorek oraz bu-
rak (6).

W zwigzku z podobienstwem budowy chemicznej melatoniny do powszechnie
stosowanych w ros$linnych kulturach in vitro auksyn; kwasu indolilo-3-octowego
(IAA) i kwasu indolilo-3-mastowego (IBA) (rys. 1) oraz z wykorzystywaniem w rosli-
nach wspolnego prekursora ich syntezy tryptofanu (rys. 2), interesujace byto spraw-
dzenie czy efekt jej dziatania jest podobny do wymienionych regulatorow wzrostu.
Celem przeprowadzonych badah byto sprawdzenie czy melatonina moze zastgpic¢
auksyne stosowana do mikrorozmnazania r6zy miniaturowej Rosa x hybryda odm.
White Gem (7). Spos$rdd wszystkich auksyn, do badain wybrano IBA, ze wzgledu na
jej najwieksze podobienistwo w budowie strukturalnej do melatoniny.

W literaturze brak jest jakichkolwiek danych dotyczacych roli melatoniny w mi-
krorozmnazaniu ros$lin w kulturach in vitro.

CH2CH2NHCOCH3
H
Melatonina
CH,------- COOH CHjtCHjtzCOOH
Kwas indolilo-3-octowy (IAA) Kwas indolilo-3-mastowy (IBA)

Rys. 1. Wzory strukturalne melatoniny i auksyn.
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tryptofan

Rys. 2. Szlak biosyntezy IAA i melatoniny.

2. Materiat i metody

Materiat doswiadczalny stanowity r6ze miniaturowe Rosa x hybrida hodowli Me-
ilanda, odm. White Gem. Pedy mnozono in vitro na pozywce MS zawierajgcej 6-ben-
zyloaminopuryne (BAP) w stezeniu 4,5 x 10” M, kwas indolilo-3-octowy (IAA)
w 2 X 10" M, kwas giberelinowy (GA3) 9 x 10" M (7). Do doswiadczeh wybierano
mikrosadzonki o diugosci 1-1,5 cm pochodzgce z 8-10-tygodniowego pasazu. Pedy
przepasazowano na takg sama pozywke MS, ktdra zamiast IAA zawierata melatoni-
ne lub IBA w zakresie stezeri od 5 x 10" M do 5 x 10" M. Kontrole stanowita
pozywka bez tych hormonéw. Kultury pedéw inkubowano w komorze fitotronowej
Sanyo w warunkach 16 h oswietlenia o natezeniu 90 pEs hn”®, w temperaturze 25°C.
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Ze wzgledu na wrazliwo$¢ melatoniny na Swiatto, stoiki przechowywano 24 h w wa-
runkach ciemnosci. Przez kolejne dni stoiki byly czesciowo ostoniete folig alumi-
niowa. We wczesniej wykonanych doswiadczeniach wykluczono wplyw ciemnosci
na stymulacje tworzenia peddéw u rozy. Liczbe peddéw oraz mase kalusa powsta-
jacego podczas regeneracji pedoéw okreslano po 5 tygodniach. Dos$wiadczenie wy-
konano w 5 powtdérzeniach, powtérzeniem byt jeden stoik z 4 pedami. Do staty-
stycznego opracowania wynikOéw stosowano odchylenie standardowe (SD).

3. Wyniki i dyskusja

Melatonina obecna w pozywce w stezeniach 5 x 10"M i 5 x 10 M czterokrot-
nie zwiekszata liczbe peddéw przybyszowych rézy (rys. 3, fot. 1 B, C) w poréwnaniu
do liczby wytworzonych peddéw na pozywce bez hormondw po 5 tygodniach kultury
(rys. 3, fot. | A). Kwas indolilo-3-mastowy (IBA) zwiekszat tylko dwukrotnie liczbe
pedow i to tylko w jednym z testowanych stezeh, 5 x 10 M (rys. 3, fot. 1 E). IBA
w stezeniu 5 x 10" M w przeciwienstwie do melatoniny zastosowanej w tym sa-
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Rys. 3. Wplyw melatoniny i IBA na tworzenie sie pedéw rézy miniaturowej White Gem.
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mym stezeniu nie stymulowat proliferacji pedow (fot. | F). Niewiele jest danych w li-
teraturze na temat wptywu melatoniny na rosliny wyzsze. Brak jest danych do-
tyczgcych stymulacji wzrostu, natomiast obserwowano jej hamujgce dziatanie na
wzrost wegetatywny Arabidopsis thaliana (8), na wzrost korzenia cebuli (9) oraz
kielkowanie nasion safaty (10). To hamujgce dziatanie bylo prawdopodobnie
zZwigzane ze stosowaniem zbyt wysokich stezen, np. u cebuli 8 X 10" M (11). Zwiek-
szanie stezenia melatoniny w pozywce podczas regeneracji pedéw rézy miniaturo-
wej zmniejszato jej stymulujgcy wptyw na ten proces; w stezeniu 5 x 10“* M obser-
wowano brak wptywu (rys. 3).

Melatonina nie wplywa na wzrost kalusa u podstawy pedu rézy, podczas gdy IBA
jest silnym stymulatorem wzrostu tej tkanki (rys. 4, fot. | E, F, G). Obecnos¢ IBA
w pozywce, w stezeniu 5 x 10" M powoduje 22-krotny przyrost $wiezej masy kalu-
sa (1,82 g) w poréwnaniu do kombinacji bez hormonéw (0,08 g) (rys. 4). Tworzenie
sie kalusa podczas regeneracji pedéw przybyszowych jest niekorzystne, a zatem za-
stosowanie melatoniny zamiast IBA nie tylko zwieksza liczbe namnozonych pedéw,
ale réwniez eliminuje wzrost kalusa.

5x 10 5x 10 5x 10 5x 10 5X 10

Hormony, M

Rys. 4. Wplyw melatoniny i IBA na wzrost kalusa rézy miniaturowej White Gem.
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Fot. 1. Wpfyw melatoniny i IBA na tworzenie sie pedéw przybyszowych oraz kalusa rézy White Gem.
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Stwierdzono rézng wrazliwosé rézy na melatonine w zaleznoéci od fazy jej roz-
woju, podczas jej regeneracji w kulturach in vitro; hormon ten w stezeniu
5x 10" Mi5 x 10™ M stymulowat tworzenie pedéw, ale nie wpltywat na wzrost
kalusa. R6zna reakcje na melatonine w stezeniach Mi5 x 10" M obserwowat
Kolar i wsp. (11), hormon ten hamowat kwitnienie Chenopodium rubrum, ale nie
wptywat na wzrost tej roshiny.

Reasumujac, na podstawie otrzymanych wynikOw wskazuje sie na potencjalne
zastosowanie melatoniny w tworzeniu peddéw rézy miniaturowej White Gem za-
miast IBA. Sa to pierwsze dane dotyczace wptywu tego hormonu na indukcje pedéw
przybyszowych oraz na wzrost kalusa u roslin w warunkach in vitro.
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